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OZET

Izole 13q Delesyonu Saptanan KLL Olgularinda NOTCHI ve
SF3B1 Genlerinde Mutasyon Analizi

Kronik lenfositik 16semi (KLL) lenfoid seriden koken alan ve
karakteristik genetik degisikliklerin bulundugu bir 16semi tipi olarak
tanimlanmaktadir. Kronik lenfositik losemide genetik degisiklikler,
kromozomal aberasyonlar ve gen mutasyonlaridir. Literatiirlerde en
sik gozlenen kromozomal aberasyonlar ise 13. ve 11. kromozumun
uzun kol delesyonu (dell3q, delllq), 17. kromozomun kisa kol
delesyonu (dell7p) ve 12. kromozomun trizomisi olarak bildirilmistir.
Belirtilen anomalilerden izole dell3q iyi prognostik olarak kabul
edilmektedir. Fakat bazi1 literatiirlerde 13. kromozomun uzun
kolundaki delesyonun biuyiikliigii ile delesyona ek anomalilerin
varliginin prognozu etkiledigi bildirilmistir. Kronik lenfositik 16semi
belirtilen kromozomal aberasyonlarin yaninda siklikla NOTCH]1,
SF3B1, BIRC3, TP53 ve XPOI genlerinde mutasyonlar saptanmistir.
Belirtilen genler icinde NOTCH1 ve SF3B1 genlerinin hiicre
sikliistinde, apoptoz ve RNA splicing gibi hiicre islevinde o6nemli
mekanizmalarda gorevli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle NOTCH1
ve SF3B1 genlerindeki mutasyonlarin hastaligin patogenezinde
onemli etkilerinin olmasi beklenilmektedir. Ek olarak literatiirlerden
elde edinilen Dbilgiler dogrultusunda belirledigimiz genlerin
hastalarin tedaviye baslama siireleri ve sagkalim siiresi tlizerine
etkileri bulundugu da bildirilmektedir. Biz de calismamizda FISH
yontemiyle belirledigimiz izole del13q saptanan kirk tli¢ hastada kotu
prognostik etkisi olan NOTCHI1 ve SF3B1 genlerinde mutasyon
profilini Sanger Sekanslama yontemiyle inceledik. Belirtilen hasta
grubunda NOTCH1 genininde en sik gorilen 7541_7542delCT
mutasyonunu bir hastada (%2.4) saptarken, SF3B1 geninde mutasyon

saptayamadik.



Calismamizda SF3B1 ve NOTCH1 genlerinde hasta sayisinin ve
mutasyon oranlarinin az olmasi nedeni ile dell3q oranlari, RBI gen
delesyon varligi, hastalik evreleri, tedaviye baslama siiresi ve OS
parametreler ile iligkisi istastiksel olarak degerlendirilememistir.
Ancak olgu serimizde sadece 1 hastada NOTCHI1 geninde mutasyon
bulunmasi; ilgili mutasyon ile dell3q hasta grubu arasinda bir
iligkinin olmadigini diistiindirmektedir. Yapilan literatir
degerlendirmesinde ¢alismamiz Tiirk populasyonunda FISH yontemi
ile izole del13q saptanan KLL hastalarinda ilgili genlerin mutasyonel
durumunu degerlendiren ilk calisma olarak goriilmekte ve bu yonii

ile literatiire katki saglamaktayiz.

Anahtar Kelimeler: NOTCH1 geni, KLL, Sanger sekans, SF3B1 geni



SUMMARY

Mutations Analyzing Of NOTCH1 and SF3B1 genes in Cases
with CLL Detected Isole 13q Deletion

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is defined as a type of
leukemia originating from the lymphoid series with characteristic
genetic changes. Genetic changes, chromosomal aberrations and gene
mutations in chronic lymphocytic leukemia. The most common
chromosomal aberrations in the literature have been reported as
deletion of the long arm of the 13th and 11th chromosomes (dell3q,
delllq), deletion of the short arm of the 17th chromosome (dell7p)
and trisomy of the 12th chromosome. Dell3q isolated from the
mentioned anomalies is considered to be good prognostic. However, in
some literature, it has been reported that the size of the long arm of
chromosome 13 and the presence of additional anomalies affect the
prognosis. In addition to chromosomal aberrations with chronic
lymphocytic leukemia, mutations in the genes of NOTCHI1, SF3Bl,
BIRC3, TP53 and XPO1 are frequently detected. Among the mentioned
genes, NOTCH1 and SF3B1 genes are known to be involved in cell
cycle, apoptosis and important mechanisms in cell process such as
RNA splicing. Therefore, mutations in NOTCHI1 and SF3B1 genes are
expected to have important effects on the pathogenesis of the disease.
In addition, it has been reported that the genes we identified in
accordance with the information obtained from the literature have
effects on the duration of treatment and survival time of the patients.
In our study, we investigated the mutation profile of NOTCHI and
SF3B1 genes with poor prognostic effect in forty-three patients with
isolated dell3q detected by FISH method by Sanger Sequencing
method. We detected 7541_7542delCT mutation in NOTCHI1 gene in

one patient (2.4%), but we could not detect mutations in SF3BI1 gene.



In our study, due to the low number of patients and mutation
rates in SF3B1 and NOTCHI1 genes, dell3q rates, presence of RBI
deletion, disease stages, duration of treatment and OS parameters
could not be evaluated statistically. However, in our case series, only
1 patient had mutations in NOTCH1 gene; suggest that there is no
relationship between the relevant mutation and the dell3q patient
group. In the literature review, our study is seen as the first study
evaluating the mutational status of related genes in CLL patients with
isolated dell3q detected by FISH method in Turkish population and

we contribute to the literature with this aspect.

Key Words: NOTCH1 gene, CLL, Sanger sequencing, SF3B1 gene
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1. GIRIS VE AMAC

Kronik lenfositik 16semi bat1 lilkelerinde goriilen en yaygin l6semi tipi
olarak bilinmektedir. Hastalik genellikle erigkin bireylerde goriilmekte olup,
hastalarin klinik progresyonlar: yiiksek oranda degiskenlik gostermektedir
(Hallek, 2017). Immiinoglobiilin agwr zincir geninin mutasyonel durumu,
genomik degisimler, ek hastaliklar ve yasg gibi bir¢cok faktér hastalardaki
yiksek orandaki klinik degiskenligi agiklamaktadir. Literatiirde tani i¢in
bircok calisma yer almakta ve bu calismalarin 6zellikle genomik degisimlere
yonelik oldugu goriilmektedir. Bu genomik degisimlerin kendi igerisinde de bir
heterojenlik  gosterdigi, birgok kromozomal aberasyonlari ve gen
mutasyonlarini icerdigi bilinmektedir. Kromozomal aberasyonlar (en sik
del13q14, del17p13, trizomi 12 ve del11q22) ile birlikte gen mutasyonlarinin
(NOTCH1, SF3B1, MYDS&S8, IGHV ve XPO1 vb.) hastaligin patogenezinde ve
prognozunda onemli rol oynadigi ve tedavi stratejisinde etkili oldugu
bildirilmektedir. Calismamizda da yer alan kromozom 13’in ql4 bdlgesinin
delesyonunun sadece 1zole oldugu durumlarda 1yl prognoz gosterdigi
bilinmektedir. Calismalarda belirtilen kromozomal aberasyona ek Kkota
prognostik marker olarak bilinen gen mutasyonlarimin (IGHV, NOTCHI ve
SF3B1 gibi) varhiginin, hastalik prognozunu olumsuz yonde etkileyebilecegi
bildirilmektedir. Ayrica izole del13q bulunan KLL hastalarinin 6rneklerinde
yapilan calismalarda, NOTCH1 ve SF3B1 genlerini iceren bircok genin
mutasyonel durumu incelenmis ve dell3q kromozomal aberasyonu ile
NOTCH1 ve SF3B1 genlerinin mutasyonlarinin iligskisi degerlendirilmigtir.
Belirtilen kromozomal aberasyonun varliginda bu genlerin mutasyonlarinin
prognoza (OS ve TTT) olan etkisi degerlendirilmistir. Literatiirde yukarida
bahsedilen iligkilere yonelik elde edilen veriler arasinda celigkiler bulundugu
gorilmektedir. Calismalarda ilgili genlerin mutasyonlarinin oranlari arasinda
degiskenlik oldugu gibi, NOTCH1 ve SF3B1 genlerinin mutasyonel durumu ile
del13q kromozomal aberasyonu iligkisiyle ilgili de farkliliklar bildirilmektedir.
Yapilan ¢alismalarda, NOTCH1 ve SF3BI1 gen mutasyonlarinin ileri hastalik
evreleri, kisa OS ve TTT ile de iligkilendirilmigstir.



Literatiirdeki bu verilere dayanarak biz de c¢alismamizda FISH
yontemiyle belirledigimiz izole dell3q saptanan kirk ti¢ KLL tanis1 almisg
hastada kot prognostik etkisi olan NOTCH1 ve SF3B1 genlerinde mutasyon
profilini Sanger Sekanslama yontemiyle incelemesi hedeflenmigtir. Ek olarak
1zole 13q KLL hastalarinda ilgili genlerin mutasyonel durumunu, hastalara ait

OS ve TTT parametreleri ile iligkisini degerlendirilmesi hedeflenmistir.



2.GENEL BILGI

2.1. Hematolojik Maligniteler

Periferik kan hicrelerinin biyik bir kisminin tretimi, hematopoez
olarak adlandirilmaktadir. Hematopoez sitokinler, hormonlar ve biiylime
faktorlerinin yani sira transkripsiyon faktér aglari ile kontrol edilmektedir.
Hematopoetik kokenin yeniden programlanmasinda ise sadece transkripsiyon
faktorlerinin degil mikrogevreninde rolii oldugu bilinmektedir. Bu kompleks
mekanizmanin molekiiler deregilasyonu (hiperproliferasyonu, biiytime
faktorlerine sensivite ve farklilasmada blokaj gibi) hematolojik malignitelere
neden olmaktadir. Ek olarak sinyal yolaklarinin deregiilasyonunun da l6semik
transformasyona sebep oldugu belirtilmektedir (Grech, Avellino & Schembri

Wismayer, 2009).
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Sekil 2.1. Loseminin Ana Tiplerini Sistematik Olarak Gosterimi (Khwaja vd., 2016)’den
degistirilerek alinmigtir.

Losemiler klasik olarak seyirlerine goére akut ve kronik, hiicre
orjinlerine gore miyeloid ve lenfoid olarak siniflandirilmaktadirlar (Khwaja

vd., 2016) (Sekil 2.1).



2.1.1. Kronik lenfositik losemi ve epidemiyolojisi

Kronik lenfositik 1osemi (KLL) CD5+ B hiicre malignitesi olarak
tanimlanmaktadir. Kii¢iik, olgun neoplastik lenfositlerin kan, kemik iligi ve
ikincil lenfoid dokularda birikimi lenfodenopati, splenomegali, iligin hiicre
infiltrasyonuna ve lenfositoza sebep olmaktadir. Kronik lenfositik lésemi
Avrupa ve Kuzey Amerika’da en yaygin lésemi tipi olarak bilinmektedir.
Kronik lenfositik 16semi erkek bireylerde kadinlara gore ve 7. dekad itibari ile
daha sik gorilmektedir. Ayrica KLL olan hastalarin birinci derece
akrabalarinda hastaligin gelisme riskinin 8.5 kat fazla oldugu goérilmektedir.
Kronik lenfositik l6semi konkordansinin monozigotik ikizlerde dizigotik
ikizlere gore daha yiliksek oldugu da literatlirde yer alan veriler arasindadir.
Familyal KLL hastalarinda genom c¢alismalariyla birlikte genlerin belirli
bolgelerinde otuzdan fazla tek niukleotid degisimi (SNP) saptanmistir.
Belirtilen hastalarda yapilan SNP calismalari ile birlikte KLL'nin gelisiminde
herediter faktorlerin de etkili oldugu gosterilmistir (Kipps vd., 2017).

Kronik lenfositik léseminin patofizyolojisinin B-hiicre reseptér yaniti
(BCR) ve immiinoglobiilin agir zincir geninin (IGHV) mutasyonel durumu,
genetik aberasyonlar/gen mutasyonlari ve apoptoz ile proliferasyondaki
defektleri icerdigi gorilmektedir. Burada BCR immiinoglobiilinlerin (Ig) agir
ve hafif zincirleriyle birlikte CD79a ve CD79b’den olustugu bilinmektedir.
Belirtilen komponentler (Ig, CD79a ve CD79b), intraselliler aktivasyon
molekiileri (SYK) araciligiyla intraselliiler tirozin kinazlara sinyalleri ileterek
yolak aktivasyonu saglamaktadirlar. Asagi yonde yolaklar1 aktive etmek igin
bu tirozin kinaz aktivitesinin KLL alttipleriyle iligkili oldugu ve ZAP70, CD38
ve IGHV geninin mutasyonel durumu ile korele oldugu literatiirde yer alan
veriler arasindadir. Kronik lenfositik lésemide yiiksek tirozin kinaz
aktivasyonuna sebep olan ZAP70 proteini, ilgili tanida kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu arttirdig1 i¢in onkogenik kanit olarak goriilmekte ve koti

prognozla iligkilendirilmektedir (Burger & O’Brien, 2018).



CD38in 1ise iligkili oldugu molekiillerle birlikte kanser hiicresinin
bliyimesine ve sagkalimina neden oldugu goériilmektedir. Bu nedenle kot

prognostik marker olarak belirtilmektedir (Burger & O’Brien, 2018).

Kronik lenfositik l6seminin patofizyolojisinde diger 6énemli bir faktor
olan IGHV geninin mutasyonel durumunun ilgili tanida biyolojik ve klinik
acidan  farkhliklara sebep oldugu gorilmektedir. Ayrica KLL'nin
siniflandirilmasinda IGHV geninin mutasyonel durumunun etkili oldugu da

belirtilmektedir (Fabbri & Dalla-Favera, 2016) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. IGHV Geninin Mutasyonel Durumu ve Klinik A¢gidan Sebep Oldugu
Farkliliklar (Burger & O’Brien, 2018)’den degistirilerek alinmistir.

Immiinoglobiilin agwr zincir geni daha 6ncede belirtildigi gibi KLL 'nin
gelisiminde ve molekiiler patolojisinde 6nemli bir gen olarak bilinmektedir. Bu
genin mutasyonel durumu naive B hiicrelerinin matiir B hiicre haline gelmesi
stirecinde meydana gelmektedir. Bu siirecte normal naive B hiicresi basarih
V(D)J rekombinasyanuna maruz kalmakta ve fonksiyonel B-hiicre reseptorleri
eksprese etmektedirler. B-hiicre reseptorleri, antijen etkilesimiyle aksesuar ve
CD4+ T hicrelerine baglanabilmektedir. Belirtilen hiicreler germinal

merkezler olarak gorev yapan folikiilleri olusturmak i¢in birikmektedirler

(Kipps vd., 2017).



Germinal hiicreler, B hiicrelerin bolinmesini saglayan karanlik zona ve
helper T hiicreler, makrofajlar ve folikiiler dendritik hiicrelerle karismis B
hiicrelerini kapsayan bir light zona sahip olduklar: bilinmektedir. Bu hiicreler
germinal merkezin karanhik zonuna girerler ve burada hiicreler IGHV ve
IGHL genlerinde somatik mutasyonlara ve hizli proliferasyona maruz
kalmaktadirlar. Aydinlik zonda ise antijene baglanmak i¢in en uygun B
reseptériini eksprese eden B hiicreleri secilmekte ve Ig sinif degistirme

rekombinasyonu meydana gelmektedir (Kipps vd., 2017) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. KLL Hiicrelerinin Hicresel Orjinleri ve IGHV Geninin Mutasyonel Durumu (Kipps
vd., 2017)’den degistirilerek alinmigtir.

Immiinoglobiilin agwr zincir geni mutasyonsuz (UM-IGHV) KLL
hiicreleri somatik mutasyona maruz kalan CD5+ B-hiicrelerinden,
immiinoglobiilin agir zincir geni mutant (M-IGHV) KLL hiicreleri ise
germinal merkezden farklilasmis ve ge¢mis CD5+ B hiicrelerinden koéken
almaktadirlar. Baz1 KLL kanser hiicreleri Ig sinif degistirme rekombinasyona
maruz kalan ve IgM ve IgD’ den farkl (Orn: IgG veya IgA) Ig ekprese eden B
hiicrelerinde koken aldiklar: bilinmektedir (Kipps vd., 2017)(Sekil 2.3).



B hiicresinden koéken aldigi bilinen UM-IGHV KLL hicrelerinin
farklilagmasi germinal merkezden degil, lenf nodlarindaki bdélgelerde
gerceklesmektedir. Ozellikle lenf nodlarindaki bolgelerde farklilagan B-
hiicrelerin IGH genlerinde somatik mutasyonlar meydana gelmektedir. Ayrica
Immiin yanitta seleksiyon da gerceklesmektedir. Bu yuzden M-IGHV eksprese
eden KLL hiicreleri olan hastalar ile UM-IGHV eksprese eden KLL hiicreleri
olan hastalar karsilastirildiginda, UM-IGHV ekspresyonu pozitif hasta
grubunda hastaligin daha agresif oldugu gorilmektedir (Kipps vd., 2017).

2.2. Kronik Lenfositik Losemide Genetik Degisimler

Hematolojik malignitelerde hastaligin gelisimi ve patogenezinde en
onemli faktor olan genetigin ilgili tani i¢in de etkili oldugu KLLnin hicre
orjinini belirleme ¢aligsmalariyla saptanmistir. Bu ¢alismalarda hematopoetik
kok hicrelerde epigenetik ve genetik lezyonlarla birlikte antijenik
stimiilasyonun meydana gelmesiyle matir B hicrelerin ekspansiyon ve
seleksiyon kazanmasina sebep oldugu gosterilmistir. Bu mekanizmalarin
ardindan IGHV gen mutasyonlarinin eklenmesiyle birlikte KLL'nin gelistigi ve
alt tiplerinin olustugu belirtilmistir (Fabbri & Dalla-Favera, 2016).

Kronik lenfositik loéseminin gelisiminde oOnemli olan genetik ve
epigenetik faktorler etkisinin anlasilmasiyla, ilgili tani icin daha detaylh
genom calismalar1 yapilmistir. Bu calismalar sonucunda KLL’de bircok
epigenetik ve  genetik degisimlerin oldugu gorilmustir. Bu belirtilen
degisimleri genomik aberasyonlar, epigenetik modifikasyonlar, miRNA

deregililasyonu ve gen mutasyonlar: olarak gruplandirmiglardir (Jiang vd.,

2016)

2.2.1. Kronik lenfositik losemide kromozomal aberasyonlar ve

molekiiler patolojileri

Kronik lenfositik 16semide genellikle tekrarlayan sitogenetik anomaliler
meydana gelmektedir. Hastalarin %70-80’inde ise FISH yontemiyle

tekrarlayan bu kromozomal anomaliler saptanabilmektedir (Jiang vd., 2016).



Kronik lenfositik l6semide 12. kromozomun trizomisi, 17. kromozomun
kisa kol delesyonu, 13., 11. ve 6. kromozomlarin uzun kollarinin delesyonlari
en yaygin kromozomal aberasyonlar olarak tanimlanmaktadirlar. Bu
aberasyonlar ilgili tani i¢in prognostik olarak onemli kabul edilmektedir

(Jiang vd., 2016).
2.2.1.1. Delesyon 13q14 ve iliskili genler

Kromozom 137n, ql4 boélgesindeki delesyonlar (del(13)(q14)) KLL
olgularinda en sik gozlenen kromozom anomalisi olarak tanimlanmaktadir.
Literatiirlerde 13q14 delesyonlarimin genellikle hastaligin erken evrelerinde
tek sitogenetik anormallik olarak goruldigia belirtilmektedir. Ayrica 13ql4
delesyonlarinin genellikle monoallelik bir delesyon oldugu ve M-IGHV
KLL’lerde meydana geldigi belirtilmektedir. Delesyona ugrayan bu bélgenin
buylkligi de hastalarda heterojenite gostermektedir. Minimal delesyonlu
olarak tanimlanan bu bolgede (MDR) DLEU1, DLEU2 ve DLEU7 RNA genleri
bulunmaktadir. Belirtilen DLEU1 ve DLEUZ2 genleri uzun kodlamayan
RNA’lari, DLEU7 geninin ise NFkB'nin negatif regulatoriini kodladig:
bilinmektedir. Delesyon 13ql14 bulunan hastalarda DLEUI, DLEU2 ve
DLEU7 genlerinde ekspresyon seviyesinin disik oldugu da bildirilmistir
(Fabbri & Dalla-Favera, 2016) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. 13q14 Delesyon Bélgelerinin Sematik Gosterimi (En tist panel bazit MDR bélgeleri
ve miR15a/miR-16-1 kiimesi, en alt panel ise delesyonlu bélgeye ¢ok yakin veya iginde lokalize
olan genleri gostermektedir.)(Calin & Croce 2006)’den degistirilerek alinmigtir.



Ayrica KLL, miRNA’daki degisimlerle iligkisi bulunan ilk 16semi olarak
bilinmektedir. Kronik lenfositik 1l6semi hastalarinin yaklagik %60inda mir-
15a ve mir-16-1'in delesyonlu veya downregiile, familyal KLL’lerin birka¢inda
da disfonksiyonel oldugu goériulmektedir. Belirtilen miRNA’lar BCL2 ve MCL1
genlerini hedef almaktadirlar. Bu genler BCLZ2 ailesinin anti-apoptotik
proteinlerini kodlamaktadirlar. So6zii edilen bu miRNA’larin kayb1 ve
ekspresyonlarinin azalmasi, BCL2 ve MCLI1 genlerinin ekspresyonlarini
arttirmaktadir. Ayrica ilgili miRNA’larin CCNDI1, CCND2 ve CDK6 genleri
uzerinde etkili oldugu ve bu genleri downregiile ettigi de bilinmektedir.
Delesyon 13ql4 genellikle iy1 prognostik belirte¢ olarak kabul edilmektedir.
Fakat bir grup hastada ilgili bolgedeki delesyon sonucunda Retinoblastom
(RB1) gen kayb1 meydana geldigi ve hastaligin prognozunu olumsuz yonde

etkiledigi bildirilmistir (Fabbri & Dalla-Favera, 2016).
2.2.1.2. Delesyon 17p ve TP53 geni

Kromozom 17pl13’de lokalize olan TP53 timoér sipresor geni bir
transkripsiyon faktorii olarak bilinmektedir (Sekil 2.5). Bu gen apoptoz ve
hiicre sikliisi gibi birgcok hiicresel prosesde gorev yaptigr gorulmektedir.
Ayrica ilgili genin delesyonlar: ve mutasyonlar: neoplastik klonlara sagkalim

avantaj1 saglamaktadir (Cordone vd., 1998).
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Sekil 2.5. TP53 Geninin Kromozomal Lokalizasyonu ve FISH Yontemiyle
Saptanabilen MDR Bolgesinin Sematik Gosterimi (Vyas & Hassan, 2012)’den degistirilerek
alinmigtir.



Tim insan timoérlerinin yaklasik %50’sinde TP53 geninin mutasyonlu
oldugu saptanmistir. Bu genin mutasyonlar1 hematolojik malignitelerinde
ozellikle lenfoid seride (KLL, NHL, PLL) gorilmektedir (Cordone vd., 1998).
Kronik lenfositik 16semide bir¢cok prognostik faktor hastaligin progresyonunu
tahmin etmek ve terapotik segimler konusunda yardimeci olmak igin
kullanilmaktadir. Bu faktorler arasinda, kromozom 17'nin kisa kol delesyonu
da bulunmaktadir. Bu bolgedeki delesyon, 17pl3 bolgesinde lokalize olan
TP53 geninin kaybiyla sonuc¢lanmaktadir. Kronik lenfositik 16semi
hastalarinda tiimor stipresor olarak gorev yapan TP53 gen kayb1 kotii prognoz
ve tedaviye direncle iligkilendirilmektedir. Ek olarak 17pl13 delesyonu
saptanan hastalarin %80’inde diger alleldeki TP53 geninin mutasyonlu oldugu
ve bu durumun p53 proteinin fonksiyon kaybi ile sonuclandigi bilinmektedir

(Le Garff-Tavernier vd., 2011).
2.2.1.3. Trizomi 12

Kromozom 12nin ekstra kopyast IGHV geninin mutasyonel
durumundan bagimsiz olarak, orta-risk genetik lezyon olarak kabul
edilmektedir. Kronik lenfositik 16semi olan hastalarin %15inde trizomi 12
gorulmektedir. Hastalarda trizomi 12 ile NOTCHI1 geninin mutasyonlarinin
birlikte bulunmasi daha kisa sagkalima neden olmaktadir. Yapilan
calismalarda trizomi 12 saptanan KLL hastalarinda sekonder timor gelisim
ve Richter Sendromuna (RS) transformasyonun daha yliksek siklikta oldugu
belirtilmistir. Kronik lenfositik 16semi hastalarinda trizomi 12 tekrarlayan ve
prognostik 6nemi olan bir genetik anomali olmasina ragmen KLL
patogenezine katkisi hala bilinmemektedir (Fabbri & Dalla-Favera, 2016)
(Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. KLL'de Kromozom 12 Trizomisinin MDM2 Geni Uzerinden Molekiiler Yolaklara
Olan Etkisi (Vyas & Hassan, 2012)’den degistirilerek alinmigtir.

2.2.1.4. Delesyon 11q22-23

Kromozom 11'in q22-23 bolgesinde meydana gelen delesyonlar KLL
hastalarinin yaklasik %20’sinde gérilmektedir. Ilgili yapisal anomali UM-
IGHV KLL alttipiyle iligkilendirilmektedir. Ilgili kromozom bélgesinde
meydana gelen delesyonun genellikle monoallellik ve >20 Mb buytikligliinde
oldugu bilinmektedir. Kromozom 11’de meydana gelen bu yapisal anomali,
genellikle DNA hasar yanitinda onemli bir fonksiyona sahip bir protein
kodlayan ve tiumor siipresor olarak gorev yapan ATM geninin delesyonuna
neden olmaktadir. Belirtilen genin kaybi hastalarda koti prognozla
iligkilendirilmektedir Fakat bazi1 11q delesyonlu KLL hastalarinda, ATM geni
yerine NK-kBnin negatif regiilatérii olarak gorev yapan BIRC3 geninde

delesyon saptanmaktadir (Fabbri & Dalla-Favera 2016).

Kronik ve akut lenfositik l6semi hastalarinda yapilan bir caligmada,
BIRC3 gen kaybinin genellikle kemoterapi-direngli KLL hastalarinda
gorildagu bildirilmistir. Ek olarak BIRC3 gen kaybinin, relaps riski yliksek ve
fludarabine-direngli KLL hastalarinin erken tanimlanmasinda yardimci
olabilecegi disiinilmiis ve ilgili genin sitogenetik anormallikler paneline

eklenmesi gerektigi vurgulanmistir (Alhourani vd., 2016).
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2.2.2. KLL’de somatik mutasyonlar ve molekiiler patolojileri

Kronik lenfositik 16seminin gelismesinde belirtilen kromozomal
aberasyonlarinin yani sira birgok genin somatik mutasyonlarimin etkili
oldugu gorilmiistiir. Tam i¢in yapilan calismalarda, paralel sekanslama ve
tim ekzom sekanslama yontemleri kullanilarak bir¢cok gende tekrarlayan
somatik mutasyonlar saptanmistir. Bu calismalardan, tekrarlayan somatik
mutasyonlarin DNA hasar1 (TP53 ve ATM), mRNA prosesi (SF3BI1 ve XPO1),
kromatin modifikasyonu (HIST1HIE, CHD2 ve ZMYMS3), WNT yolagi, Notch
yolagi (NOTCHI1) ve inflamatuar yolaklarinda rolii olan genlerde meydana
geldigi gozlemlenmistir. Diger mutasyonlarin ise B-hiicre iligkili yolaga ve
transkripsiyona etki eden EGR2 veya BRAF genlerinde oldugu tespit
edilmigtir. Ayrica birka¢ kabul edilen stirtici mutasyonun fonksiyonel rolini
tanimlamak i¢in de konfirmasyon calismalari yapilmistir. Bu c¢alismalarda
sessizlestirilmis mutant WNT yolak genlerinin, primer KLL hicrelerinin
yasayabilirligini azalttigr gozlemlenmigstir. Farkli bir calismada POTI gen
mutasyonlar:1 telomerik DNA’ya telomer proteinlerinin baglanmasinm
engelleyerek, sayisal kromozomal anomallilerine sebep oldugu bildirilmistir.
Splisozom faktor-3B1 (SF3BI) genindeki mutasyonlarin ise aberan RNA
splicing ve degismis DNA-hasar yamtiyla iligkili oldugu belirlenmigtir ( Kipps
vd., 2017).

2.2.2.1. ATM geni ve molekiiler patolojisi

Tumor stipresor olarak gorev yapan ATM geni 146 kb uzunlugunda ve
66 ekzon iceren bir gen olarak tanimlanmaktadir. Bu timér stipresor gen PI-
3K ile homoloji gésteren bir niiklear fosfoprotein kodlamaktadir. Diger PI-3K
iligkili proteinlere benzer olarak, ATM proteinide DNA onarimini ve
rekombinasyonunun  kontrol etmektedir. Ayrica hiicre siklusunun
progresyonunu da regiile etmektedir. Kronik lenfositik 16semide meydana
gelen ATM gen mutasyonlar1 siklikla ATM’nin protein kinaz aktivitesi igin
onemli ve ATM-iligkili proteinler arasinda yiksek oranda korunmus PI-3K
domainini etkilemektedir. ATM geninde meydana gelen mutasyonlar KLL'de

kéta prognozla iligkilendirilmektedir (Rossi & Gaidano, 2012).
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Kronik lenfositik l6semi hastalarinda ATM geninde meydana gelen
mutasyonlara ek ATM geninin delesyonu da meydana gelmektedir. Ilgili genin
mutasyonu ve delesyonu hastalarin %25’inde saptanmigtir ve kétii prognozla
iligkilendirilmigtir. Ayrica yapilan ¢alismalarda, 11q22-23 delesyonuna sahip
KLL hastalarinda germline ATM mutasyonun sikliginin yilksek oldugu
saptanmistir. Birgok KLL hastasinda ATM geninin germline mutasyonunun,
kota prognostik belirteglerle ve hastaligin ilerlemis evreleriyle iligkili oldugu

belirtilmistir (Rossi & Gaidano, 2012).
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Sekil 2.7. KLL'de ATM Geninin Yapisal Degisimlerinin Mekanizmalar: (germline
ATM mutasyonu kirmizi, normal ATM geni mavi sonradan somatik mutasyon meydana gelen
ATM geni sari ile gosterilmekdir) (Rossi & Gaidano, 2012)’den degistirilerek alinmistir.

Ek olarak ATM geninin disriipsiyonun multi-step bir siire¢ oldugu
gorilmustiir. Bu stirecte ATM germline mutasyonuna, 11q22-23 lokusundaki
ATM gen delesyonu eklenmesiyle komplet ATM fonksiyon kaybi1 meydana
gelmektedir. Sonucunda ise hastaligin daha agresif hale geldigi

gozlemlenmistir (Rossi & Gaidano, 2012) (Sekil 2.7).
2.2.2.2. MYDS8S8 geni ve molekiiler patolojisi

Kronik lenfositik lésemi (yaklasik %3) ve diger lenfoproliferatif
hastalarda, MYD&8 geninde tekrarlayan mutasyonlar saptanmistir. Belirtilen
MYDS88 geni interlokin-1 reseptorinin (IL-1R)/Toll-benzeri reseptorin (TLR)
adaptor proteini olarak bilinmektedir (Martinez-Trillos vd., 2017).
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Ilgili genin immiin yamtin baslamasinda ve insan B hiicrelerinin
homeostazisinde o6nemli rolii bulunmaktadir. Toll-benzeri reseptor aktive
olduktan sonra, Myd88 fosforillenmektedir. Bu yolakta sirayla IL-1R iligkili
kinazlara (IRAKs) ve Traf6 gibi diger downstream proteinlere ihtiyac
duyulmaktadir. Ilgili downstream proteinlerin aktivasyonuyla birlikte NF-kB
yolag1 aktif hale gelmektedir. Kronik lenfositik 16semi hiicrelerinde de ytizey
TLRs ekspresyonlari, normal B hiicrelerinkine benzer gerceklesmektedir. Tlgili
gende meydana gelen mutasyonlar nedeniyle, KLL hiicreleri NF-kB ve MAPK
yolag1 tlzerinden apoptozdan korunmaktadir. Buradan yola c¢ikarak,
MYDS88/TLRs genlerinin mutasyonlarinin KLLnin gelisiminde ve
patogenezinde oOnemli bir rol ustlendigi goriilmektedir. Ek olarak ilgili
gendeki mutasyonlarin KLL hastalarinin kliniklerine etkisi oldugu yapilan
calismada bildirilmistir. Bu c¢alismada TLR/MYD&8 gen mutasyonlari
saptanan hastalarin toplam yasam sireleri (OS) ilgili gen mutasyonlari
saptanmayan hastalara gore daha yiiksek oldugu, ilgili gen mutasyonlari
disiuk ZAP70 ve CD38 ekspresyonuyla iligskilendirildigi belirtilmistir. Ayrica
KLL hastalarindan elde edilen klinik veriler dogrultusunda 1ilgili gen
mutasyonun olumlu prognoz iligkili oldugu bildirilmigdir (Martinez-Trillos vd.,

2017).
2.2.2.3. NOTCH sinyali ve molekiiler mekanizmasi

Bircok dokuda NOTCH sinyali hiicre kaderinin belirlenmeside 6nemli
bir rol oynamaktadir. NOTCH sinyali kok hiicrelerin kendini yenilemesi,
hiicre siklis progresyonu ve farklilagsmay1 kontrol eden 6nemli bir mekanizma
olarak gorev yapmaktadir. NOTCH sinyalinin hiicresel davraniglari regiile
etmesi, bu sinyalin bircok kanserde onemli bir role sahip oldugunu
gostermektedir. Ozellikle projenitor ve kok hiicrelerin regiilasyonunun énemli

bir boliminde etkili olmaktadir (Nowell & Radtke, 2017) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Hiicre Kaderinin Kararinda NOTCH Yolaginin Roliine Genel Bakis (Nowell &
Radtke, 2017)den degistirilerek alinmigtir.

NOTCH genlerinin yukarida belirtilen proseslerdeki etkinlige sahip
oldugu ve hiicresel yolakla iligkili oldugu bilinmektedir. Ozellikle kanser
mekanizmalar1 tzerine yapilan ¢alismalarda NOTCH genlerinden NOTCH1
geninin mutasyonel durumuna odaklanilmistir. Bu calismalarda mutant
NOTCH1 geninin iligkili oldugu sinyal yolaginda koaktivatorleriyle birlikte
hedef genlerin transkripsiyonunu arttirdigr gorulmustir. Ek olarak
hematolojik malignitelerinde dahil oldugu bircok kanser tipinde etkinligi
belirtilmistirr. Kronik lenfositik losemide ise NOTCHI1 gen mutasyonlar:
tekrarlayan molekiiler bir lezyon olarak tanimlanmaktadir. Yeni tani KLL
hastalarinin %10unda NOTCH1 geninde mutasyonlar meydana gelmektedir.
NOTCH1 gen mutasyonlarnt UM-IGHV KLL hastalarinda daha yaygin oldugu
gorulmistir. Ek olarak izole trizomi 12 saptanan KLL hastalarinda ilgili gene
ait mutasyonlarin sikliginin yiiksek oldugu (%40-50) gorilmektedir. Kronik
lenfositik 1l6semide NOTCH1 gen mutasyonlarinin ekzon 34’de hotspot bolge
icinde meydana geldigi belirtilmektedir. Ek olarak bu mutasyonlarin cerceve
kaymasi veya anlamsiz mutasyonlar oldugu gorilmektedir. NOTCH1 geninde
genellikle 2 baz ¢ifti blytkligiinde bir delesyon meydana gelmekte
(c.7544_7545delCT) ve bu tanimlanan delesyon tiim lésemilerin %80-95’inde
gorilmektedir. Kronik lenfositik l6semide NOTCHI mutasyonlarinin
fonksiyonel sonucu, Notchl proteinin C-terminalindeki PEST domaininin

bozulmasi olarak bilinmektedir (Fabbri & Dalla-Favera, 2016).
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Bozulan PEST domaini, aktif NOTCH]1 izoformunun degradasyonunu
ve birikimini olumsuz yénde etkilemektedir. Ilgili tamda NOTCHI
mutasyonlarinin  bazi1  hiicresel sinyal yolaklarim1 deregiile ettigi
belirtilmektedir (Sekil 2.9). Ayrica NOTCH1 gen mutasyonlar1 apoptoza direng
mekanizmasinin gelismesine de sebep olmaktadir. Kronik lenfositik 16semide
koruyucu mikrocevre nisleri ve 16semik hiicreler arasinda spesifik etkilesim,
stirekli NOTCH1 aktivasyonunun sebep oldugu parakrin sinyallere neden

olmaktadir (Fabbri & Dalla-Favera, 2016).

a NOTCH1 b NOTCH1 n=10,  n=l—
CAGAnTCCAGACAF‘

Fkzon33 Ekzon 34
NOTCH1 TM PEST,

“‘. | Ligand

R [ICN1 niiklear E
translokasyonu g

[s2 "
metalloprotein ‘I Cekm!ek 3

az yarthm 3

| S— | -

{PEST'de kesilmelere, ICN1 destabilizasyonuna ve

ilag direnci

Sekil 2.9. KLI’de NOTCH1 Geninin Mutasyonlarinin Meydana Geldigi Bélgeler ve
Hastalik Uzerine Etkileri (Fabbri & Dalla-Favera, 2016)’den degistirilerek alinmistir.

NOTCHI gen mutasyonlar1 hastaligin agresifligini arttirmakta ve
genellikle hastaligin ilerlemis evrelerinde karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle
NOTCHI mutasyonu saptanan KLL hastalarinda relaps riskinin yiksek
oldugu ve 1ilaca diren¢ mekanizmasinin gelistigi goriilmektedir. Ayrica
NOTCH mutasyonlarinin KLL'nin Richter Sendromuna dénisiimiine de sebep
oldugu bilinmektedir. Kronik lenfositik l6semide NOTCHI1 mutasyonlarinin
birikiminin ikinci-basamak genetik lezyonlar olusturdugu, bu lezyonlar
arasinda MYC onkogenin aktive oldugu goériilmektedir (Fabbri & Dalla-
Favera, 2016).
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2.2.2.4. SF3B1 geni ve molekiiler mekanizmasi

SF3B1 geni, splisozomun U2 kiigik niiklear ribontlikleoprotein
kompleksinin c¢ekirdek komponentini kodlamaktadir. Sf3bl ekspresyonu
kirpilmanin erken evrelerinde gorulmektedir. Sf3b1 proteini U2AF-baglanma
motifi ve bir C-terminal bélgeyi icermektedir. Bu bdélge yirmi iki identik
olmayan HEAT domaininden meydana gelmektedir. Ilgili genin trini ile
birlikte diger kirpilma faktorleri pre-mRNAnin intron-ekzon baglantilarinda
toplanarak kirpilma mekanizmasinin gergeklesmesini saglamaktadirlar. Ul
snRNP 5 kirpma bélgesine, SF1 dal noktasina, U2AF nin buytk alt birimi ise
poliprimidin bolgesine ve kiicik alt birimi 3’ splice bolgesinde AG’ye
baglanmaktadirlar. Belirtilen siire¢ sonunda splisozom kompleksi olugsmakta
ve pre-mRNAnin kesip-ekleme siireci tamamlanmaktadir. Fakat kanserlerde
splisozom kompleksindeki genlerin tekrarlayan mutasyonlarinin tespiti, bu
sirecin dogru bir sekilde tamamlanmadigini ve olusan mRNA’nin
disfonksiyonel bir hale geldigini gostermektedir. Bu ylizden splisozom
yolaginda yer alan bu genlerin mutasyonlarinin karsinogenezde direkt bir
aktor olarak gorev yaptigr gosterilmektedir (Sekil 2.10). SF3B1 geninde kanser
ile 1iligkili mutasyonlar HEAT tekrarlarindaki 3 major hotspot bolgede
meydana gelmektedir. Diger splicing faktorlerdeki mutasyonlarla birlikte
SF3B1 genindeki degisimler 1ilk olarak MDS ve KLL hastalarinda
saptanmistir (Alsafadi vd., 2017).

Kronik lenfositik 16semi hastalarinda splisozom sisteminin bilesenlerini
etkileyen mutasyonlar belirlenmigtir. Ozellikle bu sistemde, SF3BI gen
mutasyonlar: hastalarin yaklasik %10unda ve KLLnin UM-IGHYV alt tipinde
oldugu saptanmigstir (Fabbri & Dalla-Favera, 2016).
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i n—!NIKMIHIl-llwllm 1304
8w
M 2 K666E K700
0 . o K666N"
saRNP il § G40
, =
(RPFAOR \ @ [KLLTerin ~/10'unda genellikle UN-
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Sekil 2.10. SF3B1 Proteinin Sistematik Diagramini, Fonksiyonel Bélgelerini ve Somatik
Mutasyonlarinin Sayisini1 Gosterimi (Fabbri & Dalla-Favera, 2016)’den degistirilerek
alinmigtir.

Kronik lenfositik losemide saptanan SF3BI mutasyonlari, proteinin
yiksek oranda korunmus C terminalinde meydana geldigi ve bu
mutasyonlarin heterozigot yanlis-anlamli mutasyonlar oldugu bildirilmistir.
SF3B1 gen mutasyonlari, kirpilmadaki fonksiyonel sonuclar: ve diger hiicresel
fonksiyonlar1 bilinmemektedir. Mutant-SF3BI saptanan KLL hastalarinda
anormal 3’ kirpilma alici bolge tasiyan iki yluzden fazla farkli transkript
oldugu gorilmektedir. SF3B1 gen mutasyonlarinin RNA kirpilmasinda rol
oynamasil, KLL patogenezinde 6nemli fonksiyonu oldugunu ve DNA hasar

yanitinda etkili oldugu bildirilmektedir. (Fabbri & Dalla-Favera, 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz ESOGU Tibbi Genetik Anabilim Dalinda FISH yéntemi ile
izole dell3q saptanmis kirk ti¢ KLL hastasina ait DNA oOrneklerinde
yapilmistir. ESOGU Girisimsel Olmayan Etik Kurulu tarafindan, 11.12.2018
tarithinde ve yirmi bir numarali karari1 dogrultusunda gii¢ analizi ile belirlenen
kirk sekiz hasta sayisi ile ¢aligilmanin yapilmasi uygun bulunmustur. Sanger
sekanslama yontemi kullanilarak SF3B1 geninde en sik gozlenen 2098 A>G,
1866 G>T, 1998 G>T, 2225 G>A mutasyonlari, NOTCHI geninde 1ise
7541_7542delCT ve 7544delC mutasyonlar: taranmigtir.

3.1. Gereg

3.1.1. Kimyasal malzemeler

e PZRmix
¢ Enhancer

e Taq DNA polimeraz
e NOTCHI1 primer;

5 TTGGCGTGAGCTCAGCAGCC 3(FORWARD)
5 AAAAAGGCTCCTCTGGTCGG 3 (REVERS)

e SF3B1 primer;
5CGAGAGATCATTTCTAATTT 3 (FORWARD)
5CGAATAAGGATTAACATCAC 3(REVERS)

e Agaroz

e TBE

e [tBr

e Exosap

e Big Dye

o 5HxBuffer
e Sephadex
e dH20

e Ekstraksiyon ve Binding buffer
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e Proteinaz K

e Wash buffer Ive II, Eliisyon buffer

3.1.2. Sarf malzemeler ve cihazlar

Tablo 3.1. Sarf Malzemeler ve Cihazlar

Sarf Malzemeler Cihazlar
Otomatik pipet seti Mikrofij
0.2 ml'lik PZR tipleri Vorteks

10’luk ve 100’1tk pipet uclar

Termal dongii cihazi
Applied Biosystems Gene Amp PCR
system 9700

Stript Jel elektroforez cihazi
0.5’lik ependorf Dizileme cihazi
3130
Falkon Nanodrop
Spin kolon Hassas Terazi
Santrifij

Su banyosu

3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu

e Ilk olarak ependorflarin iizerine hastanin adi soyadi ve tarih olacak

sekilde etiketmeleme yapildi.
e Ktiketlenen Ependorflara 200 ul kan 6rnekleri eklendi.

e Kan orneklerine 10 pl Proteinaz-K eklenerek, pipetaj ve 10 sn vorteks

yapildi.

o Uzerine 200 pl Ekstraksiyon buffer eklenerek, pipetaj ve 10 sn vorteks
yapildi.

e Hazirlanan karisim 56 °C su banyosunda 30 dk inkiibe edildi ve 15 sn

vortekslenip kisa bir santrifiij yapildi.

e Ardindan 210 pl Binding buffer eklenerek, pipetaj ve 10 sn vorteks
yapildi.
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Kapaktaki damlalar1 uzaklastirma amaciyla son olarak kisa bir
santrifiij yapildi. Son karisim kapak kenarina bulagtirilmadan spin

kolona aktarildi ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra tipiin altintaki sivi dokiildi ve tizerine 650 ul Wash

Buffer I eklendi, 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra tipiin altintaki sivi dékiildi ve tizerine 650 ul Wash

Buffer I eklendi, 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

Tekrardan santrifiij sonrasi tipiin altintaki sivi dokiildi ve tizerine 500

ul Wash Buffer IT eklendi, 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

Son olarak santrifiij sonrasi tuptn altintaki sivi dokildi ve tizerine 250

ul Wash Buffer IT eklendi, 14000 rpm’de 3dk santrifij edildi.

Spin kolon 1,5 ml'lik yeni bir ependorfa alindi tzerine 50 ul elisyon
buffer eklendi ve spin kolonun kapagi kapatilarak 7 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi. Daha sonra 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Nanodrop
1le 6l¢iim yapilda.

3.2.2 Polimeraz zincir reaksiyonu

Bu asamada NOTCH1 ve SF3B1 belirli mutasyonlar icin tasarlanmig
primerler, PZRmix, Enhancer, Taq polimeraz ve hastalara ait DNA
ornekleri kullanilda.

Asagidaki tabloda verilen miktarlar dikkate alinarak ependorf iginde

hasta sayisina gore karisim hazirlanda.

Tablo 3.2. PZR Asamasinda Kullanilan Reaktifler ve Miktarlari

Kullanilan reaktifler Miktar (ul)
Steril dH20 2
PZRmix 3,5
Enhancer 3
NOTCHI1 forward ve reverse primer 2
SF3B1 forward ve reverse primer 2

Taq polimeraz 0,2
Toplam 13
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e Hazirlanan karisim pipet yardimiyla stript i¢gine dagiltildi ve lizerlerine
1,5 ul hastalara ait DNA materyalleri eklendi.
e Belirtilen iglemin ardindan hazirlanan stript, asagida belirtilen

programda Termal dongi cihazina yiiklendi.

Tablo 3.3. Gergeklestirilen PZR Asamasinin Optimal Sartlar:

Termal Dongii Cihaz Termal
°C Dongii Cihaz

Zaman
95 °C 10 dk
95 °C 30 sn
56 °C (SF3B1) 45 sn
65 °C (NOTCH1) Déngti 45 sn
72 °C (x45) 80 sn
72 °C 7 dk

4°C o0

e Bu asamanin sonunda hedeflenen DNA boélgeleri uygun primer

yardimiyla ¢ogaltilda.

3.2.3. Jel elektroforezi

e Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasi istenilen bolgenin cogaltilip,
cogaltilmadigini kontrol etmek amaciyla jel elektroforez yontemiyle
yuritme islemi yapildi. Bu asamada DNA ladder, PZR trini ve (-)
kontrol kullanildi.

e Hedeflenen DNA boélgeleri i¢in bantlar gézlendiginde Exosap asamasina
gecildi. Non-spesifik bant ve ya hi¢ bant goriilmeyen durumlarda ilk

PZR asamasi tekrar edildi.

3.2.3.1. Agoroz jelin hazirlanmast (%2’lik)

e Agaroz jel i¢in, 2 g agaroz tartilip tizerine 100 ml 1XTBE eklenerek

mikrodalga firinda 300 derecede 3 dk tutularak ¢éziinmesi saglandi.
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Jel biraz sogutulduktan sonra tzerine 10 pl EtBr eklenerek iyice
karistirildt ve daha o©nceden hazirlanmis olan jel traye kabarcik
olusturmayacak gekilde dokuldi.

Polimerizasyon i¢in yaklagik olarak 15-20 dk beklendikten sonra jel
yatay jel elektroforez tankina alindi, lzerine jeli kapatacak kadar
1XTBE buffer ilave edildi.

PZR sonucu olusan turlnlerden 5 pl alimp, 3 ul ylikleme boyas: ile
karistirildiktan sonra jele yliklendi.

Birinci kuyuya molekiiler 50 b¢'lik agirlik belirteci de yiliklendi Jel, 120
voltta 40 dk yurutildiikten sonra ultraviyole altinda goriuntiilenerek

degerlendirildi.

3.2.4. DNA dizi analizi ve basamaklar:

3.2.4.1. PZR iiriiniiniin temizlenmesi

PZR  irinlerinden dNTP artiklarini1 ve primer dimerlerini
uzaklastirmak icin ExoSAP ile puirifikasyon yapildi.

Purifikasyon igin, 2 pul ExoSAP ve 5 pl PZR trinta yeni bir 0,2 lik
mikrosantrifiij tiplinde karistirilda.

Reaksiyon 45°C 30 dk (enzim aktivasyonu), 80°C 15 dk (enzim

maktivasyonu) ve 4°C «'lik programda gerceklestirildi.

3.2.4.2. DNA dizi analizi reaksiyonunun hazirlanmasi

ExoSap yapilan 6rnekler bu basamakta kalip olarak kullanildi. Burada
amacg dizileme reaksiyonu icin gerekli olan ddNTP'leri eklemek ve
okuma reaksiyonunu gerceklestirmekti.

Bu asamada asagidaki tabloda yer alan reaktifler ve bu reaktiflerin
belirtilen miktarlar1i baz alinarak iki farkli ependorf icinde hasta

sayisina gore karisim hazirlanda.
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Tablo 3.4. DNA Dizi Analizi Reaksiyonununda Kullanilan Reaktifler

Kullanilan reaktifler

Miktar (ul)

Kullanilan reaktifler

Steril dH20 2 Steril dH20
5x buffer 2 5x buffer
BigDye 2 BigDye
Forward Primer 2 Revers Primer
Toplam 8 Toplam

e Hazirlanan karisim forward ve revers olarak etiketlenen striptlere pipet

yardimiyla dagiltildi ve lzerine 2 pl Exosap trini eklendi. Son PZR

reaksiyonu asagida belirtilen programda

yiklendi.

Termal dongi cihazina

Tablo 3.5. Dizilemede Gergeklestirilen PZR Reaksiyonun Optimal Sartlar:

Termal Dongii Cihaz Termal Dongu
°C Cihaz
Zaman
96 °C 1dk
96 °C 10 sn
50 °C 5 sn (25 dongii)
60 °C 4 dk
4°C 0

3.2.4.3. Sephadex piirifikasyonu

e Dizileme icin yapilan PZR sonrasi fazla ddNTP'lerin uzaklastirilmas:

i¢cin sephadex purifikasyonu yapilda.

3.2.4.3.1. Sephadex soliisyonunun hazirlanmast

e 1 g sephadex 14 ml distile su ile ¢ézuldii.

e Hazirlanan bu soliisyon yaklagik olarak 20 dk vortekslendi.

e Hazirlanan sephadex sollisyonu her 6rnek igin 6zel filtreli tiiplere 800 ul

olacak sekilde dagitildi ve 4500 rpm'de 3 dk ¢evrildi.

e Toplama tiiplerine biriken su dokilip yeniden filtreli tiiplere takildi.

Filtreli tiplerde ¢evirme sonrasi bir kolon olusturuldu.

24




3.2.5.

Olusturulan bu kolona degmeyecek sekilde, dizileme igin yapilan
PZR'dan elde edilen 10 pl'lik iriin otomatik pipet yardimiyla dikkatli
bir sekilde kolon tlizerine transfer edildi ve tekrar 4500 rpm'de 3 dk
cevrildi.

Cevirme sonras1 toplama tuplinde kalan ornek, DNA dizi analizi
cihazina yiiklenmek tlizere yiikleme tiiplerine konuldu.

Ornekler yiikleme i¢in hazir hale getirildi.

Cihaza yiikleme ve degerlendirme

Cihaza ylkleme yapilmadan 6nce cihazin genel temizligi ve hazirhig
yapildi.

Cihazin uygun okuma yapabilmesi icin, ayarlari Applied Biosystem
Genetic Analyzer with Data Collection Software v2.0'a gore yapildi.

Elde edilen veriler SeqScape programinda analiz edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda yer alan olgu grubu, Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali ve Ko¢ Universitesi Tip Fakiiltesi
Hematoloji Bilim Dali, Eskigehir Ozel Umit Hastanesi Hematoloji Boliimii ve
Yunus Emre Devlet Hastanesi Hematoloji Bolimi tarafindan KLL tanis1 alan
hastalardan olugsmustur. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali’'nda belirtilen merkezlerde tan1 konulan ve FISH
yontemi ile del13q14.3 saptanan kirk ti¢ KLL hastasina ait DNA 6rneklerinde
NOTCH1 ve SF3BI1 genlerinde en sik goézlenen mutasyonlar (Tablo 4.2.)
Sanger sekanslama yontemi ile incelenmistir. Ayrica ilgili genlerin mutasyonel
durumunu; hastalik evreleri, OS ve TTT ile iligskisinin degerlendirilmesi

hedeflenmigtir.

Calisma grubumuzu olusturan KLL hastalarina ait veriler tabloda yer
verilmigstir (Tablo 4.1). Olgu grubumuzu olusturan kirk ti¢c KLLL. olgusunun (18
erkek (%42) ve 25 kadin (%58)) ortalama yasi 69.27dir. Olgularimizin
delesyon 13q oranlari; %70 ve daha fazla olanlar olgularin %67.4iinti, del13q
oranlar1 %70’den az olanlar olgularin %32.6’sin1 olusturmaktadir. Olgularin
otuz dokuzuna ait RBI gen delesyon durumu ise; %58.1'1 RBI geni delesyonu
olmayan ve %32.6's1 RBI geni delesyonu mevcut olan hastalardan
olusmaktadir. Olgularin otuz besinin OS bilgilerine gére 3 hasta ex oldugu
bilgisine ulasilmistir (Sekil 4.1). Tedavi durum bilgisine ulasilan otuz fc¢
olgudan %34.9'u tedavi alan ve %41.9'u tedavi almayan hastalardan
olusmustur. Olgularin otuz liciine ait hastalik evre bilgisine gore; %27.9'u geg
evre (RAI III velV) KLL hastalarindan, %48.8’1 erken evre (RAI 0,1 ve II) KLL

hastalarindan olusmustur.
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Tablo 4.1. Calismaya Dahil Edilen Hastalarin Klinik Verileri Ile Birlikte Molekiiler

Patolojileri
Olgu Sayis1 | Yas | Cinsiyet | Dell3q | Rb 0S TTT Evre

Olgu-1 70 E %12.50 | + X X X
Olgu-2 71 E %54.49 | - 117 33 11
Olgu-3 61 E %49.78 | + 176 TI II
Olgu-4 69 K %23.7 - 25 TI

Olgu-5 89 K %10.71 | - 160 45

Olgu-6 82 E %10.1 + 18 TI 0
Olgu-7 66 K %70.1 - 72 TI II
Olgu-8 58 E %30.1 - 27 TI II
Olgu-9 70 K %91 - 36 30 0
Olgu-10 67 E %78.71 | + 20 TI 111
Olgu-11 63 E %61.11 - 72 TI 11
Olgu-12 43 K %72 - 38 TI I
Olgu-13 59 E %49.66 | - 26 3 0
Olgu-14 74 K %79 » 32 TI II
Olgu-15 81 E %8.83 + X X 0
Olgu-16 68 E %80 < 176 0 II
Olgu-17 48 E %32.18 | X X X X
Olgu-18 67 K %9.9 - 10 X X
Olgu-19 72 E %21.26 | + X X X
Olgu-20 66 K %87.80 | - 92 TI I
Olgu-21 73 E %87.45 | + 83 6 II
Olgu-22 68 E %87.93 | - 22 0 IV
Olgu-23 63 K %26.29 | - X X X
Olgu-24 80 K %45.23 | + 107 TI I
Olgu-25 47 E %68 - 84 73 I1I
Olgu-26 83 K %47.9 + X X X
Olgu-27 64 E %27 - 33 TI 0
Olgu-28 68 K %54.18 | - 35 6 111
Olgu-29 77 E %92.4 + | 144(EX)| 20 II
Olgu-30 77 E %11.03 + 19 3 111
Olgu-31 66 E %87.1 - 29 14 II
Olgu-32 82 E %91.82 | + 91 0 111
Olgu-33 67 K %70 - 14 0 111
Olgu-34 77 K %9.8 - 116 TI I
Olgu-35 77 K %30.61 | - |151(EX)| 77 I1I
Olgu-36 71 E %30.61 | X 84 0 111
Olgu-37 76 E %33.33 | X 96 TI IV
Olgu-38 77 K %30.61 | X | 150(EX) 76 111
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Olgu Sayis1 | Yas | Cinsiyet | Dell3q | Rb OS TTT Evre
Olgu-39 63 E %80 + 158 0 111
Olgu-40 82 K %89.02 - X X X
Olgu-41 75 E %30.53 | - 20 giin TI X
Olgu-42 58 E %16 - 11 TI 0
Olgu-43 64 K %9.8 - X X X

Tabloda cinsiyet bolimiinde E: Erkek K:Kadin, Rb bolimiinde (+) Rb delesyon varhgi, (-) Rb
delesyon yoklugu). (TI: Tedavisiz izlem, RB1: Retinoblastom 1, OS: Toplam yasam siiresi, TTT:
Tedaviye baglama siiresi, X: ilgili béliim i¢in bilgisi olmayan hastalar)

YASAM FONKSIYONU

~TYagam Fonksiyonu
1,0 FHHHHHHHH ——t—— —t= Sansirld gézlem

0,5

YASAM OLASILIGI

0,6

0,24

0,0

0o snfnn 1 ur;,un 1 50' oo znc:,nn
YASAM SURESI

Sekil 4.1. Hastalarin Toplam Yagsam Sirelerinin Grafik Olarak Gésterimi
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Calisma grubumuz olusturan hastalarda, NOTCHI geninin 34.

ekzonunda ve SF3B1 geninin 14., 15. ve 16. ekzonlarinda yer alan hotspot

mutasyonlar Sanger sekanslama yontemi

ile dizilenmistir (Tablo 4.2).

NOTCH1 genini sekanslamada hastalara ait 6rneklerin 1’'inden, SF3BI

sekanslamada hastalarin ait érneklerin 4inden sonu¢ alinamamaisgtar.

Tablo 4.2. NOTCH1 ve SF3BI Genlerinde Sanger Sekanslama Yéntemi Ile
Degerlendirilen Hedef Mutasyonlar

SF3B1 gen mutasyonlari

NOTCHI1 gen mutasyonlari

2098A>G 7541_7542delCT
1866 G>T 7444delC

1998 G>T

2225 G>A

Sanger sekanslama yontemi ile degerlendirilen hasta o6rneklerinden

sadece olgu-21’de NOTCH1 geninde 7541_7542delCT frame-shift mutasyonu

tespit edilmistir. Ancak belirtilen hasta grubunda, SF3BI geninde mutasyon

saptanamamistir.
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Sekil 4.2. Olgu-21’e Ait FISH Yontemi Ile Tespit Edilmis del13q14 Gériintiisii

Sekil 4.3. Olgu-21’e Ait FISH Yéntemi Ile Tespit Edilmis RBI Delesyon Goriintiisii
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Sekil 4.4. Olgu-21’e Ait NOTCH1 Geninde 7541_7542delCT Mutasyonu Forward Yonde
Sekans Goruntisi
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4.1. Istatistiksel Analiz

NOTCH1 gen mutasyonu bir hastada saptandigi i¢cin, RB1 gen delesyon
durumu, hastalik evresi (RAI evre), dell3q orani, OS ve TTT ile
NOTCH1 geninin mutasyonel durumu iligkisi istatistiksel olarak
degerlendirilememistir.

SF3B1 geninde ise mutasyon saptanamadig1 i¢in, RBI gen delesyon
durumu, hastalik evresi (RAI evre), del13q orani, OS ve TTT ile SF3B1
geninin mutasyonel durumu ligkisi istatistiksel olarak

degerlendirilememistir.
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5. TARTISMA

Calismamizda farkli merkezlerde tanis1 konan ve Eskigsehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda FISH y6ntemiyle
belirledigimiz izole dell3q saptanan kirk ii¢ hastada kotii prognostik etkisi
olan NOTCHI1 ve SF3B1 genlerinde mutasyon profilini Sanger Sekanslama
yontemiyle inceledik. Ilgili genlerin mutasyonel durumunun hastalik evreleri,

OS ve TTT ile iligkisinin degerlendirilmesi hedeflenmigtir.
5.1. Genel Mutasyon Oranin Degerlendirilmesi

Jeromin ve arkadaglari yaptiklar1 ¢alismada bin yiz altmis tedavi
edilemeyen KLL hastasinda SF3B1, NOTCHI1, FBXW7, MYDS8S8, TP53 ve
XPO1 gibi yeni genetik markerlarin mutasyonel durumunu incelemeyi
hedeflemiglerdir. Yapilan c¢alismada olgularin %12.3'"de NOTCHI geninde,
%9unda SF3BI geninde, %7’sinde TP53 geninde mutasyonlar saptanmistir.
Aragtirnicilar FBXW7, MYDS88 ve XPOI1 genlerinde saptanan mutasyon
oraninin NOTCH1, SF3B1,TP53 genlerinde saptanan mutasyon oranina goére
daha disiik oldugunu belirtmislerdir. SF3BI1, NOTCHI ve TP53 genlerindeki

mutasyonlari kot prognozla iligkilendirmisglerdir (Jeromin vd., 2014).

Rossi ve arkadaslari Fludarabine-direncli ellidokuz KLL hastasiyla
yaptiklar: calismada SF3BI1 geninde %17 oraninda mutasyon saptamiglardir.
SF3B1 geninde mutasyonlarin somatik olarak gerceklestigini bildirmiglerdir.
Belirtilen genin HEAT domaininde en sik goriilen 3 hotspot (kodon 662, 666 ve
700) mutasyonu incelemiglerdir. Bu noktalarda yanlis anlamli niikleotid
degisimleri meydana geldigini ve ilgili gendeki mutasyonlar1 kot prognozla

iligkili oldugunu bildirmislerdir (Rossi vd., 2011).

Kwok ve arkadaslar1i yaptiklari calismada alt1i yliz otuz ti¢ KLL
hastasina ait periferik kan ve kemik iligi o6rneklerinde 7TP53, BIRCS3,
NOTCH1, SF3B1, ve ATM genlerinin belirli ekzonlarini yeni nesil sekanslama
(NGS) yontemiyle incelemiglerdir. Calismalarinda NGS yontemi ile hastalarin

%37 ’sinde belirtilen genlerde mutasyonlar saptamigslardir (Kwok vd., 2018).
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Yeni nesil sekanslama yontemi ile saptanan mutasyonlarin %12’sini
TP53, %11'ini NOTCHI, %10unu SF3BI1, %7sin1 ATM ve %3Uinu BIRC3
genlerinde oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica hastalarin o6rnekleri FISH
yontemi ile 11q22.3 (ATM), kromozom 12, 13q14.3/13q34 ve 17p13.1 (TP53) ait
problar kullanilarak degerlendirilmistir. FISH analiz sonucunda kronik
lenfositik 16semi hastalarinin %85’inde sitogenetik anomaliler saptamiglardir.
Saptanan sitogenetik anomalilerin %65’ini dell3q, %19unu trizomi 12 ve
%17sin1  delllq ve %10unu dell7p olusturdugunu belirtmiglerdir.
Calismalarinin sonucunda FISH yontemiyle disiik risk saptanan KLL
hastalarinin %29unda 1lgili genlerde kéti prognoza sebep olan mutasyonlar

saptandigini bildirmislerdir (Kwok vd., 2018).

Kipps ve arkadaslar1 KLL ile iligkili genlerde somatik mutasyonlar ve
bu mutasyonlarin sikliginin belirlenmesi i¢in bes ylz hastadan fazla hasta
orneginden olusan 2 farkli kohortta tim ekzom ve tim genom sekanslama
yontemleriyle analiz yapmislardir. Bu calismalarda hastalarin klinik ve
biyolojik 6zellikleri incelenmistir. Ilk kohortta SF3B1 (hastalarin %21), ATM
(hastalarin %15), TP53 (hastalarin %7), NOTCHI (hastalarin %6) ve BIRC3
(hastalarin %4) genlerinde mutasyon saptanmistir. Ikinci kohortta ise erken
evre-KLL. ve monoklonal B hiicre lenfositozu olan hastalarda NOTCHI
(hastalarin %12.6), ATM (hastalarin %11), BIRC3 (hastalarin %8.8) ve SF3B1
(hastalarin %8.6) genlerinde mutasyon saptanmastir ( Kipps vd., 2017).

Rasi ve arkadaglar1 li¢ ylz dort yeni tani almis KLL hastasinda
genellikle kii¢iik alt klonlarda mutant olan NOTCHI1, SF3B1 ve BIRC3
genlerinin NGS yontemiyle mutasyonel durumunu incelemiglerdir.
Calismalarinin sonucunda KLL hastalarinin %14tinde NOTCHI1 gen
mutasyonlarini, %11’inde SF3B1 gen mutasyonlarini ve %8inde BIRC3 gen
mutasyonlarini saptamiglardir. Belirtilen mutasyonlar Sanger sekanslama
yontemi ile dogrulanarak mutasyon analizleri tamamlanmistir (Rasi vd.,

2016).
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Tablo 5.1. Literatiirlerde KLL Hastalarindan Elde Edinilen Verilerin Ozeti

Arastiricilar | Yil Olgu Olgu SF3B1 NOTCH1 | Metod
klinik | Sayis1 | mutasyon | mutasyon

bilgi (n) (%) (%)
Jeromin ve 2014 TD 1160 9 12.3 NGS
ark.
Rossi ve ark 2011 TD 59 17 NGS
Kwok ve ark. | 2018 X 633 10 11 NGS
Kipps ve ark | 2017 X 500 21 6 WES
(2 kohort) 8.6 12.6
Rasi ve ark. 2016 X 304 11 14 NGS
Bizim 2019 | TIve 43 0 2.4 Sanger
calismamiz TA

(X: tedavi durumu belirtilmeyen hastalar, TA: tedavi alan, TI: tedavisiz izlem, TD:
tedaviye direncli - : bilgisi mevcut degil)

Yapilan calismalarda elde edilen veriler yukaridaki tabloda
ozetlenmistir (Tablo 5.1). Bu veriler dogrultusunda SF3B1 geninde mutasyon
oraninin %9-%21 arasinda degistigi, NOTCHI1 geninin mutasyon oraninin ise
%6-%14 arasinda degistigi gorilmektedir. Yapilan calismalarda hasta
gruplarina bakildig: zaman; hasta sayisinin yliksek oldugu ve tedaviye direncli
hastalardan olustugu gorilmektedir. Ayni zamanda Dbelirtilen hasta
gruplarinda olgularin sahip oldugu kromozomal aberasyon durumuna ait
herhangi bir veri de bulunmamaktadir. Cahstiklar1 yontemlerde ise ilgili
genlerin tiim mutasyonlarin1 degerlendirdikleri gérilmektedir. Bizim
calismamizda ise NOTCHI1 geninde mutasyon oranimiz %2.4 ve SF3BI
geninde mutasyon oranimiz %0 olarak saptanmigstir. Yapilan ¢alismalardaki
mutasyon oraninin bizim calismamizdan daha yliksek olmasinin sebepleri
daha yiiksek hasta sayis1 ve tedaviye direncli hastalarda c¢alismalari ile
aciklanabilir. Ayrica yapilan ¢alismalarda NOTCHI1 ve SF3B1 genlerinin tim
mutasyonlarina bakilmig olmasi, c¢aligmamizda ise ilgili genlerde belirli
mutasyonlarin degerlendirilmis olmasi nedeni ile arastiricilar daha yuksek

oranda mutasyon saptamis olabilirler.
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Dolasiyla yapilan calismalarda saptanan tiim mutasyon oranlarinin,
sadece del13q’ya sahip hastalara ait olmadigi, yani tiim KLL olgularina ait
oldugu gorulmektedir. Diger calismalarda sadece dell3q’ya sahip hastalar
degerlendirilemedigi  icin  caligmalarin  mutasyon  oranlari1 = bizim
calismamizdakinden daha yiiksek saptanmig olabilir. Bu nedenle 1ilgili
kromozomal aberasyonunun NOTCHI ve SF3BI mutasyonel durumu ile

ligkisi tartigilacaktir.

5.2. NOTCH1 ve SF3B1 Genlerinin Mutasyonlarinin 13q
Delesyonlu Olgular ile Iliskisi

Villamor ve arkadaslari c¢alismalarinda beg yiz altmigs bes KLL
hastasina ait 6rneklerde WES ve WGS yontemleri ile NOTCHI1 ve SF3BI1
genlerinde mutasyon taramasi yapmislardir. Hastalarin %11’inde ilgili genlere
ait herhangi bir mutasyon saptayamamiglardir. Calismalarinda hastalarin
kirkyedisinde dell3ql4 saptamigladir. Delesyon 13ql4 saptanan KLL
hastalarinin on doérdiinde (%29 oraninda) NOTCH1 geninin mutant oldugunu
belirtmislerdir. Fakat del13q aberasyonu bulunan hastalarda mutant olmayan
NOTCHI geninin daha ylksek siklikta oldugunu bildirmiglerdir. Ek olarak
NOTCHI geninin trizomi 12 aberasyonu ve hastaligin ileri evresiyle iligkili
oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica NOTCHI gen mutasyonlarinin IGHV'nin
mutasyonel durumundan bagimsiz olarak kisa sagkalimla iligkili oldugunu

bildirmislerdir (Villamor vd., 2013).

Xu ve arkadaslar1 NOTCHI gen mutasyonlarinin KLL hastalarinda
kot prognoza sebep oldugunu bildirmiglerdir. Bu ytiizden izole 13q, trizomi 12
ve belirtilen 1ki kromozomal anomaliya sahip ti¢ hastada NOTCHI geninin
PEST domainin sekanslamiglardir. Calismalarinin sonucunda ilgili genin
mutasyonlarinin 13q delesyonu ve trizomi 12 ile iligskili oldugunu

saptamiglardir (Xu vd., 2015).
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Schwaederle ve arkadaglari ise bes ylz kirk bes KLL hastasinda
yaptiklar1 calismada SF3B1 geninin mutasyonel durumunu incelemiglerdir.
(Calismalarinda belirtilen hasta sayisinin dort ytiz kirk sekizini tedavi alan,
doksanyedisini takip edilen KLL hastalarindan olustugunu bildirmislerdir.
Hastalarda saptanan SF3B1 gen mutasyonlarinin FISH ile saptanan
kromozomal anomaliler (delllq, del13q, dell7pl13 ve tril2) ile iligkisini
degerlendirmiglerdir. Yapilan calisma sonucunda ilgili gende %6.6 oraninda
mutasyon saptamiglardir. Ayrica ilgili gen mutasyonlarinin belirtilen
kromozomal anomaliler ile iligkisini degerlendirmislerdir. Delesyon 13q14 olan
6 hastada SF3BI1 genin mutasyonlarin1 (E622D, K700E, N626Y ve K741T)
saptamalarina ragmen, ilgili mutasyon ile dell3q arasinda bir iligki

bulunmadigini bildirmislerdir (Schwaederle vd., 2013).

Jeromin ve arkadaslari calismalarinda bin ylz yirmi doért yeni tani
almis KLL hastasinda sekanslama yontemi ile SF3B1 geninde %9.3 oraninda
mutasyon saptamislardir. Ek olarak FISH yontemiyle tespit ettikleri delllq,
del17p, trizomi 12 ve 1izole dell3q saptanan olgularda SF3B1 gen
mutasyonlarinin  belirtilen kromozomal anomalilerle olan iligkisini
degerlendirmiglerdir. Sonu¢ olarak SF3BI1 gen mutasyonunun delllq ve izole
del13q kromozom anomalilerinde, saptanan diger kromozomal anomalilerine
gore daha ylksek siklikta oldugunu belirtmiglerdir. SF3B1 gen mutasyonu
saptanan izole 13q delesyonlu hastalarda ise saptanan bu mutasyonlarin koti

prognostik etkisinin olduk¢a énemli oldugunu vurgulamiglardir (Jeromin vd.,

2012).

Miao ve arkadaslari izole ve izole olmayan 13q delesyonuna sahip tedavi
edilemeyen ¢ yiz yirmi ¢ KLL hastasinda NOTCHI, SF3BI1, IGHV
genlerinin mutasyonel durumunu degerlendirmislerdir. Caligmalarinda izole
13q delesyonuna sahip KLL hastalarinin izole olmayan 13q delesyonuna sahip
KLL hastalarina goére daha iyi prognoz gostermesine ragmen, izole 13q
delesyonuna sahip hastalarin prognoz acisindan (OS, TTT) heterojenite

gosterdigini bildirmislerdir (Miao vd., 2018).
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Bu yiizden c¢alismalarinda KLL hastalarini izole 13q’ya sahip KLL
hastalar1 ve izole olmayan 13q KLL hastalar1 olarak gruplamiglardir. Ayrica
hastalarin 13q delesyon oranlarini ise %80’den fazla ve %80’den az olarak
gruplamiglardir. Calismalarinda dell3q orani >%80 olan hastalarda ilgili
genlerde mutasyon oranin, dell3q orami <%80 olan hastalara gore daha
yiksek oldugunu belirtmiglerdir. Calismalarinin sonucunda izole olmayan 13q
delesyonlu hastalarda NOTCHI gen mutasyon orani %12.9, izole 13q
delesyonlu hastalarda %1.6 (1/61) bulunmustur (Miao vd., 2018).
Calismamizda izole 13q KLL hastalarinda NOTCH1 geninde %2.4 (1 hastada)
mutasyon saptanmig ve arastiricilarin sonuclari ile uyumluluk goéstermistir.
Yapilan ¢alismada izole olmayan 13q delesyonlu hastalarda SF3BI1 geninde
saptanan mutasyon orani %0 ve izole 13q delesyonlu hastalarda igili gende

mutasyon orani %4.8 olarak belirtilmistir (Miao vd., 2018).

Baliakas ve arkadaslari ¢ bin dort yiuz doksan KLL hastasinin
NOTCHI1, SF3B1, TP53, MYDS88 ve BIRC3 genlerinde mutasyonlar:
belirlemeyi ve bu mutasyonlarin TTT, del13q, del11q ve IGHV’nin ile iligkisini
incelemisglerdir. Olgu grubunu %75 yeni tani hastalar ve %901 ustinde
tedavi almayan hastalar olusturmustur. Calismalarinin sonucunda NOTCH1
geninde %8 oraninda mutasyon saptamiglardir. Ilgili gende 2 hastanin ¢ift
mutasyon tasidigimi belirlemiglerdir. Arastiricilar NOTCHI1 gen mutasyonu
ile iler1 evre ve trizomi 12 arasinda pozitif bir i1ligki, 1zole del13q ile negatif bir
iligki oldugunu bildirmiglerdir. SF3BI geninde ise %11.2 oraninda mutasyon
saptamiglardir. Ek olarak ilgili gende 6 hastanin 2 mutasyon tasidigini
bildirmiglerdir. SF3B1 gen mutasyonlarinin, ilgili proteinin HEAT domaininde
meydana geldigini belirtmislerdir. Ilgili genin mutasyonlar ile delllq ve ileri
evre hastalarda pozitif iligki, trizomi 12 ve izole del13q ile negatif iligki
gosterdigini saptamiglardir (Baliakas vd., 2015). Bizim ¢alisma grubumuz izole
del(13q) KLL vakalarindan olusmaktadir. Baliakas ve arkadaslarinin
verilerine dayanarak izole del(13q) ve SF3BI geni arasindaki negatif iligki
olgu grubumuzda SF3B1 gen mutasyonu tespit edemememizin bir diger

nedeni olarak yorumlanabilir.
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Perez ve arkadaslar1 KLL hastalarinda 13q kayiplarinin iyi prognostik
kabul edilmesine ragmen, bu prognozun degiskenlik gosterdigini
belirtmiglerdir. Bu yiizden dell3q bulunan KLL hastalarinda mutant olan
genleri NGS  yontemini  kullanarak  belirlemeyi  hedeflemislerdir.
Calismalarinda tedaviye direngli iki yiiz on ¢ KLL hastasinin %54.9'unda
izole 13q delesyonu saptanmistir. Izole 13q saptanan yetmis t¢ KLL
hastasinda otuz dokuz gende yliz yetmis iki mutasyon saptamiglardir. Bu
mutasyonlarin %10.3Uintu TP53, %9.4ini NOTCH1, %8.6’s1n1 SF3B1, %5.1’1n1
ATM ve %3.4Unu BIRC3 gen mutasyonlari olusturmaktadir. Hatta izole 13q
hastalarinin %63’ intin birden fazla mutasyon tasidigini belirtmiglerdir (Perez

vd., 2018) (Sekil 5.2)

Tablo 5.2. Literatiirlerde 13q Delesyonlu KLL Olgu Gruplarinda Elde Edinilen
Verilerin Ozeti

Arastiricilar | Yil Olgu Olgu SF3B1 NOTCH1 | Metod

klinik | Sayis1 | mutasyon | mutasyon

bilgi (n) (%) (%)

Villamor ve 2013 X 47 - 49 Sanger
ark
Xu ve ark 2015 X 3/2 - 100 Sanger
Schwaederle 2013 TI ve 545 6.6 -
ve ark. TA
Jeromin ve 2012 X 1124 9.3 - Sanger
ark. NGS
Miao ve ark 2018 TD 123/61 12 16 Sanger
Baliakas ve 2015 X 1490 11.2 8
ark
Perez ve ark 2018 TD 213/116 8.6 9.4 NGS
Bizim 2019 | Tive 43 0 2.4 Sanger
Calismamiz TA

(X: tedavi durumu belirtilmeyen hastalar, TA: tedavi alan, TI: tedavisiz izlem, TD:
tedaviye direncli, - : bilgisi mevcut degil)
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Yapilan c¢alismalarda elde edilen veriler yukaridaki tabloda
ozetlenmigtir (Tablo 5.2). Calismalarda SF3B1 geninde mutasyon orani %6.6-
%12 arasinda degismekte olduguna, NOTCHI geninde mutasyon orani ise
%1.6-%100 arasinda degismekte oldugu goriilmektedir. Bizim calismamizda
ise SF3B1 gen mutasyon orami %0 ve NOTCHI1 gen mutasyon orani %2.4
olarak saptanmigtir. Calismalarda ilgili genlerde saptanan mutasyon oraninin
bizim calismamiza oranla daha yiiksek oldugu gorilmektedir. Calismamizda
1lgili genlerde sadece hotspot mutasyonlari incelememiz ve olgularimizin ~
%42’sinin 1yl prognoz gosteren (tedavisiz izlem) hastalardan olusmasi literatiir
verilerindeki mutasyon oranina ulagsgamamamizin major nedeni olarak

goralmistir.
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5.3. NOTCH1 ve SF3B1 Genlerinin Mutasyonlarinin Hastalik
Evreleri, OS ve TTT olan iligkileri

Hu ve arkadaslari calismalarinda ti¢ yliz seksen dort tedavi almayan
KLL hastasinda bilinen prognostik faktorler ve somatik mutasyonlar ile TTT
iligkisini degerlendirmeyi hedeflemiglerdir. Hastalarin kemik iligi ve kan
orneklerinde yirmi dokuz genden olusan panel NGS yontemiyle ¢alismiglardir.
Calismanin sonucunda mutant ATM, NOTCH1 ve SF3B1 ve UM-IGHV,
del(11q), trizomi 12 ve 1ileri Rai ve Binet evreleri kisa TTT 1ile
iligkilendirilmigtir. Fakat literatiirin aksine del(17p), mutant 7TP53 ve
kompleks karyotip kisa TTT ile iligkisi saptanamamistir (Hu vd., 2019).

Oscier ve arkadaslar1 KLL hastalarinda NOTCH1 ve SF3BI
genlerindeki mutasyonlarin prognostik 6nemini arastirmay1 amaclamiglardir.
Ayrica ilgili genlerin mutasyonlarinin tedaviye yanit ve sagkalimla olan
iligskisini saptamay1 hedeflemiglerdir. Dort yiiz doksan dort hastada yaptiklar
calismada NOTCHI geninde %17 ve SF3B1 geninde %10 oraninda mutasyon
saptamislardir. Kronik lenfositik l6semi hastalarinda NOTCHI1 ve SF3BI
genlerinin mutasyonlarinin kisa sagkalimla iligskili oldugu bildirilmistir.

(Oscier vd., 2013).

Nadeu ve arkadaslar1 KLL tanisi almis dort yiz alt1 hastada yaptiklar:
calismada TP53 geninde %10.6, SF3B1 geninde %13, BIRC3 geninde %4.2,
NOTCHI1 geninde %22 ve ATM geninde %11,1 oranlarinda mutasyon
saptamiglardir. NOTCH1, SF3B1 ve ATM genlerindeki mutasyonlarin kisa
tedaviye baslama stiresi (T'TT) ile iligkili oldugu, NOTCH1 ve TP53 genlerinin
mutasyonlarinin ise kisa OS ile iligkili oldugunu bildirmiglerdir (Nadeu vd.,

20186).
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Chiaretti ve arkadaslarni KLL hastalarinda yaptiklari c¢alismada
NOTCH1, SF3B1, BIRC3 ve TP53 genlerindeki mutasyonlarin sikhigim ve
sagkalima olan etkilerini incelemeyi hedeflemiglerdir. Yiiz altmig ti¢ hastada
NOTCH]1 geninde %15.9, SF3B1 geninde %12.2, BIRC3 geninde %8.6 ve TP53
geninde %10.4 oranlarinda mutasyonlar saptamiglardir. Caligsmalarinin
sonunda mutant NOTCHI1 genini kisa sagkalim ile iligkili oldugunu
bildirmiglerdir. (Chiaretti vd., 2014).
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Sekil 5.1. Delesyon 13q saptanan KLL hastalarinda NOTCHI ve SF3BI1 genlerinin
TTT ve OS Etkisi (Kirmizi : 13q delesyonlu hastalar, mavi: 13 delesyonu saptanmayan
hastalar) (Perez vd., 2018)’den degistirilerek alinmistir.

Maleki ve arkadaslari calismalarinda ytiz KLL hastasi ve ylz bes
saglikli bireyde NOTCH1 c.7544-7545delCT, SF3B1 ¢.2098A>G, MDMZ2 40-bp
insersiyon/delesyon ve MYDS88 L265P mutasyonlarini1 PZR yontemi
kullanilarak tespit etmeyi hedeflemiglerdir. Saptanan NOTCHI1 ve SF3BI
mutasyonlarini genomik DNA sekanslama yontemiyle konfirme etmislerdir.
Yaptiklar1 c¢alismada KLL hastalar1 RAI evreleme sistemine gore
gruplandirilmis ve RAI evrelerine gore ilgili genlerin mutasyonel durumu ile
iligkisi degerlendirilmistir. Calismalarinin sonucunda hastalarin %10unda

NOTCH1 mutasyonu saptamiglardir (Maleki vd., 2019).
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NOTCH1 gen mutasyonlarinin ileri evre KLL hastalarinda daha
yiksek siklikta saptandigimi bildirmiglerdir. SF3BI gen mutasyonlarini ise
hastalarin %12’sinde saptamiglar ve yine ileri evre KLL hastalarinda ylksek

siklikta oldugunu belirtmiglerdir (Maleki vd., 2019).

Calismalarda NOTCH1 ve SF3B1 genlerinin mutasyonlar1 OS, RAI evre
ve TTT degerlendirilmistir. Ilgili genlerin mutasyonlarimin kétii prognostik
etkileri olmas1 nedeniyle kisa OS ve TTT ile iligkilendirilmigtir. Ek olarak
yapilan ¢alismada NOTCHI ve SF3B1 gen mutasyonlar: ge¢ evre KLLler ile
iligkilendirilmigtir. Bizim c¢alismamizda SF3BI geninde mutasyon
saptanamamasi nedeniyle hastalik evresi, OS ve TTT parametreleriyle olan

1ligkisi istatiksel olarak degerlendirilememistir.

Rosati ve arkadaslari calismalarinda KLL hastalarinda NOTCHI
geninde en sik gorilen 7541_7542delCT mutasyonunun PEST domaininde
meydana geldigini belirtmigslerdir. PEST domainin ise Notchl proteinin
degradasyonundan ve stabilitesinden sorumlu oldugunu bildirmislerdir. Bu
mutasyonun etkisiyle kisa PEST domaininin olustugunu, olusan bu kisa PEST
domainin etkisi ile 1ilgili proteinin degradasyonunun gerceklesmedigini
gostermiglerdir. Bu ylizden Notchl proteinin cekirdek icginde biriktigi ve
yolagin  surekli  aktivasyonuna sebep olarak, KLL hiicrelerinin
proliferasyonunu ve sagkalimini arttirdiginmi bildirmislerdir (Rosati vd., 2018).
Biz de c¢alismamizda NOTCH1 geninde bir olguda 7541_7542delCT
mutasyonunu saptadik. NOTCH1 mutasyonu saptadigimiz hastanin RAI
evreleme sisteminde II. evrede yer aldig1 ve tedaviye baslama siiresinin kisa
oldugu gorilmektedir. Fakat 1ilgili gende mutasyonu bir hastada
saptamamizdan dolayr mutasyonel durum ile belirtilen parametreler istatiksel
olarak degerlendirilememistir. Ek olarak hastada KLL’de prognozu olumsuz
yonde etkileyen Rb gen delesyonununda mevcut olmasina ragmen, yine bu
durumun istatiksel olarak degerlendirilmemesi, ilgili genin mutasyonunun

prognoz ile iligkisini belirleyemememize neden olmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali’nda FISH yontemiyle izole dell3q saptanan kirk ti¢ hastada kota
prognostik etkisi olan NOTCH1 ve SF3B1 genlerinde mutasyon profilini
Sanger Sekanslama yontemiyle incelenmistir. Ayrica adi gegen genlerin
mutasyonel durumunun hastalik evresi, OS ve TTT ile iligkisi

degerlendirilmistir. Calismamizda elde edilen sonuclar;

e NOTCHI geninde mutasyon orani %2.4 saptanmagtir.

e SF3BI geninden mutasyon orani %0 olarak saptanmagtir.

e (Calismaya dahil edilen hastalarin 1 tanesinde NOTCHI gen
sekanslamada, 4 hastada SF3BI gen sekanslamada sonug
alinamamaigtir.

e (Calismada NOTCH1 geninde 1 hastada mutasyon saptanmasi ve SF3B1
geninde mutasyon saptanamamasindan dolayr ilgili  genlerin
mutasyonel durumu ile hastalik evreleri, dell3q oranlari, RBI gen
delesyon varligi, OS ve TTT parametreleriyle iliskisi istatiksel olarak

degerlendirilme yapilamamastir.

Bu veriler dogrultusunda izole 13q delesyonlu hastalarin bu iki mutasyon
ile 1iligkisi istatiksel olarak degerlendirilememesine ragmen olgu grubunda
NOTCH]1 i¢in 1 hastada SF3BI i¢in hicbir hastada mutasyon saptanmamasi,
mutasyon ile olgu grubu arasinda bir iligkinin olmadigini distindirmustir.
Bundan sonraki ¢alismalarda, yliksek KLL hasta sayis1 ve ilgili genlerin tiim
mutasyonlarinin c¢alisilmasi ile daha anlamli sonuglar alinacag ve ilgili
genlerin mutasyonlarinin prognoza olan etkisinin (OS, TTT ve hastalik

evreleri) istatiksel olarak degerlendirilebilecegi 6ngorilmiistiir.

Literatirde ulasilabildigi kadariyla ¢calismamiz Tirk populasyonunda, izole
del13q KLL hastalarimda NOTCHI ve SF3B1 mutasyonel durumu ile
hastalara ait dell3q oranlarini, RBI gen delesyon durumuni, OS ve TTT

parametrelerinin iligkisini inceleyen ilk ¢alisma olarak gorilmektedir.
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