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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

PLAZMA HUCRE FARKLILASMASI GOSTEREN DUSUK DERECELI B HUCRELI
LENFOMALARDA MYDS88 L265P MUTASYONUNUN DAGILIMI

Shaghayegh REZAPOURBEHNAGH

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danigman Ogretim Uyesi
Prof. Dr. Isinsu KUZU

MYD88 L265P nokta mutasyonu olan ~%90 Lenfoplazmasitik Lenfoma (LpL)/
Waldenstrom Makroglobulinemi (WM) ve/veya tani olarak belirsiz immiinoglobulin M
(IlgM) monoklonal gamopati vakalarda (MGUS) bildirilmistir. Bu mutasyon LPL/WM i¢in
spesifik olmamakla birliktediger laboratuar ve klinik verilerle rutin uygulamalarda ayirici
tanida kullanilabilir. incelenen numune iginde neoplastik hiicrelerin miktar1 kullanilan
inceleme yontemi bu mutasyonun saptanmasini etkilemektedir. Mutasyon saptanmasi ile
ilgili bagka bir sorun patolojik inceleme materyalinde formalin etkisi ile DNA
parcalanmasi olabilmektedir. Farkli yontemler mutasyon analizi i¢in kullanilabilir. DNA
dizileme metodu kullanildiginda allel yiikii %20-30 daha az ise mutasyonu kagirma
olasiligi miimkiindiir. RT-PCR yontemi daha duyarli ve %1 sinirt i¢inde hedef nokta
mutasyonlari tarama 6zelligi vardir. Bu ¢alismada amacimiz, plazma hiicre farklilagmasi
gosteren B hiicreli lenfomalarda MYD88 mutasyon dagilimi, mutasyona tespiti igin
kullanilan arsiv preparatlarda DNA kalitesi ve doku tespit islemlerin etkisini incelenmistir.
RT-PCR ve dizi analizleri sonuglarini karsilagtirarak, %70 oranda RT-PCR pozitif
vakalarda dizi analizi yOntemiyle yakalamak miimkiin olmamigtir. MYD88 (L265P)
mutasyonu (%91) 11/12 WM, (%27) 3/11 NMZL ve (%20) 2/10MZL NOS ve (%10) 2/19
SMZLhastada ile saptanmustir. iki yontem arasindaki mutasyon tespit farki bulunmasimin
en Onemli nedenlerinin  DNA konsantrasyonu (p=0.034) ve kullanilan materyal
turti(FFP/Yayma) (p=0.008) bulunmustur. Bu ¢alismada tiimor yiikii mutasyon tespiti
basarist i¢in bagimsiz bir faktér olarak bulunmamistir. Yapilan ¢alismanin sonuglarini
kullanarakgiivenilir mutasyon sonuglari i¢indaha hassas yontemlerin segilmesi ve patolojik
materyalin tesbit isleminin en 6nemli faktorler oldugu anlagilmistir.

2015, 89sayfa
Anahtar kelimeler: Diisiik dereceli B Hiicre Lenfomalar, DNA dizi analizi, RT-PCR



ABSTRACT

MScThesis

MYD88 L265P MUTATION DISTRIBUTION IN PLASMA CELL DIFFERENTIATION
IN LOW GRADE B-CELL LYMPHOMA

Shaghayegh REZAPOURBEHNAGH

Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor

Prof. Dr. Isinsu KUZU

MYD88 L265P single amino-acid mutation has been reported in ~90% of
Lymphoplasmacytic lymphoma/Waldenstrom's Macroglobulinemia (LPL/WM) and /or
immunoglobulin M (IgM) monoclonal gammapathies of uncertain significance (MGUS).
Although this mutation is not specific for LPL/WM, it can be used for differential
diagnosis with the other laboratory and clinical data on routine practice considering the
sensitivity of detection methods. One problem effects the sensitivity is the amount of the
neoplastic cells within the available sample. The other problem is the DNA fragmentation
or quality which is effected by the formalin fixation of the tissues. Different methods can
be performed for mutation analysis. Sanger sequencing could miss the mutation if the
allele burden status is less than 20-30%. Allele specific real time PCR is more sensitive
and can target safely point mutations within the limit of 1%. Our aim in this study is to see
the distribution of MYD88 mutation in indolent B cell lymphoma with plasma cell
diferentiationin our series and also the effect of fixation and DNA quality for detecting the
mutation in our archives material. We perfemed to compare the resuls of RT-PCR and
DNA sequence analysis. MYD88 mutation detection was not possible by DNA sequence
analysis for 70% of RT-PCR positive cases. MYD88 (L265P) was detected in (91%) 11/12
patients withWM, (27%) 3/11 NMZL and (20%) 2/10 MZL NOS and (10%) 2/19 SMZL.
The most significent factors effect the diffirence of mutation detection between two
methods are DNA concentration (p=0.034) and type of material (FFP/Aspiration)
(p=0.008). we could not demonstratethe tumor burden status as an independent factor for
the succes in mutation detection. Our results confirmed that using more sensitive methods
and protected pathological matheryal are the most importent factors for reliable mutation
results.

2015, 89pages
Keywords: Low grade B Cell lymphoma, DNA sequencing analysis, RT-PCR



TESEKKUR

Meslegimin ayrintilarin1 6grenmek i¢in basladigim mastir egitimimin sonuna gelmis
bulunmaktayim. Hayata ve bilime bakis agim1 degistiren bu siirecte, ¢ok sey 6grendim ve
tabiri caizse billylidim. Zaman zaman motivasyonum eksilere dogru kaysa da yaptigim
isten her daim biiyiik keyif aldim. Bu tezle bilime katkim, belki binlik puzzle’in tek bir
parcasinin bir zerresi bile degilse de hayatimin en dogru isini yaptigimi hissetme

nedenimdir.

Yiiksek lisans egitimim siiresince bana her tiirlii imkan1 saglayan, her zaman sabir ve
hosgorii ile yol gosteren, ne kadar yogun olursa olsun degerli vaktini ayiran, dgrencisi

olmaktan onur duydugum saygideger hocam, danismanim Prof. Dr. Isinsu Kuzu’ya,

Laboratuvar bilgi ve tecriibelerini her zaman benimle paylasan degerli arkadaslarim Dr.
Yasemin SAHIN’e, Uzm. Bio. Oznur COSKUN’a, Uzm. Bio. Senay BOYACIGIL’a ve
Bio. Cennet CAN SINUP’a,

Calismalarda destek olan degerli Dr. Hale KIVRAK ’a

Tezimin istatistik analizini gergeklestirmesinden dolayr arastirma gorevlisi Can ATES'e
(Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi), yiiksek lisans egitme boyunca, tez resmi
yazismalarimda emeg@i gegen Asuman ERZINCAN (Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisii)

Yanimda bulunup, aramizda kilometreler de olsa yardimlarini esirgemeyip benimle beraber
bu yolu yiirliyen Shabnam REZAPOUR, anne ve babamin bu giizel yolda yiiriirken
yanimda olup desteklerini her an hissettirdikleri i¢in cani goniilden haklarin1 bir nebze

O0deme adina bilimsel yolda attigim bu adimla

TESEKKURU BiR BORC BILiRIM.

Bu tezin yazari olarak mastir egitimim boyunca edindigim bilgi ve birikimi, algilarim
dahilinde sizlere aktarmaya calistim. Bu birikimle bu sayfadan asagi dogru uzayip giden
binlerce satir bulacaksiniz. O satirlarin hepsi binlerce insanin binlerce yillik calismalari
sonucunda bir araya topland1 ve sizlere sunuldu. Binlerce yil sonra da en azindan binlerce

y1l 6nce yasayanlarin bildikleri olarak burada kalacaklar.
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1.GIRIS

Kanser viicudun temel yasam birimi olan hiicrede baslayan bir grup hastalifin ortak adidir.
Gliniimiiziin oran olarak c¢ok goriilmesi ve oldiriiciiliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle
Oonemli bir saglik sorunudur. Kanseri anlamak i¢in normal hiicrelerin nasil kansere
dontstiigiini bilmek faydal1 olacaktir. Tanis1 konulan kanser tiplerinden biri de, lenfomalar
yani lenfatik sistemde baslayan bir grup kan kanserinin genel adidir. Lenfomalar lenfosit
kokenli neoplastik hastalik grubudur. Bunlar koken aldiklart hiicrelere ve bu hiicrelerin
gelisim siireglerinin yer aldigi doneme gore farkli morfolojik, immunofenotipik ve
molekiiler ozellikler sergilerler. Bu o6zelliklerine gore de farkli klinikprezentasyon

gosterirler.Her y1l ortaya ¢ikan kan kanserlerinin yaklasik %54l lenfoma tipleridir.

Lenfomalar en basit olarak Hodgkin ve Hodgkin dis1 (non-Hodgkin) lenfoma olmak {izere
iki ana gruba ayrilirlar. Lenfomalarin biiyiikk ¢ogunlugunu non-Hodgkin lenfoma grubu
olusturmaktadir. Non-Hodgkin grubu kendi i¢inde koken aldiklari hiicre tiplerine gore
T/NK (natural killer/dogal olduruculer) ve B hiicreli olmak tizere alt gruplara ayrilirlar.
T/NK ve B hiicreli lenfomalar koken aldiklari hiicrelerin  olgun(matiir) veya
oncii/olgunlasmamis hiicreler olmak iizeri kendi aralarinda alt gruplara ayrilirlar. B hiicreli
lenfomalarin daha sik goriilmesi nedeniyle yapilan aragtirmalarin ¢ogu bu gruba
odaklanmis ve bu sonucunda bagli olarak elde edilen bilgiler sayesinde B hiicresi gelisimi,
patogenezi ve tedavisi alaninda bilgiler elde edilmistir. Non-Hodgkin lenfomalarin
siniflandirmasi ilk olarak morfolojik 6zellikler dikkate alinarak yapilmistir. Daha sonra
1970’11 yillarda lenfoma hiicrelerinin morfolojisi yaninda fenotipik 6zelliklerine bagh
simiflamalar yapilmistir. En son morfolojik, immiinofenotipik, molekiiler, sitogenetik
veriler ile patogenezi ve klinik bulgular dikkate alarak giincellenmis siniflandirma sistemi
olan Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO) 2008 siniflandirma sistemi

kullanilmaktadir.

Eriskin kadin ve erkeklerde 6liimlerin ¢ok onemli bir kismini olusturan lenfomalar tim
diinyada oldugu gibi Tiirkiye de oldukca sik goriilmektedir. Ancak diger kanser tipleri gibi
lenfoma grubunda da erken evrelerde tan1 ve ona bagli olarak tedavi sansi ve hastalarin
yasam siiresinin artmasi ag¢idan ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle lenfoma kanserlerin de erken

tan1 ilk adim, hiicresel agidan molekiiler lezyonlarin tanimlanmasi ve etkin olan molekiiler



mekanizmalarin ortaya konmasi ve farkli molekiiler mekanizmalar kullanarak olusan 6ncii

lezyonlarin bulunmas1 ve bunlara bagli tedavi uygulanmasidir.

Diisiik dereceli B hiicre lenfomalar, olgun B hiicrelerinden koken alan bir NHL olan,
lymphoplasmacytic lymphoma (LPL), waldenstrom makroglobulinemi (WM), splenic
marginal zone lymphoma (SMZL), marginal zone lymphoma (MZL) ve baska diisiik
dereceli B hiicre lenfomalar (Kiiglik Lenfositik Lenfoma (SLL)/kronik Lenfositik Losemi
(CLL), multipel myeloma (MM)) en son klasifikasyon kriterlerinegore morfolojik olarak
siniflandirilmis ayirici tan1 bulunduran bu gurup lenfoproliferatif neoplazilerde molekiiler
stireglerde toll like reseptor iliskili yolaklarda bulunan MYD88 geni L265P mutasyonunun
varlig1 tahmin edilmistir. Ancak buna ragmen klinik ve patolojik 6zellikleri ile bu gruptaki
neoplazilerin profilini yansitan vakalarin tiimiinde MYD88 L265P mutasyonu
saptanmamaktadir. Boylece dogru olarak tami gruplarini olusturmak icin MYDS88 geni
ekzon 5, L265P mutasyon analizi yapilmistir. Hasta gruplarina 6zel molekiiler bulgulari
hastalara tan1 dogrulugunu ve giivenirlige yiikseltilmesi saglanmistir. Molekiiler bulgular
ile demografik ve klinik patolojik veriler iliskilendirilerek, sonuglar literatiir esliginde
degerlendirilmistir. Ayrica, MYDS88 mutasyonlarinin tespitinde kullanilabilen farkli
molekiiler tekniklerin gilivenilirliklerinin  karsilastirilmas:  yapilarak, daha sonraki

uygulamalar i¢in yararl olabilecek bilgilere ulasilmasi amaglanmistir.

Secilen hasta gruplarinda plazma hiicre farklilagmasi bulunduran ayiric1 tani giicliigii
gosteren diisiikk dereceli B hiicreli hastalarmin MYDS88 mutasyonu ile ayiric1 tani
yapilabilecegi ve dizi analizi ile RT-PCR yontemleri arasinda duyarlilik farkibu
hastaliklarin tanisal yaklasim diizeyinde 6nemli oldugu bilinmektedir. Ancak yontemlerin
disinda bu hastaliklarin tanisi icin elde edilen materyallerin diger ozelliklerinin de test
sonuglarinda 6nem tasiyabilecegidir. Literatiirde MYDS8S i¢in yapilan dizi analizi ve gRT-
PCR c¢alismalarinin basinda Rossi et al. (2013)(1), Giada Bianchil et al. (2013)(2)ve
Iwatani et al K. (2014)(3)yaptig1 ¢alismalar gelmektedir. En 6nemli olan ¢alismalardan
Ross1 ve ekibinin 2013 yilinda yaptigi arastirmadir. Bu ¢alismaya ait verilerin temeli toll
like yolaginda bulunan MYDS88 adaptdr proteinin gen Tlizerinde bulunan L265P

mutasyonunu fark: B hiicre neoplazilerde dagiliminin incelenmesidir.

Bu calismada segilen plazma hiicre farklilagsmasi1 bulunduran SMZL, LPL/WM, NMZL,
KLL/SLL gibi diisiik dereceli B hiicreli lenfoma hasta gruplarina ait kemik 1ligi, dalak, lenf



nodiilii veya ekstranodal tutulum gosteren doku Orneklerine ait parafin bloklardan elde
edilen kesitler ve/veya aspirasyon yaymalarindan izole edilen DNA larinda ayiric
tanisinda kullanilan toll like reseptor iliskili yolaklarda bulunan MYDS88 geni L265P
mutasyonunun dagiliminin gosterilmesi ve kullandigimiz dizi analizi ve allel ozeles
zamanli PCR yontemlerine bagli olarak mutasyon dagilimi agisindan farklarinin gostermek

ve yontemler diginda test sonuglarini etkileyen diger faktorlerin etkileri belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kanser

Kanser onemi artan bir saglik ve yasam sorunudur. Kanser, baz1 hayati veya kontrol
parametreleri degisime ugramis hiicrelerin, gerek ayni hiicrede ve gerek uzak noktalarda
kontrolsiiz olarak c¢ogalip biiylimelerinin sonucu olusan habis hastaligin temel adidir.
Hiicrelerin proliferasyonu, diferansiyasyonu ve Oliimiinii kontrol eden genlerinde olusan
bozukluk sonucu izlenmektedir. Kanserin esas nedeni hiicre boliinmesi esnasinda DNA
eslenmesi (replikasyon) hatali olmasi sonucu hiicrenin farklilasmasidir. Normal hiicreden

kanser hiicresine donilisiim asamalariSekil 2.1.'de sematik olarak verilmistir.

Normalde hiicreler belli bir kontrol altinda, ihtiyaca gore ¢ogalirlar. Genomdaki hasar,
DNA replikasyonunda meydana gelen hatalarin sonucu olabilecegi gibi, metabolizma
sirasinda meydana gelen serbest radikallerin bazit DNA bazlar lizerinde hasar olugturmast
gibi nedenlerden de kaynaklanabilir. Hiicreler bir taraftan programli 6liim ya da "apoptoz"
denen olay ile yok olurken, diger taraftan da biiylime faktorlerinin etkisiyle ¢ogalir.
Hiicrelerin ¢aligsmalarini kontrol eden genlerin degisime (mutasyon) ugramasiyla hiicrelerin
asir1 bilylimesine sebep olurlarsa, o zaman kanser olusur ve bu genlere temel de "onkogen"

denilir.

Latent donem 2 20 yil

~
f-

Uyarilmig
hiicre

Inisiasyon promos yon Progresyon
* Mutasyon * Proliferasyon * Mutasyon
* Onkogen * Bagimsizhk * Invazyon & Yayiima

Sekil 2.1. Normal hiicrelerin kanser hiicresine doniistim asamalari



2.1.1. Kanserin Molekiiler Nedenleri

Kansere neden olan, ¢ok basamakli bir siire¢ oldugu, bir birini takip eden degisen yolaklar
sonucu gergeklestigi diistiniilmektedir. Kanser hiicresi olusumuna iki temel mekanizma
vardir; birincisi somatik mutasyonlarin  birikimi, ikincisi genetik degisikliklerin
(duplikasyon ve delesyonlar, kromozomlar arasi translokasyon) ortaya ¢ikmasidir. DNA
lezyonlarina neden olan farkli kaynaklar ya da olgular vardir. Ekzojen kaynaklart DNA
bazlarinda modifikasyonlara, tamamlayici iplikler arasinda kovalent bag olusumuna, tek
iplik kirilmalarina (SSBler) ve ¢ift iplik kirilmalarina (DBSler) neden olurlar. Bu degisikler
gida, su, kimyasal iriinler, radyasyon ve benzerleri gibi kaynaklardan gelebilir. DNA
hasarina yol ¢an endojen kaynaklarda bulunmaktadir (4). Genomik DNA, normal hiicresel
kosullar altinda bile kendiliginden olusan endojen degisikliklere maruz kalir. Mutasyonlara
bakacak olursak, kanser hiicreleri, normal hiicrelere kiyas yaparak ¢cok daha yiiksek oranda
mutasyon varligi ve kanser ilerledik¢ce bu mutasyonlarin sayisi artis gostermektedir. Bunun
nedeni, DNA tamir mekanizmasinda gorev olan genlerin mutasyonlar ugramasi ve sonucu

islev yapmamasidir (Sekil 2.2).(5-8).

Kanser goriilme sikliginin yasla birlikte artmaktadir. Bir¢cok kanser yillar boyunca biriken

cok sayida anormalinin sonucu oldugunu gostermektedir.

Hiicre ¢ogalmasia bagli olarak tiimor hiicrelerinden olusan hiicre kitleleri da giderek
biiyiirler ve bu kitleler diger saglikli hiicrelerde metastaz yaparak, tiimoriin gelismesine

neden olabilir.



DNA hasarmin kaynaklari

Ekzojen Endojen Ozellesmis

Kimyasallar Serbest radikaller V(D)J rekombinasyonu

Iyonlastirici Replikasyon nedenli SSB Sinif degisimi Somatik

radvasvon Replikasyon ¢atalinin ¢okmesi hiper mutasyonlar
Mayoz

DNA hasari

Hiicre yanitlari Apoptoz DNA onarimi Hiicre ¢evrimi kontrolii

Onarim hatasi

Sonug Genetik ve epigenetik degisiklikler —> Kanser

Sekil 2.2. DNA hasarmin nedenleri, hiicresel yanitlar ve sonuglari

2.2. Lenf Kanseri

Lenfoma (lenf kanseri), immiin sistem hiicrelerinden olan lenfositlerin (bir ¢esit beyaz kan
hiicresi (B hiicreleri, T hiicreleri veya NK)) degisiklige ugrayip ¢ogaldiginda baslayan ve
solid timorler halinde veya l6semi yayilim yapabilen birneoplastik hastaliklardir. Bunlar
koken aldiklart hiicrelere ve bu hiicrelerin lenfosit gelisim siireglerinin yer aldigi doneme
gore farkli morfolojik, immunofenotipik ve molekiiler 6zellikler sergilerler. Bu nedenle
farkli klinik Ozellikleri gostermektedir. Bu kotii huylu hiicreler genellikle lenf
nodullarindan koken almaktadirlar. Kanserhiicrelerin hizla ¢ogalmasi veya normal
lenfositlere goére daha uzun siire yasamalar1 ile meydana gelir. Malign lenfoid hiicreler de
normal lenfositler gibi lenf digiimi, kemik iligi, dalak, kan da gogalir. Lenfositlerden
koken alan ancak viicuttadolasan, kan1 ve kemik iliginde goriilen ve solid tiimorler halinde
goriilmeyenlenfositlerlosemiye benzerlik gdstermektedir. Lenfoma ilk kez 1832 yilinda
Thomas Hodgkin tarafindan Hodgkin lenfoma (HL) ve Hodgkin disi lenfoma (non-
Hodgkin/NHL)olarak iki alt biiyiik gruba ayrilir. Non-Hodgkin grubu da kendi i¢inde
koken aldiklart hiicre tiplerine gore T/NK ve B hiicreli olmak iizere iki ana alt gruba

ayrilirlar. T/NK ve B hiicreli lenfomalar ise koken aldiklar1 hiicrelerin matiir (olgun) veya
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prekiirsor (olgunlagsmamis) hiicreler olmasina bagli olarak kendi aralarinda alt gruplara

ayrilirlar. Lenfomalarin ana gruplar seklinde sematik siniflamasi Sekil 2.3'de verilmistir.

Hodgkin lenfoma (HL), bilinen en eski lenfoma tiiriidiir. Bu lenfoma tipini diger
timlenfomalardan ayiran morfolojik ve histopatolojik 6zelligi Reed-Stenberg (HRS)
hiicresi adiverilen genis, hafifeozinofilik sitoplazmali, tek c¢ekirdekli veya ¢ok
¢ekirdeklidev bir neoplastik hiicresinin bulunmasidir (Sekil2.4).Reed-sternberg hiicreleri
CD30 ve CD15 pozitif, CD20 ve CD45 genellikle negatiftir. HL toplam lenfoma
hastalarinin yaklasik %25’nunda goriiliirken, %75 ninda NHL goriilmektedir. Tiirkiye de
bu oran %80 NHL ve %20 HL olarak izlenmektedir. Her iki grubun ¢ok fazla alt tipi
vardir. Bu alt tipler "agresif" (hizli biiyiiyen) veya "sessiz" (yavas biiyliyen/indolent) olarak

daha ileri siniflandirilir. Her tipi (Sessiz veya agresif olmasi) kendine uygun tedavi etki

gosterir, bu nedenle dogru tani ¢ok 6nemlidir(9).

A %7s

8 ==

Olgun B Oncii B Olgun T Oncii T
. L Hiicreli Hicreli hiicreli hiicreli
E:f:ﬂi::;::;;i N— L Lenfoma J A Lenfoma Lenfoma Lenfom

Sekil 2.3. WHO (World Health Organisation) 6zelliklerine bagli lenfoma gruplar
seklindeSematik siniflamasi



Reed-Stenberg

Normal .. .
hiicresi

lenfosit

Sekil 2.4. Reed-Stenberg hiicresi histolojik goriintiisii (http://wikipedia.org/wiki/Reed—
Sternberg_cell)

Ik smiflama olan Rappaport’ta lenfomalar hiicrelerin morfolojik &zeliklerine gore
yapilmistir. Sonra Kiel siiflamasindalenfomalar ilk defa T ve B olmak iizere iki grupta
incelenmistir. Bu siniflamanodal lenfomalar i¢in uygun ama ekstranodal lenfomalar1 igin
yeterli degildir. Working formulation siniflamasi, benzerklinik o&zellik ve tedavi
yontemlere bagli siniflanir. 1994 yilinda REAL smiflamasi koken aldigihiicrelere gore
yapilmistir.  En stk kullamlan smiflama Diinya Saghk Orgiiti (WHO, World
HealthOrganisation) tarafindan 2008 yilinda diizenlenen ve hematopoietik-lenfoid dokulari

tiim ozelliklerini dikkate alarak siniflandiran sistemdir (Cizelge2.1).

DSO 2008 smiflamasinda lenfomalar B hiicreli, T/NK hiicrelive Hodgkin lenfoma olmak

lizere li¢ ana basglik altinda incelenmektedir (Sekil 2.3).

Cizelge2.1.Lenfoma farkli siniflandirilmasi

Lukes-Collins (1966)

Diinya saglik orgiitiisiniflamasi (1976)

REAL (Yenilenmis Avrupa-Amerika lenfoma siniflamasi) (1994)

Diinya saglik orgiitii siniflamasi (2008)



http://wikipedia.org/wiki/Reed–Sternberg_cell
http://wikipedia.org/wiki/Reed–Sternberg_cell

2.2.1. lenfoma Istatistik Ozellikleri

Farkli tilkelerde ve etiyolojik nedenlere gore dagilim farklilik gosterir, Kuzey Amerika ve
Avrupa’da %85-%95 NHL, B-hiicreli lenfomadir (10). T hiicreli lenfoma (NK) Japonya’da
daha sik goriilmesi, onkojenik retroviriis, HTLV 1 ile iligkilendirilmistir. Benzer bi¢imde
Asya ve Afrika’da daha siktir. Kuzey Amerika’da goriilen en yaygin NHL tipleri, folikiiler
kiiciik ¢entikli hiicreli lenfoma (%20-%30) ve yaygin biiyiik hiicreli lenfomadir (%30-
%40). Ilki diisiik dereceli bir lenfoma, digeri ise orta dereceli lenfomadir(10, 11). Sonug
olarak kabaca bakildiginda tiim lenfomalarin yaklasik %75’ini Hodgkin dis1,%25’ini
Hodgkin lenfoma olusturmaktadir. Tiirkiye i¢in bu oranyaklasik %80’e, %20 olarak
bulunmustur. lenfomalar hematolojik kanserler arasinda yaklasik %3’iinii olusturanen sik
rastlanilan gruptur. Diinyada 6nemli bir 6liim nedeni olan lenfoma kanseri erkeklerde 9.
kadinlarda 6. sirada yer almaktadir. Tirkiye Saghik Bakanligi 2008 verilerine gore
Hodgkin dis1 lenfoma kadinlarda 8. erkeklerde 7. en sik goriilen kanserdir.Hodgkin dist
lenfoma yas ile birlikte artig oldugu gosterilmistir (9).Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
ve Bati iilkelerinde hastalar genellikle60-70°1i yaslarda tami alirken, Asya ve Ortadogu
iilkelerinde hastalik 40-50’1i yaslarda daha sik goriilmektedir. Hodgkin disi lenfoma,
erkeklerdekadinlardan daha siktir; erkek/kadin orani: 1.2-2.1 arasinda degismektedir (9).

Non-Hodgkin lenfoma gozlendigi gibi erkeklerde kadinlara gore daha fazla goriilmektedir.
Yapilan literatiir ¢calismalarina bagli olarak Avrupa ve Kuzey Amerika da 60 yas iizeri
daha kotii prognostik ornekler bulunmaktadir. Genel olarak lenfoma Afrikalilarda 75-79,
80-84 yaslarda ve Amerikalilarda 55-64 yaslarda en sik rastlanmaktadir. Asya da daha
geng yaslarda (40-50 yas) bildirilmektedir(12).

2.2.2. Non-Hodgkin Lenfoma

Hodgkin dis1 lenfoma hiicreleri, B veya T lenfositlerinin herhangi birgelisim evresinde
meydana gelen asir1 proliferasyon sonucu olusur. En ¢ok B hiicrelerde rastlanmiglar. Boyle
farklilasma evresinde de normal olarak beklenen morfolojik/immiinolojik ozelliklere
gosterir. NHL genel olarak biiylime hizina gére yavas seyirli (indolent) ve hizli seyirli
(agresif) lenfoma iki alt guruba ayrilir. Yavasseyirli lenfomalar; yasam siiresi uzun olan
lenfoma tipidir. Yavas seyirli hastalarda tedavikullanarak hastalifin seyri degisme

ugramadigi igingenellikletedavi uygulanmaz. Bazen indolent ornekler sekil degistirme



(transformasyon) yaparak agresif olur ve bu durumda tedavi yapilmalari gerekir. Agresif
lenfomalar ise hizli seyreder ve tedavi edilmediginde 6liimlesonuglanir. Genel olarak NHL

alt gruplart Sekil 2.5 izlenmektedir.

W Buyik B-Hicrel

W Follicular

W kiglk lerfositik

m Martle hicreli

W Periferik T-Hicresi

B Marging zon B-hicred {MALT)

M Primer mediagtinal biyak B-Hicre

m Anaplastik baylk T/ null hicreli

= Lenfoblastik (T, B)

m Burkitt-berzeri

m Margina zon B-Hucreli [noda

type) %l
w lenfoplazmasitik

Burkitt's

Sekil 2.5. Hodgkin dis1 lenfomalarda (NHL) bulunan alt gruplari ve istatistik olarak
dagilimlari

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan en son NHLindolent ve agresif lenfoma
smiflandirilmasi boyledir (Cizelge 2.2).

Cizelge2.2.Agresif ve sessiz (indolent)NHL lenfoma alt grup 6rnekleri

Diffiiz biiyiik B-hiicreli lenfoma
(En yaygin)
Mantle hiicreli lenfoma

Nodal marjinal zon B hiicreli lenfoma (MZL)

Lenfoplazmasitik lenfoma (LPL)
Waldenstrém makroglobulinemi (WM)

Kiigiik hiicreli lenfositik lenfoma (SLL) kronik
lenfositik 16semi (KLL)

Mukozayla-iliskili lenfoid dokulenfoma
(MALT)

Follikiiler lenfoma (En yaygin) AIDS’le-iliskili lenfoma
Kutandz T-hiicreli lenfoma (Mycosis
fungoides ve sézary sendromu)

Burkit lenfoma

Santral sinir sistemi lenfoma

Anaplastik bilyiik hiicreli lenfoma

Akut eriskin T-hiicreli lenfoma
Lenfoblastik lenfoma
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Lenfomalar koken aldigi hiicre serisine gore %80-%85°1 B hiicre, %15°1 kadar1 T hiicre
kokenli, nadir olarak dogal oldiiriicii (NaturalKiller, NK) hiicrelerindenkokenaldigi
izlenmistir. NHL’leri B ve T lenfositlerinherhangi birfarklilasma asamasinda gelisebilirler.
Bazi lemfomalar olgun ve bazilar1 6ncii lenfositlerdenkdkenalabilirler. Tiimiir hiicrelerinin
kokeni onlarin fenotipik ve molekiiler 6zelliklerine goresaptanmaktadir. En yaygin tanima
belirteci (marker) olan, dzgiinantijenlerin (yilizey belirteci) varligiyla hangi hiicreden koken
aldig1 anlasilabilmektedir. Ornek olarak CD3 (cluster of differentiation 3), CD4, CD?7,
CDST hiicrelerinin,CD10, CD19, CD20 B hiicrelerinin,CD16, CD56 ise NK hiicrelerinde

bulunurlar.

2.3. B Lenfosit Hiicrelerin Gelisimi

B hiicre lenfomalarin daha iyi anlasilmasi i¢cin en 6nemli yolaklardan biri B hiicrelerin
gelisim siiresidir. Farkli B hiicre lenfomalari, gelisim basamaklarinda olan B hiicrelerinde
olusan bir ¢esit mutasyonlara ugramalartyla meydana gelirler. B hiicre gelisimi ve
matilirasyonu antijendenbagimsiz olarak kemik iliginde gergeklesir. Tiim lenfoid hiicreler
kemik iligindehematopoetik progenitor kok hiicrelerden (Hematopoietic stem cells/HSCs)
gelismekte, hematopoetic progenitér hiicreler lenfoid ve myeloid Oncii hiicreleri
olusturmak tizeri iki ana gruba ayrilir. Lenfoid ata (progenitor) hiicreleri T, B ve NK
hiicrelerine doniisiirler. B hiicrelerinin gelisim asamasinda antijene bagimli ve bagimsiz
olmak tizei iki faz dikkat ¢eker. Antijene bagimli olmayan B hiicre gelisimi kemik iliginde
gerceklesir ve sonunda matiir B hiicre olusumuna kadar tiim asamalar1 kapsar. Antijene
bagimli asama matiir B hiicrelerinin antijenle karsilasma sonunda memory B hiicreleri ve
plazma hiicre olusumu ve Ig sinif (Class) degisimi ile sonlanir bu islem lenf bezleri, dalak
gibi lenfoid organlarda gerceklesir. Her bir hiicre ylizey membraindaimmunoglobulin (Ig)
ve farklilagma antijenleri (CD)gibi molekiiller olusur. B hiicrelerinin antijen reseptorlerinin
gelisimleri sirasinda antijen reseptorlerini kodlayan DNA parcalart rasgele somatik
rekombinasyonu (rearranjmani) ve bunlara niikleik asit segmenlerinin eklenmesiyle
olusur.Bu hiicreler kemik iligindekarmasik bir matiirasyon siirecinden gecerler (pro-B
hiicre, pre-B hiicre,immatiir B hiicre ve matiir B hiicre).Bu siiregte ylizey antijen
reseptorleri eksprese edilir.Kemik iliginde gelismismatiir naifB hiicreler periferik lenfoid
dokulara gogerler ve antijen ile karsilagsmayi beklerler. Humoral immiin yanit periferik

lenfoiddokulardaantijene 6zgii B hiicrelerinin antijenle karsilagmasi ile baglar. Sekil 2.6 da
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B lenfosit gelisimi ve farkli lenfomalarin lenfosit gelisim evrelerine gore dagilimi sematik

olarak izlenmektedir (13).

mature  germinal
naive cantar
B-call B-call

lymphaid
precursor

LBL, ALL

FL, BL, HL

plasma cell

Lenfoid doku

Sekil 2.6. B lenfosit gelisimi ve farkli lenfomalarin lenfosit gelisim evrelerine gore
dagilimi. LBL: Lenfoblastik lenfoma, ALL: Akut Lenfoblastik 18semi, CLL: Kronik
lenfosittik 16semi, MCL: Mantle zone lenfoma, DLBCL.: Diffuz biiyiik B hiicreli lenfoma, FL:
Folikiiler lenfoma, BL: Burkit lenfoma, HL: Tiiyli hiiceli 16semi, MZL: Marginal zone
lenfoma, MM: Multipl myeloma

Kemik iligi

Dalaga giden kemik iligi HSC kokenli B hiicreleri (B-2), dalakta bulunan farkli
bolgelerinde kendilerinden farkli 6zelikler gdstermektedirler. Bu farklilasma siiresinde,
izlenen degisimler sonunda farkli ¢esit lenfomalarin meydana gelmesine sebep olur. Dalak
yapisinda 3 temel bolge goriinmektedir: Germinal merkezi, Marjinal bolgesi, Mantel

bolgesi. Bu bolgelerde bulunan farkli B hiicrelere farklilasma sirasinda, farkli lenfomalara

neden olabilirler (Sekil 2.7).

B hiicrelerin maksimum folekiiler B hiicre (IgM ve IgD pozitife) halinde bulunmaktadirlar.
Bu hiicreler bagka lenf organlarina taginabilirler. Kemik iligi HSC koékenli B hiicreleri (B-
2), dalagin marjinal bolgesinde kendine ©zel bir yetenege sahipler, bu bolgedeki B
hiicreleri az gesitli ve polisakkarit antijenlere dogal immiin cevap verme yetenegi vardir.
Marjinal B hiicreleri IgM ve CD21 pozitifler ve bu hiicreler lenf diigiimlerinde de

izlenmektedirler. Bu hiicreler t hiicre bagimsiz immiin cevabinda énemli rol oynamaktadir.
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Karaciger HSC kdkenli B hiicreleri (B-1), IgM ve CD5 pozitifler ve polisakkarit veya lipit
antijenlere, [gM iiretmektedir. Bunlara bazen dogal antibody adi verilir (Sekil 2.8)(13).

DLBCL(ABC tip) Mg ol

-®.

o

Marginal

MALT lenfoma

Nodal marginal bélge lenfoma

)

Naive B cell

multipl myelom

B- CLL (Mitasyonsuz V gen)

Mantle cell lenfoma I

Folekiler lerf  folikiiler lenfoma Ig lenfoma
1

DLBCL (GC tip)

Burkit lenfoma

Sekil 2.7. Dalak da B hiicre gelisim siras1 (Abbas AK, Lichtman AH, Pillai S, eds. hiicresel

ve molekiiler immiinoloji.7th diizenleme). CLL: Kronik lenfosittik 16semi, MCL:
Mantle zone lenfoma, DLBCL.: Diffuz biiyiik B hiicreli lenfoma, FL: Folikiiler lenfoma, BL:
Burkit lenfoma, HL: Tiyli hiiceli 16semi, MZL: Marginal zone lenfoma, MM: Multipl

myeloma.
. M-y - Co5
w o - g
OlgunB B8-1 B ool

: M
Dalak

e Follcular
B-2B8cell
Transstonal =, M
Pro-8 ol B B-28cel
un
Kemik iligi g ozt
Cre Macginal 2one
8-2 8 coll

Sekil 2.8. B lenfGsit alt grup gelisimi sematik goriintiisii (Abbas AK, Lichtman AH, Pillai
S, eds hiicresel ve molekiiler immiinoloji.7th diizenleme)
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2.4. Lenfoplazmasitik Lenfoma(LPL)/Waldenstrom Makroglobulinemi (\WM)

Lenfoplazmasitik lenfoma (LPL), kiigiik B lenfositleri ve plazma hiicrelerinin
neoplazmidir. B-lenfosit prekiirsdriinden koken alan ve yavas biiyiiyen lenfoma tipleridir.
Cok az goriilen birhematolojik neoplazmidir. Erkeklerde rastlama sikligi kadinlara kiyas
daha yiiksektir. Genellikle kemik iligini, dalak, bazen lenfdiiglimde goriiniir. Kemik
iliginde ve immiinoglobulin M (IgM) monoklonal gammapativarlig: ile “Waldenstrom
makroglobulinemisi (WM)” olarak isimlendirilir. Plazma hiicreleri, B hiicrelerinden
tiretilen bir hiicre tipidir. Bu yolakta bulunan bilesenlerin her hangi biri mutasyona
ugrarken, IgM makroglobulin sentezi yiikselir, c¢oknadir IgAve IgG yikselisi
izlenmektedir. LPL’larin ¢ogu WM olup, %5’in altinda bir grubu IgA, IgG olanlar teskil
eder. Monoklonal IgM proteini varligi, hiperviskozite sendromu, periferal, hemolitik anemi
gibi durumlara da yol agabilir (Sekil 2.9)(14).

Patolojik ve kilinikal &zeliklerine baktiginda, lenfoproliferatif neoplazmi ve plazma
hiicreleri neoplazmalarinda bir belirtecler goriiniir. Kilinikbulgulari ¢ok genis bir yelpazeye
yayilir. Tiimor infiltrasyonu ve monoklonalserum proteini ana tani belirtegleridir. WM
hastaligin molekiilerpatolojisi ¢ok belirgin degil, buna ragmen aktif edilmis B
hiicrelerininhafif zincir, niikleer faktor-kappa B (NF-kB), tiimor hiicrelerin olusumunda

onemlidir.

Morfolojikveimmiinofenotipik 6zelliklerine bakarken, tipik olarak CD19, CD20, CD22 ve
CD79a’y1 eksprese ederken, CD5, CD10 ve CD23’ii ekspresyonu izlenmemektedir; bu da
folikiiler lenfoma, kronik lenfosit 16semi (KLL) ve mantle hiicreli lenfomadan ayirimini
saglar. WM en Onemli tanisi kemik iliginin plazmasitoid/plazma hiicre farklilagmasi

bulgulart olan kii¢iik lenfositlerle tutulumunun biyopsi ile gosterilmesi olugturur(15).
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Sekil 2.9. Lenfoplazmasitik lenfoma (LPL)/Waldenstrom makroglobulinemi (WM)
grubunun histolojik goriintiisii.

Sitogenetik/Genetik incelemelerinde en 6nemli olanlar, t (9:14) (p13:932) ve MYD88 geni

(Myeloid differentiation primary response gene 88) mutasyonudur.

t (9:14) (p13:q32)anormal 1s1 %35 hastalarda izlenir. Translokasyon sonunda kromozom 9-
p13 iizerindeki Pax-5 genin bulundugu bolge (PAX transkripsiyon faktorleri ailesi) ve
kromozom 14-q32 iizerindeki IgH gen bolgesinde bir degisiklik meydana gelir bu islemin
sonunda IgH geninde bulunan &zel hizlandirici (enhancer), PAX-5 bdlgesinde bulunan
promotorlerine yakinlagir ve PAXS genin yazilimi azalir ve hizlandiricietkisi altinda IGH

yazilimi artig goriilmektedir (Sekil 2.9)(2, 16).

PAX5 geni, Pax-5 proteinini (Paired box protein) kodlayan bir gendir. PAX-5 geni
B-hiicrelerde 6zelbir aktivator protein (BSAP)kodlama islemini yapar, ancak B-
hiicrelerinde erken farklilagma evrelerinde degilda ge¢ asamalarinda kodlama islemi
yapilir. Bu nedenle, PAXS gen {irlinli, B-hiicresi farklilasmasinda onemli bir rol
oynayabilir, ama ayni zamanda ndral gelisim ve spermatogenezde ve testis gelismesinde

tespit edilmistir.
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Sekil 2.9. Waldenstron makroglobulinemi (WM) t (9:14) (p13:932) kromozom anomalisi
sematik goriintiisii

MYDB88 (Myeloid differentiation primary response gene 88) mutasyonunu, Waldenstrom
makroglobulinemi (WM) hastaligin bir 6nemli nedanidir. MY D88 adaptér proteini olarak,
toll benzeri reseptorler (Toll-like reseptorleri (TLR)) yolaginda 6nemli bir islem yapan
parametredir. Toll-like reseptorleri (TLR), bircok patojene karst dogal immiin sistemde

cevap olugmasini saglayan bir grup transmembran proteinleridir(17).

WM i¢in ortalama yasam stiresi 5-6 yil, hastaliga 6zgii ortalama yasam siiresi ise yaklasik
11 yildir. Hastaligin agresif tabiatina ragmen prognozu belirli faktorlere bagli olarak
cesitlilik gosterir. WM’li hastalarin biiyiik cogunda tedaviye diren¢ olusmasi sonucunda
progresif hastalik grubu olarak tani alirlar. Bazi hastalarda diffiiz biiylik B hiicreli
lenfomalara (DBBHL)doniisiim gortilebilir (Richter sendromu). Bu hastalarda, hastalik

seyri kotiidiir ve agresif belirtileri kendilerinden gostermektedirler.
2.5. Marjinal Zon Lenfoma(MZL)

Marjinal zon lenfomalar (MZL) B lenfositlerinin sekonder lenfoid folikiillerinmarjinal
bolgesinden koken alan diisiik dereceli lenfoma cesitlidir(Sekil 2.10). Diinya Saglik Orgiitii
(WHO)'niin siniflandirmasina goére marjinal zon lenfomalar, ekstranodal marjinal zone
lenfoma (EMZL), splenik marjinal zone lenfoma (SPMZL) ve nodal marjinal zone lenfoma
(NMZL)olmak tizere 3 alt gruba ayirmak miimkiindiir. Her 3 grup ta kromozomal, genetik
ve immiinfenotipik yonden birbirine benzerlik izlenmektedir. EMZL’lar1 kemik iligi ve
periferik lenf diiglinlerinde izlenmesi ¢ok nadir rastlanmakta, lokalize bir kitle olarak,
mukoza ile iligkili lenfoid dokularda (MALT) izlenen ve yavas seyirli lenfoma tiiriidiir.

Hastalarin yagsam siireleri uzunve tedaviye cevap verme orani yiiksektir. SPMZL siklikla
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periferik kan ve kemik iliginde bir lenfoma cesitlidir. Ekstranodal periferik
lenfdiigiinlerinde goriinmesi ¢ok nadirdir. NMZL yaygin olarak periferik ve kemik iligi

tutulusu nedeniyle siklikla ileri evrede bulunan yavas seyirli diisiik dereceli lenfoma tipidir.

Immunfenotipik 06zelliklerini inceleme sonunda bu grup lenfomalarda IgM ve
lgGproteinlerininsentezi yapilir ve CD20, CD79a eksprese olurken CD5, CD10 CD43,
CD23, Bcl-1 (Cyclin D-1) ekspresi rastlanmiyor. Sitogenetik/Genetik incelemelerinde en
onemli lezyonlardan Del7 (g21g31) ve MYD88 genin mutasyonu (MYD88 L265P)
izlenmektedir(18).

Sekil 2.10.Marjinal zon lenfoma (MZL)grubunun histolojik goriintiisii

2.6. MYD88 Geni ve Ozellikleri

2.6.1. MYD88 Geninin Konumu ve Yapisi

MYD88 geni, tigiincii kromozomunp kolunun 22.bolgesinde (3p22.2) yer alan, 5 ekzon ve
4 intron ve 4545 bg¢ uzunlugunda bir bolgeye sahiptir (NC_000003.11 (38179969.
38184513)). Birinci ekzon DDalan (death domain) ve ikinci ekzon ID alan (intermediate
domain), uguncu ekzon TIR alanin (Toll-interleukin-1 receptor) kodlama islemini yaparlar.
Toplamda 296 aminoasitten olusan bir protein kodlamaktadir
(Ensembl:ENSG00000172936) (Sekil 2.11).MYDD88 geni, spesifik
olmayan(dogal/innate), spesifik immiin yanitinda (edinsel/adaptif) merkezi rol oynayan bir
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sitozolik adaptor protein kodlama isi yapar. Bu adaptor protein interlokin-1 (interleukin-1
receptor) ve Toll-benzeri (Toll-like receptor) reseptorlerinin sinyal iletim yolunda dnemli
bir sinyal doniistiiriicii olarak fonksiyon géstermektedir (19).Bu yolaklar, ¢ok sayida pro-
inflamatuar genlerinin aktivasyonunu diizenlemesinde rol oynar. Kodlanan MYD88
protein yapisinda, N-terminalde yaklagik 90 amino asitlik bir motifi 6liim alan1 (DD
(apoptoz destekleyici proteinlerinde ilk olarak tespit edilmis buna ragmen ¢esitli DD igeren
proteinler apoptotik islevi yok ve DD genel olarak protein-protein etkilesiminde islev
yapar)) ve C-terminali toll-interlokin 1 baglanma bolgesini bulunmaktadir. TIR
domaininhemofilik etkilesimlerde (kalintilar 155-296) ve DD (kalintilar 1-109)
MYDS88TLR/IL-1R yolag: iiyeleri ve IRAK gibi sinyal iletisimi alt grubu proteinlerin
arasinda etkilesimi saglamaktadir (Sekil 2.12)(20, 21).

38,179,969 ATG TIR domain coding sequence STOP 38, 182,787
hotspots: V217 W218 S$219 1220 $222M232 S243 L265 T294
ORIGIN NP_0024 S99«
III Death domain of MYD8S8(42-119)«
1 MRPDRAEAPG PPAMAAGGPG AGSAAPVSST SSLPLAAINM RVRRRLSLFL NVRTOVAADW

61 TALAEEMDFE YLEIRQLETQ ADPTGRLLDA WQGRPGASVG RLLELLTKLG RDDVLLELGPE+
121 SIEEDCQKYI LKQQQEEAEK PLQVAAVDSS VPRTAELAGI TTLDDPLGHM PEREDNEEE-

241 LOSKECDFQT KFALSLSPGA HOKR IPIKY KAMKKEFPSI LRFITVCDYT NPCTKSWEWT

Toll—-interleukin resistance (173-309)«

Py

Site oxdexr({52,54.-57,59,65,71,74...75,X10,11:2..313,116..317) &

/2ite type="othexr"«

/note="MyD88—-IRAK4 interxraction site [polypeptide binding] "+

Sekil 2.11. (A):MYDS88 gen yapisi (E: Ekzon) (B): MYD88 L265P mutasyonu izlenen
bolgenin amino asit dizilimi.

MYD88 (Myeloid differensiyasyon faktor 88) ilk kez 1990 yilinda tespit edilmistir. Ilk
olarak 1991 yilinda Drosophila melanogaster’de hiicre i¢i bdolgelerinde ¢ terminalde
bulundu 200 amino asit ve immiin sistem cevabinda onemli islemi olduguna sdylenmis

"Toll geni" ne olan benzerliginden dolay1 "Toll" ad1 verilmistir (22, 23).
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Sekil 2.12. (A): MYDS88 protein yapisinin sematik goriintiisii. (B):MYDS88 proteinin ug
boyutlu yapisi ve bulunan mutasyonlarin yerlesmesi.

2.6.2. Toll Benzeri reseptorler (TLR) Yolag:

Toll benzeri reseptorler (Toll-like recrptor, TLR) dogal immiin (innate immunity) sistemin
patojenler ile ilk karsilasma asamasinda 6nemli rol oynayan protein yapilardilar. Dogal
immiin sistem bu reseptorlere bagl olarak patojenlerin yapisini tanir ve inflamatuar yaniti
baglatir ayn1 zamanda bu reseptorler dogal immun sistem ile edilmis immun (adaptive
immunity) sistem arasinda koprii gérevini yaparlar. Protein yapisinda olan TLR’leri, Toll
genleri tarafindan kodlanir. Toll geni ilk defa 1985°te Nobel 6diillii Christiane Niisslein-
Volhard, Eric Weischaus ve arkadaslar1 tarafindan meyve sinegi de (Drosophila
Melanogaster) tanimlanmistir (24, 25).Bu genin irettigi transmembran proteinlerinin
homologlar1 daha sonradan memelilerde tespit edilmis ve bu proteinler, Toll benzeri
reseptorler (TLR) olarak adlandirilmistir (26).Insanlarda TLR ilk Nomura ve arkadaslari
tarafindan 1994°te tanimlanmistir ve bu reseptdriin memelilerin gelisiminde rol oynadig:

diistiniilmistiir(27, 28).
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TLR’ler dogal immiinite de rolii olan makrofaj ve dendritik hiicreler tarafindan eksprese
edilen tip 1 transmembran proteinleridir. Bu reseptorler ligandlarin tanimasindan sorumlu
olan 3 bolimden olusmaktadir: ekstraseliiler boliim, transmembran heliks boliimii ve
sinyal yolaklarinin baslangici olan intraseliiler toll-like/interlokin-1 reseptor (TIR) boliimii,
sitoplazmik bolgesi, IL-1 reseptorii ile yiiksek derecede benzerlik gosterir ve bu nedenle
TIR olarak adlandirilir (7). Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) ekstraseliiler boliimi bir
hiicre disi leucine zengin tekrar bolgesi (LRR) olan ve ligandlarin mesela "patojenle iliskili
molekiiler patternler (PAMP)" tanimasi i¢in gerekli olan ve sitoplazmik (TIR) olan
domainle hiicre i¢i sinyallart icin gereklidir. Bu LRR bdlgelerinin farkli patojenlerin
taninmasinda sorumlu oldugu diisiiniiliir(29). Insanlarda 12 adet fonksiyonel TLR
mevcuttur. TLR 1, 2, 4, 5, 6 ve 10 ¢ogunlukla hiicre yiizeyinde ve TLR 3, 7, 8 ve 9 ise
sitoplazmada O6zellikle endozomlarda intraseliiler organellerin iginde lokalize olurlar
(8).Toll ailesinin biitiin iiyeleri TLR1-TLR9 arasi ve TLRI11’in ligandlar1 belirlenmis,
TLR10, TLR12 ve TLR13’iin ligandlar ise belirlenmemis transmembran proteinleridir.
TLR ailesinden TLR2 ve TLR4‘lin PAMPs disinda farkli endojen molekiilleri de ligand
olarak taniyabildikleri tespit edilmis. Bu ligandlar arasinda "tehlike iliskili molekiiler
kaliplar" (danger associated molecular patterns, DAMP) da izlenmektedir. TLR iliskili
sinyal yolaklarinin aktif olmasi sonucunda interlokin (IL)-1, IL-6, tiimor nekroz faktorii
(TNF)- a ve diger proinflamatuar sitokinlerin molekiillerinin yapilirken bu islemle birlikte
edinilmis immiin sistemin aktive olmasinda rol oynayan "es zamanli uyar1 (costimulatory)
molekiillerinin"ekspresyonu da ger¢eklesmektedir. TLR nin endojen ve ekzojen ligandlari

ile sentezini indiikledigi inflamatuar mediatorleri Cizelge 2.3gosterilmektedir(30-36).

TLR’ler immiin sisteminin ilk basamaginda rol oynarlar. Patojenlerde konak hiicrelerinde
bulunmayan ve "patojen iligkili molekiiler kaliplar" (pathogen associated molekiiler
patterns, PAMPs) olarak adlandirilan bilesenler bulunmaktadir (37,38).Enfeksiyon sonrasi
makrofajlar TLR’ler araciligiile endojen veya eksojen patojenlerde bulunan PAMPs’1
tanirlar. TLR aktivasyonu sonucu patojenlere karsi konakgi cevabi ve otoimmiin yanit
olusur. TLR sinyal mekanizmas: ile proinflamatuar sitokin ve nitrik oksit gibi
antimikrobiyal kii¢iik molekiillerin iiretimi yapilir ve makrofaj aktivasyonu ortaya cikar.
Sonunda TLR’lerin uyarilmasi, perifer dokular ile lenfoid dokular arasindaki iletisimi
saglayan dendritik hiicre aktif olur ve bu olaylar sonunda edinilmis immiin sistemin en

onemli parcasi olan T-hiicre aktivasyonu saglanmistir.
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Cizelge 2.3. TLR nin endojen ve ekzojen ligandlari ile sentezini

mediatorleri

indiikledigi inflamatuar

Baslica sentezlenen

Reseptor | Endojen ligandlar Ekzojen ligandlar inflamatuar sitokin ve
kemokinler
Triacil lipopeptitler 6 Soluble
TLR1 o IL-6, IL-10, TNF-alfa
faktorler (N.meningitidis) 7
HSP 70 . . )
Bakteriyel Lipoproteinler
HMGB1 IL-6,
Zymosan (mantar)
TLR2 HSP 60 . . o TNF-alfa, IL-1beta,
L Viral zarf glikoproteinleri
Nekrotik hiicreler L IL-10
. . Sentetik bilesikler
Apolipoprotein CIlII
Viral dsSRNA
TLR3 mMRNA o IFN-gama
Sentetik bilesikler
HSP60
HSP70 Lipopolisakkaritler
Fibronektin _p > . L
Viral zarf glikoproteinleri
TLR4 Hyaluronan T IFN-gama, IL-1beta
Sentetikbilesikler
Heparan Sulfat (Monaphosphoryl lipid)
FibrinojenBeta- PROSpROTYL TP
Defensin 2
TLR5 Bakterial flagellin IL-6, TNF-alfa, IL-10
TLR6 Diacil lipopeptitler (Mycolpasma) | IL-1beta
sSRNA (Virus)
Sentetik bilesikler
TLR7 SSRNA ) L IFN-gama
(Imidazoguinoline, RNA,
loxoribine, bropirimin)
sSRNA (Virus)
TLR1 SSRNA Sentetik bilesikler IFN-gama
(Imidazoquinoline
CpG DNA (bakteri ve virus)
TLR1 CpG DNA Sentetik bilesikler (CpG IFN-gama

Oligonukleotidler)

HSP: Heat shock protein, ssRNA: Tek zincirli RNA, dsRNA: Cift zincirli RNA, HMGBL1: High Mobility
Group Box 1 Protein, CpG DNA: Sitozin fosfat guanin DNA)

Insanda en ¢ok arastirilan ve fonksiyonu aydinlatilan TLR olan TLR-4 tiir. TLR-4iin bir

lipopolisakkaridler (LPS) reseptorii oldugu gosterilmistir (39). TLR-4 fonksiyonel olarak

hiicre yiizeyinde CD14, MD-2 ve LPS baglayici proteini igeren bir molekiil kompleksini
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olusturmakta ve bu molekiillerden herhangi birisi eksik oldugunda LPS cevabinin da eksik
oldugu gozlenmektedir (Sekil 2.11).TLR4 diger TLR’lerden farkli olarak ligandlarina
dogrudan baglanmaz. TLR4 ekstraseliiler kismin da eksprese olan MD2 adi verilen

molekiil, TLR4’{in ligandlari ile etkilesime girmesini kolaylastirir (40, 41).

CD14, LPS’i hiicre yiizeyinde bir glikozilfosfatidilinositol (GPI) protein tanimlanmistir.
Yardimc1 molekiil olan lipid baglayict protein (LBP) ve CD14, LPS’leri bakteri
membranindan ayirarak, ligandin MD2’ye transferini ve TLR4 baglanmasini saglarlar.
TLR’ler, kendi 6zel ligandlan ile etkileserek sinyal kaskadini aktive eder ve sonugta

immiin yanitinda sorumlu olan genlerin ekspresyonunu baglatilir.

|
II MD-E/__] ,I
\—{ LPS _—{ Ligand
= \\T - \E
CD14 | CD14 ‘
— e
Bs | SEeeN ISNNNT | IS
2 |=|Z| Tolip ':'/;aﬂ\l b 21| Toiip
.:E-_- =2 } /L subtinit || 3|l =
— é — / L
/ .:J MyDes |/ x\. = MyDsg |/ x\'-,
[~ |. & : £ Ei | 2 .l
A\ (2]
IRAK-2 PKR MAFKS NF'xB MAing NF-B

Sekil 2.11. TLR4 ve TLR2 da baglayic1 proteini iceren molekiil kompleksini sematik
goruntisii.

TLR2 ve TLR4’in kendi ligandlar1 (LPS veya DAMPS) ile etkilesimi "Miyeloid
diferansiye edici faktor 88" (Myeloid differentiation primary response 88/MYD88) ve
MYD88 adapter-like (Mal) molekiillerini igeren ortak bir intraseliiler hiicresel yolaklarin
aktivasyonuna neden olur. Bir sitoplazmik protein (adaptor protein), olan MYD88 tiim IL-
1R ve TLR (TLR3 hari¢) ailesi ile etkilesime gegebilir ve TLR ailesinin sinyal
mekanizmasi i¢gin MYD88’in gerekli oldugu gosterilmistir (42, 43).

Cizelge 2.4 de farkli TLR’ler de 1glem sirasinda kullanilan adaptdr proteinleri ve yerlesim
yerleri gosterilmektedir. TLR2 ve TLR1 veya TLR2 ve TLR6 heterodimer olarak
lipopeptidler algilar ve TLRS flagellin ve ¢ift zincirli RNA, TLR3 ve kiigiik molekiiller
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mesela imidazokinolin R848 TLRS baglanirlar ve bu reseptorler tarafindan algilanirlar(21,
44).

Cizelge 2.4. TLR’ler, adaptor proteinleri ve yerlesim yerleri.

Reseptor Adaptor (Ler) Yerlesim Yeri
TLR1 MYD88/MAL Hiicre Yiizeyi
TLR2 MYD88/MAL Hiicre Yiizeyi
TLR3 TRIF Hiicre Kompartimani
TLR4 MYD88/MAL/TRIF/TRAM Hiicre Yiizeyi
TLR5 MYD88 Hiicre Yiizeyi
TLR6 MYD88/MAL Hiicre Yiizeyi
TLR7 MYD88 Hiicre Kompartimani
TLR8 MYD88 Hiicre Kompartimani
TLR9 MYD88 Hiicre Kompartimani

TLR10 Bilinmiyor Hiicre Yiizeyi
TLR11 MYD88 Hiicre Yiizeyi
TLR12 Bilinmiyor ?
TLR13 Bilinmiyor ?

MYD88: Miyeloid diferansiye edici faktér 88, MAL: MyD88 adapter-lik, TRAM: TRIF-related adapter
molecule, TRIF: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-3

TLR4 homodimerinin veya TLR2/TLR1 veya TLR2/TLR6 heterodimerinin ligandlar1 ile
etkilesimi intraseliiler sinyal yolaklarinin aktivasyonunu saglar. Bu asamadan sonra
hiicresel aktivasyon iki farkli yol ile gerceklesebilir. Myeloid differensiyasyon faktor 88’e
(MYDS88) bagimli ve bagimsiz sinyal yolu olmak iizere iki yol tanimlanmistir. TIR,
MYD88 ve MAL iizerinden gergeklesen yolda IRAK ve TRAFG6 aktivasyonu sonunda NIK
ve IKK fosforilasyonuna neden olur. Burada toll benzeri/interlokin 1 reseptor (TIR),
MYD88 ve "MYD88 adapter like" (Mal) molekiillerinin etkilesimi ve lkBa kinaz (IKK)
kompleksinin aktivasyonu sonucunda proteozomda bulunan 26S, NF-xB sitoplazmada
bagli bulunan inhibit6r proteini olan lkBa pargalanir(45-47). 1kBa proteinin sitoplazmada
bulunan miktarinin azalmasi ile NF-kB sitoplazmadan niikleusa gecerek, xB bagimh
genleri aktive ederek proinflamatuar sitokinler ve inflamatuar ve immiin yanitlarin diger
mediatorlerinin salgilanmasini saglayarak edinilmis immiin sistemin uyarilmasina neden
olur (45-48).Bu sinyal yollunda dort adaptor molekdl rol gosterir: MYDS88, TIR bdlgesi
IFN-beta indiikleyen adaptor proteini (TRIF), TRIF ile iliskili adaptor proteini (TRAM) ve
TIR iliskili protein (TIRAP)(49)(22).
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Alternatif bir yol olarak (MYD88 bagimsiz sinyal yolu) TLR4 ve TLR3, LPS liganda
baglanma sonrasi TIR, TRAM (TRIF-related adapter molecule) ve TRIF (TRIF, TIR-
domain-containing adapter-inducing interferon-p) aktivasyon sonucu IRF3 (interferon
regulatory factor 3) dimerlesir. Dimer halinde olan IRF3 sitoplazmadan niikleusa geger ve
ISRE (interferon sensitive response element) ile baglanir ve benzer etkileri olan genlerin
transkripsiyonunu baglatir. MYD88 bagimsiz sinyal yolu ise TLR 3 ve TLR4 tarafindan
kullanilmaktadir. Bu sinyal yolunda TLR3 de TRIF tiizerinden TRAF ve IRF3 (IFN
diizenleyicifaktor 3) aktiveederek tip 1 interferon cevabina neden olur iken, TLR4 TRAM
tizerinden TRIF’1 uyararak bu cevaba neden olur (Sekil 2.12)(24).

NAMPs LBP
PAMPs DAMPs | LPs

TLR7 = ="\ MD-2

TLR9 Ttl;ﬁ § TLR2 TLR4 EO TLR3
TLROES | cp14 =

MyD88  MyD8 1 IRIF TRIF,
TIRAP/Mal

o

IKKe/IKKi
NEMOIIKK%!(K TBK%
o
w /

NF-xB +- NF"‘B- @ RF-3

NF-xB l NF-xB l 4_

Inflamasyon

Proinflamatuvar sitokinler
Es zamanli uyar1 molekiilleri
(edinilmis immiinitenin uyarilmast)

Sekil 2.12. Toll-benzeri reseptorler ve yolaklari. TLR: toll-like receptor; LBP: lipoprotein binding
protein; LPS: lipopolisakkarit; DAMP: danger-associated molecular patterns; TIR: toll-like/interleukin-1
receptor; MyD88: myeloid differentiation primary response gene 88; MAL: MyD88 adapter-like; IRAK:
interleukin-1 receptor associated kinase; TRAF6: TNF receptor associated factor 6; IKK: Ik-B kinase;
TRIF: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-p; TRAM: TRIF-related adapter molecule;
IRF3: interferon regulatory factor 3; PAMP: pathogen-associated molecular patter.
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2.7. MYD88 Mutasyon Tarama Yontemleri ve Materyal

2.7.1. DNADizi Analizi Yontemi

DNA dizileme teknolojileri biyoloji ve saglik alaninda, molekiiler incelemelerde, patojenik
genlerin bulunmasi, genetik kontrol mekanizmalari, metilasyon analizleri, gen yapisi
hakkinda caligmalar1 gibi ¢ok ¢esitli uygulamalarda yardimci olmaktadir. DNA dizileme

teknolojilerinin hizli, kesin, kolay uygulanabilir ve az maliyetli olmas1 gerekmektedir.

1960’11 yillarda baslayan DNA dizi analizi yillar iginde geligmistir. 1965 yilinda Robert
HOLLEY tarafindan 74 niikleotid olan bir tRNA molekiiliiniin dizi analizi yapilmistir.
1977 yilinda Allan MAXAM-Walter GILBERT DNA’nin kimyasal modifikasyonu ve
Frederick SANGER zincir sonlanma esasina dayanan DNA dizi analizi yOntemi
bulunmustur (50, 51). Bu yontem enzimatik DNA sentezine dayanir ve giiniimiiziin en
yaygin kullanilan DNA dizi analizi teknigidir.Dizi analizi yontemi yiiksek verimliligi ve
diisiik radyoaktivitesinden dolayi laboratuvar ve ticari dizileme uygulamalarinda birincil
yontem olarak kabul gormiistiir. Gegtigimiz yilarda, DNA dizileme teknolojileri
konusunda ¢ok 6nemli gelismeler elde edilmistir. Biiyiik projeler ¢ok sayida DNA dizi
analizi yapilmasii gerektirmektedir. Yapilan diger calismalarda analiz gerektiren
niikleotid sayisinin artmasi, daha fazla zaman ve yiiksek is giicii ihtiyac1 gerekmektedir.
Yeni nesil dizileme teknolojileri, otomatik DNA dizi analizleri zaman kazandirmalar1 yan
sira, diisiik maliyet, standart ¢alisma kosullart ve elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi
ve gilivenirligi saglanmistir (52-54). Otomatik DNA dizi analizi zincir sonlandirma PCR ve

elektroforez temeline dayalidir.

Bu calismada, ABI 3130 DNA dizi analizi sistemi kullanilmistir. Bu sistem Onceki
sistemlerden (ABI Prism 310) farkli olarak poliakrilamid jel matriks sistemekarsi, kapiler
yapilar1 igine doldurulan polimer jelmatriks bulundurur(50). Sanger ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen zincir sonlandirma yontemi daha kolay ve giivenilir olmasindan
dolayi en tercih edilen yontem olmustur. Otomatik DNA dizi analizi teknigi, Sanger zincir
sonlanma esasina dayanmaktadir. Bu yontem enzimatik DNA sentezine dayanir. Yntemin

temeli DNA polimerazin dNTP* lerin (deoksiriboniikleozit trifosfat) yanisira
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deoksiribozun 3 "pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP"leri de (dideoksiriboniikleozit
trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanir. Sentezlenen DNA’ya bir ddNTP’nin
katilmast 3 pozisyonunda OH grubu olmadigi ig¢in sentezi durdurulur. Dizi analizi
yapilirken dort ayri reaksiyon hazirlanir. Her bir reaksiyonda kalip DNA zinciri, bir primer
cifti, AINTP’ lerin dordii ve az miktarda ddNTP’ lerden birini igerir (Sekil 2.13).

Primerler: Dizi analiz yonteminde istenilen DNA kalibinin ¢ogaltilmasi igin gerekiyor.
Dizi analiz i¢in 6zgiil oligoniikleotitlere yani primerlere ihtiya¢ vardir. Primer giftleri
kullanilacak kalip DNA*nin genomik DNA®“dan eldesinde, ¢ogaltilmasinda kullanilir.
primerler yontemin son asamasi olan sonlanma reaksiyonunda polimeraz enzimi ig¢in
uygun 3° ucu saglar. Her iki reaksiyondaki primer ¢ifti ayni olabilecegi gibi farkll
primerler de kullanilabilir. Sekanslama reaksiyonunda tek bir primer kullanilir ve boylece

reaksiyon yonii tayin edilmis olur.

Kalip DNA: Dizi analizi zincir sonlanma yonteminde hem ¢ift, hem de tek zincirli DNA
kullanilabilir. Yontemin ilk asamasinda polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile elde edilen

ve ¢ogaltilan DNA parcasi kalip DNA olarak adlandirilir.

Enzimler: Dizi analizi zincir sonlanma yonteminde bir¢ok tip DNA polimeraz enzimi

kullanilabilmektedir. Bu enzimlerin ortak 6zellikleri 6zgiil ve hassas olmalaridir.

Ozgiil zincir sonlanmast igin her bir reaksiyonda farkli bir ddNTP bulunur. Reaksiyonlarin
her birinde ¢ok az miktarda modifiye niikleotit kullanildig1 i¢in yeni zincir sentezi rastgele

sonlanarak bir dizi DNA parcalar1 (DNA fragments) meydana gelir.
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Sekil 2.13.DNA dizi analizi Sanger zincir sonlandirmametodu sematik goriintiisii

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 kapilar elektroforez sistemi mevcuttur. Kapiler
elektroforez son on yilda genetik, mikrobiyoloji, biyokimya, klinik, protein, ilag, adli tip ve
niikleik asit vb gibi bir¢cok alanda molekiillerin ayiriminda ekonomik bir yontem olarak

genis kullanim alan1 bulmustur.

Elektroforetik tinitelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k olusturulur.
S6z konusu DNA’ nin bulundugu jelmatriks bu monokromatik 11k ile taranir. Uyarilan
boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 1s1k deneti
bir detektdr tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlart ile

degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir
(Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. OtomatikDNA dizi analiz yonteminin genel islemsirasi sematik goriintiisii

2.7.2. Es Zamanh PCR (Real Time PCR (RT-PCR))

1993 yilinda Higuchi ve arkadaglar1 tarafindan yapilan caligsmalarinda, olusan PCR
iiriinlerinin tarayan bir sistem diizenlenmis. PCR iirlinlerinde kinetigini Olgen bir es
zamanlt sistem ve her reaksiyon iirlinii tespit i¢in etlidiiylim bromiir ve ultraviyole 15181
kars1 floresans 1s1ma kullanarak ve sonuclar toplayacak bir kamera esliginde ve bilgisayar
sistemiyle incelenir. Real-time PCR yontemi ¢esitli amaglarla niikleik asitlerin niteleyici
(kalitatif) ozelligini saptanabilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Real-time PCR yontemi,
daha 6nceden gelistirilmis olan standart PCR y6nteminden ayiran 6zelligi vardir. Real-time
PCR yonteminde termal dongii cihaziyla birlestirilmis bir optik okuma sistemin
kullanilmaktadir (55).Medikal arastirmalarda ve molekiiler tan1 ¢aligmalarinda biyolojik

materyal kullanan ¢aligmalarda ¢ok sayida doku Ornegine veya hiicre miktarina ihtiyag
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duyulur. "Real-time PCR" metodu ile ¢ok az miktardaki biyolojik bir drnegin 6zelligini
hizli, giivenilir ve hassas bir sekilde ortaya koyulabilmektedir. Real-time PCR ydntemi,
niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresan sinyalinin
Ol¢iilmesiyle, niceleyici (Kantitatif) sonug¢ alinabilen bir PCR yontemidir. Sicaklik
dongiileri ve floresan okunmasi ayni cihaz iginde ve ayni tiip i¢inde gerceklesmektedir
(56). Boylece hedef bolge, elektroforeze gerek kalmadan kisa bir siire iginde
saptanabilmektedir. Ayni cihaz igerisinde hem c¢ogaltma isleminin, hem de g¢ogaltilan
trlinleri saptama isleminin yapilabilmesi, bu yontemi ¢ok pratik bir yontem haline
getirmistir. Ayrica tiipler acilmadan test tamamlandigt i¢in kontaminasyon riski de

azalmaktadir.

Hasta orneklerinden elde edilen DNA'lari, hedef gen bélgesine uygun iki ¢esit primer
kullanarak (yabani (wide)-mutant tip) kantitatif real time PCR yontemini ¢alisilmistir. Bu
yontemle nicel ve nitel 6lglim yapilmaktadir. Real time PCR' da amplifikasyon sonrasinda

elde edilen iiriin varliginin saptanmasi gesitli yontemlerle yapilabilir.

MYD88 geninin, L265P mutasyonunu saptamak igin ikinci yontem olarak kantitatif real
time PCR teknigi kullanilmigtir.

Gergek zamanli PCR sistemi, polimeriz zincir reaksiyonlarinda bulunan sonuglarina
ulagsmak i¢in fazla islem yapmadan, hem zaman kazanarak yapilmaktadir. PCR
amplifikasyonunu es zamanli olarak goriintiilemesini saglarken, tek bir reaksiyon
bilgilerini ¢ok iyi bir seviyede elde etmek {izeri gelistirilmis bir sistemdir. Real-time PCR
islemi ile ¢ogaltilmis olan hedef dizilerin goriintiilenebilmesi amaciyla kullanilan c¢esitli
problar ve boyalar mevcudur. Buradaki temel amag, ¢ogaltilmis olan PCR iirlinleriyle,
kullanilan prob/boya etkilesime girmesinin saglanmasidir. Bunun sonucunda hedef
DNA’ya floresan veren boyalarin baglanmasiyla DNA kantitasyonu 6lgmek miimkiin
olabilmektedir. Bu yontem c¢ok yiiksek duyarlilik ve hassasiyete sahiptir. PCR’da
amplifikasyon sonrasinda elde edilen {iriin varhi@nin saptanmasi cesitli sekillerde
yapilabilir. Bunlardan birincisi 6zgiill olmayan bir yontem olan c¢ift zincirli DNA
boyalarinin kullanilmasidir. Bu yontemde, ¢ift zincirli DNA’ya 6zgiil olmadan baglanan
0zel boyalar ve DNA’ya 6zgiil problar kullanilmaktadir. Bu amagla en sik kullanilan boya

molekiilleri "SYBR Green I" ve "SYBR Gold"dur. Bu boyalarin ¢ift zincirli DNA arasina
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girerek baglanmasi sonucunda 20-100 katlik bir floresan 1s1ma artisi olur ve bu 1s1ma real-

time PCR cihaz tarafindan algilanir (57).

Primerlerin baglanmasini takiben gerceklestirilen uzama asamasinda hedef DNA’nin ¢ift
sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan "SYBR Green" miktar1 artar ve buna bagh
olarak yayilan floresan miktarinda artig gozlenir. "SYBR Green", yalnizca ¢ift zincirli
DNA'’ya baglandiginda floresan veren bir boyadir. Ancak floresan artigi her zaman 6zgiil
amplifikasyonu gostermeyebilir (Sekil 2.15).Ciinkii ortamda hedef DNA bulunmadig
durumlarda "SYBR Green", primerlerin kendi aralarinda gercgeklesebilecek baglanmalar
(primer dimerleri) sonucunda bu yapilara katilarak floresan olusumuna neden
olabilmektedir. Boyle durumlarda elde edilen floresan 1simanin istenen hedef bdlgenin
amplifikasyonuyla m1 gergeklestigi, yoksa primer dimer olusumu ile ortaya ¢ikmis 6zgiil
olmayan bir iiriin mi oldugunu anlayabilmek igin erime egrisi (melting curve) analizi
yapilir (Sekil 2.16). Her cift sarmal DNA kendine 6zgii "melting temperature, Tm" (gift
sarmal DNA’nin %50’sinin tek sarmal hale geg¢mesi igin gerekli sicaklik) degerine
sahiptir(58). PCR amplifikasyonu sonrasinda sicaklik yavas yavas yiikseltilerek, belirli
araliklarla tiipteki floresan miktar1 kaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri birbirlerinden
ayrilmaya baglaymmca "SYBR Green" boyasi serbest kalir ve floresan miktar1 azalmaya
baslar. Erime egrisinden yararlanilarak Tm derecesi hesaplanir. Klinik 6rnege ait Tm
derecesi, ayn1 kosullarda isleme alinan pozitif kontroliin Tm derecesiyle karsilastirilarak
PCR sonucu elde edilen {irlinlin 6zgiil {iriin olup olmadigina karar verilir. Tm dereceleri
ayni ise, aranan hedef bdlgenin amplifikasyonu gerceklestirilmis demektir. Farkli Tm
dereceleri saptanmas1 durumunda, elde edilen amplifikasyonun 6zgiil olmayan bir iiriine ait

oldugu sonucuna varilir.

Bu sistem gen ekpresyonunun miktarini belirlemekte ve tek niikleotid polimorfizmlerinin
tayini, patojenlerin tespitinde, metilasyon tespitlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemde erime egrisi analiz programlar1 kullanarak, daha onceki sistemlerlekarsilastirarak
daha zengin ve giivenilir bilgi elde etmemizi saglamaktadir. Real time sistemlerinde hizli
1s1 dongiisii  kullanilmistir bu nedenle PCR daha kisa siirede tamamlanir. PCR

uygulanmalarinda optimum performansa ulasabilmek i¢in gelismistir.

Real time PCR da 4 farkli tarama yontemi vardir. Bu sistemler PCR {iriinii

Oligontikleotidlerin eklenmesi sirasinda floresans 1s1may1 6lgmek i¢in kullanilir.
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Amlifikasyon baslangi¢ noktasinda tiip i¢inde "SYBR Green", DNA, primerler var.

Primerler hedef gen bolgesine baglanmasiyla ve ¢ift sarmal DNA yapisina katilmakla

floresanse miktar1 artmaktadir.
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Sekil 2.15. SYBR Green teknigi. A:Baslangic asamasi: bu asamada reaksiyonda SYBR Green,
primerler ve tek zincirli DNA bulundugu icin floresan 1simnma yoktur. B:Primerin hedef
molekiile baglanmasi: Primerin baglanmasi ile SYBR Green olusan ¢ift zincirli DNA’da az
miktarda floresan sinyal yapar. C:Primer uzamasi: Amplifikasyon miktarina bagl olarak gift
zincirli DNA’ya fazla boya ilave ederek floresan sinyal artar
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Sekil2.16. Erime egrisi analizi. Tm: Erime sicaklig1
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2.7.3. Materyal Ozelikleri

MYD88 L265P mutasyonunun, plazma hiicre farklilagmasi gosteren diisiik dereceli B
hiicreli lenfomalarinda bu grup hastaliklarda tani icin ve onun ardindan uygun tedavi
yapilmasi i¢in ¢ok Onemli rolii vardir. Bu nedenle bu mutasyonu tanimi igin ey
giivenilebilir bir materyal tip1 (FFP/yayma) ve hastalardan alinan doku (lenf nodu/kemik

iligi/dalak) se¢ilmesi lazim.

Cogunlukla patoloji laboratuvarinda kullanilan standart fiksatif %10’luk formalindir.
Formalin formaldehitin sudaki %40’lik ¢ozeltisidir. Dolayis1 ile %10’luk formalin
dendiginde aslinda %4 formaldehit anlagilmalidir. Formalin her tiirlii materyalin rutin
fiksasyonu i¢in kullanilabilir. Ucuz olup, doku bozulmaksizin uzun siire saklanabilir.
Formalinde tespit edilen dokulara birgok 6zel boya ve immiinohistokimya uygulanabilir.
Genel olarak, cerrahi materyalden elde edilen doku drneklerinin en uygun tespiti icin 24
saat kadar (ya da en azindan bir gece) formalinda kalmasi 6nerilmekte ise de, kiigiik doku
ornekleri i¢in 24 saatlik bir siire pratik degildir. Bir baska doku fiksasyonu i¢in kullanilan
materyal hollande soliisyonudur. Bizim yaptigimiz calismada formalin ve hollande
kiymamalarinda fikseeden o6rnekleri kullanildi. Holanda dokulari kirilgan hale getirir ve
eritrositler lizize ugratir ve igindeki pikrik asit deneyiyle DNA degradasyonuna yol
acabildiginden, intakt DNA gerektiren caligmalarda kullanilmasiyla ¢elisebilir.

Doku c¢aligmalarinda en yaygin olarak iki tip materyal kullanilir. Yayma seklinde
preparatlar ve parafinde gomiilmiis dokular. Bu islemin amaci dokularda bulunan fazla
sumiktarin1 dengelemektir. Alkole bu suyun ¢ikarilmasina yardimei olarak yani sira erimis
parafin doku pargalarinin bosluklarina girerek, boylelikle dokular biiziilmeden sudan
kurtarilir. Bu islemler sirasinda dokular yiiksek sicakliga maruz kalarak dokulara zarar

vererek yapilan molekiiler caligmalarda DNA Kalitesinindiismesine neden olur.
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3. GEREKCE ve AMAC

Bu tez kapsaminda diisiik dereceli B hiicre lenfomalar incelenmistir. Olgun B hiicrelerden
koken alan bu grup lenfomalar arasinda lymphoplasmacytic lymphoma (LPL),
Waldenstrom makroglobulinemi (WM), splenic marginal zone lymphoma (SMZL),
marginal zone lymphoma (MZL) ve ¢ok az sayida baska diisiik dereceli B hiicre
lenfomalar (kii¢iik lenfositik lenfoma (SLL)/kronik lenfositik 16semi (CLL), multipl
myeloma (MM)) plazma hiicrelerinin eslik edebildigi ve ayirict tami gligliigii bulunduran B
hiicreli lenfomalardir. Morfolojik olarak siniflandirilmig ayirici tan1 bulunduran bu gurup
lenfoproliferatif neoplazilerde molekiiler siireclerde Toll like reseptor iliskili yolaklarda
bulunan MYD88 geni L265P mutasyonunun varligi gosterilmistir. Ancak buna ragmen
klinik ve patolojik ozellikleri ile bu gruptaki neoplazilerin profilini yansitan vakalarin
timiinde MYD88 L265P mutasyonu bulunmaz. Bu negatif sonug¢larin bir kisminin gergek
negatiflik mi yoksa incelenen materyalin uygun bulunmamasindan mi kaynaklandigi
tartisilmalidir. Patolojik degerlendirmede kullanilan materyalin niteligi ve saklanma
kosullar1 elde edilen DNA kalitesi ve PCR basarisin1 degistirebilmektedir. Testlerde
giivenilir sonu¢ elde edebilmek icin bu faktorlerin g6z Oniinde bulundurulmasi

gerekmektedir.

Bu ¢alismayi planlarken hipotezlerimiz:

1- Plazma hiicre farklilagmasi bulunduran ayiric1 tan1 gii¢liigii gosteren diisiik dereceli B
hiicreli lenfoma hastalarinin 6rneklerinde MYD88 L265P mutasyonunun tesbitinde

kullanilan yontemlerin duyarliligi ile iliskili farkliliklar bulunmaktadir.

2- Yontemlerin duyarhilik farki yaninda bu hastaliklarin  tanist i¢in elde edilen
materyallerin saklanma ve islem kosullarinin, materyal icerisinde bulunan tiimor hiicre

oranlarinin da mutasyon tesbitinde rolii bulunmaktadir.

Bu ¢alismada amaclarimiz:

1- Serimizde Plazma hiicre farklilasmasi bulunduran SMZL, LPL/WM, NMZL, KLL/SLL
gibi diisiik dereceli B hiicreli lenfomalarin ayirici tanisinda Toll like reseptor iliskili

yolaklarda bulunan MYDS88 geni L265P mutasyonunun dagiliminin gosterilmesi.
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2- MYDB88 geni L265P mutasyonunun incelenmesinde kullandigimiz dizi analizi ve RT-

PCR yontemlerinin mutasyon gosterimi agisindan farklariin gosterilmesi.

3- Yontemler disinda lenfoid hiicre orani ve test sonucglarimi etkileyen diger faktorlerin

etkilerini degerlendirmek seklinde belirlenmistir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Materyal

Geriye doniik olarak 2008-2014 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
ABD arsivinde bulunan 13 lenfoplazmasitik lenfoma (LPL), 9 marginal zon lenfoma (MZL
NOS), 17 splenic marginal zone lenfoma (SMZL) ve 23 farkli plazma hiicre farklilasmasi
ve/veya paraproteinemi bulgular1 olan diisiik dereceli B hiicreli lenfoma tanisi almis
toplam 63 hastaya ait, dalak, lenf nodulu veya ekstranodal tutulum gosteren doku
orneklerine ait parafin bloklardan elde edilen kesitler ve/veya kemik iligi aspirasyon
yaymalari ¢aligmada kullanilan materyali olusturmaktadir. Kemik iligi biyopsilerinin tesbit
ve takibine bagli PCR basarisin1 negatif yonde etkileyen faktorler nedeniyle hastalarin
biyopsi ile birlikte gonderilen aspirasyon yaymalart kullanilmistir.Hastalarin tanisal
ozelliklerinin belirlenmesinde ve kullanilan materyalin siniflandirilmasinda, neoplastik
hiicre oraninin belirlenmesinde immunhistokimyasal inceleme sonuglari ve/veya hastahane
bilgi sisteminden alinan akimsitometri, bulgular1 gibi diger laboratuar verileri
kullanilmistir. Bu sekilde patoloji arsivinde bulunan diisiik dereceli B hiicreli lenfoma
tanili hastalara ait kemik iligi yayma Orneklerinden uygun olanlar1 ve parafin doku

orneklerinden yapilan kesitler DNA elde etmek i¢in kullanilmistir.

4.2. Yontem

Calisma kapsaminda incelenen olgular histopatolojik olarak yeniden degerlendirilerek

gruplandirilmistir. Yontem siralamasi Sekil 4.1°de belirtildigi sira ile yapilmustir.
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YONTEM

Yayma preparatlardan ve parafin
bloktan DNA izolasyonu

. 4

DNA’nin spektrofotometrik
6l¢timii ve miktar tayini

D

DNA size ladder tayini

2 W

DNA dizi analizi RT-PCR

Sekil 4.1. Yapilan ¢alismada temel olarak uygulanan yontemlerin iglem sirasi

4.2.1. DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen 6rneklerin Qiagen, QiaAmp DNA FFPE Tissue Kit (katalog no:
6404) kullanilarak DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. DNA izolasyonu i¢in asagidaki

protokol izlenmistir:

1.5 mI’lik mikro santrifiij tlipline alinan 10 mg’dan az doku 6rneginin tlizerine 180

ul buffer ATL ve 20 pl proteinaz K eklenir. 15 saniye vortekslenir.
e Tiip calkalamali inkiibatore yerlestirilir ve 56°C’de gece boyu inkiibe edilir.
e 90°C’de 1 saat inkiibe edilir.
e 200 ul buffer AL eklenir ve 15 saniye vortekslenir.

e 200 pl soguk saf etanol eklenir. Dikkatlice karistirilip 15 saniye vortekslenir. 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edilir, spin yapilir.

e Lizat, membrana degmeden “QIAamp minElute Coloumn”a aktarilir. 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilir.
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e 8000 rpm (6000g)’de 1 dakika santrifiij edilir. Kolon temiz tiipe aktarilir.

e Membrana degmeden 500 pl buffer AW1 eklenir. 8000 rpm (6000g)’de 1 dakika

santrifiij edilir. Kolon temiz tiipe aktarilir.

e Membrana degmeden 500 ul buffer AW2 eklenir. 8000 rpm (6000g)’de 1 dakika
santrifiij edilir. Collection tilipiiniin i¢indeki sivi dokiiliir ve tekrar kolona

yerlestirilir.
e Membranin tamamen kurumasi i¢in 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir.
e Kolon 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiiptine aktarilir.
e Membrana degmeden tam merkezine 20-100 pl buffer ATE veya distile su eklenir.
e (Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilir ve 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

¢ Son iki basamagi tekrarlanir. Kolonlar atilip tiiplerin kapaklar1 kapatilir.

4.2.2. DNA’min Spektrofotometrik Analizi ve Miktar Tayini

Spektrofotometrik olarak DNA’nin safligmmin ve konsantrasyonu belirlenmesi igin
nanodrop kullanilarak O6l¢iim yapilmistir. Spektrofotometrik analizi ve miktar tayini
sirasinda DNA’nin saflig1r degerlendirilirken A 260/280 ve A 230/280 oranlar1 dikkate
alimmustir. Saf DNA i¢in A260/280 oran1 1.8 ve A260/230 orani 2.2 degerleri sinir kabul
edilmistir. Bu calismada da bu prensipleruygulanarak DNA saflik ve miktar analizi

yapilmis ve her vaka i¢in kaydedilmistir.

4.2.3. Kalite Kontrol (Size Ladder) PCR

Preparatlarindan elde edilen DNA Orneklerinden, izole edilen DNA’larin, formalin
fiksasyonu ve parafin takibi sirasinda gerceklesebilecek DNA pargalanmasinin diizeyinin
anlasilmast igin farkli boyutlarda "house keeping" genlerini ¢ogaltan primerler ile
multipleks PCR yontemiyontemi kullanilmistir. Bu genler insan thromboxane synthase
gene (TBXASI, exon 9; GenBank accession no. D34621), insan recombination activating
gene (RAGL, exon 2; GenBank accession no. M29474), insan promyelocytic leukemia

zinc-finger gene (PLZF, exon 1; GenBank accession no. AF060568), insan AF4 geni (exon
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3; GenBank accession no. Z83679, and exon 11; GenBank accession no. Z83687). 100,
200, 300, 400 ve 600 baz boyutlarinda olan gen bdolgelerini ¢ogaltmak i¢in tasarlanmis 5
farkli primer c¢iftleri, hot start PCR enzimi bulunmaktadir. Size Ladder PCR igin
Invivoscribe (katalog no: 01-456-7) kiti kullanilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Kalite kontrol PCR protokolii

Malzeme 1 6rnek igin miktar
Mix 22.5ul
DNA 2.5 ul
Thermostart Taq polimeraz 0.125 ul

Amplifikasyon Programi
95°C’de 7 dk

95°C’de 45 sn

60°C‘de 45 sn 35 dongii
92°C’de 90 sn

72°C’de 10 dk

12°C’de bekletilir.

4.2.4. Agaroz jel elektroforezi

Izole edilen DNAlarin biitiinliigiinii kontrol etmek amaciyla agaroz jel ektroforezinde
yiriitiiliip gortintiilenmistir. Size ladder PCR’1 yapilan DNA’larin PCR f{irlinlerinin kalite
ve boyutunu kontrol etmek amaciyla agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip

gorlintiilenmistir. Goriintiileme i¢cin Viber Lourmat sistemi kullanilmistir.

Agaroz jel elektroforezinde kullanmilan soliisyonlarin hazirlanisinda asagidaki protokol

1zlenmistir:
e Etidyum bromiir son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde sulandirilir.

e 5X TBE (Tris-HCL, Borik Asit, EDTA) hazirlanmasi i¢in 54 gr Tris Base (Tris-
HCL (katalog no:77-86-1)), 27.5 gr Borik asit (katalog no: 10043-35-3) ve 20 ml
0.5 M EDTA (katalog no: 6381-92-6) deiyonize su ile karigtirilarak ¢dziinmesi

saglanir. Hacmi 1000 ml’ye tamamlanir.
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e S5X TBE’nin iyonize su ile 1/5 oraninda sulandirilmasi ile 1X TBE hazirlanir.

e Agaroz; %2’lik jel igin 2gr/100 ml olacak sekilde hassas terazide tartilir. Uzerine
100 ml 1X TBE eklenip mikrodalgada agarozun ¢dziinmesi saglana kadarisitilir.
Sicakligr akan su altinda 40°-50°C’ye diistiikten sonra, 3-4 pul ETBR eklenir iyi

homojen olduktan sonra jel trayine dokiiliip katilasmasi i¢in 40 dk beklenir.

e  9%?2’lik agaroz jel, elektroforez tankina yerlestirilir. 10 ul DNA ve 3 ul boyayla ile
karistirilarak jelin  kuyucuklarma yiiklenir. Ornekler, 110 voltta 20 dakika

yiriitiliir. Jel, UV goriintiileme cihazi ile gortintiilenerek fotograflanir.

4.2.5. MYD88 Mutasyon Analiz Yontemleri

Otomatik DNA dizi analiziRT-PCR

Sekil 4.2. Otomatik DNA dizi analizi/RT-PCR da yapilan islem sirasi.

4.2.5.1. Otomatik DNA Dizi Analizi

MYDB88 geni ekzon 5 L265P mutasyonunu saptamak ig¢in birinci yontem olarakotomatik
dizileme teknigi kullanilmistir. DNA &rnekleri hedef gen bolgesine uygun Cizelge 4.2 de
verilen primerler ile PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilmistir. Elde edilen PCR fiiriinii, 3130
ABI kapiler elektoroforez temelli DNA dizileme sistemi kullanilarak hedef mutasyon

incelenmistir.
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4.2.5.1.1. PCR Reaksiyonu

ABI PCR kiti (katalog no: 306702) kullanilarak MYDS88 ekzon 5 L265P mutasyonuna 6zel
tasarlanmis primerler ve optimize edilmis PCR protokolii, PCR reaksiyonlar
hazirlanmistir. Master mix hazirlanir. Her 6rnegin her amplikonu i¢in bir PCR reaksiyonu
hazirlanmistir. Bu asamada Cizelge 4.2’de bulunan primerler ve Cizelge 4.3’de belirtilen
protokol takip edilmistir.

Cizelge 4.2. MYD88 ekzon 5 PCR igin kullanilan primer dizileri

5’-GGATGGCTGTTGTTAACCC-3’

5’-GAATTGAGAGGTAAGTAGAGCAC-3’

DNA o6rnekleri molekiiler biyoloji grade su ile 100 ng/ul olacak sekilde hazirlanmistir.

Liyofilize halde sentezlenen primerler, son konsantrasyonlar1 15 pmol/ul olacak sekilde
deiyonize su ile sulandirilmistir. Stok primerin 10x sulandirilmasi suretiyle 15.5 pmol/ul
konsantrasyonda primerler hazirlanip, PCR master mix 22.5 ul olacak sekilde tiiplere

dagitilmis ve her tiipe 100 ng/pl konsantrasyonda 2.5 ul’e DNA konulmustur.
BIO-RAD termal cycler’da Cizelge 4.4°de belirtilen protokollerle PCR yapilmistir.

Cizelge 4.3. MYDB88 ekson 5 PCR protokolii

ls\l/iolekiiler biyoloji grade 15.5 ul 15.5 ul

Fast start buffer 2.5 u 10X 1X

d NTP mix 2.5 ul 10 mM 0.2 mM
Forward/Reverse primer 0.5ul 10 pmol 0.4 pmol
Hot start polimeraz 0.25ul 5 U/ul 0.05U
DNA 2.5ul 25 ng/pul 50ng/ul
Mgcl2 2ul 5 U/ul

Toplam 25ul
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Cizelge 4.4. MYDS88 ekzon 5 PCR programi

4.2.5.1.2. PCR Exosap-IT Piirifikasyonu

Exosap-IT hizli ve etkili, polimeraz zincir reaksiyon (PCR) iriinleri, alt grup uygulamalar
icin  mesela dizi analizi, genotipleme (SNP analizi), klonlama gibi
islemlerdekullanilmalariigin bir saflastirma yontemdir. Exosap-IT iki hidrolitik enzim den
olusmaktadir. Exonuclease I (Tek iplik primerler ve PCR iiriinleri indirmek) ve shrimp
alkaline phosphatase (PCR miksinden kalan dNTPleri indirmek (SAP)) ve bir 6zel formiil
tampon igerir ki istenmeyen primerler ve dNTP leri PCR fdirlinii karigtmindan
uzaklastirilmasi ve sonraki uygulamalara katilmasini engellemekigin kullanilir (Sekil 4.3)
(Cizelge 4.5).

GML Exosap-IT pirifikasyon kiti (katalog no:1306102) kullanilarak Pirifikasyon

reaksiyonlart hazirlanmistir. Her 6rnek icin bir reaksiyon hazirlanmistir.

BIO-RAD termal cycler’da asagidaki protokolii kullanilarak piirifikasyon reaksiyonu
yapilmustir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5. Exosap-IT piirifikasyon protokolii

Exosap-1T mix 2ul
PCR iiriinii Sul
Toplam 7ul

Cizelge 4.6. Exosap-IT piirifikasyon programi

Inkiibasyon 12 30 dk 37°C
Isitma 10 15 dk 80°C
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Nukleositler, P
Dizi Analiz

Sekil4.3. ExoSAP-IT PCRtemizlik yonteminin sematik diyagram (http://www.iwai-
chem.co.jp/products/usb/exosap-it.html)

4.2.5.1.3. Dizi Analizi Zincir Sonlandirma PCR

Enzimatik DNA sentezine dayali dizi analizi teknigi olan otomatik dizi analizi yontemi,

olan zincir sonlanma prensibi kullanilmist

BIO-RAD termal cycler cihazinda asagidaki protokol kullamlarak zincir

PCRyapilmistir (Cizelge 4.7).

1r.
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Cizelge4.7. Dizi analizi yonteminde kullanilan zincir sonlandirma PCR protokolii

Molekiile biyoloji grade su 2ul 15.5 ul

Dye terminator mix 2ul 10X 1X
Sequence buffer 2ul 10 mM 0.2 mM
Forward/Reverse primer 2ul 10 pmol 0.4 pmol
PCR iiriinii 2ul 5 U/ul 0.05U
Toplam 10pl 25 ng/ul 50ng/pl

ABI dizi analizizincir sonlandirma PCR kiti (katalog no:88563) kullanilarak sekans
reaksiyonlart hazirlanmistir. Her 6rnek igin bir forward ve bir reverse reaksiyonu tiipii
hazirlanmistir. BIO-RAD termal cycler cihazinda asagidaki protokol izlenerek zincir

sonlandirma PCR reaksiyonu yapilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Dizi analizi iginzincir sonlandirma PCR programi

Baslangic denatiirasyonu 1 95°C 1dk
Denatiirasyon (1 96°C 10s
Annealing 24 < | 58°C 4 dk
Uzama 60°C 4 dk
Son uzama 1 72°C 10 dk

4.2.5.1.4. Dizi Analizi Zincir SonlandirmaPCR Piirifikasyonu

Sephadex G-25 ve G-50 jel proteinleri, dizi analizi zincir sonlandirmaPCR piirifikasyonu

i¢in kullanilmistir

Cizelge 4.9. Zincir sonlandirma PCR piirifikasyonu i¢in kullanilan sephadex G-50
jelkromatografi protokolii

Sephadex 2.5 ul
ddH20 2.5 ul
Toplam Sul

43



Protokola bagli, GML sephadex G-50 materyali (katalog no: 10054) kullanilarak jel
hazirlanmis (Cizelge 4.9), her 6rnek i¢in bir forward ve bir reverse kolon hazirlanmis ve jel
klonlara dagitilarak 5000 rpm de 1 dk santifuje yapilmistir. Kolonda olusan plate {izerine
zincir sonlandirma PCR amplikonunu tamami ilave ederek yeniden 5000 rpm de 1dk
santrifuje yapilmistir. Bu sayede plate deterjanlar, radyoaktif veya floresan etiketler ve
DNA saflastirma sirasinda fenol gibi biiyiikk biyomolekiillerin, uzaklastirilmasiigin

kullanilmistir. Bu asama sonunda saf dizi analizi tiriin elde etmesi amaglanmustir.

4.2.5.1.5. ABI 3130 Dizi Analiz Cihazinin CalismaProtokolii

Ornek hazirlandiktan sonra cihazda bulunan 6rnek tepsisine yerlestirilir ve cihaza baslama

komutu verilir. Baslama komutu ile cihazin gerg¢eklestirdigi islemler su sekilde siralanir:

e C(Cihaz baglama komutunu aldiktan sonra kapiler {initesinin sicakligi elektroforez

icinuygun sicaklik olan 50°C’ ye ¢ikmasi saglanir.

e Uygun sicaklik saglandiktan sonra kapilerin ¢gubugunun serbest ucu ornek yiiklii
tinitesinde bulunan distile su tiipiine girer. Cihaz polimer blok sonunda bulunan ve
anoda agilan kapagi kapatir. Polimer siringasi {izerinde bulunan piston ile
sikistirilir. Polimer, anot tarafi kapali oldugu icin hareket edebilecegi tek yon olan

kapiler i¢cineyayilmaya baslar.

e Kapiler, polimer ile doldurulduktan sonra serbest kapiler ucu 0Ornek tepsisi

iizerindehareket ederek 6rnek igerisine girer.

e Anot kapagi agilan cihaz lizerinde elektriksel alan yaratilir. Yaratilan elektriksel
alan tiip igerisinde bulunan DNA pargalar1 kapiler boru igerisine dogru harekete
gecerler. DNAparcgalarinin kapilere taginmasi igin gerekli siirenin dolmasi ile akim

kesilir ve serbestkapiler ucu distile su icerisine doner.
e Platin cubuk ile kapiler ¢evresine 6rnekten bulasan kirlilikler temizlenir.

e Kapiler serbest ucu temizleme sonrasi tekrar hareket ederek 6rnek tepsisi iizerinde
bulunan yiiriitme ¢ozeltisi icerisine girer. Burasi kapiler serbest ucu icin son

noktadir.
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e Anot kapagi acildiktan sonra cihaz iizerine tekrar akim verilir. Ornek tepsisi
iizerindebulunan yiiriitme ¢6zeltisi ile polimer blok sonunda bulunan yliriitme
cozeltisi arasindal4000 V’ ye varan bir gerilim olusur. DNA parcalar1 kapiler
serbest ucundan kapilerboyunca, polimer bloga dogru harekete gecerler. Bu
yiiriitme sirasinda lazer {nitesiigerisinden gegerler ve yaydiklar1 floresan 1sik ile
tespit edilirler. Elektroforezsonlandiginda cihaz yeni deney igin islemleri tekrar

eder.

e Elektroforez siiresince DNA’ya baglanan floresan boya 1sik ile taranan bolgeye
geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 15181
geri yansitir. Yansiyan bu 1sitk demeti bir detektor tarafindan kaydedilir.
Kaydedilenveriler bilgisayar programlar1 (sequence analysis)ile degerlendirilerek

sonuglar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir.
4.2.5.2. Allele Ozel Es Zamanh PCR (RT-PCR)

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu Gena firmasi tarafindan tiretilen ligh cycler
cihazinda yapilmigtir. Bizim yaptigimiz RT-PCR ¢alismasinda farkli heterozigot bilinen bir
MYD88 L265 mutasyonu tasiyan bir drnek DNA lar1 farkli oranlarda (%60, %30, %15,
%10, %5, %2.5, %1, %0.05) seyreltmis olarak denenmis. %1 konsantrasyonun da beklenen
sonug izlenmistir. Daha 6nceden otomatik dizi analizi olarak c¢alisan 63 hasta sonuglarini
kontrol ve karsilastirmak amaciyla RT-PCR yapilmistir. Es zamanli PCR sonuglarini

pozitif kontrolii erime sicaklarina gore karsilagtirmistir.

MYD88 geni ekzon 5, L265P mutasyonunu saptamak ic¢in ikinci yontem olarak PCR
uriinlerinde kinetigini Olgen bir es zamanli sistem ve her reaksiyon iirlinii tespit igin
etiidilylim bromiir ve ultraviyole 15181 karsi fliioresans 1sima kullanarak ve sonuglari
toplayacak bir kamera esliginde ve bilgisayar sistemiyle incelenmesini temel
alankantitatifes zamanli PCRteknigi kullanilmistir. Termal es zamanliPCR kit sistemi
(Katalog no:66508) kullanilarak MYD88 ekzon5 L265Pmutasyonuna 6zel tasarlanmis
primerler (forward primer, mutant ters primer, yabanil ters primer) ve optimize edilmis

PCR protokolii, PCR reaksiyonlari hazirlanmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. MYD88 ekzon 5L265P mutasyon bolgesine ozeles zamanli PCR
dakullanilan primer seti

5’-ACTTAGATGGGGGATGGCTG-3’

5’-CCTTGTACTTGATGGGGATGG-3’

5’-CCTTGTACTTGATGGGGATCA-3’

DNA ornekleri molekiiler biyoloji grade su ile 100 ng/pl olacak sekilde hazirlanmistir.

Liyofilize halde sentezlenen primerler, son konsantrasyonlar1 20 pmol/pl olacak sekilde
iyonize su ile sulandirilmigtir. Stok primerin 10x sulandirilmasi suretiyle2pmol/pl primer
hazirlanmis. PCR master mix 22.5 pl olacak sekilde tiiplere dagitilip ve her tiipe 2.5ul’e
diliie edilmis DNA eklenmustir.

BIO-RAD termal cycler cihazlarinda asagidaki protokole bagl olarak PCR yapilmistir
(Cizelge 4.11).

Hazirlanan mix vortexlenip spin yapilip. 96 plate’e her bir kuyuya 15 pl olacaksekilde
dagitilmistir. 5 pl DNA eklenerek son hacim 20 pl’ye tamamlanmis. Plate Gena light
cycler cihazina yiiklenerek asagidaki PCR  programi uygulanmistir (Cizelge
4.12).Sonuglar, erime egrisi (melting curve) bagli olarak analiz edilerek genotipler

belirlenmus.

Cizelge 4.11. RT-PCR protokolii

Molekiile biyoloji grade su 15.5 ul 15.5 ul

DyNAm HS SYBR green mix 2.5ul 10X 1X
Forward/Reverse primer 25 ul 10 mM 0.2 mM
PCR fiiriinii 0.5ul 10 pmol 0.4 pmol
Buffer 0.25ul 5U/ul 0.05U
Toplam 21.25ul

MYD8S geni, ekzon 5, L265P mutasyonu i¢in tasarlanmig 6zelprimerler ve PCR termal kit

kullanilarak 146 baz cifti uzunlugunda fragmentlerinamplifikasyonu ger¢eklestirilmais.
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Hibridizasyon"SYBR Green |" isaretlenen fragmanlar erime egrisi analizine tabi

tutulmusve genotipler belirlenmstir.

Cizelge 4.12.RT-PCR programi

Soguma

Parametreler Denatiirasyon Déongii(Cycling) Erime(Melting) (Cooling)
Analize modu None Kantifikasyon Melting curves None
Dongii sayisi 1 50 1 1
Segment 1 1 2 3 4 1 2 3 2 1
Sicaklik (°c) 95 95 58 58 72 95 58 40 85 40
Siire (sn) 10 10 5 10 10 20 20 20 0 30
Ramp oram
20 20 20 20 20 20 20 20 0,2 20

(°c/s)
Acquisition .

d None None | Single | None | None | None | None | None | Conti None
mode

4.2.6. Istatistiksel Degerlendirme

Calismamizda geriye doniik elde edilen verilerin grup kategorilerine gére demografik ve
diger degiskenler bakimindan karsilastirilmasi amaciyla dncelikle Kolmogorov Smirnov ve
Shapiro Wilk normallik testleri uygulanmis denek sayisi ve dagilimlar incelenerek
parametrik olmayan test yontemlerinin kullanilmasina karar verilmistir. Yas, Ct degeri,
size ladder, konsantrasyon gibi siirekli degiskenlerin bagimsiz iki grup arasinda
karsilastirilmasi icin Mann Whitney U testi, ikiden fazla sayida bagimsiz grup bakimindan
kiyaslanmas1 amaciyla ise Kruskal Wallis Varyans Analizi testleri uygulanmistir. Kruskal
Wallis test sonucu anlamli bulundugunda, farklilif1 yaratan gruplarin tespiti ig¢in posthoc
coklu karsilagtirma test sonuclar1 verilmistir. Kategorik verilerin gruplara gore
karsilastirilmasinda ki-kare testi ve/veya Fisher’in exact testi kullanilmis, s6z konusu grup
karsilagtirmalarina iligkin sonuglar, stirekli degiskenler igin, ortanca (Minimum-—
maksimum), kategorik degiskenler i¢in ise frekans dagilimlar1 ve ytizdelikler kullanilarak
Ozetlenmistir. Ayrica ¢alismada (RT-PCR ve dizi analizi) test yontemlerinin tan1 koyma
kabiliyetleri de, duyarlilik, secicilik, pozitif olabilirlik orani, negatif olabilirlik orani, yanlis
pozitif/negatif oranlar1 gibi istatistikler ve bu kestirimlere iliskin %95 giiven araliklar
verilerek yorumlanmistir. Calismada istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak 0.05

kullanilmis ve analizler SPSS 11.5 paket programu ile gergeklestirilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1.DEMOGRAFIK BULGULAR

Tez calismasina katilan olgularin yas dagilimi 21-80 arasindadir, ortalama yas 57
bulunmustur. SMZL tanili olgularin yas dagilimi 48-82 arasinda degisirken, ortalama yas
61.95 dur. LPL tanili olgularin yas dagilimi 48-82 arasinda degisirken ortalama yas 63°dir.
NMZLtanis1 alanlarda ise olgularin yas dagilimi 39-85, yas ortalama 60.80bulunmustur
(Cizelge 5.1). Istatistiksel olarak gruplar arasinda yas dagilimi bakimindan anlamli fark
olmadigigoriilmistiir (P=0.315 Kruskal- Wallis).

Cizelge5.1.Tan1 gruplarindaki hastalarin yas dagilimi. P*< 0.05 (Kruskal-Wallis)

WHO siniflamasinda
Tam N Ortalama Standart sapma Yas dagilim
SMZL 19 61.95 10.47 >50
LPL 12 63 12.417 60
MZL NOS 10 62.20 12.218 >50
NMZL 11 60.80 12.515 60
FL 3 31.67 9.713 >60
EMZL 3 33.67 12.014 61
MM 5 59.20 15.515 -
Total 63 58.89 14.506
P*=0.315

Hastalarin cinsiyet dagilimi incelendiginde; 63 hastadan %54 i (n=34) erkek, %46’s1
(n=29) isekadindir. SMZLtanil1 hastalarin %52.6 (n=10) kadin, %47.4 (n=9) erkektir. LPL
Tanili hastalarin %42 (n=4) kadin, %58 (n=8) erkektir. NMZL tanili hastalarin %60 (n=6)
kadin, %40 (n=4) erkektir. Tan1 gruplarina gore cinsiyetin dagilimimin istatistiksel olarak

anlamli fark olmadig1 goriilmistiir (P=0.985, Fisher’s Exact testi) (Cizelge 5.2).

48



Hastalarin hastalik gruplarinda cinsiyet dagilimlara bakildigindan SMZL, LPL, WHO
simiflamasinda tanimlanan smirlar igerisinde bulundugu, az sayidaki FL, EMZL

hastalarinin daha gengyasta oldugu gézlenmektedir.

Cizelge5.2. Hastalik gruplarinda cinsiyet goredagilimi. P*< 0,05 (Fisher’s Exact testi)

Tam Kadin % (N) Erkek% (N)
SMZL (n=19) 52.6 (10) 47.4 (9)
LPL (n=12) 42 (4) 58 (8)
MZL NOS (n=10) 40 (4) 60 (6)
NMZL (n=11) 54.5(7) 455 (4)
FL (n=3) 33.3(1) 66.7 (2)
EMZL (n=3) 33.3(1) 66.7 (2)
MM (n=5) 40 (2) 60 (3)
P*=0.985

5.2. MOLEKULER BULGULAR
5.3.1. DNA Izolasyonu ve Spektrofotometri Analiz

Calistigimiz 6rneklerden izole edilen DNA’larin yogunlugu (konsantrasyon) ve kaliteleri
spektrofotometrik nanodrop cihazi ile analiz sonuglar1 tim DNAkonsantrasyonve kalite
degerlerinin mutasyon analiz ¢alismalarina uygun (5-20 ng/ul) bulundugu gézlenmistir.
Olgiim sonuglart DNA nimn genis bir aralifa sahipken (9-2130 ng/ul) en diisiik olan
konsantrasyon miktar1 bile ¢calismamiza dahil olabilecek sinirlar igerisinde bulunmustur.
Ornekler de DNA konsantrasyon farkliligi, yayma veya parafin blok preparatlarinda

bulunan hiicre sayisinin degisken olmasindan kaynaklanabilmektedir (Cizelge 5.3).

Size ladder PCR iriinlerini agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek size ladder PCR
sonuclarint 100600 bg¢ aralifinda bulunmustur. Elde edilen bu soncularlabagli olarak,
hedef gen igin, DNA uygunlugu PCR ve dizi analizi basarisi i¢in tahminedilmistir (Cizelge
5.3) (Sekil 5.1).
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Cizelge 5.3. Izole edilen DNA’lara ait spektrofotometre (konsantrasyon)ve size ladder
PCR sonuglar sonuglar

Ortalama | Standartsapma | Ortanca | Max | Min

SL (baz) 282.5 143.16 300 600 | 100
Konsantrasyon (ng/ul) | 3619 285.5 312 1350 | 9
RT- PCR Ct 27.37 4.78 26.88 | 38.74 | 20.92

Belirteg 18 20 21 23 25 26

!
Sekil 5.1.DNA Kalite 6l¢iimii amagli yapilan “size ladder” temsili agaroz jel gorilintiisii

5.3.2. Mutasyon Analizi Sonuclari

PCR agamasinda kullanilan gen bolgesine 6zel primerler ile o gen bolgesinin ¢ogalma
islemi yapildi. Bu islem sonunda her DNA 6rneginin hedef gene 6zel amplifikasyon {iriini
elde edilmesini saglanmistir. Dort 6rnekte jel tizerinde ¢ok zayif bantgériilmiis, bunlar igin
cift (double) PCR vyaparak ikinci bir amplifikasyon yapilmigtir. Bu vakalardaDNA
fragmantasyonu agisindan yapilan size ladder PCR ile 200, 200, 100, 300 bazlik
fragmantasyon bulundurdugu izlenmistir. Ilk 3 vakada FFP ve son vakada yayma
preparatlar1 kullanilmistir. Iki &rnekde elde edilen DNA’larmn kaliteleri de iyi olmasina
ragmen PCR asamasinda basarisiz sonu¢ almmustir ve dizi analizi asamasina dahil
edilememiglerdir. Bu vakalardan, birincisinde FFP preparati kullanilmis ve elde edilen
DNA size ladder 100 baz ve konsantrasyon 123 (ng/ul) bulunmustur. Ikinci vakada yayma
preparatt kullanilmis ve elde edilen DNA size ladder 100baz ve konsantrasyon 470 (ng/ul)
bulunmustur (11. numarali hasta double PCR yapilan vakalardan, 12. numarali hasta PCR

caligmiyan vakalardan 6rnek)(Sekil 5.2).

Sekil 5.2. Amplikon MYD88 PCR sonuglar1 temsili agaroz jel goriintiisii
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Bu ¢alismada, yapilan dizi analizi ve RT-PCR sonuclarini inceleme yapildiginda dizi
analizi sonucu ile %7.35 ve RT-PCR yontemiyle %26.47 oranda MYD88 L265P
mutasyonuna rastlanmig, 63 hastanin 18 inde RT-PCR yontemi ile 5 hastada ise her iKi
yontemle mutasyon saptanmistir. Hastalarin 13’tindesekans negatif sadece RT PCR ile
pozitif sonu¢lanmistir. Verilerin daha ayrintili degerlendirilmesi ayri1 bagliklar halinde

verilmisgtir.

5.3.2.1. Dizi Analizi Sonuclari

Calismamizdaki 63 vaka Orneginin MYDS88 genin ekson 5 bdlgesi i¢in dizi analizi
yapilmigtir. Toplam 23115 bazokunmustur. Tim olgularin %7.9 unde (n=5) MYD88
L265P mutasyonu bulundugu ve %92.1 olgunun (n=58) yabanil tip oldugu saptanmistir
(Sekil 5.4).NMZL hastalarindabulunan MYD88 L265P mutasyonu %9 (n=1) oranda
mevcuttur. LPL hastada MYD88 L265P mutasyonu% 25 (n=3) oranda mevcuttur. MZL
NOS hastada MYD88 L265P mutasyonu %10 (n=1) oranda mevcuttur. Diger diisiik
dereceli B hiicre lenfoma hastalarinda MYD88 L265P mutasyonu bulunmamigtir.
Amplifikasyon asamasinda iki ornekde basarisiz sonu¢ alimmistir. Bu olgular igin

mutasyon incelemesi ¢aligma dis1 birakilmistir (Cizelge 5.4) (Sekil 5.3).

Pozitif vakalarda 300 bazin sadece bir vaka altinda ve bu vakada dabulunan DNA
konsantrasyonu ve lenfosit ve plazma hiicre miktariDNA kalitesi yaninda PCR basarisini

negatif yonde etkileyenfaktorler bulunmasina ragmen sonug pozitif bulunmustur.

Cizelge5.4. Dizi yontemiyletant gruplarina gore MYDS88 L265P mutasyonu dagilimi.
(*p< 0.05 Fisher’s Exact testi)

Tani MJB?{E‘;Z:USP SL (baz) Kons (ng/pl) Materyal Lenfosit +plz
n (%) Ortalama Ortalama Ortalama
NMZL (n=11) 1(9) 300 162 FFP 60
MZL NOS (n=10) 1 (10) 600 833 YKI 40
LPL/WM (n=12) 3 (25) 400 312 YKI 49
SMZL (n=19) 0(0) 230 483 YKI / FFP 40
FL (n=3) 0 (0) 133 334 FFP Bilgi yok
EMZL (n=3) 0 (0) 166 511 FFP Bilgi yok
MM (n=5) 0(0) 360 295 YKI / FFP Bilgi yok
P*=0.279

FFP LN: Formalin fikse parafin doku Lenf nodiilii. YKI: yayma kemil iligi
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Sekil 5.3. Dizi analizi yontemiyle tam1 gruplarina gére MYD88 L265P mutasyonu
dagilimi (%)

MYDES L265R -
heterozygot B MYD83 yabanil

mutasyon v L265R negatif

Sekil 5.4. Dizi analizi yonteminde pozitif ve negatif sonuglarin goriintiisi

5.3.2.2. Allele Ozel Es ZamanliPCR Sonuclar

Duyarlik agisindan %1 bulunan kullandigimiz RT-PCR ile 6rneklerde Ct degerleri
incelemesiyle ve "melting curve" sonuglarina gore ¢alismamizdaki 63 vaka Orneginde
MYD88 genin ekson 5 bolgesi i¢in tiim olgularin %27 sinde (n=17) MYD88 L265P
mutasyonu bulundugu ve %73 olgunun (n=46) yabanil tip oldugu saptanmistir (sekil 5.5).
MYD88 L265P bolgesinde mutasyon varligt ve oram1 istatistiksel olarak
degerlendirilebilecek nitelikte oldugundan bu sonuglarin dagilimi arastirilmistir. SMZL
hastalarinda bulunan MYD88 L265P mutasyonu %10.5 (n=2) oranda mevcuttur. MZL
NOS hasta grubunda MYD88 L265P mutasyonu %20 (n=2) oranda mevcuttur. WM/LPL
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hastada MYD88 L265P mutasyonu %90 (n=9) oranda mevcuttur. NMZL hastalarinda
bulunan MYD88 L265P mutasyonu %20 (n=2) oranda mevcuttur. (Cizelge 5.6).

A konvansiyonel PCR RealtTime PCR amplifikasyon egrisi
10 Kany ——
Cycle 510 1520 25 30 45 o2 Plateau phase -
Agarose Gel = /
Ethidium-Gel e /
detection i i
061 E"Mh Log-linear phase |

Sekil 5.5. Es zamanli PCR sonug temsili goriintiisii. (A) Konvansiyonel PCR ve es zamanl PCR
amplifikasyon egrisi. (B) Bu ¢aligmada izlenen amplifikasyon egrileri. (C) Bu calismada
MYDB88 L265P mutasyonu izlenmeyen orneklerde erime egrileri.(D) Bu ¢alismada MYD88
L265P mutasyonu izlenen drneklerde erime egrileri.
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Cizelge 5.6. RT-PCR yontemine bagliMYD88 L265Pmutasyon dagilimi. (p< 0,05
Fisher’s Exact testi)

3(27) 300 113 FFP 70 27.2
2 (20) 500 473 YKI 29 23
11 (91.7) 400 237 YKI 417 25.7
2 (10.5) 100 838 FFP 65 295
0 (0) 133 334 FFP Bilgi yok >50
0 (0) 166- 511 FFP Bilgi yok >50
0 (0) 360 295 YKI/FFF Bilgi yok >50

P*=0.00
FFP LN: Formalin fikse parafin doku lenf nodiilii. YKIi: yayma kemil iligi

Hastalik gruplarina gére en fazla oranda LPL grubunda mutasyon bulunmustur.

Yaptigimiz ¢aligmada her iki yontemleMYD88 L265P mutasyonu izlenen orneklerde

bulunanmateryal degeri elde edilmistir (Cizelge 5.7).

Cizelge 5.7. Her iki yontemle MYDS88 L265P mutasyonu izlenen 0Orneklerin

karsilastirilmast
Hasta Lenfosit
No SS RT-PCR Ct SL(baz) Kons(ng/pl) Materyal +Plazma Tam
hiicresi (%)
21 1 1 29,03 600 27 YKI 50 LPL
; MZL
24 1 1 20,92 600 833 YKI 40 NOS
39 1 1 22,05 400 558 YKI 57 LPL
41 1 1 34,93 100 35 YKI 39 LPL
52 1 1 26,84 300 162 FFP/LN 60 NMZL
2 0 1 29,03 100 1350 FFP/LN 90 SPMZL
11 0 1 30,22 100 372 FFP/DA 40 SPMZL
19 0 1 26,93 300 535 YKI 20 LPL
20 0 1 25,26 400 62.5 YKI 43 LPL
22 0 1 22,99 400 628 YKI 30 LPL
; MZL
25 0 1 25,25 400 113 YKI 18 NOS
30 0 1 26,38 200 57.5 YKI 38 LPL
33 0 1 24,82 400 215 YKI 9 LPL
34 0 1 217,57 300 65 FFP/LN 80 NMZL
43 0 1 27,42 400 9 FFP/LN 90 LPL
49 0 1 33,35 300 248 FFP/LN 50 LPL
57 0 1 38,74 600 363 FFP/LN 80 LPL

FFP LN: Formalin fikse parafin doku lenf nodiilii. YKI: yayma kemik iligi,
(0): MYDB88 L265P negatif, (1): MYD88 L265P pozitif
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5.3.2.3. Materyal ozelligine bagh dagilim bulgular

Diisiik dereceli B hiicreli lenfomalarinda bu grup hastaliklarda tani i¢in ve hedeflenmis
tedavi i¢in kullanilan MYD88 L265P mutasyonunun incelenmesi i¢in kullanilan yontemin
mutasyon saptamadaki performansininmateryal tipi ve ozellikleri (FFP/yayma) ve buna
bagli DNA kalitesi acisindandegerlendirilmesinde vaka sayisi az olmasina ragmen Direkt
sekanslama yonteminde DNA nin daha az pargalandig1 vakalarda pozitif sonu¢ verdigi
goriilmistiir. RT-PCRyoOnteminde ¢ogaltilan gen bdlgesinin daha kiiglik olmasi ve yontem
duyarliligi nedenleriyle FFP 6rneklerinde de mutasyon saptama ag¢isindan daha verimli

sonug alindig1 gortilmistiir (Sekil 5.9) (Cizelge 5.8).

Cizelge 5.8. Yapilan calismada materyalin 6zelligine gére ve materyal cesitliligine gore
MYD88 L265P mutasyonu dagilim

Materyal MYD88 L265P mutasyon MYD88 L265P mutasyon
Dizi analizi n (%) RT-PCR n (%)
Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Yayma (23) 4 (17) 19 (83) 10 (43.5) 13 (56.5)
FFP (44) 1(2.2) 43 (97.8) 7 (16) 37 (84)
120%
100%
80% B Yayma +
60% B Yayma -
40%
20% FFP +
0% - . W FFP -

MYD88 L265P Mutasyon Dizi MYD88 L265P Mutasyon qRT-
Analizi PCR

Sekil 5.9. Yapilan ¢alismada yonteme gore ve materyal ¢esitliligine gore MYD88 L265P
mutasyonu dagilim

Yapilan calismada materyal kalitesini (SL) sonuglart tetikleyen bir parametre olarak

belirlenmektedir (Sekil 5.10).
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Sekil 5.10. Yapilan ¢alismada materyal kalitesinegore MYD88 L265P mutasyonu dagilimi

Yaptigimiz ¢alismada Her iki yontemle ve sadece RT-PCR ile MYD88 L265P mutasyonu

izlenen orneklerde bulunan Ct degeri (Sekil 5.7).
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@ Her iki yontemle de
MYD88 mutasyonu olan
vakalarda RT- PCR Ct
degerleri

M RT PCR yontemiyle
MYD88 mutasyonu olan
vakalarda CT degerleri

Sekil 5.7. Her iki yontemle ve sadece RT-PCR ile elde edilen mutasyonlu hastalarin Ct

degeri grafigi

RT-PCR ve dizi analizi yontemiyle MYD88 L265P mutasyonu kullanilan hasta gruplari

arasi farklilik gostermektedir (Sekil 5.8).

80%
60%
40%
20%
0%

MZL svzL

LPL/WM

Diger
Disuk
Dereceli B
Cell

Dizi analizi
. W RT-PCR
RT-PCR
Dizi analizi

Sekil 5.8. Hasta gruplarinda RT-PCR ve dizi analizi yontemiyle MYD88 L265P

mutasyonu dagilimi
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Her iki yontemle elde edilen sonuglar degerlendirildiginden RT-PCR dizi analizinden
yiiksek duyarlilikta oldugundan referans kabul edilmistir. Dizi analizi yontemiyle negatif
RT-PCR ile pozitif bulunan vakalarin materyal ve DNA 0Ozellikleri degerlendirildiginde
dizi analizi pozitif olgularin biiyiik gogunlugunu (%80) yayma preparatlar olusturmaktadir.
Size ladder ile daha az fragmante vakalarda dizi analizi bagaris1 oldugu goriilmiis ancak SL
100 olan bir yayma prepartta da dizi analizi basarili bulunmustur. Biitiin 6rnekler arasinda
SL 100 bulunan 3 vakadan biri yayma, 2 si FFP’dir. Bunlar arasinda FFP orneklerde dizi
analizi  sonucunegatif RT-PCR pozitif bulunmustur. Ayn1 vakalarda DNA
konsantrasyonlar1 ¢ok degisken ve Orneklerdeki lenfosit, plazma hiicresi oranlart %39
tizerindedir. Dizi analizi negatif 12 6rnegin DNA konsantrasyonlar1 1350-9 (ng/ul)arasinda
ve SL degerleri 100-600 baz arasinda degismektedir. Bunlarin dizi analizi pozitif olanlarla
istatistiksel olarak Fisher’s Exact testiyontemi ile karsilastirilmasinda p=0.222 anlaml

bulunmamustir.

Kullandigimiz 147 bazlik bir bolge ¢ogaltilan ve mutasyonun %1 duyarlilikla saptandigi
RT-PCR ile istatistik incelemeler sonucu Ct degeri ile materyallerin yayma/FFP olmasi

arasinda anlamli iligki saptanmistir (p=0.008 Fisher’s Exact testi)

MYDS88 L265 mutasyonu pozitif bulunan vakalarda elde edilen Ct degerleri 20.92 -34
arasinda bulunmustur. Ct degerleri etkileyen lenfosit ve plazma hiicre oranlar
incelendiginde. 3 vakada Ct degerleri 27-38 olmasina ragmen lenfosit ve plazma hiicre
oranlar1 ile 80-90 olarak bulunmustur. Ct ve lenfosit ve plazma hiicre oranlar1 arasinda
yapilan istatistiksel incelemelerde anlamli iliski bulunmamistir (p=0.190Mann Whitney U
testi)

MYDS88 L265P mutasyonu pozitif bulunan vakalarda DNA kalitesini gosteren SL degerleri
100-600 baz arasinda degisken bulunmus ve Ct degerleri (20-38) ile karsilsatirildiginda
istatistiksel olarak Ct degerleri ile SL boyutlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli ters
iliski saptanmistir (P=0.033 Kruskal-Wallis testi)

Kullandigimiz materyallerden elde edilen DNA konsantrasyonlart 9-1350 (ng/ul) arasinda
degismektedir. Ct degerleri ile Ct DNA konsantrasyonu arasinda karsilagtirma yapildiginda
istatistiksel anlamli iligki bulunmamistir (p=0.586 Kruskal-Wallis testi).
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MYD88 L265P mutasyon tesbitini etkileyecegini diistindiiglimiiz faktorlerden materyal tipi
(Yayma ve FFP) Ct degerleri ile karsilastirdiginda, yayma preparatlarda Ct degerlerinin
20-34 arasinda bulunurken FFP orneklerde 26-38 arasinda oldugu anlasilmistir. Yapilan
istatistiksel incelemelerde yaymalarda Ct degerlerinin FFP orneklerden anlamli sekilde

diisiik bulundugu saptanmistir (P=0.008 Fisher’s Exact testi)
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6. TARTISMA ve SONUC

Diisiik dereceli B hiicreli lenfomalar arasinda bulunan, Lenfoplazmasitik Lenfoma (LPL)-
Waldernstrom makroglobulinemisi (WM),KLL/SLL, marginal zon lenfoma, follikiiler
lenfoma gibi birbirleri ile ayirici tan1 giigliigii bulundurabilenlenfoproliferatifneoplazilerde
tanisal veya tedavide yonlendirici molekiiler belirteglerin giivenilir bir sekilde tesbitine
biiyliik ihtiya¢ duyulmaktadir. Burada kullanilacak giivenilir materyal ozellikleri ne
olmalidir? Yanlis negatif sonuglart etkileyebilen faktorlerin giindelik uygulamada
karsilastigimiz ~ Orneklerdeki  durumunun kendi kiiglik serimizde arastirilmasi

amagclanmustir.

Bu caligmada histopatolojik olarak secilen MZL, SPMZL, LPL/WM ve farkli diisiik
dereceli B hiicre lenfomalar1 ve histopatolojik olaraktan1 bulunmayan oOrneklerden,
mutasyon tanimi i¢in kullanilan molekiiler yontemlerinden, dizi analizive RT-PCR
kullanilarak MYD88 L265P mutasyonunu bu grup hastaliklarda arastirilmasi ve bu
yontemlerin hassasiyeti bu hasta gruplarinda tani olarak O6nem tasiryanMY D88

L265Pmutasyonu incelenmistir.

Patoloji ¢alismalarinda uygulanan doku hazirlama 6n basamaklarindan dokuyu hiicresel
enzimlerin neden oldugu otoliz ve bakteri ya da mantarlarca olusturan infeksiy6z ajanlari
inaktive eden ya da oOldiiren, dokuyu sonrakiislemler i¢in sertlestiren ve doku
komponentlerini stabilize eden tesbit islemi ve dokunun suyunu alip yerine parafin koyarak
ince kesite hazirlayan doku takibi ile kesitlerin boyama iglemleri sonucunda kullanilan
kimyasallar (alkol serileri, ksilol serileri, parafin seriler) ve farkli sicakliklar DNA
kirilmasina neden olabilir. Biitiin bu islemler sirasinda molekiiler calismalarda kullanilacak
dokularin kalitesi ¢cok deg§ismeden korunmasi ve ona bagh olarak hiicrelerin korunmasi ¢gok

Onemlidir.

Mutasyon tesbitinde patolojide kullanilabilecek doku 6rneklerinin biiyiik ¢cogunlugu FFP
orneklerdir. Bunlarda formaldehitin DNA iizerine hasarlayict etkileri nedeniyle PCR
basaris1  diigmektedir. PCR  basarisizliginin = sebebinin  belirlenmesinde  DNA

fragmantasyonu ile ilgili bilgi veren SL PCR 6nerilmektedir (59).
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Hematopatolojide kullanilan diger o6nemli bir materyal ise 0Ozellikle kemik iligi
incelemeleri icin aspirasyon yaymalaridir. Bunlarda FFP etkisi bulunmadigindan DNA

parcalanmasi daha az olmakta ancak arsiv siiresi uzun ise DNA etkilenmektedir.

Bu calismada kullanilan iki mutasyon analiz yontemlerinin farkli tarama hassasiyetine
sahipler. Literatiir incelemelerinden bilindigi gibi RT-PCR yontemi sanger dizi analizine
kars1 daha yiiksek duyarliga sahip bir yontemdir. Yaptigimiz ¢aligma da sonug olarak size
ladder parametresini g6z Oniine alarak incelendiginde dizi analizi ile mutasyon pozitif
orneklerde size ladder daha yiiksek bulunmustur (ortalama olarak 420 baz) bu sonuca ek
olarak RT-PCR kullanarak izlenen pozitif orneklerde daha diisiik size ladder degerleri
bulunmaktadir (ortalama olarak 350 baz). Her iki yontemle pozitif bulunan hastalarda
sadece RT PCR sonuglar1 arasinda DNA size ladder acisindan anlamlilik sinirinda bar fark
izlenmistir (P=0.062). Bu sinirda anlamliligin istatistik olarak denek sayisinin gruplar
arasinda az olmasindan ileri gelebilecegi yorumlanmistir. Size ladder degerlerini goz
Oniine alarak incelendigindeRT-PCR molekiiler yontemi daha yiiksek hassasiyete sahip
oldugundan dolay1 kisa ve kirilmis diisiik kaliteli DNA orneklerinde MYD88 L265P
mutasyonuna rastlanmigtir. Sadece bir hasta (41. hasta) diisiik (100 baz) size ladder sahip
olmasina ragmen sanger dizi analizi yontemiyle MYD88 L265P mutasyon rastlanmistir.
Bu sonuglara bagli olarak, diigiik kaliteli DNA o6rneklerde MYD88 L265P mutasyonu
taramak i¢in hassasiyeti yiiksek olan RT-PCR tercih edilmelidir.

Yayma preparatlarda kullanilan yontemin duyarlilig1 ve tlimor hiicrelerinin oraninin énemi
bulunmaktadir. Bu bilgiler teorik olarak %20 duyarlikta dizi analizi yontemi ile pozitif
sonu¢ alinmasi i¢in en az %20 oraninda mutant timor hiicresi varligi beklenmesi seklinde
bir nitelik ortaya koymaktadir. Bu nedenle de incelenen tiimor 6rneklerinde dizi analizi
kullaniliyorsa ~ timor  hiicre  zenginlestirilmesi  igin  mikroskopik  diseksiyon
uygulanmaktadir. Kullanilan her yontem kendine 6zel farkli avantajlar1 ve dezavantajlar
bulundurmaktadir. Bu ¢alismanin en 6nemli hedeflerinden biri MYD88 L265P mutasyon
taramasinda kullanilan farkli molekiiler yontemler ve kullanilan materyallerin 6zeliklerini
incelenmesi ve bu grup hastalarda en gilivenilir ve laboratuvar kosullarinda kullanim1 kolay

olan ve maliyet olarak diisiik olan se¢ceneklerin se¢ilmesidir.

Literattiri molekiiler ¢alismalar1 incelendiginde, materyal olarak yayma preparatlar daha

fazla tercih edilmektedir (14, 60-64). Calismamiz kapsaminda yapilan molekiiler
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caligmalar i¢in farkli oranda FFP (%66) ve yayma preparatlart (%34) kullanilmistir.
Mutasyon analizleri sonucunda MYD88 L265P mutasyonu daha yiiksek miktarda yayma
preparatlarinda oran olarak az olmalarina ragmen elde edilmistir. Elde edilen DNA’larin
konsantrasyon parametresi dokuda yiiksek oranda hiicre bulunduunu ifade eden bir
parametredir. Ancak PCR reaksiyonu i¢in kullanilacak optimum DNA ya gore
hesaplanarak bu elde edilen DNA oOrnekleri sulandirilmaktadir. Materyalde timor hiicre
orani diisiik oldugunda PCR reaksiyonuna konacak template DNA i¢inde tiimori temsil
edenlerin orani azalmaktadir. Sonuglarimiz konsantrasyon acisindan tani gruplari arasinda
anlamli bir fark bulunmadigini ortaya koymustur (P=0.833). Bu parametre dizi analizi ve
RT-PCR yontemiyle elde edilen mutasyonlu Orneklerin arasinda anlamli fark
bulunmadigini gostermektedir (sirasiyla 323 -334 ng/ul)(p=0.473). Mutasyon dagilimina
bakildiginda 21. ve 41. hastada bu miktardan ¢ok diisiik olmasina ragmen (27-35 ng/ul) her
iki yontemle ve 43. hastada 9 ng/ul olmasina ragmen RT-PCR ydntemiyle mutasyon

pozitif bulunmustur.

21. 43. hastada konsantrasyonunun diisiik olmasina ragmen size ladder (600-400) ve
kullanilan materyalde lenfosit orami (%50-%90) yiiksek bulunmustur. Sonugta DNA

kalitesi ile tiimor yiikiiniin birlikte 6nemi test basarisini arttirmaktadir.

Mutasyon dagilimi yayma preparatlarinda daha yiiksek bulunmustur. Bu nedenle eger iyi
bir sekilde dokuyu temsil ediyorsa, yapilan molekiiler caligmalarda yayma preparatlar daha

giivenilir ve 1y1 sonuglar elde etmesinden dolay1 tercih edilir.

Kullanilan yontemlerin hassasiyetinin yaninda ek olarak patoloji c¢aligmalarinda 6nemi
olan diger bir faktor incelenen materyal veya doku orneklerinde bulunan tiimiir hiicre
sayis/tumor burden/tiimér yiikiidiir. Bu c¢aligmada kullanilan lenfomalar B hiicreli ve
plazma hiicreli neoplaziler burada tiimor yiikii ve materyaldeki B lenfoid hiicre ve plazma
hiicre oranlar1 olarak verilebilir. Ancak ¢alismamiz sonucunda tiimér yiikii ile RT-PCRCt
degerleri ile tiimor hiicre yiikii arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir. Bu sonucun
sebepleri arasinda tanimlanan lenfomalarda neoplastik hiicreler yaninda zeminde non

neoplastik lenfositlerin de bulunmasi sayilabilir.
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Serimizde dizi analizi sonucu %7.9 ve RT-PCR sonu¢ %26.9 oranda MYDS88 L265P
mutasyonu saptanmistir. Mutasyon saptanan toplam 17 hasta 6rneginin ve sadece 5 inde

her iki yontemle de mutasyona rastlanmustir.

RT-PCR yonteminde en Onemli incelenen faktérlerden biri olan Ct (cycle threshold)
degeridir. Ct degeri, hedef hiicre sayis1 arasinda bir ters orant1 vardir. Mutasyon olmayan
hiicrelerde Ctdegeri>50 bulunmaktadir. Calismaya dahil tiim hastalarda her iki yontemle
mutasyon pozitif bulunan 6rneklerde Ct degeri ortalama olarak 26.73 ve sadece RT-PCR
yontemiyle mutasyon pozitif bulunan Orneklerde ortalama olarak 28 bulunmustur. Bu
oranlar, RT-PCR yonteminin yiiksek hassasiyete sahip oldugunu ve diisiik tiimiir burden

orneklerde bu yontemle giivenilir sonuglar elde etmek miimkiin 61diigiinii gdstermektedir.

Dizi analizi ve RT-PCR yontemini karsilastirdiginda hassasiyeti daha diisikk ve her iki
yontemle MYDS88 L265P mutasyonu pozitif olan 6rneklerde Ctdegeri (20-25) diisiik
olmasi1 tahmin ediliyorsadece 41 numarali hastada bu kuraldan farkli sonu¢ goriilmiistiir ve

Ct degerleri yiiksek olarak bulunmustur.

Yapilan c¢alismada Ct degerleri kullanilan doku tipiyle karsilastirarak, yliksek
Ctdegerigenelde FFP preparatlarinda rastlanmistir. Bu sonuca bagli olarak kullanilan FFP
preparatlarinda daha az oranda hedefe 6zel DNA bulunmasi ve daha yiiksek hassasiyetli

mutasyon tarama metotlaincelenmesi gerekmektedir.

Molekiiler ¢alismalarda en 6nemli faktorlerden olan DNAKkalitesi, konsantrasyonu ve

timiirburden miktarlarina géz 6niine alarak ey uygun yontem secilmesi gerekmektedir.

MYDS88 L265P Mutasyon Degerlendirilmesi

Morfolojik ve immiinofenotipik olarak kemik 1lig1 incelemelerinde ve IgM paraproteini
LPL grubuna 6zel olmasindan dolayr, WM/LPL ve diger plazmasitik olgunlasma gdsteren
indolent lenfomalar arasinda ayirici tani giigliigi bulunmaktadir. MYD88 geninde bir
onkogen fonksiyonu kazanan L265P, yiiksek oranda WM/LPL olgularda rastlanmasina
ragmen diger B hiicreli kronik lenfoproliferatif olgularda rastlanma orami daha diisiik

bulunmustur.
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MYDB88 L265P mutasyonu ilk kez DLBCL saptanmustir (21). Sonra yapilan ¢alismalarda
LPL/WM hastalarda bu mutasyon %95 oraninda rastlanmistir ve bu mutasyonu bir tani
marker olarakda kullanilmaktadir (16). Cok az oranda baska diisiik dereceli B hiicre
lenfomalarda (SMZL/MZL/FL ve CLL ve histopatolojik olarak tani1 koyulmayan ve WM
hastalar1 gibi yiiksek seviyede IgM iireten lenfomalarda (MGUYS)) rastlanir (63).

Calismamizda inceledigimiz materyale uygun farkli 6 g¢alismaverileri bizim verilerimizle
karsilastirilmistir. Bu ¢alismalarda farkli mutasyon tarama yontemleri kullanilmastir.
Seriler arasinda mutasyon goriilme oranlar1 yoniinden literatiirdeki ¢alismalara benzer
sonuglar izlenmistir. Bu farkli sonuglarin nedenleri yapilan molekiiler ¢alismalarinbenzer
olmasina ragmen farkli kosullarda hazirlanan 6rneklerin kullanilmasi ve kosullarin DNA

tizerinde gosterdigi etki ile kullanilan cihazlarin farkli hassasiyete olmasidir (Cizelge 6.1).

Cizelge 6.1. Farkl literatiirlerde ve bizim calismada yapilan WM hastalarinda MYD88
L265P mutasyonu dagilimi

Treonet al. (16) BM CD19+ WGS* 49/54 (91%) | = --------
Dizi analizi
Gachardetal. (65) BM Dizi analizi 21/31 (67%) | --------
Xu et al (61) BMCD19+ | RT-PCR | 13/104 (12.5%) | 97/104 (93%)
Dizi analizi
Varettoni et (62) BM RT-PCR 9/58 (15.5%) | 58/58 (100%)
al. Dizi analizi
Jimenezet al. (60) BM RT-PCR 18/117 100/117
Dizi analizi (15.38%) (86%)
Ansell et al. (66) BM WGS* 7/39 (12.82%) | 38/39 (97%)
Dizi analizi
RT-PCR
Poulainet al. 17 BMCD19+ | Dizi analizi 54/67 (80%) | = --------
Bu tez BM* RT-PCR 3/12 (30%) 11/12(91%)
calismasida LN /Dalak  Dizi analizi

*WGS: Tiim genom sekanslamasi / *LN: Lenf nodu / *BM: Kemik iligi

Marzia Varettoni arkadaslar1 2013 yilinda(62) yaptiklar1 ¢alismada toplam 271 hastada (58
WM, 77 IgM-MGUS, 84 SMZL ve 52 B-cell kronik lenfoproliferatif bozukluklar olan (B-
CLPD)) MYDS88 L265Pmutasyonu iki farkli yontemle incelenmistir. Dizi analizi dizileme
yontemi kullanarak MYD88 L265P mutasyonu yaklasik %90 oranda WM, %10 IgM-
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MGUS, %6 SMZLda izlenmektedir. Ayn1 hasta grubu, yiiksek hassasiyete sahip olanRT-
PCR yontemiyle incelendiginde ve dizi analizi yontemi sonuglariyla karsilastirma
yapildiginda WM tiim hastalarda MYD88 L265P mutasyonu iki semptomatik veya
asemptomatik hastalarda tespit etmistir. MYD88 L265P mutasyonu WM i¢in bir tani
belirteci olarak tanimlanir. Yontem olarak bakildiginda RT-PCR yontemiyle, dizi analizi

yontemine karsi daha hassas ve gilivenilebilir sonuglar elde etmek miimkiindiir.

Yapilan ¢ogu calismada genellikle kemikiligi kullanilmistir. Xu L ve arkadaslar1 2013
yaptiklar1 bir farkli ¢alismada (61), Orneklerin periferal kanlarinda (PB) RT-PCR
yontemiyle MYD88 L265P mutasyonu i¢in tarama yaptilar.%96.6tedavi edilmeyen WM,
%61.8daha once tedavi yapilan WM, %41.7 IgM MGUS MYD88 L265P mutasyonu
bulundugunu saptamislardir. Bu c¢alismanin en 6nemli sonucu, RT-PCR yoéntemin de
onemli olan Ct miktari, yapilan PB 6rnekleri ve BM orneklerle ¢ok benzerlik bulunmus
olmasidir. Bu c¢alisma duyarli yontemlerle MYD88 L265P mutasyon tarama islemi igin

perifer kan1 kullanarak da giivenilir sonuglar elde etmek miimkiin oldugunu gostermistir.

Literatiirde de yapilan farkli ¢alismalarda(14, 60, 61, 63, 67)(68) farkli hastalik gruplari,
doku tipi ve mutasyon analiz yontemleri sonucunda, MYD88 mutasyonunu ¢esitli olgun B
hiicre tiimorlerinde saptanmistir. Bir¢ok farkli MYD88 mutasyonlart mevcut olmasina
ragmen, en yaygin L265P missense mutasyonudur. Genelde L265P MY D88 mutasyon ~%
90 WM, ~ %50 IgM salgilayan MGUS, ~ %30 ABC DBBHL, ~ %10 SMZL ve %3 'lik
KLL olusur. Bizim yaptigimiz ¢aligmada incelenen plazma hiicre farklilasmasi bulunduran
diistik dereceli B hiicreli lenfomalar da toplamda dizi analizi yontemiyle %7.9 ve RT-PCR
%26,9’inde MYD88 L265P mutasyonu saptanmistir. WM/LPL grubunda bu oran sirasiyla
%27 (3/12) ve %91 (11/12)bulunmustur. Molekiiler bulgular1 dizi analizi sonuglariyla
karsilastirarak bu sonucun standart orandan daha diisiik olmadigi ve mutasyon tesbiti
beklenen orneklerde elde edilen DNA larin kalitesinin (size ladder miktarlar1) diisiik
olmasi ve bu yontemin hassasiyeti yiiksel olmamasindan dolay1 negatif mutasyon sonucu

elde edilebilecektir.

Bagka dikkat etmemiz gereken parametre, kullanilan 6rneklerde bulunan lenfosit oranidir.
Dizi analizi yontemi i¢in en uygun lenfosit oran1 %30 ve istiidiir. Bizim ¢aligmada negatif

olan orneklerde c¢ogunlukla bu oran %30 yakin ya diisiik bulunmustu, %30 oraninda
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yiiksek olan ama negatif bulunan 6rneklerde genelde DNA kalitesi ya konsantrasyon diisiik

bulunmus.

Ayni hasta grubunda RT-PCR sonucu ve Molekiiler bulgular karsilagtirarak bu sonucun
standart orandan daha diisiik olmasinin nedenlerine ek olarak en Onemli faktér olan
Ctdegerlerinin dikate alinmasi gerekmektedir. Bu yontemle 13 hastadan sadece 4 hastada
negatif sonug izlenmis. Bu 4 hastada en 6nemli olan Ct degerlerinin yiiksek olmasi ve iki
hastada lenfosit oraninin (en uygun lenfosit oram1 %15 ve istii) en Onemli negatif

nedenlerinden biri olabilir.

Diger hasta grubu olarak SPMZL da dizi analizi ile mutasyon bulunmazken, RT-PCR
yontemleriyle MYD88 L265P mutasyonu %11.7 (2/17) bulunmustur. Yapilan dizi
analiziyle sonunda mutasyon bulunmamasinin nedenlerinden en 6nemli olarak kullanilan
orneklerde size ladder miktarlariningokdiisiik (cogunlukla 100 bg) olmasidir. Elde edilen
DNA larin kalitesinin diisiik olmasi RT-PCR sonuncularin1 da etkilemis. Bu grup
hastalarda sadece bir hastada DNA kalitesi (600 bc) ve konsantrasyonu yiiksek olmasina

ragmen, Ct miktar1 yiiksek oldugundan dolay1t MYDS88 L265P mutasyonu bulunmadi.

Diger hasta grubu olarak MZL NOS 6rneklerinde RT-PCR yontemiyle %20 (2/10) ve dizi
analizyontemi kullanarak%10 (1/10) MYDS88 L265P mutasyonu saptanmistir. Bu hastalar

splenik venodal MZL ayirim1 yapilamayan 6rneklerdir..

NMZL hasta grubunda RT-PCR yontemiyle %20 (2/10) ve dizi analizi kullanarak %10
(1/10) oranda MYD88 L265P mutasyonu saptanmis. Bu grup hastalarda bulunan sonuglar
literatiirde bildirilen sonuglara ¢ok yakindir. Bu grupta genelde DNA Kalitesi (>300) ve
konsantrasyonu yiliksek olmasina ragmen mutasyon bulunma oran1 diisilk olmasi

incelenmesi gerekiyor.
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6.1. Sonuc¢

1- Materyal o6zellikleri: yayma preparatlardan elde edilen DNA lar FFP materyallere gore

mutasyon testlerinin basarisi i¢in daha uygundur.

2- DNA Kalitesi boyut kontrol veya SL incelemesi FFP 6rneklerde yapildigindan direkt
sekans i¢in test bagarisi ve RT-PCR i¢in Ct degerleri ile iliskilidir.

3-Tiumor hiicre oran1 mutasyon saptanmasinda 6zellikle duyarliligi diisiik yontemlerde test

basarisi i¢in énemlidir.

4- LPL olgularinda MYD88 mutasyon orani lieratiire uygundur.

5- MYD88 L265P mutasyonu pozitif bulunan vakalarda DNA Kkalitesini gosteren SL
degerleri ile Ct karsilsatirildiginda istatistiksel olarak Ct degerleri ile SL boyutlari

arasinda istatistiksel olarak anlamli ters iliski saptanmustir (P=0.033).

6- Kullandigimiz materyallerden elde edilen DNA konsantrasyonlari Ct degerleri ile

karsilagtirma yapildiginda istatistiksel anlamli iligski bulunmamistir (p=0.586).

7- Yapilan istatistiksel incelemelerde yaymalarda Ct degerlerinin FFP 6rneklerden anlamli

sekilde diisiik bulundugu saptanmigtir (P=0.008).

8- MYD88 L265 mutasyonu pozitif bulunan vakalarda Ct ve lenfosit ve plazma hiicre

oranlar1 arasinda yapilan istatistiksel incelemelerde anlamli iliski bulunmamistir

(p=0.190).
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_ Tebled: Distioution ofthe molecular resuls

Diagnosis case Sanger Allel specific
MYD88 L265P single amino-acid mutation has been reported in ~90% of Lymphoplasmacytic lymphoma L 52‘;:;'"2 Qu&:fg:‘;‘(\f,xﬂ
/MWaldenstrom's Macroglobulinemia (LPLAWM) and /or immunoglobulin M (IgM) monoclonal gammapathies of
uncertain significance (MGUS). Although this mutation is not specific for LPL/WM, it can be used for SPMZL 17 0(0%]) 2(11.8%)
LPL 13 3(23.1%) 9(69.2%)

differential diagnosis with the other laboratory and clinical data on routine practice considering the sensitivity RAELNIOS = 1(11.1%) 2(22.2%)
of detection. One problem effects sensitivity is the allele burden status or the amount of the neoplastic cells "”:‘LZL 1: 10‘(1;;‘,5 ;:;‘U‘:’;)
within the available sample. The other problem is the DNA fragmentation or quality which is effected by the EMZL 3 0(0%) 0(0%)
formalin fixation of the tissues. Different methods can be performed for mutation analysis. Sanger sequencing LoLo] S 0(0%}) 0(0%)

SDRPL 3 0(0%) 2(66.7%)

(SS) is the gold standart method for mutation analysis. But this method could miss the mutation if the allele )
Table 5: Type of the material used on mutated cases

burden status is less than 20-30%. Quantitative allele specific PCR (ASq PCR) is more sensitive and can Material
target safely point mutations. In this study, we aimed to compare the results of two different methods for the type QPCR +/55+ | QPCR +/S5-
detection of MYD88 L265P mutation on various different tissue samples, previously diagnosed different small n (%) n (%)
FFP LN 1(20) 4(33,3)
B cell Lymphomas. FFP Splen 0 2(16,7)
BM Smears |4 (80) 6(50)

Total 5 12
FFP : formalin fixed paraffin embedded

LN: Lymph node , BM: Bone marrow

Total of 63 various types of small B cell lymphomas were included in the study. (Table 3) Either formalin
Table 6: The effect of DNA fragmentation and concentration on discrepancy of

fixed paraffin embedded tissues or bone marrow smears of involved tissues were used for DNA extraction. the molecular results
For molecular analysis Quantitative Allele-specific polymerase chain reaction (g PCR) and Sanger QPCRvs S5 Case# | Mean/Mean Rank
. DNA size Qper (+)/Sekanse(+) 5 420(45.30)

sequencing (SS) methods were performed. In order to evaluate specific advantages and disadvantages of

(p=0.018) Qper (+)/Sekanse(-) 12 350(40)
both methods, we compared the type of material used for molecular tests and as well as the DNA T p—— Py —TTI 225.50)
fragmentation status. (Table 1)(Table 2)

(p=0.473) Qper (+)/Sekansef-) | 12 334(27.08)

«Stafistical tests : Chi Square , Kruscal Wallis

Table 1: Sangersequencing primers Table 2 q PCR primers _

Primers for SS pimersmare(amplify a 375 bp ) Primers for AS gPGR «MYD88 mutation is most frequently seen among the LPL
cases in our series. Certain number of MZL’s either splenic or

Forward, 5-GTTGAAGACTGGGCTTGTCC-3 forward 5-GTTGAAGACTGGGCTTGTCC-3 (wild type)
Reverse, 5-AGGAGGCAGGGCAGAAGTA-3 Reyerse 5-GTTGAAGACTGGGCTTGTCC-3 (mutant)
Reverse 5-GTTGAAGACTGGGCTTGTCC-3

nodal types were also carrying mutation. Table 4)

*ASqPCR was more sensitively detected the mutation

comparing to SS.

+The most significant factor was the DNA fragmentation status

- - detected different between the SS and ASqQPCR groups.
Table 3: The distribution of the diagnosis and patients’ UAK uith 858 aee Mt wih S5 & a2k
= +Different factors effecting the results of the mutation status
Diagnosis case Age Stdev Gender I Figurs 1: Wolegilar
# Lo - should be considered on interpretation .( Table 5) ( Table6)
F M o
SPMZIL | 17(26.98%) | 6165 10.470 31a7.1%)  9(52.9%) ! *Most sensitive and reliable methods should be performed
LPL 13(2063%) | 6223 | 12417 6(46.2%) 7(53.8%) and optimised to obtain reliable results for mutation
MZLNOS 9(14.28%) 61.56 12.218 GEM.I%] 5(55.696)
rr— 0(15.87%) | 60.80 e o60%)  4(20%) detection, especially for guiding the targeted therapies.
FL 3(175%) 3167 9.713 1{33.!%] 2(5&.7%) -
e b 2a o i B _
MM 5(793%) | 59.20 | 15515 2(40%)  3(60%)
SDRPL 3(4.76%) 66.33 19.035 1(33.3%) 2(66.7%) = b e “Rossi, D.. C. Giardullo, and G. Gaidano, Genetic aberations of signaling pathways in ymphomaqenz.s
revelations from next generation sequencing studies. Semin Cancer Biol, 2013. 23(8): p.
SPMZL{ Splenic Marginz] Zans lymphoms), LPL{lymphaplssmacyticlymphoma), MZL(Marginzl “Bisnchi, G., st 3l, Candidate genes of Waldenstrom's macroglobulinemis: cument e.-uence and ressarch
zone lymphoma NOS), NMZL{Nedal Marginal Zone Lymphoma), FL{Follicular lymphoma), Appl Clin Genzl 2013 6§ p 33-42
EMZL{Extrancdal Marginal Zone Lymphoma), MM{Multiple Myeloma), SDRPL{Splenic Red Pulp watani, K., & al, umg.ade B-cell yymphams presenting primarily in the bane marrow Hum Pathal, 2014,
Lymphoms) 45(7): p. 137947
-T-ublana M., ¢ al, Tolliike recepfors and MyDES adaptors in Mytilus complete cds and gene expression

2013.40(2): p. 15668,
~Deguing, L o M, Earton MyDBS: & central plsyer in innate immuns signaling. F1000Prime Rep, 2014,
&p 97

<Treon, S.F., et al, MYD8S L265F somatic mutation in Waldenstrom’s masmglobulinemiz. N Engl J Med,
2012, BT 5

~Poulsin, S., &t &l MYDSS L265P mutation in Waldenstrom mecrogiobulinemiz. Blood, 2012, 121122): .
450411,
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