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ALL
AML
ATM
CD
DBBHL
dk

Del
DLEUZ2
DNA
FISH
Hb

HL
IgVH
IWCLL
kDa
KLL
KML
RNA
MYC

SIMGE VE KISALTMALAR

. Akut Lenfoblastik Losemi

: Akut Miyeloid Losemi

. Ataksi Telenjiektazi Mutasyon

: Farklilagsma Kiimeleri (Cluster of Diffentiation)
: Diffiiz Biiyiik B hiicreli Lenfoma

: Dakika

: Delesyon

: Deleted in lymphocytic leukemia 2

: Deoksiriboniikleik asit

: Flouresan In Situ Hibridizasyon

: Hemoglobin

: Hodgkin lenfoma

: Immunglobulin agir zincir degisken bolge

. International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia
: Kilodalton

: Kronik Lenfositik Losemi

: Kronik Miyeloid Losemi

: Riboniikleik asit

: Myelocytomatosis



MyD88 . Miyeloid farklilasma primer cevap 88 (Myeloid differentiation primary
response 88)

NF-kB : Niikleer Faktor Kabba B

NCIWG : “National Cancer Institute-sponsored Working Group”
NGS : Yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing)
NHL : Non-Hodgkin Lenfoma

NICD : NOTCH Hiicre I¢i Etki Alan1

NPC : Niikleer Gozenek Kompleksi

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Plt : Platelet

SLL : Kiigiik Lenfositik Lenfoma

sn : Saniye

2M : Beta-2 Mikroglobulin

TBE - Tris-Borate-EDTA

TK1 : Timidin Kinazl

TP53 : Tiimor Protein 53

WHO : World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)
XPO1 :Exportin 1

ZAP-70 : Zeta chain associated protein 70



GIRIS VE AMAC

Kronik lenfositik 16semi (KLL) Bati iilkelerde en sik goriilen l16semi tipi olarak
bilinmektedir. Tiim erigkin 16semilerinin %20-30’unu olusturmaktadir. Hastalarin énemli bir
kism1 semptomsuzdur. Bu nedenle gergek sikligini saptamak ¢ok zordur. Genel olarak Bati
yarim kiirede yaklagik yilda 3/100.000 siklikta ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. ABD’de 2006-2009
verilerine gore 4.1/100.000 siklikta goriildiigii bildirilmistir (1). Ulkemizde ortalama yas 63
olmakla birlikte, olgularin %24’ liniin 55 yasin altinda oldugu bildirilmektedir (2,3). Erkeklerde
kadinlardan iki kat fazla goriilmektedir (2).

Kronik lenfositik 16seminin etiyolojisi heniiz tam olarak ortaya konulamamistir. Cevresel
faktorler, radyasyon, infeksiyon etkenleri, immiin bozukluklar, toksik ila¢ veya kimyasallarla
iliskiye isaret eden bazi arastirmalar olmasina ragmen bulgular kanit diizeyinde degildir (4,5).
Ispanya da Xose S. Puente ve ark. (6) 2011 yilinda yapilan bir arastirmada batili iilkelerde,
kronik lenfositik 16seminin dort olgusunda, tiim genom sekanslama yontemiyle potansiyel gen
fonksiyonunu etkileyebilir 46 somatik mutasyon tespit etmislerdir. Ugyiiz altmis ii¢ hastada
yapilan daha ayrintili analiz sonucunda tekrarli mutasyona ugramis 4 gen tespit etmislerdir. Bu
genler ; (NOTCH1), exportin 1 (XPO1), miyeloid farklilagma primer karsilik geni 88 (MyD88)
ve Kelch benzeri 6 (KLHL6) genleridir. Bu genlerden MyD88 ve KLHL6 genlerindeki
mutasyonlar, mutasyona ugramis immiinoglobulin olan hastalarda, NOTCH1 ve XPOl1
genlerindeki mutasyonlar, ¢cogunlukla mutasyona ugramamis immiinoglobulin olan hastalarda
bulunmugtur. NOTCH1 geninin (p.P2515Rfs*4) protein lokalizasyonunda, XPO1 geninin
(p.E571K ve p.E571G) protein lokalizasyonlarinda, MYD88 geninin (p.L265P) protein



lokalizasyonunda ve KLHL6 geninin (F49L/L65P, L90F ve L58P/T64A/Q81P)

lokalizasyonlarinda meydana gelen mutasyonlar KLL olgulariyla iligskilendirilmistir (6).

S. Jeromin ve ark. (8) 2014 yilinda Almanya’da yapilan bir kohort ¢alismasinda 1160
KLL vakasinin molekiiler, immiinofenotipleme ve sitogenetik verilerin dogrultusunda, genetik
belirteg olan bazi genlerde (SF3B1, NOTCH1, FBXW7, MYD88, XPO1) meydana gelen
mutasyonlart Sanger sekanslama yoOntemiyle aragtirmiglardir. NOTCH1, SF3B1 ve TPS53
mutasyonlarmin kronik lenfositik l6semi ile dogudan iligkili oldugunu, XPO1, FBXW?7 ve
MYD88’de meydana gelen mutasyonlarin diisiikk frekanslarda kismen bagli oldugunu
bulmuslardir (8).

Veronica Balatti ve ark. (7) 2012 yilinda yapilan bir kohort ¢alismasinda 186 KLL
olgusunda IGVH/ZAP70 mutasyonlu ve mutasyonsuz olarak NOTCH1 ve XPO1 genlerinde
meydana gelen mutasyonlarin sonuglarin1 degerlendirmislerdir. NOTCH1 geni i¢in (P2515f5)
protein lokalizasyonunda meydana gelen bir mutasyon sonucu 2 baz gifti ¢erceve kaymasi
(“frameshift”) delesyonu, XPO1 geni i¢in (p.E571K ve p.E571G) protein pozisyonunda
meydana gelen mutasyonlar KLL olgulariyla iliskilendirmiglerdir. 186 hastanin 6’sinda 2 farkl
zamanda tekrar 0rnek alinarak toplamda 192 6rnegi incelemislerdir. P.E571.K pozisyonu i¢in
192 6rnegin 4’tinde (%2,1) bu mutasyonu saptamiglardir. 127 IGVH/ZAP70 mutasyonsuz
hastanin  6’sinda, 65 IGVH/ZAP70 mutasyonlu hastanin 1’inde XPO1l mutasyonunu
saptamiglardir. 127 IGVH/ZAP70 mutasyonsuz KLL 0Orneklerinden sadece 5’inde,
IGVH/ZAP70 mutasyonlu hastalarin sadece 1’inde NOTCH1 mutasyonu saptamiglardir (7). Bu
elde edilen veriler dogrultusunda ¢calismamizda 58 KLL olgusunda Real-Time PCR ydntemiyle
bu mutasyonlarin saptanmasi amaglandi. Fakat real-time PCR ig¢in gerekli primer dizayni
yapilamadigindan dolay1, her iki gen i¢in de ¢alisma yeni nesil DNA dizileme yontemiyle

gerceklestirildi.



GENEL BILGILER

Hematolojik malignite tamimi ilk olarak 1832'de Thomas Hodgkin tarafindan
tanimlanmistir. 30 yillik c¢alismalar1 sonucunda ilk olarak karakterize ettigi lenfoma tipine
Hodgkin hastaligi adi verilmistir (9). Losemi ve multipl miyelom gibi diger hematolojik
malignitelerin yayinlar1 daha sonra ¢ikmistir. O zamandan bu yana, malignitelerin alt tipleri
daha ayrintili bir sekilde tanimlanmis ve c¢esitli kategorilere ayrilmaya calisilmistir.
Immiinofenotipleme, sitogenetik ve molekiiler genetik testlerin yardimu ile artik hematolojik

malignitelerin genetik olarak ¢ok sayida farkli hastalik igerdigi anlagilmaktadir.

Hematolojik maligniteler iki ana baglik altinda incelenir:

1. Lenfomalar

2. Losemiler

LENFOMALAR

Lenfomalar, lenfositler veya NK (nétral killer/dogal dldiiriicii) hiicrelerden kdken alan
klonal tiimérlerdir. Lenfomalar; Hodgkin Lenfoma (HL) ve Non-Hodgkin Lenfoma (NHL)
olmak ftizere iki ana baglikta gruplandirilmistir. HL ilk olarak 1832 yilinda Thomas Hodgkin
tarafindan tanimlanmistir. B lenfositlerden kdken alarak gelisen bir hastaliktir (10). HL tiim

kanser tiirlerinin %1’ini, lenfomalarin ise yaklasik %25-40’1n1 olusturmaktadir (11,12).

Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) 2001 yilinda yapmis oldugu, 2008 ve 2016 yillarinda
giincellenmis siniflandirmasma gére DSO Hematopoetik ve lenfoid doku tiimérlerinin

siiflandirilmasi asagida verilmistir (13).



Olgun B hiicreli neoplazmalar

Kronik lenfositik 16semi / kii¢iik lenfositik lenfoma
B-hiicreli prolenfositik 16semi

Splenik marjinal zon lenfoma

Tyl hiicreli 16semi

Splenik lenfoma/lésemi, siniflandirilamayan
Splenik diffiiz kirmiz1 pulpa kii¢iik B-hiicreli lenfoma
Tiiyli hiicreli 16semi varyant

Ekstraosseous plazmasitom

MALT tipi ekstranodal marjinal zon lenfoma
Nodal marjinal zon lenfoma

Pediyatrik nodal marjinal zon lenfoma

Folikiiler lenfoma

Pediyatrik folikiiler lenfoma

Primer folikiiler merkezli cilt lenfomasi

Mantle hiicreli lenfoma

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma (NOS)
T-hiicre/histiositten zengin BBHL

Primer santral sinir sistemi DBBHL

Primer cilt DBBHL, bacak tipi

Yaglhilarin EBV pozitif DBBHL

Kronik inflamasyonla iligkili DDBHL
Lenfomatoid graniilomatoz

Primer mediastinal DBBHL

Intravaskiiler BBHL

ALK-pozitif BBHL

Plazmablastik lenfoma

BBHL, HHVS iliskili multisentrik Castleman hastalig1 kaynakl
Primer enfiizyon lenfomasi

Burkitt lenfoma

Siniflanamayan B hiicreli lenfoma, DBBHL ve Burkitt lenfomaya benzer 6zellikler

tastyan



Siniflanamayan B hiicreli lenfoma, DBBHL ve klasik HL ya benzer 6zellikler tasiyan
Olgun T hiicreli ve NK hiicreli neoplazmalar

T-hiicresi prolenfositik 16semi

T-hiicresi biiyiik graniiler lenfositik 16semi

NK hiicrelerinin kronik lenfoproliferatif bozuklugu

Agresif NK hiicreli 16semi

Cocukluk cagi sistemik EBV pozitif T hiicreli lenfoproliferatif hastalik
Hydroa vacciniforme benzeri lenfoma

Yetigkin T hiicreli 16semi / lenfoma

Ekstranodal NK / T hiicreli lenfoma, nazal tip

Enteropati ile iliskili T hiicreli lenfoma

Hepatosplenik T hiicreli lenfoma

Derialt1 pannikiilit benzeri T hiicreli lenfoma

Mantar mikozu

Sézary sendromu

Primer kutan6z CD30 T hiicreli lenfoproliferatif hastaliklar
Lenfomatoid papiilozis

Primer kutandz anaplastik yo biiyiik hiicreli lenfoma

Primer kutanéz T hiicreli lenfoma

Primer kutan6z CD8 agresif epidermotropik sitotoksik T hiicreli lenfoma
Primer kutan6z CD4 kiigiik / orta boy T hiicreli lenfoma

Periferik T hiicreli lenfoma, NOS

Anjiyoimmunoblastik T hiicreli lenfoma

Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma, ALK pozitif

Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma, ALK negatif

lenfomatoid papiilozis

Primer kutan6z anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma

Primer kutanéz T hiicreli lenfoma

Primer kutandz CDS agresif epidermotropik sitotoksik T hiicreli lenfoma
Primer kutandz CD4 kii¢iik / orta boy T hiicreli lenfoma

Hodgkin lenfoma

Nodiiler lenfosit baskin Hodgkin lenfoma
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o Klasik Hodgkin lenfoma

o Nodiiler skleroz klasik Hodgkin lenfoma

o Lenfosit zengini klasik Hodgkin lenfoma

. Karigik seliilerite klasik Hodgkin lenfoma

o Lenfosit tiiketen klasik Hodgkin lenfoma

. Histiyositik ve dendritik hiicre neoplazmalari
o Histiyositik sarkom

o Langerhans hiicreli histiyositoz

o Langerhans hiicre sarkomasi

o Interdigitating dendritik hiicre sarkomu

o Folikiiler dendritik hiicre sarkomu

o Fibroblastik retikiiler hiicreli timor

o Orta seviye dendritik hiicreli timor

o Yaygin juvenil ksantograniiloma

o Postplanplantasyon lenfoproliferatif hastaliklar (PTLD'ler)
o Erken lezyonlar

o Plazmastik hiperplazi

o Enfeksiy6z mononiikleoz benzeri PTLD

. Polimorfik PTLD

. Monomorfik PTLD (B ve T / NK hiicre tipleri)
o Klasik Hodgkin lenfoma tipi PTLD

LOSEMILER

Yunanca kokenli (leukemia) 16semi; kemik iligi veya kan kanseri olarak ifade edilmistir.
Kan hiicrelerinden 6zellikle lenfositlerin normalin iizerinde ¢ogalmasiyla kendini gésteren bir
kanser tiiriidiir. Sekil 1’de kan yapici kok hiicreden diger bagisiklik sistemi hiicrelerinin
olusmas1 gosterilmistir. Ldsemiler, hiicre tipine ve hiicre olgunlasma sekline gore
simiflandirihir.  Akut 16semiler, olgunlasmamis hiicrelerin kemik iligini doldurmas: ile
karakterizedir. Tedavi edilmeyen hastalarda hizli ve 6liimciil seyreder. Kronik 16semilerde ise
olgulagmis 16kositlerde normal farklilagmayla birlikte nispeten yavas bir ilerleme goriiliir (14).
Akut ve kronik l16semilerin, lenfositik ve miyelositik olmak iizere baglica iki tipi vardir.
Gruplandirma dort ana baslikta yapilmaktadir:
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Akut lenfositik (lenfoblastik) 16semi (ALL)
Kronik lenfositik 16semi (KLL)

Akut myelositik (miyeloblastik) 16semi (AML)
Kronik miyelositik 16semidir (KML) (15).

M 0o

Kan - Hematopoetik Kok Kuicre

Myeloid kok hiicre Lenfoid kok hiicre

Miyeloblast Lenfoblast

JANSG /N
e - OST DD

Eritrosit Trombosit Bazofil  Notrofil  Eozinofil Monosit T-lenfosit B lenfosit
(akyuvar) (platelet)

Sekil 1. Hematopoetik (kan yapici) kok hiicreden bagisikhik sistemi
hiicrelerinin olusmasi(16)

Kronik Lenfositik Losemi

Kronik lenfositik 16semi (KLL), morfolojik olarak olgunlasmis kiigiik monoklonal B
lenfositlerinin birikimi ile karakterize lenfoproliferatif bir hastaliktir. B hiicrelerinin olusumu
kemik iliginde baslar, olgunlasmas: dalak ve lenf nodlarinda devam eder (17). Diinya Saglik
Orgiitii siniflandirmasina gdre KLL daima neoplastik B hiicrelerinin hastaligidir. Daha &nce T-
KLL olarak tanimlanan tipi ise giniimiizde “T-hiicreli prolenfositik l6semi” olarak
adlandirilmistir. Yine WHO simiflandirmasina gére KLL, bir B hiicre neoplazmi olan kiiglik

lenfositik lenfoma ile esdeger olarak kabul edilmistir. Olgun gorinimlii CDS5-pozitif B
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hiicreleri ¢esitli lenfoid dokularda, kemik iligi, karaciger, dalak, lenf nodlar1 ve bazen diger

organlarda birikimiyle olusmaktadir.

Kronik lenfositik 16semi, bati diinyasinda en yaygin goriilen 16semidir. SEER
(Surveillance Epidemiology and End Results) veritaban1 2000-2005 verilerine gore ortalama
tan yas1 72°dir. KLL goriilme insidans1 yasla orantil olarak artmaktadir (18). Hastalik seyri
heterojendir. Klinik (Rai ve Binet) evreleme sistemleri, hastalara 06zgii tedavinin
planlanmasinda, prognoz ve tiimér yiikiiniin tahmininde kullanilir. KLL hastalarmin tanisinda

prognozunun dngoriilmesi, uzun donemli sag kalim ve hastalik seyri acisindan 6nemlidir.

Tam

KLL tanis1 i¢in birgok kriter gelistirilmesine ragmen, en sik kullanilan 1988’de “National
Cancer Institute-sponsered Working Group (NCIWG)” ve “International Workshop on Chronic
Lymphocytic Leukemia (IWCLL) nin ortaya koydugu kriterlerdir (19). Bu kriterler Tablo 1 ve
Tablo 2’de gosterilmistir. Tami tam kan sayimi, periferik yayma, periferik kanda
immiinofenotipleme ile konulmaktadir. Kemik iligi aspirasyonu veya biyopsisi tanida ¢ogu

zaman gerekli bulunmamaktadir (20).

Tablo 1. KLL Tam Kriterleri (NCIWG)
Periferik kanda lenfositoz: 5.000/mm?

Immunfenotipleme: En az 1 adet B hiicre isareti (CD19, CD20, CD23) + CD5
Kemik iliginde lenfositoz: 2 %30

Atipik hiicre orani: < %50

Tablo 2. KLL Tam Kriterleri (IWCLL)
>10.000 lenfositoz + B fenotipi veya kemik iligi tutulumu

<10.000 lenfositoz+ B fenotipi + kemik iligi tutulumu

>9%30 kemik iligi lenfosit oran1

Tipik olarak KLL hiicreleri kiiciik, dar sitoplazmali, ¢ekirdekg¢igin ayirt edilemedigi
yogun cekirdek yapisina sahip olgun lenfositlerdir. Birlikte daha biiyiik, atipik goriiniimlii,
centikli ¢ekirdekli hiicreler ya da prolenfositler goriilebilir. KLL ile agiklanamayacak

sitopenilerde kemik iligi biyopsisi, hizli tiimdr biiylimesi ve klinik agirlagsma olmas1 durumunda

8



Richter transformasyonu agisindan lenf bezi biyopsisi yapilabilir. Diffiiz biiyilk B hiicreli
lenfomaya (DBBHL) doniigiim Richter transformasyonu olarak adlandirilir ve genellikle koti

prognozu isaret eder (21).

Periferik kanda 5x10° /L’den daha az klonal B lenfosit bulunan ve organomegali ya da
lenfadenomegali gibi klinik semptomlar1 veya sitopenisi olmayan hastalar monoklonal B
lenfositoz olarak adlandirilir. Monoklonal B lenfositozlu olgularin yillik %1-2 oraninda tedavi
gerektiren KLL’ye doniisiim olasiligi mevcuttur (22). WHO siniflamasinda SLL (kiigiik
lenfositik lenfoma) ve KLL ayni kategoride ele alinmustir (23).

SLL tanis1 lenfadenopati veya organomegali (karaciger veya dalakta biiyiime) ile birlikte
kanda en az 3 ay boyunca 5x10° /L’den daha az monoklonal B lenfosit bulunmasi olarak
tanimlanmistir. Kemik iliginin klonal olarak infiltre edilmesi nedeni ile sitopeni SLL’de
olmamalidir. KLL hastaliginin aksine SLL’de lenf nodu biyopsisi miimkiin oldukca onerilir

(21).

Immiinfenotiplendirme KLL nin diger lenfomalardan ayrimini saglar. Tanisal agidan ve
klonaliteyi gostermesi agisindan immiin fenotiplendirme yapilmasi onerilir. KLL hiicreleri bir
T hiicre antijeni olan CD5 ile birlikte B hiicre reseptorleri (CD19, CD23) tasirlar. CD20, CD79b
ve FMC7 antijenlerini ¢ok az tasir ya da hi¢ tagimazlar (24,25). CD19 pozitif olabilecek
hastaliklardan olan follikiiler lenfoma, tiiylii (hairy cell) hiicreli lenfoma ve marginal zon
lenfomadan CD5 pozitifligi ile ayrilabilir. CD19 ve CDS5 birlikte tasiyan mantle cell lenfoma
ise KLL’ nin aksine ¢ogunlukla CD23 tagimaz. Diger yandan B hiicreli prolenfositik 16semi

olgularinin yarisinda CD5 bulunmaz ancak yiiksek CD20 ve yiizey Ig tasirlar (25).

KLL lenfositleri normal B hiicrelerine gore daha az yilizey immiinglobulinleri, CD20 ve
CD79b eksprese ederler (24,26). Her klon kappa ya da lambda hafif zincirlerinden birini iiretir
(24).

Evreleri

Klinik evrelemede kabul gormiis olan Rai ve Binet evreleme sistemleri kullanilmaktadir.
Bu iki evreleme sistemi fiziksel muayene ve standart laboratuvar testlerine dayanmaktadir (27).
Rai evreleme sistemi 1975 yilinda Rai ve arkadaslari tarafindan onerilmistir (28). Rai evreleme
oncelikle 5 prognostik gruptan olusurken, modifiye Rai evreleme sisteminde 3 grup
bulunmaktadir. Bu iki evreleme sistemine ait veriler Tablo 3 ve Tablo 4’te gosterilmistir. Rai
evreleme sisteminde kan ve kemik iliginde lenfositoz bulunan hastalar diistik riskli (Rai 0),
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lenfositoz, herhangi bir alanda biiyiimiis nodlar, splenomegali ve/veya hepatomegali bulunan
hastalar orta-risk (Rai I-1I), anemi ve trompositopeni igeren hastalar yiiksek-risk (Rai 111-1V)

olarak tanimlanmustir (27).

Binet evreleme sistemi ilk kez 1985 yilinda Binet ve arkaslar1 tarafindan 6nerilmistir. Bu
evreleme sistemine gore Binet A, B ve C olmak tizere 3 prognostik grup bulunmaktadir (29).
Binet evreleme sisteminde c¢apt 1 cm’den biiyiik lenf nodlar1 sayisi ve anemi ya da

trombositopeni olup olmamasi dikkate alinmaktadir (27)

Tablo 3. Rai evreleme sistemi

Evre Klinik Medyan
Sagkalim
0 Lenfositoz >10 yil
1 Evre 0 ve Lenfadenomegali 7
2 Evre 0 veya 1 ve splenomegali ve/veya 7
hepatomegali
3 Evre 0, 1 veya 2 ve anemi (Hb <11gr/dl) 2
4 Evre 0-3 ve trombositopeni (PIt <100.000/mmas) 2

Tablo 4. Binet evreleme sistemi

Evre Klinik Lenfoid Medyan
Sayisi Sagkalim
A Hb210gr/dl; PIt>100.000/mms <3 >10 yil
B Hb210gr/dl; PIt>100.000/mm3 >3 5
C Hb<10gr/dl veya PIt<100.000/mm3 - 2
Prognoz

Rai ve Binet evreleme sistemleri en kullanisli sistemler olmasina karsin, hastalik
progresyonundaki bireysel riskleri ve erken evrelerdeki sag kalimi ongérmek igin yeterli
degildirler. Son yillarda hastalik seyrini belirlemeye yonelik isaretleyici arastirmalar

yapilmaktadir (30). Prognostik faktor olarak; immiinoglobiilin agir zincir (IgVH) mutasyon
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durumu, sitogenetik anomaliler ve gen mutasyonlari, CD38 ve ZAP-70 ifadesi, serum [32-
mikroglobulin (2M), serum CD23 (sCD23), timidin kinazl (TK1) vardir (31).

Immiinoglobiilin agir zincir mutasyonu iceren hastalarm klinik durumu, mutasyon
igcermeyenlere gore daha iyidir. Mutasyona ugramis agir zincir 3-21 (VH3-21) genleri olan

olgular, mutasyona ugramamis olgulardan énemli 6l¢iide daha uzun sagkalim gostermektedir.

Zeta-chain-associated protein kinaz 70 kD (ZAP-70) ve CD38 ekspresyonunun,
immiinoglobiilin gen mutasyon durumuyla korelasyon gosterdigine dair ¢alismalar vardir.
ZAP-70 ve CD38 akim sitometri ile olgiilir (32). ZAP-70 pozitifligi ve IgVH mutasyon

durumunu arasinda korelasyon oldugunu gostermisleridir (33).

Yiksek seviyede CD38 ekspresyonunun, mutasyona ugramamis IgVH ile korelasyon
gosterdigi bildirilmistir (34,35,36). Ancak, bazi hastalarda hastalik siirecinde CD38 seviyesinin
degiskenlik gosterebilmesi, CD38’in IgVH mutasyon durumu yerine isaretleyici olarak
kullanilmasini kisitladigi belirtilmistir (35,36).

Meuleman ve arkadaslar1 tarafindan 2008 yilinda, Kern ve arkadaslar1 tarafindan 2009
yilinda yapilan g¢aligmalarda ZAP-70 protein seviyesinin %20’den yiiksek olmasi kotii
prognostik olarak rapor edilmistir (37).

Belirli kromozomal anomalilerin prognostik 6neme sahip oldugu gosterilmistir. Trizomi
12 varhigi ve 11q, 13q, 17p delesyonlari(del) prognostik oneme sahip kromozomlardir.
Del(11q) ve del(17p) delesyonu kétii prognostik faktor olarak degerlendirilmektedir (38).

KLL ve Genetik

Kronik lenfositik 16semide 11q, 13q, 17p delesyonlar1 ve trizomi 12 varligi prognostik
degeri olan, KLL patogenezinde, siirecinde ve tedavi stratejilerini belirlemede rol oynayan
kromozomal anomalilerdir (38). On iigiincii kromozomun uzun kolunun delesyonu, 13914.3
bandimi igerir ve en sik gozlenen sitogenetik anomalidir. Vakalarin %50-60’1nda

gozlenmektedir. Kromozom 13q anomalileri iyi prognoz gostergesidir (30,39).

KLL hiicrelerinin alisilmis mitojenlerle cogalma hizinin diisiik olmasi nedeniyle
sitogenetik calismalar temel olarak FISH (Flouresan In Situ Hibridizasyon) teknigi ile
yapilmaktadir. En sik rastlanan anomali 13q14 delesyonu olup, bu bolgede BCL-2 {izerinden

etki gosteren iki microRNA (miR-15a ve miR-16) bulunmaktadir. Bunu siklik sirasina gore
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11q922-23 delesyonu (tiimor supresor ATM geni ile iliskili), trizomi 12 ve 17p13.1 delesyonlari
(timor supresor TP53 geni ile iliskili) izler (40,41). Diger l6semilerin aksine dengeli
translokasyonlar KLL’de sik goriilmez. Yasla birlikte kromozom anomalisi goriilme siklig
artar. SO0z konusu anomalilerin 13q delesyonu iyi prognoz gostergesi olup, 11q ve 17 p
delesyonu kotii prognoz ile iliskilidir (42). Son yillarda CpG oligodeoksiniikleotid ile uyarilmis
hiicrelerde anormal klonlarin daha iyi tespit edilebildigini gosteren calismalar yapilmistir

(43,44,45).

KLL'nin molekiiler patogenezi tam olarak agiklanamamistir. Diger B hiicre
malignitelerinin aksine, KLL tekrarlayan dengeli kromozomal translokasyonlarla iligkili
degildir (44). DLEU2 (deleted in lymphocytic leukemia 2) / MIR15-16 (mikroRNA 15-16)
kiimelerini etkileyen 13q14'in delesyonu, KLL vakalariin yaklagik % 50'sinde baslangi¢
lezyonudur. Bunu takiben sirasiyla TP53 ve ATM'yi etkileyen del17pl3 ve dell1g22-g23
delesyonlart meydana gelir (40,46,47). Nadir NOTCH1 mutasyonlar1 diizensiz olarak
bildirilmistir (48).

KLL doniisiimii 6rneginde, TP53 bozulmasi ve MYC degisiklikleri %50'ye kadar
gozlenir. Richter sendromu vakalarinda, ancak kalan %50'nin genetik lezyonlari neredeyse
bilinmemektedir (49). Ayrica, tedaviye direngli KLL vakalarmin %40'inda TP53 bozulmasi
gozlenir, ancak kalan %60 KLL'nin molekiiler temeli bilinmemektedir (50).

NOTCH1 Geninin KLL ile Tliskisi

NOTCH yolag1, hiicre metabolizmasindaki en 6énemli sinyal yollarindan biridir. Onemi
iyl bilinmesine ragmen, mekanizma ve islevsel olarak ¢oziilememistir. NOTCH, hiicre dis1
ligandlar tarafindan aktive edilir. Aktivasyonundan sonra aktive olan énemli bir membran
proteinidir. Insan NOTCH proteini; NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4 olarak dort farkli
homologdan olusmaktadir. NOTCH1, kromozom 9 (9q34.3) iizerinde 51.418 bp DNA'yi,
138.508.717 ve 138.508.135 bp arasinda kromozomun p kolunu terminalden kapsar. NOTCH1
RNA transkripti 34 ekson igerir ve uzunlugu 9,371 bp'dir. NOTCH sinyalinin embriyonik,
dogum sonrasi gelisimde 6nemli oldugu bilinmektedir (51). Kok hiicre devamliligi, apoptoz ve
hiicre farklilasmasi, organ homeostazi gibi ¢esitli hiicresel siiregleri diizenler (52,53,54).
NOTCH hiicre dongiisii, gelisim ve sag kalim ile ilgili yolaklari igeren genis aglar boyunca

apoptozu diizenler.
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NOTCH sinyal yolag1 apoptoz ve kanser iizerindeki etkisinden dolay1 p53 sinyal yolagi
ile iligkilidir. NOTCH sinyal yolunun aktivasyonu i¢in NOTCH reseptorii ve ligand bulunan
hiicreler arasindaki bir hiicre-hiicre temasi gereklidir. NOTCH reseptorii ve ligand arasindaki
bir etkilesim, hiicre dist ADAM metalloproteinaz’in Katalitik aktivitesi gereklidir (55). NOTCH
reseptori ve ligand, hiicre dist ADAM metalloproteinaz ve hiicre i¢i bir Gamma-sekretaz igeren
kompleksin katalitik aktivitesi yoluyla bdliinmeye neden olur ve bu daha sonra NICD'nin

(NOTCH hiicre i¢i etki alaninin) sitoplazmaya sonra ¢ekirdege salinmasina neden olur (52).

Apoptozu diizenlemede NOTCH'un NF-KB yolagini nasil diizenledigine dair gesitli
modeller ileri stirilmistiir (56,57).

Birinci modelde; aktive NOTCH p50, RelA, RelB ve cRel NF-KB genlerinin
transkripsiyonunu uyarir. RBP-JK, bir NOTCH CSL proteini, normalde bu genlerin

transkripsiyonunu baskilar. NICD varliginda transkripsiyon aktive edilir.

Ikinci modelde; NICD NF-kB'ye baglanmak icin IKB-o ile yarigir. Aktive NOTCH
(NICD) sitoplazmik IKB'ye benzerlik gdsteren 6 ankirin tekrari igerir. IKB-a ile inhibe olan
NF-KB dimerleri NICD ile iliski kurunca serbest kalir ve bu da onlarin aktivasyonuyla

sonuglanir.

Diger bir modelde ise; NICD IKK'ya baglanarak IkB'nin fosforilasyonunu artirir ve
yikimu ilerletir. Boylece serbest kalan NF-KB dimerlerinin aktivitesi artar (56,57). Biitiin bu
mekanizmalar aracilifiyla NOTCH NF-KB'nin apoptozu inhibe etme fonksiyonuna NF-KB

aktivitesini artirarak dahil olur ve bdylece kanserlesme siirecine katkida bulunur.
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Sekil 2. NOTCH geninin hiicre i¢i sinyal yolu(58)

NOTCH homolog 1 translokasyonu ile iligkili (NOTCHZ1), FURIN tarafindan NOTCH1
reseptor formuna boliinen NOTCH1 6nciisii olarak sentezlenir. NOTCH1 reseptorii JAGGED
tarafindan aktive edilir. O-fukosilpeptit 3-beta-N-asetilglukozaminiltransferaz (NOT) bagimsiz
Glikozilasyon, NOTCHI reseptoriine bagimli glikosilasyon, Delta-benzeri (DLL)'ye baglanma
kabiliyetini arttirir, ancak JAGged tarafindan NOTCH1 reseptdr aktivasyonunu Onler.
Aktivasyondan sonra NOTCH1 reseptorii Presenilin 1 ve ADAM metaloproeptidaz alan1 17
(ADAM17) ile ayrilir. NOTCHL'in hiicre i¢i alan1 ¢ekirdege taginir ve immiinoglobiilin kappa
J bolgesi (RBP-J kappa (CBF1)) esasli transkripsiyon i¢in rekombinasyon sinyal baglama
proteinine katilimi Sekil 2°de gosterilmistir (58).

RBP-J kappa (CBF1), DNA i¢in olusturdugu protein kompleksine bagli transkripsiyon
baskilayici veya aktivator olarak gorev yapabilir. RBP-J kappa (CBF1), birlikte baskilayicilara
sahip bir kompleks icerisinde gen baskilayici olarak gorev yapar. Niikleer alici ortak baskilayici
2 (SMRT) / Niikleer alic1 ortak baskilayici 1 (N-CoR) / Histon deasetilaz 1 (HDAC1) veya
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CBF1 etkilesimli korper (CIR) / Sin3A ile iliskili protein 30kDa (SAP30) / Histon deasetilaz 2
(HDAC2).HDAC, transkripsiyonu 6nleyen histon deasetilasyonuna katilir. SMRT ve CIR, 1
(SKIP) igeren baglayici protein SNW bolgesinin dogrudan baglanmasi yoluyla HDAC ve RBP-
J kappa (CBF1) arasindaki baglayicilar olarak islev goriir. SKIP'e baglanma NOTCH1 (NICD),
SMRT ve muhtemelen CIR ile rekabet eder. NOTCH1 (NICD), E1A baglayict protein p300
(p300) alimini1 kolaylastiran Mastermind benzeri 1'it (MAMLL1) alir (58).

Sonuncusu, p300 / CBP ile iligkili faktéor (PCAF) alimini kolaylastirir. Kompleks
MAML1 / p300 / PCAF, histon asetilaz gibi davranir ve kromatin remodelingine yardimci olur.
NOTCH1 (NICD) RBP-J kappa (CBF1) koruyucular ile rekabet edilmesi, transkripsiyonun
NOTCH1 (NICD) tarafindan pozitif diizenlenmesini belirler.

Centik sinyali, NOTCHL'in (NICD) ubikuitin-proteazom aracili bozunmasi ile F-kutusu
ve WD, niikleer bir fosforilasyon olayindan sonra 7 (FBXW?7) iceren alan1 tekrar eder.

KLL'de mutasyona ugramis bulunan genler arasinda, NOTCH1, hastaligin spesifik
fazlarinda yiiksek oranda tekrarlayan bir genetik lezyon hedefi olarak ortaya g¢ikmustir.
NOTCH1, ligandla aktive edilmis bir transkripsiyon faktorii olarak iglev goren ve hiicre
farklilagmasi, ¢ogalma ve apoptozda 6nemli bir rol oynayan bir sinif I transmembran proteinini
kodlar (59,60,61).

Ligand baglamasi tizerine NOTCH1, hiicre i¢i boliimiiniin ¢ekirdege yer degistirmesine
izin veren ¢oklu proteolitik yarilmalara ugrar, boylece MYC de dahil olmak {izere ¢coklu hedef
genlerin transkripsiyonel aktivasyonuna yol agar (62). T hiicrelerinde akut lenfoblastik 16semi
(T-ALL), NOTCH1 mutasyonlarini aktive eden vakalarin %60"1na tekabiil eden baskin genetik
degisimdir (63).

XPO1 ( Exportinl) Geninin KLL ile liskisi

Insan XPO1 / CRM1 geni, hiicre dongiisiine bagli bir sekilde kopyalanir, mRNA
transkripsiyonunun baslangici, G1 fazinin sonunda gergeklesir ve hiicre dongiisiiniin G2 / M
fazlarinda zirveye ulasir (64). XPO1 / CRML1 proteini, 112 kilodaltonluk (kDa) bir molekiiler
agirhiga sahip 1071 amino asit kalintisindan olusur. NFY / CBP, Spl ve p53 transkripsiyon
faktorlerinin, XPO1 / CRM1 gen promotorii ile etkilesime girdigi ve transforme edilmis ve
kanser hiicrelerinde XPOl1 / hCRM1 promotor aktivitesinde ©onemli bir rol oynadigi
bildirilmektedir (65). XPOL1 'in hiicre i¢i sinyal yolu Sekil 3’te gosterilmistir (66).
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Sekil 3. XPO1 sinyal yolu(67)

Sitoplazmada, importin (Imp), NLS'sini taniyarak kargo proteini ile bir kompleks
olusturur. Kompleks, niikleer gozenek kompleksi (NPC) icinden gegerek, RanGTP’ye
baglanmasi tlizerine kargonun salindigi ¢ekirdege gecer. Cekirdekte, XPO1 NES'i taniyarak
kargoya baglanir ve RanGTP ile birlikte sitoplazmaya gonderilir. RanGTP'nin Ran-GTPaz
aktive edici protein (RanGAP) tarafindan katalize ettigi RanGDP'ye doniistiiriilmesinin
ardindan, kargo kompleksi ayristirilir ve sitoplazmaya birakilir. Bununla birlikte, SINE'nin
varliginda XPOL1 inhibe edilir, indirgenir ve kargo proteinlerini NPC’den sitoplazma disina
¢ikaramaz. Bu, p53, p21, p27 ve FOXO dabhil olmak tizere 6nemli TSP'lerin niikleer birikimine
yol agar, bu da hiicre dongiisii durmasi, apoptoz, antiproliferasyon ve diger antitimor
aktiviteleri ile sonuglanir. RCC1, RanGTPase i¢in bir guanin niikleotid degisim faktoriidiir ve

cekirdekteki RanGDP'nin RanGTP'ye degisimini yonlendirir (67).

NOTCH1 ve XPOl mutasyonlart sonu¢ olarak mutasyona ugramamis

immiinoglobulinlere sahip hastalarda tespit edilir.
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Yeni Nesil DNA Dizi Analizi (Next Generation Sequencing)

Yeni nesil DNA dizileme yontemi, ¢ok sayida gen bdolgesinin es zamanli olarak
dizilenebildigi yiiksek veri ¢iktisi alinabilen bir dizileme metodudur. Zincir sonlanma yontemi
olarak bilinen Sanger sekans metodu genom {izerindeki belirli bir bélgenin baz dizisinin
gosterilmesi igin altin standart olarak kullanilmaktadir. Fakat yeni nesil DNA dizi analizi klasik
Sanger dizi analizine gore daha biiyiik bolgelerin DNA baz dizisini analiz etmeye imkan tantyan
bir yontemdir (68).

Yeni nesil DNA dizi analizi’nde genom {iizerinde belirli baz dizisinin elde edilebilmesi
icin Once hedeflenen bolgenin zenginlestirilmesi (¢ogaltilmasi) gerekmektedir. Genom
tizerinde belirli bolgenin zenginlestirilmesi iglemi dizin hibridizasyon veya PCR temelli
yontemlerden biri uygulanabilir. Genom iizerindeki hedef bolge tiim ekzonu icerebilecegi gibi

ilgilenilen hastalik i¢in bilinen veya aday genlerde se¢ilebilir (68).
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GEREC VE YONTEMLER

HASTA VE SAGLIKLI KONTROL CALISMA GRUPLARI

Kronik lenfositik 16semi hastalarinda NOTCH1 ve XPO1l gen varyasyonlarinin
aragtirllmas1 igin planlanan ¢alismamizin uygulamasi Trakya Universitesi Yerel Etik
Kurulundan onay almmustir. Calismaya 2000-2017 yillar1 arasinda Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali Polikliniginde tan1 konulan ve
takibi yapilan, Trakya Bolgesinde ikamet eden ve calismaya goniillii olarak katilmayr kabul
eden 28 erkek ve 30 kadin olmak {izere yas ortalamalari 61 olan 58 olgu dahil edildi. Saglikli
kontrol grubu i¢in ¢calismaya Trakya bolgesinde ikamet eden, 55 yas ve iizeri olan, ¢calismamiza
gontlli katilmayr kabul eden, herhangi bir hastaligi bulunmayan 50 kadin ve 50 erkek olmak
lizere yas ortalamalar1 60 olan 100 saglikli birey dahil edildi. Tiim hasta ve saglikli kontrol
grubu bireyleri caligma hakkinda bilgilendirildi. Bilgilendirilmis gonillii olur formlar
imzalatildi. Caligmada kullanilmak tiizere periferik kan ornekleri EDTA’I tiiplere alindu.
Calisma finansal bakimdan, TUBAP (Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi)

tarafindan 2016/290 numarali proje ¢alismasi kapsaminda desteklendi.

DNA izolasyonu

Olgu ve saglikli kontrol grubundaki her bir bireyden EDTA’1 tiiplere 2 ml olacak sekilde,
1 tiip periferik kan 6rnegi alindi. Olgu ve saglikli kontrol grubundaki her 6rnek i¢in ¢alisilacak
hasta sayis1 kadar kit ¢ikarildi. 2 ml’lik tiiplere alt iist edilen EDTA’l1 tiiplerden 200 ul kan
ornekleri koyulup kit cihaza yerlestirildi. DNA izolasyonu bu periferik kan 6rneklerinde EZ1
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DNA Blood 200 pl Kit izolasyon kitleri (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanildi. EZ1 Advanced
XL (Qiagen, Hilden, Almanya) niikleik asit izolasyon cihazinda, son DNA hacmi 100 pl olacak
sekilde yapildi. DNA 6rneklerinin konsantrasyonu (20-60 ng/ul) ve saflik degerleri (1.8-2.0
ng/ul) NanoDrop cihazinda 6l¢iildii [Nanodrop 2000C, Thermo Scientific, Amerika Birlesik
Devletleri]. Konsantrasyon ve saflik kontroliinden gegen DNA’lar bir sonraki deneysel

asamalarda calisilmak tizere -20°C’de saklandi.

PCR (Amplifikasyon)

DNA izolasyonu yapilan olgu ve kontrol gruplart AmpliTaq Gold PCR Master Mix
(Thermo-Fisher Scientific) ile iki ayrt PCR sart1 kullanilarak amplifikasyonu saglandi. PCR
islemi Applied Biosystems by life Technologies ProFlex (Amerika Birlesik Devletleri)
cihazinda gergeklestirildi.

NOTCH1 geni i¢in primer Fast PCR, Ensemble, UCSC ve NCBI veritabanlar1 ve
programlart kullanilarak dizayn edilmistir. NOTCH1 geni primer dizisi ileri (forward) “5°’-
CTGGAGTCACCCCATGGCTACC-3’ / geri (reverse) 5’-GAGGGCTGGAGACGCCCT-3’
seklindedir.

Tablo 5. Birinci Set PCR Malzemeleri

CALISILAN GEN VE Reaktif 2X Miktar (pl)
EKZON
Amplitaggold 12,5
Enhancing B 2
NOTCH1 dH20 2,5
EKZ 34 primer F (2pmol) 3
primer R (2pmol) 3
DNA 2
Total 25
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Tablo 6. PCR Sartlar

PCR PROGR
95°C 10 dk
95°C 40 sn
58,5°C 50 sn 35 déngii
72°C 2 dk
72°C 7 dk

XPOL1 geni i¢in primer Fast PCR, Ensemble, UCSC ve NCBI veritabanlar1 ve programlari
kullanilarak dizayn edilmistir. XPO1 geni primer dizisi ileri (forward) 5’- ATCAAGTGAATG

GTACAGAGTGGTCATG-3’ / geri (reverse) 5’-ATCACTTCTCCAACCTGAACCTGAAC-
3’ seklindedir.

Tablo 7. ikinci Set PCR Malzemeleri

CALISILAN GEN VE Reaktif 2X Miktar (pl)
EKZON
Amplitaggold 12,5
Enhancing B 2
XPO1 dH20 2,5
EKZ 15 primer F (2pmol) 3
primer R (2pmol) 3
DNA 2
Total 25
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Tablo 8. PCR Sartlar

PCR PROGR
95°C 10 dk
95°C 30 sn
56°C 50 sn 35 dongii
72°C 1dk
72°C 7 dk

Jel Elektroforezi

PCR yontemi ile ¢ogaltilan olgu ve kontrol gruplari, amplifikasyonun gerceklesip
gerceklesmedigini belirlemek igin jel elektroforezi islemi yapildi. %0,5Xml TBE (Tris-Borate-
EDTA) ve Agarose D1-LE ile hazirlanan jelin i¢ine 5,5 pl etidyum bromiir eklenip kuyucuklari
yerlestirilmis tank i¢ine dokiildii. 20 dk katilagsmasi i¢in beklendi. Elektroforez haznesi igine jel
i¢cin hazirlanan tampondan eklenip hazirlanan jel i¢ine yerlestirildi. Her bir kuyucuk i¢in 2,5 pl
CoralLoad goriintiileme ve DNA’nin ¢okmesini saglayan boya mikropipet yardimiyla alinip
ornek sayist kadar parafilm tizerine kondu. Olgu ve hasta PCR iiriinlerinden 5ul mikropipek
yardimiyla alinip parafilm iizerindeki CoralLoad ile pipetaj yapildiktan sonra jeldeki
kuyucuklara yiikleme islemi yapildi. DNA isaretleyicisi ilk ve son kuyucuklara yiiklendikten
sonra DNA’nin anoda dogru hareket edecegi bigimde jel haznesinin kapagi kapatildi. omniPAC
Midi CS-300V (Ingiltere) gii¢ kaynag cihaziylal40 volt ve 400 amper 25 dk da elektroforez
1slemi gerceklesti.

Elektroforez islemi bittikten sonra haznenin i¢inden alinan jel transilliiminator (UV)
Vilber Lourmat (Fransa) marka cihazinin i¢ine kondu. Goriintiileme islemi bilgisayar ortaminda
Quantum ST4 programinda gergeklestirildi. Sekil 4’ te Quantum ST4 programinda
gerceklestirilen NOTCH1 ve XPO1 genlerine ait olgu gruplarinin jel elektroforez goriintiileri

yer almaktadir.
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Sekil 4. KLL olgu gruplarimin jel elektroforezi goriintiileri
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Piirifikasyon (Saflastirma)

Saflastirma islemi tiim adimlar1 oda sicakliginda gergeklestirilmis olup, tiim santrifiijler
10.000-14.000 rpm de gergeklestirilistir.

1.  Adim: Tamamlanmis PCR karisimina 1: 1 oraninda Binding Tamponu eklendi.
Iyice karistirihp ¢ozeltinin rengini kontrol edildi. DNA igin optimum pH gdsteren renk
gozlendi.

2. DNA pargas1 <500 bp oldugu i¢in 1/2 oraninda % 100 izopropanol eklendi.

3. 800 uL'ye kadar soliisyondan aritma kolonu GeneJET'e aktarildi. 30-60 sn
santrifiijlendikten sonra kolondaki siv1 atildi.

4. 700 uL yikama tamponunu GeneJET saflagtirma siitununa ekleyip 30-60 sn’ye
santrifiijlendi. Kolondaki siv1 atilip kolon tekrar koleksiyona yerlestirildi.

5. 1 dakika boyunca bos GeneJET saflastirma kolonunu santrifiijjlendi. Kalan yikama
tamponunu tamamen ¢ikarildu.

6.  GenelJET saflastirma kolonunu temiz bir 1,5 mL mikrosantrifiij tlipiine aktarildi.
GeneJET saflastirma kolonunun merkezine 50 pL Eliisyon Tamponu eklendi ve 1 dakika
boyunca santrifiij edildi.

7. GenelET saflastirma kolonunu atildi ve saflagtirilmis DNA'y1 -20 © C'de saklandi.

YENI NESIL DIZi ANALIZI
Calisgmamizda MiSeq (Illumina, San Diego, CA) sistemi kullanilarak, hedefe yonelik

dizileme yontemi kullanildi.

DNA Orneginin Konsantrasyonunun QubitTM Florometre Cihaz ile Belirlenmesi
Sekanslanacak her bir gen i¢in ayr1 bir DNA kiitliphanesi olusturuldu. Bunun ig¢in
oncelikle genomik DNA 6rneginin konsantrasyonu QubitTM dsDNA BR Assay (Invitrogen
Q32850, ABD) yardimiyla QubitTM Florometre Cihazi (Life Technologies PN Q32857, ABD)
kullanilarak belirlendi. Bu asamada dikkat edilmesi gereken nokta DNA 6rneginin degrade
olmamis ve yiiksek kalitede olmasidir. Izolasyon sonucu elde edilen DNA’lar 0,2 ng/ul

konsantrasyonuna ayarlanmistir.
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Orneklerin Hazirlanmasi
Nextera XT Sample Preparation Kit kullanilarak 6rnekler 3 basamakta yiiklemeye hazir
hale getirildi:

1.  Tegmentasyon ( DNA’ nin Parcalanmasi)
2. PCR

3. PCR piirifikasyonu
Tegmentasyon ( DNA’ nin Parcalanmasi)

Tablo 9. Tegmentasyon i¢in gerekli malzemeler
Malzeme adi

Amplicon Tagment Karisim (ATM)

Tagment DNA Tampon (TD)

Neutralize Tampon (NT)

Input DNA (1ng)

1. Her ornek tiipii i¢ine 10pul TD tampon konuldu.

2. Uzerine 0,2 ng/pl konsantrasyonundaki DNA” dan 5ul DNA 0.2’ lik eppendorf tiipe
alind.

3. Uzerine 5ul ATM eklenip 5 kez pipetaj yapildi.

4.  280Xg hizda 20°Cde 1 dakika santrifiij edildi.

5. Daha sonra PCR tiipleri PCR cihazina yerlestirilerek 55°C’ de 5 dk, 10°C dk’da oo
kosullarda inkiibasyon saglandi.

6.  Ornekler 10°C e ulastiginda tek tek PCR cihzindan alinarak iizerine 5ul NT eklenip
5 kez pipetaj yapildi.

7. 280Xg hizda 20°Cde 1 dk santrifiij edildi.

8.  Oda sicakliginda 5dk beklenildi.
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PCR

Tablo 10. PCR i¢in gerekli malzemeler
Malzeme ad1

Nextera master Karisim (NTK)

Index primer 1 (7xx)

Index primer 2 (5xx)

Tegmentasyon basamagindan kalan 25ul’ lik 6rnekler tizerine 15ul NTK eklendi.
Her bir tiipe Sl index 1 primer eklendi.

Her bir tiipe Sul index 2 primer eklendi.

280xg hizda 20°C de 1 dk santrifiij edildi.

5. Daha sonra PCR tiipleri PCR cihazina yerlestirilerek asagida verilen kosullarda

> wnpE

inkiibasyonu saglanda.

Tablo 11. izlenen PCR kosullar

12 dongii
1 dongii 95°C10 sn Son dongii
72°C3 dk 55°C30 sn 72°C5 dk
95°C30 sn 72°C30sn +10°C- o0
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PCR Piirifikasyonu

Tablo 12. PCR piirifikasyonu i¢in gerekli malzemeler
Malzeme ad1

Resuspension Tampon (RST)

AMPure XP Beads (AMP)

%380’1ik Etanol

1. Uriinler PCR cihazindan ¢ikarilarak 280 Xg hizda 20°C’de 1 dk santrifiij edildi.

2. Uzerine 90ul AMPure XP Beads eklendi ve 10 kez pipetaj yapildi.

3. Odaisisinda 5 dk inkiibe edildi.

4.  Manyetik standda 2 dk bekletildi.

5. Supernatant kismi atildi.

6.  Manyetik standdan kaldirmadan 200ul taze hazirlanmig %80°’lik Etanol eklendi.

7. Supernatant kismi atild1.

8.  6.ve7.basamaklar tekrarlandi.

9.  Manyetik standdan kaldirmadan oda 1sisinda 15 dk kurumaya birakildi.

10. Manyetik standdan kaldirilip 53ul Resuspension tampon eklendi ve 10 kez pipetaj
yapildi.

11. Manyetik standda 2 dk bekletildi.
12.  40ul supernatant yeni bir tiipe alindi.

Piirifiye Orneklerin Konsantrasyonlarinin QubitTM Florometre Cihaz1 ile

Belirlenmesi ve Hesaplanmasi

1. Biitiin iriinlerin DNA konsantrasyonu Qubit DNA konsantrasyon 6lgme cihazi ile

Ol¢iildii ve her 6rnekten esit “ng” olacak ¢ekilde havuzlar karistirildi.

2. Birlestirilen 6rneklerin DNA konsantrasyonu tekrar Qubit DNA konsantrasyon 6lgme

cihazi ile olgtldii.
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Orneklerin Yiiklenmesi

Tablo 13. Orneklerin yiiklenmesi icin gerekli malzemeler
Malzeme ad1

Hibridizasyon Tampon 1 (HT1)

NaOH

PhiX

1. Omek 4nM’a sulandirildi. Sulandirilmis 6rnekten 5 pl alind1 ve Sul 0,2 NaOH ile
birlestirilerek oda sicakliginda 5 dk beklenildi.

2. 2nM’lik bu karisimdan 10pul alinip 990ul HTT ile birlestirildi ve finalde 20 Pm’lik

uriin elde edildi.

3. V2 kartus i¢in 8-12 pM, V3 kartus i¢in 12-14 pM olacak sekilde d6rnegimiz tekrar
HT]1 ile sulandirildi(toplam voliim 600ul olmak tizere).

4.  6pl PhiX eklendi.

5. Karisim 2 dk 96°C de, 4dk sulu buzda bekletildi ve kartusa yiiklendi.

6.  Kartus ve flow cell cihaza yiiklenip, dizileme islemi basladi.

Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler istatistiksel olarak SPSS 24.0 (Statistical Package Social Science)
programinda bilgisayar ortaminda yapildi. Kategorik degiskenlerin (NOTCH1, XPO1) analizi
icin Ki kare (Chi-Square) testi yapildi. NOTCH1, XPO1 genlerindeki ilgili varyasyonlarin

bioinformatik analizleri IGV(Integrative Genomics Viewer Version 2.4.19) programi ile
bilgisayar ortaminda yapildu.
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BULGULAR

Calismaya 2000-2017 yillart arasinda tan1 konulan ve rutin takibi yapilan 58 olgu ile
g6niillii olarak 100 saglikli eriskin birey alindi. Calismamiza katilan KLL olgularinimn ortalama
yast 64 (35-81) olarak bulundu. Saglikli kontrol grubu bireylerinin ortalama yas1 63 (55-82)
olarak bulundu. KLL olgularinin tan1 sirasindaki yas ortalamasi 61 (35-81) idi. Sekil 5’te KLL
olgularinin tan1 sirasindaki yas grafigi gosterilmistir. Calismamizdaki KLL olgulari ile saglikli
kontrol grubundaki bireylerin cinsiyete gore dagilimi1 Tablo 15°te, dagilim grafigi Sekil 6’da

gosterilmektedir.

20
18
16
14
12
10

Hasta Sayisi

o N v o

Yas Araliklan

H30-40 H40-50 M50-60 H60-70 M70-80 8090

Sekil 5. KLL Olgularimn yas grafigi
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Calismamizdaki KLL olgularmin hastalik evresi Hematoloji Anabilim Bilim Dali
poliklinigi tarafindan Rai evreleme sistemine gore yapilmistir. KLL hastalarinin Rai evreleme
sistemine gore siklig1 Tablo 16’da gosterilmektedir. Modifiye Rai evreleme sistemine gore;
evre 0 olan 8 hasta (%13,8) diisiik risk grubunda, evre I ve II olan 37 hasta (%63,8) orta risk
grubunda, evre 111 ve IV olan 13 hasta (%22,4) yiiksek risk grubundadir. KLL olgularinin Rai

evreleme sistemine gore yiizde dagilimi Sekil 7°de gosterilmektedir.

60
183 °1.7 50 50 50 50
50 !
40
30

30 28
20
10

0

Kadin Erkek Kadin Erkek
Olgu Grubu Saglikh Kontrol Grubu
HSayr %

Sekil 6. KLL olgulari ile saghiklh kontrol grubundaki bireylerin cinsiyete gore dagilim
grafigi
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Evre 4; %10,3 Evre 0; %13,8

Evre 3; %12,1

Evre 1; %34,5
Evre 2; %29,3

HEvre0 WEvrel BWEvre? HEEvre3 HEEvre 4

Sekil 7. KLL olgularimin Rai evreleme sistemine gore yiizde dagilhim grafigi

Calismamiza dahil edilen 58 KLL olgusu ve 100 saglikli kontrol bireyleri NOTCH1 ve
XPO1 genlerinde sirasiyla NM_017617.5:¢.7541_7542delCT ve NM_0033400.3:c.1711G>A

varyasyonlarinin genotip analizleri yapildi.

NOTCH1 geni 2514. protein lokalizasyonunda 2 baz ¢iftinin delesyonu
NM_017617.5:c.7541_7542delCT; p.P2514Argfs sonucu meydana gelen “frameshift”
(¢erceve kaymasi) mutasyonu incelenmistir. NOTCHL genindeki iki baz ¢iftinin delesyonu
Ensemble veritabanina gére cDNA goriintiisic Sekil 8’de gosterilmigtir. NOTCH1 geninde
bulunan bu varyasyon 58 hastanin 56’sinda yabanil tip (Wild type) olarak tespit edildi. KLL
olgularinda 2 hastada NOTCH1 geni NM_017617.5:c.7541 7542delCT; p.P2514Argfs
bolgesinde heterozigot delesyon saptandi. NOTCH1 genindeki
NM_017617.5:c.7541_7542delCT; p.P2514Argfs varyasyonu Sekil 9°da IGV programindaki
analiz gOriintiisii ile gosterilmistir. Saglikli  kontrol grubu bireylerinin tamaminda
NM_017617.5:¢c.7541_7542delCT; p.P2514Argfs varyasyonu yabanil tip (Wild Type)
saptandi. NOTCH1 genindeki olgu ve kontrol grubu hastalarinin frekans bilgileri Tablo 17°de
gosterilmistir. Saptanan varyasyonun bazi veri tabanlarina gore elde edilen verileri Tablo 18°de
gosterilmigtir. NM_017617.5:¢.7541_7542delCT;p.P2514Argfs varyasyonu i¢in ClinVar’da

bir giris bulunmakla birlikte patojenitesi “klinik agidan 6nemi bilinmeyen” olarak bildirilmistir.
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Ancak saptanan bu varyasyon ACGM siiflandirmasina gore PVS1 ve PM2 degerleri “olasi

patojenik” olarak degerlendirilmistir.

Tablo 14. NOTCH1 genindeki olgu ve kontrol grubu hastalarimin frekans bilgileri

TOPLAM SAYI YABANIL TiP | MUTASYON

KLL OLGU GRUBU 58 56 2

KONTROL GRUBU 100 100 0

Tablo 15. NOTCH1 geninde belirlenen varyasyona iliskin veri tabani bilgileri

ACGM
HGVS Classification dbSNP ClinVvar
“klinik
NM_017617.5:c. PVS1 . )
N16.1,6 7541 7542delCT PM?2 rs763016003 a91Qan onerr’l,l
- bilinmeyen

N16.1,6: Nextera 16. Calismada varyasyonu saptanan 1. ve 6. Olgu; HGVS: Human Genome
Variation Society; ACGM: American College of Medical Genetics; dbSNP: Single Nucleotide

Polymorphism Database; ClinVar: Clinical Variants

01 CAGCTACAGGTGCCTGAGCACCCCTTCCTCACCCCGTCC

N

g
g

501 -Q--L--Q--V--P--E--H--P--F--L--T--P--8-—

Class deletion
Source dbSNP

Location 9:136496197-
136496198

Alleles AGI- (Forward
strand)

cDNA position 7541

Protein 2514

position

Amino acids PIX

Codons cCTlc

Consequences | frameshift variant

Explore this variant

Sekil 8. NOTCH1 genindeki NM_017617.5:c.7541_7542delCT varyasyonunun

Ensemble veri tabanina gore cCDNA goriintiisii
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chr = | |chr9:138,390,512-139, 390,694 G| B « » @ O = 2 |

[ — I | N BN T el I I N s O s W
p242 p2dl p23 p22l3  p22l1 pll3 p2l.2  p2Ll pI33 pI31 pIl.2 ql1 ql2 ql3 q21.12 q21.2 q21.32 q22.1

83 bp

139,390,620 bp 139,350,630 bp 139,330,640 bp 138,390,650 bp 139,390,660 bp
| | | | | | | | |

ch3:139,390,650

Total count: 3899

A6 (0%, 3+,3-)

C:60 (2%, 34+, 26-)

G: 3826 (98%, 2020+, 1806- )
T:7 (0%, 5+, 2-)

N:0 —
= DEL: 908 =

INS: 0 —

LR

A TGCGGGGACGAGC CTOGGACCACTGGTCAGOGS GGACTUCAGG GSGACGGGOGTGAGTGA I
H p S 3 S W Q 5

NOTCH1

Sekil 9. NOTCH1 genindeki NM_017617.5:¢.7541_7542delCT varyasyonunun
IGV programindaki goriintiisii

XPO1 geninde NM_0033400.3:c.1711G>A bolgesinde meydana gelen tek niikleotid
varyant analizi yapildi. XPO1 genindeki tek niikleotid varyasyonu Ensemble veri tabanina gore
cDNA gorintiisii Sekil 10°da gosterilmistir. XPO1 geninde bir olguda 571. Pozisyonda sitozin
(C) bazinin timin (T) bazina degistigi (NM_003400.3:¢.1711G>A ), diger olguda ise sitozin
(C) bazmin guanin (G) bazina degisimi (NM_003400.3:c.1711G>C) gozlemlendi. XPO1
geninde meydana gelen bu varyasyonlar Sekil 11°de IGV programindaki analiz goriintiisii ile
gosterilmistir. XPO1 geninde bulunan bu mutasyon 58 hastanin 56’sinda yabanil tip (Wild type)
olarak tespit edildi. XPO1 genindeki olgu ve kontrol grubu hastalarinin frekans bilgileri Tablo
19°da  gosterilmistir. KLL olgularinda 2 hastada NM_003400.3:c.1711G>A ve
NM_003400.3:c.1711G>C mutasyonlar1 saptandi. Bu saglikli kontrol grubu bireylerinin
tamaminda varyasyon saptanmadi. Saptanan varyasyonun bazi veri tabanlarina gore elde edilen
verileri Tablo 20°de gosterilmistir. Saptanan bu varyasyonun ACGM siniflandirmasina gore
PM2 ve PP3 degerleri patojenik olarak degerlendirildi. ClinVar’a gore ise
NM_003400.3:c.1711G>A  varyasyonu “yiiksek olasilikla  patojenik  varyasyon”,
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NM_003400.3:¢.1711G>C varyasyonu ise “klinik agidan 6nemi bilinmeyen varyasyon” olarak

bildirilmistir.

Tablo 16. XPO1 genindeki olgu ve kontrol grubu hastalarimin frekans bilgileri

TOPLAM SAYI| | YABANIL TiP MUTASYON

KLL OLGU GRUBU 58 56 2

KONTROL GRUBU 100 100 0

Tablo 17. XPO1 geninde belirlenen varyasyona iligkin veritabam bilgileri

HGVS ACGM dbSNP ClinVar
Classification
“yiiksek
N11.13 NM_003400.3:c.1711G>A PP3 rs1057520009 | olasilikla
patojenik”
“klinik
N11.16 | NM_003400.3:c.1711G>C PM2 B agidan
PP3 onemi
bilinmeyen”

N11.13: Nextera 11. Caligmada varyasyon saptanan 13. Olgu; N11.16: : Nextera 11. Calismada
varyasyon saptanan 16. Olgu; HGVS: Human Genome Variation Society; ACGM: American
College of Medical Genetics; dbSNP: Single Nucleotide Polymorphism Database; ClinVar:

Clinical Variants
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K YRH

ik w S X R W RY YRH ¥ x: R ¥ Y*
2401 ARTGGRAARPTTCTEARGACTETACTEAAGRAACCTET TT@arcclTcaacBcafle 2460
1673 ACTGGARATTTCTGARGACTGTAGTTAACAAGCTGTT TTCATGCATGAGACCCATG 1732
558 H--W--R-—~F~--L—K-~P-<V--V-=N-—K—-L-~F1-B-~F~-M--H-~E-=P--H-= 577

Class SNP

Source dbSNP

Location 2:61492337

Alleles CIT (Forward
strand)

cDNA position 2439

Protein 571

position

Amino acids  E/K

Codons GaalAaa

Consequ: . missense variant

Sekil 10. XPO1 genindeki NM_003400.3:¢.1711G>A varyasyonunun Ensemble
veri tabamina gore cDNA goriintiisii

chr2:61,719,401-61,718,543 ‘Gn‘ -' 4 B> & o= = |

o a2 .

e, S i B N o M B NI N ES—
p25.2 P23 p2dl 23z pIZZ p2T ple3  pled pld  p13Z  pl2 pilZz  qlld 12l a3 a1d2 qaIll 221 q223 q233 22 CHENCH

143 bp

0 bp 61.719.420 bp §1.713.440 bp §1.713.460 bp. 61.713.480 bp 61.713.500 bp.
1

chr2:61705069-61765418
id = NM_D03400

Exon number: 15
Amino acid coding number: 571
261710.471 Il Chr2:61710460-61719616

Sekil 11. XPO1 genindeki NM_003400.3:¢c.1711G>A ve
NM_003400.3:¢.1711G>C varyasyonlarinin IGV programindaki goriitiisii
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TARTISMA

NOTCH yolagi, hiicre metabolizmasindaki en 6nemli sinyal yollarindan biridir. NOTCH
hiicre dongiisii, hiicre farklilasmasi, hiicre gelisimi ve sag kalim ile ilgili yolaklari igeren genis
aglar boyunca apoptozu diizenlemektedir. NOTCH, NF-KB aktivitesini artirarak apoptozun da

inhibisyonuyla kanserlesme siirecine katki saglar.

XPO1 geni hiicre dongiistindeki gibi kopyalanir, G1 fazinin sonlarina dogru mRNA
transkripsiyonu gergeklesir ve G2 fazinda en st seviyeye ulasir. NFY/CBP, Spl ve p53
transkripsiyon faktorlerinin, XPO1/CRM1 gen promotdrii ile etkilesime girdigi bildirilmektedir.
Transforme edilmis kanser hiicrelerinde XPO1/hCRM1 promotdr aktivitesinde 6nemli bir rol

oynadig bildirilmektedir.

S. Jeromin ve ark.(8) 2014 yilinda yaptiklar1 1160 KLL olgusundaki arastirmalarinda
ortalama yas1 64 olan 411’1 kadin, 749°u erkek tizerinde periferik kandan yeni nesil dizi analizi
yontemiyle bir ¢aligma yapilmistir. KLL klinigi agisindan 6nemli belirli genlerde mutasyon
saptamay1 amaglamiglardir. 1160 tedavi edilmemis KLL olgusunun %27,1’inde hastalarin izole
mutasyonlart oldugunu, %6,3’linde farkli genlerde en az iki mutasyon oldugunu tespit
etmiglerdir. 1160 KLL olgusunun %12,3’'nde NOTCH1 mutasyonu, %3.,4’tinde XPO1
mutasyonu saptamislardir. NOTCH1 mutasyonunun izole olan mutasyonlara gore, 6zellikle
TP53 mutasyonu ve / veya XPO1 mutasyonu ile kombinasyon halinde meydana geldigini
gozlemlemislerdir. Analizi yapilan 908 KLL olgusunun 122’sinde NOTCH1 geninde en ¢ok
p.Pro2514Argfs*4 mutasyonunu saptamislardir. 122 olgunun 80’inde p.Pro2514Argfs*4
mutasyonunu, geri kalan 42 hastada klinik agidan anlamsiz mutasyon gézlemlemislerdir. XPO1
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mutasyonunu analizi yapilan 969 hastanin 33’iinde saptamislardir. Iki XPO1 mutasyonu olan
tek hastada bialelik mutasyonu saptamiglardir (€.1711G>C, p.Glu571GIn ve
€.1711G>A,p.Glu571Lys). Neredeyse saptanan tiim XPO1l mutasyonlar1 bir mutasyon
haricinde yanlis anlamli mutasyon olarak degerlendirilmistir. S. Jeromin ve ark. yaptiklari
calismada NOTCH1 p.Pro2514Argfs*4 ve XPOl1l ¢.1711G>C, p.Glu571GIn ve
€.1711G>Ap.Glu571Lys saptadiklar1 varyasyonlar bizim c¢aligmamizda saptadigimiz
varyasyonlarla birebir uyumlu goriilmiistiir. Calismamizda NOTCH1 ve XPO1 varyasyonlari
Yeni Nesil Dizi Analizi yontemiyle hedef bolgeler calisilmis olup, istatiksel verileriyle
karsilagtirdigimizda NOTCH1 geni varyasyonu agisindan uyumsuzdur. Calismamizda 58 KLL
olgusunda XPO1 varyasyonu ag¢isindan %4 oraninda mutasyon saptanirken S. Jeromin ve ark.
1160 KLL olgusunda XPO1 varyasyonu agisindan %3,4 mutasyon saptamislardir. S. Jeromin
ve ark. XPO1 geni varyasyonu istatiksel olarak ¢alismamizdaki verilerle karsilastirildiginda

kismen uyumlu bulunmustur.

Xose S. Puente ve ark. (6) 2011 yilinda Whole-genome sequencing (tiim genom dizileme)
yontemiyle toplam 363 hastada 46 tane somatik mutasyon saptamislardir. NOTCH1 ve XPO1
mutasyonlarin1  temel olarak mutasyona ugramamis immiinoglobulinlere sahip KLL
hastalarinda tespit edilmistir. Analizi yapilan NOTCH1 geninde 255 hastanin 31’inde
mutasyona ugramamis IGHV gen frekans1 %20,4, mutasyona ugramis IGHV frekansi ise %7
olarak bulunmustur. XPO1 geninde 165 hastanin 4’tinde mutasyona ugramamig IGHV gen
frekans1 %4,6 olarak saptanmistir. 363 KLL olgusunun %12,2’sinde NOTCH1 mutasyonu,
%2,4’tlinde ise XPO1 geninde mutasyon saptamiglardir. Analizi yapilan NOTCH1 geninde 255
hastanin 29’unda P2515Rfs*4 mutasyonunu,l hastada Q2503* mutasyonu ve 1 hastada
F2482Ffs*2 mutasyonunu saptamiglardir. XPO1l geninde 165 hastanin 3’tinde E571K
mutasyonu, 1’inde ise E571G mutasyonu saptamiglardir. Calismamizin sonuglar1 Xose S.
Puente ve ark. tiim genom analizi sonucunda tespit ettikleri NOTCH1 P2515Rfs*4 mutasyonu
ve XPO1 E571K mutasyonu agisindan uyumludur. Xose S. Puente ve ark.’nin p.P2515Rfs*4
olarak bildirdikleri varyasyonun, ¢alismamizda referans aldigimiz Ensemble veri tabanina gore
p.P2514Argfs oldugu ve ayni delesyonu ifade ettigi gozlenmistir. Calismamizda XPO1 geninde
Xose S. Puente ve ark.’nin ¢alismasindan farkli olarak NM_003400.3:¢.1711G>C mutasyonu
saptandi. Yaptigimiz ¢alisma XPO1 geni ilgili varyasyonlar1 agisindan Xose S. Puente ve
ark.’nin ¢alismasinda bildirilen istatiksel verileriyle uyumlu olmakla birlikte NOTCH1 geni

varyasyonlari istatiksel agidan uyumsuzdur.
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Veronica Balatti ve ark. (7) 2012 yilinda yapilan tim genom dizileme yontemiyle
yaptiklart ¢alismada 127 KLL olgusunda NOTCH1 ve XPO1 genlerindeki varyasyonlarin
tekrarlayan mutasyonlar1 i¢erdigi bulunmustur. Mutasyona ugramamis IGHV geni bulunan
vakalarda XPO1 geninde %4,6’sinda E571K ve E571G mutasyonlarini saptamislardir.
Mutasyona ugramamis IGHV geni bulunan vakalarda NOTCH1 geninde ise %4 iinde 2 bazlik
gergeve kaymasi delesyonu p.P2515fs bulunmustur. Veronica Balatti ve ark. p.P2515fs olarak
bildirdikleri varyasyon c¢alismamizda referans aldigimiz Ensemble veri tabanina gore
p.P2514Argfs oldugu, ayni1 delesyonu ifade ettigi gézlenmistir. Veronica Balatti ve ark. KLL
olgu kriterlerini mutasyona ugramis IGHV geni ve mutasyona ugramamis IGHV geni acisindan
degerlendirmistir. Calismamizda KLL olgular1 IGHV geni agisindan degerlendirilmemis olup,
Veronica Balatti ve ark.’nin bildirdigi istatiksel veriler dogrultusunda NOTCHI1 ve XPO1

genlerindeki varyasyonlar agisindan uyumlu bulunmustur.

Caligmamizda 58 KLL olgusu ve 100 saglikli kontrol grubu dahil edildi. KLL olgularinin
tan1 sirasindaki yas ortalamast 61 ve saglikli kontrol grubunun yas ortalamasi 63 olarak
bulundu. Saglikli kontrol grubundaki bireyler secilirken literatiirde belirtilen yas kriterlerine
uygun olarak se¢im yapildi. 58 KLL olgusunda Rai evreleme sistemine gore en fazla olgu sayisi
Evrel ve Evre2’de goriildii. Evre 1 ve Evre 2 deki olgularin ortalama sag kalimi Rai evreleme

sistemine gore 7 yil olarak bildirilmistir.

Calismamizda yeni nesil dizi analizi yontemiyle 58 KLL olgusu ve 100 saglikli kontrol
grubu arasinda NOTCH1 geninde NM_017617.5:¢.7541_7542delCT; p.P2514Argfs delesyonu,
XPO1 genin de NM_0033400.3:¢.1711G>A tek niikleotid varyasyonu saptamay1 amagladik. 58
KLL olgusu i¢inde 2 hastada; p.P2514Argfs delesyonu saptadik. Saptadigimiz varyasyon i¢in
Sanger sekanslama yontemi kullanarak konfirmasyonunu gergeklestirdik. 1. hasta 63 yasinda,
erkek ve ilk tanisini 62 yasinda almigtir. KLL Rai evreleme sistemine gore hasta “evre 4” olarak
tanimlanmistir. 2. Hasta 64 yasinda, erkek ve ilk tan1 yas1 62°dir. Bu hasta da “evre 4” olarak
belirtilmistir. Hasta grubumuzda “evre 4” olarak bildirilen toplam 6 olgu mevcuttur. KLL “evre
4” sagkalim yas1 son yayinlarda ortalama 2 yi1l olarak bildirilmistir. Her iki hastanin demografik
ozelliklerine bakildiginda benzerlik gostermekle birlikte NOTCH1
NM_017617.5:c.7541_7542delCT varyasyonu varliginin KLL 4. evrede saptanmasi kotil
prognozu desteklemektedir. Calismamizda NOTCH1 NM_017617.5:c.7541 7542delCT
saptanan hastalardan farkl olarak 2 hastada ise XPO1 geninde NM_0033400.3:¢.1711G>A ve
NM_003400.3:¢.1711G>C varyasyonlarin1 gozlemledik. Bu iki heterozigot varyasyon KLL
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kotii prognozu ile iliskilendirilmistir. 58 KLL olgusunda %4 oraninda NOTCH1 mutasyonu,
%4 oraninda XPO1 mutasyonu tespit edildi. Saglikli kontrol grubumuzda ilgili tiim
varyasyonlar yabanil tip (wild type) olarak saptandi.

Sonug olarak caligmamizda elde ettigimiz veriler KLL olgularinin sag kalimu ile iliskili
olup, bu iligkinin ileri analizlerle desteklenmesi agisindan tiim ekzom sekanslama ya da tiim
genom sekanslama yontemleriyle ¢alisilmast mevcut bulgularla katki saglayacagini
ongormekteyiz. Calismaya dahil ettigimiz hasta sayisinin yiiksek olmamasi sebebiyle istatiksel
olarak yeterli veri elde edilememesi goz Oniine alindiginda, hasta sayisinin artirilarak

calismanin genisletilmesinin bulgulara destek saglayacagini diisiinmekteyiz.
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SONUCLAR

Sonug olarak bu ¢alisma ile Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Poliklinigine
bagvuran KLL tanis1 konmus olgular arasinda NOTCH1 ve XPOL1 genlerindeki varyasyonlarin,
tedavi ve genel sag kalim siiresi ile iligkisini aydinlatmay1 amagladik. Calismamiza katilmayi
kabul eden tanist konmus hastalarin medyan yas1 literatiirle uyumlu olarak 61 olarak tespit
edildi. 58 KLL tanis1 almis olgularin 28’1 (%48,3) erkek ve 30°u (%51,7) kadindir. Olgularin
8’1 (%13,8) Rai 0, 20’s1 (%34,5) Rai 1, 17’s1 (%29,3) Rai 11, 7°s1 (%12,1) Rai III, 6’s1 (%10,3)
Rai IV evresindeydi. Hastalarin %58,6’sinin tedavi almadan takibi yapilmakta, %5,17’sine tani
konduktan hemen sonra tedaviye baslanmisti. NOTCH1 geninde
NM _017617.5:c.7541_7542delCT;p.P2514Argfs  varyasyonu ve  XPOl  geninde
NM 0033400.3:c.1711G>A ve NM _003400.3:c.1711G>C varyasyonlar1 varyasyonlarini
inceledik. Calismamizda iki hastada NOTCH1 geninde NM_017617.5:¢c.7541_7542delCT;
p.P2514Argfs varyasyonu, iki hastada ise XPO1l geninde NM_0033400.3:c.1711G>A ve
NM _003400.3:c.1711G>C varyasyonlarini saptadik. Bu tez ¢caligmasi kapsaminda aragtirilmasi
hedeflenen varyasyonlarin, ¢alismaya dahil edilen KLL olgular icin sagkalim ve tedavi
acisindan anlamli  bulunmamistir. Genetik agidan bagka verilerin incelenmesi, hasta

popiilasyonunun arttirilmasi ve diger varyasyonlarla birlikte aragtirilmas1 dngoriilmiistiir.
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OZET

Kronik Lenfositik Losemi (KLL), yetiskinlerde en sik goriilen 16semi tipidir. KLL nin
nedeni hala kesin olarak bilinmemektedir. NOTCH1 geninde
NM_017617.5:c.7541_7542delCT; p.P2514Argfs varyasyonu ve XPO1l geninde
NM _0033400.3:c.1711G>A varyasyonu KLL olgularinda hastaligin kotii seyri ile iliskilidir. 58
KLL tanisi alan olgu ile 100 saglikli kontrol bireylerinin dahil edildigi ¢alismamizda NOTCH1
geni NM_017617.5:¢.7541_7542delCT varyasyonu ve XPO1 geni NM_0033400.3:¢c.1711G>A
varyasyonu Yeni Nesil Dizi Analizi(NGS) yontemi ile incelendi. Calismamizda iki hastada
NOTCH1 geninde NM_017617.5:c.7541 7542delCT; p.P2514Argfs varyasyonu, iki hastada
ise XPO1 geninde NM_0033400.3:c.1711G>A ve NM_003400.3:¢c.1711G>C varyasyonlari
gozlemlendi. Tiim hasta ve saglikli kontrollerde ilgili varyasyonlar yabanil tip (wild type)
olarak saptandi. Calismamizda elde edilen veriler dogrultusunda, NOTCH1 geni
NM_017617.5:c.7541_7542delCT;p.P2514Argfs ve XPO1 geni NM_0033400.3:c.1711G>A
varyasyonlarinin KLL hastalarinda prognoza etkisinin daha iyi arastirilabilmesi i¢in KLL hasta

sayisinin artirilmasinin uygun olacagi ongoriilmektedir.

Anahtar kelimeler: NOTCH1, XPO1, Kronik Lenfositik Losemi, Yeni Nesil Dizi
Analizi (NGS)
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INVESTIGATION OF NOTCH1 AND XPO1 GENE VARIATIONS IN

CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA

SUMMARY

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is the most common type of leukemia in adults.
The cause of CLL is still unknown. NM_017617.5: ¢.7541_7542delCT p.P2514Argfs in
NOTCH1 gene and NM_0033400.3: ¢.1711G>A variation in XPOL1 gene are associated with
poor prognosis of CLL. In our study, which included 58 patients with CLL and 100 healthy
control subjects, NOTCH1 gene NM_017617.5: ¢.7541 7542delCT variation and the XPO1
gene NM_0033400.3: ¢.1711G>A variation were examined by Next Generation Sequencing
(NGS) method. As a result of the study NM_017617.5: ¢.7541 7542delCT; p.P2514Argfs in
NOTCH1 gene was found in two patients. NM_0033400.3: ¢.1711G>A and NM_003400.3:
€.1711G>C variations in XPO1 gene was observed in two patients. All healthy control subjects
were determined as wild type genotype for these three variation. According to the data obtained
from this study, it is predicted that the number of CLL patients should be increased in order to
investigate the effects of the NOTCH1 gene NM_017617.5: ¢.7541_7542delCT; p.P2514Argfs
and XPO1 gene NM_0033400.3: ¢.1711G> A variations on the prognosis in CLL.

Key words: NOTCH1, XPO1, Chronic Lymphocytic Leukemia, Next Generation
Sequencing (NGS)
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EKLER

EK-1

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Bir arastirma projesine davet edilmektesiniz. Bu arastirmanin yiirlitiilmesi, Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’nun ............ tarth ve ...........

say1l1 karari ile onaylanmuistir.

Arastirmaya katilmaya karar vermeden Once arastirmanin neden ve nasil yapilacagini
anlamaniz ¢ok dnemlidir.

Arastirmaya katilim tamamen goniilliiliik ilkesine bagli olup katilmay: reddetmeniz
herhangi bir cezaya ya da elde edilecek herhangi bir yararin kaybedilmesine kesinlikle yol
acmayacaktir.

Ayni sekilde arastirmaya katilmayi kabul ettikten sonra da arastirmanin herhangi bir
yerinde hi¢bir neden gostermeksizin herhangi bir zarar ya da elde edilmesi beklenen bir yarar
kaybina yol agmadan arastirmadan ¢ekilebilirsiniz.

Arastirma kapsaminda yapilan islemlerin mali giderleri arastirmacilar ya da destekleyici (ACIK
AD....... ) tarafindan karsilanacak olup size ya da sosyal glivenlik kurumunuza hi¢bir mali yilik
getirmeyecektir.

Asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve arastirmaya katilmak isteyip istemediginize

karar vermek igin liitfen biraz diigiiniin.



. Arastirmanin bilimsel adi: Kronik Lenfositik Losemi de NOTCH1l ve XPO1

genlerindeki Varyasyonlarin arastirilmasi

. Arastirmanin anlasilabilir basit adi: Kronik lenfositik 16semi de kotii prognoza ve

toplam sag kalim siiresinde azalmaya neden olan genetik degisikliklerin arastirilmasi

. Sorumlu Arastirmacinin adi ve gorev yeri: Yard. Do¢. Dr. Hilmi TOZKIR, Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali, Edirne

o Arastirmanmin amaci: Kronik lenfositik 16semide kotii prognoz ve sag kalim siiresinde

azalmaya neden olan varyasyonlarin arastiriimasi

° Arastirmamn niteligi (klinik, laboratuvar, epidemiyolojik, tez cahismasi vb.): Tez

calismasi
. Arastirmanin baslama tarihi ve ongoriilen siiresi: 29/11/2016- 12 ay

o Arastirmaya katilmasi beklenen goniillii sayisi: Orneklem biiyiikliigii 200 olgu (100
hasta,100 kontrol)

. Arastirma sirasinda uygulanacak olan invaziv yontemler dahil olmak iizere
goniilliiye uygulanacak yontem, girisim ve tedavilerin tiimii: Kronik lenfositik 16semi tanisi
almis olgulardan rutin tetkikler i¢in alinan periferik kan 6rneklerinden ve kontrol grubundan

olusan bireylerden EDTA’l1 tiipe Sml periferik vendz kan alinacaktir.

. Arastirmanin deneysel kisimlari: Alinmis olan periferik venéz kandan DNA elde
edilecek ve DNA o6rneklerinde NOTCHL1 genine ait bir varyasyon ve XPO1 genine ait iki

varyasyon arastirilacaktir.

. Farklh uygulama ve girisimler i¢in goniillillerin arastirma gruplarina rastgele

atanma olasihigi: Bulunmamaktadir.

. Katihmeinin arastirmaya dahil edilme nedeni: Kronik lenfositik 16semi tanist almis
oldugunuz i¢cin NOTCHI1 ve XPOI genlerinde meydana gelen varyasyonlarinin arastiriimasi

i¢in caligmaya dahil edilmek istenmektesiniz.



. Arastirmadan dogrudan goniillii icin beklenen yarar: Dogrudan yarar

beklenmemektedir. Bilimsel olarak elde edilen sonuglar evrensel bir katki saglayacaktir.
. Goniilliiniin sorumluluklari: Herhangi bir sorumlulugu bulunmamaktadir.

. Goniilliiniin (arastirma hamilelerde veya lohusalarda yapilacaksa ise embriyo, fetiis
veya siit cocuklarinin da) maruz kalabilecekleri riskler veya rahatsizliklar: Calismaya
dahil olan olgulardan rutin tetkikler i¢in alinacak olan periferik ven6z kanin bir miktart (5 ml)
calismamizda kullanilacagl i¢in goniilliiniin maruz kalabilecegi risk ve/veya rahatsizlik

bulunmamaktadir.

o Risklere karsi alinan 6nlemler: Caligmamizda dnlem almay1 gerektirecek herhangi bir

risk bulunmamaktadir.

. Goniilliiye alternatif olarak uygulanabilecek olan diger yontemler ve bunlarin olasi

yarar ve zararlari: Alternatif bagka bir yontem uygulanmayacaktir.

. Arastirmaya bagh olarak bir zarar olustugunda verilecek tazminat ve saglanacak

tedaviler: Herhangi bir girisimsel islem yapilmayacagindan zarar olusumu beklenmemektedir.

. Goniilliilere yapilacak ulasim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler: Calisma size

herhangi bir maddi yiik getirmeyecektir.

o Goniilliiniin arastirmaya katiliminin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar veya

nedenler: Goniillii diledigi zaman kendi rizasi ile arastirmadan ¢ikabilir.

. Arastirma sonunda goniilliilere bilgi verilecek mi? Calisma sonucunda anlamli bir

iliski saptanmas1 durumunda hastalara genetik danisma verilecektir.

. Goniillitllerin arastirma hakkinda, kendileri hakkinda ya da arastirmayla ilgili
herhangi bir beklenmedik olay hakkinda daha fazla bilgi edinebilmesi icin temasa
gecebilecegi Kisi ve kendisine giiniin 24 saatinde erisebilecegi telefon numarasi: Yard. Dog.

Dr. Hilmi TOZKIR, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali, Edirne
Telefon numarasi: 0(284)235 76 41 Dabhili: Gsm: 0(532) 436 74 01

. Goniillillerden elde edilecek olan biyolojik materyallerin hangi amaclarla

kullamlacagi: DNA elde etmek icin periferik kan 6rnegi kullanilacaktir.



. Goniilliilerden elde edilecek biyolojik materyaller iizerinde genetik arastirma

yapilabilmesi icin onay:

. Kronik Lenfositik Losemi de NOTCH1 ve XPO1 genlerindeki Varyasyonlarin

arastirmasi kapsaminda alinan biyolojik 6rneklerimin (kan, idrar, vb...);

I:I Sadece yukarida bahsi gecen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.

I:l fleride yapilmasi1 planlanan tiim arastirmalarda kullamlmasma izin
veriyorum.

I:I Hicbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Yukarida acikga tanimlanan c¢alismanin ne amacla, kimler tarafindan ve nasil

gerceklestirilecegi anlayabilecegim bir ifade ile bana anlatildi.

Bu arastirmadan elde edilen bilgilerin bana ve baska insanlara saglayacagi yararlar bana

anlatildi.

Arastirma sirasinda meydana gelebilecek riskler ve rahatsizliklar bana anlayabilecegim

bir dille anlatildu.

Arastirma sirasinda olusabilecek zarar durumunda gergeklestirilecek islemler bana

anlatildi.

Aragtirmanin yiiriitilmesi sirasinda olasit yan etkiler, riskler ve zararlar ve haklarim

konusunda 24 saat bilgi alabilecegim bir yetkilinin adi1 ve telefonu bana verildi.

Arastirma kapsamindaki biitlin muayene, tetkik ve testler ile tibbi bakim hizmetleri i¢in
benden ya da bagli bulundugum sosyal giivenlik kurulusundan higbir iicret istenmeyecegi bana

anlatild.
Aragtirmaya higbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak katiliyorum.
Arastirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

Sorumlu arastirmaci / hekime haber vermek kaydiyla, hi¢bir gerek¢e gdstermeksizin

istedigim anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim.



Bu caligmaya katilmay1 reddetmem ya da sonradan ¢ekilmem halinde hicbir sorumluluk
altina girmedigimi ve bu durumun simdi ya da gelecekte gereksinim duydugum tibbi bakimi

higbir bigimde etkilemeyecegini biliyorum.

Calismanin yiiriitiiciisii olan arastirmaci / hekim ya da destekleyen kurulus, calisma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle, benim onayimi almadan beni

calisma kapsamindan ¢ikarabilecegini biliyorum.

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu'nun gerekli
gordiigiinde, gizliligimin korunmasi ilkesine uygun olarak, arastirma konusuyla iliskili orijinal

tibbi kayitlarima dogrudan erisimde bulunabilecegini biliyorum

Igili yasal diizenlemeler geregince kimligimi ortaya ¢ikaracak kayitlarin gizli tutulacag,
kamuoyuna aciklanmayacagi; arastirma sonuglarinin bilimsel toplantilarda sunulabilecegi ya
da yayinlanabilecegi, ancak, bu tiir durumlarda kimligimin kesin olarak gizli tutulacagi bana

acgikland.

Arastirma konusuyla ilgili olarak, calismaya devam etme istegimi etkileyebilecek yeni
bilgiler elde edildiginde bana ya da yasal temsilcime zamaninda bilgilendirme yapilacagi bana

aciklandi.

Yukarida yer alan ve arastirmadan 6nce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gosteren

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu adli metni kendi anadilimde okudum.

Aklima gelen biitiin sorular1 sorma olanagi tanind1 ve sorularima doyurucu cevaplar

aldim.

Yukarida konusu belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve sozli agiklama asagida adi

belirtilen arastirmac tarafindan yapildi.

Bu kosullarla, s6z konusu arastirmaya hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak

katilmay1 kabul ediyorum.
Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’nun tam imzali bir kopyasini aldim.
. Goniilliiniin; (El yazisi ile)

Adi- Soyadi:



Imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya faks numarasi):

. Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar icin; (El yazisi ile)
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:

Imzas:

Tarih:

Adresi (varsa telefon ve/veya faks numarasi):

. Aciklamalar: yapan arastirmacinin
Unvani, Adi- Soyadi: (El yazisi ile)

Gorev yaptig1 boliim:

Imzast:

Tarih:



EK-2

ETIiK KURULU ONAY BELGESI

TRAKYA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI DEKANLIGI
BILIMSEL ARASTIRMALAR ETIK KURULU Edirne, Tiirkiye

TUTF-BAEK 20167267
PROTOKOL ADI Kronik Lenfositik Ldsemide NOTCHI ve XPOl Genlerindeki
Varyasyonlarin Aragtinlmas:
ARASTIRMA BASVURUSU SORUMLU ARASTIRICI . oo
ONAYIBASVURU OUNVANI/ ADI Yrd. Dog. Dr. Hilmi TOZKIR .
BILGILERI ARASTIRMA MERKEZI
DESTEKLEYICI
ARASTIRMAYA KATILAN Tek Merkez ok Merkez
MERKEZLER Ulusal Uluslararast

PROTOKOL KODU

Karar No: 19/18

Tarih:23.11.2016

Fakultemiz. Tibbi Genetik Anabilim Dah Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Hilmi TOZKIR'in soruminiugunda yapimasi
planlanan ve yvkanda bagvuru bilgileri verilen Yuksek Lisans Ogrencisi Elif TUNALI'un tez ¢altsmasinun aragtirma bagvuru

WRERi dosyas1 ve ilgili belgeler aragtirmanim gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmig aragtirmaya iliskin
BILGIL giderlerin goniillilye ve/veya bagh bulundufu sosyal glvenlik kurumuna ddetilmedigi kosullarda ve veri toplanacak yerlerden
gerekli izinler almdtktan sonra gergeklegtirilmesinde etik bilimsel standartiar agisindan sakinca bulunmadigma mevcudun oy
birligi ile karar verilmigtir.
ETIK KURUL BILGILERI
CALISMA ESASI [ Helsinki Bildirgesi,iyi Klinik Uygulamalar Kilavuzu, TUTE-BAEK Y onergesi
UYELER -
Unvan/Ad/ Soyad: Uzmanltk Dah Kurumu Cinsiyeti Thighki(*) Katihm (**) imza
Prof. Dr. Ulfet Cocuk Saplig T.U.T.F Cocuk
VATANSEVER OZBEK rocuk SR Saghi ve K E @ (B H ~ P
Baskan ve Hastaly Hastaliklan A.D
Yrd. Dog. Dr. Rugtl KOSE | Ruh Saghgive | T.O.T.F. RuhSag.
CINAR Hastaliklan ve Has, K E @ @H
Bagkan Yardimctsi AD, -
Yrd. Dog. Dr. Ruhan Deniz Tibbi T.UT.F
TOPUZ Farmutoqori. | Tibbi Fammakoloji X E(H @H
Uve armakoloji, AD
¥ . —
Yrd. Dog. Dr. F. Nestin -
o TAITE. @
IUURAyeN Biyoistatistik BiyoistatistikA.D. K E @ H
Dog. Dr. Hakan GURKAN - . T.U.T.F. Tibbi
Oye Tibbi Genetik Genetik AD. E E @ EJH Akb&rﬁd\lwr]
Prof. Dr. Hasan UMIT TUTF. g !
Dye ¢ Hastabbdans | b2 cconidan AD. E ) (Eon
Ogretim. Gor. Uzm, Dr. . .
Oktay EAYA Fizyoloji T'U'T'i S‘z” oloji E E @ @ H
[ .D.
Dog. Dr. Cafer Sadik -
; " T.GUTF.
~
ZO[_I;)I;UN Kardiyoloji Kardiyoloji A.D. E E @ @ H ((% 5‘- s}
Prof. Dr. Muzaffer -
; - T.U.T.F. Halk @ .
ESKé(;::AK Halk Saghg Seghts AD. E E @ u t_‘ W
Prof. Dr. Niyazi Cenk Kadm T.U.T.F. Kadin
SAYIN Hastaltklan ve Hastalikdan ve E E H E H - B
Uye Dogum Dofum AD. Al 2e e Fs
Yrd. Dog. Dr, Esin - . o
KARLIKAYA Tip ];irxlchl ve T'U‘;;rgt'iz‘},’LTDmh‘ K E H E H 7 4
Uye . A2 (s
Dog. Dr, Sevtap _ Anestezi ve T.O0TF.
HEKIMOQLU SAHIN Reanimasyon Anestezi ve K E }'/ E/ H
Uye Reanimasyon
_AD. Pt o~ o g
Dog. Dr, Atakan SEZER Genel Cerrahi T.U.T.F. Genel E@ E}/ H ML A
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Uye T.U. Rektorlngn E .
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