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GAUCHER HASTALARINDA DNA HASARININ KANSERLE ILISKILI miRNA
IFADELERININ VE iMMUN SISTEM PARAMETRELERININ ARASTIRILMASI
Ramazan UZEN

Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal
Doktora Tezi, Ocak 2022
1. Danisman: Prof. Dr. Nurhan CUCER
2. Damisman: Prof. Dr. Hamiyet DONMEZ ALTUNTAS

OZET
Gaucher hastaligi (GH), otozomal resesif ozellik gosteren, en yaygin lipid depo
hastaligidir. Bu calismada, Gaucher hastalarinda kanserle iliskili olarak miRNA
ekspresyon degisimlerinin belirlenmesi ile oksidatif DNA hasarmin (8-Hidroksi-2’-
Deoksiguanozin; 8-OHAG) ve mikroniikleusun (MN)’un biyobelirte¢ olarak kullanilip
kullanilamayacagi ve ayrica MAIT, TFH, ILC hiicreleri ve IL-4, 1L21, TNF-a ve IFN-y
sitokinlerinin hastaliktaki degisimleri ve patogenezindeki rolii arastirilmistir. Tedavi
goren 20 Gaucher hastasi, 6 heterozigot tasiyici goniillic ve kontrol grubu olarak
dahastalarla ayni yas-cinsiyette 27 saglikli goniillii kisilerden aliman kan Ornekleri

tizerinde ¢aligma yapildi.

Gaucher hasta grubunun hem de GH tasiyict grubunun lenfositlerindeki MN,
niikleoplazmik koprii (NPB), niikleer tomurcuk (NBUD), Niikleer Béliinme Indeksi
(NBI) ve metafaz degerleri kontrollerle karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik goriilmedi. GH hasta ve GH tasiyict grubunda plazma 8-OHdG seviyeleri
kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu.
GH hasta grubunda tiimér siipressor etkili miRNA-125b seviyelerinin (p<0.001) ve GH
tastyict grubunda ise miRNA-15a ve miRNA-181b seviyelerinin (p<0.05) arttigi
bulunmustur. Ayrica, bu ¢alismada GH ile ILC, TFH ve MAIT hiicreleri, IL21, IL4,

IFN-y ve TNF-a sitokinlerinin etkilendigi gosterilmistir.

Sonug olarak, MN hem tedavi sonras1 GH hastalarinda hem de GH tasiyici1 grupta erken
tan1 igin bir biyobelirte¢ olarak degerlendirilmemistir. GH’da oksidatif hasar belirteci
olarak plazma 8-OHdG seviyelerinin artmasmin hastaligin = gelisiminde etkili

olabilecegini gosterebilir. miRNA ekspresyon sonuglarimiza gore, GH’da kanser riski
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icin tiimor siipressor etkili miRNA-125b bir biyobelirteg olarak kullanilabilir. Ayrica bu
calismada, enzim replasman tedavisi alan GH’da dogal lenfoid hiicre alt tiplerinden
ILC1 ve ILC3’lin azaldigi, folikiiler helper T hiicre (TFH) hiicrelerinin IL-4, I1L-21
tiretimlerinin azaldig1, son olarak mukoza iliskili degismez T hiicrelerinin (MAIT) TNF-
a, IFN-y, sitokin tiretimlerinin azaldig1 ve de hastalik patogenezi ve siddetine yonelik
onemli gostergeler olabilecedi rapor edilmistir. Bu sonuglar, ileri calismalar ile

desteklenmeli ve daha fazla tedavi oncesi GH hastalar iizerinde arastirilmalidir.

Anahtar Kelimeler: DNA Hasari; Enzim Replasman Tedavisi; Gaucher Hastalig;
Immiin Sistem; MiRNA
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INVESTIGATION OF DNA DAMAGE CANCER-RELATED miRNA
EXPRESSIONS AND IMMUNE SYSTEM PARAMETERS IN GAUCHER
PATIENTS

Ramazan UZEN

Erciyes University, Institue of Health Sciences
Medical Faculty, Department of Medical Biology
Doctorate Thesis, January 2022
1. Supervisor: Prof. Dr. Nurhan CUCER
2. Supervisor: Prof. Dr. Hamiyet DONMEZ ALTUNTAS
ABSTRACT

Gaucher disease (GD) is the most common lipid storage disease with an autosomal
recessive feature. Our aim in this study were to determine miRNA expression changes
associated with cancer and oxidative DNA damage (8-OHdG) and whether
micronucleus (MN) can be used as a biomarker in Gaucher patients, also the changes in
MAIT, TFH, ILC cells and IL-4, 1L21, TNF-o and IFN-y cytokines in the disease and
their role in the pathogenesis. The study was carried out on blood samples taken from a
total of 20 patients diagnosed with GD, 6 heterozygous carrier volunteers, and 27
healthy volunteers of the same age-sex as the control group. When the MN,
nucleoplasmic bridge (NPB), nuclear bud (NBUD), metaphase frequencies and Nuclear
Division Index (NDI) values in the lymphocytes of both the Gaucher patient group and
the GD carrier group were compared with the controls, no statistically significant
difference was observed. Plasma 8-OHdG levels were found to be statistically
significantly higher in the GD patient and GD carrier groups when compared to the
control group. It was found that tumor suppressor effective miRNA-125b levels
(p<0.001) were increased in the GD patient group and miRNA-15a and miRNA-181b
levels (p<0.05) were increased in the GD carrier group. In this study, it was shown that
ILC, TFH and MAIT cells, 1L21, IL4, IFN-yand TNF-a cytokines were affected in GD.
In conclusion, MN has not been evaluated as a biomarker for early diagnosis in both
GD patients and GD carriers. It may show that increased plasma 8-OHdG levels as a
marker of oxidative damage in GD may be effective in the development of the disease.

According to our miRNA expression results, tumor suppressor miRNA-125b can be



used as a biomarker for cancer risk in GD. Also in this study, it has been reported that
decreased of ILC1 and ILC3, which are natural lymphoid cell subtypes, IL-4, IL-21
production of follicular helper T cell (TFH) cells, finally the production of TNF-a, IFN-
v cytokines of mucosa-associated invariant T cells (MAIT) may be important indicators
of disease pathogenesis and severity in GD receiving enzyme replacement therapy.
These results should be supported by further studies and further investigated in pre-

treatment GD patients.

Keywords: DNA Damage; Enzyme Replacement Therapy; Gaucher Disease; Immune
System; miRNA
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1. GIRIS VE AMAC

Lipid depo hastaliklar1 (LDH), yaygin olarak lizozomal homeostaziyi bozan kalitsal gen
mutasyonlarindan kaynaklanan multisistemik nadir bir hastaliktir. En sik goriilen
kalitsal lipid depo hastaliklar1 Gaucher hastaligi (GH) ve Fabry hastaligidir (Squillaro
ve ark., 2017). GH, dogustan gelen metabolik bir bozukluk sonucu ortaya cikan
otozomal resesif Ozellige sahip olan en yaygin lipid depo hastaligidir. GH,
Glukoserebrozidaz (GBA) genindeki mutasyonlardan kaynaklanir ve mononiikleer
fagositlerin lizozomlarinda glukoserebrosit birikimine neden olur (Lo ve ark., 2012).
GH norolojik 6zelliklerin varligina veya yokluguna gore ii¢ alt tipte simiflandirilmistir.
Tip 1 GH (GHI) en yaygin olanidir ve norolojik belirtilerin yoklugu ile karakterizedir.
Tip 2 ve tip 3 GH sirasiyla akut ve kronik norolojik semptomlarla karakterize

gostermekte ve daha nadir seyretmektedir (Zahran ve ark., 2017).

DNA siirekli olarak endojen ve eksojen hasar kaynaklarina maruz kalmaktadir ve
normal hiicresel kosullar altinda genomik biitiinliigii korunmasi i¢in birgok DNA tamir
mekanizmasinin koordineli aktivitesi gereklidir. DNA hasarinin dogru ve zamaninda
onarllmamasi sonucu, nokta mutasyonlari, kromozomal translokasyonlar ve
kromozomal segmentlerin veya tiim kromozomlarin kazanilmasi veya kaybedilmesi gibi
cesitli genomik anormalliklere neden olabilir (Mouw ve ark., 2017). Hiicrede DNA
biitlinliigiinlin saglanamamasi sonucu, ortaya c¢ikan bu genomik degisiklikler hiicre
fizyolojisinde degisikliklere neden olabilecegi gibi yaslanma, otoimmiin hastaliklar ve
timor olusumuyla sonuglanabilir. Kromozomal DNA hasarinin belirlenmesinde
Mikroniikleus (MN), iyi bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (Fenech 2007,
Bankoglu ve ark., 2018). Gaucher hastaliginin genomik hasar {izerindeki etkisi su ana
kadar arastirilmamistir. Bu c¢alismada Gaucher hastaliginda Sitokinez-bloke
mikrontikleus sitom (CBMN-cyt) yontemiyle MN’un biyobelirte¢ olarak kullanilip
kullanilamayacag1  belirlenecektir.  Ayrica  calismada  niikleoplazmik  koprii

(Nucleoplasmic bridge; NPB), niikleer tomurcuk (Nuclear bud; NBUD), Niikleer



Béliinme Indeksi (Nuclear division index; NBI) ve metafaz sayilar1 degerlendirilecek ve
plazma Orneklerinde 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHAG) seviyeleri Olgiilerek
oksidatif DNA hasar1 degerlendirilecektir.

MikroRNA'lar (miRNA), mRNA molekiillerini dogrudan hedefleyerek translasyon
seviyesinde gen ekspresyonunu baskilayabilen yaklasik 22 niikleotit i¢eren, kodlamayan
kiicik RNA molekiilleridir. miRNA'lar kanser teshisi, prognostik 6ngorii, hastaligin
izlenmesi ve tedaviye yanitin tahmin edilmesine yardimci olabilecek kanser tipine 6zgii
biyobelirtegler olarak ortaya ¢ikmaktadir (Bidarra ve ark., 2019). miRNA'larin kanser
biyobelirtegleri olarak potansiyelleri goz Oniine alindiginda, GH’ligiyla iligkili olan
multipl miyelom (MM), 16semi, lenfoma ve hepatoseliiler karsinom (HCC) ile ilgili olan
onkogen ve timor siipressor gibi davranan bazi miRNA ekspresyon seviyelerinin
arastirilmasi ile bu miRNA’larin Gaucher hastalarinda kanser riski i¢in biyobelirteg

olarak kullanilip kullanilamayacagi bu calisma ile belirlenecektir.

GH, malignitelerde artis ile beraber hipergammaglobulinemia (monoklonal ya da
poliklonal gammopatiler vs.) ve serum antikorlarinin olusumu gibi immiin sistemde de
onemli degisiklikler ortaya cikar (Arends ve ark., 2013, Zhang ve ark., 2019). Ancak,
GH’1in patogenezine katkida bulunan immiin sistemdeki degisikliklerin tam
biyokimyasal ve hiicresel mekanizmalari hala bilinmemektedir. Immiin sistem ile ilgili
mukozal iligkili invaryant T (MAIT), T folikiiler helper (TFH), innate lenfoid (ILC)
hiicrelerinin ve interlokin-4 (IL-4), IL-21, timor nekroz faktor-a (TNF-a) ve interferon-
v (IFN-y) sitokinlerinin bu hastaliktaki degisimleri ve patogenezindeki rolil

arastirilacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Lizozomal Depo Hastaliklari

Lizozomlar ilk olarak 1950'lerin basinda bu organellerin insan hastaliklarindaki énemini
ilk fark eden de Duve tarafindan tamimlandi. Lizozom, oligosakaritler, glikoz amino
glikanlar, sfingolipitler ve diger lipidler gibi c¢esitli molekiillerin biyokimyasal
parcalanmasi i¢in gerekli olan hiicre i¢i bir organeldir. Lizozomlarin islevi, asidik pH
ortaminda aktive olan bir dizi enzimatik reaksiyon yoluyla makro molekiilleri
parcalamaktir. Bu siireg, hiicreler tarafindan endositoz yoluyla molekiilleri veya normal
hiicre yapilarinin bilesenleri olan endojen molekiilleri (6rn. Hiicre zarlari, hiicre iskeleti,
niikleik asitler) par¢alamak i¢in gereklidir. Lizozomlar, sfingolipidlerin parcalanmasi ve
metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynayan Onemli bir hiicresel bilesendir.
Lizozomlarin islevindeki kusurlar, bu lipidlerin diizensizligine ve inflamasyon
yollariin aktivasyonuna yol agmaktadir. Lizozomlar ¢ok sayida biyolojik siiregte yer
almakta ve lizozomal islevdeki anormallikler c¢ok c¢esitli  hastaliklarla
sonuglanabilmektedir (Simonaro 2016, Kose ve ark., 2019). LDH metabolizmadaki
kusurlarin ¢ogu otozomal resesif 6zellik gostererek veya bazi tiplerde X'e bagh bir
sekilde kalitsal olarak aktarilir. LDH ile iliskili genler, lizozomal enzimler ve lizozomal
membran proteinleri olmak iizere farkli lizozomal proteinleri kodlamaktadir. Lizozomal
disfonksiyon ile karakterize 70'in iizerinde lizozomal depolama bozukluklarina baglh
olarak hastalik grubu bulunmaktadir. Nadir olarak gozlemlenen bu hastaliklar genel
olarak 5-7 bin dogumda bir olarak ortaya ¢ikmaktadir. ilgili substrata bagl olarak lipid
depolama  bozukluklar1  (sfingolipidozlar, = gangliosidozlar, 16kodistrofiler),
mukopolisakkaridozlar, glikoprotein depolama bozukluklari, mukolipidozlar ve sistinoz
olarak gruplandirilir. LDH'larinda tipik klinik semptomlar olarak hepatosplenomegali,
pulmoner ve kardiyak problemler, kemik anormallikleri, demans, sagirlik, korliikk ve
hareket problemlerini icermektedir. LDH'larin iigte ikisi norolojik etkiler igermektedir

(Platt ve ark., 2018, Marques ve Saftig 2019).



2.2. Gaucher Hastah

GH, lizozomal depo hastaliklar1 grubuna ait, temel olarak otozomal resesif 6zellik
gosteren bir hastaliktir. GH, kromozom 1 (1921) iizerinde bulunan GBA aktivitesini
kodlayan gendeki mutasyonlarla iliskili en yaygin lizozomal depo bozuklugudur. (Diaz-
Font ve ark., 2003, Squillaro ve ark., 2017). Bir lizozomal enzim olan
glukoserebrosidaz eksikliginden kaynaklanan GH, doku makrofajlarinin (Gaucher
hiicreleri (Sekil:1)) lizozomlarinda belirgin bir sekilde glukosilseramidin birikimine yol
acar ve onlar karakteristik Gaucher hiicrelerine doniistiirmesine neden olur. GBA
genindeki mutasyonlar sonucunda mononiikleer fagositlerin ve makrofajlarin
lizozomlarinda glukoserebrosid birikimi ile biiyilik hiicreler (Gaucher hiicreleri) olusur.
GH’nin genel populasyonda goriilme sikligi, yaklasik olarak 50-60 bin canli dogumda
birdir (Dekker ve ark., 2011). GH, glukosilseramidinin karacigerin retikiilo-endotelyal
sistemindeki hiicrelerde, dalakta ve kemik iliginde (Gaucher hiicreleri seklinde)
depolanmasi ile karakterize edilir (Astudillo ve ark., 2016). GH, norolojik bulgulara
gore ii¢c tipte smiflandirilmistir: Noropatik bulgulart olmayan tip 1, akut infantil

noropatik belirtileri olan tip 2 ve kronik noropatik form tip 3 (Alaei ve ark., 2019).

Sekil 2.1. Gaucher hiicresi (Sgherza ve ark., 2020)



2.2.1. Gaucher Hastaligi Epidemiyolojisi

Cografi bolgelere gore dagilim farkliliklar1 gosteren GH, nadir hastaliklar arasinda en
sik goriilen lizozomal depo hastaligini olusturmaktadir (Sekil:2). Doku makrofajlarinin
lizozomlarinda  glukozilseramid  birikimi ile  sonuglanan, glukoserebrosidaz
eksikliginden kaynaklanan bir hastaliktir (Xu ve ark., 2005). Norolojik tutulumun
varlig1 ve ilerleme hiz1 temelinde, GH genel olarak {i¢ fenotipe boliinmiistiir (Dimitriou
ve ark., 2020). Ug sinifa ayrilan GH, tip 1 GH en sik ortaya ¢ikmaktadir ve tiim GH
vakalarmin %94"ni olusturmaktadir. Tip 1 GH, bat1 diinyasindaki en yaygin alt tiptir.
Yahudi popiilasyonunda tip 1 GH prevalansi, Yahudi olmayan popiilasyonlara gore ¢ok
daha yiiksek seyretmektedir. Yahudi popiilasyonundaki GH prevalansinin 850'de 1
oldugu tahmin edilirken, Yahudi olmayan popiilasyonlarda ise bu oran 50 bin'de 1
oldugu tahmin edilmektedir. Tip 2 ve tip 3 GH, tip 1 GH'dan daha az yaygindir ve 100-
300000 dogumdan birinde meydana geldigi tahmin edilmektedir (Nalysnyk ve ark.,
2017). Tirkiye niifusunda ise bu oranin, canli dogumda 2,3/100.000 kadar oldugu tespit
edilmistir (Magin ve ark., 2008, Kabagam ve ark., 2010). Ulusal Nadir Hastaliklar
Orgiitii tarafindan hazirlanan bir rapora gére, GH insidans orani Askenazi Yahudi
kokenli bireyler arasinda 450 dogumda 1 kadar yiiksek olabilir. GH, erkekleri ve
kadinlar esit olarak etkilemektedir (Alaei ve ark., 2019).
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2.2.2. Gaucher Hastaliginin Siiflandiriimasi

GH, norolojik bulgularin ve ilerleme hizina bagli olarak bu bulgularin olup olmamasina
gore Klinik olarak belirtilerine gore ii¢ farkli alt tipte simiflandirilmistir. Tip 1 GH,
hastalik seyrinin ¢esitli yas degisikligine bagl olarak, farkli siddette semptomlar1 olan
norolojik bulgularin gézlenmedigi ve en sik goriilen klinik tiptir. Akut ndronopatik
olarak tanimlanan tip 2 GH, bir yas civarinda kaybedilir. Subakut néronopatik olarak
tanimlanan tip 3 GH, ¢ocukluk ¢aginda ortaya ¢ikan ve ndrodejeneratif bozuklugu yavas

ilerleyen bir tiptir (Lo ve ark., 2012, Zahran ve ark., 2017).

Tip 1 hastalar1 asemptomatik olabilir ve genelde 30 yas ve istii ortaya ¢ikmaktadir. Tip
1 GH, hepatosplenomegali, anemi, trombositopeni ve kemik tutulumu ile kendini
gosteren noropatik olmayan form olarak tanimlanmaktadir. Tip 1 GH, en sik karsilasilan
tipi olup, tip 1 Gaucher hastalarina yonelik mevcut tedavi segenekleri, enzim replasman
tedavisi ve substrat azaltma tedavisidir. Tip 2 ve 3 ise merkezi sinir sistemi tutulumuna
sahiptir ve genellikle ndrolojik semptomlarin hiz1 ve ilerlemesi ile ayirt edilir. Tip 2

yagsamin ilk ti¢ yilinda hizli norolojik diislis ve sonrasinda 6liim ile sonuglanirken, tip 3



ergenlik doneminde norolojik diisiis ile ortaya ¢ikar. Genellikle, GH’nin her 3 tipi de
hepatosplenomegali, anemi, trombositopeni ve kemik tutulumu ile karakterizedir.
(Hassan ve ark., 2017, Siebert ve ark., 2014).

2.2.3. Gaucher Hastahig1 Tedavisi

Enzim replasman tedavisi (ERT) Roscoe Brady tarafindan ilk kez 1966'da 6nerildi. ERT
1974'te ilk kez saflastirilmis plasental glukoserebrosidaz enjekte edilerek uygulandi.
1980'lerde makrofajlar1 hedeflemek {izere modifiye edilen enzim, 1991'de tip 1 Gaucher
hastaliginda kullanildi. ERT hastalara intravendz olarak verilen rekombinant enzimin
hiicre dis1 s1vida bulunan lizozomal hidrolazlar1 almasindan sonra; bunlar1 lizozomlarina
tasimasi seklinde islevini gergeklestirmesini saglar. Bu enzim hastalara haftalik veya iki
haftada bir intraven6z inflizyonla uygulanir (Lachmann 2020). Gaucher hastalarinda
kullanilan ERT uygulanan temel tedavi seklidir. Kurulan ERT formu makrofaj
yonelimli ERT'dir. ERT'nin terapdtik kullanim amact karaciger ve dalak biiytikliigliniin
azaltilmasi, hematolojik parametrelerin iyilestirilmesi ve kemik agrisinin azaltilmasina
yonelik olarak kullanilmaktadir. Dalak ve karaciger boyutunun azaldigi ve sitopeninin

6 aylik tedaviden sonra iyilestigi goriilmektedir (Zahran ve ark., 2020).

Tip 1 GH, ERT ile plasental kaynakli glukoserebrosidaz (Alglucerase, Ceredase) ve
1994'te rekombinant glukozerebrozidaz (Imiglucerase, Cerezyme) ile basariyla tedavi
edilen ilk hastalikti. Cerezyme'ye ek olarak, su anda ABD ve Avrupa'da GH'nin tedavisi
icin iki farkli ERT daha mevcuttur; Velaglucerasealfa (VPRIV) ve Elelyso
(Taliglucerase alfa). Ayrica gilinlimiizde ERT’ne ek olarak iki kiiciik molekiillii olan
substrat indirgeme terapisi (SRT) de wuygulanmaktadir. SRT olarak, Cerdelga
(Quallustat) ve Zavesca (Miglustat) olmak tiizere iki farkli ilag uygulamasi
bulunmaktadir (Drelichman ve ark., 2020).

2.2.4. Gaucher Hastahig Etolojisi

GH ilk kez 1882'de Phillippe Gaucher tarafindan tanimlanan en yaygin resesif kalitilan
lizozomal lipid depo hastahigidir. Insanlarda kromozom 1q21 iizerinde bulunan

glukoserebrosidaz geni 7,5 kb (kilobaz) uzunlugunda, lizozomal bir enzim olan



glukoserebrosidazi kodlamaktadir. Bu enzim glukoserebrosidi glikoza ve seramide
hidroliz eder. Glukoserebrosidaz genindeki mutasyonlar, GBA enzim eksikligine neden
olarak makrofajlarin lizozomlarinda glukoserebrosid birikimine yol acar ve sonucta
¢oklu organ tutulumu ile sonuglanir (Lal ve Sidransky 2017). GH, GBA enzim
eksikligine bagli olarak, endojen ve eksojen membranlardan kaynaklanan kompleks
glikosfingolipidlerin doniisiimii nedeniyle monontikleer fagositlerin lizozomlarinda bol
miktarda glukoserebrosid birikmesine yol acar. Doku makrofajlarinin lizozomlarinda
glukoserebrosid birikimi, makrofaj aktivasyonu ve sitokinlerin salgilanmasina neden
olur. Bu sitokin salinimi, GH’da kronik B hiicresi stimiilasyonuna neden olmaktadir

(Mistry ve ark., 2013).

Otozomal resesif bir sekilde aktarilan GH, Askenazi Yahudilerinde en sik goriilen
mutasyonlar N370S ve 84GG mutasyonlaridir. N370S mutasyonu homozigot olup
genellikle hastaligin ¢ok hafif bir formuna sahiptir. N370S mutasyonunun heteroalelik
varligi, yalnizca noronopatik olmayan hastalikla iligkilidir. 84GG mutasyonunu tastyan
alleller, herhangi bir proteinin sentezini yonetemezler ve bu nedenle, bu mutasyon
hi¢cbir zaman homozigot durumda bulunamamigtir. N370S ve 84GG mutasyonunun
kombinasyonu, nispeten siddetli hastalifa neden olmaktadir. Kafkas hastalarinda en
yaygin mutasyonlar N370S ve L444P'dir. L444P mutasyonu i¢in homozigotluk,
hastaligin noropatik formlari ile iligkilidir (De Fost ve ark., 2003). GH'deki genotip-
fenotip korelasyonunu, ayni genotipi paylasan bireylerde, kardeslerde hastalik
belirtileri, klinik seyir ve tedaviye yanit agisindan farklilik gosterebilmektedir (Lal ve

Sidransky 2017).

2.2.5. Gaucher Hastalig1 ve Kanser iliskisi

Kanser tiirleri arasindaki ¢esitli farkliliklara ragmen belirli 6zellikler paylasmaktadir.
Kanser anormal, kontrolsiiz bir doku biiyiimesi olarak tanimlanir. Gelismis iilkelerde
kanser tiim Oliimlerin yaklasik dortte birini olugturmaktadir bu nedenle 6nemli bir saglik
sorunudur. Kanserin ayirtedici 6zellikleri proliferatif sinyalleme, apoptozdan kacis,
kanser biliyiime baskilayicilardan kaginma, siirekli anjiyogenez ve metastaz olusturma,
immiin gozetimden kaginma, genomik kararsizlik, diizensiz hiicresel enerji ve tiimor

tesvik edici inflamasyonu icermektedir. Timor olusumunu tesvik eden genetik



diizensizlik spektrumu, gen aktivasyonunu veya inaktivasyonunu ve gen
ekspresyonundaki degisiklikleri i¢cermektedir (Jamieson ve ark., 2015, Macheret ve
Halazonetis 2015, Taylor ve Lindsay 2016).

Patofizyolojik temeli bilinmemekle beraber tip 1 Gaucher hastalarinda hematolojik ve
hematolojik olmayan malignite ve tekrarlayan malignite riskinde artis oldugu tlizerinde
durulmaktadir. GH’daki malignitenin patogenezinde, aktive edilmis makrofajlar,
endoplazmik retikulum stresi, splenektomi, lizozomal fonksiyon bozuklugu gibi
mekanizmalar bulundugu one siiriilmektedir. Ayrica, in vitro ¢alismalar,
glukoserebrosidin  hiicresel birikiminin, kanser ilerlemesine elverisli oldugunu
gostermistir (Lo ve ark., 2012). Boylece, GH’nin, basta MM olmak iizere lenfoma,
16semi, HCC, renal karsinom, glioblastom, ve akciger kanseri gibi bazi kanserlerin
gelisme riskini arttirdig1 ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (Arends ve ark., 2013, Barth
ve ark., 2013, Costello ve ark., 2006, Lo ve ark., 2012, Mistry ve ark., 2013, Watek ve
ark., 2019). Ancak, Gaucher hastalarinin tedavisi MM ve HCC riskini azaltmaktadir
(Barth ve ark., 2013). Bununla birlikte, GH ile kanser iliskisinde sfingolipitlerin
birikimi ve immiin cevabin azalmasi tizerinde durulsa da hala agikliga kavusturulmay1

bekleyen bir ¢cok soru vardir.

MM, plazma hiicrelerinin malign proliferasyonu 1ile karakterize hematolojik
malignitelerden biri olup ikinci en yaygin hematolojik malignansidir. Kemik iliginde
klonal biiyiime ve malign plazma hiicrelerinin birikmesi ve serumda ve/veya idrarda
monoklonal immiinoglobiilin varligi ile karakterize B-hiicresi hastaligidir. MM
hastalarinda baslangicta higbir semptom goézlenmez. Ancak, yasla beraber hastaligin
gelismesiyle birlikte anemi, kemik agrisi ve sik sik enfeksiyon ortaya ¢ikar. MM
konusunda ¢ok sayida arastirma yapilmis olmasina ragmen, MM etiyolojisi hala tam
olarak bilinmemektedir (Costello ve ark., 2006, Federico ve ark., 2019, Zhang ve ark.,
2019). GH’da gozlenen hematolojik malignansiler arasinda en sik rastlanillant MM
olmasina ragmen, daha az siklikla olsa da akut lenfoid 16semi (ALL), kronik lenfoid
16semi (KLL), akut miyeloid 16semi (AML), kronik miyeloid 16semi (KML), Hodgkin’s
lenfoma ve non-Hodgkin’s lenfoma da goriilebilmektedir (Mistry ve ark 2013, Watek
ve ark., 2019). Ayrica GH ve kanser iligskisinde, hematolojik maligniteler icinde MM
riskinin genel popiilasyona kiyasla yaklasik 37 kat fazla oldugu tahmin edilmektedir
(Mistry ve ark., 2013).
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HCC, diinya ¢apinda en sik goriilen malignitelerden biridir. HCC iligkili olarak her yil
diinya c¢apinda 60.000'den fazla 6liim meydana gelmektedir. Ayrica her yil yaklasik
olarak 750.000 yeni tani konulmaktadir. HCC gelisiminde, hem hepatit B hem de
hepatit C gibi viral enfeksiyonlarint da igeren, c¢evresel ve genetik faktorler rol
oynamaktadir. Bununla birlikte, belirsiz semptomlar ve hassas molekiiler
biyobelirteglerin eksikligi nedeniyle, HCC'nin erken teshisi zordur (Wang ve ark.,
2019).

Lenfoma, bir milyondan fazla insani etkileyen, diinyadaki en yaygin besinci kanser
tiriinii temsil eden B veya T hiicrelerinden kaynaklanan lenfatik sistem kanseridir.
Lenfomalar, sunum, prognoz ve patogenezde c¢esitlenen heterojen bir grup kanserdir.
Genel olarak Hodgkin lenfoma ve Hodgkin olmayan lenfoma olarak siniflandirilan
lenfomalar, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) siniflandirmasinin en son versiyonunda, ¢ogu
B-hiicreli lenfoma olan, ancak ¢ok farkli klinik 6zelliklere ve tedavi sekillerine sahip
olabilen 100'den fazla lenfoma tipi olarak siniflandirilmistir. Kronik lenfositik 16semi
diinya capinda en yaygin hematolojik malignitedir. Periferik kandaki ve kemik
iligindeki tiimdr hiicrelerinin varligi nedeniyle 16semi olarak adlandirilmasina ragmen,
ayrica diisiik dereceli bir lenfoma olarak da siniflandirilir. Folikiiler lenfoma Avrupa ve
ABD’de tiim lenfomalarin %20’sinden fazla olup en yaygin olani indolent B-hiicre
lenfoma tipidir (Solé ve ark., 2017, Solé ve ark., 2018). Ayrica MM ve B hiicreli
lenfomalarin siklig1r 50 kata kadar ¢ikmaktadir ve bu kanserler Gaucher hastaliginda
giiniimiizde en 6nemli 6lim nedenidir. B hiicrelerinin klonal genislemesini indiikleyen
ve bu hastalikta es zamanli malignansiyi indiikleyen etmenler daha tam olarak

anlasilamamustir (Pavlova ve ark., 2013).

Losemi, hematopoetik kok hiicrelerin anormal proliferasyonundan ve farklilagmasindan
kaynaklanan onemli bir hematolojik malignansi grubudur (Zhang ve ark., 2018).
Losemi, oOzellikle ¢ocuklarda, diinyada ana 6liim nedenlerinden biridir. AML, ALL,
KML ve KLL dort yaygin 16semi tiiriidiir. Ayrica KLL insanlarda en sik goriilen 16semi
tipidir (Hajizamani ve ark., 2017, Pekarsky ve Croce 2019).

GH lizozom i¢inde anormal glukozilseramid birikimi ile sonuglanmasiyla, miyelom,
l6semi, glioblastoma, akciger kanseri ve hepatoseliller karsinom vakalari ile

iligkilendirilmistir, ancak gli¢lii bir korelasyon bildirilmesine ragmen korelasyonun
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nedenleri hala tam olarak anlasilmamistir. Buna ragmen yiiksek glukosilseramidin ve
seramidin kanserle iligkilendirilmesi saglanmistir. GH’nin kanserle iliskilendirilmesi
kanser biyolojisinde seramid ve glukosilseramidin rolleri hiicresel ve molekiiler
mekanizmalart tam olarak aydinlatilmamistir (Barth ve ark., 2013, Watek ve ark.,
2019). Maligniteler ve GH tip 1 arasindaki temel iligki, kansere yatkin olmasinin altinda
cesitli potansiyel mekanizmalar bulunmaktadir. Bunlar arasinda kronik inflamasyon,
kronik B-hiicre stimiilasyonu, T hiicre fonksiyonunda goriilen anormallikleri,
splencktominin potansiyel rolii, lizozomal disfonksiyon ve endoplazmik retikulum stresi
yer alir. GH1'de kansere yatkinligin altinda yatan dort potansiyel mekanizma dikkate
alimmistir; GH'da biyoaktif lipidlerin birikmesi, makrofajlarin aktive edilmesi,
glukosilseramid birikimi ile tetiklenen immiin diizensizlik ve GH1/kanser fenotipinin

gelistirilmesinde genetik modifikasyonlarin rolii (Mistry ve ark., 2013).

2.3. DNA Hasan

Canli organizmalarda genomik dizi bilgilerinin korunmasi, yasamin siirekliligi i¢in
onemlidir. Temel kalitim birimi olan DNA'nin kendiliginden reaktif bir molekiil oldugu
ve endojen ve ekzojen ajanlarin kimyasal degisikliklerine karsi olduk¢a hassas olduklari
bilinmektedir. DNA hasarin olusumu oksidatif stres, telomer erozyonu, onkogenik
mutasyonlar, genotoksik stres ve metabolik stres gibi ¢esitli endojen veya eksojen
nedenlerden kaynaklanabilir. DNA hasar1 sonucu, metabolik organ fonksiyonlarinin
bozulmasiyla kanser, yaslanma ve diyabet gibi hastaliklarin baslamasina neden olur
(Shimizu ve ark., 2014, Chatterjee ve Walker 2017). DNA hasar1 sonucu olusan
kromozomal hasarinin belirlenmesi i¢in en sik kullanilan in vitro tekniklerinden biri
olan insan lenfositlerinde MN testi genis bir sekilde kullanilmaktadir. Mitoz esnasinda
boliinen lenfositler MN olarak bu hasar1 metafaz-anafaz gecisinde mitotik 1g ile
etkilesime girmeyen tiim kromozomlarda veya kromozom pargalarindan olusan

kromozomal anormallikler icermektedir. (Rodrigues ve ark., 2018).

Ayrica, giiniimiizde malignansilerin kromozom hasar1 ve spontan MN olusumundaki
artiglar ile karakterize oldugu iyi bilinmektedir. Mutajenler, karsinojenler, c¢esitli
hastaliklar ve stres ile birlikte MN sayisi artar. Bu nedenle kontrol hiicrelere gore

incelenen hiicrelerde gozlenen MN sayisindaki artig, somatik hiicrelerdeki genomik
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kararsizligin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Ayrica, kanser riskinin
belirlenmesi, tarama ve takibinde de MN, iyi bir biyobelirte¢ olarak da kullanilmaktadir
(Choy 2001, Fenech ve ark., 2002, Olaharski ve ark., 2006, Bonassi ve ark., 2007,
Fenech 2007, Bonassi ve ark., 2011, El-Zein ve ark., 2014). Boylece, Sitokinez-bloke
mikronukleus sitom (CBMN-cyt) yontemi ile kromozom instabilitesi/genom hasari,
hiicre ¢ogalmasi, hiicre 6liimii tespit edilebilmektedir. Kisaca CBMN-cyt yontemi ile,
kromozom/DNA hasari i¢in; MN’lu (kromozom kiriklar1 ve/veya kromozom kayiplarini
temsil eder), Niikleoplazmik kopriilii (NPB, hatali DNA tamirleri ve/veya telomer ug
birlesmelerini gosterir) ve Niikleer budlu (NBUD; gen amplifikasyonlarint gosterir)
biniikleer hiicreler sayilmaktadir. Hiicre ¢ogalmasi i¢in de; mononiikleer, biniikleer ve
multi niikleer hiicreler skorlanarak hiicre ¢ogalma oranlar1 (Niikleer boliinme indeksi;
NBI) hesaplanmaktadir. Hiicre oliimi i¢in de; apoptotik ve nekrotik hiicreler
skorlanarak hiicre canlilik orani belirlenmektedir (El-Zein ve ark., 2014, Gundogan ve

ark., 2018, Bayram ve ark., 2019).

2.3.1. Sitokinez Bloke Mikroniikleus (CBMN) Yontemi

MN, kimyasal veya biyolojik genotoksinlere maruz kalinmasi sonucu DNA hasarmin
miktarin1 6lgmeyi igerir. Bu ajanlardan kaynaklanan kromozomal hasar1 tanimlamak ve
6lemek i¢in en yaygin kullanilan in vitro tekniklerden biri, insan lenfositlerinde MN
yontemidir. Mitoz sirasinda kromozomal anormallikler igeren lenfositler bu hasari
genellikle MN olarak ifade eder. MN, metafaz-anafaz gegisinde mitotik ig iplikleri ile
etkilesime girmeyen tiim kromozomlardan veya kromozom parcalarindan olusur. Sonug
olarak, kromozomlar veya kromozom fragmanlari, mitozun tamamlanmasinda ana
yavru ¢ekirdeklerden higbirine dahil olmaz ve hiicreler niikleer bdliinmeyi
tamamladiginda MN olarak ifade edilir. CBMN yonteminde bir kez boliinmiis hiicreler,
sitokinezin tamamlanmas1 icin gerekli bir mikrofilaman halkast inhibitérii olan
sitokalasin-B (Cyt-B) ile sitokinezi bloke ettikten sonra iki ¢ekirdekli (BN) hiicreler
olarak ayirt edilir (Fenech ve ark., 2003, Rodrigues ve ark., 2018).
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2.3.2. CBMN-Cyt Yontemi ile Hiicreleri Tammmlama Kriterleri

MN frekans1 degerlendirilebilmesi i¢in sitokinez ile bloke edilmis MN, NPB ve NBUD
ve metafaz evresi hiicreleri Fenech ve ark. (2003) tarafindan belirlenen 6zelliklere gore

tanimlanmastir.

2.4. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), fizyolojik siireglerde, metabolik ve diger biyokimyasal
reaksiyonlarin bir parcast olarak organizmalarin canli hiicrelerinde stirekli bir olusum
icerinsindedirler. Endojen olarak firetilen ROS o6nemli fizyolojik islevleri yani sira
reaktif yapilart nedeniyle hiicre zarlarinin, proteinlerin ve DNA'nin lipidlerinde
oksidatif hasara neden olabilir. Ayrica, UV radyasyonu, tiitiin dumani, asbest ve
kanserojen maddeler gibi eksojen faktorler, ¢esitli kosullar altinda ROS iiretebilir. Bir
dengesizlik olustugunda, oksidanlar DNA'ya asir1 oksidatif hasar iiretir ve bu da
yaslanmaya, kotii huylu tiimorlere ve diger dejeneratif hastaliklara katkida bulunur
(Valavanidis ve ark., 2009). Hidroksil radikalleri, DNA’da guanin molekiiliiniin 8.
pozisyondaki karbon atomu ile etkileserek oksidasyona yol agar. Degisiklige ugrayan
DNA’nin  oksidatif hasar1 sonucunda 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG)
olugmasina neden olur. 8-OHdG sitozin molekiilii ile dogru eslesme yaparken mutasyon
sonucu adenin ile hidrojen bag1 yaparak GC — AT (G — T) mutasyonuna neden olur.
Mutasyon sonucu DNA replikasyonunun bloke edilmesiyle ¢esitli T — C transisyon

mutasyonuna yol acar (Bur¢cak ve Andican 2004, Valavanidis ve ark., 2009).

Oksidatif DNA hasari, seker ve baz gruplarinin serbest radikaller ve reaktif oksijen
tiirleri (ROS) tarafindan kaynaklanir. ROS canli aerobik organizmalarda her yerde
bulunur. Ya hiicrelerin metabolizmasindan ya da eksojen fiziksel kaynaklarin (6rnegin
iyonize radyasyon, UV-A) veya kimyasal bilesiklerin etkisinden kaynaklanirlar. ROS,
DNA tek ve cift iplik kirilmalarmma, baz modifikasyonlarina, abazik bdlgelerinin
olusumuna ve DNA-protein ¢apraz baglanmasina neden olarak DNA'da ¢esitli hasarlara
neden olmaktadir. Ayrica oksidatif DNA hasarinin kanser ve yaslanma gibi insan
patolojilerinin etiyolojilerinde rol oynadigini gdstermektedir. Kanser durumunda,

DNA'daki oksidatif hasarin, onkogenleri aktive eden veya tiimor baskilayicit genleri
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inaktive eden mutasyonlara neden oldugu diistiniilmektedir (Boiteux ve Radicella 1999,
Pilger ve Riidiger 2006). Biyolojik bilesenlerdeki oksidatif stres, ¢esitli hastaliklara
neden olan faktorlerden biri olarak kabul edilmistir. Fizyolojik kosullarda, ROS
konsantrasyonlar1 dengelenemeyecek kadar yiiksek oldugunda, proteinlerde, lipitlerde
ve DNA'da oksidatif bir hasar olusturmaktadir. DNA hasarlar1 genellikle belirli bir
sistem tarafindan onarilir. 8-OHdG, ROS aracili DNA hasarlarinin onarimini takiben
iretilir ve bu nedenle, DNA niikleobazlar1 arasinda en sik oksitlenen guanozin oldugu
icin, DNA'nin oksidatif hasarinin en yaygin bilinen biyobelirteglerinden biri olarak

kabul edilir (Di Minno ve ark., 2017).

2.5. MikroRNA’lar

Insan genomunun ~%70-80'inin proteinleri kodlamadig: ve bunlarin kodlanmayan RNA
(ncRNA) molekiilleri seklinde kopyalamaktadir. miRNA’lar, 19-24 niikleotitden olusan
kiiciik kodlamayan RNA sinifidir. miRNA'lar, transkripsiyon sonrasi seviyede mMRNA
molekiillerini dogrudan hedefleyerek gen ekspresyonunu baskilayabilen veya degrade
edebilen kodlamayan kiiciik RNA molekiilleridir. Tek bir miRNA birden fazla geni
hedefleyebilir ve insan genlerinin {i¢te birinden fazlasi korunmus miRNA hedeflenmesi
bu miRNA'larin hedef genlerini diizenleyerek neredeyse tiim hiicresel siireglere
katildigin1 gostermektedir. C. elegans'ta lin-4 ve let-7'nin ilk kesfinden bu yana,
insanlarda 2500'den fazla miRNA bulundu ve tanimlandi. miRNA'larin anormal
ekspresyonu veya islevi c¢esitli insan hastaliklar1 ile yakindan iliskisi bulunmaktadir.
miRNA'lar boylece teshis ve terapotik tedaviler i¢in endojen kaynakli biyobelirteg
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Hiicre i¢ci miRNA'lar ile ilgili hiicresel siireclerinin
anlasilmasi icin miRNA'lar ile ilgili aragtirmalar biiyiik 6nem tagimaktadir (Li ve Zhang

2019).

2.6. MiRNA ve Kanser

miRNA'lar plazma gibi viicut sivilarinda dolasarak, kanser gelisimi de dahil olmak
tizere hemen hemen tiim biyokimyasal islemlerle baglantilidir ve protein kodlayan

genlerin ekspresyonunun %60'min miRNA aktivitesi ile diizenlenebilecegi tahmin
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edilmektedir. Bu nedenle, miRNA'lar kanser teshisi, prognostik, hastaligin izlemesi ve
tedaviye yanitin tahmin edilmesine yardimci olabilecek kanser tipine 06zgi
biyobelirtegler olarak ortaya ¢ikmaktadir (Bidarra ve ark., 2019). Onkogenler, hiicre
proliferasyonunu, apoptozu veya her ikisini kontrol eden proteinleri kodlar.
Kromozomal yeniden diizenlemeler, mutasyonlar ve gen amplifikasyonu ile
onkogenlerin aktivasyonu bu tiir degisiklikleri tasiyan hiicrelerin biiylimesi ve hayatta
kalmasmin artirir. (Croce 2008). Onkogenez sirasinda bazi miRNA'larin malign
hiicrelerde ekspresyonu azalir. Buna neden olan genlerin tiimor siipressor genler olarak
kabul edilir. Timor baskilayict miRNA'lar genellikle hiicre farklilasmasini veya
apoptozu kontrol eden onkogenleri veya genleri negatif olarak simirlayarak timor
gelisimini  engeller (Mardani ve ark., 2019). Onkogenik miRNA'lar kanser
hiicrelerinden asir1 eksprese edilirken, timor baskilayict miRNA'lar daha az eksprese
edilmektedir. Onkogenik miRNA'larin inhibe edilmesi ve tiimor baskilayict miRNA'lar
uyarilmas: durumunda, kanser tipine ve etkilenen spesifik miRNA'ya bagli olarak
kanser hiicresinin proliferasyonu, metastazi ve/veya hayatta kalmasi onemli Olciide
azalabilmektedir (Svoronos ve ark., 2016). miRNA'lar, hiicre dongiisii kontrol
noktalarini, hiicre proliferasyonunu ve apoptoz gibi bir¢ok genetik yolu etkilediginden;
ekspresyonlarinin  kontrolii 6nemlidir. miRNA'larin ekspresyonunda olusabilecek
diizensizlikler, miRNA'larin tiimor slipressor gen veya onkogenler gibi davranmasina
neden olarak kanser patogenezinde dnemli rol oynamaktadir. Timor siipressor gen veya
onkogen miRNA'lar, tiimor gelisimini ve ilerlemesini kontrol etmesinde rol almasi,
cesitli kanser tiirlerini tanimlanmasi i¢in etkin tanisal ve terapotik yaklasim

olabilmektedirler (Zhang ve ark., 2007, Mishra ve ark., 2016).

miRNA-15a, miRNA-16, miRNA-34a, miRNA-125b ve miRNA-195 gibi miRNA’larin
kan kanserlerinde (MM, HCC, Losemi ve Lenfoma) tiimor siipressor olarak gorev aldig
cesitli calismalarla gosterilmistir (Tablo 2.1). miRNA-17, miRNA-21, miRNA-150,
mMiRNA-155 ve miRNA-181b gibi miRNA’larin ise MM, HCC, l6semi ve lenfoma gibi

kanserlerde onkogen olarak gorev aldigi gosterilmistir (Tablo 2.2).
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MiRNA

KANSER

HUCRESEL

TSG TiPi HEDEF GEN SUREC REF
B hiicre Siklin D1, MCL-1,
NHL BCL-2, BAI2A, _ Zheng ve ark., 2018,
DLBCL RNF41, RASSF5, | Apopitoz Zhgng ve ark., 2014,
CLL MKK3, RIG1, Musilova ve Mraz 2015
TP53,
miR-15a Losemi BCL2, ApoDitoz Mardani ve ark., 2010,
CLL CXCL10 pop Di Marco ve ark., 2018
FGFRL, PIK3a, Qr%?ﬁ‘g?;s’ on Zhu ve ark., 2018,
MM PIBKC2A, MDM4, | 1 o Oz : Alzrigat ve ark., 2018,
VEGF, CCND2 grasyon, Glavey ve ark., 2016
Anjiyogenez
B hiicre Siklin D1, MCL-1,
BCL-2, BAI2A, . Zheng ve ark., 2018,
NHL Proliferasyon,
CLL RNF41, RASSF5, Apopitoz Zh(_ang ve ark., 2014,
MCL MKKS, LRIG1, Musilova ve Mraz 2015
CCND1, TP53
MiR-16 CLL, CML BCL2 ercl)gﬁ:)azsyon, Di Marco ve ark., 2018
Proliferasyon,
FGFR1, PIK3a, Apopitoz,
MM PI3KC2A, MDM4, | Migrasyon, Aﬁ??g;’f\f‘;‘;r’kzogg’m
VEGF Hiicre dongiisii, "
Anjiyogenez
HCC Bcl-2, Bel-w Apopitoz Sartorius ve ark., 2018
Lenfoma BCLS, Apopitoz ' Zh(_ang ve ark., 2018,
miR-34a B-MYB, CDKS, Hiicre dé;lgﬁsﬁ Musilova ve Mraz 2015
ZAP-70, AXL ’
Progresyon
MM NOTCHL1, BCL2, | Proliferasyon, Zhu ve ark., 2018,
CDKG6 Apopitoz Alzrigat ve ark., 2018
MM P53, IRF4 Proliferasyon, Zhu ve ark., 2018
Apopitoz
miR-125 MMP11, SIRT7, | Anjiyogenez,
HCC EGF-A, LIN28B2, Metf_;lstaz, Kharg ve ark., 2013,
Bcl-2, Mcl-1, Bcl- | Proliferasyon, Sartorius ve ark., 2018
w Apopitoz
CDKG, Hiicre dongiisi
Siklin D1, CBX4, | , = gust,
miR-195 HCC Wnt3a, VEGF, Ap__p ' Sartorius ve ark., 2018
VAV?2, CDCA42, MJTyogenez,
Metastaz

E2F3, LATS2
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miRNA KANSER HUCRESEL
Onkogen TiPi HEDEF GEN SUREC REF
Bim, CYLD, p21, Tagawa ve ark., 2013
HOXADY9, BIM, oro-B—>pre-B Musilova ve Mraz 2015,
Lenfoma RUNX1, MYC, Proliferazyon ' Zheng ve ark., 2018,
ALL BIM, PTEN, E2F1, ADODIt0Z ' Ultimo ve ark., 2018,
PHLPP2, CD22, | POP
FCGR2B, PTEN
miR-17 BIM, SOCS1, Glavey ve ark., 2016
IL- 17RA, .
Apopitoz, Zhu ve ark., 2018,
MM IL- 17RE, Proliferasyon Alzrigat ve ark., 2018
IL- 17RC " !
c-MYC
Hiicre
HCC C-Myc, E2F Dongiisi, Sartorius ve ark., 2018
Apoptoz
Mei ve Zhang 2019,
Lésemi PTEN/AKT, Apopitoz Zh(_ang ve ark., 2018,
Lenfoma PI3K/Akt/mTOR- Proli feras’yon Ultimo ve ark., 2018,
NHL (PTEN), invazyon ' Zh_eng ve ark., 2014,
PDCD4 Musilova ve Mraz 2015,
MiR-21 Medina ve ark., 2010
MM IL-6, I;-II-,EIS\IS OfES Onkogen Alzrigat ve ark., 2018
PTEN, PHOB, Proliferasyon, Toh ve ark., 2019,
HCC MAPK2KS3, Migrasyon, Khare ve ark., 2013,
PDCD4, HEPN1, | Ilag direnci, Tao ve ark., 2018,
hSulf-1, DCC6 Metastaz Sartorius ve ark., 2018
Lenfoma c-Myb, MYB, 0ro-B—>pre-B Zh(_ang ve ark., 2018,
_ ALL FOXP1, CXCR4, Telomeraz ' UIt_|mo ve ark., 2018,
miR-150 NK/T-hiicre GABI1, Senesens ' Musilova ve Mraz 2015,
Lenfomalart DKC1, AKT2, Apopi toz, Tagawa ve ark., 2013
PISK-AKT Watanabe ve ark., 2011
PTEN/AKT, p21,
p27, IL-6, IL-13, | Apopitoz, .
— TNF, C/EBPB, | Th Tip 1 hiicre | €l Ve Zhang 2019,
Losemi, Zheng ve ark., 2018,
Lenfoma, HGAL, RTKN2, fark.l.ﬂasmash Ultimo ve ark., 2018,
ALL SMADS, SOCS1, | B-hijore Musilova ve Mraz 2015,
MiR-155 MAFB, SHANK?2, | proliferayon Tagawa ve ark., 2013
SH3PXD2A, PU.1, N
AID, SHIP1,
E-caderin, c-Myc invazyon Han ve ark., 2018,
HCC PhoA, TLR, APC, Metastaz Khare ve ark., 2013,
ATIR, AHIPI, Proliferas’yon Tao ve ark., 2018,
C/EBP Beta, SOX6 Sartorius ve ark., 2018
CLL Tl\sl:léilBg:_Dz Apopitoz Musilova ve Mraz 2015
miR-181b MM PCAF Apopitoz, Zhu ve ark., 2018
Proliferasyon
HCC TIMP3 Proliferasyon Sartorius ve ark., 2018
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2.7. Immiin Sistem Hiicreleri
2.7.1. innate Lenfoid Hiicreleri (ILC)

ILC hiicreleri enflamasyonun baslatilmasi, diizenlenmesi ve ¢oziilmesinde 6nemli rol
oynayan immiin sistem hiicreleridir. ILC’ler lenfoid dokularda nadir bulunmasina
karsin, epitelyal bariyerlerin biitiinliigliniin korunmasin1 ve yenilenmesine katkida
bulunduklar1 mukoza zarlarinda ve ciltte zengin bir sekilde bulunmaktadir. T ve B
lenfositlerinden farkli olarak, ILC hiicreleri antijen reseptorleri eksprese etmezken
yabanci1 patojenlere yanit vermezler. ILC hiicreleri tarafindan tiretilen sitokinler, adaptif
immiin yanit tizerinde etki gosteren miyeloid dendritik hiicreleri aktive ederler (Zwirner

ve ark., 2003, Eken ve Donmez-Altuntas 2016).

ILC hiicreleri, adaptif bagisiklik sistemin T hiicrelerinden ve B hiicrelerinden,
klonotipik  antijen reseptorlerinin  eksikligi ve DNA yeniden diizenleme
mekanizmalarindan rekombinasyon aktive edici gen 1 (Ragl) veya Rag2’yi bagimsiz
bir bicimde ayirt edebilen yeni bir lenfosit alt familyasidir. Morfolojik olarak, ILC'ler
CD127'yi (IL-7Ra olarak da bilinir) eksprese eden yaygin lenfoid progenitorlerinden
(CLP) gelisirler. ILC'ler, immiin savunmasi, inflamasyon ve doku yeniden
sekillenmesinde ©nemli rolleri olan efektdr lenfoid hiicrelerdir. ILC'ler, iligkili
sitokinleri ve transkripsiyon faktorlerini temel alarak ILCI1, ILC2 ve ILC3 olarak
adlandirilan 3 ana alt grubu bulunmaktadir. Her biri ayri transkripsiyon faktorleri
tarafindan yonlendirilen spesifik sitokin profillerine sahiptir. ILC1'lerin 6ncelikle IFN-y
sitokini, IL-12 drettigi ve transkripsiyon faktorii T-bet'e bagl oldugu gosterilmistir;
ILC2'ler IL-13, IL-5 ve bazi IL-4 iiretir ve bunlarin farklilasmasi GATA baglayici
protein 3'e (GATA3) transkripsiyon faktorii tarafindan yapilmaktadir. ILC3'ler Roryt'i
eksprese ederek IL-22 ve IL-17'yi iiretir. Bununla birlikte, immiin yanit olugturmada
adaptif immiin yanitin tamamen farklilasmasinda aktivasyonu uzun siirmesine karsin,
ILC'lerin aktivasyonu ¢ok daha kisa bir siirede gerceklesmektedir (Boyd ve ark., 2014,
Serafini ve ark., 2015).

Ayrica ILC hiicreleri, T helper hiicrelere fenotipik ve fonksiyonel olarak benzerlik
gostermektedir. ILC1'ler THL1 tipi sitokinler (IFN-y gibi) iiretir ve NK (dogal 6ldiiriicii)
hiicreleri ve diger IFN-y tireten ILC'leri igerir. ILC2'ler TH2 tipi sitokinler (IL-5 ve IL-

13 gibi) tretir. ILC2'ler dogal yardimci hiicreler, monositler ve dogal yardimci 2
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hiicrelerini igerir. ILC3'ler, TH17 tipi sitokinleri tireten (IL - 17A ve IL - 22) lenfoid
doku indiikleyici (LTi) hiicreleri ve mukozal dogal sitotoksisite reseptorii (NCR) igceren
bunlarin gelisimi ve islevleri igin transkripsiyon faktorii RORyt'a bagli olan ¢esitli

fenotiplerde farkli alt subsetleri igerirler (Spits ve ark., 2013, Serafini ve ark., 2015).

ILC2'ler akciger alerjisi ve iltihabi sirasinda patojenik bir rol oynamaktadir. ILC2'lerin,
aktif dendritik hiicrelerin Th2 farklilasmasina primer olduklar1 drenaj lenf diiglimiine
g0¢ etmesini saglayarak IL-13"in salgilanmasi sonucu alerjik akciger iltihabini baslattigi
gosterilmistir. Farelerde ve insanlarda yapilan calismalar, akciger yerlesik ILC2'lerin
KOAH sirasinda ILC1 fenotipi ile birlikte ve IFN-y sitokinini salgiladigini
gosterilmistir (Kotas ve Locksley 2018). Astim hastalarinda lenfoid hiicrelerden olan
ILC2 hiicreleri 6nemli bir rol oynamaktadir. Akciger dokusunda baskin bir sekilde
bulunan ILC2 hiicreleri epitelyal sitokinlerin (TSLP, IL-33 ve IL-25) salinmasina neden
olarak hava yolu epitelinin hasar gormesine, antijenden bagimsiz bir sekilde ILC2'nin
aktivasyonuna neden olmaktadir. Aktive edilmis ILC2, 6nemli miktarda tip 2 sitokin
(IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13) iireterck hava yollarinda tip 2 inflamasyonuna katkida
bulunur (Sadik ve ark., 2021). Baska bir ¢calismada ILC3'lerin, {iglinciil lenfoid yapilarin
olusumunu saglayarak koruyucu rol oynayabilecekleri insan kiiciik hiicreli dis1 akciger
karsinom dokularinda toplandigi gosterilmistir (Carrega ve ark., 2015). Kolorektal
kanser hastalarinda yapilan bir caligmada ise kontrol bireylerde ILC1, ILC3 ve
ILC3/NK hiicreleri bulunurken ancak kanser hastalarinda ILC2 hiicreleri
gozlemlenmemistir (Qi ve ark., 2021). Sitokin kaynagi olan dogustan gelen lenfoid
hiicreler, hastaligin erken evrelerinin ilerlemesinde ve hasar sirasinda doku onariminda
onemli rol alabilir. Bu nedenle, ILC aileleri immiin aktivasyonda ve doku siirekliliginin
saglanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. ILC-1 hiicreleri IL-2, IL-12, IL-18 ve IL-21
sitotoksik aktivitesi ve salgilanmasi ile timor gelisimini azaltma yetenegine sahip
oldugu gosterilmistir (Poniewierska-Baran ve ark., 2021). Bu bilgiler 1s1ginda, ILC ve
ILC alt popiilasyonlarinin hastaliklarin patogenezinde onemli katkida bulundugu ve

hastaligin gelisiminde ve dnlenmesinde koruyucu bir rol iistlendigi diisiiniilebilir.
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2.7.2. T Folikiiler Helper (TFH) Hiicreleri

T lenfositleri, farkli T hiicre reseptorlerinin aracilik ettigi molekiile 6zgii tanima yoluyla
bagisiklik sisteminde ayirt edici bir rol oynamaktadir. Adaptif immiin sisteminin bir
parcast olan CD4+ T helper hiicreleri, koruyucu immiino regiilasyonun
diizenlenmesinde ve cesitli patojenlere karst bagisiklik savunmasinda kritik bir role
sahiptir. Thl, Th2 ve Th17 ve TFH hiicreleri farkli T helper hiicre alt gruplarini
olusturarak spesifik patojene gore immiin yanitin diizenlenmesini saglar (Ichimiya ve
ark., 2017, Maul ve ark., 2018). TFH hiicreleri esas olarak lenf diigiimleri ve dalaktaki
B hiicre folikiillerinde bulunur. TFH hiicreleri, ikincil lenfoid organlarin germinal
merkezlerinde B hiicrelerine yardim eden bir CD4+ T hiicresi alt kiimesidir. TFH
hiicreleri, germinal merkezde meydana gelen hiicresel reaksiyonlari diizenleyerek
hiimoral bagisikligin gelistirilmesinde dnemli bir rol oynamaktadir (Crotty 2011, Hetta
ve ark., 2020, Zhu ve Zhu 2020, Law ve ark., 2021). TFH hiicreleri, IL-21 sitokini, B
hiicresi lenfoma 6 (Bcl6) transkripsiyon faktoriiniin, CXC kemokin reseptorii tip 5'in
(CXCR5) ekspresyonu ile karakterize olan bir CD4+ T subsetidir (Serr ve Daniel 2018).
Ayrica Programlanmig 6lim-1 (PD-1), indiiklenebilir T hiicre kostimiilatér (ICOS),
SLAM adaptor proteini (SAP proteini) ve B ve T-lenfosit zayiflatici (BTLA) dahil
olmak iizere bircok molekiil, TFH hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir ve TFH
hiicrelerini karakterize etmek i¢in kullanilmistir (Liu ve ark., 2013). TFH hiicreleri,
germinal merkezlerinde antikor cevabimin olusturulmasi, B hiicrelerinin germinal
merkezdeki c¢ogalmasini, olgunlasmasint ve plazma hiicrelerine farklilasmasini

saglamaktadirlar (Kuo ve ark., 2019, Hetta ve ark., 2020).

Farkli asamalardan ve karmasik bir siire¢ iceren TFH hiicre farklilagsmasi genellikle iki
antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan sunulan dendritik hiicreler ve B hiicreleri ile
saglanir. Dendritik hiicreler erken TFH farklilagsmasi i¢in gereklidir, B hiicreleri ise
belirli kosullar altinda TFH hiicre yanitlarim1 diizenler. TFH hiicrelerinin yardimi, B
hiicrelerinin aktivasyonu, antikor afinite degisimi ve germinal merkez olusumu igin
kritik bir neme sahiptir (Crotty 2011, Schmitt ve ark., 2014). Naif CD4+ T hiicrelerinin
farkli hiicre tiplerine farklilagsmasi, sitokin durumuna ve transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu ile belirlenir. TFH hiicre farklilagmasi i¢in gerekli transkripsiyon faktorii
olarak Bcl-6, B hiicresi yardimi ve germinal merkez olusumu i¢in gereklidir. Bcl-6

eksikligi olan T hiicreleri, TFH hiicrelerine farklilasmada basarisiz olurken, Bcl-6'yi
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eksprese eden T hiicreleri, TFH hiicrelerine farklilasabilmektedir (Qiu ve ark., 2017).
Bcl-6, IRF4, c-Maf, Batf ve STAT3/5 tarafindan transkripsiyonel diizenleyiciler TFH
farklilasmasini saglar (Liu ve ark., 2013). TFH hiicrelerinin farklilagsmasinin IL-21, IL-6
sitokinleri ve sinyal donistiiriicii ve transkripsiyon 3 aktivatoriine (STAT3) bagh
oldugu rapor edilmistir (Shao ve ark., 2020). TFH hiicreleri, GC (germinal merkez)
reaksiyonu yoluyla yiiksek afiniteli bellek B hiicrelerinin iiretilmesini saglar. TFH
hiicreleri, ikincil lenfoid organlardaki GC'lerde bulunur ve yardimer islevleriyle iliskili
bircok ozellikler gosterir. TFH hiicreleri, B hiicre folikiillerine gdglerine rehberlik eden
kemokin reseptori CXCRS5'i eksprese eder. TFH hiicreleri ve onlarin Onciilleri
tarafindan salgilanan IL-21, B hiicrelerinde farklilasmay1 ve afinite degisimini saglar.
TFH hiicrelerinin yiizeyindeki CD40 ligand1 (CD40L), CD40 araciligiyla B hiicrelerine
sinyaller saglar ve B hiicresi farklilagmasini ve afinite gegisini indiikler. Sinyal adaptorii
SLAM ile iligkili protein, TFH hiicre farklilagsmasi i¢in gerekli olan stabil T ve B hiicre

etkilesimleri i¢in 6nemli bir rol oynar (Schmitt ve ark., 2014).

TFH hiicrelerinin deregiilasyonu patojenik bir otoantikor iiretilmesine ve otoimmiin
hastaliklarin olusmasinda 6nemli bir rol oynayabilir (Gensous ve ark., 2018). Yapilan
calismalarda, TFH ile iligkili genlerin daha yiiksek ekspresyonu meme kanseri ve
kolorektal kanserde daha iyi prognoz ile iligkili oldugunu gdstermistir. Evre 11 ve IV
arasindaki kolorektal kanser hastalarinda ve saglikli kontroller ile yapilan ¢aligmada
CD4+CXCR5+ TFH hiicrelerinin seviyesinin evre II kolorektal kanser hastalarinda
onemli dl¢lide arttigini, evre III ve evre IV hastalarda giderek azaldigini gosterilmistir.
TFH CD4+CXCR5+PD-1+ hiicrelerin siklig1, saglikli kontroller ile kiyaslandiginda
daha artmis bulundu. IL-21'in ifadesi CD4+CXCR5+PD-1- TFH hiicreleri, CD8+ T
hiicreleri tarafindan CD107a ekspresyonunu ve IFN-y ekspresyonunu desteklendigi
bulunmustur. Bu veriler TFH hiicrelerinin, IL-21'e bagli olarak CD8+ T hiicrelerinin
efektor fonksiyonlarini giiclii bir sekilde gelistirdigini gostermektedir (Shi ve ark.,
2018). TFH hiicrelerinin THI17-EAE'de (Deneysel otoimmiin ensefalomiyelit) rol
oynamaktadir. TH17-EAE farelerinin merkezi sinir sistemi dokularinda ¢ok sayida
CXCRS5+PD1+CD4+ TFH hiicresi eksprese etmektedir. TFH hiicreleri iizerinde
CXCRS5 i¢in kemokin ligandi olan CXCLI13'e karst bir antagonistik antikor
kullanilmasi, Anti-CXCL13 tedavisinin TH17-EAE hastaligin1 6nemli 6l¢iide azaldigini

saglamistir. Bu tedavi, CD4+ T hiicrelerinin merkezi sinir sistemine girmesini
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engellemektedir. Bu veriler, TFH hiicrelerinin, TH17-EAE'de inflamatuar bir B hiicre
yanitina bulunmakta ve MS gibi noro-otoimmiin hastaliklarin tedavisi olarak TFH
hiicrelerinin hedefyelecegini gostermektedir (Quinn ve ark., 2018). Baska bir ¢alismada
Atopic dermatit'li ¢ocuklarda, Atopic dermatit'li yetigskinlere ve kontrollere kiyasla
ICOS TFH ve ICOS PD1 TFH hiicrelerinin seviyesi artmis bulundu. IL-21 serum
diizeylerinde bir fark olmamasina ragmen, IL-21 {ireten TFH absolute hiicre sayilari
Atopic dermatit'li ¢ocuklarda onemli Olgiide artmis ve hastalik aktivitesiyle iliskili
olabilecegi belirtilmistir (Szabo ve ark., 2017). Niu ve ark.’lar1 Sedef hastalig1r olan
hastalarda TFH hiicrelerinin IL-21 diizeylerini yiiksek bulmustur. Sedef hastaligi
hastalarin periferik kaninda TFH hiicrelerinin ve aktive B hiicrelerinin seviyeleri artmasi
ve hastalik siddeti ile pozitif korelasyon gosterildigi belirtistir. Bu sonuglar, TFH
hiicrelerinin ve aktive B hiicrelerinin Sedef hastalig1 patogenezinde rol oynayabilecegi
gostermektedir (Niu ve ark., 2015). Fan ve arkadaslar1 tarafindan MS hastalarinin
saglikli kontroller ile karsilastirildiginda dolagimdaki CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-,
ICOS+, CCR7+ ve CCR7+ICOS+ bellek TFH hiicreleri ve plazma IL-21 diizeyleri MS
hastalarinda onemli Olc¢iide artmis bulundu. Bu verilerin dolasimdaki bellek TFH
hiicrelerinin, o6zellikle CCR7+ICOS+ bellek TFH hiicrelerinin, MS ile iliskili
olabilecegini ve yeni bir terapdtik hedef olabilecegini gostermistir (Fan ve ark., 2015).
Liu ve arkadaglar1 Romatoid artrit (RA) hastalarinda IL-21 diizeylerinin saglikli
kontrollerden 6nemli derecede yiiksek buldu. Ayrica periferik CXCR5+PD-1+CD4+
TFH benzeri hiicrelerin sikligt RA hastalarinda belirgin sekilde artmis bulundu. Hem
TFH benzeri hiicrelerde hem de B hiicrelerinde IL-21R ekspresyonu, RA hastalarinda
onemli ol¢iide artt1. IL-21, B hiicresinin farklilagsmasini ve RA hastalarinda daha yiiksek
IgG ve IgM iiretimini sagladigi bulunmustur (Liu ve ark., 2012). Yukaridaki literatiir
bilgisine gore, TFH hiicrelerinin ve alt popiilasyonlarmin farkli hastaliklarin

patogenezinde onemli roller alabildigi anlagilmaktadir.
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2.7.3.Mukozal iliskili invariant T (MAIT) Hiicreleri

MAIT hiicreleri kan dolasiminda ve mukozal dokularda bulunan, ¢ogu memeli tiiriinde
yiiksek oranda korunmus bir aff T hiicresi alt grubunu olusturmaktadir. MAIT hiicreleri,
antijen sunum fonksiyonuna sahip MR1 (MHC-iligkili protein 1) tarafindan sunulan
bakteriyel riboflavin (B2 vitamini) metabolitlerinin T hiicre reseptorii (TCR) araciligiyla
taninmasini saglayan hiicreleridir. MAIT hiicreleri, MHC ile iligkili protein MR1 (MR1
geni, insanlarda Kromozom 1 iizerindeki CD1 genlerinden ~23 Mb uzakta bulunan
MHC lokusunun disinda kodlanmaistir) diisiik cesitlilige sahip bir T hiicresi reseptoriinii
ifade eder. MAIT hiicrelerini tanimlayan TCR yeniden diizenlemeleri, invariant bir Va
zincirini, insanlarda Va7.2Ja33'W ve bir VP repertuarini igerir. MAIT hiicreleri
insanlarda oldukg¢a fazla bulunur, bu da dolasimda CD3+ T hiicrelerinin %1-10'unu
olusturur ve mukozal dokularda daha da fazla bulunmaktadir MAIT hiicreleri,
PAMP'lara (pathogen-associated molecular patterns) maruz kalmig APC'ler tarafindan
tiretilen enflamatuar sitokinler tarafindan aktive edilir (Winter ve ark., 2019, Zumwalde

ve ark., 2020).

T hiicreleri, antijen sunan molekiiller tarafindan sunulan antijenleri tanimaktadirlar.
Cogu T hiicreleri, MHC siif II veya MHC sinif [ tarafindan sunulan peptit antijenlerini
taniyan konvansiyonel CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinde bulunmaktadir. Bununla birlikte,
konvansiyonel olmayan T hiicreleri olarak da adlandirilan birkag onemli T hiicre
poptilasyonu, 6zel MHC smif I benzeri molekiiller tarafindan sunulan peptit olmayan
antijenleri de tamimaktadir. Farkli T hiicre popiilasyonuna antijen sunan yiiksek
polimorfik MHC sinif I molekiillerinden farkli olarak, bu MHC smif 1 benzeri
molekiiller monomorfiktirler. Bu monomorfik molekiiller, T hiicrelerini taniyan
korunmus TCR repertuarlarina sahiptir ve genellikle sinirh bir sekilde TCR B-zincir
repertuartyla eslestirilmis TCR a-zincirinden olusmaktadir. Cogu MAIT hiicresi, CD4
veya CD8 koreceptorlerinin ifadesinden yoksundur. TCR aracili aktivasyondan sonra
MAIT hiicreleri aktive edilmekte, bu da sitokin {iretimi, sitotoksik efektoér fonksiyonu,
yer degistirme ve proliferatif genislemeye yol acar (Godfrey ve ark., 2019, Lopez-
Sagaseta ve ark., 2013).

Uyarilmis insan MAIT hiicreleri, hem proinflamatuar sitokinleri (IFN-y, TNF-a ve IL-
17) hem de sitolitik efektorleri (granzyme B) eksprese edebilirler (Sekil 2.3). MAIT
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hiicreleri hem bakteriyel hem de fungal kdkenli mikrobiyal patojenlere karsi savunmada
ve mukozal biitiinliigiin korunmasinda kritik rolleri olan insanlarda innate-like T
hiicrelerinin  6nemli bir bolimiinii olustururlar. MAIT hiicreleri, antimikrobiyal
bagisiklikta rol oynayan ve dogal ve adaptif immiin yaniti arasinda bir koprii gorevi
gormektedir. MAIT hiicreleri ayrica hem bobrek hem de beyin tiimorlerinde
bulunmakla bereber otoreaktivite gostermekte ve cesitli otoimmiin bozukluklarla
iliskilendirilmektetir (Godfrey ve ark., 2019, Winter ve ark., 2019, Lopez-Sagaseta ve
ark., 2013).

IFNy

O o " Th1 sitokinleri
%TNFG

:|‘ Th17 sitokinleri

: IL-22
- \—\ /_) r&
— granzyme B
‘ S perforin
3
?
IL-10

Antijen
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Sekil 2.3. MAIT hiicrelerinin aktivasyon semasi (Chiba ve ark., 2018)

MAIT hiicrelerinin inflamasyon ve metabolik hastaliklara yol agmakta ve diger birgcok
inflamatuar ve oto-immiin patolojideki rol alarak cesitli organlari etkileyen metabolik
hastaliklarin baslatilmasina neden olmaktadir. MAIT hiicreleri Tip 2 diyabet, obezite ve
kardiyovaskiiler hastaliklarda saglikli bireylere kiyasla onemli bir sekilde azaldig:
gosterilmistir (Bertrand ve Lehuen 2019). Yapilan bagka bir ¢aligmada, deneysel sepsis
sirasinda MAIT eksikligi olan fareler mortaliteyi ve bakteri yiikiinii énemli 6l¢iide
arttirmakta ve dokuya 6zgii IFN-y ve IL-17a sitokin diizeyleri azalmaktadir. MAIT

hiicrelerinin klinik sepsis sirasinda yiiksek oranda aktive olurken islevi azalmistir.
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Deneysel sepsis sirasinda mortaliteye karst koruyucu olan dokuya 0zgli sitokin
yanitlarina katkida bulundugu gdésterilmistir (Trivedi ve ark., 2020). Duan ve arkadaslar1
HCC’de timor egitimli MAIT hiicrelerinin, PD-1, CTLA-4, TIM-3 gibi inhibitor
molekiilleri 6nemli 6l¢iide up-regiile ettigini ve IFN-y ve IL17 sitokin iiretimlerini ise
onemli Ol¢iide azalttigini bulmuslardir (Duan ve ark., 2019). Li ve arkadaglari, 6zellikle
serum y-glutamil transferaz veya trigliserit diizeyleri daha yiiksek olan hastalarda,
alkolsiiz yagli karaciger hastaligt (NAFLD)'nda dolasimdaki MAIT hiicrelerinin
azaldiginmi ortaya koymuslardir. NAFLD hastalarinda dolagimdaki MAIT hiicrelerindeki
IL-4 iretimi artarken IFN-y ve TNF-a tretimi azalmistir (Li ve ark., 2018). Kolon
tiimorlerinde, MAIT hiicrelerinin IFN-y tiretmeleri 6nemli 6l¢iide azalmistir (Sundstrém
ve ark., 2015). Serviks kanseri olan hastalarda ileri evrelerde MAIT'lerin yiizdesinin
daha da azalmis oldugu bulunmustur (Huang ve ark., 2019). Yukaridaki literatiir
1s181inda, farkli hastalik gruplarinda MAIT hiicrelerinin ve bu hiicreler tarafindan

tiretilen sitokin seviyelerinin genelde azaldigi sonucuna varilabilir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

— Invert Mikroskop (Leica)

— Light Cycler 480 Real Time-PCR cihazi (Roche, Almanya)
— Flow sitometri cihazi (BD FACS Canto I1)

— Otoklav (Alp, CL-40M)

— NF 800 santrifiij (Niive A.S. Ankara, Tiirkiye)

— Mikroskop (Nikon Labophot-2 ve Zeiss Primo-Star model)
— Pipet Tabancasi (Gilson)

— Mikropipet Seti (Gilson)

— Laminar Akim Kabini (Clean Air)

— Vorteks (Janke & Kunkel VF2)

— +4 °C buzdolab:

— -20 °C dondurucu

— -80 °C derin dondurucu

— 33.37°C %5-10 COy’li Inkiibatdr (Heto/ Cell Hause 200)
— ELISA Cihaz (Thermo Sciertific)

3.1.2. Kullanilan Kitler

8-OHdG Eliza Kiti (FINE TEST, EU2548)

miRNeasy Serum/Plazma Kit (50) (Qiagen, Kat. No. 217184)
miScript 11 RT Kit (50) (Qiagen, Kat. No. 218161)

miScript SYBR Green PCR Kit (200) (Qiagen, Kat. No. 218073)
miScript Serum/Plazma Spike-In Control (Qiagen, Kat. No. 219610)
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3.1.3. Kulllanilan Sarf Malzemeler

— Komple Kiiltir Medyum (Gibco PB-MAX Karyotyping Medium Thermo Fisher
Scientific, 12557013)

— Sitokalazin-B (Sigma, C-6762)

— Dimetilsiilfoksit, DMSO (Merck)

— Giemsa (Merck, 5400512)

—  KH,PO, (Merck, 9021622)

— Nay;HPO4.2H,0 (Merck, K1690176)

— Glasial asetik asit (Merck, 500K25133256)

— Metanol (Merck, 502K05275408)

— Ksilol (Merck, 207K037553)

— Entellan® (Merck, 640171987)

— KCL (Merck, 340TA611835)

— Immersiyon yag1 (Merck, 09403569)

— Steril PBS (Phosphate-buffered saline) (Argene NE, Verniolle, France)

— Tripan mavisi (Sigma Trypan blue solution %0,4, St. Louis, USA)

— Neubauer lam1 (0,0025 mm2, Marinfeld, Germany)

— Heparinli tiip (Vacutest kimasrl-vacuum tubes)

— Filtre kagidi (Whatman Filter Papers 125 mm)

— Konik tabanli 10mI’lik steril kiiltiir tiipii

— Heparinli ve EDTA’l1 10 mI’lik kan tiipleri

—  Steril falkon tiipii -15 mI-50 ml (isolab)

— Hiicre yikama solusyonu (BD, USA. Cat. No: 349524)

— Ficoll Paque Plus (GE, GE17-1440-02)

— Serolojik pipetler 5ml, 10ml, 25ml

— Lamel (isolab, 24x32 mm)

— PCR tiipii -200 pl (isolab)

—  Cesitli cam malzemeler

— Enjektor 0,2 ml (Hayat)

— Lam (isolab, 76x26 mm)

— Alkol (%96’lik Sigma)



— Pastor pipeti

— Distile su

— Falcon 5 ml (BD, 352235)
— Filtreli pipet ug¢ 10-200-1000 ul (A.B.T.)
— Amicon ultra-0.5ml filtreli santrifiij tiipti (Kat. no: UFC501096)

Calismada kullanilan primerler Tablo 3.1’de yer almaktadir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan primerler

MIiRNA Primerleri
hsa-miRNA-15a-5p
hsa-miRNA-16-5p
hsa-miRNA-17-5p
hsa-miRNA-21-5p
hsa-miRNA-34a-5p
hsa-miRNA-125b-5p
hsa-miRNA-150-5p
hsa-miRNA-155-5p
hsa-miRNA-181b-5p
hsa-miRNA-195-5p
SNORD61

Kod

218300
218300
218300
218300
218300
218300
218300
218300
218300
218300
218300

Marka
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

KAT No.

MS00003178
MS00031493
MS00029274
MS00009079
MS00003318
MS00006629
MS00003577
MS00031486
MS00006699
MS00003703
MS00033705
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Calisma kullanilan antikorlar Tablo 3.2’de yer almaktadir.

Tablo 3.2. Antikor listesi
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Antikor Listesi MARKA KOD
BrilliantViolet 510™ anti-human CD3 Antibody Biolegend 317332
PerCP/Cyanine5.5 anti-human TCR v/ Antibody Biolegend 331224
APC anti-human TCR Va7.2 Antibody Biolegend 351708
APC/Cyanine7 anti-human CD161 Antibody Biolegend 339928
PE/Cyanine7 anti-human CD8 Antibody Biolegend 344712
FITC anti-human CD4 Antibody Biolegend 317408
Human MR1 5-OP-RU BrilliantViolet 421™labeled tetramer | Creative Biolabs | MHC-
YF799
Human MR1 6-FP PE labeled tetramer Creative Biolabs | MHC-
YF800
APC anti-human/mouse/rat CD278 (ICQS) Biolegend 313510
Pacific Blue™ anti-human CD45RA Antibody Biolegend 304123
PerCP/Cyanine5.5 anti-human CD183 (CXCR3) Antibody Biolegend 353714
PE/Cyanine7 anti-human CD185 (CXCR5) Antibody Biolegend 356924
PE anti-human 1L-21 Antibody Biolegend 516704
APC anti-human IL-4 Antibody Biolegend 500812
APC anti-human IFN-yAntibody Biolegend 506510
FITC anti-humanLineageCocktail (CD3, CD14, CD16, | Biolegend 348801
CD19, CD20, CD56) 50 tests
PE anti-human CD161 Antibody Biolegend 339904
APC/Cyanine7 anti-human CD127 (IL-7Ra) Antibody Biolegend 351348
PE/Cyanine7 anti-human CD294 (CRTH2) Antibody Biolegend 350118
BrilliantViolet 421™ anti-human CD117 (c-kit) Antibody Biolegend 313216
True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set Biolegend 424401
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3.2.YONTEM
3.2.1. Etik Kurul ve Proje Destek Onay Bilgileri

Calisma Grubu olarak, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Endokrinoloji
ve Metabolizma Hastaliklar1 ile Cocuk Beslenme ve Metabolizma Hastaliklari
polikliniklerine basvuran Gaucher hastaligi (GH) tanisi konulan toplam 20 hasta 6
heterozigot tasiyict goniillii ve kontrol grubu olarak hastalarla ayni yas-cinsiyette
Dahiliye Boliimi Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar ile Coguk Beslenme ve
Metabolizma Hastaliklar1 polikliniklerine rutin kontrol i¢in bagvuran 27 saglikli goniillii
kisilerden alinan kan Ornekleri iizerinde calisma yapildi. Calismaya katilan hasta ve
kontrol kisilere ¢alismanin amaci anlatildi ve yazili onaylari alindi. Calisma dncesinde
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alindi (Etik kurul karar no:
2019/713, 2020/06). Bu proje Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje no: 10134).

3.2.2. Hasta Grubu

Calisma Grubu olarak, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Endokrinoloji
ve Metabolizma Hastaliklar1 ile Cocuk Beslenme ve Metabolizma Hastaliklari
polikliniklerine Ocak 2020 - Mayis 2021 tarihleri arasinda basvuran Gaucher hastalig
(GH) tanis1 konulan toplam 22 hasta (2-60 yas aralig1) 6 heterozigot tasiyici goniillii (9-
46 yas aralig1) ve kontrol grubu olarak da Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar
poliklinigine rutin kontrol igin basvuran 27 saglikli goniillii (3-61 yas araligi) kisiden
yazili onaylar1 alindiktan sonra miRNA ekspresyonu ve immiin sistem analizleri i¢in
EDTA’I1 tiiplere (~2 mI’lik 1 tlip) ve DNA hasar1 i¢in de heparinli tiipe (~2 mI’lik 1 tiip)
kan ornekleri alindi. Kontrol kisilerden bir kez ve ilk kez tanisi konulan hastalardan
tedavi Oncesi ve tedaviden bir yil sonra olmak iizere iki kez kan 6rnegi alindi. Mevcut
tedavi alan hastalardan bir kez kan alindi. Yeni tanili tedavi gérmemis Gaucher hastasi
iki kisi oldugu igin bu hastalara ait parametreler istatistiksel degerlerdirmelere
(immiinolojik parametreler hari¢) dahil edilmedi ve Gaucher hasta sayis1 20 olarak
kabul edildi. Calisma, hasta, tasiyict ve hastalarla benzer yas ve cinsiyette kontrol

bireylerden alinan kan 6rnekleri {izerinde yapildi.
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Calismamiza dahil edilen hasta bireylerin kullandigi enzim Imigluseraz olup tedavi
stireleri 12 ay -10 yil arasinda degismektedir. GH Tasiyici bireyler ise herhangi bir
enzim tedavisi almamaktadirlar. Hasta ve tasiyici bireylerde gorillen GBA geni

mutasyon tipleri asagida Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.3. Hasta ve tasiyici bireylere ait GBA genindeki mutasyonlar

P.[N409S;N409S] Homozigot Hasta (7)
€.[593C>A];[593C>A] Homozigot Hasta (2)
P.[N409S;L483P] Heterozigot Hasta (2)
P.[D448H;L483P] Heterozigot Hasta (2)
€.1342 G>C (p.Asp448His), Homozigot Hasta (1)
P.[ L483P;L483P] p.) Homozigot Hasta (1)
P.[N409S;D448H] Heterozigot Hasta (2)
P.[N409S;D448H] Heterozigot Hasta (1)
P.[N409S;-] Heterozigot Tasiyici (2)
P.[ L483P;-] Heterozigot Tasiyici (2)
€.1342 G>C (p.Asp448His), Heterozigot Tasiyici (2)

Calismanin akis semasi asagida Sekil 3.1°de gosterilmistir.

GH Tedavi Oncesi
GH Tedavi Goren
GH Tasmici Grup
Saghkh Kontrol
DNA HASARI miRNA immiin Sistem Hucreleri
‘"“’—’ X = < =1
.| Heparinli - EDTAN ~| EDTAN
\ I |
Kromozomal Oksidatif 7 | l I
DNAHasan DNAHasan RT-PCR MAiT

l l | ILC TFH

MN 8-OHdG 156 Onkogen

miR-17 miR-21 miR-15a  miR-16
NPB miR-150  miRe155 miR-34a  miR-125h
NBUD miR-181k miR-195

Sekil 3.1. Calismanin akis semasi.
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3.2.3. Mikroniikleus Yontemi

1.

10.

11.

Kan Orneklerinin Alinmas1; 4 ml'lik steril heparin igeren tiiplere (~2 ml’lik 1
tiip) periferal kan 6rnekleri alindi.

Kiltir Ortaminda (Besiyeri, FBS, L-Glutamin ve PHA iginde) ekiminin
yapilmasi; hazir bir sekilde gelen medyum -20°C’den ¢ikartilarak 37 °C de
etiivde ¢ozdiirtildii.

Medyum kiiltiir steril vidali kapakli konik tabanli kiiltiir tiiplerine 5'er ml olacak
sekilde boliiniip dagitildi.

5 ml medyum igeren tiiplere enjektorle 12 damla (~0.4-0.5 ml) kan 6rnekleri
bekletilmeden kiiltiir ortamlarina ekimi yapildu.

Her bir kisi i¢in 2 tiipe ekim yapildi. Tiipler hafifce alt-iist edilip karigtirilarak 37
°Cl'lik etiive kaldirildi.

Biniikleer hiicrelerin olusmasi i¢in 44. saatte her bir tipe 80 ul (son
konsantrasyonu: 3pg/ml) Cyt-B eklendikten sonra 6rnekler alt-iist edilerek tekrar
etiive kaldirildi. Toplam 72 saat kiiltiire edildikten sonra érnekler 1200 G’de 6
dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 6rneklerde dipte 0.6-0.8 ml kalincaya kadar {istteki siipernatant
kisimlari atildi.

Daha sonra laboratuvar 1sisinda daha once hazirlanip bekletilmis olan 0.1 M
hipotonik ¢ozeltisinden 6rneklere 6 ml eklenerek laboratuvar 1sisinda 4 dakika
bekletildi.

Ornekler 1200 G’de 6 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi 6rneklerin siipernatant kismi atildi, tiipigindeki 6rnek vorteks
tizerinde karistirilirken yavas bir sekilde taze hazirlanmis soguk fiksasyon buffer
(Metanol, Glasial asetik asit; 3:1 oraninda) eklendi sonra 1200 G’de 6 dakika
santrifiij edildi. Bu islem sonunda, her defasinda santrifiijleme ve siipernatant
kismu atildi. Bu islem iki kez gergeklestirildi.

Son santrifiijden sonra iistte siipernant kismi atild1 dipte fiksatifli hiicreden 1-2

ml birakildi. Daha sonra drnekler preparat hazirlanmasi igin +4°C’ye kaldirilda.

1 mg Cyt-B Hazirlanmasi; 1 mg cyt-B (Sigma, 6762), 1 ml dimetil siilfoksitte

(DMSO) ¢ozdiiriilerek total hacim 5 ml olacak sekilde medyumla sulandirilarak

hazirlandi.
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1 M Hipotonik Solusyonun Hazirlanmasi; 1,864 g KCI tartilip saf su ile 250

ml’ye tamamlandi.

Fiksatif Bufferin Hazirlanmasi; Metanol ve Glasial asetik asit 3:1 oraninda

karigtirilarak hazirlandu.

Sorensen boya tamponun hazirlanmas: (pH=7.0); 5,26 g KH,PO, ve 8,65 ¢
Na;HPO,4.2H,0 tartilip distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

94 ml Sorensen boya tamponu lizerine 6 ml giemsa boyasi eklenerek giemsa

boyasi1 hazirlandi.
Kiiltiire edilen kan 6rneklerinden preparat hazirlanmasi igin;

1. Lamlarin temizlenmesi i¢in daha once hazirlanan %70’lik metanol bulunan
saleye yerlestirilerek soguyuncaya kadar -20°C’de buzdolabinda bekletildi.

2. Saleden cikarilan lamlar kurulandi. Pastor pipeti yardimiyla hiicre siispansiyonu
lamlara pipetaj yapilarak 9-10 damla damlatildi.

3. Hiicrelerin lam ylizeyine iyice dagilmasi saglandi sonra kurumaya birakildi.

4. Kurumus olan preparatlar yeni hazirlanan %6’lik giemsa boyada 8 dk
boyandiktan sonra 2 kez distile su ile yikanarak kurumaya birakildi.

5. Kuruyan preparatlar ksilolden gecirildikten sonra entellan damlatilarak lamelle

kapatildi.
Preparatlarin incelenmesi;
Preparatlar hazirlandiktan sonra 151k mikroskobunda X40 biiyiitmede incelendi;

DNA hasart i¢in; 1000 tane biniikleer hiicre sayimi yapildi ve bulunan MN, NPB ve
NBUD sayilar1 kaydedildi.

Hiicre ¢ogalmasi igin; 1000 tane mononiikleer hiicre sayildi ve bulunan bintikleer, multi
niikleer hiicreler skorlandi ve niikleer boliinme indeksi hesaplanmasi i¢in NBI formiili

(NBI = [M1+2(M2)+3(M3)+4(M4)] /N) kullanild:.

Her bir birey i¢in 1000 tane BN hiicrede MN, NPB ve NBUD sayilar kaydedilirken

goriilen metafaz sayilari da kaydedildi.
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3.2.4. 8-OHdG Seviyelerinin Belirlenmesi

Hasta ve kontrol kisilerden kan 6rnekleri alindiktan hemen sonra 1500 RPMI devirde 10
dk boyunca santrifiyj edilerek plazma 6rnekleri ayirt edildi ve ¢alisma yapilincaya kadar
ornekler —80 °C’de depolandi. 8-OHdAG seviyesi, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuarinda bulunan Thermo Sciertific
Marka ELISA cihazinda, Finetest ticari kit (Wuhan Fine Biotech Co., Ltd., Wuhan,
Hubei, China) kullanilarak belirlendi.

1. Ornekler —80 °C’den ¢ikarildi ve ¢dziinmesi i¢in +4 °C’de bekletildi. Ornekler
¢oziindiikten sonra 15.000 RPMI devirde 15 dk boyunca filtreli eppendorf tiiplerde
santrifiij edilerek partikiillerden arindirildi.

2. Tim reaktifler ve numuneler kullanilmadan 20 dakika oncesinde oda sicakligina
getirildi. Plaka {izerinde standartlarin ve 6rneklerin konulacagi kuyucuklar belirlendi, 50
pL standartlardan ve 50 pL 6rneklerden kendileri i¢in belirlenen kuyucuklara eklendi.
Blank igin ayrilan kuyucuga da 50 uL Dilution buffer eklendi.

Tablo 3.4. ELISA standartlarinin hazirlanmasi

Standard No.6 300ul Standard No.5 + 300l Dilution buffer
Standard No.5  300ul Standard No.4 + 300ul Dilution buffer
Standard No.4 ~ 300pl Standard No.3 + 300ul Dilution buffer
Standard No.3 ~ 300ul Standard No.2 + 300ul Dilution buffer
Standard No.2 ~ 300pl Standard No.1 + 300ul Dilution buffer

Standard No.1 300ul Original Standard + 300ul Dilution buffer

3. Standart, Numune ve Kontrol (K6r) kuyularina 6rnekler eklemeden 6nce plaka 2 kez
yikanip kurutuldu. Numuneler her bir reaksiyonda 50 pl kullanilacak sekilde hazirlandi.
Tiim reaktifleri ve standartlar kitin igeriginde kullanilmadan once agiklandigi sekilde
onceden hazirlandi. Plaka diizenegi herbir standart ve 6rnek iki kez ¢alisilacak sekilde

planland1 (ilk kuyucuk Kor i¢in bog birakildi).
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4. Her kuyucuga 50ul Standart veya Numune eklendi. Kor kontrol i¢in Dilution bufer
kullanildi.

5. Her kuyucuga hemen 50ul Biotin-labeled Antikor eklendi, iyice karismasini
saglamak i¢in plakaya hafif¢e vuruldu ve ardindan plakanin iizeri plaka kapaticisi ile
kapatilarak 45 dakika 37 °C'de inkiibe edildi.

6. Yikama adimi: Her bir kuyuya 350 pl yikama tamponu dolduruldu ve 2 dakika
bekletildi. Sonra plaka emici filtre kagitlar1 tizerine girpilarak kurutuldu. Bu islem 3 kez

tekrar edildi. Plakalarda su damlas1 veya kabarcik kalmamasina 6zen gosterildi.

7. Her kuyucuga 100ul SABC (HRP-Streptavidin Conjugate) ¢alisma Soliisyonu eklendi

ve ardindan plakalarin iizeri plaka kapaticisi ile kapatarak 37 °C'de 30 dakika inkiibe
edildi.

8. Plaka'lar tekrar 5 kez yikandi ve kurutuldu.
9. 90ul TMB Substrat soliisyonu eklendi. 37 °C'de karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.
10. Sonra her kuyucuga 50 ul Stop soliisyonu eklendi.

11. Stop soliisyonu eklendikten hemen sonra orneklerin absorbansi 450 nm'de ELISA
cihazinda okutuldu. Standart egri ELISA kiti iginde mevcut olan standardize edilmis
orneklerden elde edildi (Sekil 3.2.).
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8-OHd G ng/ml
Sekil 3.2. 8-OHdG standart kalibrasyon egrisi
3.2.5. miRNA’larin Belirlenmesi

Calismada kan kanserlerinde (lenfoma, HCC, MM ve l6semi) biyobelirteg olarak
kullanilan 5 tiimor siipressor gen ve 5 onkogen olacak sekilde 10 tane miRNA calisildi.
Calisilan miRNA’lar asagida listelenmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan miRNA’larin
sekans bilgileri miRbase’den alinmistir (Tablo 3.5.).

Tablo 3.5. miRBase’den alinan primerlere ait sekans bilgileri

miRNA Erisim Numaras1 Sekans Bilgileri

hsa-miR-15a-5p  MIMAT0000068 UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG TSG
hsa-miR-16-5p MIMAT0000069 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG TSG
hsa-miR-17-5p MIMAT0000070 CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG Onk.
hsa-miR-21-5p MIMAT0000076 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA Onk.
hsa-miR-34a-5p  MIMAT0000255 UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU TSG
hsa-miR-125b-5p MIMAT0000423 UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA TSG
hsa-miR-150-5p MIMAT0000451 UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG Onk.
hsa-miR-155-5p  MIMAT0000646 UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGUU Onk.
hsa-miR-181b-5p MIMAT0000257 AACAUUCAUUGCUGUCGGUGGGU Onk.
hsa-miR-195-5p  MIMAT0000461 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC TSG

(TSG: Timér siipressor gen, Onk: Onkogen)
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3.2.5.1. miRNA’larn izolasyonu

Hasta ve kontrol kisilerden EDTA’11 tiiplere 2 ml kan 6rnegi alinarak 2 saat igerisinde

plazma izolasyonu igin +4 °C 1900 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Plazma &rnekleri 2

ml’lik

steril eppendorf tiiplere alindi. miRNA izolasyonu yapilmak {izere plazma

ornekleri -80 °C de derin dondurucuya kaldirilds.

1.

© © N o g bk~ W

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Plazmalar -80 °C’den ¢ikarilarak +4 °C’de ¢oziindiikten sonra sogutmali
santrifiiriij de 16.000xg ve +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.

Plazma Orneginin en tst kismidan 220 ul alinarak 2 ml yeni bir ependorf tiipe
konuldu ve yaklasik 5 kat1 kadar (1000 ul) Qiazol Lysis Reagent eklenerck
vortekslendi.

Ornekler 5 dakika oda sicakliginda (15-25 °C) bekletildi.

Orneklerin iizerine 3.5 ul miRNeasy Serum/Plazma Spike-In Kontrolii eklendi.
Daha sonra 200 pul kloroform eklenerek 15 saniye boyunca vortekslendi.
Ornekler 2-3dakika oda sicakliginda bekletildi.

Ornekler 12.000xg ve +4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi.

Olusanen en {ist fazdan 600 pl alinarak yeni bir toplama tiipiine transfer edildi.
Uzerine 900 ul %100’liik saf etanol eklendi.

Olusan karisimdan 700 pl 6rnek alinarak RNA easy minikolonun (2 ml toplama
tiipti) i¢ine konuldu, 8000xg ve oda sicakliginda 15 saniye boyunca santrifiij
edildi. Ornegin taman bitinceye kadar bu basamak tekrarlandi.

700 ul RWT tampondan RNaz mini kolona eklenerek ve 15 saniye oda
sicakliginda 8000xg’de santrifiij edildi.

Toplama tiipiinde kalan kisim atilarak 500 pl RPE tamponundan RNaz Mini
kolonun iistiine eklendi ve 15 saniye oda sicakliginda 8000xg’de santrifiij edildi.
Daha sonra toplama tiipiinde kalan kisim atilarak 500 pl %80 etanol RNaz Mini
kolona eklendi ve 2 dakika 8000xg’de santrifiij edildi.

RNaz Mini kolon, yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi ve 1 dakika
boyunca 16.000xg de santrifiij edildi.

RNaz Mini kolon, yeni bir 1.5 ml’lik toplama tiipiine alindi. Daha sonra 14 pl
RNaz icermeyen su spin kolonunun merkezine direkt olarak eklendi.

Ornekler 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra maksimum hizda

(16.000xg) 1 dakika boyunca santrifiij edildi.
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17. Elde edilen tim RNA 6rnegi cDNA sentezi i¢in kullanildi.
3.2.5.2. cDNA (kalip DNA) Elde Edilmesi

cDNA sentezi i¢in Qiagen miScript II RT Kiti (Kat. No. 218161) kullanildi. cDNA

sentezi i¢in kullanilan bilesenler tablo 3.6°da verilmistir.

Tablo 3.6. cDNA reaksiyon bilesenleri

5x miScript HiSpec Buffer 4 ul
10x miScript Nucleics Mix 2ul
miScript Reverse Transcriptase Mix 2 ul
Template RNA 12 ul
RNase-free water -
Toplam Hacim 20 ul

Tiim 6rnekler PCR cihazinda 37 °C’de 60 dk, ve 95 °C’de 5 dk olan tepkime kosullarma
gore cDNA sentezi gergeklestirildi. Elde edilen cDNA 6rneklerin her birine 6 pul RNase-
free water eklendi. Ornek hacmi az oldugundan ve galisilacak miRNA primer sayimiz
falza oldugundan dolayr elde edilen c¢cDNA oOrneklerin bir kismi agaroz jel
elektroforezinde goriintiilendi (Sekil 3.3).

3.2.5.3. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Tamponlar

I1x TAE Tamponu: 10x olarak stok TAE tamponu hazirlandi. 10x TAE hazirlamak i¢in
108 gr Tris, 55 gr asetik asit 600 ml saf suda ¢oziilerek HCL ile pH= 8.0’a titre edildi.
Daha sonra, 4.65 gr EDTA eklendi. Toplam hacim saf su ile 1 It’ye tamamland.

Etidyum Bromiir Cozeltisi: Bir falkon tiipii icerisindeki 500 ml 0,5x TBE (Tris-borat-
EDTA) tamponu {izeriine 300 pl ethidium bromiir eklenerek hazirlandi. Sise i¢indeki
ethidium bromiir etrafi aleminyiim folyo ile sarilarak +4 derece (bozulmasini 6nlemek

icin) de kullanilmak tizere saklandi.
3.2.5.4. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Orneklerden cDNA elde edildikten sonra %2’lik agaroz jel hazirlandi. Bunun igin 2
gram agaroz hassas terazide tartildiktan sonra 100 mililitre 1x TAE (Tris-asetat-EDTA

Buffer) ile karistirilarak mikrodalga firinda iyice 1stildi. Daha sonra jelin {izerine 10 ul
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Ethidium Bromiir (10mg/ml) eklendi ve homojen olacak sekilde dagitildi. Jel
elektroforez kiiveti igerisine dokiildii ve uygun taraklar yerlestirilerek sogumaya
birakildi. Jel yeteri kadar soguduktan sonra taraklar g¢ikartilarak igerisinde 1x TAE

Buffer bulunan elektroforez tankina konuldu.
3.2.5.5. Orneklerin Jele Yiiklenmesi

Tiim ornekler Yiikleme sirasinda jele 3 pl CDNA 6rnekleri 2 pl 6X’lik loading buffer’la
(yiikleme ¢ozeltisi) karistirilarak sirayla jele yiiklendi. Elektrik akiminin gergeklesmesi
icin, giic kaynagi 15 dakika siire ile 90 volta ayarlandi. PCR fiiriinleri yeterli siire

yiirtitiildiikten sonra jel goriintiileme cihazina alinarak UV 11k altinda goriintiilendi

(Sekil 3.3).

cDNA
ornegi

Markir

Sekil 3.3. cDNA o6rnekleri

3.2.5.6. RT-PCR Yontemi

RT-PCR igin kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 3.7’de, qRT-PCR tepkime
kosullar1 ise Tablo 3.8’de verilmistir. Calismada Qiagen miScript SYBR Green PCR
kiti kullanildi. Referans gen olarak hausekeeping RNA olan SNORDG61 secildi. cDNA
ile ilgili genlerin ifadesi Light Cycler® 480 (Roche, Isvigre) cihaz kullamlarak yapilan
Real-Time PCR ile incelendi.

Tablo 3.7. qRT-PCR reaksiyon bilesenleri

2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 6 ul
10x miScript Primer Assay 1l
10x miScript Universal Primer 1wl
Template cDNA 2ul
RNase-free water 2

Toplam Hacim 12 ul
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Tablo 3.8. qRT-PCR kosullart

Sicaklik (°C) Zaman

95 15 dakika

94 15 saniye

55 30 saniye 55 Dongii
70 30 saniye

3.2.6. Akim Sitometri ile Immiin Sistem Hiicrelerinin Tespiti

Stain buffer soliisyonunun hazirlanmasi; Stain Buffer1 hazirlamak i¢in 50 ml’lik falkon

tiipii i¢ine 2 ml FBS eklendi ve tizerine 50 ml olacak sekilde 1X PBS eklendi. Stain

buffer hiicrelerin yikanmasi ve siispansiyonu i¢in kullanildi.

3.2.6.1. Lenfosit Hiicrelerinin izolasyonu

1.
2.

© N o O

10.
11.

EDTA’l tiiplere hastalardan 2 ml kan 6rnekleri alindi.

Kan 6rnekleri 1:1 oraninda PBS ile dilue edildi. Ornekler birkac kez yavasca alt-
tist edildi.

15°1ik falkon tiipiine 3 ml fikol eklenerek dilue edilen kan 6rnekleri fikol iizerine
45 derecelik agiyla yavas bir sekilde falkon tiipiine aktarildi.

Ornekler 30 dakika 400xg’de Y:0 H:4 (hizlanma ve yavaslama ivmesi en az
olacak sekilde) oda 1s1sinda santrifiij edildi.

Ayr bir tiipe 2 ml serum 6rnekleri alindi.

Temiz bir 15°1ik falkon tiipiine lenfosit kism1 (beyaz bulutsu kisim) alindi.
Thoma laminda 6rneklerin sayimi yapildi.

PBMC o6rneklerinin iizerine 3 ml PBS eklenerek 400xg’de 7 dakika santrifiij
edildi.

Stipernatant kismi atildi.

Orneklerin pellet kism1 daha 6nce ayrilan serum ile karistirildi.

Orneklerin toplam hacminin %10’u kadar DMSO eklenerek daha sonra

calisilmak iizere -80’e kaldirildi.

Thoma laminda Hiicre Sayiminda Kullanilan Formiil;

Hiicre sayisi/ml = (Onalti Karedeki Hiicre Sayist) x (Dilusyon Orani)x 10*
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3.2.6.2. ILC Hiicrelerinin Boyanmasi

1. ILC hiicrelerin boyamasi i¢cin PBMC kismindan yaklasik bir milyon hiicre
alind.

2. Yikama amagcli olarak 1 ml olacak sekilde PBS eklendi.

3. Ornekler 400xg’de 7 dakika santrifiij edildi.

4. Orneklerin siipernatant kismi1 atildi. Altta kalan drnek iizerine 200 mikrolitre
staining buffer eklenip 2 kez yikama yapildi.

5. Siipernatant kismi atildi kalan hiicrelerin {izerine hazirlanan boya karigimindan 5
mikrolitre boya karisim (Tablo 3.9) eklenip karanlikta buzda yarim saat
bekletildi.

6. Orneklerin iizerine yikama i¢in 200 pul staining buffer eklendi, sonra 400xg’de 5
dakika olacak seklide santrifiij edildi. Bu islem iki kez gergeklestirildi.

7. Sipernatant kismi atildi tizerine 200 ul staining buffer eklendi.

8. Flow sitometri cihazinda ornekler okutuldu.

Tablo 3.9. ILC boya karigim1

FITC CD3, CD14, CD19, CD92 1l
PE CD161 1 ul
APC Cy7 CD127 1 ul
PE Cy7 CRTH2 1 ul
BV-Ckit CD117 1 ul

3.2.6.3. TFH Hiicrelerinin Boyanmasi
TFH Hiicrelerinde Yiizey Boyanmast

Tiim Ornekler calisiimak iizere -80 °C’den ¢ikarildi ve +37 °C’de su banyosunda
¢cOzdiirtildii. 15 ml’lik falkon tiipiine 5 ml kiiltiir besiyeri eklendi ve ¢oziinen 6rnekler
mediuma aktarildi. 400xg de 5 dk santrifiij edildi. Daha sonra 6rneklere yikama amagh
200 pl PBS eklendi 400xg de 5 dk santrifiij edildi. Bu islem 2 kez yapildi. Supernatant
kismi atildi, hiicrelerin boyanmasi igin yaklasik 5x10° hiicre olacak seklide thoma

laminda sayim yapildi. Her 6rnekten 100 pl olacak seklide 96°lik well plate eklendi.
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Asagida yer alan boya karigimi hazirlandi (Tablo 3.10). Her 6rnekten 100 pl olacak
seklide 96’11k well plate kuyucuklarina dagitilan 6rneklerin tizerine 7 pl boya karisimi
eklendi. Sonra 30 dakika buz lizerinde karanlikta bekletildi. 200 pl staining buffer
eklendi, 7 dakika 400xg de santrifiij edildi. Bu islem iki kez yapildi. Daha sonra her bir

ornegin lizerine 200 pul staining buffer eklendi ve flow sitometri cihazinda okutuldu.

Tablo 3.10. TFH yiizey boya karigim1

BV 510 CD3 1 ul
FITC CD4 1 ul
Pac Blue CD45RA 1 ul
PE Cy7 CXCR5 1 pl
APC ICOS (CD278) 1 ul
Percp Cy5.5 CXCR3 1 pul
APC Cy7 PD-1 1 ul

TFH Hiicrelerinde Niikleer Boyanmast

Ornekler -80°den ¢ikarildi ve +37 °C’de su banyosunda ¢dzdiiriildii. 15 ml’lik falkon
tiipiine 5 ml kiiltiir besiyeri eklendi ve ¢éziinen 6rnekler mediuma aktarildi. 400xg de 5
dk santrifiij edildi. Daha sonra 6rneklere yikama amacli 3ml PBS eklendi 400xg de 5 dk
santrifiij edildi. Bu islem 2 kez yapildi. Supernatant kismi atildi, hiicrelerin boyanmasi
icin yaklagtk 5x10° hiicre olacak seklide thoma laminda sayim yapildi. Her 6rnekten
100 pl olacak seklide 96’lik well plate eklendi. Daha sonra 400xg de 5 dk santrifijj
edildi. Ornekler buz iizerinde olacak seklide PMA 50 ng/ml, lonomycin 1 pg/ml ve 1x
Golgiplug iceren RMPI medium 200 pl/kuyu olacak sekilde eklendi sonra 4 saat
boyunca +37 °C’de inkiibasyon icin etiivde bekletildi. Daha sonra 400xg de 5 dk
santrifiij edildi. Siipernatant kismi1 atildi. 200 pl staining buffer eklendi bir kere yikama
yapild1 ve siipernatant atildi. Asagida yer alan boya karisimi1 hazirlandi (Tablo 3.11).
Daha sonra yiizey boyamasi i¢in BV 510-CD3, FITC-CD4, Pac Blue-CD45RA ve PE
Cy7-CXCR5 her boyadan 1 pl eklendi. Sonra 30 dakika buz iizerinde karanlikta
bekletildi. 200 pl staining buffer eklendi, 7 dakika 400xg de santrifiij edildi. Bu islem
iki kez yapildi. Daha sonra ICC boyamasi i¢in hiicreler 100 pl true nuclear boyama kiti
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icindeki fiksasyon buffer eklendi. Oda sicakliginda karanlikta 20 dk bekletildi. 200 pl
permibilizsayon/wash buffer eklendi, 7 dakika 400xg de santrifiij edildi. Bu islem iki
kez yapildi. Daha sonra hiicrelere 50 pl permeabilizsayon/wash buffer igerisinde PE-IL-
21 ve APC-IL-4 her bir antikordan 1 ul olacak sekilde eklendi. Oda sicakliginda
karanlikta 20 dk bekletildi. 200 ul permeabilizsayon/wash buffer eklendi, 7 dakika
400xg de santrifiij edildi. Bu islem iki kez yapildi. Daha sonda 200 pul staining bufferda

hiicreler ¢oziiliip flow sitometride okutuldu.

Tablo 3.11. TFH niikleer boya karigimi

BV 510 CD3 1 ul
FITC CD4 1l
Pac Blue CD45RA 1 ul
PE Cy7 CXCR5 1 ul
PE IL-21 1 ul
APC IL-4 1l

3.2.6.4. MAIT Hiicrelerinin Boyanmasi
MAIT Hiicrelerinde Yiizey Boynamast

-80°den ¢ikarilan ornekler +37 °C’de su banyosunda ¢dzdiiriildii. 15 ml’lik falkon
tiipiine 5 ml kiiltiir besiyeri eklendi ve ¢éziinen 6rnekler mediuma aktarildi. 400xg de 5
dk santrifiij edildi. Daha sonra drneklere yikama amacli 3ml PBS eklendi 400xg de 5 dk
santrifiij edildi. Bu islem 2 kez yapildi. Supernatant kismi atildi, hiicrelerin boyanmasi
icin yaklagik 5x105 hiicre olacak seklide thoma laminda sayim yapildi. Her 6rnekten
100 pl olacak seklide 96’lik well plate eklendi. Asagida yer alan boya karigimi
hazirland1 (Tablo 3.12). MAIT hiicrelerinde yiizey boyamasindan once orneklerin
tetramer boyamasi yapildi. Bunun igin tetramer 5-OP-RU (BV 421) ve MR-6-FP (PE)
antikorlart mix yapilarak her bir 6rnege 1 pl eklendi. Daha sonra d6rnekler 40 dakika
karanlikta oda sicakliginda bekletildi. Sonra ylizey boyamasi asamasina ge¢ildi. Bunun
icin de asagida yer alan antikorlar kullanildi. Herbir 6rnege 6 pl eklendi. 30 dk
karanlikta buz iizerinde +4 °C’de bekletildi. Sonra 200 pl staining buffer eklendi ve
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400xg de 5 dk santriflij edildi. Bu islem yikama amagl iki kez gercgeklestirildi. Daha
sonra orneklere 100 pl staining buffer eklendi ve flow sitometri cihazinda ornekler

okutuldu.

Tablo 3.12. MAIT hiicrelerinin yiizey boya karigimi

BV 510 CD3 1 ul
Percp Cy5.5 TCR v/ I ul
APC TCR Va7.2 I ul
APC Cy7 CD161 1 ul
PE Cy7 CD8 1 ul
FITC CD4 1 ul

MAIT Hiicrelerinde Niikleer Boyanmasi

Ornekler -80°den ¢ikarild1 ve +37 °C’de su banyosunda ¢ozdiiriildii. 15 ml’lik falkon
tiiptine 5 ml kiiltiir besiyeri eklendi ve ¢6ziinen drnekler mediuma aktarildi. 400xg de 5
dk santrifiij edildi. Daha sonra 6rneklere yikama amagli 3 ml PBS eklendi 400xg de 5
dk santriftij edildi. Bu islem 2 kez yapildi. Supernatant kismi atildi, hiicrelerin
boyanmasi i¢in yaklasik 5x10° hiicre olacak seklide thoma laminda sayim yapildi. Her
ornekten 100 pl olacak seklide 96°lik well plate eklendi. Ornekler buz iizerinde olacak
seklide PMA 50 ng/ml, ionomycin 1 pg/ml ve 1x Golgiplug igeren RMPI medium 200
ul/kuyu olacak sekilde eklendi sonra 4 saat boyunca +37 °C’de inkiibasyon icin etiivde
bekletildi. Daha sonra 400xg de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi. 200 pl
staining buffer eklendi bir kere yikama yapildr ve siipernatant kismi atildi. Asagida yer
alan boya karisimi hazirlandi (Tablo 3.13). Daha sonra yiizey boyamasi i¢in BV 510-
CD3, FITC-TCR v/5, APC-TCR Va7.2, APC-Cy7-CD161 ve PE Cy7-CD8 her boyadan
1 ul eklendi. Sonra 30 dakika buz {izerinde karanlikta bekletildi. 200 pl staining buffer
eklendi, 7 dakika 400xg de santrifiij edildi. Bu islem iki kez yapildi. Daha sonra ICC
boyamasi i¢in hiicreler 100 pl true nuclear boyama kiti igindeki fiksasyon buffer
eklendi. Oda sicakliginda karanlikta 20 dk bekletildi. 200 pul permeabilizsayon/wash
buffer eklendi, 7 dakika 400xg de santrifiij edildi. Bu islem iki kez yapildi. Daha sonra
hiicrelere 50 pl permeabilizasyon/wash buffer igerisinde Percp Cy5.5-TNF-a ve BV
421-1FN-yher bir antikordan 1 ul olacak sekilde eklendi. Oda sicakliginda karanlikta 20
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dk bekletildi. 200 pl permeabilizsayon/wash buffer eklendi, 7 dakika 400xg de santrifiij
edildi. Bu islem iki kez yapildi. Daha sonda 200 pl staining bufferda hiicreler ¢oziiliip

flow sitometride okutuldu.

Tablo 3.13. MAIT hiicreleri niikleer boya karigimi

BV 510 CD3 1 ul
FITC TCR /8 1 ul
APC TCR Va7.2 1 ul
APC Cy7 CD161 Il
PE Cy7 CD8 1l
Percp Cy5.5 TNF-a 1 pul
BV 421 IFNy 1 ul

3.2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Gaucher hastalarina ait plazma 8-OHdG seviyeleri ve CBMN-cyt yontemi parametreleri
Istatistiksel hesaplamalar Windows i¢in SPSS (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) 22.0
versiyon paket programi kullanilarak yapildi. Gruplar aras istatistiksel degerlendirmeler
nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis testi ve Mann-Whitney U testi ile
karsilastirildi. Veriler, median (min-max) olarak verildi. P degeri <0.05 oldugunda
anlamli kabul edildi.

Calismada tiim ornekler tekli ¢alisildi. miRNA gen ekspresyonlarinda meydana gelen
degisiklikler i¢in Ct (threshold cycle) esik degeri kullanildi. Elde edilen Ct esik

degerleri Excel programi yardimiyla tiim miRNA’larin 244

analizleri yapildi. miRNA
orneklerinin istatistiksel analizleri Graphpad Prism 6.0 versiyon paket programi
kullanilarak anlamliliklar1 degerlendirildi. Gruplar arasi istatistiksel degerlendirmeler
nonparametrik testlerden One-way ANOVA testi ile karsilagtirildi. P degeri <0.05

oldugunda anlamli kabul edildi.

Gruplar arasindaki farklar 22T = ((ACt (hasta) - ACt (SNORD61) - (ACt (kontrol)-
ACt (SNORD®61)) formiilii ile hesaplandi.

Tiim 6rneklere ait immiin sistem parametrelerinin istatistiksel analizleri Graphpad Prism

8.0.2 versiyon paket programi kullanilarak anlamliliklar1 degerlendirildi. Gruplar arasi
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istatistiksel degerlendirmeler non-parametrik testlerden One-way ANOVA testi ile
karsilastirildi. Istatiksel anlamlilik degeri p<0.05 ve p<0.001 degerinden kiiciik olan
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Akim sitometri verilerinin analizi

Flowjo programi yardimiyla degerlendirildi.



4. BULGULAR

Gaucher Hastalarina Ait DNA Hasar1 Analiz Sonuclari

Tedavi goren 20 Gaucher hastasi, yeni tanili tedavi gérmemis 2 Gaucher hastasi, 6
tasiyic1 birey ve toplam 27 kontrol birey olmak {izere toplam 55 kisiden alinan kan
ornekleri materyal ve metotta belirtilen yontemlere gore kiiltiire edildi ve kiiltiir
sonunda hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu yardimiyla CBMN-cyt yontemi ile
parametreler degerlendirildi. Ancak iki kisi oldugu ic¢in yeni tanili tedavi gdrmemis
Gaucher hastalarmna ait veriler immiin hiicre verileri hari¢ istatistiksel
degerlerdirmelerde kullanilmadi. Hazirlanan tiim preparatlar 151k mikroskobunda
incelendi. DNA hasarii belirlenmesi i¢in, 1000 kadar BN hiicreler sayildi ve MN’lu,
NPB’li ve NBUD’lu BN hiicreler kaydedildi. Sitostatik etkileri belirlemek icin, 1000
tane bir cekirdekli hiicre sayilirken ayn1 zamanda iki c¢ekirdekli (M2), li¢ ¢ekirdekli
(M3), dort cekirdekli (M4) her bir hiicrenin skorlanmasi yapildi ve NBI oranlar1 da
hesapland1 (Sekil 4.1). Ayrica, hasta ve kontrol kisilere ait plazma Orneklerinde 8-
OHdG seviyeleri ELISA yontemiyle olgiildii.

Tedavi goren 20 GH hastasi, 6 GH tasiyic1 birey ve hastalarla benzer yas ve cinsiyette
se¢ilmis 27 saglikli kontrol kisilere ait yas, 8-OHdG seviyeleri ve CBMN-cyt yontemi
parametrelerinin median degerleri, min ve max degerleri ile birlikte Tablo 4.1°de
gosterilmigtir. Veriler, median (min-max) olarak verildi. P degeri 0.05’ten kiiciik

oldugunda veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Yas degiskeni i¢in ise median degerleri verilmistir. Tablo 4.1'e bakildiginda Gaucher
hasta grubunda yas ortanca degeri 33.0 iken, tasiyici grubunda ortanca degeri 21.50
olarak hesaplanmistir. Kontrol grubunda yer alan bireylerin yas ortanca degeri 32.0

olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.1. a.Bir ¢ekirdekli hiicre; b. iki ¢ekirdekli (BN) hiicre; c. Ug cekirdekli (M3) hiicre; d.

Dort cekirdekli (M4) hiicre; e. Bir MN’lu BN hiicre; f. NPB’lii BN hiicre; g. NBUD’lu BN
hiicre; h. Metafaz hiicresi (40X).
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W

Tablo 4.1. 8-OHdG seviyeleri ve CBMN-cyt yontemi parametrelerinin median (min-max)
degerleri (*p < 0.05-**p < 0.001).

Gaucher (n=20)

Kontrol (n=27)

Tasiyici (n=6)

Yas (yil) 33,0 (2,0-60,0) 32,0 (3,0-61,0) | 21,50 (9,0-46,0)
MN frekans: 0,75 (0,10-2,50) | 0,40 (0,10-2,90) | 1,10 (0,60-1,40)
NPB’li BN hiiere | 5 5 660.1030) | 1,70 (0,20-7,10) | 1,0 (0,10-2,40)
frekansi

NBUD’lu BN hiicre | 75 10.350) | 050 (0,10-1,60) | 0,90 (0,30-2,10)
frekansi

Metafaz 53,0 (15-260) 330(2,0-960) | 27,0 (8,0-46,0)
BN % 10,05 (2,80-23,30) | 11,20(4,50-28,10) | 12,80(6,50-21,90)
Niikleer boliinme

indolo (NED) 1,09 (1,03-1,19) | 1,10 (1,04-1,23) | 1,11 (1,07-1,18)
8-OHdG seviyesi i o ) ) *
(o) 3,08 (2,87-4,91)** | 2,37 (0,33-4,50) | 4,30 (3,22-4,74)

BN: Biniikleer hiicreler; MN:

Mikroniikleus; NBUD: Niikleer bud, NPB: Niikleoplazmik k&prii, NBI;
Niikleer boliinme indeksi, 8-OHAG; 8-hydroxy 2 deoxyguanosine.

Gaucher Hastalarinda DNA Hasar1 Sonuclari; Tedavi goren Gaucher hasta grubunun
hem de GH tasiyict grubunun lenfositlerindeki MN, NPB, NBUD ve metafaz frekanslar

kontrollerle karsilastirildiginda, aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamadi (p>0.05; Tablo 4.1).
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Gaucher Hastalarinda Sitostazi Sonuclari; Gaucher hastalarina ve GH tasiyici
grubuna ait NBI degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05; Tablo 4.1).

Gaucher Hastalarinda 8-OHdG Sonuglari; Hem tedavi goren Gaucher hastalarindaki
hem de GH tasiyict grubundaki plazma 8-OHdG (ng/ml) seviyelerinin kontrol grubuna
gore anlamli bir artis gosterdigi bulundu (p<0.05, p<0.001) (Tablo 4.1 ve Sekil 4.2).

5

* %

]

W
l

8-OHdG (ng/mL)
N
|

> X

Sekil 4.2. GH hasta grubu ve GH tasiyict grubunun kontrol grubuna gére plazma 8-OHdG
seviyelerinin karsilagtirilmasi (¥*p<0.05, **p<0.001).

Gaucher Hastalarina Ait gRT-PCR Analiz Sonuclarn

Tedavi olan 20 Gaucher hastasi, 6 tasiyici bireyin ve kontrol grubu olarak 27 saglikli
gontilliiye ait miRNA gen ekspresyon seviyeleri belirlendi. Tedavi goren Gaucher hasta
grubunun miRNA-15a, miRNA-17, miRNA-125b, miRNA-181b gen ekspresyon
seviyelerinin arttigi gozlenirken, miRNA-16, miRNA-21, miRNA-34a, miRNA-150,
mMiRNA-155, miRNA-195 gen ekspresyon seviyelerinin azaldigi gézlendi. GH tasiyici
grubu bireylerde ise miRNA-15a, miRNA-17, miRNA-21, miRNA-150, miRNA-181b
gen ekspresyonlarinin arttigr, miRNA-16, miRNA-34a, miRNA-125b, miRNA-155 ve
mMIiRNA-195 gen ekspresyonlarinin azaldigi goriildic (Tablo 4.2, Sekil 4.2). Ayrica
tedavi oOncesi iki Gaucher hastasina ait miRNA-21 haricinde tim miRNA’larin

ekspresyon diizeylerinde artig oldugu gozlendi.



Tablo 4.2. miRNA gen ekspresyon diizeyleri
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MiRNA Hasta Grubu (n=20) Tastyic1 (n=6)
Ortalama (Kat Degisimi) (Kat Degisimi)
1. miRNA-15a 1,98 T 2,91 T TSG
2. miRNA-16 0,67 l 0,59 l TSG
3. MiRNA-17 2,01 T 1,76 T Onkogen
4. miRNA-21 0,45 l 1,76 T Onkogen
5. miRNA-34a 0,68 l 0,86 l TSG
6. miRNA-125b 2,85 T 0,93 l TSG
7. mMiRNA-150 0,43 l 5,76 T Onkogen
8. miRNA-155 0,64 l 0,29 l Onkogen
9. miRNA-181b 1,82 T 1,73 T Onkogen
10. miRNA-195 0,63 l 0,52 l TSG
7
6
z 5
%
= 4
i.glll| # ek
E : I I m Hasta grubu
2
Wz * m Taswyici grup
Sy I
& _\3 _\v‘? & & ‘\vh _th _ q@ ‘\?} _Qs.y
& & & & Fg&F&Fa&sS
miRNA

Sekil 4.3.Tedavi goren GH hastalarinin ve GH tasiyici gruplarimin miRNA gen ekspresyon
diizeyleri ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli ¢ikan miRNA’lar (*p<0.05,

**<0.001)

Ancak, tedavi goren Gaucher hasta grubuna ait miRNA’lardan sadece miRNA-125b

seviyelerindeki artisin kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli

oldugu bulundu (Sekil 4.3, p<0.001). Diger tedavi goren Gaucher hasta bireylerine ait
miRNA-15a, miRNA-17, miRNA-181b, miRNA-16, miRNA-21, miRNA-34a, miRNA-
150, miRNA-155, miRNA-195 seviyelerindeki degisikliklerin istatistiksel olarak
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anlamli olmadigi bulundu (p>0.05). Tedavi Oncesi iki Gaucher hastasina ait miRNA
seviyeleri kontroller ile karsilastirildiginda da aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamadi (p>0.05). Tastyic1 grubunda ise sadece miRNA-15a ve miRNA-181b
seviyelerindeki artisin kontrol grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

oldugu bulundu (Sekil 4.3, p<0.05).
Gaucher Hastalarina Ait immiin Hiicrelerinin Analiz Sonuclar

Calismamizda enzim replasman tedavisi alan 20 hasta, 2 yeni tan1 alan hasta, 6 tasiyici
birey ve 27 kontrol bireylerden alinan kan ornekleriinden alinarak gradient santrifiij
yontemi ile 16kositler elde edildi. Istatiksel anlamlilik degeri p<0.05 ve p<0.001

degerinden kiigiik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

ILC Hiicrelerinin Analizi

Materyal metotta belirtildigi gibi kan Orneklerinden lenfositlerin izolasyonu yapildi.
Tiim orneklerin ILC ylizey boyamalar1 floresan isaretli antikorlar kullanilarak boyama
islemi gergeklestirildi. Sekil 4.5°te gosterildigi gibi kapilama stratejileri yapildi. Saglikli
kontrol grubu, tedavi 6ncesi ve tedavi géren Gaucher hasta gruplar1 ve tasiyic1 gruplar

arasinda istatistiksel olarak karsilastirmalar yapildi.

Total ILC ve total ILC1 absolute hiicre sayis1 ve ILC ve ILC1 yiizdelerinin tedavi géren
Gaucher hastalarinda kontrol (saglikli goniillii) grubuna gore anlamli derecede
azaldigim1 gozlemledik (p<0.05-p<0.001). ILC3 yiizdeleri, tedavi goéren Gaucher
hastalarinda kontrol grubuna gére anlamli derecede diistik bulundu (p<0.05). Total ILC
MFI sikliginin tedavi goren Gaucher hastalarinda kontrol grubuna gore anlaml
derecede yiiksek oldugu goriildi (p<0.05). Total ILC ve Total ILC1 absolute hiicre
sayist ve ILC ve ILC1 yiizdelerinin tedavi géren Gaucher hasta grubuna gore GH
tasiyici grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu goriildi (p<0.05-
p<0.001). Tedavi goren Gaucher hasta grubu, GH tasiyict grubu ve tedavi Oncesi
Gaucher hastalarinda ILC2 absolute hiicre sayis1 ve yiizdelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05). GH tedavi oncesi gruptaki ILC, ILCI1, ILC2 ve
ILC3 absolute hiicre sayis1 ve ylizdeleri diger gruplar ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak aralarinda anlamli bir fark bulunamadi (Sekil 4.6) (p>0.05).
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ILC, ILC1, ILC2 ve ILC3’lere ait kapilama stratejileri Sekil 4.4’te gosterilmistir.

%Lymphosytes

%Lymphosytes

E
990/

¥

%Singlets

%Lin-CD161+

Linage

o127

%LinCD161+CD127+ %LinCD161+CD127+

4 - j @ ,,,J

Sekil 4.4. ILC, ILC1, ILC2, ILC3’lerin akim sitometri ile kapilama stratejilerinin gosterilmesi.
(a) Saglikli goniillii (b) Tedavi goren Gaucher hasta, (¢) Tedavi oncesi Gaucher hasta, (d) GH

tasiyici grubu.
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% ILC
CD127 MFI

Total ILC absolute hiicre sayisi

ILC1 absolute hiicre sayisi

% ILC1
% ILC2
% ILC3

Sekil 4.5. Total ILC, ILC1, ILC2, ILC3 absolute hiicre sayisi ve yiizdelerinin analizleri; (a)
Total ILC absolute hiicre sayist (b) ILC yiizdeleri (¢) CD127 MFI (d) ILC1 absolute hiicre
sayisi (€) ILC2 absolute hiicre sayisi (f) ILC3 absolute hiicre sayis1 (g) ILC1 yiizdeleri (h) ILC2
yiizdeleri (i) TLC3 yiizdelerinin; Saglikli goniillii, tedavi goren Gaucher hasta, tedavi Oncesi
Gaucher hasta, GH tasiyict grubunun karsilastirmalari. (*p<0.05, **p<0.001).
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TFH hiicrelerinin Analizi

TFH hiicre analizi icin ¢aligmamizda metaryal metotta belirtilen sekilde tiim
orneklerinden izole edilen 16kositlerin hiicre yiizeyi ve niikleer boyamasi antikorlar ile
yapildi. Ayrica Tim 0&rnekler akim sitometri cihazinda okuldu. Flowjo programi
yardimiyla kapilama stratejileri belirlendi. TFH, TFH PD1 ve TFH ICOS kapilama
stratejileri Sekil 4.6°de gosterilmistir.

CXCR5+CD45RA

{
Jomp-DAPI-A. Comp-PE-CyT-A subset
] 5

%Lymphosytes %Singlets CD3+FSC-A CD4+FSC-A

~] FSC-A, Comp-FITC-A subset
! s

PR

e 2 Ny

] FSC-A, Comp-FITC-A subsat

1 | e

W ]r FSC-A, Comp-FITC-A subset
! @2
; eirs
i =
1 "1
| | &

FSC-A, Comp-FITC-A subset

. 3
Jomp-DAPI-A, Comp-PE-Cy7-A subset
470 1 8,06

CXCRS

Sekil 4.6. TFH hiicrelerinin akim sitometri ile kapilama stratejilerinin gosterilmesi. (a) Saglikli
goniilli (b) Tedavi goéren Gaucher hasta, (¢) Tedavi 6ncesi Gaucher hasta, (d) GH tasiyici
grubu.
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Sekil 4.7. Total TFH, TFH-PD1, TFH-ICOS, TFH PD1 MFI, TFH ICOS MFI absolute hiicre
sayilar1 ve yiizdelerinin Saglikli goniillii, tedavi géren Gaucher Hasta, tedavi oncesi Gaucher
hasta ve GH Tasiyict gruplarinin karsilastirilmasi. (a) Bulk Total TFH absolute hiicre sayis (b)
TFH hiicreleri igindeki TFH-PD1 absolute hiicre say1 () TFH hiicreleri i¢indeki TFH-ICOS
absolute hiicre sayis1 (d) TFH PD1 MFI (e) Bulk TFH yiizdesi (f) TFH hiicreleri igindeki TFH-
PD1 yiizdesi (g) TFH hiicreleri igindeki TFH-ICOS yiizdesi (h) TFH ICOS MFI (p<0.05).

Bulk Total TFH absolute hiicre sayist ve yiizdeleri, TFH hiicreleri i¢indeki segilen Bulk
TFH PD1 ve ICOS absolute hiicre sayisi ve yiizdeleri, TFH PD1 MFI ve TFH ICOS
MFT hiicre sayilar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamadi (Sekil 4.7, p>0.05).
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TFH hiicreleri i¢indeki Total Thl benzeri-TFH PD1, Thl benzeri-TFH ICOS, Th2-
Th17 benzeri-TFH PD1 ve Th2-Th17 benzeri-TFH ICOS hiicrelerinin Saglikli goniilli
grubu, tedavi goren Gaucher hasta, tedavi oncesi Gaucher hasta ve GH Tasiyici
grubunun akim sitometri ile elde edilen kapilama stratejilerinin Sekil 4.8’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.8. TFH hiicreleri i¢indeki Total Thl benzeri-TFH PD1, Thl benzeri-TFH ICOS, Th2-
Th17 benzeri-TFH PD1 ve Th2-Thl7 benzeri-TFH ICOS hiicrelerinin akim sitometri ile
kapilama stratejilerinin gosterilmesi. () Saglikli goniillii, (b) Tedavi géren Gaucher hasta, (C)
Tedavi oncesi Gaucher hasta (d) GH tasiyici grubu.
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Th1 benzeri-TFH PD1 Absolute hiicre sayisi
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Th1 benzeri-TFH ICOS Absolute hiicre sayisi

%Th1 benzeri-TFH PD1

Sekil 4.9. Thl benzeri-TFH, TFH hiicreleri i¢indeki Total Thl benzeri-TFH PD1, Thl benzeri-
TFH ICOS hiicrelerinin analizleri (@) TFH hiicreleri i¢indeki Th1 benzeri-TFH absolute hiicre
sayisinin (b) Thl benzeri-TFH PD1 absolute hiicre sayisinin (¢) Thl benzeri-TFH 1COS
absolute hiicre sayisinin (d) Thl benzeri-TFH yiizdelerinin (e) Thl benzeri-TFH PD1
yiizdelerinin (f) Thl benzeri-TFH ICOS yiizdelerinin Saglikli goniillii, tedavi géren Gaucher
hasta, tedavi 6ncesi Gaucher hasta ve GH tasiyici gruplarinin karsilagtiriimasi.

TFH hiicreleri i¢indeki Th1l benzeri-TFH absolute hiicre sayisinin ve yiizdeleri, Thl
benzeri-TFH PD1 absolute hiicre sayis1 ve yiizdeleri, Th1 benzeri-TFH ICOS absolute
hiicre sayist ve yiizdeleri saglikli goniillii grubu, tedavi goren Gaucher hasta, tedavi
oncesi Gaucher hasta ve GH tasiyict gruplar karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunamadi (Sekil 4.9; p>0.05).
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Sekil 4.10. TFH hiicreleri igindeki Th17-Th2 benzeri-TFH, Th17-Th2 benzeri-TFH PD1, Th17-
Th2 benzeri-TFH ICOS hiicrelerinin analizleri (a) TFH hiicreleri i¢indeki Th17-Th2 benzeri-
TFH absolute hiicre sayisinin (b) Th17-Th2 benzeri-TFH PD1 absolute hiicre sayisinin (C)
Th17-Th2 benzeri-TFH ICOS absolute hiicre sayisinin (d) Th17-Th2 benzeri-TFH yiizdelerinin
(e) Th17-Th2 benzeri-TFH PD1 yiizdelerinin (f) Th17-Th2 benzeri-TFH ICOS yiizdelerinin
Saglikli goniillii, tedavi goren Gaucher hasta, tedavi oncesi Gaucher hasta ve GH tasiyici
gruplarinin karsilagtiritlmasi (¥*p<0.05).

TFH hiicreleri igindeki Th17-Th2 benzeri-TFH absolute hiicre sayis1 ve yiizdeleri,
Th17-Th2 benzeri-TFH PDI1 absolute hiicre sayisi, Th17-Th2 benzeri-TFH 1COS
absolute hiicre sayis1 ve yiizdeleri saglikli goniillii grubu, tedavi géren Gaucher hasta,
tedavi Oncesi Gaucher hasta ve GH tasiyict gruplart karsilagtirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (Sekil 4.10) (p>0.05). TFH hiicreleri
igindeki Th17-Th2 benzeri-TFH PDI1 yiizdelerinin tedavi géren Gaucher hastalarinda
saglikli kontrol grubuna kiyasla artmig oldugu gozlendi (Sekil 4.10) (p<0.05).
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TFH hiicreleri icindeki TFH hiicreleri arasindan secilen TFH CD4+IL4+, TFH

CD4+IL21+ flow sitometri sonucu elde edilen kapilama stratejileri sekil 4.11°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Total TFH hiicreleri icindeki CD4+I1L4 ve CD4+IL21’in akim sitometri ile kapilama
stratejilerinin gosterilmesi. (a) Saglikli goniillii, (b) Tedavi goéren Gaucher hasta, (c) Tedavi
Oncesi Gaucher hasta ve (d) GH tasiyic1 grubu
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Sekil 4.12. TFH hiicreleri i¢indeki CD4+IL4+ ve CD4+IL21+ analizleri (a) TFH hiicreleri
icindeki CD4+ IL4+ absolute hiicre sayisinin (b) CD4+ IL4+ yiizdelerinin (c) CD4+1L21+
absolute hiicre sayisinin (d) CD4+1L21+ yiizdelerinin Saglikli goniillii, tedavi géren Gaucher
hasta, tedavi oncesi Gaucher hasta ve GH tasiyict gruplarinin karsilastirilmasi. (* p<0.05, **
p<0.001)
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Istatistiksel olarak, gruplarm Total TFH hiicreleri igindeki CD4+IL4+ absolute hiicre
sayilar1 ve ylizdeleri i¢in gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunamad: (p>0.05).
Total TFH hiicreleri i¢indeki CD4+IL21+ absolute hiicre sayisi tedavi géren Gaucher
hastalarinin saglikli kontrol grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
bir azalma oldugu gozlendi (Sekil 4.12) (p<0.05). Total TFH hiicreleri igindeki
CD4+IL21+ yiizdelerinin hem tedavi géren GH hastalarinda hem de tasiyic1 grubunda
saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli seklide azaldigi goézlendi
(p<0.001) (Sekil 4.12).

TFH hiicreleri i¢cinden segilen CXCR5+IL4+ ve CXCRS+IL21+ akim sitometri sonucu

elde edilen kapilama stratejileri sekil 4.13’te gosterilmistir.

_ %Singlets CD4+CD3 CXCR5+CD45RA L2144

--------------

wwwwwww
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Sekil 4.13. Total TFH hiicreleri i¢indeki CXCR5+IL21+ ve CXCR5+1L4+’in akim sitometri ile
kapilama stratejilerinin gosterilmesi. (@) Saglikli goniilli, (b) Tedavi géren Gaucher hasta, (c)
Tedavi 6ncesi Gaucher hasta ve (d) GH tasiyici grubu
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Sekil 4.14. Total TFH hiicreleri igindeki CXCR5+IL21+ ve CXCR5+IL4+ analizleri (a) TFH
hiicreleri igindeki CXCRS5+IL4+ absolute hiicre sayisinin (b) CXCR5+IL4+ yiizdelerinin (C)
CXCR5+IL21+ absolute hiicre sayisinin (d) CXCR5+IL21+ yiizdelerinin Saglikli goniilld,
tedavi goren Gaucher hasta, tedavi 6ncesi Gaucher ve GH tasiyici gruplarinin karsilastirilmasi
(* p<0.05, ** p<0.001).

Tedavi goren Gaucher hastalarinda total TFH hiicreleri igindeki CXCRS5+IL4+ absolute
hiicre sayilar1 ve CXCRS5+IL4+ yiizdelerinin saglikli  kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak azaldigi gozlendi (p<0.05) (Sekil 4.14). Total
TFH hiicreleri i¢indeki CXCRS+IL21+ absolute hiicre sayilari agisindan gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Sekil 4.14). Total TFH hicreleri
icindeki CXCRS5+IL21+ yiizdelerinin tedavi goren Gaucher hastalarinda saglikli kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak artmis oldugu bulundu (Sekil 4.14)
(p<0.001).
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MAIT Hiicrelerin Analizi

Boyamasi yapilan 16kositlerden elde edilen MAIT Va-7.2, y6+CD8+, yd+CD8+CD4+,
v6+CD8-CD4-, y6+CD8-CD4+ hiicrelerinin yiizey boyama sonrasi akim sitometri de

okutulan 6rneklerin kapilama stratejileri Sekil 4.15°de gosterilmistir.
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L 322 ol 97,4 Lo 81,2 4963 2,39 w1620 1,7
a 0 o 1 :‘
i o o &
4’ o2 3,08
b o 413 - 99,0 86,8 Joa7 034 1163 525
- " Do
100K Yook o g "
=t - e ’
l’ ” “‘W‘ 517 26,8

98,5 b 78,4

96,2 211 4253 0,50
- ” 1%
%
o - 3 i 4 4
~ I %
. ﬁ” ° R N
1 . . 70,2 4,02
g ™Y ® ™ T T Y ey, Y
o ok 2k ' 0 w® ° '
98,6

FSC-H
i3

—>c0s

o om0

FSC-A

 TCR-y5 s’
Sekil 4.15. MAIT Va-7.2-y6 T hiicresi, CD8+, CD8+CD4+ hiicrelerinin akim sitometri ile

kapilama stratejilerinin gosterilmesi. () Saglikli goniillii, (b) Tedavi géren Gaucher hasta, (c)
Tedavi dncesi Gaucher hasta ve (d) GH tasiyic1 grubu
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Sekil 4.16. MAIT y&+ T hiicresi, y5+CD8+, y6+CD8+CD4+, y5+CD8-CDA4-, y5+CD8-CD4+
hiicrelerinin analizleri. (a) y6+ T hiicresi absolute hiicre sayisi (b) y6+CD8+ absolute hiicre
say1st (C) yo+ CD8+CD4+ absolute hiicre sayisi (d) yo+ yiizdesi (€) y6+CD8+ yiizdesi (f) yo+
CD8+CD4+ yiizdesi (g) yo+ CD8-CD4- absolute hiicre sayisi (h) yd+ CD8-CD4- yiizdesi (i)
y8+ CD8-CD4+ absolute hiicre sayisi (K) y5+ CD8-CD4+ yiizdesi (* p<0.05, ** p<0.001).

GH tastyict grubunun yé+ T hiicresi, y6+CD8+absolute hiicre sayis1 ve yiizdeleri tedavi
goren Gaucher hastalarina gore kiyaslandiginda anlamli bir artis oldugu goriildi
(p<0.05-p<0.001) (Sekil 4.16).

GH tedavi 6ncesi hastalarda y6+CD8+ absolute hiicre sayisinin saglikli kontrollere gore
istatistiksel olarak azaldigi gorilmistir (Sekil 4.16) (p<0.05). y3+CD8-CD4+
yiizdesinin tedavi géren Gaucher hastalarinin saglikli kontrollere gore arttigi bulundu
(Sekil 4.16) (p<0.001).
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Boyamasi yapilan 16kositlerden elde edilen Non-MAIT Va-7.2, y3+CD8+,
v6+CD8+CD4+, y3+CD8-CD4-, y6+CD8-CD4+ hiicrelerinin yiizey boyama sonrasi

akim sitometri de okutulan 6rneklerin kapilama stratejileri Sekil 4.17°de gosterilmistir.

%Lymphosytes %Singlets FSC-A+CD3 TCRVa7.2 + TCRvS CD8+CD4
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Sekil 4.17. Non-MAIT Va-7.2, y6+CD8+, y6+CD8+CDA4+, y3+CD8-CD4- T hiicrelerinin akim
sitometri ile kapilama stratejilerinin gosterilmesi. (a) Saglikli goniillii, (b) Tedavi goren
Gaucher hasta, (c) Tedavi dncesi Gaucher hasta ve (d) GH tasiyic1 grubu



65

@ -
> @ 150000 2
A 4500000+ b 5 . ¢ 3
© a . ®
S %P b= S
= 2 .S 1000004 € © s
© 1000000 ° o £ Lo
3 2w ° o 2 Ss
S . = . 33
"] ° -2 ‘ [ £0
£ e ° b L @ 50000 - s s
5 500000~ L3 3 - 3 U S 9
¢ 5 s 3
S % . « 8
3 ° =] o
& 5 ° o 0- &
= . .
B 4 » & 2 @ a
@ » & & @ & & & S 2
S & & o
& O O & NG
NG N g
@‘& & & o Q*,\e Qée o
I S
& e@ &
50
d ° e f 0.8
= 40 °
73 L] - -
g 8 oo .i. 3 Z : 0.6
2 30 le S $3
= 5 . 8 29 0a
& 20 || Pe r Z o ; *
= 2 =8
S 10 E R 02
0 T T T T 0.0
> > >
"o\\ 4‘0@0 oe‘a \*\o
& O o P
A o
& & F & &
@ R & > <
P B
g 2 30 12 25
- & 500000
] @ [ ]
s 3 .« ¥ _ 5 400000 A [
2 520 . 8 £ 5%
o Sa S % 5 £ 300000 S a 15 o & .
o2 £0 35 £0 °
22 o § 5 F3 [t
7]
2 . 2 2 200000 10
= £ 200000 48 10 [ OIS 20 e |
e 3
=4 ® ® g 100000 S N M .
o Q
s - @ 0 0
8 ) T T T T 8 0 T T T T
2 & & P @ NP
& P o £ X & & o of
o7 &S « @‘0 5‘5‘\ &
* 3 P
& & & &> P & &
2 & 0’2‘ o &

Sekil 4.18. Non-MAIT v3-, vy56-CD8+, v3-CD8+CD4+, v56-CD8-CD4-, y5-CD8-CD4+
hiicrelerinin analizleri. (a) yd- T hiicresi absolute hiicre sayisi (b) yd- CD8+ absolute hiicre
say1st (C) y6- CD8+CD4+ absolute hiicre sayisi (d) yd- yiizdesi (€) y6- CD8+ yiizdesi (f) yo-
CD8+CD4+ yiizdesi (g) y6- CD8-CD4- absolute hiicre sayisi (h) y6- CD8-CD4- yiizdesi (i) yo-
CD8-CD4+ absolute hiicre sayisi (K) y5- CD8-CD4+ yiizdesi (* p<0.05, ** p<0.001).

vo- T hiicresi absolute hiicre sayist ve yiizdesi, yo- CD8+ absolute hiicre sayisi ve
yiizdesi, y6- CD8+CD4+ absolute hiicre sayis1 ve yilizdesi, y5- CD8-CD4- absolute
hiicre sayis1 ve yiizdesi ve yd- CD8-CD4+ absolute hiicre sayis1 ve yiizdeleri saglikli
gontlli grubu, tedavi géren Gaucher hasta, tedavi 6ncesi Gaucher hasta ve GH tasiyici
gruplan karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi

(Sekil 4.18; p>0.05).
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Gruplar aras1t MAIT CD3, MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU+CD8+, MAIT Va-7.2 MR1 5-
OP-RU+CD4+ hiicrelerinin akim sitometri ile yapilan kapilama stratejileri Sekil 4.19°da

gosterilmistir.
%Lymphosytes %Singlets FSC-A+CD3 TCRVa7.2+ TCRyS CD8+CD4
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Sekil 4.19. MAIT Va-7.2 hiicreleri i¢inden CD3, 5-OP-RU+CD8+ ve 5-OP-RU+CD4+
hiicrelerinin akim sitometri ile kapilama stratejilerinin gosterilmesi. (a) Saghkli gonilli, (b)
Tedavi goren Gaucher hasta, (c) Tedavi dncesi Gaucher hasta ve (d) GH tasiyici grubu.
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Sekil 4.20. MAIT CD3, MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU+CD8+, MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-
RU-+CD4+ hiicrelerinin analizleri. (a) MAIT CD3 absolute hiicre sayisi (b) MAIT Va-7.2 MR1
5-OP-RU+CD8+ absolute hiicre sayist (¢) MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU+CD4+ absolute hiicre
sayist (d) MAIT CD3 hiicre yiizdesi () MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU+CD8+ hiicre yiizdesi (f)
MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU+CD4+ hiicre yiizdesi (*p<0.05).

MAIT CD3 absolute hiicre sayis1 ve yiizdesinde, MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU+CD8+
yiizdesinde, MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU+CD4+ absolute hiicre sayilari saglikli
gontlli grubu, tedavi géren Gaucher hasta, tedavi oncesi Gaucher hastave GH tasiyici

gruplar karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi

(Sekil 4.20; p>0.05).

MAIT Voa-7.2 MR1 5-OP-RU+ CD8+ absolute hiicre sayist GH tasiyict grubunun
tedavi goren GH hastalarina gore istatistiksel olarak artmis oldugu goriildi (Sekil 4.20)
(p<0.05). MAIT Vo-7.2 MR1 5-OP-RU+ CD4+ yiizdesi GH tasiyict grubunun hem
kontrol grubuna goére hem de tedavi géren GH hastalarina gore azaldigi goriildii (Sekil
4.20) (p<0.05).
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Tiim 6rneklerde MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU-CD8- ve MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU-

CD4+ hiicrelerinin akim sitometri ile yapilan kapilama stratejileri Sekil 4.21°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.21. MAIT Va-7.2 hiicreleri i¢inden 5-OP-RU-CD8+ ve 5-OP-RU-CD4+ hiicrelerinin
akim sitometri ile kapilama stratejilerinin gosterilmesi. (a) Saglikli goniilli, (b) Tedavi goren
Gaucher hasta, (c) Tedavi dncesi Gaucher hasta ve (d) GH Tasiyict grubu
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Sekil 4.22. MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU-CD8+, TCRVa-7.2 MR1 5-OP-RU-CD4+
hiicrelerinin analizleri (@) MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU-CD8+ absolute hiicre sayist (b) MAIT
Vo-7.2 MR1 5-OP-RU-CDS8+ hiicre yiizdesi (¢) MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU-CD4+ absolute
hiicre sayisi (d) MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU-CD4+ hiicre yiizdesi (* p<0.05, ** p<0.001).

MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU-CD8+ absolute hiicre sayist ve ylizdesi tedavi goren
Gaucher hastalarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artmis oldugu goriildi
(Sekil4.22) (p<0.05-p<0.001). MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-RU-CD4+ absolute hiicre
sayis1 ve yiizdeleri saglikli goniillii grubu, tedavi géren Gaucher hasta, tedavi oncesi
Gaucher hasta ve GH tastyict gruplar karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunamadi (Sekil 4.22; p>0.05).
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MAIT hiicrelerde ve MAIT hiicrelerin igindeki IFN-y+ TNF-a niikleer boyama sonucu

elde edilen kapilama stratejileri Sekil 4.23°te gosterilmistir.

%Lymphosytes %Singlets CD3FSC-A TCRva7.2+CD161 IFN-y+ TNF-a
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Sekil 4.23. Total MAIT ve MAIT hiicreleri i¢indeki IFN-yve TNF-a hiicrelerinin akim sitometri
ile kapilama stratejilerinin gosterilmesi. (a) Saglikli goniillii, (b) Tedavi géren Gaucher hasta,
(c) Tedavi 6ncesi Gaucher hasta ve (d) GH tasiyici grubu
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Sekil 4.24. Total MAIT, Total MAIT hiicreleri igindeki IFNy-TNF-a+, IFNy+TNF-a-, IFNy-
TNF-a-, IFNy+TNF-a+ hiicrelerinin analizleri. (@) Total MAIT absolute hiicre sayis1 (b) Total
MAIT hiicrelerin igindeki IFNy-TNF-o+ absolute hiicre sayist (c) Total MAIT hiicrelerin
icindeki IFNy+TNF-a- absolute hiicre sayis1 (d) MAIT yiizdesi (¢) MAIT hiicrelerin i¢cindeki
IFNy-TNF-o+ yiizdesi (f) MAIT hiicrelerin i¢cindeki IFNy+TNF-a- yiizdesi (g) Total MAIT
hiicrelerin i¢indeki IFNy-TNF-a- absolute hiicre sayisi (h) IFNy-TNF-a- yiizdesi (i) Total
MAIT hiicrelerin i¢indeki IFNy+TNF-a+ absolute hiicre sayisi (K) MAIT hiicrelerin i¢indeki
IFNy+TNF-o+ yiizdesi (* p<0.05).

Total MAIT, total IFNy-TNF-a+, IFNy-TNF-a-, IFNy+TNF-o+ absolute hiicre sayisi ve
yiizdelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi bulundu (Sekil 4.24)
(p>0.05). Total IFNy+TNF-a- absolute hiicre sayist ve yilizdesi tedavi goren Gaucher

hastalarinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azalmis oldugu goriildii (Sekil
4.24) (p<0.05).
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Total MAIT CD8+, MAIT CD8+ hiicreleri i¢indeki IFN-yve TNF-o ve CD8- igindeki
IFNy+ TNF-a niikleer boyama sonucu elde edilen kapilama stratejileri Sekil 4.25°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.25. Total MAIT, MAIT CD8+hiicreleri igindeki IFN-y+ TNF-a, MAIT CD8- igindeki
IFNy+ TNF-a hiicrelerinin akim sitometri ile kapilama stratejilerinin gosterilmesi. (a) Saglikli
goniilld, (b) Tedavi goren Gaucher hasta, (¢) Tedavi 6ncesi Gaucher hasta ve (d) GH tasiyict
grubu.
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Sekil 4.26. Total MAIT CD8+, MAIT CD8+ i¢indeki IFNy-TNF-a-, IFNy+TNF-a+,
IFNy+TNF-a-, IFNy-TNF-a+ hiicrelerinin analizleri. (a) Total MAIT CD8+ absolute hiicre
sayist (b) Total MAIT CD8+ igindeki TFNy-TNF-a- absolute hiicre sayis1 (c) Total MAIT
icindeki CD8+ IFNy+TNF-a+ absolute hiicre sayis1 (d) MAIT CD8+ yiizdesi () MAIT CD8+
icindeki IFNy-TNF-a- yiizdesi (f) MAIT CD8+ igindeki IFNy+TNF-o+ yiizdesi (g) Total MAIT
CD8+ igindeki IFNy+TNF-a- absolute hiicre sayist (h) MAIT CD8+ i¢indeki IFNy+TNF-a-
yiizdesi (i) Total MAIT CD8+ igindeki IFNy-TNF-a+ absolute hiicre sayis1 (K) MAIT CD8+
icindeki IFNy-TNF-o+ yiizdesi (* p<0.05).

MAIT CD8+, MAIT CD8+ igindeki IFNy-TNF-a- ve IFNy+TNF-a- absolute total hiicre
sayis1 ve yiizdelerinin tedavi géren Gaucher hastalarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak azalmis oldugu bulundu (Sekil 4.26) (p<0.05). MAIT CD8+ i¢indeki
IFNy+TNF-a+ ve IFNy-TNF-a+ absolute hiicre sayist ve yiizdeleri saglikli gonillii

grubu, tedavi goren Gaucher hasta, tedavi 6ncesi Gaucher hasta ve GH tasiyic1 gruplari
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karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi (Sekil

4.26; p>0.05).
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Sekil 4.27. Total MAIT CD8-, MAIT CD8- igindeki IFNy-TNF-a-, IFNy+TNF-a+, IFNy+TNF-
a-, [IFNy-TNF-a+ hiicrelerinin analizleri. (a) Total MAIT CD8- absolute hiicre sayis1 (b) Total
MAIT CD8- IFNy+TNF-a+ absolute hiicre sayisi (¢) Total MAIT CD8- IFNy-TNF-a- absolute
hiicre sayis1 (d) MAIT CD8- yiizdesi (€) MAIT CD8- IFNy+TNF-a+ yiizdesi (f) MAIT CD8-
IFNy-TNF-a- yiizdesi (g) Total MAIT CD8- IFNy+TNF-a- absolute hiicre sayisi (h) MAIT
CD8- IFNy+TNF-a- yiizdesi (i) Total MAIT CD8- IFNy-TNF-o+ absolute hiicre sayisi (K)
MAIT CD8- IFNy-TNF-a+ yiizdesi (* p<0.05).

MAIT CD8-, MAIT CD8- IFNy+TNF-a+, MAIT CD8- IFNy-TNF-a-, MAIT CD8-
IFNy-TNF-0+ absolute total hiicre sayis1 ve yiizdeleri saglikli goniillii grubu, tedavi
goren Gaucher hasta, tedavi Oncesi Gaucher hasta ve GH tasiyict gruplar

karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (Sekil
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4.27; p>0.05). MAIT CD8- IFNy+TNF-a- absolute total hiicre sayilarinda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken (p>0.05), MAIT CDS8-
IFNy+TNF-a- yiizdelerinde tedavi goren Gaucher hastalarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir seklide azaldig1 goriildi (p<0.05) (Sekil 4.27).

Non-MAIT hiicrelerde ve Non-MAIT i¢indeki IFN-y+ TNF-a niiklear boyama sonucu
elde edilen kapilama stratejileri Sekil 4.28°de gosterilmistir.
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Sekil 4.28. Total Non-MAIT, Non-MAIT hiicreleri igindeki IFN-y ve TNF-a hiicrelerinin akim
sitometri ile kapilama stratejilerinin gosterilmesi. (a) Saglikli goniillii, (b) Tedavi goren
Gaucher hasta, (c) Tedavi 6ncesi Gaucher hasta ve (d) GH tasiyici grubu
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Sekil 4.29. Total Non-MAIT, Total Non-MAIT icindeki IFNy-TNF-a+, IFNy+TNF-a+,
IFNy+TNF-a-, IFNy-TNF-a- hiicrelerinin analizleri. (a) Total Non-MAIT absolute hiicre sayisi
(b) Total Non-MAIT IFNy-TNF-o+ absolute hiicre sayisi (c) Total Non-MAIT IFNy+TNF-o+
absolute hiicre sayisi (d) Non-MAIT yiizdesi () Non-MAIT IFNy-TNF-a+ yiizdesi (f) Non-
MAIT IFNy+TNF-o+ yiizdesi (g) Total Non-MAIT IFNy+TNF-a- absolute hiicre sayisi (h)
Non-MAIT IFNy+TNF-a- yiizdesi (i) Total Non-MAIT IFNy-TNF-a- absolute hiicre sayisi (K)
Non-MAIT IFNy-TNF-o- yiizdesi (* p<0.05, ** p<0.001).

Total Non-MAIT, Non-MAIT igindeki IFNy-TNF-o+, Non-MAIT igindeki IFNy+TNF-
a+, Non-MAIT igindeki IFNy+TNF-a-, Non-MAIT igindeki IFNy-TNF-a- absolute
hiicre sayilarinda tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi bulundu
(Sekil 4.29; p>0.05). Non-MAIT’lerde, Non-MAIT i¢indeki IFNy+TNF-o+, Non-MAIT
icindeki IFNy+TNF-a- ve Non-MAIT IFNy-TNF-a- yiizdelerinin GH tastyict grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak diisiik oldugu goriildii (p<0.05-p<0.001) (Sekil
4.29). Non-MAIT igindeki IFNy+TNF-a- yiizdesinin tedavi géren Gaucher hastalarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azaldigi goriildii (p<0.05) (Sekil 4.29).
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Total Non-MAIT CD8+, Non-MAIT CD8+ hiicreleri igindeki IFN-yve TNF-o ve Non-
MAIT CD8- i¢indeki IFN-y+ TNF-a niikleer boyama sonucu elde edilen kapilama
stratejileri Sekil 4.30°da gosterilmistir.
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Sekil 4.30. Total Non-MAIT, Non-MAIT CD8+ igindeki IFN-y+ TNF-a, CD8- igindeki IFNy+
TNF-a hiicrelerinin akim sitometri ile kapilama stratejilerinin gosterilmesi. (a) Saglikli goniilli,
(b) Tedavi goren Gaucher hasta, (C) Tedavi 6ncesi Gaucher hasta ve (d) GH tasiyict grubu.



78

2
E
2 3
a 5 250000 C 2
° ©
£ 200000 5
o w
& -
g 150000 +
z
= w
T 100000 & T
= >
c o
2 50000 o
= ®
2 =
|2 0- s
I =z
N ®
° ks
N
> &
d 15 f 0.5

% Non Mait CD8+
e o o

N w >

()

e
=

% Non Mait CD8+ IFNy+ TNFa+
o
o

-
absolute

A a NN

S 250000
00000
50000

00000

50000 § |$I E
0-l

Total Non Mait CD8+ IFNy- TNFa.

Sekil 4.31. Total Non-MAIT CD8+, Total Non-MAIT CDS8+ i¢indeki IFNy-TNF-o+,
IFNy+TNF-a+, IFNy+TNF-a-, IFNy-TNF-0- hiicrelerinin analizleri. (a) Total Non-MAIT
CD8+ absolute hiicre sayisi (b) Total Non-MAIT CD8+ IFNy-TNF-o+ absolute hiicre sayisi (C)
Total Non-MAIT CD8+ IFNy+TNF-o+ absolute hiicre sayisi (d) Non-MAIT CD8+ yiizdesi (e)
MAIT CD8+ IFNy-TNF-o+ yiizdesi (f) Non-MAIT CD8+ IFNy+TNF-o+ yiizdesi (g) Total
Non-MAIT CD8+ IFNy+TNF-o- absolute hiicre sayist (h) Non-MAIT CD8+ IFNy+TNF-a-
yiizdesi (i) Total Non-MAIT CD8+ IFNy-TNF-a- absolute hiicre sayis1 (k) Non-MAIT CD8+
IFNy-TNF-a- yiizdesi (* p<0.05).

Total Non-MAIT CD8+, Total Non-MAIT CD8+ igindeki IFNy-TNF-a+, IFNy+TNF-
a- ve IFNy-TNF-a- absolute hiicre sayilar1 ve Total Non-MAIT CD8+, Total Non-
MAIT CD8+ igindeki IFNy-TNF-a ve IFNy-TNF-a- yilizdeleri saglikli goniillii grubu,
tedavi goren Gaucher hasta, tedavi Oncesi Gaucher hasta ve GH tasiyici gruplar
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (Sekil

4.31; p>0.05).
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Total Non-MAIT CD8+ igindeki IFNy+TNF-a+ absolute hiicre sayis1 ve yiizdesinin ve
total Non-MAIT CDS8+ igindeki IFNy+TNF-a- yilizdesinin tedavi géren Gaucher
hastalarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azalmis oldugu gorildi (Sekil
4.31) (p<0.05).
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Sekil 4.32. Total Non-MAIT CD8-, Total Non-MAIT CD8- igindeki IFNy-TNF-a+,
IFNy+TNF-o+, IENy+TNF-0-, [IFNy-TNF-a- hiicrelerinin analizleri. (a) Total Non-MAIT CD8-
absolute hiicre sayist (b) Total Non-MAIT CD8- igindeki IFNy-TNF-o+ absolute hiicre sayisi
(c) Total Non-MAIT CD8- i¢indeki IFNy+TNF-o+ absolute hiicre sayist (d) MAIT CD8-
yiizdesi () Non-MAIT CD8- igindeki IFNy-TNF-o+ yiizdesi (f) Non-MAIT CD8- igindeki
IFNy+TNF-o+ yiizdesi (g) Total Non-MAIT CD8- igindeki IFNy+TNF-a- absolute hiicre sayist
(h) Non-MAIT CD8- igindeki IFNy+TNF-a- yiizdesi (i) Total Non-MAIT CD8- igindeki IFNy-
TNF-a- absolute hiicre sayisi (K) Non-MAIT CD8- igindeki IFNy-TNF-a- yiizdesi (* p<0.05, **
p<0.001).
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Non-MAIT CD8-, Non-MAIT CD8- i¢indeki IFNy-TNF-a-, IFNy+TNF-a-, IFNy+TNF-
o+, IFNy-TNF-a+ absolute total hiicre sayilar1 ve Non-MAIT CD8- i¢indeki IFNy-TNF-
at+ yiizdesinin saglikli gonillii grubu, tedavi goren Gaucher hasta, tedavi Oncesi
Gaucher hasta ve GH tasiyic1 gruplar karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamadi (Sekil 4.11; p>0.05).

GH Tasiyict grubunda, Non-MAIT CD8-, Non-MAIT CD8- i¢indeki IFNy+TNF-a+
yiizdesi, Non-MAIT CD8- igindeki IFNy+TNF-a- yiizdesi ve Non-MAIT CD8- i¢indeki
[FNy-TNF-0- yiizdelerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak diisiik oldugu
bulundu (Sekil 4.32) (p<0.05-p<0.001). Ayrica Non-MAIT CD8- i¢indeki IFNy+TNF-
a- yiizdesinin de tedavi goren Gaucher hastalarinda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak azalmis oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 4.32).



5. TARTISMA VE SONUC

GH, popiilasyonda yaklasik 40-50.000 canli dogumda bir goriilen nadir bir lizozomal
depo hastaligidir. GH’larinda  GBA  genindeki mutasyonlara bagli olarak
glukoserebrosidaz enzim eksikligi bulunur. Bu enzimin eksikligi nedeniyle yaglar,
dalak, karaciger, akciger ve bobrek gibi i¢ organlarda birikir. GHnin yaygin
semptomlar arasinda biiyiime geriligi, hepatosplenomegali, anemi, trombositopeni, kas
ve iskelet sistemi bozukluklar1 goriiliir. Son yillarda GH’in erken teshisi igin
biyobelirteg tabanli ¢alismalar 6nem kazanmistir (Lo ve ark. 2012, Zahran ve ark.
2017). Bu ¢alismamizda, Gaucher hasta grubu, tasiyici ve kontrol bireylerine ait kan
orneklerinde CBMN-cyt yontemi ile MN sikliginin ve plazma 6rneklerinde oksidatif
DNA hasart belirteci olarak 8-OHdG seviyelerinin, GH’da biyobelirte¢ olarak kullanilip
kullanilamayacagi aragtirilmistir. Calismamizda GH’ligiyla iligkili olan MM, lenfoma,
16semi ve HCC kanserlerinde biyomarkir olarak yer alan onkogen ve tiimor siipressor
olarak gorev yapan bazi miRNA’larin GH’deki ekspresyon degisimleri de
degerlendirilmistir. Ayrica bu ¢calismada MAIT, TFH ve ILC immiin sistem hiicrelerinin
ve IL-4, IL21, TNF-a ve IFN-y sitokinlerinin hastaliktaki degisimleri ve

patogenezindeki olasi rolleri de arastirilmistir.
Kromozomal ve Oksidatif DNA Hasar1

Gilinlimiizde, periferik kan lenfositlerinde kromozomal aberasyon veya MN sikligi
genotoksik karsinojenlerin biyobelirtegleri olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir
(Dong ve ark., 2019). Maffei ve ark. MN testinin kolorektal kanserli hastalarin erken
teshisi i¢in bir biyobelirte¢ olabilecegini belirtmislerdir (Maffei ve ark., 2014).
Andreassi ve arkadaglarida obezite ve metabolik sendrom, tip 2 diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklarda MN sikligindaki artis ile, MN'un Ongoriilebilir bir
biyobelirteg olarak kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir (Andreassi ve ark., 2011).
Ayrica, kardiyovaskiiler hastaliklarda kadinlar arasinda 8-OHdG seviyelerinin yiiksek

diizeyde oldugu da bulunmustur (Nagao ve ark., 2020). Literatiir taramasina gore GH'da
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CBMN-cyt yontemi parametrelerine ve plazma 8-OHdG diizeylerine iliskin bir

caligmaya rastlanamamastir.

Calisgmamizda hem tedavi alan Gaucher hastalarinda hem de tasiyic1 grupta kontrollere
gore MN, NPB, NBUD, NBI ve metafaz sayilart agisindan anlamli bir farklilik
bulunamamistir. Bu sonuglarimiz, kromozomal DNA hasari parametrelerinin ve
Ozellikle MN’un Gaucher hastalarinda bir biyobelirte¢ olarak degerlendirilmesinin
miimkiin olamayacagini diisiindiiriir. Ancak kromozomal DNA hasarinin hastalarin
tedavisi ile degisiklik gdsterip gostermedigini anlayabilmek i¢in yeni tan1 almis (tedavi
oncesi) Gaucher hastalarinda bu parametreleri degerlendirmek daha dogru bir yaklagim
olacaktir. Nadir hastalik olmasi nedeniyle bizim 6rnek toplama siiresince sadece iki tane
yeni tani almis Gaucher hastasi bulunabilmis ve bu hastalarda da tedavi sonrasinda
metafaz sayilarinin azalmasi disinda diger CBMN-cyt parametrelerinde belirgin bir

farklilik goze carpmamustir.

Diger taraftan, oksidatif DNA hasar1 belirteci olarak plazma 8-OHdG seviyeleri hem
tedavi goren GH hastalarinda hem de tasiyict GH grubunda saglikli kontrol grubuna
gore oldukca yiiksek bulunmustur. Bu sonuglarimiza benzer sekilde, diger bir lizozomal
depo hastaligi olan Fabry hastalarinda kontrollere gére komet yontemi kullanilarak
oksidatif DNA hasarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Biancini ve ark., 2015).
Gaucher hastalarindaki yiiksek 8-OHdG seviyeleri, hastalarda tedaviden sonra bile
lizozomal hasarin devam ettigini gosterebilir ve bu sonuglarin gerek bagka calismalarla
gerekse tedavi Oncesidaha fazla GH hasta sayilariyla desteklenmesi gerekmektedir.
Calismamizda tedavi sonrast Gaucher hastalarinda ve GH tasiyici grubunda hem
CBMN-cyt yontemi parametreleri hem de 8-OHAG seviyeleri arastirilarak literatiirde ilk

kez ele alinmustir.
mMiRNA gen ifadeleri

miRNA'lari, 2002'den bu yana malign hastaliklarin tanisinda kanser biyobelirtecleri
olarak biiyiilk potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. miRNA'larin ekspresyon
seviyeleri kanser ve normal dokular arasinda ve ayrica kanser alt tipleri arasinda
farklilik gostermektedir (Bidarra ve ark., 2019). miRNA'larin kanser biyobelirtecleri
olarak potansiyelleri goz oOniline alindiginda, Gaucher hastaligiyla iligkili olan MM,

HCC, lenfoma ve losemi gibi hastaliklara 6zgli bir miRNA ekspresyon profili
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olusturulmas1 Gaucher hastalig1r i¢in kanserle iligkili yer alan ilgili miRNA'larin
belirlenmesinde katkida bulunacaktir. Ancak, literatirde GH’da artan riske sahip bu

kanserlere iliskin miRNA'larla ilgili yeterli ¢alisma bulunamamustir.

Pawlinski ve ark. tarafindan, tip 1 GH olan en az iki yil boyunca enzim replasman
tedavisi alan hastalarda miRNA ekspresyonlarinin GH patofizyolojisindeki potansiyel
rolleri analiz edilmis ve miRNA-16, miRNA-17, miRNA-155 ve miRNA-195
miRNA'larnda ekpresyonlarinda artis oldugu bulunmustur (Pawlinski ve ark., 2020).
Gaucher fibroblastlar1 kullanilarak yapilan baska bir¢alismada miRNA-16 ve miRNA-
195'nin glukoserebrosidaz aktivitesini %40'tan fazla up-regiile ettigi ve enzimin
ekspresyonunu ve protein seviyelerini arttirdigi bulunmustur (Siebert ve ark., 2014).
GH'nin miRNA-155 ifadesinin ortadan kaldirildigi memeli modellerinden mutant zebra
baliginda (GBA1-/- ), GCase enzim eksikliginde ne néroinflamasyonun ne de hastalik
ilerlemesinin - MiIRNA-155'e  baglhi olmadigi  gosterilmistir ve miRNA-155
inhibisyonunun Gaucher hastaliginda bir terapétik hedef olmayacagl 6ne siiriilmiistiir
(Watson ve ark., 2019). Bugiine kadar yapilan calismalarda timor silipressor
miRNA'larin ve onkogen miRNA'larin MM, lenfoma, 16semi ve HCC gibi ¢esitli
kanserlerde yapilan ¢alismalarda 6nemli roller istlendigi belirtilmistir (Braconi ve ark.,
2015, Fang ve ark., 2012, Hershkovitz-Rokah ve ark., 2018, Mao ve Wang, 2015,
Vasuri ve ark., 2018, Yan ve ark., 2017, Zhang ve ark., 2018, Zhang ve ark., 2020).

Calismamizda ise GH’a iliskin olarak MM, 16semi, lenfoma ve HCC kanserleriyle ilgili
olarak secilen onkogen ve tiimOr siipressor gibi davranan bazi miRNA
ekspresyonlarinin tedavi goren Gaucher hastalarinda ve tasiyici bireylerde arttigi veya
azaldigi gozlemlenmistir. Calistigimiz miRNA ekspresyonlarindan tedavi goren
Gaucher hastalarinda sadece miRNA-125b ekspresyon seviyelerinin kontrollerle
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi bulundu. Tastyici
bireylerde ise sadece miRNA-15a ve miRNA-181b ekspresyon seviyelerinin
kontrollerle karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi bulundu.
miRNA sonuglarimiza gore, timdr siipressor ozellikli miRNA-125b ve miRNA-15a ve
onkogen 06zellikli miRNA-181b ekspresyon seviyelerinin, GH’a iliskin MM, 16semi ve
HCC kanserlerinin riski i¢in bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi onerilebilir. Ancak
literatiirde bu miRNA’lar i¢in tedavi goren ve tasiyict Gaucher hastalarla ilgili bir

calismaya rastlanamamistir. Calismamiz bu yoniiyle 6zgiinliik géstermektedir.
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Immiin Sistem Hiicreleri

GH, Gaucher hastalarinda lipit birikimi, inflamatuar sitokinlerde artis, makrofajlarin
aktivasyonu ve B hiicre aktivasyonunun yani sira kronik progresif inflamatuar bir
durum ile iligkilidir (Nair ve ark., 2015). GH’daki glukoserebrozidaz mutasyonu,
lizozom fonksiyonlarini etkileyerek hiicresel toksisiteye neden oldugundan IL-1, IL-6,
IL-8, IL-10 ve TNF-a gibi spesifik sitokinlerin seviyelerini arttirmaktadir (Kim ve ark.,
2012).

ILC hiicreleri

Son yapilan caligmalarda inflamatuvar bagirsak hastaliginda ILC'lerin antimikrobiyal
savunmada Onemli roller oynadigi ve antipatojen bagisiklik ile kommensal tolerans
arasindaki dengeyi koruyarak organ gelisimine, doku korumasina ve yenilenmesine ve

mukozal homeostazlara katkida bulundugu gosterilmistir (Saez ve ark., 2021).

literatiir incelemesi sonucu, GH hastalarinda ILC ve ILC alt gruplar ile ilgili daha 6nce
bir ¢aligmaya rastlanamamistir. Tedavi goren Gaucher hastalarinda saglikli kontrol
grubuna gore total ILC ve ILCI1 sikliklarinda (ylizde/frekans) ve ILC, ILC1 ve ILC3
absolute sayilarinda azalma bulunmustur. Bu azalma enzim replasmani sonrasi
serumda/dokularda azalan IL-7, IL-12 ve IL-23, seviyeleri ile iligkili olabilir. Ayrica IL-
7 reseptor miktarinin (CD127) artmis olmasi1 ILC aktivasyonuna isaret eder. ILC, ILC1
ve ILC3’lin enzim replasmani ile azalmasi1 hastaligin patogenezinde rol alabilecegini
diistindiiriir. Diger taraftan, GH hastalig1 tasiyici grubunda ise total ILC ve ILCI
absolute hiicre sayis1 ve ylizdelerinin tedavi goren Gaucher hastalarina gore yiiksek
oldugu bulunmustur. Yapilan literatiir taramasinda GH tasiyicilan ile ilgili caligma
bulunmadigindan kiyaslama yapilamamigtir. ILC’lerin koruyucu mu yoksa hastalig

artirict m1 sekilde rol aldigin1 anlamak icin detayli caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
TFH Hiicreleri

Calismamizda tedavi goren ve tedavi oncesi Gaucher hasta gruplari, GH tasiyict grubu
ve saglikli kontrol grubundan alinan periferik kan orneklerinde dolagimdaki total TFH
hiicreleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Calismamizda TFH
hiicre gruplarinda anlamli fark goriillmemesinin nedenleri olarak; tedavi goren Gaucher

hasta grubunun TFH verileri degerlendirildiginde, tiim hastalarin tedavi siirelerinin
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farkli olmasi, yas dagilimlariin farkli olmasi gibi nedenler sayilabilir. Ayrica GH’nin
myasthenia gravis, veya lupus gibi antikor aracili bir patolojik durum olmamasi da bunu
aciklayabilir. Ancak, ¢alismamizda tedavi goren Gaucher hastalarinda TFH hiicreleri
icindeki Th17-Th2 benzeri-TFH PDI1 yiizdelerinin ve CXCR5+IL21+ yiizdelerinin
arttigr gozlenirken, CXCRS5+IL4+ sikliginin ve ylizdelerinin azaldigi gosterilmistir.
Benzer sekilde, Sotiropoulos ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢calismada Gaucher
hastalarinda IL-4 hiicre sayisinin ve sikliginin azaldigi bulunmustur (Sotiropoulos ve
ark., 2014). GH tasiyict bireylerde ise total TFH hiicreleri ig¢indeki CD4+IL21+
yiizdelerinin azaldig1 gosterilmistir. Literatiir taramasi sonucu GH’da TFH hiicrelerine
iligkin c¢alismalara rastlanilamamistir, bu c¢alismayla Gaucher hastalarinda TFH

hiicreleri seviyeleri ilk kez arastirilmistir.
MAIT Hiicreleri

MAIT hiicreleri ile ilgili olarak yapilan ¢ogu calismalarda, farkli hastalik gruplarinda
MAIT hiicrelerinin ve {irettikleri sitokin seviyelerinin genelde azaldigi gosterilmistir
(Bertrand ve Lehuen 2019; Trivedi ve ark., 2020; Duan ve ark., 2019; Li ve ark., 2018;
Sundstrom ve ark., 2015; Huang ve ark., 2019). GH’da MAIT hiicreleri ve iirettikleri
sitokin seviyeleri agisindan literatiirde bir ¢alismaya rastlanamamistir. Ancak, Gaucher
hastalarina ait serum ornekleri ve lenfosit hiicrelerindeki sitokinler {izerine yapilmis bazi
caligmalar bulunabilmistir. Matta ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada, farkl
ERT dozlart ve siireleri iceren tip 1 Gaucher hastalarinda, daha uzun siire ve daha
yiiksek dozlarda ERT uygulanan hastalarin IL-6, TNF-a ve IFN-y serum seviyelerinde
azalma goriildiigiinii rapor etmislerdir (Matta ve ark., 2018). T hiicre infiltrasyonun
artmasi, pro-inflamatuvar sitokinlerin (IFN-y, TNF-a, IL6, IL12p40, IL12p70, 1L23,
and IL17A/F) iiretimini artirarak Gaucher hastalarinda doku hasarina neden olmaktadir
(Magnusen ve ark., 2021). Bagka bir ¢calismada Gaucher hastalarinin serumunda sitokin
seviyelerinin yiiksek olmasinin, IL-1f3, TNF-a, IL-6 ve IL-10 sitokinlerinin osteopeniye,
IL-1B, TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin pihtilasma ve hipermetabolizmanin aktivasyonuna,
IL-6 ve IL-10 sitokinlerinin gammopatiler ve multipl miyelomaya neden olabilecegini
ve bu degisikliklerin potansiyel olarak GH’daki bazi1 patolojik o6zelliklere agiklik
getirdigi belirtilmistir (Tantawy 2015). Diger bir ¢alismada da, Gaucher hastalarinin T
lenfosit subsetlerinde ve IFN-y, IL-4, IL-10 ve IL-13 absolute hiicre sayisinda ve
sikliginda azalma ve hem CD4+ hemde CD8+ T lenfositlerinde iiretilen IFN-y



86

sikliginda ise artma oldugu gosterilmistir. Ayni1 caligmada, T-helper lenfositlerde
bozuklugunun olmasi, T-reg'lerde azalma ve hem CD4+ hem de CD8+ hiicrelerinin
yapisal bir TH1 yoniinde aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan efektif olmayan T-hiicre
kontroliinin GH’da kronik inflamatuar reaksiyonuna ve artan lenfoid malignite
insidansina neden oldugu belirtilmistir (Sotiropoulos ve ark., 2014). Bu calismalara
gore, serum Ornekleri ve lenfosit hiicrelerindeki TNF-a ve IFN-y’nin GH’nin
patogenezinde etkili oldugu ve hastaligin gelisiminde 6nemli rol aldigi sonucuna

varilabilir.

Bizim caligmamizda ise yukaridaki c¢alismalardan farkli olarak tedavi géren Gaucher
hastalar1 ve tasiyici bireylerin lenfosit hiicrelerindeki MAIT hiicrelerinin salgiladiklar
sitokinler degerlendirilmistir. Tedavi oncesi Gaucher hastalarinda y6+CD8+ absolute
hiicre sayisinin saglikli kontrollere gore anlamli olarak azaldigi, ve GH tasiyici
grubunda yd+ T hiicresi, y6+CD8+ absolute hiicre sayis1 ve yiizdelerinin ve MAIT Va-
7.2 MR1 5-OP-RU+ CD8+ absolute hiicre sayist ve yiizdelerinin tedavi géren Gaucher
hastalarina gore arttig1 gosterilmistir. GH tasiyict grubundaki MAIT Va-7.2 MR1 5-OP-
RU+ CD4+ yiizdesinin kontrol grubuna ve tedavi goren Gaucher hastalarina gore
azaldigi, ve Non-MAIT i¢indeki IFN-y+TNF-o+, IFNy+TNF-a- ve IFN-y-TNF-a-
yiizdelerinin ve Non-MAIT CD8-, Non-MAIT CD8- i¢indeki IFN-y+TNF-o+, IFN-
y+TNF-a- ve IFN-y-TNF-a- yilizdelerinin de kontrol grubuna gore azaldigi bulunmustur.
Tedavi goren Gaucher hastalarindaki MAIT Vo-7.2 MR1 5-OP-RU-CD8+ absolute
hiicre sayis1 ve ylizdesi ve y0+CD8-CD4+ yiizdesinin saglikli kontrollere gore arttigi, ve
Total IFN-y+TNF-0-, MAIT CD8+, MAIT CD8+ igindeki IFN-y-TNF-a- ve IFN-
v+TNF-a-, Total Non-MAIT CD8+ igindeki IFN-y+TNF-a+ absolute total hiicre sayisi
ve yiizdesinin ve MAIT CD8- IFN-y+TNF-0-, Non-MAIT i¢indeki IFN-y+TNF-a-,
Total Non-MAIT CDS8+ igindeki IFN-y+TNF-a-, Non-MAIT CD8- i¢indeki IFN-
y+TNF-o- yilizdelerinin kontrol grubuna goére azalmig oldugu gosterilmistir. MAIT
hiicrelerine iliskin sonuglarimiz, ERT tedavisinin Tip 1 GH’da TNF-a ve IFN-y iireten
MAIT veya konvansiyonel hiicrelerdeki inflamatuvar yaniti azalttigini distindiirtir.
GH’na iliskin MAIT hiicreleri daha 6nce hi¢ calisilmadigr i¢in ¢alismamiz 6zgiinliik

gostermektedir.
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Sonug olarak, bu calismada ERT tedavisi almayan hastalarda, ERT tedavisi alan GH
hastalarinda ve tasiyici bireylerde, MN’un, plazma 8-OHdG seviyeleri, tiimor slipressor
ve onkogen 6zellikli miRNA’larin ekspresyon seviyeleri, farkli ILC (ILC1, ILC2, ILC3)
hiicreleri, TFH hiicreleri, MAIT hiicreleri ve TNF-a, IFNy, IL-4, IL-21 sitokin
seviyeleri degerlendirilmistir. Kromozomal DNA hasar1 belirteci olarak, MN frekansi
hem Gaucher hastalarinda hem de tasiyici bireylerde erken tani igin bir biyobelirteg
olarak ongoriilememistir. Ancak yeni tani almis ve tedavi gérmemis daha fazla hasta
tizerinde ¢alisilarak MN, NPB ve NBUD sayilarinin bir biyobelirte¢ olarak kabul edilip
edilemeyecegi ileri calismalarla aragtirllmalidir. Oksidatif stres kaynakli, Oksidatif
DNA hasar1 belirteci olarak plazma 8-OHdAG seviyeleri hem tedavi goren Gaucher
hastalarinda hem de tasiyict GH grubunda bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
Onerilebilir ve ancak daha fazla hasta sayilarini igeren c¢alismalarla desteklenmelidir.
Timor siipressor gen olarak miRNA-125b ve miRNA-15a ve onkogen olarak miRNA-
181b ekspresyon seviyelerinin, GH’a iliskin MM, 16semi ve HCC kanserlerinin riski
i¢in bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi onerilebilir. Nadir bir hastalik olan GH'da
miRNA ekspresyon diizeylerinin hastalik patogezindeki degisimleri ve hastaligin erken
teshisinde Onerilebilmesi icin destekleyici daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir. Yapilan
literatlir incelemesine gore, GH hastalarinda simdiye kadar CBMN-cyt yontemi
parametreleri, plazma 8-OHdG seviyeleri, tomiir siipressor ve onkogen o&zellikli
miRNA’lar, ILC ve ILC popiilasyonlari, MAIT hiicreleri ve TNF-a, IFN-y sitokinlerine
iliskin bir ¢alismaya rastlanilamamistir ve sonuglarimiz 6zgiin olup ileri ¢alismalarla
desteklenmelidir. Calismamizin sinirlamasi, yeni tani almis tedavi oncesi Gaucher
hastalariin sayisinin azhigidir. GH patogenezindeki rolleri acisindan tedavi dncesi ve
sonras1 Gaucher hastalarina ait MN, NPB, NBUD, 8-OHdG, miRNA’lar, ILC ve ILC
popiilasyonlari, TFH hiicreleri, MAIT hiicreleri TNF-a, IFN-y sitokin seviyelerinin

karsilastirilmasi sonucunda elde edilecek bulgular daha degerli olacaktir.
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