HEMATOLOJIK MALIGNITELERDE WWOX’IN
PROGNOSTIK ONEMININ ARASTIRILMASI

Halil HANCI
TUMOR BIYOLOJiSI VE IMMUNOLOJISI ANABILiM DALI
YUKSEK LISANS TEZi
DANISMAN

Dr. Ogr. Uyesi Bahadir BATAR
Tez N0:2019/47 - TEKIRDAG



T.C.
TEKIiRDAG NAMIK KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

YUKSEK LIiSANS TEZi

HEMATOLOJIK MALIGNITELERDE WWOX’IN
PROGNOSTIK ONEMININ ARASTIRILMASI

Halil HANCI

TUMOR BiYOLOJIiSi VE IMMUNOLOJISI ANABILIMDALI

DANISMAN: Dr. Ogr. Uyesi Bahadir BATAR

Bu Tez Namik Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu tarafindan NKUBAP.02.YL.17.137 proje numarasi ile

desteklenmistir.

TEKIiRDAG-2019



KABUL ve ONAY

Namik Kemal Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

Timér Biyolojisi ve Immiinolojisi Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programi
gergevesinde Dr. Ogr. Uyesi Bahadir BATAR damsmanliginda yiirtitiilmiis bu
calisma asagidaki jiiri tarafindan Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi

28.03.2019

BR AL

Dr. Ogr. Uyesi Bahadir BATAR

Namik Kemal Universitesi

Jiiri Bagkani
Ahen w\A»/(
Ddg. r@URKAN ; Dog. Dr. Mustafa ORAN
Trakya Universitesi Namik Kendal {/iversitesi
Uye Uye

Tiimér Biyolojisi ve Immiinolojisi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Programi 6grencisi
Halil HANCI’ min “Hematolojik Malignitelerde Wwox’in Prognostik Oneminin
Aragtirilmasi” baslikli tezi 28.03.2019 giinii saat 13.30’da Namik Kemal Universitesi
Lisansiistii Egitim- Ogretim ve Sinav Yonetmeligi’nin ilgili maddeleri uyarinca
degerlendirilerek kabul edilmistir.

Prof. Dr. Nilda TURGUT

Enstitii Miidiiri



TESEKKUR

Yiiksek lisans tezimi ger¢eklestirmemde bilimsel ve klinik olarak bana destek
veren, Tiimdr Biyolojisi ve immunolojisi Anabilim Dali Bagkani degerli hocam sayin

Prof. Dr. Burhan TURGUT 3,

Bilgi ve birikimiyle bana yol gosteren, azimli ve pes etmeyen kisiligi ile her
konuda beni yonlendirerek, bana destegini esirgemeyen, tez calismamin
geceklesmesinde emeklerini asla unutamayacagim, akademik durusu ve bilim insani
kimligi ile 6rnek aldigim degerli danisman hocam Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Bagkani saym Dr. Ogr. Uyesi Bahadir BATAR’a,

Tez c¢alismama ait verilerin analizinde emegi gecen, degerli hocam

Biyoistatistik Anabilim Dal1 Baskan1 sayin Dr. Ogr. Uyesi Birol TOPCU'ya,

Bilimsel ve teknik olarak bana desteklerini esirgemeyen degerli hocam Tibbi

Genetik Anabilim Dali Bagkani sayin Ahmet ARSLAN’a,

Tezimin ger¢eklesmesinde klinik olarak destek veren Hematoloji Bilim Dali
Ogr. Uyesi saym Dr. Ogr Uyesi Seval AKPINAR’a ve béliim ¢alisanlart Bedia

Bayraktar, Sevtap Silga ve Elvan Cambazoglu’na,

Yiiksek lisans egitimim boyunca emegi gecen Tekirdag Namik Kemal

Universitesi Tip Fakiiltesi Tiimér Biyolojisi ve Immiinolojisi Boliimii hocalarima,

Biitiin bu yorucu ve gii¢liiklerle dolu lisansiistii egitimimde beni daima
destekleyen, manevi olarak bana gii¢c veren, beni sabirla bekleyen oglum ve esime

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Hanci, H. Hematolojik Malignitelerde WWOX’1n prognostik Oneminin
Arastirllmasi, Namuk Kemal Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tiimor
Biyolojisi ve Immiinolojisi Anabilim Dal Yiiksek Lisans Tezi, Tekirdag, 2019.
WW alani iceren oksidorediktaz (WW domain-containing oxidoreductase, WWOX)
geni kromozom 16q23.3-q24.1 bolgesinde bulunmaktadir ve yaygin kromozomal
frajil bolge, FRA16D, icermektedir. WWOX geni 46 kDa molekiiler agirliginda
Wwox tiimdr baskilayict proteini kodlar. Birgok insan kanserlerinde WWOX
lokusunda heterozigozite kayb1 (LOH), WWOX promoter hipermetilasyonu ve sonug
olarak Wwox ifadesi kayb1 veya azalmasi bildirilmistir. Ayrica, son ¢alismalar ¢esitli
kanser tiplerinde Wwox eksikliginin kétii prognoz ile iligkili oldugunu gostermistir.
WWOX ifadesi seviyeleri kronik lenfositik 16semi (KLL) i¢in olasi bir biyobelirteg
olabilir. KLL’nin Kklinik ozelliklleri ve genetik anomalileri iyi tanimlanmstir, fakat
molekiiler detaylar halen arastirilmaktadir. Bildigimiz kadariyla literatiirde KLL’de
WWOX’in tan1 ve prognostik oOnemi ile ilgili kanitlar bulunmamaktadir.
Calismamizda, KLL hastalarinda ve saglikli kontrollerde WWOX ifadesi diizeylerini
tanimlamay1 ve KLL hastalarinda WWOX ifadesini klinik 0zelliklerine gére analiz
etmeyi amacladik. Bu calismayr 40 KLL hastasinda ve 26 saglikli kontrolde
gerceklestirdik. WWOX ifadesi seviyelerini ters transkriptaz kantitatif PCR (RT-
QPCR) teknigini kullanarak analiz ettik. Sonuglarrmiz WWOX ifadesinin KLL
hastalarinda saglikli kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek oldugunu
gosterdi (P<0,001). WWOX diizeyleri ile KLL'deki klinik parametreler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulmadik (P>0,05). Sonu¢ olarak, WWOX
geninin anormal transkripsiyon varyantlari, anormal protein izoformlar1 ile
iliskilendirilebilir ve bu izoformlar, KLL hastalarinda WWOX geninin timor
baskilayici etkilerini degistirebilir.

Anahtar kelimeler: Kronik lenfositik 16semi, tiimor baskilayici, WWOX



ABSTRACT

Hanci, H. Investigating the Prognostic Importance of WWOX in
Hematological malignancies, Namuk Kemal University, Institute of Health
Sciences, Department of Tumor Biology and Immunology Master Thesis,
Tekirdag, 2019. The WW domain-containing oxidoreductase (WWOX) gene is
located on chromosome 16¢23.3-g24.1 and contains the common chromosomal
fragile site, FRA16D. The WWOX gene encodes a Wwox tumor suppressor protein
with a molecular weight of 46 kDa. Loss of heterozygosity (LOH) at the WWOX
locus, promoter hypermethylation of the WWOX promoter, and consequently Wwox
expression loss or reduction has been reported in a large fraction of many human
cancers. Also, recent studies have shown that Wwox deficiency is associated with
poor prognosis in various types of cancer. WWOX expression levels could be a
possible biomarker for chronic lymphocytic leukemia (CLL). Clinical features and
genetic anomalies of CLL are well defined, but molecular details are still under
investigation. As much as we know, there is no evidence for diagnostic and
prognostic significance of Wwox in CLL. In our study, we aimed to define the
expression levels of WWOX in CLL patients and also to analyze the WWOX
expression in CLL patients with regard to their clinical characteristics. We performed
this study in 40 CLL patients and 26 healthy controls. We analyzed the WWOX
expression levels by using reverse transcriptase-quantitative PCR (RT-QPCR). Our
results showed that WWOX expression was significantly higher in CLL patients
compared to healthy control group (P<0.001). We did not find any statistically
significant difference between WWOX levels and clinical parameters in CLL
(P>0.05). In conclusion, abnormal transcription variants of WWOX gene can be
associated with abnormal protein isoforms and these isoforms can change the tumor
suppressive effects of WWOX gene in CLL patients.

Key words: Chronic lymphocytic leukemia, tumor suppressor, WWOX
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1. GIRIS

1.1 Kronik Lenfositik Losemi
Kronik Lenfositik Lésemi (KLL), ilerleyen monoklonal B lenfosit
birikimi ile karakterize olgun bir B hiicre neoplazmidir. KLL, morfolojik olarak

kiigiik, olgun goriinlimlii lenfositlerin birikimi ile tanimlanir.

1.2 KLL’nin Epidemiyolojisi ve Insidansi

KLL bati iilkerinde en sik goriilen 16semi tipidir ve tim l6semilerin %25-

30’unu olusturur.

Ortalama tanm1 yas1 71°dir. Yas ile birlikte insidansi1 artmaktadir. Hastalarin
yaklasik %10°u 50 yasin altindadir. KLL erkeklerde daha sik goriiliir. Erkek / kadin
oran1 yaklasik olarak 1.3/ 1 ile 1.7/1°dir (Siegel 2019, Herndndez 1995).

1.3 KLL’nin Klinik Ozellikleri
Hastalarin %5-10"u tipik olarak asagidakilerden birini veya birkac¢ini iceren

tipik "B" lenfoma semptomlar1 gosterir (Hallek 2018):
> Istenmeyen kilo kaybi- énceki alt1 ay iginde viicut agirliginin >%10'u
» Enfeksiyon kanit1 olmadan 2 hafta boyunca 38 °C {istii ates
» Enfeksiyonun kaniti olmadan gece terlemeleri
» Asir yorgunluk
KLL sistemik olarak asagidaki semptomlar1 gostermektedir.

» Lenfadenopati- KLL hastasinin fizik muayenesinde en sik rastlanan anormal
bulgudur, c¢esitli seriler arasinda hastalarin  %50-90'inda  bulunan

lenfadenopatidir.

» Splenomegali- Dalak, vakalarin %25-55'inde palp edilebilir sekilde

genisleyen ikinci en sik lenfoid organdir.



» Hepatomegali- Karacigerin genislemesi, ilk tani aninda olgularin %15-
25'inde gorulebilir (Rai 1975, Binet 1981).

» Deri- KLL de ilk etapta ¢ok belirgin olmayan deri semptomlar1 goriilebilir,
ancak cilt hassasiyetine bagli ciltte kirmizi renkte deri lezyonlar1 ve

dokintiler izlenebilir.

1.4 KLL Tamsi

Lenfositoz - KLL'de goriilen en dikkat ¢ekici laboratuvar anormalligi,
periferik kan ve kemik iliginde lenfositozdur. KLL de lenfosit orani genellikle

100.000 /L (100 x 10°/ L) nin lizerindedir.

Sitopeni -Notropeni, anemi ve trombositopeni, ilk tani aninda goriilebilir ve
genellikle ciddi degildir. Bunlar otoimmin hemolitik anemi, saf kirmizi hiicre

aplazisi, otoimmin trombositopeni veya agranulositoz ile ilgili olabilir.

Immiinglobiilin anomalileri- Hipogamaglobiilinemi, ilk tan1 aninda
hastalarin yaklagik %25'inde bulunur ve hastaligin seyri sirasinda hastalarin tigte

ikisine kadar gelisebilir (Parikh 2015).

Diger anormal bulgular- Biyokimyasal olarak herhangi bir karakteristik
anormallik yoktur, ancak tedavi alan ilerlemis KLL hastalarinin yaklasik olarak
%60"'inda artmis serum laktat dehidrojenaz (LDH) ve beta-2 mikroglobulin seviyeleri
bulunur (Keating, 1998). Urik asit, hepatik enzimler (ALT veya AST) ve nadiren

kalsiyum yukselmeleri de gordlebilir.

Periferik yayma- KLL hastalarinin periferik kan yaymasinda lenfositoz
izlenir. Losemik hiicrelerin ¢ogu tipik olarak koyu renkli lekeli bir ¢ekirdege, kismen
toplanmis (kiimelesmis) bir kromatine ve ayrilmaz niikleole sahip, kii¢iik, olgun
gorunen lenfositlerdir. Hafif bir bazofilik sitoplazmanin dar bir sinir1 vardir (Hallek
2018).



Immiinofenotip- Genellikle akis sitometrisi ile immiinofenotipik analiz, KLL
tanisi i¢in anahtar bir bilesendir (Rawstron, Villamor 2007). KLL tanisi, CD5, CD19,
CD20, CD23 ve kappa ve lambda immiinoglobulin hafif zincirine 6zgi bir antikorlar

paneli kullanilarak tanimlanabilir (Rawstron, Kreuzer 2018).

Uc ana karakteristik immunofenotipik bulgu vardir (Hallek 2018, World
health organization 2017):

» B hiicresiyle iligkili antijenlerin, CD19, CD20 ve CD23'ln
ifadesi. CD20'nin boyama yogunlugu genellikle diistiktiir.

» T hucrelerinde ve olgun B hicrelerinin alt kiimelerinde ifade edilen bir
antijen olan CD5'in ekspresyonu.

» Disik seviyeli ylizey membrant immiinoglobiilini (yani Smlg
zayif). Immiinoglobulin en sik IgM veya her ikisi de IgM ve IgD'dir ve
sadece tek bir immunoglobdlin hafif zinciri (yani, kappa veya lambda,
ancak ikisini birden degil) bu hiicrelerin klonal dogasini dogrular. Nadir

durumlarda, birkac Ig klonu bir arada bulunabilir.

Ek olarak, KLL hiicreleri HLA-DR eksprese eder ve siklin D ve CD10 i¢in
genellikle negatiftir. FMC7, CD22 ve CD79b ayrica yaygin olarak negatif veya zayif
bir sekilde eksprese edilir (World health organization 2017). Sitoplazmik
immiinoglobulin, vakalarin yaklasik % 5'inde saptanabilir. Vakalarin yaklasik % 401

CD38'i hucrelerin % 30'unda eksprese eder.

1.5 KLL’nin Evrelendirilmesi ve prognozu

KLL'li hastalar, fizik muayene ve tam kan sayimlarina dayali olarak Rai ve

Binet evreleme sistemlerine gore prognostik olarak gruplandirilmistir.

Rai evreleme sistemi- Rai sistemi, KLL'de, ilerleyen lenf diigiimleri
(lenfadenopati), dalak diiglimlerini (lenfadenopati) igeren, kan ve kemik iliginde
(Ienfositoz) baglayan 16semik lenfositlerin viicut yiikiinde kademeli ve progresif bir

artis oldugu kavramina dayanir (Rai 1987) (Tablo 1).



Rai sisteminde ilk tani sirasindan agsamali olarak:
> Evre 0 (Ienfositoz) - %25

> Evre | ve Il (Ienfadenopati, organomegali) - %50

» 1ll ve IV arasindaki evreler (anemi, trombositopeni) - %25

Tablo 1.1. Rai evrelemesi

Risk Duzeyi Evre Teshiste klinik degerlendirme
Diisiik 0 Periferik kan ve kemik iliginde lenfositoz
Orta | Lenfositoz ve lenfadenopati
1 Lenfositoz ve splenomegali veya
Hepatomegaly
Yuiksek 1l Lenfositoz ve anemi (Hb >11 gr/dl)
v Lenfositoz ve trombositopeni
(>100.000 /pL)

1.6 KLL’de Prognostik faktorler

KLL’de evre disinda bir¢cok prognostik parametre saptanmistir. Bunlar;
t(4;11), del(6923), 1(8;14), t(11;14), t(11;18), del(11922), (11923 MLL), del(13q14),
del(17p13) gibi sitogenetik degisikliklerle birlikte; diger gen mutasyonlarinin, timor
baskilayici genleri, onkogenleri, DNA hasar onarimini, RNA islenmesini ve hiicresel
sinyal yollarin1 etkiledigi bulunmustur. Ancak bu tiir mutasyonlarin prognostik
Onemi iyi karakterize edilmemistir. KLL hiicreleri tanimlanmis ortalama 20 somatik

nokta mutasyonuna sahipken, dokuz gen 6nemli 6l¢lide daha yiksek bir oranda

mutasyona ugramistir.




Bu dokuz gen dort ana hiicresel sinyallesme yolunun temel bilesenleridir:
e DNA hasar1 ve hiicre dongiisii kontrolii (6rnegin, ATM, TP53)
e NOTCH sinyali (6rnegin, NOTCH1, FBXW?7)
e Inflamatuar yolaklar (6rnegin, MYD88, DDX3X, MAPK1)
e RNA ckleme ve isleme (6rnegin, SF3B1, DDX3X)

Bununla birlikte diger diagnostik faktorler; TNFo, VEGFR2, immun globin
agir zincir gen mutasyonlar1 (IGVH), FMC7, ZAP70 ve CD38 pozitifligi de KLL
prognozunda oldukga 6nemli faktorlerdir.



2. GENEL BILGILER

Kromozomal frajil bolgeler, DNA sentezinin kismi inhibisyonunu takiben
metafaz kromozomlar1 {izerinde bosluklar ve kirilmalar gosteren spesifik lokuslardir.
Nadir frajil bolgeler, bireylerin kiiclik bir kisminda goriiliir ve Mendelian tarzda
kalitilir. Nadir frajil bolgeler, popiilasyonun %5'inden daha azinda bulunur ve
siklikla iki veya ii¢ niikleotid tekrarindan olusur. Cogalma sirasinda siklikla komsu
genleri etkileyen spontan kirilmaya duyarlidirlar. Klinik olarak, en 6nemli nadir frajil
bolge, frajil X sendromu ile iliskili olan FRAXA’dir FMR1 genindeki FRAXA gibi
bazilari, insan genetik bozukluklari ile iliskilidir ve insanlardaki sik mutasyon
mekanizmas1 olarak niikleotid tekrar artislarinin tanimlanmasina yol ag¢mustir.
Aksine, tiim bireylerde yaygin farjil bolgeler bulunur ve en biiyiik frajil bolgeler
siifini temsil eder. Kromozom yapisinin ilgi ¢ekici bir bileseni olarak kabul edilen
yaygin frajil bolgeler, genomun replikasyon stresine 6zellikle duyarli olan ve siklikla
tiimor hiicrelerinde yeniden diizenlenmis bolgeleri olarak yeni bir onem kazanmustir.
Son yillarda, yaygin frajil bolgelerin genomik 6zelliklerinin ve kararliliklarinm
etkileyen hiicresel siireglerin anlasilmasina yonelik c¢ok ilerleme kaydedilmistir.
Bugtine kadar insan genomunda 120'den fazla frajil bolge tespit edilmistir (Lukusa
2007, Durkin 2007).

Yaygin frajil bolgeler kanser calismalarinda ilgi cekicidir, cilinkii bunlar
siklikla kanserlerde etkilenirler. FRA3B (FHIT geni) ve FRA16D ( WWOX geni)
yaygin frajil bolgeler iyi bilinen orneklerdir ve arastirmalarda 6nemli bir odak
noktast olmustur. Bu frajil bolgelerdeki kirilma noktalarinda yiiksek siklikta
delesyonlar meme, akciger ve mide kanserleri gibi bir¢ok kanserle iliskilidir (Durkin
2007).

WWOX geni, FRA16D'nin yaygin frajil bolgesini kapsar (Ried
2000). Genomik analizler, WWOX'in biiyiik intronlar ile ayrilmis dokuz ekzondan
olusan 1.1 Mb'yi kapsayan biiyiik bir gen oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 2.1)
(Sara Del Mare 2009).


https://en.wikipedia.org/wiki/Fragile_X_syndrome
https://en.wikipedia.org/wiki/Genome
https://en.wikipedia.org/wiki/FHIT
https://en.wikipedia.org/wiki/WWOX
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jcb.22298#fig1
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Sekil 2.1. WWOX Geni ve WWOX Proteini.

Insan WWOX geni 16923 kromozomunda  yerlesir. WWOX, 414 amino
asitlik Wwox proteini ve 1,245 b¢ mRNA transkriptini kodlayan dokuz ekzon igeren
bir gendir. Wwox proteini iki N-terminal WW alan1 ve bir merkezi kisa zincir
dehidrojenaz/reditktaz alam1  (SDR) igerir. WWOX  mRNA'sinin alternatif
kirpilmast ile yedi farkl transkript dretilir (Sara Del Mare 2009).

Wwox proteini bir timor baskilayict olarak davranir. Wwox'in  timor
baskilayic1 mekanizmasi apoptozu (Chang 2007, Ageilan, Pekarsky 2004) ve hiicre
dis1 matriksin modiilasyonunu igerir (Gourley 2009). Wwox proteini ifadesinin
kaybi, yiiksek timor agresifligi (G3; yiiksek hiicre proliferasyonu indeksi) ile giiglii
bir sekilde iliskilidir (Donati ve ark., 2007). Ilging bir sekilde, Wwox ifadesi, timor
histopatolojisi (skuamdz hiicreli karsinomlara karsilik adenokarsinomlar) ile de

iliskilidir (Ageilan, Croce 2007) (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Yaygin Insan Tiimérlerinde Wwox Proteininin ifadesi

Kanser Tipi Kayip Veya Azalma
Akciger (NSCLC) %85

Skuam@z hiicreli karsinom %59

Adenokarsinomlar %39

Prostat %84

Mide %65 (%33 hicre serileri)
Gogiis %63

Ovaryum %30

Hepatoseliler

%72 hiicre serileri

WWOX lokusundaki genetik degisiklikler heterozigozite kayb1 (LOH),
homozigot delesyonlar ve translokasyonlar yoluyla gerceklesir (Gardenswartz 2014).
LOH veya WWOX genininbir allelinin bir kisminin kaybi, hepatoseliler
karsinomlarin %352'sinde, prostat karsinomlarinin %53'liinde, gogiis karsinomlarinin
%67'sinde ve ayn1 zamanda akciger ve mide kanserinde bildirilmistir (Gardenswartz
2014, Paige 2001). Ekzon 4 ve 9 arasinda homozigot delesyon kolon, ovaryum,
kiiciik hiicreli akciger kanseri ve pankreas kanseri hiicre serileri ile karakterize

edilmistir (Paige 2001, Finnis 2005).



2.1 WWOX Geni Ve Gen Urlni

WWOX geni, 1245 bp'lik bir agik okuma cergevesini kodlayan dokuz ekzonu
kapsayan 1 Mbg¢'den daha buytk bir genomik lokus icerir; protein dizisi, seksosteroid
metabolizmasinda rol oynayabilecek 17p-hidroksisterol reduktaz 3'e homolog olan
iki WW alan1 ve bir kisa zincirli dehidrogenaz / rediiktaz (SDR) domaini igerir.
WWOX promoter bolgesi siklikla kanserlerde hipermetile edilir. WWOX ¢ogu
organda ifade edilir, ancak meme, ovaryum, testis ve prostat gibi hormonal olarak
diizenlenmis salg: epitel hucrelerinde en yiiksek seviyelerde ifade edilir (Ageilan,
Croce 2007, Ramos 2006).

WWOX, prolinden-zengin ligand PPxY'yi baglar ve bir dizi proteinin, ilk
WW alani ile etkilesime girer; ligand iceren bu proteinler arasinda daha ayrintili
olarak tarif edilen p73, Ap2a, Ap2, ErbB4, Jun ve Runx2 vardir. WW bédlgeleri, bir
cift yuksek oranda korunmus triptofan kalintisina sahip ~40 amino asitten olusan ve
tic iplikcikli antiparalel B yaprak konformasyonunu gosteren kiigiikk protein
modulleridir (Bork  1994). WW bdlgelerinin  protein-protein  etkilesimleri,
transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesi, protein ubikitinasyon ve hicre blyimesi
kontrolii dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel fonksiyonlari ile baglantili oldugu
bulunmustur (Bork 1994, Sudol 1995). WW bolgeleri, peptid ligandlari igin
baglanma spesifisitesine gore dort gruba ayrilabilir (llsley 2002). Distrophin, Yes-
related protein (YAP65) ve Nedd4 E3 ubikuitin ligaz gibi grup IWD etki alanlarina
sahip proteinlerin Pro-Pro-X-Tyr (PPXY) iceren peptid motifleri ile etkilestigi
gosterilmistir.  Leu-Pro-X-Tyr (LPXY). Grup II WW alanlari, PPLP motiflerine
baglanmaya aracilik eder ve grup III WW alanlari, PPR motiflerine baglanmaya
aracilik eder. Grup IV WW alanlari, p (S / T) P motiflerini tanir. I. Grup WW
alanlar1 en yogun olarak incelenmistir. WWOX proteininin ilk WW alaninin, p73,
aktivator protein 2y (AP2), ErbB-4, ezrin, lizozom / ge¢ endozomun Kkigluk zar
proteini (SIMPLE) gibi ¢esitli PPXY motif iceren proteinlerle etkilestigi rapor
edilmigtir (Lo 2015) (Sekil 2.2). PPXY motifi ile (Abu-Odeh 2014) WW alan
etkilesimi, I. Grup WW alanlarindaki tirosin kalintilariin fosforilasyonu ile
duizenlenebilir (llsley 2002). WWOX’un ilk WW bolgesinde Tyr33'ln fosforilasyonu
p53, c-Jun N- terminal kinaz 1 (JNK1) ve p73'e baglanmasinda ¢ok 6nemli oldugu
gosterilmistir (Ageilan Pekarsky 2004, Chang 2005, Chang 2003, Lo 2015) (Sekil
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2.2). Ancak, p53 ve INK1'de PPXY veya LPXY tanimlanmamustir. Src, birinci WW
alaninda Tyr33'te WWOX"1 fosforillemektedir (Ageilan Pekarsky 2004). Yapisal
analizler, WWOX'1n birinci WW alani ig¢indeki Tyr33'in, hedef proteinlerin PPXY
motifleri i¢indeki prolin kalintilar1 ile anahtar molekiiller arasi temasa gectigini
ortaya cikarmigtir. WWOX ikinci WW alant tirosin triptofan bir degistirme ile atipik
bir yapiya sahiptir. Yakin tarihli bir calisma, WWOX'in ikinci WW alaninin, birinci
WW  alaninin, reseptor tirozin kinaz ErbB-4'1n hiicre i¢i alani i¢indeki PPXY
motiflerine baglanmasini arttirmak ic¢in bir tandem modiil baglaminda bir saperon

olarak hizmet ettigini gostermistir (Schuchardt 2013).

C-terminal SDR alan Tau hiperfosforizasyon'un dizenlenmesi icin Tau ile
WWOX baglanmasina aracilik ettigi gosterilmistir (Sze 2004) (Sekil 2.2) . WWOX
ayrica GSK-3f aracili Tau fosforilasyonunu inhibe etmek i¢cin SDR alani yoluyla
glikojen sentaz kinaz 3f'ye (GSK-3p) baglanir(Wang 2012) (Sekil 2.2). Bircok SDR
ailesi proteinleri, hiicresel metabolizmay1r ve redoks fonksiyonlarin1 diizenleyen
reaksiyonlar1 katalize eder. WWOX, steroid metabolizmasint ve redoks dengesini
dizenlemek icin, Tau, GSK-3p ve DVL2 gibi etkilesimli proteinlerine baglanma
yoluyla enzimatik islevini yerine getirip getirmedigi agik bir sekilde karakterize

edilir.
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p73,° AP2y,1047
ErbB-4," ezrin,2

SIMPLE,"
DVL1,2° DVL2,2°
cJun,*® RUNX25 ITCH
PPXY motif LPXY motif
recognition recognition
WWOX = ww )T\ww — SDR
l NLS l
p53,"S ANp63a,*s Tau,'® GSK-3B,"?
JNK1,16 Hyal-2,5° DVL220
HIF-1a5¢

Sekil 2.2. WWOX Baglayan Proteinler.

WWOX proteininin ilk WW alani, belirtilen proteinlerdeki PPXY veya
LPXY motiflerine baglanir. WWOX ayrica, ilk WW alan1 ilizerinden PPXY veya
LPXY motifine sahip olmayan birgok proteinle de etkilesime girer. Bu proteinler
arasinda p53, ANp63a, INK1, Hyal-2 ve HIF-1a bulunur. Tau, GSK-3 ve DVL2'nin
WWOX'in C- terminal SDR alanina baglanmasi1 gosterilmektedir (Lo 2015).

WWOX ile etkilesen cesitli proteinler ve fonksiyonlari Tablo 2.2°de
gosterilmistir (Sara Del Mare 2009).



Tablo 2.2. WWOX Protein-Protein Etkilesimi

WWOX
Etkilesimi

P73

BASIT

Ap2a vey

ErbB4 hicre igi
bolgesi (ICD)

ACK1

C-Jun,

Ezrin

Fonksiyon

Pro-apoptotik transkripsiyon

faktoru

Lizozom / ge¢ endozomun kicuk

zar proteini.

Meme tiimorlerinde siklikla asiri
eksprese edilen, meme hiicre
proliferasyonu ve gelisiminde rol

oynayan transkripsiyon faktorleri

Reseptor tirozin  kinaz. Ligand
baglanmasi, mitojenez ve
farklilasma dahil olmak (zere

cesitli hiicresel tepkileri uyarir

Cdc42 - diizenlenmis kinaz. Asiri

ekspresyonu timor olusumu ile
iliskilidir

C - Fos ile birlikte transkripsiyon
faktori, APl  olusturur. Coklu

hicre tiplerinde proliferasyon,

farklilasma ve apoptozisi diizenler

Hicre adezyonuna, motiliteye ve
hiicre sagkalimina katilan

membran  sitoskeletal  ¢apraz

Refs.
Ageilan ve
dig. 2004c

Ludes-Meyers ve
dig. 2004

Ageilan ve
dig. 2004b

Ageilan ve dig. 2005

Mahajan ve dig. 2005

Gaudio ve dig. 2006

Jin ve
dig. 2006
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WWOX
Etkilesimi

Runx?2

Dvl-2

P53, Mdm2 non-
PPxY bagimlh

Jnk (¢ - jun N -
terminal  kinaz)
non - PPxY

bagimh

Tau non - PPxY

bagimh

Fonksiyon

baglayici

Osteoblast farklilasmasi ve iskelet
morfojenezinin baslica

transkripsiyon duzenleyicisi

Non-kanonik Wnt sinyal yolunda
yer alan, proliferasyonu ve hiicre
bliyiimesini  saglayan pB -

kateninini stabilize eder.

DNA onariminda, bliyiime
durgunlugunda ve apoptozda yer

alan transkripsiyon faktor(

MAP kinazlar yesi, pro- ve anti-
apoptotik  fonksiyonlar1 ortaya

¢ikarr

Tau gen mutasyonlari Alzheimer
hastalig1 gibi cesitli
norodejeneratif bozukluklarla

iliskilendirilmistir.

Refs.

Ageilan
dig. 2008

Sise
dig. 2009

Chang
dig. 2007

Chang
dig. 2003

Sze
dig. 2004

Ve

Ve

ve

ve
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2.2 WWOX, DNA Hasar Cevab1 Ve Genomik Kararhhk

Genomik instabilite hemen hemen tiim kanserlerin ayirt edici bir 6zelligidir
ve hem kanser gelisiminde hem de tedaviye yanitta O6nemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir (Hanahan 2011, Negrini 2010). DNA hasar cevabi (DDR) DNA
hasarina yanit olarak genomun biitlinliiglinii korur. DDR, DNA hasariin tamir
edilemeyecek kadar biiylik olmasi durumunda, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi,
ardindan DNA onarimi veya apoptoz ile sonuglanan karmasik bir sinyalizasyon
islemidir (Abu-Odeh 2014, Bartek 2007, Harper 2007). WWOX ifadesinin
kaybolmasinin DDR'yi ve belki de genom stabilitesini etkileyebilir. Gercekten de
normal primer hiicrelerde ve kanser hiicrelerinde, WWOX kaybinin, DNA hasar
kontrol noktast kinaz ATM ve bozulmus DNA onarimi ile sonuglandigi
gosterilmigtir. Bu bulgular, DNA hasar sinyallemesinin modile edilmesinde ve
genomik stabilitenin korunmasinda, FRA16D, WWOX gen iiriiniinlin dogrudan
islevini ortaya koymaktadir (Ageilan. Abu-Remaileh 2014) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. DDR'de WWOX Etkisinin Hipotetik Modeli.

DNA hasarimi takiben, ATM, ITCH aracili K63'e bagli ubikitinlemeyi ve
WWOX'un ¢ekirdege translokasyonunu olumlu bir sekilde gelistirir. Nikleer


https://media.springernature.com/original/springer-static/image/art:10.1007/s00018-014-1724-y/MediaObjects/18_2014_1724_Fig2_HTML.gif

15

WWOX, ATM ile fiziksel olarak etkilesir vee ATM monomerizasyonuna ve
aktivasyonuna pozitif bir ileri dongii seklinde aracilik eder. WWOX kayboldugunda
ATM islevi engellenir (Ageilan. Abu-Remaileh 2014).

2.3 WWOX’in Tiimor Baskilayic1 Aktivitesi

WWOX siklikla insan tiimoérlerinin ¢ogunda inaktive olur, bunun bir timor
baskilayic1 olarak islev gorebilecegi &ne siiriilmiistiir. Ote yandan, baz1 kanser
tirlerinde WWOX ifadesi kaybinin esas olarak FRA16D icindeki yerlesimine bagh
oldugu ve tiimoér olusumu ile iligkili olmayan bir ikincil olay olabilecegi
one siirtilmiistir. WWOX'1n tiimor baskilayici fonksiyonunun mekanizmasi apoptozu
icerir. WWOX, tumor ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar, ¢lnki timor gogd,
invazyon ve metastazda rol oynayan farkli proteinler ile etkilesime girer ve bunlar

module eder (Gourley2009).

2.4 WWOX'in Kanserde Degisimi

WWOX'un kanserdeki anormal ifadesi yaygin bir olaydir (Gardenswartz
2014). Cesitli raporlar, meme (Guler 2004, Guler 2005), prostat (Qin 2006), gastrik
(Ageilan, Kuroki 2004), akciger (Donati 2007, Yendamuri 2003) ve pankreatik
(Kuroki 2004, Nakayama 2008) karsinomlar dahil olmak {izere ¢ok sayida kanser
tiri  WWOX kayb1 veya disiik ifadesi ile iliskilidir. WWOX anormal
ifadesi, hematopoetik malignitelerde oldugu gibi osteosarkomlarda da (Kurek 2010,
Yang 2010) bildirilmistir (Ishii 2005, Fu 2011). WWOX’un bu kanserlerdeki
degisimi esas olarak kromozomal delesyonlar ve translokasyonlarin bir sonucu
olarak genomik modifikasyonlardan kaynaklanmaktadir (Gardenswartz 2014). EkK
mekanizmalar arasinda regiilatér dizinin hipermetilasyonu (Iliopoulos 2005) ve

protein yikimi (Mahajan 2005) bulunmaktadir.

2.5 Yaygin insan Kanserlerinde WWOX ifadesi

WWOX ifadesi kaybinin kanser gelisimi ile olan korelasyonuna iligkin bir¢ok
caligmalar vardir. Bunlar arasinda WWOX yoklugunun kotii prognozla

iliskilendirilmesi de yer almaktadir (Aarhus 2008, Lange2009). WWOX ifadesi,
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genomik, transkripsiyonel, transkripsiyon sonrasi, translasyonal ve post-translasyonel
seviyelerde ortadan kaldirilabilir (Chang, Lan 2015) (Sekil 2.4).

Transcriptional Translational
downregulation blockage

Aberrant Protein Functional blockage
transcripts degradation by protein interaction

Genomic J_ / Subcellular

aberrations \, \_/’- mislocalization

Cell death and Suppression of cancer
growth inhibition cell adhesion/invasion

Inhibition of oncogenic Blockage of oncogenic
transcription factors signaling pathways

Sekil 2.4.. WWOX, Tiimor Baskilamadaki Rolii.

Birgok sekilde downregiile veya fonksiyonel olarak inhibe edilebilir. Alt
paneldeki siyah kutular, WWOX'n antikanser mekanizmalarin1 sunarken, {ist
paneldeki beyaz kutular, WWOX'1 asmak igin kanser hiicrelerinin potansiyel

mekanizmalarini gosterir (Chang, Lan 2015).

Epigenetik ve post-translasyonel modifikasyonlar dahil diger mekanizmalarin
da kanser hicrelerinde WWOX seviyelerinin diizenlenmesinden sorumlu oldugu
gosterilmistir. WWOX'1in hipermetilasyona aracilik eden susturulmasi, pankreatik
[Kuroki ve ark., 2004], meme ve akciger karsinomlar1 gibi ¢esitli kanser tiirlerinde
bildirilmistir [lliopoulos ve ark.,2005]. Ayrica, epigenetik modiilasyon yaklagimlari
kullanilarak WWOX ekspresyonunun restorasyonu hem in vitro hem de in vivo olarak
timor olusumunu baskilamaktadir (Cantor et al., 2007). WWOX protein seviyelerini

muhtemelen kanser hiicrelerinde diizenleyen baska bir mekanizma, WWOX


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=4935232_10.1177_1535370214561957-fig2.jpg
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polyubiquitination'dir (Mahajan ve dig. 2005), Ackl'in WWOX polyubiquitination't

gelistirdigini ve boylece bozulmasina yol agtigini géstermistir.

Ackl, prostat kanseri hiicrelerinde upregiile edilen bir tirozin kinazdir; bu
nedenle asir1 ekspresyonu, prostat kanserinde WWOX'in downregiilasyonuna yol
acabilir (Qin et al., 2006). Bu veriler, kanser hucrelerindke WWOX ekspresyonu
kaybmin, genomik, epigenetik ve post-translasyonel modifikasyonlara bagl

olabilecegini gostermektedir.

2.6 WWOX Anormal Transkriptleri

Normal ve kanser hicrelerinde birkag WWOX transkripti tespit
edilmistir. Tam uzunlukta WWOX mRNA’s1 normal dokularda ifade edilen tek
transkripttir ve WW alanlarin1 ve SDR alanini igeren tam uzunlukta Wwox proteinini
kodlar. Timorlerde en yaygin olarak ifade edilen transkriptler, tam uzunlukta
WWOX mRNA ve dort adet anormal sekilde eklenmis mRNA'dir (transkript
varyantlart 2—4). Transkript varyantlar1 2—4, sadece kanser dokularinda eksprese
edilirler. Cesitli karsinom hiicre serilerinde, multipl miyeloma hiicre serileri ve
primer gogiis tiimorlerinde ekzon 6 ile 8 ve 5 ile 8'in delesyonuyla anormal olarak
eklenmis WWOX transkriptlerinin ortak olusumu saptanmistir. Sonraki ¢aligmalar,
ek anormal transkriptlerin (transkript varyantlari 2 ve 5) varlifim1 bildirmistir
( Driouch ve arkadaslari, 2002 ; Ried ve arkadaslari, 2000 ). Daha 6nemlisi, bu
anormal mRNA formlar1 normal dokularda saptanmamistir ( Ried ve ark.

2000 , Bednarek ve ark. 2001 , Paige ve ark. 2001 , Driouch ve ark. 2002 ).

Veriler, WWOX allelinin, bircok timor tipinde bozulma icin bir hedef
oldugunu ve WWOX ifadesinin, ekzonlarin homozigot delesyonu, transkripsiyonal
regiilasyon ve anormal kirpilma dahil olmak {izere c¢esitli mekanizmalarla

degistirilebilecegini gdstermektedir.

2.7 WWOX, Stres Yanitlarinda Apoptozu Diizenler

Onemli kanitlar, WWOX"1n hiicresel apoptozun diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynadigim1i  gostermektedir. WWOX, WW ve SDR alanlaniyla 1929
fibroblastlarindaki tiimor nekroz faktoriintin (TNF) sitotoksik fonksiyonunu artirir.

WWOX tarafindan TNF sitotoksisitesinin artmasi, apoptoz inhibitorleri Bcl-2 ve


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4150470/#R15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4150470/#R46
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4150470/#R46
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4150470/#R46
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4150470/#R2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4150470/#R42
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4150470/#R15
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Bcl-xL'nin agagi yonli regiilasyonuna bagli olmakla birlikte proapoptotik p53'in
upregiilasyonundan kaynaklanmaktadir (Chang, Pratt 2001). WWOX stres yanitlari
sirasinda fiziksel olarak p53 ile etkilesir ve her iki protein de sinerjik olarak hiicre

6lumune neden olur (Lo 2015) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. WWOX Coklu Sinyal Yollar1.

WWOX, p73, ANp63a, AP2y, ErbB4, RUNX2 ve c-Jun'un transaktivasyon
fonksiyonunu sitoplazmada inhibe eder, boylece hedef genlerin promoter bolgesine
baglanmasini 6nler. WWOX'm strese bagl aktivasyonu, mitokondri ve ¢ekirdeklere
Tyr33 fosforilasyonunu ve translokasyonunu icerir. Tirozin kinaz Src, WWOX'u
fosforlar. Tyr33'te WWOX'in  fosforilasyonu, Ser46-fosforile edilmis p53'i
baglanmasi ve stabilize edilmesi igin gereklidir. Aktif WWOX — p53 kompleksleri
daha sonra apoptosisi tesvik ettikleri ¢ekirdege translokasyon yaparlar. INK1 ve
ZFRA, WWOX'un apoptotik islevini karsilar. Tau ve GSK-3p, WWOX
ile C lizerinden etkilesime giriyor-terminal SDR alani. WWOX ayrica, sirasiyla

GLI1, DVL1 / DVL2 ve HIF-1a ile etkileserek Hedgehog (shh) sinyalini, Wnt / -


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=4935227_10.1177_1535370214566747-fig2.jpg
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katenin eksenini ve glikoz metabolizmasini diizenler. Ackl, WWOX'in ubiquitin /
proteozom yolagi ile bozulmasi icin WWOX'un Tyr287 fosforilasyonunu uyarir (Lo
2015).

2.8 WWOX P53 Ailesi Proteinlerinin Fonksiyonel Aktivitelerini Kontrol Eder

WOX'in ¢esitli hiicresel fizyolojik fonksiyonlar1 kontrol etmek igin
transkripsiyonel faktor aktivitelerini diizenledigi gosterilmistir. Belirlenen ilk
transkripsiyon faktorii, iyi bilinen bir proapoptotik araci olan p53'diir (Chang, Pratt
2001). p53, apoptoz, hiicre dongiisii kontrolii, DNA onarimi, hiicresel yaslanma,
anjiyogenez ve metabolizmada yer alan ¢ok sayidaki hedef genleri duizenleyen guicli

bir timor baskilayici olarak islev goriir.

2.9 WWOX, Protein-Protein Etkilesimleri Yoluyla Bircok Kanser iliskili Sinyal

Yoluna Katilir
L \
Proapoptotic CNS
-p53 -Tau
-p73
Anti liferati
B e Trafficking
-SIMPLE
-c-Jun
ikl DNA damage _ ) Metaboli ti
-c-Jun Antimetastatic aAbONE reacilons
-Runx2 -p53 -Ezrin -lipid metabolism
-Dvl-2 -p73 -Runx?2 -Hypoglycemia

-steroidogenesis
-bone methabolism

Sekil 2.6. WWOX Sinyal Yollar

WWOX, farkli yollardan birkac ortakla etkilesimde bulunma kabiliyeti
sayesinde bircok fonksiyonda yer alir. WWOX, WW alanmi araciligiyla, PP XY -
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iceren proteinlerin bir spektrumu ile iliskilendirebilir ve islevlerini modiile
edebilir. Ornegin, WWOX, p53 ve p73 pro-apoptotik aktivitelerini arttirir ve ErbB4,
c-Jun ve Runx2 dahil olmak f{izere hiicre ¢ogalmasinda rol alan transkripsiyon
faktorlerinin transaktivasyon aktivitesini azaltir. WWOX, sitoplazmada Dvl - 2'yi
tutarak Wnt / B - katenin yolunu etkileyebilir. WWOX, ortaklar1 nedeniyle, DNA
hasarinda ve hiicre ticaretinde de rol oynayabilir. WWOX -knockout fareler,
hipoglisemi, hipokolestezi, ayrica morfolojik steroidogenesis ve kemik defektleri de
dahil olmak iizere genis bir yelpazedeki metabolik kusurlar1 sergiler, bu da
WWOX'un farkli metabolik siireclerde kilit bir diizenleyici oldugunu gosterir (Sara
Del Mare 2009) (Sekil 2.6.).

2.10 Kemoterapotik Tla¢ duyarhligi, WWOX Aracih Kanser Hiicresi Oliimiiyle

iliskilidir.

Anticancer drugs

- p70S6K # Protein synthesis
-J ’ 7 Leg
o) LC3
i TOR Koror I | PEISE S N
ATGS
? : ? - ‘0 dulopfmg ooooo

R AV
., Wwox 4
'o?o. 2 71 Casg:se-Q -G

o ] AT N
autophagosome wox1 mRNA autophagolysosome

e — 2 -
ATGS5 A % ~ = -@*

Caspase-3

] E. \
Survival

Sekil 2.7. Antikanser ilaca bagh kanser hiicresi apoptozunda WWOX'un

potansiyel rolQ.

Sag (kirmizi alan): duyarh hiicrelerde, anti-kanser ilaglart WWOX ifadesini
artirir  ve otofajiyi baskilayarak kanser hucrelerini apoptoza duyarli hale

getirir. mTOR  sinyali  genellikle hiicre biiylimesini tesvik etmek igin


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=4935227_10.1177_1535370214566747-fig3.jpg
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diistintilir. mTOR aktivitesi, antikanser ilagla tedavi edilmis SCC hiicrelerinde gegici
olarak upstream duzenlenir. MTOR aktivasyonunun sdrddrtdlmemesi, hdcrelerin
Oliime kars1 savunmasiz kalmasinin neden olup olmadigi belirsizdir. WWOX ayrica
ANp63a ve AP2y ile etkilesir ve apoptozu arttirmak i¢in sitoplazmada bunlar
siralar. Sol (yesil alan): Bazal otofaji, sitoplazmada ¢ok sayida otofagozom varliginin
kanitladig1 gibi, kemoterapiye diren¢ kanser hucrelerinde aktiftir. Antikanser ilag
tedavisini takiben, Beclin-1 ve Atgl2-Atg5'in ifade seviyeleri artmistir ve bu
hiicrelerde otofaji saglam kalmaktadir. Ilaca direncli hiicreler, hiicresel biyosentetik
islemlerin pihtilagmalarini antimetabolitler ile asmak ve metabolik stres iizerine
hiicre canliligini siirdiirmek i¢in bir hayatta kalma mekanizmasi olarak otofajik yolu
kullanabilirler. Kanser hicrelerinde WWOX ifadesinin uyarilmamasi, kemoterapi
direncine yol acabilir (Chang, Lan 2014) (Sekil 2.7).

2.11 WWOX ve Hematolojik Maligniteler

Losemiler, hematopoetik kdk ve progenitor hiicre populasyonundaki birkag
hiicreden kaynaklanan oligoklonal veya monoklonal hastaliklardir. Yiikselen diger
karsinojenez modellerinde oldugu gibi, 16semi gelisimi ¢oklu genetik ve epigenetik
olaylar1 igeren evrimsel bir siirectir. Solid tlimoérlerin arastirilmasit kromozomal
anormalliklerin asir1 heterojenitesini ortaya ¢ikarmis olsa da (Struski 2002, Heerema
1998), 0zglil hematolojik malignitelerde goreceli olarak basit kromozomal
degisiklikler s6z konusudur. Bu degisiklikler arasinda kronik miyeloid losemide
(KML) BCR-ABL translokasyonu (Druker 2002, Clarkson 2003), akut l6semide
ALL1 degisiklikleri (Croce 1999, Schichman 1995), T hicreli I6semide TCL1
translokasyonlar1  (Croce 1999) ve akut promyelositik l6semide PML
translokasyonlar1 (Salomoni 2002) delesyonlar, translokasyonlar, nokta mutasyonlari
veya CpG adas1 metilasyonunu igeren tlimor siipresor genleri ve proto onkojenlerinin
degisimleri, c¢esitli organlarda tiimor gelisimine katkida bulunur. Solid ve
hematopoietik malignitelerde ¢cok sayida genomik degisiklik incelenmis ve giderek
artan sayida aday tiimor baskilayici genler kesfedilmistir (Soussi 1996, Liu 2002).

Solid timdrlerde degisen genler siklikla hematopoetik malignitelerde etkilenir.
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Replikasyon stresi kosullari, tiim yaygin frajil bolgelerin ekspresyonunu
etkilediginden ve iki veya daha fazla sayida yaygin frajil bolgedeki homozigot
delesyonlar sergileyen bir dizi kanser hiicresi serisi hematopoietik bozukluklarinda
WWOX ve FHIT genlerinin ifadesi incelenmistir. Son ¢alismalarda, DNA
demetilasyonu ve histon asetilasyonu ve epigenetik degisime ve RNA girisim
yollarina fonksiyonel baglantilar gibi yeni modifikasyonlar belirlemistir (lizuka
2003). Bu ¢alisma, iki genin ekspresyonunun kaybolmasinin veya degistirilmesinin,
hematopoietik timdrlerde, anormal ters transkripsiyon-PCR trtnleri ve/veya bu frajil
lokuslarda epigenetik modifikasyon ile sonuglanan mekanizmalar yoluyla uyumlu

olarak meydana gelebilecegine dair kanit saglamaktadir.

2.12 WWOX Geninin Lésemideki Rolli ve Etki Mekanizmalar:

Bugiine kadar, ¢ok sayida calisma gogiis, 6zofagus, pankreas ve tiroid kanseri
dahil olmak tiizere gesitli karsinomlarda WWOX ifadesinde azalma ya da kayiplar
oldugunu gostermistir (Yang 2010, Wang 2009). Onemli bir sekilde, akciger ve
meme kanseri gibi timdrlerde WWOX'un restorasyonu veya upregiilasyonu, bunlari
In vitro ve in vivo olarak apoptoza karsi duyarli hale getirebilir (Fabbri 2005,
lliopoulos 2007). WWOX hayvan modelleri ¢alismalari, WWOX igin bir allelin
inaktivasyonunun normal hiicrelerin  malign transformasyona yatkinligin

hizlandirdigin1 géstermektedir (Ageilan, Hagan 2007).

Yukarida belirtilen tiim sonuglar, WWOX veya onun protein Urininin
l6semide tiimoér olusumunda fonksiyonel roliinii dogrulamistir, 6zellikle primer
hematopoetik malignitelerde  WWOX ifadesinin azalmasi veya yoklugu da
bildirilmistir (Ishii, Vecchione 2003, Ishii, Furukawa 2004). Bu, WWOX'un,
I6semide bir timor baskilayict olarak islev gorebilecegini, ayrica FRA16D
tizerindeki 6zel konumu nedeniyle, karsinojenler tarafindan aktivasyona yatkin
oldugunu diistindiirmektedir. WWOX'un tiimdr olusumunda biyolojik rolii lizerine
yapilan ¢alismalar, timor hiicresel metabolizmasindaki islevinin, Bcl-2, Bcl-xL ve
kaspaz gibi hiicre apoptoz kontroliinde rol oynayan faktorlerle etkileserek hiicre
canliligin1 modiile edebilecegini gostermistir (Yang 2008, Kosla 2011). WWOX ve
apoptoz sinyal yollar1 arasinda yakin bir iliski oldugu gosterilmistir. WWOX
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restorasyonu Jurkat ve K562 hucrelerinde hiicre proliferasyonunu ve koloni
olusumunu baskilar. WWOX restorasyonu Jurkat ve K562 hiicrelerinde apoptozu
tesvik eder. Bcl-2, Bax, kaspaz-3 ve -9, WWOX aracili apoptozda rol alir. Sitokrom

¢ salimi1 Jurkat ve K562 hiicrelerinde WWOX aracili apoptozun bir sonucudur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arag ve Geregler

Bu tez ¢aligmasi Tekirdag Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik
Uygulama ve  Arastirma  Hastanesi Tibbi  Genetik  Laboratuvari'nda
gergeklestirilmistir. Calisma siiresince kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 3.1'de

verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanmilan arag ve gerecler

MARKA
Mikropipet Eppendorf Research® plus
Mikrosantrifij Beckman coulter microfuge 16
Vortex Biosan v-1 plus vortex

All Sheng nano 100 micro
Spektrofotometre Spectrophotometer
RT-QPCR Qiagen rotor gene Q

Arastirmamiz Tekirdag Namik Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Hematoloji poliklinigine gelen 18-70 yas gurubundaki erkek ve
kadin cinsiyetteki KLL tanis1 almis fakat herhangi bir tedavi baglanmamis 40 hasta
ve 18-70 yas grubunda herhangi bir malignitesi bulunmayan 26 saglikli gontlli
grubunda gergeklestirilmistir. Hasta ve kontrollere ait kan drnekleri Tekirdag Namik
Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dali’ndaki uzman hekimleri
tarafindan rutin kontrol kan tetkikleri istemleri esnasinda kan alma birimi tarafindan
almmistir. Deneysel ¢alismalar Tekirdag Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Saglikli goniillillerden ve KLL
hastalarindan almman 2 ml lik edta’li kandan thermo fischer scientific invitrogen
purelink RNA mini kit kullanilarak kit protokoliine uygun olarak total RNA

izolasyonu yapilmistir.
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3.2 Tam Kandan Total RNA Izolasyonu

Her bir ornek icin %21’lik 2-merkaptoetanol iceren liziz tampon taze
hazilanmalidir.  RNA  izolasyonu islem  basamaklari  asagidaki  gibi
gerceklestirilmistir:

1- 0.2 ml tam kan 1.5 ml lik RNaz free tuptne konur.

2- 0.2ml kana 2- merkaptoetanol ile hazirlanmis liziz tampon eklenir.

3- Kan hucrelerinin iyice liziz olabilmesi i¢in vortexlenir ve oda sicakliginda 12000
xg de 2 dakika santrfuj edilir.

4- Supenatant yeni ve temiz 1.5 ml lik mikrosantrfuj tiipine transfer edilir.

5-200 pl %100’lik etanol eklenir ve vortex veya pipetleme yardimiyla karigim
saglanir.

6- Ornek, spin kolona transfer edilir. Oda sicakliginda 12000 xg’de 15 saniye
santrifiij edilir.

7- Spin kolona 700 ul wash buffer 1 eklenir ve oda sicakliginda 15 saniye santrifiij
edilir. S1v1 kisim ve toplama tiipii uzaklastirilir. Yeni toplama tiipii i¢eren spin kolona
konur.

8- 500 ul alkol iceren wash buffer 2 spin kolona eklenir.

9- Oda sicakliginda 12000 xg de 15 saniye santrifiij edilir.

10- 8. ve 9. basamaklar tekrar edilir.

11- RNA baglanmis spin kolon oda sicakliginda 12000 xg de 1 dakika santrifiij
edilir. Toplama tiipli uzaklastirir. Spin kolon recovery tiipe yerlestirilir.

12- 30 pl -3x100 pl RNaz free water spin kolonun merkezine konur.

13- Oda sicakliginda 1 dakika enkiibe edilir.

14-Spin kolon ve recovery tiipler 2 dakika 12000 xg de oda sicakliginda santrifiij
edilir.

15- Aynistirilmis RNA uygun -80 derecede saklanir veya isleme alinir.

Elde edilen RNA’larin allsheng nano 100 nanodrop spektrofotometre cihazi

kullanilarak konsantrayon ve A260/280 saflik oranlar1 dl¢iildii.
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3.3 cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lardan high-capacity cDNA reverse transcription kit

(applied biosystems) protokoliine uygun olarak master mix hazirlandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. cDNA ProtokolU

TABLO 3.2 cDNA Protokolt

RNAase
Bilesen RNAase inhibitorlii  Inhibitorsiiz
25XdNTP Mix (100nM) 2.0 uL 2.0puL
100X RT Random Primers 0.8uL 0.8uL
Multiscribe Reverse Transkriptaz ~ 2.0uL 2.0ul
RNAase Inhibitor 1.0pL
Niikleazsiz Su 3.2ul 4.2ul
Toplam Herbir Reaksiyon I¢in 10.0pl 10.0pl

Her Bir Ornek I¢in (CDNA sentezi)
RT Buffer=2 ul

dNTP=0.8 ul

RT Random Primer=2 ul
Reverstranscriptase=1 pl
dH20=4.2 ul

Toplam Hacim=10 pul

Hazirlanan pcr master mix, high-capacity cDNA reverse transcription Kit
(applied biosystems) kullanilarak real time pcr cycler (Qiagen Rotor-Gene Q)
cihazinda cDNA sentezinde kullanild: (Tablo 3.3).



Tablo 3.3. Uygulanan cDNA RT QPCR Protokolu
BASAMAK BASAMAK BASAMAK

AYARLAR 1 2 3 BASAMAKA4
SICAKLIK 25°C 37°C 85°C 4°C
SURE 10 DAKIKA 120 DAKIKA 5 DAKIKA

3.4 WWOX Ekspresyonu

Elde edilen cDNA’lardan Applied Biosystems™ PowerUp™ SYBR™ Green
Master Mix kit protokoliine uygun olarak 50 ng/ul cDNA konsantrasyonu i¢in 2.5 ul
500 nM reverse ve forward primer konsantrasyonlari kullanilarak pcr master mix
hazirlandi (Tablo 3.4.).

HER BIR ORNEK ICIN (RT-QPCR reaksiyonu)

Power up SYBR Greeen master mix 10ul
Forward primer (500 nM) 2,5 ul
Revers primer (500 nM) 2,5 ul
cDNA (50 ng) Degisken
dH20" Degisken
Toplam Hacim: 20 ul

Tablo 3.4. Real-Time PCR protokolu

Tablo 3.4

Bilesen Miktar 10pl icin  Miktar 20pl I¢in

Powerup  Syber Green  Master

Mix(2x) SuL 10plL
Reverse and Forward Primerler DEGISKEN DEGISKEN
Dna Ornegi Ve Niikleazsiz Su DEGISKEN DEGISKEN

TOPLAM 10pL 20puL
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RT-QPCR reaksiyonu ig¢in kullanilan WWOX ve G6PD primer dizileri

asagida gosterilmistir. G6PD referans house keeping gen olarak kullanilmistir.

G6PD revers primer: GGC CAG CCACAT AGG AGTT

G6PD forward primer: GCA AAC AGA GTG AGC CCT TC
WWOX revers primer: TCT GGG ACA GCA GCA CAG TA
WWOX forward primer: GAG GCC TTT CACCAAGTCC

3.5 WWOX Ekspresyon Analizi

WWOX gen ekspresyonu dizeyleri real time pcr (Qiagen Rotor-Gene Q)
cihazinda analiz edildi. RT-QPCR reaksiyonu Tablo 3.5 de gésterilmistir.

Tablo 3.5. RT QPCR reaksiyonu

BASAMAK SICAKLIK SURE DONGU
2
UDG Aktivasyon 50 °C DAKIKA HOLD
2
Dual Lock DNA Polimeraz 95 °C DAKIKA HOLD
Denaturasyon 95 °C 15 SANIYE
15
Baglanma 55-60 °C SANIYE 40
1
Uzama 72°C DAKIKA

Qiagen Rotor-Gene Q real time pcr cihazinda referans cycle threshold
degeri=0.03 kabul edilerek quantitation SYBR gree prosediirii ile amplifikasyon

egrileri degerlendirildi.
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Hasta ve gondlli kontrollere ait WWOX ve referans G6PD esik dongisu

(cycle threshold, Ct) degerleri alinarak her bir analiz igin;

ACt= Ct wwox-Ct gepd degerleri hesaplandi.

2 A% Degerleri hesaplanarak goreceli WWOX ekspresyon diizeyleri hesaplandi.

3.5 Istatistiksel Analiz

Verilerin bilgisayara aktarilmasinda ve analizlerinde PASW Statistics 18 for
Windows istatistik paket programi kullanildi. Degiskenler ortalama, standart sapma,
medyan, minimum-maksimum deger, frekans ve yiizde ile ifade edildi. Degiskenlerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile belirlendi. Ayrica, Roc Curve
analizi ile cut-off ekspresyon degeri belirlendi. Degiskenlerin karsilagtirilmasinda
Bagimsiz Orneklem t testi kullanildi. Istatistiksel olarak p<0.05 degeri anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR VE SONUC

4.1 KLL Hastalarina Ait Demografik ve Klinik Veriler

KLL hastalarinin demografik ve klinik o6zelliklerinin dagilimlar1 Tablo 4.1°de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. KLL hastalarinin demografik ve klinik ozellikleri

KLL
(n=40)
Cinsiyet E/K 27/13
Yas 59,6 33-76
Evre (RAI) %
Evre 0 45
Evre 1 22,5
Evre 2 27,5
Evre 3 2,5
Evre 4 2.5
WBC (10*3/uL) 23,6 (8,9-49,1)
LY (10*3/uL) 69,9 (49,2-90,9)
HB (g/DL) 14,1 (9,3-17,3)
PLT (10*3/uL) 246,6 (97-864)
LDH (1U/L) 204,2 (126-304)
B2M (mg/L) 2,8 (1,7-5,6)
CD38 (%) 3,2 (0,06-36,5)

4.2 KLL ve Kontrol Gruplarinda WWOX mRNA Ekspresyon Diizeyleri
KLL ve kontrol gruplarindaki WWOX mRNA ekspresyon diizeyleri
karsilagtirildiginda, KLL grubundaki WWOX mRNA ekspresyon diizeylerinin
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kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir

(P<0,001) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. WWOX ekspresyon dizeyi

WWOX Ekspresyon Duzeyi

KONTROL 0.002

KLL 0.005 P<0,001

KLL ve kontrol gruplarinda saptanan WWOX hedef gen mRNA ekspresyon
duzeylerine ve G6PD referans gen mRNA ekspresyon duzeylerine ait RT-qPCR
amplifikasyon egri analizleri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 de gosterilmistir.

B 5 i a - 5

Sekil 4.1. Kontrol grubunda WWOX ve G6PD mRNA duzeylerine ait
amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.2. KLL grubunda WWOX ve G6PD mRNA dizeylerine ait

amplifikasyon egrileri

KLL ve kontrol gruplarindaki WWOX mRNA ekspresyon diizeyleri Sekil

4.3’de karsilastirmali grafikler olarak sunulmustur.

0,006

0,005

0,004

0,003

0,002 -

WWOX ifadesi diizeyleri

0,001 -

Kontrol

KLL

Sekil 4.3. KLL ve kontrol gruplarinda WWOX mRNA ekspresyon diizeyleri
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4.3 KLL Hastalarina Ait Demografik ve Klinik Ozellikler ile WWOX

Ekspresyon Diizeyleri Arasindaki Iliski

KLL hastalar1 ROC egrileri analizi (0.0029) kullanilarak elde edilen esik
degerine gore, WWOX pozitif ve WWOX negatif olarak iki gruba ayrildi. Genel
olarak, 33 hasta WWOX mRNA ifadesi gosterdi, kalan 7 hasta cutoff degerinin

altindaydi. WWOX gen ifadesi diizeyleri ile KLL prognostik faktorleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulmadik (P> 0,05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. WWOX pozitif ve negatif KLLL. hastalarinda klinik 6zellikler

WWOX Pozitif WWOX Negatif P

Hasta Sayisi 33 7
Cinsiyet E/K 21/12 6/1
Yas 59,52 60 0,9
Evre (Rai)

Evre 0 13 S)

Evre 1 8 1

Evre 2 10 1

Evre 3 1 0

Evre 4 1 0
WBC (10*3/uL) 24,2 21,1 0.444
LY (10*3/uL) 69,8 70,4 0,899
HB (g/DL) 14,2 14,1 0,954
PLT (10*3/uL) 248,5 2317,7 0,851
LDH (1U/L) 209,2 180,7 0,135
B2M (mg/L) 2,9 2,5 0,367
CD38 (%) 3,1 3,9 0,81

WWOX pozitif ve negatif KLL hastalarindaki klinik 6zellikler karsilastirmali

grafikler olarak sunulmustur (Sekil 4.4 ).
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Sekil 4.4. WWOX pozitif ve negatif KLL hastalarindaki klinik 6zellikler

RAI siniflamasina gore WWOX negatif ve WWOX pozitif hasta grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir iligski saptanmamustir (P>0,05) (Sekil 4.5)
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Sekil 4.5. RAI Siniflamasina Gére WWOX Negatif Ve WWOX Pozitif KLL
Hasta Sayilan
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5. TARTISMA

WWOX geni yaygin kromozomal frajil blge FRA16D’yi de kapsayan 1.11
mb uzunlukta oldukga biiyiik bir gendir. Yaygin kromozal frajil bolgeler 6zellikle
replikasyon stresine duyarli hassas kirilgan bdlgelerdir. Bu bdlgede bulunan bir
timor baskilayict gen varhigi ozellikle olusan DNA hasarlarina karst genomik
kararliligin saglanmasinda 6nemlidir. Frajil bolgelerde meydana gelen heterozigozite
kayb1 (LOH), homozigot delesyonlar veya tiimor baskilayict gen kaybi genomik
instabilite olusumuna neden olmakta ve Ozellikle onkogenik transformasyona yol
acmaktadir. (Durkin 2007, Sara Del Mare 2009, Ageilan, Croce 2007, Ageilan, Abu-
Remaileh 2014, Ishii, Vecchione 2003, Ishii Furukawa 2004, Morgan 2015, Salah
2010, Yuri 2013, Iliopoulos 2005).

Malign transformasyon, genetik degisikliklerin farkli kombinasyonlarindan
olusan karmasik ¢cok asamali bir siirectir. Bu siire¢ onkogenleri aktive eden ve tlimor
baskilayici genleri baskilayan genetik degisiklikleri igeren asamalar1 igerir. Bircok
tiimor baskilayict genin ifadesi, epigenetik mekanizmalarla kanserde downregiile
edilir. Gen promoter bdlgelerinin CpG’den zengin bolgeleri siklikla kanserde
metillenir, deasetilasyon ve lizin metilasyonu gibi histon modifikasyonlari, timor
baskilayict genlerin promoter bdlgesindeki kromatin yapisimi degistirir, bdylece
transkripsiyon faktorleri baglanamaz ve transkripsiyon bloke edilir. WWOX
transkripsiyon baglatma bdlgesinde yiiksek oranda (%66-70) CpG bolgelerine
sahiptir. Bir¢ok kanser tlirinde WWOX kaybi, kromatin yogunlagmasi ve gen
susturulmasina yol acan promoter hipermetilasyon ve histon deasetialsyonu ile
iliskilidir. Ayrica WWOX ekspresyonu post translasyonel olarak polyubiquitination
ile dizenlenmektedir ve proteozomal degradasyon ile down regile edilir. (Sara Del
Mare 2009, Ageilan, Abu-Remaileh 2014, Ishii, Vecchione 2003, Ishii Furukawa
2004, Iliopoulos 2005)

Biz calismamizda KLL’de WWOX’1n prognostik 6énemini arastirdik. WWOX
gen ekspresyonunun KLL hastalarinda saglikli kontrol grubuna goére anlamli
derecede yiiksek oldugunu gosterdik. KLL hastalarinda WWOX ekspresyonunda

artmanin  olmas1  Ozellikle bu hastaligin  genomik instabilite agisindan
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degerlendirilmesi gereken bir durumu ifade etmektedir. Bizim ¢aligma grubumuzda
KLL grubunda karyotipik olarak kromozomal bir anomali gézlenmemistir. Ancak
KLL’de baz1 karyotipik anomalilerin koti prognozla iliskili oldugu bildirilmistir.
Ozellikle t (4;11), del(6g23), t (8;14), t (11;14), t (11;18), del(11922), (11923/MLL),
del(13q14), del(17p13) gibi translokasyon ve delesyonlarin KLL’de Onemli
prognostik faktorler olmasi acisindan degerlendirilmesi gereken parametrelerdir.
Genomik instabilite acisindan bu kromozomlarda meydana gelen anomalilerin
WWOX ile iligskisinin arastirilmasi ileriki ¢aligmalarda yararli olacaktir.

Ayrica galismamizda WWOX gen ifadesi diizeyleri ile KLL prognostik
faktorleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulmadik. Burada calisilmis
olan flow sitometrik parametrelere ek olarak FMC7, ZAP70, TNFa, VEGFR 2,
IGVH, IL-6, IL-8, IL-10 gibi parametrelerin ileriki doénemlerde yapilacak
calisilmalara eklenmesi KLL hastalarinin klinik parametrelerle korelasyonunun
tanimlanmasinda yararl olacaktir. (Reddy 2006).

Cesitli ¢alismalarda birgcok tiimor tiplerinde WWOX geni delesyonlarinin
tiimor agresifligi agisindan kotii prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir.( Sara Del
Mare 2009, Paige 2001, Lo 2015, Morgan 2015, Ludes-Meyers 2003).WWOX geni
polimorfizmlerinin tiimor baskilayici fonksiyonlarinin inaktivasyonuna yol actigi,
ozellikle ekzon 4’te meydana gelen tek niikleoid delesyonlarinin veya insersiyonlarin
frameshift (cer¢eve kaymasi) mutasyonlarina neden olarak Wwox protein kaybina,
dolayisiyla proapoptotik ve apoptotik indiikksiyonun azalmasina yol ac¢tif
gosterilmistir.  Ekzon 8’de meydana gelen polimorfizmlerin de tiimor
metabolizmasinda Wnt-f katenin sinyal yolunda tau, gsk-3p3, dvl-2 protein
etkilesimini inhibe ederek wwox ekspresyonunun kaybina veya azalmasina yol a¢tigi
gosterilmistir (Paige 2001).

Cesitli caligmalarda normal dokularda saptanmayan yalnizca timor
hiicrelerinde eksprese edilen anormal WWOX transkript varyantlarinin varlig
bildirilmistir. Anormal ekzon-ekzon kirpilmasi nedeniyle olusan bu anormal
transkript varyantlart sonucunda kodlanan Wwox protein izoformlarinin 6zellikle
timor hiicrelerinde Wwox ekspresyon kaybi1 ve azalmasi ile iligkili olabilecegi bu
nedenle de kanser hiicrelerinde Wwox tiimor baskilayici fonksiyonunun kaybi ile

sonuglandig1 gosterilmistir. (Aqeilan, Abu-Remaileh 2014).
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Giliniimiizde 5 farkli anormal Wwox transkript varyanti gosterilmistir.
Transkript varyant 2-4’tin ayrica trankript varyant 2-5’in yalnizca tiimoral
hicrelerinde eksprese edildikleri normal hicrelerde eksprese edilmedikleri
gosterilmistir. Transkript varyant 2°de anormal kirpilmis alternatif ekzon 9 ve 10
bulunurken, transkript varyant 5’te anormal kirpilmis alternatif ekzon 6, 7, 8 ve 9
delesyonlart bulunmaktadir,. WWOX transkript varyant 3’te ekzon 6, 7 ve 8§
delesyonlar1 mevcut iken transkript varyant 5, 6, 7 ve 8 delesyonlar1 bulunmaktadir.
Transkript 3’te cerceve i¢i delesyon gozlenirken transkript 4 ve 5’te cerceve disi
delesyon mutasyonlar1 izlenmektedir.

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda c¢esitli kanser tiplerinde bir tiimor
baskilayici olarak islev goren WWOX gen ekspresyonundaki azalma veya kaybinin,
bu anormal transkript varyantlar1 nedeniyle kodlanan anormal Wwox protein
izoformlariin iligkili oldugu bildirilmistir. (Sara Del Mare 2009, Paige 2001, Lo
2015, Morgan 2015, Ludes-Meyers 2003).

Bizim arastirmamizda KLL hastalarinda Wwox ekspresyonundaki artisin
Ozellikle hematolojik malignitelerin kronik alt gruplarinda karsinojenik siliregte bu
Wwox protein izoformlarinin rolii iizerinde daha ¢ok arastirma yapilmasi gerektigi
yoniinde ipuglar1 vermektedir. Ileriki donemlerde yapilacak calismalarda bu
izoformlarin, WWOX transkript varyantlar1 ile iliskisinin arastirilmasi yararl
olacaktir.

Wwox proteini bir¢cok protein ile etkilesime girerek programli hiicre 6liimii,
hiicre  dongiisiiniin  baskilanmasi, onkogenik transkripsiyon faktorlerinin
baskilanmasi, onkogenik sinyal ileti yolaklarinin baskilanmasi, invazyon ve
metastazin baskilanmasinda 6nemli rol oynar. Bununla birlikte Wwox proteininin
yapisal degisimleri veya diger proteinlerle etkilesimleri Wwox tiimoér baskilayici
fonksiyonunun diiznlenmesinde belirleyici bir faktordar. (Sara Del Mare 2009, Lo
2015, Chang 2015). Ornegin Wwox proteininin SDR domaini fosforilasyonu Wwox
proteininin degrade olmasina dolayisiyla HIF1a diizeylerinin destabilizasyonuna ve
transkripsiyon aktivitesinin baskilanmasia yol agmaktadir. Bu da Wwox timor
baskilayici etkisinin kaybina neden olur. Ayrica SDR domaininin; TAU, GSK 3 ve
DVL2 ile etkilesimi Wnt sinyal yolunda yer alan proliferasyonu ve hiicre buytimesini

saglayan B-katenin sinyal yolaginda baskilanmaya neden olacagindan invazyon ve
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metastazda 6nemli rol oynar. (Chang 2015).

Wwox proteininin WW1 ve WW?2 domainleri direkt olarak diger proteinlerle
etkilesime girerek hiicre donglisiiniin kontrol noktalarinda, genomik instabilitede,
DNA hasar cevabinda ve apoptozda 6nemli rol oynar. WW domainlerinin igerdigi
PPXY ve LPXY motifleri ile p53, p63 ve p73 proteinleri ile etkilesime girerek
ozellikle proapoptotik siiregte dolayisiyla tiimor baskilama regiilasyonunda 6nemli
rol oynar. Bir diger énemli WW domain molekiilii olan ITCH ile DNA hasar
cevabinin olugsmasi ve genomun biitiinliigliniin korunmasinda 6nemli rol oynar.
(Ageilan, Croce 2007, Paige 2001, Lo 2015, Ageilan, Abu-Remaileh 2014, Chang
2015, Morgan 2015, Salah 2010, Cui 2013).

Diger bir yandan Wwox proteini apoptoz ile iligkili yolaklarda antitimor
aktivitesi ile ilgili faktorlerle yakindan iligkilidir. Wwox ekspresyonu mitokondriden
sitokrom ¢ salinimina yol agarak Bcl-2 ve Bcl-xI downregllasyonuna ve Bax
upregiilasyonuna neden olur. Wwox yliksek ekspresyonu ayni zamanda proapoptotik
p53 upregiilasyonunu sagladigi ve apoptotik kaspaz kaskadinda prokaspaz 3 ve
prokaspaz 9 aktivasyonunda 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (Ageilan, Croce 2007,
Lo 2015, Ishii 2004, Salah 2010, Iliopoulos 2005).

Wwox proteininin etkilestigi en dnemli proteinlerden biri de ZFRA (¢inko
parmak benzeri protein) proteinidir. ZFRA, reseptdr adaptor proteini TRADD (TNF
reseptor ile iliskili 6liim domeini proteini) ile etkilesime girerek tiimor nekroz faktorii
(TNF) kaynakli hiicre 6liimiinii diizenleyen kisa bir peptidtir. JNK (c-Jun N-terminal
kinaz), NF-kB (Niikleer faktor kappa B) ve WWOX proteinlerini downregiile eder.
Sitokrom ¢ salinimi apoptozda kritik bir basamak olarak kabul edilir. Dikkat ¢ekici
bir sekilde, asir1 eksprese edilmis ZFRA, Bcl-2 ve Bcl-xL ekspresyonunu baskilayan,
timor baskilayict p53 ve Wwox proteinlerin apoptotik fonksiyonunu ortadan
kaldiran ve mitokondriyal membran potansiyelinin yok edilmesini iceren,
mitokondriyal yol araciligi ile apoptozu indiikler hiicre dliimiine yol acar. ZFRA,
TRADD, TRAFF ve RIP ile etkilesime girerek TNF kaynakl1 hiicre 6liimiinti etkiler
ve stres yanit1 sirasinda NF-B, JNK1, p53 ve Wwox aktivasyonunu negatif olarak
duizenler (Lo 2015, Cui 2013, Hong 2007).

Biitiin bu veriler 1518inda su ana kadar yapilan g¢aligmalarda solid doku

tiimorlerinde ve baz1 hematolojik malignitelerde temel olarak ve beklenildigi gibi bir
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timor baskilayicit gen olan Wwox ekspresyonunu kaybi veya azalmasi gosterilmis
olmasina karsin bizim arastirmamizda KLL’de Wwox ekspresyonunun artisi
yoniinde degisim izlenmesi ileriki donemlerde yapilacak calismalarda bu protein
etkilesimlerinin KLL’de daha ayrintil1 bir sekilde arastirilmasinin gerekliligini ortaya
koymaktadir. Hematolojik maligniteler agisindan KLL’de bu protein etkilesimleri
arasinda en onemli grubu apoptotik siiregte son derece 6nemli rolii olan p63, Bcl-2,
Bcl-x1, kaspaz 3, kaspaz 9, TNF a ve ZFRA olusturmaktadir.

Bununla birlikte 6zellikle hematolojik malignitelerde tedavisiz sag kalim
stiresinin olduk¢a uzun oldugu ve evre agisindan prognozun oldukca yavas ilerledigi
KLL’de spesifik Wwox baglayan proteinlerin ekspresyon dengesindeki kayiplarin
veya degisikliklerin de bazi durumlarda WWOX ifadesinde artiglara yol agmasinin
miimkiin olabilecegi diisiintilmektedir.

Biz c¢alismamizda WWOX ifadesinin KLL hastalarinda saglikli kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiksek oldugunu gosterdik. WWOX duzeyleri ile
KLL'deki klinik parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulmadik.
Sonug olarak, WWOX geninin anormal transkripsiyon varyantlari, anormal protein
izoformlar1 ile iliskilendirilebilir ve bu izoformlar, KLL hastalarinda WWOX

geninin timor baskilayicr etkilerini degistirebilir.
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