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OZET

Erbilgin Y.
T-ALL Hastalarinda NOTCH Mutasyonunun Arastirilmast.

Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul. 2008.

T-ALL c¢ocuk ve yetiskinlerde timositleri etkileyen, kotii seyirli bir 16semi tiiriidiir.
Cogunlukla transkripsiyon faktorlerinin bozulmus ekspresyonuna Onciilik eden
kromozom translokasyonlari, genetik ve epigenetik anormalliklerle karakterizedir. Tiim
pediatrik ALL vakalarinin %15°1 ve yetiskin ALL vakalarimin %25°i T-hiicreli akut
16semidir. NOTCHI, T-ALL hastalarinin <1% da bulunan t(7;9) kromozomal
translokasyonununa katilan genlerden biri olarak kesfedilmistir. NOTCHI reseptorii
aracili-hiicreler arasi sinyal degisimi, hiicre farklilagsmasini, proliferasyonunu ve
apoptotik programlar etkiler. Sicanlarda yapilan calismalarda Notchl yolaginin, T-
hiicreli akut lenfoblastik 16semilerin indiiklenmesinde etkili oldugu gosterilmistir.
NOTCH1 mutasyonlariyla T-ALL patogenez ve prognozu arasindaki iliskiyi gosteren
caligsma sayis1 azdir. Bu amag¢ dogrultusunda planladigimiz ¢alismada, yeni tan1 T-ALL
hastalarina ait periferik kan/kemik iligi orneklerinde (n=86), NOTCH]I geninin yaygin
mutasyon bolgeleri olan heterodimerizasyon (ekzon 26-27) ve Pest (ekzon 34) domain
mutasyonlar agisindan incelendi. Bu calismamizda hasta grubumuzda;

1. NOTCHI mutasyon siklig1 %24 olarak bulundu.

2. Hastalarin klinik parametreleri ile (cinsiyet, tan1 lokosit sayisi, relaps,
translokasyon varligi v.b.) mutasyon varligi/yoklugu arasindaki iliski incelendi.
Tamda artmis lokosit degeri ile mutasyon varligi arasinda anlamh bir iliski
gozlemlenirken diger parametreler agisindan anlamli bir iliski bulunmadi.

3. Yaygin NOTCHI mutasyonlarinin T-ALL prognozunda muhtemel bir rolii olup
olmadig1 arastirildi. T-ALL prognozu ile NOTCHI mutasyonlar1 arasinda bir
baglant1 bulunmadi.

Anahtar Kelimeler: T-hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL), NOTCHI sinyal yolu,
NOTCHI mutasyonlari, 16semi.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 819
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ABSTRACT

Erbilgin,Y.
Analysis of NOTCH1 mutation in T-ALL patients.

Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics Common Programme.
Istanbul, 2008.

T-ALL is an aggressive cancer that preferentially affects children and adolescents. It is
commonly associated with acquired chromosomal translocations and other genetic or
epigenetic abnormalities, which lead to aberant expression of a select group of
transcription factors. T-ALL represents 15% of chilhood and 25% of adult ALL.
NOTCHI1 was discovered as a partner gene in a t(7;9) chromosomal translocation found
in <1% of T-ALLs. The NOTCH genes encode single-pass transmembrane receptors
that regulate apoptosis, proliferation, and cell fate determination in multicellular
organisms. Increas of NOTCHI signaling cause the atypic T-cell diferantiation,
maturation and accumulation of precursor cells. Previous studies have demonstrated that
the Notchl gene is a frequent site of retroviral insertional mutagenesis in mouse models
of T-ALL.

There aren't many studies that show the correlation between NOTCH1 mutations and T-
ALL pathogenesis/ prognosis. For this reason, we aimed to research NOTCHI
mutations (26, 27, 34 exsons) in T-ALL patients blood/ bone marrow samples by using
dHPLC. Our achievements are;

1. To detect NOTCHI1 mutations in our patients. NOTCH1 mutations frequency is
24% in our T-ALL patients,

2. To show the correlation between mutations +/- and patients clinical
charateristics. We found correlation between high leukocyte count and
mutations.

3. To determine role of common NOTCH1 mutations in T-ALL pathogenesis and
prognosis. We couldn’t detect any correlation between mutations and prognosis.

Key Words: T-cell acute lenfoblastic leukemia (T-ALL), NOTCHI1 pathway, NOTCH1
mutations, leukemia.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 819



1. GIRIS VE AMAC

Ik kez 19. yiizyilda Avrupali hekimler tarafindan bazi hastalarin kaninda ¢ok
yiiksek 1okosit sayist fark edilerek, 16semiyi tamimlamak i¢in “beyaz kan”, terimi
kullanilmistir. Daha sonralar1 Yunanca kokenli olarak beyaz anlamina gelen “leukos” ve
kan anlamina gelen “haima” sozciiklerinden ““ leukemia” (I16semi) terimi tiiretilerek
kullanilmaya baslanmistir (1).

Losemiler kaynaklandiklar1 hiicre tipine gore “lenfoid” ve “myeloid” 16semi
olarak iki ana gruba ayrilir. Her ikisinin de “akut” ve “kronik™ tipleri bulunmaktadir (1).
Akut lenfoblastik 16semi (ALL), lenfoid onciil hiicrelerin malign hastaligidir. ALL her
yasta goriilebilmekle beraber, en sik cocukluk caginda 2-5 yaslarinda ortaya
cikmaktadir. Etkin tedavilerin gelistirilmesindeki ilerleme cocuk hastalarda tedavi
oraninin %80’lere ulagmasina neden olmustur. ALL patofizyolojisi tam olarak
bilinmemektedir. Bunun icin molekiiler teknolojilerden yardim alinmaktadir. Losemi
hiicrelerindeki bozukluklarin giderilmesine yonelik ilaglarin gelistirilmesi hastaligin
kontroliiniin saglanmasina neden olacaktir. Ayn1 zamanda, ALL olusumuna sebep olan
genetik degisikliklerin agiga cikartilmasina yonelik arastirmalar, bilinen risk
faktorlerinin ve anti 16semik ajanlarin klinik uygulamalarda kullanilabilmesine, sag
kalim oram diisiik, yiiksek riskli 16semiye sahip hastalarda ise yeni tedavi
protokollerinin olugmasina olanak saglayacaktir (2).

T- hiicreli ALL cocuk ve yetigkinlerde timositleri etkileyen, kotii seyirli bir
16semi tiirtidiir (3). Tiim pediatrik ALL vakalarinin %15’ ve yetiskin ALL vakalarinin
%251 T-hiicreli akut 16semidir. T hiicrelerinin malign transformasyonundan; hiicre
sikliisti, farklilasma, proliferasyon genleri ile kendini yenileme kapasitesini saglayan
genlerdeki genetik (mutasyon, gen ekspresyon degisiklikleri, translokasyon vb.) ve
epigenetik (metilasyon vb.) degisiklikler sorumlu tutulmaktadir (4). Gelisim
genlerinden olan NOTCHI’in T-ALL’de merkezi bir role sahip oldugu, son yapilan
calismalarda NOTCHI’in somatik aktive mutasyonlarinin T-ALL hastalarinda %50 den
yitksek oranlarda gozlenmis olmasi ile ortaya ¢ikmistir (4). NOTCHI sinyal ileti
yolaginin bozulmus aktivitesinin T-ALL hastalarinda gosterilmesi ve bu yolaga dzgii
inhibitorlerin var olmasi, hedefe yonelik tedavi protokolleri agisindan bu yolagi 6nemli

kilmaktadir (5, 6).



Bu tez projesi kapsaminda, T-ALL hastalarirmizdaki NOTCHI mutasyon sikligi
ve dagilimlar, hastalarin klinik parametreleri ile (cinsiyet, tam1 16kosit sayisi, relaps,
translokasyon varligi v.b.) mutasyon varligi/yoklugu arasindaki iliski, NOTCHI1
mutasyonlarinin T-ALL patogenezinde ve de prognozunda muhtemel bir rolii olup

olmadiginin arastirilmasit hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanserin Tanim ve Simiflandirilmasi

Kanser, somatik hiicrelerin genetik bir hastaligidir. Tiimor karyotiplerinin ¢ogu
sayisal ve yapisal bozukluk tasir. Kanserin bu 6zelliginin ilk kanitlari, l6semiler ve
lenfomalardaki timor spesifik translokasyon caligmalarinda onkogenlerin ve
transkripsiyon faktorlerinin roliiniin arastirilmasi ile ortaya konmustur (5). Gelismis
iilkelerde, ortalama olarak bes kisiden biri kanser nedeni ile hayatim1 kaybetmektedir.
Bununla beraber kalp hastaliklarinin yol actig1 6liimler ¢ok daha yiiksek oranlarda olup,
parazitik enfeksiyonlar ve kétii beslenme ciddi sorunlar yaratmaktadir. Kanserin 6nemi
ise ¢ok hiicreli organizmalarda hiicre davranis bozukluklarini yansitmasindan ileri

gelmektedir (6).

Kanser hiicreleri kontrol dis1 ¢cogalirlar (neoplazi) ve baska dokulara sicrayip
koloni olusturabilirler (malign). Kanserin nedeni; onkogenler, tiimor baskilayict genler
ve mikroRNA genlerindeki degisikliklerdir. Bu degisiklikler cogunlukla somatik
olmakla birlikte, esey hiicrelerinde gercklesen mutasyonlar ailesel/ kalitsal ozellik
gosterebilirler. Tek bir genetik degisiklik nadiren malign tiimér olusumuna neden olur.
Cogunlukla tiimorler, transforme bir hiicrenin genetik degisiklige ugramis, sitogenetik
olarak farklilik arz eden ikincil veya iigiinciil klonlarini icerir (6, 7). Timor gelisiminde,
mutasyon ve dogal seleksiyon ile meydana gelen degisikliklerin somatik hiicrelerde
yanstmast normalde yillar alir. Mutajenik ajanlar ve nonmutajenik ajanlar gen
ekspresyonunu etkileyerek, hiicre proliferasyonunu uyararak, mutant ve mutant

olmayan hiicrelerin ekolojik dengelerini degisirerek bu siireci hizlandirirlar (6).

Mutasyonlarin degisik kombinasyonlar1 farkli kanserlerde goriildiigii gibi ayni
klinik taniya sahip hastalarda da bu heterojeniteye rastlanir. Mutasyonlar rastgele
olabilecegi gibi, bircok kanser tipinde ayni tip genetik lezyonlarin tekrarlar ile
karsilagilmaktadir. Bu da aslinda simirhi sayida genetik yolun kansere neden oldugunu

diistindiirmektedir (6, 7).

Kanserler, koken aldiklart doku ya da hiicre tipine gore siniflandirilirlar. Epitel
hiicrelerden kokenlenen tiimorler karsinoma, bag dokusu ya da kas dokusundan
kokenlenen tiimorler sarkoma olarak adlandirilir. Her iki simiflandirmaya da uymayan

ve hematopoetik hiicrelerden kokenlenen kanserler ise 16semi adini alirlar (6).



2.2, Losemilerin Tamim ve Simiflandiriimasi

Tiim hematopoietik hiicreler, kendi kendine bdliinebilen ve farklilagsma
yetenegine sahip kok hiicrelerden gelisirler. Bu dengeli ve kontrollii biiyiime, belirli
sayida olgun progenitor hiicrelerin gelismesi ve yayilmast ile sonuglanir (Sekil 2-1).
Olgun progenitorlerin tiimii, -eritrositler, 16kositler, trombositler- belli bir yasam siiresi
ile simiflandirilmig ve hiicre 6liimiine gore programlanmistir. Organizmanin canliliginda

rol oynayan kok hiicrelerde ise boyle bir programlama s6z konusu degildir (8).

@ —> @ —> @ CD4 Yardimei Hicreleri
Lenfoid T Hitere kék hilcresi @ CD8 Baskilayici Hucreler
Kok hiicre
@ B Hiicre kék hiicresi Plazma Hiicreleri
Pluripotent O o
P — Slete
Kok hucre . .
Kirmizi kan hicreleri

Eritroblast
Kok hiicre
%3
—> co
Trombositler
Myeloid Megakaryosmk
K&k hiicre K&k hicre Megakaryosit

)

Sekil 2-1: Hematopoietik gelisim (9)

Losemiler, hematopoetik hiicrelerin habis transformasyonu sonucu gelisen,
heterojen, neoplastik hastaliklar grubudur. Morfolojik yonden, hastaliga tutulan hiicre
dizisinin tipine gore (myeloid ya da lenfoid) ve prolifere olan kan hiicresinin geng ya da

olgunlagsmis olmasina gore (akut ya da kronik) simiflanirlar (Sekil 2-2) (9).
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AKUT l l KRONIK l

Myeloid Lenfoid Myeloproliferatif Lenfoid
M1:Akut myeloblastik L1 (pluripotent kok hiicre)

: i -KLL
M2:Akut myeloblastik L2 -Kronik myelositik 16semi ‘ '
M3:Promyeloblastik 1.3 : : -Hairy cell 16semi

-Polistemia vera

: o -B hiicreli l[6semi
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M7:Megakaryoblastik -Esansiyel trombositemi
MO:Diferansiye olmamis

myeloblastik

Sekil 2-2: Losemilerin siniflandirilmasi

Akut Iosemiler geng, olgunlagsmamis (blastik) myeloid ya da lenfoid dizi
hiicrelerinin kemik iligi, cevre kam ve diger dokularda birikimi ile karakterize habis
hastaliklaridir. Losemi hiicrelerinin kemik iligini istila etmesi sonucu normal kan
hiicrelerinin (eritrosit, graniilosit ve trombosit) iiretimi engellenir ve buna bagh olarak
gelisen anemi, enfeksiyon ve kanamalar hastaligin ana belirti ve bulgularini
olustururlar. Kemik iliginde >30% blast yiizdesi goriiliir ve akut lI6semiler iki ana

kategoriye ayrilirlar:
1. Akut lenfoblastik (Ienfoid) 16semi (ALL)
2. Akut myeloid 16semi (AML)

Kronik l6semiler (KML) ise, miyeloid progenitor hiicrelerinin yayilmasindaki ve

farklilasmasindaki artig ile ortaya ¢ikarlar. KML tanimlanan ilk 16semi tiiriidiir (8).



2.2.1. Akut Losemiler

Akut 16semi olgunlagmamis myeloid ya da lenfoid hiicrelerin proliferasyonu ile
kendini gosteren bir hastaliktir. Akut 16semiler tedavi protokollerine verdikleri yanitlar
bakimindan yas gruplarina gore ¢ocukluk (<15 yas), yetiskin (15-60 yas) ve 60 yas tistii
olmak iizere li¢ gruba ayrilir.Akut 16semi, tiim kanserlerin %10’unu, losemilerinde
yaklagik olarak yarisimi olusturur. ALL’lerin %80’ini c¢ocuk, AML’lerin %80’ini
yetigkin hastalar olusturmaktadir. Yasa gore farkli sikliklarda goriilmeleri akut
l6semilerin patogenezlerinde farkli l6semik olaylar ve yatkinliklarin rol oynadigin

isaret eder (10-12).

Losemi tek bir myeloid veya lenfoid progenitor hiicrenin habis transformasyona
ugramasi ve bu transforme hiicrenin ¢ogalarak gittikce biiyiiyen bir klon olusturmasi
sonucu gelisir. Akut 16semi hiicrelerinin temel karakteristik niteligi farklilagsma
yetenegini kaybetmis olmalaridir. Bu hiicrelerin olgunlasmasi AML’de myeloblast ya
da promyelosit, ALL’de lenfoblast diizeyinde kalmistir. Gerek farklilasma bozuklugu,
gerekse asir1 proliferasyon sonucu losemi hiicreleri kemik iliginde birikir. AML’de
farklilasma bozuklugundan dolay1 hiicrelerin olgunlasamamasi, bu losemik hiicre
birikiminin primer sebebi olarak kabul edilir. Losemi hiicreleri 6ncelikle kemik iliginde

prolifere olur, sonra ¢evre kanina geger ve diger dokulara infiltre olurlar (8).

Insanda akut 16seminin etiyolojisi halen bilinmemektedir. Iyonize radyasyon,
baz1 ilag ve kimyasal maddeler, viriisler ve genetik faktorlerin vakalarin kiigiik bir
boliimiinde 16semi gelisiminden sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ancak, bilinen az
sayidaki risk faktorii ve genetik degisimler, tiim 16semi olgularinin ¢ok az bir kisminin

etiyolojisini agiklayabilmektedir (10, 11).

2.2.1.1. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

ALL, cocuk ve yetigkinleri etkileyen, lenfoid progenitor hiicrelerin malign
hastaligidir (2). Tim g¢ocukluk ¢agi kanserlerinin ~25%’ini olusturmaktadir. ALL
16seminin en iyi tedavi edilebilen formudur (12). Anemiye bagli solgunluk, halsizlik,
carpinti, nefes darligi ve agir formlarinda kalp yetmezligi bulgular; 16kopeniye bagl
petesi, purpura, ekimoz, mukoza ve i¢ organ kanamalar1 gelisebilmektedir (13).
Erkeklerde kiz ¢ocuklarina oranla daha sik ve kotii prognozla gozikmektedir (14).

Yapilan pek cok calismaya ragmen lokomogenez hakkinda bilinenler yetersiz



kalmaktadir. Hastaligin klinik, patolojik ve immiinfenotip bulgular1 iyi dokiimante
edilmesine ragmen cevresel ve kalitsal faktorlerin rolleri tam olarak ac¢iklanamamistir
(13, 15, 16). Progenitor hiicrelerin T hiicre/ B hiicre farklilagsma siirecindeki
bozukluklarin ALL gelisiminde yol actif1 diisiiniilmektedir. Gelisim basamaklarinda
meydana gelen spesifik mutasyonlar, sinirsiz kendini yenileme kapasitesinin ortaya
cikmasina neden olurlar (2, 17). ALL patogenezine yonelik son donemde yapilan
calismalarin ¢cogu, ALL’deki genetik lezyonlarin anlasilmasi ve bu bozukluklarin hiicre

proliferasyon, farklilasma ve sag kalim iizerine etkilerinin ortaya cikarilmasi iizerinedir

(18).

2.2.1.2. T-Hiicre Gelisimi

Farkli fonksiyonel 6zelliklere sahip memeli T hiicrelerinin gelisimi oldukca
kompleks bir siirectir. T-hiicreleri, kemik iligi veya fetal karacigerde pluripotent
prekiirsor  hiicrelerden koken alirlar. Pluripotent hiicreler buradan T-hiicre
farklilasmasinin gerceklesecegi yer olan timusa go¢ ederler (19). T-hiicre gelisim siireci,
temel olarak CD4 ve CD8 membran molekiillerinin ekspresyon diizeylerine baglh olarak
fenotipik basamaklara ayrilmistir (Sekil 2-3). Insan ve farede, timositler sirali olarak;
CD4 CD§™ (¢ift negatif, CN), CD4+CD3~ (insan immatiire tek pozitif, ITP) veya
CD8+CD3~ (fare immatiire tek pozitif, ITP), CD4+CD8+ (¢ift pozitif, CP) ve son
olarak da CD4+CD3+ veya CD8+CD3+ (tek pozitif, TP) seklinde gelisim
basamaklarinda yer almaktadir. T-hiicre reseptor geni yeniden diizenlenme (THR)
kompleksinin bir parcast1 olan CD3’iin ekspresyonu, fonksiyonel THR’in hiicre

yiizeyinden sunulabilmesi i¢in gereklidir (20).
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Sekil 2-3: Insan ve fare timuslarinda T-hiicre gelisimi (21).

T-hiicre gelisimi boyunca farklilagma siireci timik stromadan gelen sinyallerce
diizenlenir. Hematopoetik progenitdr hiicreler timusa kortiko-medullar bdolgeden
girerler. Sinirli sayida progenitor timusa girer ve yayilma, erken gelisim evresi boyunca
devam eder. Erken CN evre siiresince, timositler distaki subkapsiiller bolgeye gog
ederler (22). Bu asamada ilk THR gen yeniden diizenlenmeleri gerceklesir. iITP ve CP
evreleri boyunca kortekse zit yonde ilerlerler. Kortiko medullar eklenti bolgesi
yakininda bir seri segilim siireci gerceklesir. Sonugta immiinokompetan medullar TP

hiicreleri timustan ayrilir ve kana karisir (23).

T-hiicre gelisiminin sirali ve farkli basamaklarinin amaci, herbiri fonksiyonel ve
tek olan THR kompleksine sahip olgun T-hiicre olusumunun saglanmasidir. THR
molekiilleri iki disiilfit bagh zincirden olusmaktadir. Bunlar herbiri sabit ve degisken
kisimlar iceren THRa ve THRp zinciri veya THRy ve THRO zincirleridir (24, 25). Bu
degisken kisimlar MHC/peptid kompleksinin taninmasindan sorumludurlar ve bircok V
(degisken), D (cesitli, sadece Pve o igin), ve J (eklenti) gen segmentlerinin
kombinasyonlan ile kodlanirlar. Sonu¢ olarak, THR molekiillerinin kombinasyonel
repertuarlart diye adlandirilan bir¢cok farkli kombinasyona sahip gen segmentleri

yapilabilir (25, 26).

THR genlerinin farkli kombinasyonlar degismez bir siray1 takip etmektedir. CN
siirec boyunca, ilk olarak THRJ lokus diizenlemesi, ardindan da THRy gen

diizenlenmeleri gerceklesir (25, 26). Basarili kombinasyonlar sonucu fonksiyonel yd



THR olusur ve THRyd+ T hiicresi gelisir. Alternatif olarak, fonksiyonel B-zinciri
sentezi ile hiicre afy T hiicrelerine farklilasabilir. TP siiresince, THRp zincirinin islevsel
olup olmadigi, sabit pre-THRa zinciri ile hiicre yiizeyinde eksprese edilmesi ile test
edilir. Bu siirece B-secimi denir (27). Pre-THR kompleks sinyali, hiicre dongiisiine
girmesini ve CP hiicrelere farklilasmasini tetikler. Sonrasinda proliferasyon durur ve
THRA gen diizenlenmesi baglar (28). THRap kompleksi hiicre yiizeyinde eksprese olur.
Olusan kompleks fonksiyonel ise kendi-MHC molekiilleri ile reaksiyona girer (pozitif
secim), tepkime yoklugunda ise (negatif secim) gerceklesir. Gelisen timositlerin %95 i
bu yolla secilerek apoptoza ugrar. Hayatta kalan hiicreler TP timosit haline gelirler ve
CD4+ yardimci T hiicrelere veya CD8+ sitotoksik T hiicrelere olgunlagirlar ve naif T

lenfositler olarak perifere go¢ ederler (29, 30).

Erken dénem T-hiicre gelisiminde proliferasyon, gelisim ve gen diizenlenmeleri
mikrocevre tarafindan saglanan THR- bagimsiz sinyallerce baslatilip diizenlenir. Bu
diizenleyici sinyaller, timik epitelyum tarafindan sentezlenen kemokinler, adezyon
molekiilleri, sitokinler, Wnt proteinleri ve Notch ligantlar tarafindan saglanir. Eger bir
hiicre sinyale duyarliysa (dogru reseptoriin eksprese edilmesi ile), hiicre i¢i sinyal iletisi
baslayacak ve transkripsiyon faktorleri aktive olacaktir. Transkripsiyon faktorleri gen
“enhancer” bolgelerinde bulunan veya “core promotor” bolgelerde sunulan spesifik
DNA dizilerine baglanirlar ve boylece gen spesifik transkripsiyon baslar. Gen
kohortlarimin koordine ekspresyonu farklilasmakta olan hiicrelerin fonksiyonel ve

fenotipik karakteristigini degistirecektir.

2.2.1.3. T-ALL Gelisimi

T-hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL) timositlerin malign bir hastaligidir.
Pediatrik ALL vakalarinin %10-15’1, yetiskin ALL’lerin %25’1 T-ALL dir. Yiiksek
blast sayisi, mediastinal ve merkezi sinir sistemi tutulumlan goriilir (31). T-ALL
genellikle timusta ortaya ¢ikar ve viicuda yayilir, terapi yoklugunda 6liim goriiliir. Hali
hazirdaki ~ T-ALL  tedavileri  temel  olarak c¢esitli ~ kemoterapdtiklerin
kombinasyonlarindan olusur. Son 50 yilda pediyatrik ALL’ler i¢in tedavi basar1 orani
onemli ol¢iide artmistir (2). Ancak yetigkin T-ALL lerde bu oran daha diigiiktiir. Uzun
siireli sag kalim orani; 60 yasin altindaki hastalarda %30-40 olup, 60 yas iistii vakalarda
bu oran %10’lara kadar inmektedir (32-35).
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T-hiicrelerinin malign transformasyonundan; hiicre dongiisii, farklilagsma,
proliferasyon genleri ile kendini yenileyebilme kapasiteyi saglayan genlerdeki genetik
(mutasyon, gen ekspresyon degisiklikleri, translokasyon vb.) ve epigenetik (metilasyon
vb.) degisiklikler sorumlu tutulmaktadir. Sitogenetik analizler ve kromozomal
translokasyon kiriklarinin molekiiler klonlanmasi, T-ALL de bozulmus olarak eksprese
edilen transkripsiyonel regiilator proteinlerin ortaya c¢ikmasim saglamistir. TANI1
(NOTCH1) disinda bu proteinlerin 6nemi, kodladiklar1 genlerin T-hiicre reseptor (THR)
gen “enhancer” ve promotor bolgelerine yakin yer almalaridir (Tablo 2-1). Bu transloke
proteinler genellikle normal embriyogenik gelisim siirecinde 6nemli olmakla beraber

birgogu normal timosit gelisimi i¢in esansiyel degildir (17).

T-ALL patogenezi, T-hiicre gelisiminde rol oynayan onkogenlerin aktivasyonu
ve gelisim basamaklarindaki gen ekspresyon profili ile iligkilidir. Bu gelisim siireci bes
onemli basamakta siniflandirilmistir (Sekil 2- 4). Bu basamaklarin ilk ikisi, TALI
ve/veya LYLI, LMOI ve/veya LMO2’ nin artmis ekspresyonlar ile tanimlanmaktadir.
Uciincii ve dordiincii donemlerde ise HOXI1 ve/veya HOXI1 iliskili onkoproteinlerin
artmis ekspresyonlart saptanmistir. Son basamak ise spesifik HOX genlerinin artmis
ekspresyonunun karakteristik patterniyle beraber MLL-ENL fiizyon proteinini
icermektedir. T-ALL’nin onkogenik transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonlar1 temel
alinarak siniflandirilmasi klinik uygulamalarda 6nemlidir. Ornegin; HOX11 aktivasyonu

iyi prognoz gostergesi iken TALI ve LYLI koti prognoz belirtegleridir (30, 31).



Tablo 2-1: T-ALL’de goriilen translokasyonlar ve genetik bozukluklar (4).

T-ALL Kromozomal Normal Gelisimdeki
Protein Tipi Onkogen Degisim Etkilenen Genler Rolii
HOXA THRB lokusuna
Homeodomain | ailesi Inv(7)(p15;q34) inversiyon Aksial sekillenme
t(7,10)(p15,q34), THRB lokusuna
translokasyon; THRA/D
Homeodomain | HOXI1 t(10;14)(q35;q11) | lokusuna translokasyon Dalak gelisimi
t(15,14)(q35,q32), BCLI11B lokusuna
translokasyon; THRD
Homeodomain | HOX1IL2 | 1(5;14)(q35;q11) | lokusuna translokasyon MSS gelisimi
THRA lokusuna
bHLH BHLHBI t(14;21)(q11;q22) | translokasyon MSS gelisimi
THRB lokusuna
bHLH LYLI] t(7;19)(q35;p13) translokasyon Hematopoez
THRA/D lokusuna Embriyonik HKH
bHLH TALI t(1;14)(p32;q11) translokasyon gelisimi
THRB lokusuna
bHLH TAL2 t(7;9)(q35;q34) translokasyon MSS gelisimi
THRA/D lokusuna Hiicre biiytimesi ve
bHLH/Lzip MYC t(8;14)(q24;q11) translokasyon apoptoz
THRA/D lokusuna
LIM domain LMOI t(11;14)(p15;q11) | translokasyon Bilinmiyor
t(11,14)(p13,q11), THRA/D lokusuna ) )
translokasyon, TCRB Embriyonik HKH
LIM domain LMO2 t(7;11)(q35;p13) lokusuna translokasyon gelisimi
Sitoiskelet (EML1)-
CC-domain- EMLI- niiklear sinyal
tirozin kinaz ABLI t(9;14)(q34:;932) Gen fiizyonu (ABL1)
ETS-domain- ETV6- Hematopoez (ETV6)-
tirozin kinaz JAK?2 t(9;12)(p24;p13) Gen fiizyonu immiin cevap (JAK2)
ETS-domain- ETV6- Hematopoez (ETV6)-
tirozin kinaz ABLI 1(9;12)(q34;p13) Gen fiizyonu immiin cevap (ABL1)
THRB lokusuna
Tirozin kinaz LCK t(1;7)(p34;q934) translokasyon THR sinyali
THRB lokusuna
translokasyon; gen
Notch reseptor | NOTCHI t(7;9)(q34;q34.3) | kirpilmasi; aktivasyon T-hiicre kaderi
Niiklear transport
(NUP98)-Ras
Niikleoporin- NUP9YS- aktivasyonu
GEF RAPIGDS]I | t(4;11)(g21;pl5) Gen fiizyonu (RAP1IGDS1)
Niiklear transport
Niikleoporin- NUP214- (NUP214)-niiklear
tirozin kinaz ABLI epizomal Gen fiizyonu sinyal (ABL1)
(CALM)-bilinmeyen
ENTH-domain- | CALM- transkripsiyonel
AT-hook AF10 t(10;11)(p13;921) | Gen fiizyonu diizenlenme (AF10)

11
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Sekil 2-4: Timosit gelisiminde, farklilagsma basamaklari ile gen ekspresyon profili
arasindaki iliski (4).

Timositlerin malign hale doniisiimiinde rol oynayan yolaklar fonksiyonel acidan
dort farkli mutasyon siiflandirilmasi ile iligkilendirilmigtir: 1) hiicre dongiisiinii
etkileyen mutasyonlar; 2) farklilagsmay1 etkileyen mutasyonlar; 3) proliferasyon ve sag
kalim avantaji saglayan mutasyonlar; 4) kendini yenileme kapasitesini arttiran
mutasyonlar (Sekil 2- 5). Normal timus hiicresinin 16semik T-hiicresine doniisebilmesi
icin farkli tipteki mutasyonlarin koordine sekilde bir arada bulunmasi gerekmektedir.
Fakat maligniteye yol acan mutasyonlarin hepsi heniiz tanimlanamamistir. Yeni
onkogen ve mutasyonlarin kesfi mikro array tabanli, tiim genomu kapsayan ¢aligmalar

ile yapilmaya ¢alisiimaktadir (3).
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Sekil 2-5: Timositlerin malign hale doniisiimiinde rol oynayan yolaklar fonksiyonel acidan
dort farkh mutasyon simiflandirilmasi ile iliskilendirilmistir (3).

2.2.1.4. NOTCH Sinyal Yolag:

NOTCH sinyal yolagi, evrim siiresince korunmus, gelisim doneminde hiicre
kaderinin belirlenmesinde rol oynayan bir mekanizmadir (36). NOTCH gen ailesi,
sinyal yolagina katilan, tek-gecisli transmembran reseptdriinii kodlar. Memelilerde dort
NOTCH geni (NOTCH 1-4) bulunur. JAG1, JAG2, DLL1, DLL3 ve DLL4 NOTCH
ligantlaridir (37). NOTCHI ve NOTCH?2 genleri genis Ol¢ciide memelilerde eksprese
edilip, embriyonik gelisimde onemli rollere sahiptirler. Notchl mutasyonlarina sahip
fareler, embriyonik donemin 9.5 giiniinde vaskiilar ve somit defekleri gostermistir.
Notch2 geninde hipomorfik mutasyonlara sahip fareler ise doguma kadar
yasayabilmekle beraber kalp, bobrek ve akciger gibi yasamsal organlarda ciddi
bozukluklara sahiptirler. Insanlarda, NOTCH3 geninin ekstraselliler domaininde
meydana gelen mutasyonlar serebral otozomal dominant arteriopatiler ve
Iokoensefalopatiler ile iliskili goriilmiistiir. Ayrica NOTCH4’iin bozulmus ekspresyonu

damar gelisimini etkilemektedir (38).
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NOTCH]I, en sik olarak T-hiicre gelisiminde eksprese edilir (39). NOTCH un T-
hiicre gelisimi ile iligkili olabilecegi ilk olarak, bazi T-ALL hastalarinda NOTCH
geninin bir parcasinin (TAN-1) THRB lokusuna transloke oldugunun bulunmasiyla
diigtiniilmuigtiir (40). Sonrasinda T-ALL hastalarinin biiyiikk ¢ogunlugunda (~%50)
NOTCH]1 geninin aktif mutasyonlar bildirilmistir (4).

NOTCHI 9q34.3 kromozom bolgelerinde lokalize, 34 ekzondan olusan, 51.42
Kb biiyiikliigiinde transkripte sahip olan bir gendir. NOTCH endoplazmik retikulumda
tek bir protein olarak sentezlenir (pre-NOTCH) ve post-translasyonel degisiklige
ugratilacagl golgi aygitina tasinir. Olgun T hiicrelerinde NOTCH1 ektodomaini, 36
epidermal growth faktor (EGF)-benzeri tekrar, ii¢ Lin12/NOTCH tekrar1 (LNRs) ve
jukstamembran heterodimerizasyon domaini igerir (Sekil 2-6). LNRs ve
heterodimerizasyon domainleri, birlikte NOTCH reseptorlerine spesifik onemli bir
negatif diizenleyici bolge (NRR) meydana getirirler. NOTCH1’in hiicre i¢i parcasi
(ICN1), RAM domaini, yedi adet anikrin benzeri tekrarlar, transkripsiyonel aktivasyon
domaini ve ICN1 dongiisiinii diizenleyen C-terminal PEST bolgesi icerir (37-39).

S1
S2
Proteolitik Bolge
S3
||| Anikrin
l domain § 7 i
Epidermal Biiyiime Faktorii — Lin12/
TC PEST
Benzeri Tekrarlar NOTCH
Tekrari Domaini

Sekil 2-6: Notchl reseptor yapisi (41).

Notch reseptorleri, komsu hiicre ylizeyinden eksprese edilen Delta/Serrate/Lag-2
ailesine mensup ligantlar1 (Deltal,3,4 ve Jaggedl1,2) baglayarak aktive olurlar. Ligandin
baglanmasindan sonra NOTCH ii¢ 6nemli proteolitik kirpilmaya (S1-S3) ugrar (42-45)
(Sekil 6-7). Son kirpilma, y-sekretaz tarafindan katalizlenir ve hiicre i¢i domain (ICN)
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membrandan kopar, niikleusa transloke olur. Niikleus icinde, yiiksek “core-binding
faktor 1/hairless baskilayici/ lag-1” (CSL) ile etkilesir (46-48). ICN yoklugunda CSL,

histon deasetilaz ile etkileserek transkripsiyon baskilayicisi olarak fonksiyon gosterir

(Sekil 2-7) (49, 50).

Sinyal Gonderen
- Ligandin

Hiicre

Tamnmam S|

WF

i

Alic
Glikolizasyon
Hiicre
v-sekretaz Q

Furin
J X Kirpilmasi
Hiicre Ici
) Klrpllm/

Notch

GOLGI

(1]
Metalloproteaz
Ligant .
ile kirpilma
Ubikuitinasyonu

ve Endositozu

Transkripsivonel Aktivasvon
Niiklear

Hes1
MAML Pre-To

sl - -

Niikleus

Translokasvon

Poliubikitinasyon ve

Q proteozomal degredasyon

Sekil 2-7: Kanonik Notch yolagimin molekiiler basamaklar1 (41).

Sitokinler ve Wnt proteinlerinin aksine Notch sinyalini baglatan ligantlar
salgilanmaz, bunun yerine timik epitel hiicre membranindan eksprese edilirler. Yiiksek
diizeyde NOTCH ligantlar1 Jaggedl ve 2, Deltal ve 4 fetal ve yetiskin fare timusunda
eksprese edilir (51-54). NOTCH ligantlarinin ekspresyonu kemirgen ve insan kemik
iligi stromasinda (Jaggedl) ve kemirgen fetal karaciger (esas olarak Deltal ve 4).
NOTCH reseptorleri kemik iliginde hematopoetik progenitor hiicreler tarafindan, fetal

karacigerde ¢ift negatif timositler tarafindan eksprese edilirler (35, 50-56).

NOTCH eksprese eden hematopoetik progenitor hiicreler timusa girdiginde ve

NOTCH ligantlar ile etkilestiginde, NOTCH hedef genlerinin ekspresyonu baslar (54).
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NOTCH sinyali, T-hiicre kaderinin belirlenmesi icin esansiyeldir (Sekil 2-8). Notchl
geninin delesyona ugratildigi farelerde T-hiicre gelisiminin CN1 basamaginda tamamen
durdugu ve timusta ektopik B-hiicre geligsiminin ortaya ¢iktigi goriilmiistiir (55). Notch
sinyalinin bu etkisi CSL aracili olmaktadir (56). Diger taraftan, IC-N ile uyarilmig fare
kemik iliklerinde B-hiicre gelisiminin inhibe oldugu ve T-hiicre yoniinde gelisim oldugu
gozlenmigtir (58). Benzer yamitlar, IC-Notchl veya 4 overexsprese eden insan

hematopoetik progenitorlerle transplante edilmis farelerde goriilmiistiir (56, 59).

Notch bagimli
N1hi N1k
c-Mycht c-MycP

Pre-TCR CD4
biea DN3b DN4 - @

D
6-0-b-b-b-0-6
DB-Jp VB-DJB | B-Secimi Vioedo ‘CDB

CD4a4* CD4a4* CD44-Me CD44- CD44-1e CD44- CD44- CD44-
CD25- ECR25t CD25* Ch25* CD25 Ch25= CD25- CD25-
CcD2yn CcD27int cD27re CD27*hi cba7t ckit~ ckit™ ckit~
ckit" ckit ckit* ckit* ckit'® IL-7Ra IL-7Ra IL-7Rar
IL-7TRa IL-7Ra IL-7Ra* IL-7Ro* IL-7TRa Thy1.1M Thy1.1M Thy1.1M
Thy1.1+%e Thy1.1h Thy1.1m Thy1.1h Thy1.1n

Sca-1n Sca-1n Sca-1n Sca-1M Sca- 1M

Sekil 2-8: Notchl ve T-hiicre gelisimi.

Fonksiyonel Notchl, erken dénemde timus igi T-hiicre progenitorlerinin (ITP) taninmasinda ve DN3a (gift negatif 3a)
evresinde olgunlagsmada onem teskil etmektedir. B se¢ilimi, Notchl ve c-MYC ekspresyonlarinin dinamigi ile
iligkilidir. Notch1 yoklugu B se¢ilim evresini bloke eder. DN, CD4-/CDS- ¢ift negatif; ISP, intermediate tek pozitif;
DP, CD4+/CD8+ cift pozitif (41).

T hiicreleri THR gen diizenlenmelerini tamamladiklarinda off veya 7o
ekspresyonu gosterirler. NOTCH 1 bu nesillerin belirlenmesinde ikili role sahip olabilir;
Erken donem timosit populasyonunda NOTCHI1 sinyalinin aktive olmasi ile yd
farklilagsmas1 tetiklenebilir. Bununla beraber, ge¢ evrede NOTCHI sinyalinin
inhibisyonu da net olarak aff gelisimini bloke eder (57-62). NOTCHI gen ekspresyonu,
erken donem CN timositlerde yiiksek, CP hiicrelerde diisiik, CD4 ve CD8 TP hiicrelerde
orta diizeydedir. NOTCH3 ekspresyon diizeyleri CN ve CP timositlerde NOTCHI1 ile
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karsilastirilacak olursa bir hayli yiiksektir. Bununla beraber, CN ten CP e geciste

baskilanirlar ve olgun T lenfositlerinde ¢ok diisiik diizeylerde eksprese edilirler (63).

En iyi bilinen NOTCH hedef genleri, transkripsiyonel baskilayicalar olarak
gorev alan, Hairy-Enhancer of Split (HES)1 ve 5, HES iliskili represor protein (Herp),
basic-helix-loop-helix (b HLH) proteinleridir (47, 66). Ger¢ekte kemik iliginde HES1 ve
HESS5 in artmis ekspresyonu B-hiicre gelisimini inhibe eder (67).

NOTCH sinyalinin T-hiicre programi icerisinde nasil aktarildigi ve downstream
mekanizmasinin ¢ogu kismi hala bilinmemektedir. Doku ve gelisim evresine gore
spesifik NOTCH ligantlarinin ve reseptorlerinin ekspresyonu her ligandin tek ve dnemli
bir fonksiyona sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak, hangi ligandin hangi

mekanizma ile farkli yonde hiicre gelisimine neden oldugu net degildir (63).

2.2.1.5. T-ALL’de Bozulmus NOTCHI1 Sinyal Aktivasyonu

NOTCHI, T-ALL hastalarinin <1% da bulunan t(7;9) kromozomal
translokasyonununa katilan genlerden biri olarak kesfedilmistir. Bu translokasyonda
ekstraselliiler domainin biiyiik kism1 delesyona ugrar ve ortaya EGF ve NOTCH/LIN12
tekrarlarin1 kaybetmis, cesitli biiyiikliiklerde NOTCHI1 peptidleri ac¢iga c¢ikar (64). Bu
kesilmis NOTCH1 izoformlar (6rnegin, TANI), gegici olarak THRB lokusu bi¢iminde
eksprese edilir ve ligant bagimsiz aktiviteye neden olur. Tanl eksprese eden
hematopoetik progenitdr hiicreler ile transfekte edilmis farelerde, T-hiicreli 16semi

gelistigi gosterilmistir (65-67).

NOTCH1’in T-ALL’de merkezi bir role sahip oldugu, son yapilan calismalarda
NOTCHI’in somatik aktive mutasyonlarinin T-ALL hastalarinda %50 den yiiksek
oranlarda gozlenmis olmasi ile ortaya ¢ikmistir. 30 adet insan T-ALL hiicre soyu y-
sekretaz inhibitorii kullanilarak NOTCHI etkisinin arastirildigi bir calismada, hiicre
soylarmin NOTCHI alleli i¢in dizilenmesi sonucunda N- ve C- terminal
heterodimerizasyon domainlerinde missense mutasyonlar, PEST bolgesinde de kisa
insersiyon ve delesyonlar tanimlanmustir (68). NOTCH iligkili T-ALL hiicre soylarinda
ve yaklasik olarak primer T-ALL vakalarinin %10-20 sinde hem heterodimerizasyon
bolgesinde hem de PEST domaininde mutasyonlar tesbit edilmistir. Her iki bolgede

mutasyon bulunuyorsa, bu mutasyonlar her zaman ayn1t NOTCH1 allelinin cis pargasina
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lokalizedirler. Yapisal olarak bu NOTCHI1 sinyalinin artigina neden olur (68). T-ALL
de NOTCHI mutasyonlar1 heterozigottur ve tiimorler diger mutant olmayan NOTCH1

allelini eksprese etmeyi siirdiiriirler.

Heterodimerizasyon domaini (HD), NOTCH1’in intraselliiler ve ekstraselliiler
kism1 arasindaki stabil iliskiyi saglar ve ligand bagimsiz sinyal olusumunu engeller
(69). Heterodimerizasyon domain mutasyonlari iki tiptir (Sekil 2-9) : tipl mutasyonlart,
korunmus bolgelerde tek aminoasit substitiisyonlar1 veya kisa ¢cerceve ici birkac rastgele
aminoasit insersiyon veya delesyonlarini icermektedir. Nadir goriilen tip2 mutasyonlari,
C-terminal ucuna ardi sira gelen 12-15 amino asitlik insersiyonlardir. Bu tip
mutasyonlar, S2 kirpilma bdlgesinin duplikasyonuna neden olurlar. Tipl mutasyonlar
coziilebilir furin iglenmesini destabilize ederler. Bu da normal kosullar altinda NOTCH1

alt iinitelerinin ayrilmasina neden olur (70).

c
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Sekil 2-9: NOTCH1 gen mutasyon dagilimlari.

BB mutasyonlan heterodimerizasyon domaininin normal kosullarda ayrilmasma neden olur. NOTCH1
mutasyonlarinin  ~%20’sini olustururlar. [l mutasyonlar heterodimer stabilitesini azaltr, mutasyonlarin
~%80’ini kapsarlar. [[ipl2 mutasyonlar1 12- 15 niikleotidlik insersiyon ve delesyonlar: igerir. Ligand bagimsiz

instabiliteye neden olan bu mutasyonlar daha nadir goriiliir (41).

PEST boélgesinin ICN1 dongiisiiniin diizenlenmesinde 6nemli role sahip oldugu
diisiniilmektedir. Cogu C-terminal kirpilma bolgesi yiiksek oranda korunmug
2521WSSSSP2526 dizisine sahiptir. Hiicre kiiltiiriinde, bu dizide olusan mutasyonlarin
ICN1 fosforilasyonunu azaltarak ICN1 stabilitesini artirdigi gozlenmistir (71).
Diizenleyici motiflerden olan S2514,S2517 ve S2539 bir RNA polimeraz II holoenzimi



19

komponenti olan siklin-bagimli kinaz 8 ile fosforile edilebilirler. Bu bolgelerin
delesyonu, NOTCH transkripsiyon kompleksi kinetigini degistirebilir ve boylece hedef

genlerin artmis ekspresyonuna ya da baskilanmalarina neden olabilirler (72).

ICNI’in transformasyonu tetikleyebilmesi icin T-hiicre spesifik kooperatif
sinyallere ihtiyact vardir. Bu hipotez, pre-THR sinyali yoklugunda ICN1’mn bozulmus
ve artmig ekspresyonunun 19semiye neden olmasi ile desteklenmektedir (71). NOTCH1
direkt olarak pre-TCRo geninin (Ptcra) upregiilasyonu ile iliskilidir. Ancak
ekspresyonuna kesinlikle ihtiyag oldugu sOylenemez. Buna kanit, NOTCHI’in
kondisyonel delesyonlarinda T-hiicrelerinde Ptcra ekspresyonunun devam etmesidir.
Diger bir faktor olarak Tkaros CSL yoklugunda Prcra indiiksiyonunda etkin olabilir (62,
74, 75). Bununla beraber, THR sinyalinin iki komponenti olan RAS ve LCK da
lokomogenez ile iliskili goriilmiistir. NOTCHI, DELTAI ve PRESENILIN-I
transkripsiyonunu RAS tetikleyebilir. Bu da NOTCH yolaginin aktivasyonuna sebebiyet
verir (76). NOTCH ve LCK sinyal yolaklari, hiicre sag kalimini arttiran ve malign
klonlara yeni onkogenik mutasyonlar kazandiran bir seri anti-apoptotik genlerin
aktivasyonuna neden olurlar (73). Pre-TCR sinyali iizerinden etkili bir bagka gen de
SIKLIN D3 tiir ve CN timositlerin proliferasyonu icin 6nemlidir. T-hiicre gelisiminde bu

etkisinin yani sira, lokomogenezde NOTCHI ile is birligi yapmaktadir (77).

NOTCH sinyali THR temelli apoptozu engelleyebilir ve kontrol edilemeyen
biiyiime ve yayilma gosteren timositlerin olusumuna neden olabilir (78-80). Daha da
fazlasi, NOTCHI iliskili T-ALL’de lenfoblastlar klonaldir ve lokomogenez i¢in ek
onkogenik bozulmalara ihtiya¢ vardir. Buna baglh olarak, Notchl MYC, E2A-PBX1 ile
ortaklasa calisabilir ve dominant negatif Ikaros veya Ikaros(-) fare modellerinde T-ALL

yi tetikleyebilir (74-77).

Biitin bu mekanizmlar, NOTCHI1 aktivasyonunun T-ALL patogenezinde
merkezi role sahip oldugunu ve bir¢ok molekiiler yolakla ortaklasa calistigim ortaya

koymaktadir.

T-ALL nin tersine, NOTCHI mutasyonlari B-ALL de goriilmez (4). AML
vakalarinda ise nadiren goriiliir (78). NOTCHI mutasyonuna sahip AML’ler minimal
myeloid farklilasma gostermektedirler. Siklikla T hiicre antijenlerini eksprese ederler ve
ekspresyon profillerine gore alt gruplara ayrilirlar. lging olarak, NOTCHI mutasyonuna

sahip AML hastalarinin yiisek oranda Tribbles homolog2 (Trib2) eksprese ettikleri
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gozlenmistir. Fare hematopoetik kok hiicrelerinde eksprese edildiginde Trib2 nin
Notchl in direkt transkripsiyonel hedeflerinden biri oldugunu ve AML’yi tetikledigi
gosterilmistir (81).

T-ALL disinda NOTCH sinyalinin bozulmus aktivasyonu pankreas
karsinomlari, servikal karsinomlar, prostat karsinomu, multiple myeloma, B-hiicreli
kronik lenfositik 16semide ve melanomlar gibi bir¢cok kanser tipinde gosterilmistir.
Ayrica, NOTCH sinyali tiimor anjiyogenezinde rol oynayarak karsinogenezi

tetikleyebilir (79).

Bu calismamizda, T-ALL hastalarimizdaki NOTCHI mutasyon sikligi ve
dagilimlan, hastalarin klinik parametreleri ile (cinsiyet, tani, 16kosit sayisi, relaps,
translokasyon varligi v.b.) mutasyon varligi/yoklugu arasindaki iliski, NOTCHI1

mutasyonlarinin T-ALL patogenezinde ve de prognozundaki rolii arastirildi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Hasta Grubu

Calisma, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklart AD.
Hematoloji/ Onkoloji Bilim Dali (n=11), 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi
ve Hastaliklar1 ve I¢ Hastaliklari AD’lar1 Hematoloji Bilim Dali (n=41), Saghk
Bakanligt Goztepe Hastanesi (n=5), Bakirkdy Hastanesi (n=14) ve Okmeydani
Hastanesi (n=1) Cocuk Hematoloji Birimleri, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saghig ve Hastaliklar1 AD. Hematoloji/ Onkoloji Bilim Dali (n=2), Trakya Universitesi
Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1t AD. Hematoloji/ Onkoloji Bilim Dal1 (n=1),
Haydarpasa Numune Hastanesi Cocuk Hematoloji Birimleri (n=1), Sisli Etfal (n=7) ve
Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi (n=3) I¢ Hastaliklar1 Hematoloji Birimlerinden
T-ALL tanist almis 86 olguda gerceklestirildi. Calisma baslatiimadan 6nce 1.U. Capa
Tip Fakiiltesi Etik Kurul’undan onay alindi ve hasta onam formu imzalatildi. Hasta
materyali 1999-2008 yillar1 arasinda toplanmustir. Hastalarimizin n=75’ii pediatrik,
n=11’1 yetigkindir. Hastalarin immiin fenotiplerine gore ayrimi EGIL siniflamasina
uygun olarak yapilmistir (82). Hastalara ait klinik parametreler Tablo 3-1’de verilmistir.
Calisma 1.U. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii (DETAE) Genetik laboratuvarinda
yapilmistir.



3.1.2. T-ALL Hastalarmna Ait Klinik Parametreler

Calismaya dahil edilen hastalarin klinik durumlart Tablo 3-1°de gosterilmistir.

Tablo 3-1: T-ALL hastalarina ait klinik veriler.

Klinik Parametreler (n=86) Kigi Sayisi
Cinsiyet

Kadin 28

Erkek 58

Ortalama Yas

<16 (8,1 £ 4,2) 75

>16 (28 £ 9,1) 11
Tanida Lokosit

< 50X10° /L 37

> 50X10° /L 37
Bilinmeyen 12

T-Hucre imminfenotip

immature 32
Mature 18
Kortikal 17
Tanimlanamayan 19

Materyal Zamani

Tani 71
Relaps 4
Bilinmeyen 11
Lenf Adenopati
var 35
yok 51

Merkezi Sinir Sistemi Tutulumu

var 13

yok 73
Son Durum

Remisyon 23

Ex 40

Takip disi 23




3.1.3. Kimyasallar

B-Merkaptoethanol
Etil Alkol

Etidyum Bromiir
Bromfenol mavisi
Gliserol

Tris baz

Glasiyal asetik asit
EDTA

TEAA Buffer A
TEAA Buffer B
Syringe Wash Solution

Buffer D

3.1.4. PZR Materyali

GoTaq DNA polimeraz (10U/ul)
5X Colorless Flexi Buffer
25mM MgCl,

10mM dNTP miks

3.1.5. cDNA Sentez Materyali

5X RT Buffer
10 mM dNTP miks
DTT

RNaz inhibit6r (20U/ul)
Revers Transkriptaz (200 U/ pl)

Sigma, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, Almanya
Wave System

Wave System

Wave System

Wave System

Promega, USA
Promega, USA
Promega, USA

MBI Fermentas, Litvanya

MBI Fermentas, Litvanya
MBI Fermentas, Litvanya
MBI Fermentas, Litvanya

MBI Fermentas, Litvanya

MBI Fermentas, Litvanya

23
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Random primer MBI Fermentas, Litvanya

3.1.6. Kullanilan Cihazlar

Hassas terazi (Shimadzu)

Otomatik pipetler (Glison, Eppendorf)

Ceker ocak (Kermanlar)

Otoklav (Kermanlar)

Distile su cihaz1 (Millipore)

Buzdolab1 ve derin dondurucu (+4°C, -20°C, -80°C) (Argelik, Sanyo, Bosch,
Heraeus Sepatech)

Sogutmali santrifiij (Eppendorf)

Masa iistii mini santrifiij ( Hettich, Eppendorf)
CCD kamera- bilgisayar donanimi1 (BIO-RAD)
Elektroforez aleti (Stratagene)

Gii¢ kaynag (Stratagene)

PZR cihaz1 (Techne)

Vorteks (Kermanlar)

Flow kabin (Thermo Scientific)
Spektrofotometre (Nanodrop)

DHPLC (Wave System)

Qia-cube (Qiagen)

3.1.7. Kullamlan Tampon ve Cozeltiler

Etidyum Bromiir

Steril ddH2O ile 10mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi.
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Agaroz jel yiikleme tamponu (10ml)

10 ml steril ddH20 i¢inde %0,25 Bromfeol mavisi, %30 gliserol olacak sekilde

hazirlandi.
Tris-asetat EDTA-TAE (500 ml, 50X)

121 gr Tris baz, 28,5 ml glasiyal asetik asit, 50 ml EDTA 0,5M ddH20 ile 500

ml’ye tamamlanarak otoklavlandi ve oda 1sisinda saklandi.
Soliisyon D

10 ml EL (eritrosit lizis) ¢ozeltisi icinde 100 ul f-Mercaptoetanol eklendi.

3.2. Yontemler

T-ALL hastalarindan tanis sirasinda kan veya kemik iligi ornekleri toplandi.
Kan/kemik iligi materyallerinden Qiagen RNA izolasyon Kkiti ile iiretici firmanin
onerdigi metod dogrultusunda Qia-cube cihazi1 kullanilarak total RNA elde edildi
(Qiagen, Almanya). Bu orneklerden daha sonra cDNA sentezi yapildi. Bu cDNA’lar
kullanilarak, NOTCHI reseptoriiniin heterodimerizasyon ve PEST bolgesine spesifik
primerler ile Polimeraz zincir Reaksiyonu (PZR) yapildi. PZR &rnekleri uygun 1silarda
denatiire edici yiiksek performans sivi kromatografisine (dHPLC) yiiklenerek analiz
edildi. dHPLC’de degisiklik gosteren iiriinler ¢ift yonlii dizilendi. Dizilemeler CLC

work bench 3.6.1 (Danimarka) programi kullanilarak analiz edildi.

3.2.1. LoKosit izolasyonu

Eritrosit lysis (EL) tampon cozeltisi kullanilarak santrifiigasyon yontemi ile
kan/kemik iligi materyalinden 16kosit izole edildi. Lokosit pelleti 600ul Soliisyon D
icinde coziilerek, steril vidali kapakl tiipte -80°C’de saklandi.

3.2.2. RNA izolasyonu
600ul Soliisyon D icindeki 16kosit 6rneklerinden, standart kit protokoliine uygun

olarak Qia-cube cihazinda otomatize bir sekilde RNA izole edildi (Qiagen, Almanya).
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3.2.3. cDNA Sentezi
Spektrofotometre kullanilarak RNA o6rneklerinin kalitesi ve miktarlarn ol¢iildii.

Her 6rnek 10ul de 1pg RNA olacak sekilde sulandirildi. 1pl random primer eklenerek

70°C’de 10 dakika bekletildi. Daha sonra reaksiyon karigimi ilave edilmek iizere buza

alindi (Tablo 3-2).

Tablo 3-2: cDNA sentezinde kullanilan reaksiyon karisiminin kondiisyonlari.

Reaksiyon karisimi

5X RT Buffer 4ul X
10 mM dNTP mix Iul X
DTT (0,1M) 4ul X
RNaz inhibitor (20U/ul) Tul X

Revers Transkriptaz (200 U/ pl) Iul X

Toplam ul

Bu karisim, ilk karigim eklendikten sonra 37°C’de 1 saat ardindan da 70°C’de
10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.

3.24. PZR

NOTCHI  geninin daha o©nceki calismalarda mutasyon saptanan
heterodimerizasyon bolgesi (HDN, HDC) ve PEST bolgelerini amplifiye etmek igin
NM 017617 dizisi iizerinden “FastPCR” (Mikrosoft Visiual Studia 6.0, Visual Basic 6.0
SP6) primer dizayn programi kullanilarak forward ve reverse primer ciftleri dizayn
edildi (Tablo 3-3). Dizayn edilen primerlerin “BLAST” program ile Gen Bankasindaki

insana ait diger genlerdeki homolojisi arastirildi ve baska genlere uymadigi saptandi.



Tablo 3-3: HD-N, HD-C, PEST bélgelerinin cogaltilmasinda kullanilan primer dizileri.

Gen Primer Uriin
Bolgesi Primer Dizileri Boyu Boyu
HDN-1 F:5- ACTGTGACAGCCAGTGCAAC -3° 20
353 bp
R: 5’- GCCGTAGTAGGGGAAGATCA -3> 20
HDN-2 F:5-CAACAGCTCCTTCCACTT -3’ 18
297 bp
R: 5’- CACTGCCGGTTGTCAATCT -3’ 19
HDC F: 5°- AGATTGACAACCGGCAGTC -3’ 19
216 bp
R: 5’- CCACGAAGAACAGAAGCACA -3 20
PEST-1 F:5- CCTGTCCCAGATGATGAGCT -3’ 20
308bp
R: 5’- TCTCCTGGGGCAGAATAGTGT -3 21
PEST-2 F:5- CTGGCGGTGCACACTATTCT- 3’ 20
386bp
R:5’- ATCCACAGAGCGCACACAGA-3 20

27

T-ALL cDNA’lan kullanilarak, NOTCH1 geninin heterodimerizasyon ve PEST

bolgelerine spesifik primerler ile uygun kosullarda PZR yapildi (Tablo 3-4). PZR

ornekleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiiliip amplifikasyon varligi gosterildi.
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Tablo 3-4: HD ve PEST bdolgelerinin spesifik primerler ile yapilan PZR kosullari.

PZR Reaksiyon

Icerigi Miktar PZR Reaksiyon Kosullar1
HDN-1

ddH20 34,8 ul On denatiirasyon 95°C 5'
5X Buffer Spul Denatiirasyon 95°C 45"
MgCI2 2 ul Baglanma 60°C 45"
dNTP 2mM) Sul Uzama 72°C 1
Primerler (10pmol) 1 pl Tamamlanma 72°C 10’
Taq Polimeraz 0,2 ul Dongii sayist 40

cDNA 2 ul

HDN-2, HDC

ddH20 34,8 ul On denatiirasyon 95°C &'
5X Buffer Spul Denatiirasyon 95°C 45"
MgCl12 3ul Baglanma 56°C 45"
dNTP 2mM) Sul Uzama 72°C 1
Primerler (10pmol) 1 ul Tamamlanma 72°C 10’
Taq Polimeraz 0,2 ul Dongii sayist 40

cDNA 2 ul

PEST1-2

ddH20 34,8 ul On denatiirasyon 95°C 5§'
5X Buffer Spul Denatiirasyon 95°C 45"
MgCI2 3ul Baglanma 55°C 45"
dNTP (2mM) Sul Uzama 72°C 1
Primerler (10pmol) 1 pl Tamamlanma 72°C 10’
Taq Polimeraz 0,2 ul Dongii sayist 40

cDNA 2 ul

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Toplam 50ul voliimde gerceklestirilen PZR ile ¢ogaltilmis bolgenin kontrolii
amaci ile 10 pl 6rnek alinarak 6X agaroz yiikleme tamponu ile kanstirildi. %2’lik
agaroz jele 100bp DNA (Promega) marker ile yiliklenen PZR iiriinleri, 90 miliamper
akimda yaklasik 30dk. yiiriitiildii. UV 151k altinda CCD kamera ile goriiniiler bilgisayara
aktarildr.
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3.2.5.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

%?2 konsantrasyonda agaroz jel hazirlanmasi i¢in 1gr. Agaroz tartilarak 50 ml
1X TAE soliisyonu iginde bir beherde ¢oziindiiriildii. Karistm mikrodalga firinda
homojenize olana kadar kaynatildi. Takiben 56°C’ye kadar sogutularak icerisine
10mg/ml stok olarak hazirlanmis etidyum bromiir solisyonundan 1ul ceker ocak altinda
eklendi. S1vi haldeki agaroz elektroforez tepsisine dokiildii. Taraklar yerlestirildi ve
jelin donmasi icin beklendi. Tepsi 1X TAE soliisyonu iceren yatay elektroforez tankina

yerlestirildi.

3.2.6. DHPLC

WAVE kolon-tabanh bir formatta 6zel bir yiiksek-coziiniirliikte DNA ve RNA
analiz sistemidir. Baslica uygulama alanlar genetik mutasyonlarin goriintiilenmesi ve
tespitini, mikrobiyal, farmasotik, biyoteknoloji, adli tip, bitki ve hayvan

aragtirmalarindaki yeni yontemleri kapsamaktadir (80).

DHPLC (denatiire edici yiiksek performans sivi kromatografisi) metodundan
yararlanarak 6nceden tanimlanmis genleri, bilinen ve bilinmeyen genetik varyasyonlar
ve mutasyonlar1 i¢in analiz eder. Genlerdeki mutasyonlart dHPLC sistemiyle taramak,
komplementer ipliklerin DNA c¢ift heliksini olusturmak i¢in spesifik baglanmasina
dayanir. Eger gende tek niikleotidlik bir mutasyon olusursa dahi, iki homodupleks ve iki
heterodupleks olusur ve baglanma daha gevsektir. DNA c¢ift sarmalin1 denatiire etmek
i¢in yiiksek sicakliklar kullanilabilir. Eger bir mutasyon olusursa, heterodupleksin erime
1s1s1, homodupleksinkinden daha diisiik olacaktir. DHPLC de UV deteksiyon i¢in UV
lambasi kullanilmaktadir. Kismen erimis DNA, mutasyon igermeyen erimemis DNA
homodupleksinden daha erken denatiire olacagindan kolondan daha erken gecgecektir.
Boylece analiz sirasinda, homodupleks pikinden daha erken donemde baska bir pikin
gozlenecektir (81). DHPLC sisteminin dizilemeden 6nce kullanilmasi hem maliyeti
diisiirmesinden hemde uygulanim ve analiz kolayligindan dolayr mutasyon ve SNP

taramalarinda avantaj saglamaktadir (82) .

%?2’lik jelde amplifikasyonu gosterilen 6rnekler, NOTCH1 amplikonlarina gére
belirlenmis olan 1silarda dHPLC’ye yiiklendi (Tablo 3-5). Bu yiikleme sirasinda her
enjeksiyon basina 6rneklerden 8 pl kullanildi. Bu calismada 6rneklerin yam sira 2 adet

standart (low ve high standartlar) ve her amplikon i¢in mutant olmadigim bildigimiz 2
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ornek kullanildi. dHPLC’de o6rnek analizler bu standart ve kontrol orneklerine gore

yapildi. Farklilik arz eden hasta ornekleri ¢ift yonli dizilemeye gonderildi.

Tablo 3-5: dHPLC’de HD ve PEST amplikonlarina spesifik 1silar.

Gen Bolgesi Ik Ist

Ikinci Ist

HDN-1 64 °C
HDN-2 64,8 °C
HDC 65,5 °C
PEST-1 64 °C
PEST-2 64,8 °C

66,3 °C
67 °C
66,7 °C
66 °C
65,2 °C

3.2.7. Dizileme Analizi

DHPLC’de farklilik gosteren ornekler icin dizileme ve purifikasyon hizmetleri

ticari firma aracilign ile alindi. Dizileme sonuclarina online olarak ulasildi ve CLC

workbench 3.6.1 (Danimarka) programi kullanilarak analiz edildi.

3.2.8. istatistik Analiz

T-ALL hastalarina ait degiskenler (mutasyon varligi ve tiim klinik parametreler)

Fisher’s exact test ile analiz edildi. Gruplar (immiinfenotip gruplar1) ve klinik

parametreler (cinsiyet, yas vb.) arasindaki korelasyonlar regresyon analizi ile belirlendi.

Sag kalim analizleri Kaplan-Meier metodu ile belirlendi ve gruplar arasindaki

farkliliklar1 belirlemek icin Cox Regresyon testi kullanildi. Analizler SPSS 10.0

yazilim kullanilarak yapildi. P degerleri cift tarafli olarak alind1 ve p<0,05 istatistiksel

olarak anlamlilig ifade etmektedir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, 28 kadin, 58 erkek olmak iizere toplam 86 T-ALL hastas
NOTCHI] geninin yaygin mutasyon bolgeleri olan heterodimerizasyon (ekzon 26-27) ve
Pest (ekzon 34) domain mutasyonlar1 agisindan incelendi. PZR ile ¢ogaltilan bolgeler
uygun 1silarda dHPLC’ye yiiklenerek analiz edildi. dHPLC’de farklilik gosteren
ornekler cift yonlii dizilemeye gonderilerek degerlendirildi. Cift yonli dizileme
sonucunda 86 T-ALL hastasinin 21’inde (%24) mutasyon goriildii. Bu mutasyonlarin
13’4 ( %15) sadece heterodimerizasyon (HD) bolgesinde, 6 tanesi sadece (%7) PEST
bolgesinde, 2 ‘si (%2) hem HD hem de PEST bolgelerinde goriildii (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: T-ALL hastalarinda, NOTCH1 HD ve PEST domain mutasyonlarinin dagilima.

75 Gocuk 11 yetigkin
Hastada hastada
mutasyon sayl  mutasyon sayi

Herhangi bir domainde mutasyon (% toplam

kohort) 18 3
Sadece HD 11 15% 2 19%
Sadece PEST domaininde 5 7% 1 8%
HD+PEST 2 3%

HD-N ( bitiin HD-N mutasyonlarinin %) 10 2
Lésinden proline 4 40% 2 100%
Diger nokta mutasyonlari 6 60%

HD-C (bittin HD-C mutasyonlarinin %) 3

Nokta mutasyonlari 1

insersiyon ve/veya delesyonlar 3 100%

PEST (bitin PEST mutasyonlarinin %) 7 1
Stop kodon olusturan nokta mutasyonlari 2 29% 1 100%
insersiyon ve/veya delesyonlar 3 43%

Lésinden proline 2 29%

Tespit edilen biitiin NOTCHI mutasyonlar ve varyasyon tipleri Tablo 4-2’de ve
Tablo 4-3’de bildirilmektedir.
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Tablo 4-2:T-ALL hastalarinda NOTCH 1 heterodimerizasyon bolgesi icin saptanan
mutasyon ve diger varyasyonlar.

Domain ;I(a)lsta Simif Mut. Tipi Amino asit degisimi x;:ifgﬁn

HD-N T24 NM 4665 C>T, 4757 T>C C1555C, L1586P T
T62 NM 4681 G>A DI1561N B
T70 NM 4724 T>C L1575P T
T92 NM 4724T>C L1575P T
T97 NM 4724T>C L1575P T
T28 NM 4757 T>C L1586P T
T13 NM 4796 G>C R1599P T
T27 NM 4796 G>C R1599P T
T39 NM 4796 G>C R1599P T
T77 NM 4796 G>C R1599P T
T10 NM 4802 T>C L1601 P T
T73 NM 4824 G>T K1608N T

HD-C T2 fins 5082_5083 insT, 5093_5094 insT 16940>1798*stop B
T41 Ins 5082_5083 insT, 5093_5094 insT 16940>1798*stop B
T53 NM, Ins 5064 G>T, 5072 C>T, 5082 ins 5083 Q1688D, SI691L, B

16940>1720*stop

T3 NM 5097 C>T 1699 SNP
T12 NM 5097 C>T 1699 SNP
T18 NM 5097 C>T 1699 SNP
T22 NM 5097 C>T 1699 SNP
T27 NM 5097 C>T 1699 SNP
T28 NM 5097 C>T 1699 SNP
T30 NM 5097 C>T 1699 SNP
T32 NM 5097 C>T 1699 SNP
T35 NM 5097 C>T 1699 SNP
T38 NM 5097 C>T 1699 SNP
T47 NM 5097 C>T 1699 SNP
T51 NM 5097 C>T 1699 SNP
T55 NM 5097 C>T 1699 SNP
T68 NM 5097 C>T 1699 SNP
T71 NM 5097 C>T 1699 SNP
T73 NM 5097 C>T 1699 SNP
T74 NM 5097 C>T 1699 SNP
T77 NM 5097 C>T 1699 SNP
T80 NM 5097 C>T 1699 SNP
T85 NM 5097 C>T 1699 SNP
T88 NM 5097 C>T 1699 SNP
T92 NM 5097 C>T 1699 SNP
T97 NM 5097 C>T 1699 SNP

T, daha dnceden tanimlanmis olan mutasyonlar: ve varyasyonlar; B, bilinmeyen varyasyonlar; SNP, tek niikleotid

polimorfizimi; NM, nokta mutasyonu; Ins, insersiyon.
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Tablo 4-3:T-ALL hastalarinda PEST domaini icin NOTCH1 mutasyon ve varyasyonlari.

Domain ;I(z:sta Smuf Mut. Tipi Amino asit degisimi a/llll(litl?'fr};:n
PEST T60 NM 7126 A>T T2376F B
7318 A>G, 7320_7321 ins,dup AGGGG,

T73 NM, ins,dup 7321_7322 ins TCCCTCTGA, 7329 C>A, 2440S>2446*stop B
7359 G>A, 7364 C>A

T84 NM 7180 C>T Q2394 *stop B

T92 NM 7195 C>T Q2399 *stop T

T81 Ins, NM 7331_7332 ins GAGCTTCG, 7357 G>C  2444V>2561*stop B
7335_7336 insA, 7336_7337 insATG,

T95 Ins, NM 7338_7339 insGGCC, 7354 CC>TG 7355, 2445Q>2479*stop B
7378 C>A

T89 NM 7378 C>T Q2460 *stop T

T74 NM 7553 C>T P2518L B

T, daha &nceden tanimlanmis olan mutasyonlar1 ve varyasyonlar; B, bilinmeyen varyasyonlar; SNP, tek niikleotid

polimorfizimi; NM, nokta mutasyonu; ins, insersiyon; dup, duplikasyon.

Tanmimlanan mutasyonlara ait dizi analizi ve dHPLC diagramlar1 Sekil 4-1°den

Sekil 4-17’ye kadar gosterilmektedir.

A B C D

TeCcGA TGCGA

HD-N  WT T24 4665 C=T, C1555C  WT

Sekil 4-1: T24’nin HD-N domaininde C1555C varyasyonu.

A, HD-N bolgesi i¢in normal tip dHPLC pik paterni; B, T24 i¢in mutant dHPLC pik paterni; C, mutant T24 dizileme

sonucu; D, 4665 niikleotidin normal tip bulundugu dizileme sonucu.
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A B C D
N TGHRAC TGGAC
[
x'ﬁ'-, M\ .e'll l' N
',«“'i’ | 5 e | | |
HD-N WT Te2 4681 G=A, DIS6IN

Sekil 4-2: T62’nin HD-N domaininde D1561N varyasyonu.
A, HD-N bolgesi i¢in normal tip dHPLC pik paterni; B, T62 i¢in mutant dHPLC pik paterni; C, mutant T62 dizileme

sonucu; D, 4681 niikleotidin normal tip bulundugu dizileme sonucu.

GCEGGE GCTGG

A\ v i

HD-MN WT T70, T92, T97 4724 T=C, L1575P

Sekil 4-3: T70, T92, T97’nin HD-N domaininde L1575P mutasyonu (68).
A, HD-N bolgesi i¢in normal tip dHPLC pik paterni; B, T70, T92, T97 i¢in mutant dHPLC pik paterni; C, mutant

T70, T92, T97 dizileme sonucu; D, 4724 niikleotidin normal tip bulundugu dizileme sonucu
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f\ GCEGC

GCTGC

'}
||I II
."I. l'. n ! ll
’ '-‘I '|I | .-'III |
A o |
e e L7
HD-N WT T24, T28

4757 T=C, L1538aP

WT

Sekil 4-4: T24, T28’in HD-N domaininde L1586P mutasyonu (69).

A, HD-N bolgesi i¢in normal tip dHPLC pik paterni; B, T24, T28 i¢in mutant dHPLC pik paterni; C, mutant T24,
T28 dizileme sonucu; D, 4757 niikleotidin normal tip bulundugu dizileme sonucu.

A B C D
1 'II
1l ccecg CCGCG
i
L3N [ |
r bt I'. !
HD-N WT T13, T27, T39, T77 4796G>C, R1599P WT

Sekil 4-5: T13, T27, T39, T77’nin HD-N domaininde R1599P mutasyonu (69).

A, HD-N bolgesi i¢in normal tip dHPLC pik paterni; B, T13, T27, T39, T77 i¢in mutant dHPLC pik paterni; C,
mutant T13, T27, T39, T77 dizileme sonucu; D, 4796 niikleotidin normal tip bulundugu dizileme sonucu.



) GCEGC GCTGC
M)

HD-NWT TiO

4802 T=C, L1601P

Sekil 4-6: T10’un HD-N domaininde L1601P mutasyonu (69).

A, HD-N bolgesi i¢in normal tip dHPLC pik paterni; B, T10 i¢cin mutant dHPLC pik paterni; C, mutant T10 dizileme
sonucu; D, 4802 niikleotidin normal tip bulundugu dizileme sonucu.

A B C D
I‘II
hﬂ AAiCG AAGCG
|.I . | I r
Iy |
o \ J I\
_o"-..-l- " I|
HD-N WT T73 4824 G=T, K1608N WT
Sekil 4-7: T73’iin HD-N domaininde K1608N mutasyonu (69).

A, HD-N bolgesi igin normal tip dHPLC pik paterni; B, T73 i¢in mutant dHPLC pik paterni; C, mutant T73 dizileme
sonucu; D, 4824 niikleotidin normal tip bulundugu dizileme sonucu.
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I I TCTFCA TTCCAG
| 11 .

I I
{
ll

HD-CWT T2, T41,T53 5082 S0B3 insT, (16948 wWT

[ I ACTCG CACCG#

HD-CWT T2, T41,T53 50935094 insT WT

Sekil 4-8: T2, T41, T53’iin HD-C domaininde Q1694S ve 1694Q>1798*stop varyasyonlari.

A, HD-C bélgesi i¢in normal tip dHPLC pik paterni; B, T2, T41, T53 i¢in mutant dHPLC pik paterni; C, mutant T2,

T41, T53 dizileme sonucu; D, bu bdlge igin normal tip dizileme sonucu.



B
[
I
l
l |
J II —_ s
HID-C T53

5064 G=T, Q16880 WT

HD-C

T33 5072 C=T, S1691L

Sekil 4-9: T53’iin HD-C domaininde Q1688D ve S1691L varyasyonlari.

A, HD-C bolgesi i¢in normal tip dHPLC pik paterni; B, T53 i¢in mutant dHPLC pik paterni; C, mutant T53 dizileme
sonucu; D, bu bolge i¢in normal tip dizileme sonucu.

CCNCC CCACC

T126 A>T, T23T76F

Sekil 4-10: T60’1n PEST domaininde T2376F varyasyonu.

A, PEST bolgesi i¢in normal tip dHPLC pik paterni; B, T60 i¢in mutant dHPLC pik paterni; C, mutant T60 dizileme
sonucu; D, bu bolge i¢in normal tip dizileme sonucu.



P

PESTWT

GAGCCGAGCCAGGCAGACGTGCAGCCACTOGGCCCCAGCAGT CTG-\.-CG-J-TG““P.L‘-’L“T#T‘{»TGC CCCAGGAGA

cacccajcimge r-:l:-:-ﬂ-:iﬂamcrclx T RS O I T o I < DR

TIBA=G 7320 T321ins,dupAGGGG,7321 7322 ing TCCCTCTGA, 7329 C=A, 7359 -(,:‘:--,ﬂh1 Tiod A,
2440582446 % s1t0p

Sekil 4-11: T73’iin PEST domaininde 2440S>2446*stop varyasyonu.
Ust kisimdaki ilk grafik PEST bolgesi icin normal tip dHPLC pik paternini; ikincisi T73 icin mutant dHPLC pik

paternini; birinci dizileme sonucu normal tip diziyi, en alttaki dizileme sonucu mutant T73 dizileme sonucunu ifade

etmektedir.
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PEST WT T84 TIBOC=T,02394*stop WT

Sekil 4-12: T84’iin PEST domaininde Q2394*stop varyasyonu.

A, PEST bolgesi i¢in normal tip dHPLC pik paterni; B, T84 i¢cin mutant dHPLC pik paterni; C, mutant T84 dizileme

sonucu; D, bu bolge i¢in normal tip dizileme sonucu.

A B C D
f\
[
[ =il TGCAG
I| I il I. I
/ i ;J.-"I I",I | il II f II|
—— _ \ 2 A W I.I | |II
PESTWT Ta2 WT

Sekil 4-13: T92’nin PEST domaininde Q2399*stop mutasyonu (41).

A, PEST bolgesi i¢in normal tip dHPLC pik paterni; B, T92 i¢in mutant dHPLC pik paterni; C, mutant T92 dizileme

sonucu; D, bu bolge i¢in normal tip dizileme sonucu.



.Jafgfﬂ

FESTWT T&l1

GnGLCGAGEC GGEAGAEGIGCLGCCACTGGGECCCA EnGECTGGCfﬂTGCﬂEACTATTCTGCEECAG lﬂﬁ
L y

T331 T332 ins GAGCTTOG, 7357 GO, 24442561 stop

Sekil 4-14: T81’in PEST domaininde 2444V >2561*stop varyasyonu.

Ust kisimdaki ilk grafik PEST bolgesi igin normal tip dHPLC pik paternini; ikincisi T81 i¢in mutant dHPLC pik
paternini; birinci dizileme sonucu normal tip diziyi, en alttaki dizileme sonucu mutant T81 dizileme sonucunu ifade

etmektedir.
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PESTWT 95

G.ﬁ.G cC GAGCCAuGC nGACGT GCAGCCACTGGOCCCCAGCAGCCTGGCGGTGCACACTATTCTGCCCC ﬁGGAGPn

'335 T336insd, 7336 T33THeATG, 7338 7330 insGGCC, 7354 OCSTG T35S, 7378 A,
24450524T0%smp

Sekil 4-15: T95’in PEST domaininde 2445Q>2479*stop varyasyonu.

Ust kisimdaki ilk grafik PEST bolgesi igin normal tip dHPLC pik paternini; ikincisi T95 i¢in mutant dHPLC pik

paternini; birinci dizileme sonucu normal tip diziyi, en alttaki dizileme sonucu mutant T95 dizileme sonucunu ifade

etmektedir.
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e

PESTWT T39 7378 C-T,()2460%stop

Sekil 4-16: T89’un PEST domaininde Q2460*stop mutasyonu (41).

A, PEST bolgesi i¢in normal tip dHPLC pik paterni; B, T89 i¢in mutant dHPLC pik paterni; C, mutant T89 dizileme

sonucu; D, bu bolge i¢in normal tip dizileme sonucu.

sl

PESTWT T74 7333 C>T P2518L WT

Sekil 4-17: T74’iin PEST domaininde P2518L varyasyonu.

A, PEST bolgesi i¢in normal tip dHPLC pik paterni; B, T74 i¢in mutant dHPLC pik paterni; C, mutant T74 dizileme

sonucu; D, bu bolge i¢in normal tip dizileme sonucu.

HD domaini mutasyonlarint (n=13) nokta mutasyonlar1 ve (n=3) insersiyonlar
olusturmaktadir. PEST domaini, stop kodonuna yol acan (n=3) nokta mutasyonu, (n=2)
16sinden proline doniisiime sebep olan nokta mutasyonu ve (n=3) insersiyon/delesyon

mutasyonu icermektedir. HD domain mutasyonlarindan ¢ogu (n=12) HD-N domaininde
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lokalize olmakla beraber, 3 hastada mutasyon HD-C bolgesinde bulunmaktadir. HD-N
mutasyonlart yaygin mutasyon bolgeleri icinde 1554-1610 amino asitleri arasinda
bulunmaktadir (Tablo 4-4). Bunlardan 11 adeti bilinen mutasyonlar arasinda olup
sadece bir yeni varyasyon goriilmiistir. HD-N domain mutasyonlarindan 9 tanesi
(L1586P, L1575P, R1599P) tip 1B mutasyon tipindedir ve heterodimerizasyon
bolgesinin instabilitesini arttirirlar. ki hasta ise (L1601P, K1608N) heterodimer

birlesimini bozan tip 1A mutasyonlarina sahiptir.

Tablo 4-4: NOTCH1 heterodimerizasyon N-terminal domin mutasyonlari.

Heterodimerizasyon N-terminal (HD-N)

1554 ECEWDGLDCAEHVPERLAAGTLVVVVLMPPEQLRNSSFHFLRELSRVLHTNVVFKRD 1610
T62 --————- N

HD-C domain mutasyonlar1 1680-1737 amino asitleri arasinda yer almaktadir
(Tablo 4-5). Nokta mutasyonlar1 ve cerceve kaymasina yol acan T niikleotid

insersiyonlart goriilmiistiir.

Tablo 4-5: NOTCH1 heterodimerizasyon C-terminal domain mutasyonlari.

Heterodimerizasyon domaini (HD-C)

1681 IDNRQCVQASSQCFQSATDVAAFLGALASLGSLNIPYKIEAVQSETVEPPPPAQLHF 1737
53 ————- D--L---VGCVCRRTRCLPDPDPEPSHRPGCPHA* STOP

7 @ SECHSTWPHSWERSPRWAASTSPTRSRPCRVRPWSRPRRRSCT

7 - SECHSTWPHSWERSPRWAASTSPTRSRPCRVRPWSRPRRRSCT

Pest mutasyonlar1 2375-2571 amino asitleri arasinda yer almaktadir (Tablo 4-6).

Bu bolgede nokta mutasyonlarimin yami sira insersiyon ve duplikasyonlar tespit
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edilmistir. PEST domaini i¢in hastalarimizdan ikisi bilinen mutasyon, altis1 daha

onceden tanimlanmamis varyasyonlar tasimaktadir.

Tablo 4-6: NOTCH1 PEST domain mutasyonlari.

PEST domaini

237
5 ATQPHLVQTQQVQOPONLOMQOONLQPANIQQQQOSLOPPPPPPQPHLGVSSAASGHLG

TOO  —F o

192 - *STOP

243

PEST domaini

243
7 GEPSQADVQPLGPSSLAVHTILPQESPALPTSLPSSLVPPVTAAQFLTPPSQHSYSSP

T73 —--GGEGSL*STOP

T81 ——————— GASCSHWAPAACRCTLFCQQESPALPTSLPSSLVPPVTAAQFLTPPSQHSY
T95 ———-———- TCGHWAPAVWRCTLFCHRRAPPCPRRCHPRWSHP * STOP

m’ —— *STOP

259

PEST domaini

251
4 SPVDNTPSHQLQVPEHPFLTPSPESPDQWSSSSPHSNVSDWSEGVSSPPTSMQSQIAR

174  —————- ettt ettt

257

Yetigkin ve pediatrik T-ALL hastalari, mutasyon sikliklar1 acisindan

karsilagtirildiklarinda anlamli bir farklilik gézlenmedi (p=1,000). Tan1 zamanm lokosit

diizeyleri ile mutasyon sikliklar1 karsilastirildiginda, mutasyonlu hastalarin 16kosit

diizeylerinin, mutasyon icermeyen hastalarin 16kosit degerlerinden anlamli sekilde

diisiitk oldugu tesbit edildi (p=0,035). Hastalarin son durumlar1 (6liim/sag kalim) goz

Oniine alindiginda, remisyon ve sag kalim ile mutasyon varligi, yoklugu arasinda

anlamhi bir iliski goziikkmese de remisyonda olup NOTCHI mutasyonu tasiyan

hastalarin sayist (n=13), 6len hastalarin sayisindan (n=4) yiiksektir (p=0,247) (Tablo 4-

7).
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Tablo 4-7: T-ALL hastalarinin klinik ve immiinolojik karakterlerinin NOTCH1
mutasyonlari acisindan degerlendirilmesi.

Notch1 Mutasyonu

Hasta Karakteristigi Pozitif, n (%) Negatif, n (%) p (%)
Cinsiyet 0,447
Kadin 8 (29,6) 19 (70,4)
Erkek 13 (22) 46  (78)
Ortalama Yas 1,000
<16 17 (23,9) 54  (76,1)
>16 3 (27,3 8 (72,7
Tanida Lokosit 0,035
< 50X10°/L 13 (35,1) 24 (64,9)
> 50X10° /L 5 (13,9) 31 (86,1)
T-Hucre imminfenotip
immature 6 (18,8 26 (81,3) 0,757
Mature 5 (27,8) 13 (72,2)
Kortikal 4 (23,5 13 (76,5)
Materyal Zamani 1,000
Tani 17 (24,3) 53  (75,7)
Relaps 1 (20) 4 (80)
Lenf Adenopati
var 7 (20) 28  (80) 0,429
yok 14 (27,5) 37 (725)
Merkezi Sinir Sistemi Tutulumu 0,201
var 5  (38,5) 8 (61,5
yok 16 (21,9) 57  (78,1)
Son Durum
Remisyon 13 (32,5) 27  (67,5) 0,247
Ex 4 (17,4 19  (82,6)

Immunfenotipik bulgularina gére immatur dénem (n=32), kortikal dénem
(n=17) ve matur dénem (n=18) olarak guruplandirilan (EGIL siniflamasina gore) T-
ALL hastalari, mutasyon varligi/yoklugu acisindan degerlendirildiginde, guruplar

arasinda anlaml bir farklilik olmadigr goriildii (p=0,757).
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Bilinen klinik parametrelerle mutasyon varligi yoklugu arasinda anlamli bir
korelasyon belirlenmedi. Yasayan hastalardaki ortanca takip siire 11.8 ay (aralik 1-
124.3 ay) dir. Kaplan-Meier egrilerinin mutasyon varligi ve sag kalima gore
karsilagtirilmas1 sonucu yasam dagilimlan onemli diizeyde farklilik gostermemektedir.

P= 10,329 (%95 C10,20-1,7) (Sekil 4-18).

Kaplan-Meier survival estimates
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Sekil 4-18: Hastalarin mutasyon varligi ve son durumlarina (6lii-sag) gore Kaplan-Meier
yasam analizi sonuclari. Mut=0, mutasyon yoklugu, mut=1, mutasyon varhgim
gostermektedir.
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5. TARTISMA

Cok sayidaki farkli genin kromozomal translokasyonlarla aktivitelerinin
bozulmasi ve immatur timositlerin onkogenik transformasyonu, T-ALL patogenezini
olusturmaktadir (79). Son yillarda yapilan aragtirmalar, artmis NOTCH sinyalinin T-
ALL patogenezinde 6nemli role sahip oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle de
NOTCHI mutasyonlarinin T-ALL hastalariin ~%50’sinde goriilmesi bu geni hedef

tedaviler a¢isindan 6nemli kilmaktadir (68).

Arastirmamizda ulastigimiz NOTCHI mutasyon siklig1 %24’tiir. Bu ise onceden
yapilmis calismalarda bildirilen mutasyon sikliklarindan (Weng ve arkadaslart %50,
Grotel ve arkadaslar1 %57, Breit ve arkadaslar1 %52, Lee ve arkadaslar1 %48,5, Zhu ve
arkadaslar1 %37 olarak bildirmislerdir) olduk¢a diisiikk bulundu (68). Bunun yanisira, ilk
defa bu calismada bildirilen yeni varyasyonlar tespit edildi. Bu iki bulgu ilk bakista,
Tiirk toplumunun barindirdig1 genetik varyasyonlar agisindan diger toplumlardan farkli
ozellikler tagtyabilecegini diisiindiirmektedir. Sonuglarin daha iyi yorumlanabilmesi i¢in
daha yiiksek sayida hasta guruplan ile kapsamli epidemiyolojik ¢alismalarin yapilmasi

gerekmektedir.

NOTCH]I gen mutasyonlarn siklikla HD ve PEST domainlerinde saptanmuistir.
Bu domainlerdeki mutasyonlarin, NOTCH1 bagimli sinyal iletisinin aktivasyonuna
sebep oldugu bildirilmistir (68). T-ALL hastalarimizdan ikisinde, tip 1A mutasyon
(L1601P, K1608N) varligi gozlendi. Tip 1A mutasyonlari, S2 kirpilma bolgesinin
ligand bagimsiz olarak ADAM-metalloproteazlar tarafindan kirpilmasina sebep olur.
Bunun sonucunda, spontan olarak NOTCHI1 ekstraselliiler (NEC) initesi ile NOTCHI1
transmembran (N™™) pargasi birbirinden ayrilir (72). Dokuz T-ALL hastasinda ise tiplB
mutasyonu (L1586P, L1575P, R1599P) belirlendi. Tip 1B mutasyonlar1 da tip 1A gibi
NOTCHI1 heterodimer stabilitesini bozarlar. Fakat bu etki sadece denatiiranlarin
varhginda aciga c¢ikar. Bunun gibi mutasyonlar, N®“nin yavas ve kendiliginden
bagimsiz hale gelmesine neden olurlar. N*¢ ve N™ iliskisinin kopmasi, HD domainin
dinamik hale gecmesini saglar ve boylece metalloproteazlarin S2 kirpilma bolgesine
ulagmalar1 kolaylasir. Bu da ICN1’in bozulmus iiretimi ile sonuglanir. Altim1 ¢izmek
gerekirse, aktif olan HD domain mutasyonlarinin hepsi NOTCHI1 sinyalini ligand

bagimsiz olarak aktive eder (70). HD domain mutasyonu tasiyan hastalarimizdan iigii,
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en sik gorilen HD domain mutasyonu olan L1575P ve bir hastamiz L1601P
mutasyonunu tagimakta idi. Bu iki tip mutasyonun énemi NOTCHI1 sinyalini y-sekretaz
bagiml olarak uyarmalaridir (4). Solid timorlerden farkli olarak 16semi hiicreleri, kan
akimi yardimi ile hiicre otonom biiyiime sinyalleri dogrultusunda farkli organ ve
dokulara infiltre olabilir. HD mutasyonlar1 nedeniyle NOTCHI1 sinyalinin hiicre otonom
aktivasyonu T-ALL’yi bircok yoldan tetikleyebilir. NOTCH1 sinyali normalde, lenfoid
onciillerinde T-hiicre gelisimini uyarmak icin ¢ok zayiftir. Kemik iligi Onciillerinde
NOTCH1 HD domain mutasyonlari, hiicreleri T-hiicre yoniinde farklilasmaya iterler
(83). Boylece kemik iliginde yeni genetik 6zellikler kazanma riski yiiksek olan, T-ALL
gelisimi gosterebilecek bir T-hiicre havuzu olusur. Bu da T-ALL’nin her zaman timik
gelisim  gostermeyip kemik iligi kokenli hiicrelerce de gelistirilebilmesini
aciklamaktadir (83). Bunun yaninda, timus NOTCH ligandlarini eksprese eden stromal
hiicrelerce zengindir. NOTCHI mutasyonlarinin fonksiyonel olmasi timus kokenli T-

ALL’nin timus dis1 bolgelere yayilmasinda 6nemli olabilir (51, 84-86).

HD domaininin yan1 sira, NOTCHI geninin 3’ terminal bolgesindeki anlamsiz
(“nonsense”) ve cerceve kaymasi mutasyonlart sonucunda, NOTCHI1 proteininin
karboksi terminal bolgesinden kirpilmasimi beklemekteyiz. NOTCH1’in C-terminal
kism1 PEST domainini icermektedir. Bu domain, protein yapimi ve yikimi ile iliskili
motifleri kapsamaktadir. PEST domainindeki bolgesel delesyonlar normalde yar1 dmrii
olduk¢a diisiik olan proteinin kararliligini arttirir ve NOTCHI1 sinyalinin artmis
aktivitesine sebep olur. Hastalarnmizdan yedisi “stop kodon” olusumuna sebep olan
cerceve i¢ci nokta mutasyonlarina sahiptiler. Bu mutasyonlardan ikisi (Q2399stop,
Q2460 stop) daha oOnceden tanimlanmis mutasyonlardir. PEST bolgesi igin
hastalarimizin altisinda daha 6nce tanimlanmamis varyasyonlar belirlendi. Buldugumuz
yeni varyasyonlar karakteristik agcidan daha once tanimlanan mutasyonlara parallellik
gosterse de, fonksiyonel olarak incelenmeleri gerekmektedir. Yeni PEST domain
mutasyonlari, protein stabilitesinin kontroliinii saglayan fonksiyonel C-terminal amino

asit dizilerini degistirerek fonksiyon kazanimina yol agabilir (87).

Hastalarin karakteristik 6zelliklerini (yas, cinsiyet vb.) mutasyon varligi yoklugu
ile kargilagtirdigimizda 16kosit sayist disinda mutasyonlarin hasta kriterlerinden

bagimsiz olarak var oldugu goriildii. Hastalardaki azalmis 16kosit sayisi ile mutasyon
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varligi arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,035). Diisiik

l16kosit degerleri iyi prognoz ile iliskilidir (2).

ALL vakalarinda risk bagimlhi kisisel tedavilerin uygulanmaya baslanmasi
modern klinik onkolojide kismen basarilmistir (2). Prekiirsor B-hiicreli ALL’lerde,
cesitli kromozom anomalileri ve MLL/AF4, BCR/ABL, E2A/PBXI1 veya TEL/AMLI
flizyon transkriptleri son donem tedavi protokollerinin risk algoritmalarinin
icerisindedir. Cocukluk cagi T-ALL’lerde ise risk bagimh tedavi uygulamalar tedaviye
cevap parametrelerine (MRD kinetigi ve prednison yanit1) dayahdir. Ancak, hali hazirda
erken donem cevap ve sag kalim ile iligkili giivenilir genetik belirtecler mevcut degildir.
Az sayida hasta ile yapilan calismalarda HOXI1, TALI ve LYL genlerinin artmisg
ekspresyonlart tedaviye yanit ile iliskilendirilmistir (31, 91). Bu c¢alismalar
dogrultusunda ilerleyen zamanlarda gen ekspresyon profilleri prognostik belirtegler
olarak kullanilabilir (92). Erken déonem ALL-BFM, COALL ve POG protokollerinde
kortikal T-hiicre immiinfenotipi, diger immiinfenotiplerle karsilastirildiginda tedaviye
iyi yamt ile iligkili bulunmustur (93-96). Daha oOnce yapilan birka¢ caligmada,
NOTCH Imutasyonlarinin, mutasyon tiplerinden bagimsiz olarak, 6zellikle de ¢cocukluk
cag1 T-ALL’lerde erken donem tedaviye yanit ve tedaviye bagimli uzun siireli sag kalim
ile iligkili bulunmustur. (87, 90). Calismamizda, sag kalim ve mutasyon analizleri
sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilmedi. Ancak mutasyonlu
hastalarin immiinfenotip, yas ve cinsiyetten bagimsiz olarak sag kalim oraninin

mutasyon tagimayanlara gore daha yiiksek oldugu goriildii.

E2A-PBX veya c-myc transgenik farelerde Notchl mutasyonlart T-ALL
olusumuna eslik etmektedir (75, 97). Fare modellerinde Notchl’in diger onkogenlerle
birlikte ekspresyonun goriilmesi, NOTCH1 eksprese eden, hematopoietik hiicre
onciillerindeki NOTCHI mutasyonlarinin, farkli yolaklarla iliski i¢cinde olmasina isaret
etmektedir. Bunun sonucunda T-ALL alt gruplarinda (immatiir-kortikal ve matur)
NOTCH aktivasyonu farkli yolaklardaki aktivasyonlarla birlikte karsimiza ¢ikmaktadir.
NOTCH1 yolagindaki bozukluklar komsu hiicreleri T-hiicre gelisimi yo&niinde
tetikleyecektir. Transkripsiyon faktorlerinin artmis ekspresyonu gibi lokomogenik

olaylar sonucunda da bu hiicrelerde T-ALL gelisimi gozlenmistir (90).

NOTCHI1 sinyalinde yiiksek sikliktaki NOTCHI mutasyonlari merkezi role
sahiptir. NOTCHI mutasyonlarinin B-hiicreli ALL’de goriilmemesi, AML’de ise nadir
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goriilmesi bu yolagin T-ALL’deki 6nemini vurgulamaktadir (87). T-ALL’nin yani sira
NOTCH  sinyalinin  bozulmus aktivasyonuna bir¢ok kanser ve anomalide
rastlanmaktadir. Aort kalp kapak anomalileri (98), Alzheimer hastaligi (37), pankreas
karsinomlar1 (99), servikal karsinomlar (100, 101), prostat karsinomlar1 (102), meme
kanseri(103) ve melanomlar (104) 6rnek olarak verilebilir. NOTCH sinyalinin biitiin bu
kanserlerde ve Ozellikle de T-ALL hastalarindaki aktivitesi, kendisini hedef tedaviler

acisindan onemli hale getirmistir.

Calismamizda ilk kez Tiirk T-ALL hastalarinda NOTCHI mutasyonlarinin
varlig1 ve siklig1 gosterildi. Mutasyon siklig1 diger gruplarin bildirdigi oranlardan farkli
olarak daha diisiik bulundu. Bu kapsamda ileriye doniik calismalarda, bu hastalarin
NOTCHI’in yam sira NOTCH gen ailesinin diger iiyeleri olan NOTCH2, NOTCH3,
NOTCH4 agisindan da calisilmasi bize NOTCH yolaginin T-ALL’deki etkisi iizerine
daha genis bilgiye sahip olabilmemize olanak saglayacaktir. Bilinen mutasyonlarin yani
sira hastalarimizda 6nceden bildirilmemis yeni varyasyonlarin varligi saptandi. Bu
varyasyonlarin  fonksiyonelliginin  arastirilmast  hastaliga 6zgii mutasyonlarin
tanimlanmasi acisindan dnemlidir. Prognostik agidan NOTCHI mutasyonlarina bakacak
olursak, T-ALL hastalarimizda mutasyon varligi ve sag kalim ile iligkili olarak anlaml
bir fark goriilmedi. Ancak mutasyon saptanan hastalarda sag kalim oranimin yiiksek
olmasi ve 16kosit degerlerinin anlaml sekilde diisiik olmast NOTCHI mutasyonlarinin
iyi prognostik belirte¢ olabilecegini diistindiirmektedir. Bu hipotezin dogrulugunun
arastirilmasi icin daha yiiksek sayida T-ALL hastasinda NOTCHI mutasyonlarinin
arastirilmasi gerekmektedir. Calismanin genisletilmesi ile NOTCH sinyal yolunun T-
ALL’deki aktivitesi daha net agiga ¢ikartilmasina katki saglayacaktir. Ayrica NOTCH
sinyal yoluna 0zgii inhibitorlerin varligi, T-ALL’de yeni tedavi yoOntemlerinin

gelistirilmesine olanak saglayabilecektir.
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FORMLAR

BILGILENDIRILMIS ONAM FORMU

Tarih:

CALISMANIN KAPSAMI

1. “T-ALL hastalarinda NOTCH1 mutasyonlarinin arastirilmasi” adli calisma 16semi
hastaliginin aydinlatilmas iizerine yapilacak olan bir ¢aligmadir.

2. Yapilmasi planlanan genetik incelemeler i¢in sizden oncelikle 10ml periferik kan
Ornegi alinacaktir.

3. Alman kan 6rneginde DNA/RNA materyaliniz izole edilerek saklanacaktir.

4. Arastirma siiresi 1 yildir.

5. Size ait kisisel ve tibbi bilgiler sifreli bir bilgisayarda korunacaktir.

6. Biyolojik ornekler kodlanarak saklanacaktir; isim, soyadi gibi bilgiler laboratuar
ortaminda kullanilmayacaktir.

7. Kisisel ve tibbi bilgileriniz isyeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi gibi ti¢iincii
sahislara aktarilmayacaktir.

8. Arastirma sirasinda genetik test sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya diger bir
yonden etkileyecegini diisiinmeniz durumunda, aragtirmadan istediniz iizere
ayrilabilirsiniz.

9. Arastirma sonucunda tedaviye yonelik bir cevap elde edilmeyebilir.

10.Bu ¢alismanin size maddi bir getirisi olmadig1 gibi sizden de herhangi maddi talepte
bulunulmayacaktir.

Kararimizdan 6nce size verilen bu bilgileri liitfen okuyunuz.

Yukarida yazili bilgileri okudum. Saglikli kontrol grubu olarak molekiiler genetik
arastirmalar icin kan vermeyi kendi rizamla kabul ediyorum.

Ad1 Soyadi Imzas1

Aciklamay1 Yapan Kisinin Ad1 Soyadi Imzas1
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