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1. GIRIS

Tim canlilarin en kiigiik yap1 tasi ve islevsel birimi olan hiicrelerin yasam
dongiisiinde, hiicre ¢ogalmasi ile 6limii arasinda hassas bir denge vardir. Bu dengeyi
saglayan mekanizmalar1 kontrol eden genlerde, ¢evresel veya kalitsal faktdrler sonucu
ortaya ¢ikan mutasyonlar ve polimorfizmler, genlerin ekspresyonunu degistirip, dengenin
hiicre cogalmasi lehine bozulmasina, anormal ve kontrolsiiz hiicre cogalmasina yol agarsa
kanser gelisebilir (1).

Kansere yol acan gen ekspresyonu degisiklikleri cesitli tipte mutasyonlar sonucu
olur. Mutasyonlarin disinda, genel popiilasyonda %1°den daha sik gorilen DNA
dizisindeki degisiklikleri kapsayan polimorfizmlerin de gen ekspresyonu iizerinde etkileri
vardir. En yaygin goriilen polimorfizm tipi olan tek niikleotit polimorfizmleri (single
nucleotide polymorhisms-SNP) dogrudan kansere neden olmamakla birlikte, kansere
yatkinlik olusturabilmekte veya kansere karsi koruyucu rol oynayabilmektedir. Ayrica
hastaligin prognozuna, tedaviye yanita, ilaglara diren¢ gelismesine etki edebilmektedir
(2).

Bugiine kadar kanser ile iligkisi gosterilmis ¢ok sayida SNP vardir. Hiicre
cogalmasi, farklilagsmasi, apopitoz mekanizmalart ve immiin yanit iizerinde Onemli
diizenleyici fonksiyonlara sahip olan sitokin genleri de kanserle ilgili polimorfizm
calismalarinda en ¢ok iizerinde durulan genlerdendir.

Bu c¢alismada Kronik Lenfositer Losemi (KLL) hastalarinda ve kontrol grubu
olarak saglikli bireylerde IL-10 geni -592A/C, IL-17A geni -197A/G, IL-17F geni
7383A/G ve TGFp1 geni +915G/C polimorfizmlerine ait genotip dagilimlarinin ve allel
sikliklarinin  saptanmasi, KLL hastalig1 ile bu polimorfizmler arasindaki iliskinin

aydinlatilmas1 amaglanmaktadir.


1
Dörtgen


2. GENEL BILGILER

2.1. insan Genomu

Canl1 organizmalarda kalitimi saglayan yap1 olan genom, organizmanin yapimi ve
canliligini devam ettirmesi sirasinda ihtiya¢ duydugu proteinlerin sentezlenmesi igin kalip
bilgiyi tasiyan niikleik asit dizisinden olusur. Diploid yapidaki insan genomu 23 gift,
toplam 46 kromozomdan olusmaktadir. Haploid genom ise 23 adet kromozom iginde
yaklasik olarak 3 milyar baz ¢iftinden yani 6 milyar niikleotitten meydana gelir. Bu
yapida aktif olarak protein kodlayan yaklasik 25.000 adet gen oldugu tahmin

edilmektedir. Bu genler ise tiim genomun sadece %1,5’ine denk gelmektedir (2).

DNA ve Kromozom

Gregor Mendel kaliimin temel ilkelerini agikladigi calismasimi 1866 yilinda
yayimladiginda DNA ve kromozomlar hakkinda ortada hi¢bir bilgi yoktu. Bu ¢alismanin
onemi de ancak 1900’lii yillarin basinda anlagilmisti. Yunancada ‘renkli viicut” anlamina
gelen kromozom terimini ilk defa W. Waldeyer 1888 yilinda kullanmis (3), ancak daha
oncesinde kromozomlart ilk defa tanimlayan 1879 yilinda W. Flemming olmustur (4).
1880°1i yillardan itibaren kromozomlarin kalitsal materyal oldugu diistiniilmekteydi.
Walter Sutton 1903 yilinda genlerin kromozomlarda yerlesmis oldugunu 6ne siirmiistii
(5). 1944 yilinda O. Avery ve ark. (6) tarafindan genetik materyal oldugu gosterilen
DNA’nin ii¢ boyutlu molekiiler yapisi 1953 yilinda James Watson ve Francis Crick
tarafindan ortaya konmustur (7).

1956 yilina kadar insanda 48 kromozom oldugu kabul ediliyordu. Sitogenetik
inceleme tekniklerinde saglanan ilerlemeler ile kromozomlar daha dogru bir sekilde
degerlendirildi ve insanda 46 kromozom oldugu anlasildi. Kromozomlar ile anormal bir
fenotip arasinda ilk iligki, 1959 yilinda Lejeune ve arkadaslarinin Down sendromlu

bireylerde 21 nolu kromozomun ii¢ adet bulundugunu géstermeleri ile kurulmustur (8).


1
Dörtgen


Watson-Crick modeli ile agiklanan DNA, ¢ift sarmal yapiya sahiptir. Bu yapiy1
meydana getiren niikleotitler 5 karbonlu seker (deoksiriboz), azot tasiyan bir baz ve fosfat
grubundan olusur. Bazlar piirin (Adenin ve Guanin) ve pirimidin (Sitozin ve Timidin)
olmak tzere iki simiftir. DNA zincirinde dizilen bu niikleotitler komsu deoksiriboz
birimlerinden 5'-3' fosfodiester baglari ile baglanirlar. Cift zincirde karsilikli olarak, bir
zincirdeki adenin bazi ile diger zincirdeki timin bazi arasinda iki adet, guanin bazi ile
sitozin bazi arasinda 3 adet hidrojen bagi kurulur (7).

DNA ¢iplak halde degil, histon ve non-histon proteinlerle kompleks halde bulunan
kromatin yapisindadir. ikiser adet kor histon proteinlerinin bir araya gelerek olusturdugu
oktamer denen yapiya, DNA ipligi iki defa dolanarak, niikleozom denilen kromatinin
temel yapisal birimini olusturur. Niikleozomlarin biraz daha sikilasmasiyla meydana
gelen solenoid zincirler, kromozom iskeleti olarak adlandirilan scaffhold proteinine veya
matriks proteinine her 100 kb mesafede bir tutunarak ilmekler veya boélgeler olusturur (8).
Hiicrenin interfaz evresinde kromatin seklinde bulunan DNA, S fazinda iki katina
ciktiktan sonra kromatit olarak tanimlanir ve birbirinin kopyasi olan kardes kromatitler,
sentromer bdolgelerinden bir araya gelerek, en iyi sekilde metafaz asamasinda goriilen

kromozomlari olusturur.

Gen

Gen, polipeptit veya fonksiyonel bir RNA molekiilii kodlamak i¢in gerekli 5'-3'
yoniinde uzanan DNA dizisidir. Gen i¢inde ekzon olarak adlandirilan diziler aminoasit
kodlamak i¢in mRNA’ya doniistiiriilirken, ekzonlarin arasina girmis olan intronlar
mRNA’ya transkribe olmazlar ve aminoasit kodlamazlar. Intronlarin uzaklastirilmasi
sonrasinda ekzonlarin bir araya getirilmesi ile islem siirdiiriiliir. Ancak, nadir olmamakla
birlikte intronlarin farkli kombinasyonlarla kesilip uzaklastirilmasi ile de ekzonlar
birlestirilir. Bu sayede bir genden farkli proteinlerin sentezlenmesi saglanmis olur (9).

Genler intron ve ekzonlarin disinda, ekspresyonun diizenlenmesi i¢in gerekli olan
promotor, enhancer ve silencer gibi dizileri de igerir. Genin 5' ucunda, transkripsiyon
baslangi¢ noktasindan yaklasik 25 baz geride yer alan TATA, yaklasik 110 baz geride yer
alan GC ve 80 baz geride yer alan CAAT dizileri, RNA polimerazlara transkripsiyonu
baslatmas: i¢in klavuzluk yapan transkripsiyon faktorlerinin baglandigi promotor

dizilerindendir. Transkripsiyonu dokuya 6zgii olarak aktive eden Enhancer dizileri ise



hem 5' hem de 3' ucunda, hem de genin i¢inde bulunabilirler. Silencer dizileri ise gen
ekspresyonunu baskilayan kontrol dizileridir (2).

Baz1 genler birbirine ¢ok yakin yerlesimli dizilerden olustuklar1 ve kodladiklar
polipeptitlerin yap1 ve fonksiyonlar1 birbirine benzedigi i¢in ‘Gen ailesi’ olarak
degerlendirilirler. Bazt DNA dizileri ise bilinen bazi genlere ¢ok benzerlik gostermelerine
ragmen protein kodlayamazlar. ‘Ps6dogen’ denilen bu diziler daha onceleri aktif iken
sonradan meydana gelen mutasyonlarla inaktif hale gelmislerse ‘Nonprocessed
psodogenler’ olarak tanimlanirken, ‘Processed psddogenler’ ise mRNA’dan ters

transkripyon sonucu olusan DNA kopyalarinin genomun i¢ine yerlesmesiyle meydana

geldigi kabul edilmektedir (9).

Genomun Organizasyonu

Insan genomunun %1,5’ten daha az bir boliimii protein kodlarken, yaklasik %5’lik
bir boliimii ise diizenleyici bolgelerden olusmaktadir (9). Tiim genomun yarisi, protein
kodlayan ve diizenleyici bolgeleri de igeren tek kopya DNA dizilerinden olusur. Geri
kalani ise degisik tipte tekrarlayan dizilerden meydana gelmektedir (2).

Kromozomlarda 0zellikle sentromer c¢evresindeki heterokromatin bdlgeler
tekrarlayan dizilerden zengindir. Interfaz niikleusunda yogun halde kapali bulunan
heterokromatin bolgeler diffiiz sekilde koyu boyanir. Bu bolgeler genden fakir oldugu
gibi, var olan genler de ¢ogunlukla eksprese edilmezler. Interfaz niikleusunda gevsek
olarak yayilmis bulunan kromatin bolgeler ise acik renk boyanir ve bu bolgede yer alan
genler hiicrenin ihtiyacina gore eksprese olurlar. Giemsa boyamasinda goriilen koyu
bantlar da GC diniikleotidinden ve genlerden fakir bolgeler igerir (8).

Tekrarlayan DNA dizileri, basit tekrarlayan diziler ve serpistirilmis tekrarlayan
diziler olmak iizere iki gruptur. Genomun %10’unu igeren basit tekrarlayan diziler, kisa
dizilerin ardisik olarak tekrarlanmasiyla olusurlar. Tiim insan kromozomlarinin sentromer
bolgesinde yer alan 171 bp’lik tekrarlayan alfa satellit dizileri, 1, 9, 13, 14, 15, 21, 22 ve
Y kromozomlarinin sentromerik bdlgelerinde yer alan 68 bp’lik beta satellit dizileri, insan
kromozomlarmin telomerik bolgesinde TTAGGG dizisinin tekrarlarindan olusan

telomerik minisatellit tekrar dizileri, basit tekrarlayan dizilere 6rnektir (9).



Genomun %45’ini olusturan serpistirilmis tekrarlayan dizilerde ardisik tekrarlama
yerine, diziler genoma dagilmis haldedir (2). Genomun hareketli elemanlar1 olan bu
dizilerden retrotranspozonlar mRNA’dan ters transkripsiyon yolu ile cDNA’ya doniisiip
genoma dahil olur. Retrotranspozonlarin en sik goriilen tipleri 100-300 baz
uzunlugundaki SINE (serpistirilmis kisa elemanlar) ve 1 kb civarindaki LINE
(serpistirilmis uzun elemanlar)’lardir. DNA transpozonlar ise genomda var olan dizilerdir,

bunlar kopyalanir ve tekrar DNA igine girerler (10).

2.2. Mutasyon

DNA’nin niikleotit dizisinde her hangi bir degisiklik, fenotipik etkisi olsun veya
olmasin, mutasyon olarak tanimlanir (6). Germline hiicrelerinde bulunmayan sadece
somatik hiicrelerde bulunan somatik mutasyonlar sonraki nesle aktarilmazlar.

En sik goriilen mutasyon tipi olan ‘genom mutasyonu’ mayoz bdliinme sirasinda
ayrilamama sonucu kromozom sayisininin degismesiyle ortaya c¢ikar. Bu mutasyonlar
tastyan fetiislerin cogu gebelik doneminde spontan abortus ile sonlanir (2).

Kromozomlarda translokasyon, inversiyon, delesyon gibi yapisal degisiklige yol
acan mutasyonlara ‘kromozom mutasyonu’ denir (2). Genelde, genomda kayba yol
acmadig1 diisliniilen dengeli yapisal anomalilerin fenotip iizerine etkisi goriilmez. Dengeli
yapisal kromozomal anomali tipi mutasyonlar germline hiicrelerinde bulunuyorsa, gamet
olusumu esnasinda sonraki nesle dengesiz olarak aktarilma riski bulundugundan spontan
abortuslara ve/veya fenotipik bulgulara yol acabilir (8).

Bagsli basina bir geni ilgilendiren mutasyonlara da ‘gen mutasyonlart’ denir (6). Bu
mutasyonlar, X-isin1, sigara gibi fiziksel ve kimyasal ajanlara bagli olarak meydana gelen
DNA replikasyon hatalarindan ve/veya DNA tamir mekanizmalarindaki bozukluktan
kaynaklanir (9). Gen mutasyonlar1 karsimiza genellikle tek niikleotit degisiklikleri olarak
cikarlar. Tek bir niikleotitteki degisiklik sonucu kodlanan aminoasit degigirse missense
mutasyon, ayni aminoasit kodlaniyorsa sessiz mutasyon olarak adlandirilir. Aminoasit
kodlayan bir kodonda olusan bir niikleotid degisikligi sonucu stop kodonu olusabilir. Bu
tiir mutasyona nonsense mutasyon (zincir sonlanma mutasyonu) denir (6). Bunun sonucu
olarak olusan mutasyonun yerine gére ya protein sentezi olmaz veya kisa bir protein

sentez edilir ki bu {irlinde stabil olmadigi i¢in hiicre i¢inde ¢abuk degrade olur.



DNA dizisindeki kayiplara delesyon, normal dizinin i¢ine disaridan bir dizi
girmesine de insersiyon denir. Kodlayan bolgelerdeki delesyon ve insersiyonlarda
kaybolan veya eklenen niikleotit sayis1 ii¢lin katlar1 seklinde degilse okuma cergevesi
olusan bu mutasyondan itibaren degisir. Bu mutasyonlara frameshift mutasyonlar
(¢er¢eve kaydiran mutasyon) denir (3).

Intron ve ekzonlarda birinden digerine gecis dizileri spesifiktir. Bu diziler, mRNA'
nin maturasyonu esnasinda splicing isleminin saglikli ger¢eklesmesi i¢in son derece
onemlidir. RNA transkriptinin intronlarindan arindirilarak olgun mRNA haline
getirilmesi isleminin dogru sekilde yapilmasini saglarlar. Bu bélgelerde meydana gelecek
mutasyonlar veya alternatif olarak yeni ortaya ¢ikan diziler splicing isleminin yanlis
yapilmasina neden olacaktir. Bu durum RNA splicing mutasyonu olarak tanimlanir (2).

Farkli bir mutasyon tiirii de Dinamik mutasyonlardir. Polimorfik 6zellik gosteren
bazi ticlii niikleotit tekrarlar1 sonraki nesle normalde stabil olarak aktarilir. Ancak tekrar
sayis1 gametogenez sirasinda artarsa, bu artig belli bir sinirdan sonra hastaliga yol acar.
Huntingtin genine ait kodlayan bolgede yer alan CAG tekrar sayis1 normal bireylerde 9-
36 arasinda iken tekrar sayisi 41 ve ilizerine ¢iktiginda Huntington hastaligi ortaya
cikmaktadir. Tekrar sayist arttik¢a hastaligin ortaya ¢ikma yasi diismekte ve klinik daha
agir seyretmektedir (3). Hastalik igin tek bir allelde dinamik mutasyonun goriilmesi

yeterlidir. Hasta bireyin hastalig1 cocuguna aktarma riski %50°dir.

2.3. Polimorfizm

Insanlarin DNA dizilerinin %99.9’u benzerdir (9). Bir insanda anne ve babadan
gelen homolog iki kromozom karsilastirildiginda yaklasik olarak her 1000 bp’de bir
farklilik gozlenmektedir. Protein kodlayan bolgelerde bu oran 2500 bp’de birdir. Bir
farklilik (varyant), genel popiilasyonda %1’den daha sik goriiliiyorsa polimorfizm olarak
tanimlanirken, %1°den daha az goriilen farkliliklara nadir varyant denir (2).

Bazi polimorfizmlerin protein sentezi lizerine higbir etkisi yoktur, ancak DNA dizi
analizi yapildigi zaman fark edilirler. Protein kodlayan bélgelerdeki polimorfizmler
aminoasit degisikligine yol agarsa protein polimorfizmine neden olurlar. Transkripsiyonu
diizenleyen promotor bdlgelerdeki polimorfizmler ise gen ekspresyonunu degistirerek
protein sentezinin miktarini artirp azaltabilirler (9). Ornek olarak IL-10 genine ait

promotor bolgede -1082, -819 ve -592 pozisyonlarinda yer alan polimorfik boélgelerde



sirasiyla G, C, C allellerinin bulunmasi A, T, A allellerinin varligina gore IL-10 tiretimini
artirmaktadir.

En yaygin goriilen polimorfizm tipi olan SNP’lerde genellikle bir niikleotit baska
bir niikleotit ile yer degistirir. Tek bazlik delesyon ve insersiyonlar da bu grubun igine
girer. Yaklasik olarak her 1000 niikleotitte bir SNP gériilmektedir. iki insan genomu
karsilastirildiginda aralarinda yaklasik 3 milyon adet tek niikleotit farklilig1 vardir. Tim
popiilasyon degerlendirildiginde NCBI’da 25 milyon SNP kayithidir (8). Mindr alel
frekans1 %5’ten daha sik olan SNP’ler yaygin SNP olarak adlandirilir. Bir SNP’nin
yaygin olmasi saglik iizerine etkisinin olmadigi anlamima gelmez. SNP’ler dogrudan
hastalik yapmaktan ziyade hastaliga egilimi artirabilir veya azaltabilir. SNP’ler ayrica
hastaligin prognozu, tedavi basarisi, ila¢ direnci ve metabolizmasi veya viral bir
enfeksiyona karsi direng gibi klinik durumlari da etkileyebilmektedir (2).

SNP’lerin roliine 6rnek olarak Jamroziak K. ve ark. CD38 genine ait polimorfik
noktalardan +184 pozisyonunda G allelini ve +418 pozisyonunda T allelini tasiyan
bireylerde KLL riskinin artmis oldugunu, ayrica +184G varyantini tasiyan hastalarin ileri
evre ve erken yas ile presente olduklarini gostermislerdir (11). Breen E.C. ve ark. da IL-
10 geni -592A/C polimorfizminde yiiksek IL-10 ekspresyonu ile iligkili -592CC
genotipini tagtyan AIDS hastalarinda Non-Hodgkin Lenfoma (NHL) gelisme riskini daha
yiiksek bulmuslardir (12).

Jang W.J. ve ark. ise IL-17F geni 7383AG polimorfizminde A alleli tasiyan
kisilerde Behget hastaligi riskinin artmis oldugunu rapor etmislerdir (13). Paradowska-
Gorycka A. ve ark.’nin yaptiklart ¢aligmada ayni1 SNP i¢in G allelini tagiyan romatoid
artritli hastalarda klinigin daha agir seyrettigi gosterilmistir (14).

Sitokrom P450 enzimlerini kodlayan genlerde yiiksek oranda saptanan SNP’ler de
ilag metabolizmasinda ¢ok 6nemli rol oynarken, polimorfik allele gore bir ilacin etkinligi
ve yan etkileri farkli olmaktadir. Bu yiizden ilacin yeterli ve giivenli kullanim dozu
kisiden kisiye degismektedir. Ayrica, SNP’e bagli olarak ilacin etkinligi de tamamen
ortadan kalkabilmektedir (15).

SNP’ler disinda farkli polimorfizm tipleri de vardir. Genom igerisinde yer alan
kisa dizi tekrarlarmin farkli sayida olmasi ile karakterize VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats) polimorfizmleri, ‘short tandem repeats’ (STR) polimorfizmleri olarak

da adlandirilir. Bu tekrarlar 2-15 niikleotit arasindaki uzunlukta ise mikrosatellit DNA



polimorfizmi, 15-500 niikleotit uzunlugunda ise minisatellit DNA polimorfizmi olarak
tanimlanir. Her 5kb’da bir STR goriilmektedir. STR’lar adli tipta ve baglant1 analizinde
kullanilirlar (16).

Uzunlugu 1 kb veya daha biiyiik olan bir DNA segmentinin kopya sayisinin
farkliligindan kaynaklanan polimorfizmlere de kopya sayisi varyanti (Copy Number
Variant-CNV) polimorfizmleri denmektedir (17). Biiyiik ¢apli insersiyon, duplikasyon
veya delesyonlar sonucu meydana gelen CNV polimorfizmleri insan genomunun %6’sin1
olusturmaktadir (16). CNV polimorfizmlerinin gen ekpresyonunu pozitif veya negatif
yonde etkiledigine dair bulgular vardir (18). Ayrica Otizm, Lupus glomeriilonefriti,
Sistemik Lupus Eritematozus ve Wegener graniilomatozu gibi baz1 kompleks hastaliklarla
ile bazi yaygin CNV’ler arasinda iliski saptanmustir (19,20).

Insan genomunun %45’ini olusturan serpistirilmis tekrarlayan dizilerin kaynag
olan transpozon elemanlarinin ¢ogu aktif degildir. Fakat aktif olan bazi LINE1 ve Alu

transpozonlari nedeniyle transpozon tekrar polimorfizmleri goriiliir (9).

2.4. Kanser

Hiicrenin yasam siirecinde biiylime ve ¢ogalmanin kontrollii bir sekilde
gerceklesmesini saglayan yolaklarda gérev yapan ¢ok sayida protein bulunmaktadir. Bu
proteinlerin i¢ ige gecmis oldukca karmasik fonksiyonlari ve birbirleriyle etkilesimleri
vardir. Anormal ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmas1 olarak tanimlanan kanserin gelismesinde
sozkonusu proteinlerin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Ancak mekanizmalarin
karmagiklig1 kanserin patogenezinin tam olarak ortaya konmasini giiglestirmektedir.

‘Kanser’ Yunanca kokenli bir terim olup ‘yenge¢’ anlamina gelmektedir. Diinyada
her yil 6 milyondan fazla insan kanser nedeniyle Oliirken bu rakam tiim o6liimlerin
%20’den fazlasim1 olusturmaktadir. Ayrica diinyada her yil 10 milyon yeni vaka
gortiilmektedir. ABD’de ise her yil yeni 1.3 milyon vakanin yaninda 570 bin kisi kanser
nedeniyle 6lmektedir (1).

Sozlik anlami yeni biiyiime olan ‘neoplazm’ her tiirlii yeni anormal hiicre
cogalmasini ifade etmektedir. Hastalik durumu ile iligkili neoplaziye ‘tiimdr’ denir. Cevre
dokuya invazyon veya uzak organlara metastaz yapma egilimi gostermeyen tiimorlere

‘benign timor’ denirken, Komsu yapilara yayilan, uzak bolgelere metastaz yaparak 6liime



neden olabilen tiimorler de ‘malign tiimor’ olarak adlandirilir. Malign tiimor ve kanser es
anlamli olarak kullanilmaktadir (21,22).

Kemik, kas gibi mezenkimal dokulardan koken alan kanserlere sarkoma, epitelyal
dokulardan kdken alan kanserlere karsinom denir. Losemi ve lenfomalar gibi kan, kemik
iligi ve lenfoid dokudan koken alan hematopoetik ve lenfoid malignensiler de ayr1 bir

gruptur (2).

2.4.1. Kanserin Genetik Temeli

Kanserin tek bir oncii hiicreden koken aldigi kabul edilmektedir. Bu ilk hiicrede
ortaya ¢ikan mutasyonlar kanser gelisiminde ilk kivilcimi yakarken, karsinogenezisin
farkli asamalarinda farkli genler mutasyona ugramaya devam eder.

Kolon kanseri orneginden hareketle; normal bir kolon epitelyal hiicresinde
‘Adenomatous polyposis coli’ (APC) geni tarafindan kodlanan protein, hiicresel
proliferasyon genlerinin transkripsiyonunu aktive eden B-catenin seviyesini baskilarken,
APC geninde ortaya ¢ikan mutasyonlar sonucu bu baskilama gergeklesmez ve hiicre
proliferasyonu artarsa displazi gelisir. Kanserin en erken asamasi olan displazi ilerlerse
erken adenom olusur. Bu asamada ‘Rat sarcoma viral oncogen’ (Ras) geninde
mutasyonlar meydana gelir ve erken adenom orta derece adenoma ilerler. DNA tamir
mekanizmalarindaki bozukluklar bu ilerlemeyi hizlandirabilir. 18 nolu kromozom kaybi
veya 18. kromozomda yer alan ‘Deleted in colorectal carcinoma’ (DCC) geni gibi bazi
timor siipresor genlerin kaybi kolonda kanser dncesi ge¢ adenom gelismesine yol agar.
Son agamada 17 nolu kromozomda lokalize ‘Tumor protein p53” (TP53) tiimor siipresor
geninin kayb1 adenomu kansere doniistiiriir. ‘Transforming growth factor beta’ (TGFp)
reseptdr mutasyonlar: da metastaz gelismesine yardimeci olur (23).

Bu drnekten de anlasildigi gibi kanser gelismesi i¢in mutasyona ugramasi gereken
genler 2 grupta incelenirler. Bunlar onkogenler ve tiimér siipresor genlerdir.
Karsinogenezde mutasyonlar sonucu onkogenler aktive olurken tiimor silipresor genler

inaktive olurlar (9).
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2.4.2. Onkogenler

Hiicre bdliinmesi ve proliferasyonunu anormal sekilde stimiile eden mutant
genlere onkogen denir. Onkogenler, protoonkogenlerin aktive olmus halidir.

Onkogenler hiicresel diizeyde dominant etkilidir. Iki alelden birinde mutasyon
olmasi aktivasyon i¢in yeterlidir. Onkogenler igerisinde biiylime faktorleri (Platelet-
derived growth factor beta polypeptide-PDGFp/SIS, Fibroblast growth factor 4-
FGF4/HST), hiicre yiizey reseptorleri (Epidermal growth factor receptor-EGFR/ERBB),
hiicre i¢i sinyal doniistiriiciiler (Ras, Abelson tyrosine-protein kinase-ABL),
transkripsiyon faktorleri (Myelocytomatosis viral oncogene-MYC, FBJ murine
osteosarcoma viral oncogene-FOS) ve antiapopitotik proteinler (B-cell CLL/lymphoma 2-
BCL2) yer almaktadir. Telomerazlar da onkogenler i¢inde degerlendirilebilir (2).

Protoonkogenlerin, onkogenlere doniistimiinde ¢esitli tipte mutasyonlar rol alir;
kodlayan bolgede fonksiyon kazandiran mutasyonlar, regiilator bolgede ekspresyonu
artiran mutasyonlar veya genin kopya sayisini artirarak overekspresyona yol agan
mutasyonlar gibi. Kromozomal translokasyonlar da protoonkogenlerin aktivasyonuna yol
acabilir. Kronik myeloid 16semi’de t(9;22) sonucu ABL geni, Burkitt lenfoma’da t(8;14)
sonucu MYC geni, Folikiiler lenfoma’da t(14;18) sonucu BCL2 geni aktive olur (9).

2.4.3. Tiimor Siipresor Genler

Kanser olusumuna neden olan olaylar1 inhibe eden genlere tiimor siipresor genler
(TSG) denir. Bu genlerin bazilar1 hiicre siklusunu kontrol ederler (TP53, Retinoblastoma
1-RB1). Bazilar1 ise DNA hasarinin tamiri ve genomun stabilitesini saglamada gorev
alirlar (Breast cancer 1-BRCA1, MutL homolog 1-MLH1, MutS homolog 2-MSH?2).
TSG’lerin inaktivasyonu delesyon veya nokta mutasyonu ile olabilecegi gibi, promotor
bolgelerin metilasyonu ile de olabilir (9). TSG’lerin inaktive olmalari i¢in her iki alelin de
mutasyona ugramasi lazimdir (2). Knudson’nin retinoblastoma hastalar1 i¢in 6ne siirdiigii
iki vurus hipotezi tiimor baskilayict genlerin kalitim modelini ortaya koymustur. Bu
hipoteze gore iki alelden biri anne veya babadan mutant olarak alinir, dogduktan sonra

yasamin erke evrelerinde diger alelde de mutasyon meydana gelir (2).
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2.5. Kronik Lenfositer Losemi
Bati diinyasinda en sik goriilen 16semi tipi olan KLL, CD5+ B hiicrelerinin
neoplastik hastaligidir (24). Hastaligin ortaya ¢ikmasinda, diger 16semi tiirlerinin aksine,

cevrel faktorlerden ziyade genetik faktorlerin rol oynadigi diistiniilmektedir (25).

2.5.1. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Popiilasyonun %1-2’sini etkileyen losemilerin %25-30’nu  KLL olusturur.
Hastaligin ortaya ¢ikma yasi ortalama 64-70 yas arasindadir. 65 yasin lstlindeki
l6semilerin %40°1 KLL’dir. Hastalarin %20-30’u 55 yasin altindadir. 30 yasin altinda
goriilmesi ¢ok nadirdir. Hastaligin yillik insidans1 3/100.000’tiir. Hasta populasyonunda
kadin/erkek orani 1:2°dir. Hastaligin en sik goriildiigii iilkeler Avustralya, ABD, Irlanda
ve Italya’dir. Beyaz irkta siyah 1rka nazaran daha sik goriilmektedir (26,27).

KLL’nin etyolojisi bilinmemektedir (28). Diyet, sigara, kimyasallar, radyasyon,
otoimmiin hastalaliklar gibi faktorlerin KLL gelisme riskini artirdigina dair kanit
bulunmamaktadir (29). Hastaligin gelisiminde genetik faktorlerin 6nemini gosteren bazi
bulgular mevcuttur. KLL hastalarinin birinci ve ikinci dereceden akrabalarinda KLL de
dahil olmak {izere lenfoid malignensilerin ve otoimmiin hastaliklarin goriilme siklig
artmaktadir (25,30,31). Genetik bir hastaligin sonraki nesilde daha erken yasta ve daha
agir klinikle ortaya cikmasini ifade eden antisipasyon fenomeni bazi ailesel KLL

vakalarinda goriilmektedir (32).

2.5.2. Klinik Bulgular

Hastalarin %50°sinden fazlasi tani aninda asemptomatiktir. Bu hastalarda tani
baska bir nedenle analiz edilen periferik kanda yiiksek oranda lenfositozun saptanmasi ile
konur (28). Yeni tani alan hastalarin %15’inde gece terlemesi, kilo kaybi, halsizlik gibi
sikayetler bulunabilir. En sik goriilen fizik muayene bulgusu lenfadenopatidir. Daha az
siklikla splenomegali ve hepatomegali saptanabilir. Yeni tanit almis hastalarin %30-
40’inda fizik muayene bulgusu goriilmeyebilir (33). KLL hastalarinda gastrointestinal
sistem, akciger, santral sinir sistemi, bobrek, kemik vb. tutulumu nadir olmakla beraber
goriilebilir. Bu durumlarda hastaliin infeksiyondan, tedaviye yan etkilerden, baska
neoplazilerden veya daha agresif bir lenfoproliferatif hastalia progresyonundan ayirici

tanis1 yapilmalidir (34).
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2.5.3. Laboratuvar Bulgulari

Tani icin lenfosit sayisi 5x10%/1’den fazla olmalidir. Hastalarm 2/3’sinde lenfosit
sayisi 30x10%1’den azdir. Bununla birlikte 1,000x10%I’den fazla lenfosit sayisi da
goriilebilir (34). Vakalarin %15’inde atipik hiicreler vardir. Prolenfositlerin orani
cogunlukla %10’dan daha azdir (35). Prolenfositler tiim kan hiicrelerinin %55’inden daha
fazlasini olusturmalari durumunda tan1 Prolenfositik 16semi (PLL) olur. B lenfosit sayisi
5x10%1’nin altinda olup LAP veya splenomegalisi olmayan, sitopeni veya hastalikla ilgili
semptomu bulunmayan vakalar monoklonal B lenfositoz olarak tanimlanir. Bu hastalarin
KLL’ye ilerleme riski yillik %1-2"dir (36). Hastalarin %10-15"inde 11g/dI’nin altinda
hemoglobin seviyeleri ile seyreden anemi goriilebilir. %10°dan az siklikta da
trombositemi goriilmektedir (33).

Kemik iliginde (KI) goriilen lenfosit hiicre morfolojisi kandaki ile benzerdir.
Diffiiz kemik iligi tutulumu genellikle ilerlemis hastalikla ve daha kotii prognozla
iligkilidir (33).

KLL, CD5+ B hiicrelerinin neoplastik hastaligidir. Bu hiicreler ayn1 zamanda
CD19, CD20 ve CD23 eksprese ederler. CD20 ekspresyonu diger B hiicreli kronik
lenfoproliferatif hastaliklara gore daha az yogunluktadir (37). CD23 aktivasyon antijeni
vakalarin ¢ogunda eksprese edilirken, CD79b tipik olarak vakalarmn %95’inde yoktur.
CD22 ve FMCT zayif olarak eksprese edilirler veya negatiftirler (37).

Tan1 aninda hastalarin yaklasgik olarak %8’inde hipogammaglobiilinemi
goriiliirken  hastalik  ilerledikge  goriilme  sikligt %60’ iizerine  ¢ikar.
Hipogammaglobiilinemi ilerlemis hastalik ile iliskilidir. immiinglobiilinler arasinda en sik
azalanlar %30 ile IgA ve IgM’dir. IgG %10 siklikta azalir (38). KLL hastalarinin yaklasik
olarak %15’inde hipergammaglobiilinemi vardir. Hipergammaglobiilinemi daha ¢ok 60
yasindan biiyiik ve kadin hastalarda goriilmektedir (39).

FISH teknigi ile vakalarin yaklasik %80’inde anormal bulgu saptanmaktadir (40).
Diger B hiicreli neoplazilerin aksine translokasyonlar nadirdir. Bazi translokasyonlarin
varligr diger lenfoproliferatif hastaliklarin KLL’den ayiric1 tanisinin yapilmasinda
yardimeidir. Ornegin t(11;14) varlign mantle cell lenfoma lehine bir bulgudur (41).
KLL’de en sik goriilen kromozom anomalileri 13q14 delesyonu (%S55), 11q delesyonu
(%18) ve trizomi 12°dir (%16). P53 genini ilgilendiren 17p delesyonu %6, 6q delesyonu
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%6 oraninda goriiliir. Kromozomal bozukluga sahip hastalarin %65’inde tek, %25’inde

iki, %10’unda ii¢ veya daha fazla anomali goriilmektedir (40).

2.5.4. Klinik Evreleme

KLL’nin klinik evrelemesi Rai ve Binnet’in tanimladigi sistemlere gore
yapilmaktadir (42,43). Bu sistemleri olusturan degerlendirme kriterleri fizik muayenede
lenfadenopati (LAP) varlig1 ve biliylikligii, palpabil splenomegali veya hepatomegali
varligi, anemi ve trombositeminin seviyesidir (Tablo 1). Bu sistemlere dayali olarak KLL
hastalarinin %60’1 erken evre hastalardir. %20’si intermediate, %20°si de ileri evre

hastalardir. Son zamanlarda hastalarin erken evrede tani1 alma orani artmistir (28,33).

Tablo 1: Rai evreleme sistemi

Rai Splenomegali/ Hemoglobin Trombosit
Evresi LAP Hepatomegali <11g/di <100x10%!I
0 - - - -
| + - - -
I +/- + - -
1] +/- +/- + -
v +/- +/- +/- +

2.5.5. Hastaligin Seyri (Progresyon, Transformasyon, Sagkalim)

Hastaligin ilerlemesi klinik evresinde degisiklik ile tanimlanir. Erken evre KLL,
‘smouldering’ (sessiz) ve aktif olarak ikiye ayrilir. ‘Smouldering’ terimi, progresyon
gostermeyecek ve yasam beklentisi ayni yas ve cinsiyette kontrol grubu ile benzer olan
hasta grubunu tanimlar (44). Tiim erken evre hastalarin %60’m1 olusturan ‘smouldering’
alt grubuna dahil hastalarin sadece %15°1 5 yil i¢inde progresyon gostermektedir (33).

KLL’nin agresif bir hastalik formuna transformasyonu prolenfositik (kan
prolenfositleri >55%) veya immiinoblastik (biiylik hiicreli lenfoma) olabilir.
Immiinoblastik transformasyon B semptomlari ile birlikte oldugunda Richter’s Sendromu
olarak adlandirilir (45). Bunlara ek olarak KLL’nin seyri sirasinda Hodgkin hastaligina

ve Multiple Myelomaya transformasyon rapor edilmistir (33).
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KLL hastalarinin sagkalimi biiyiik oranda klinik evreden etkilenir. Cogu ileri yaslh
hastalarin hastalik dis1 nedenlerle 6lmesi sonucu sagkalim tahmini yapmak karmasiktir.
Rai evre 0 olan hastalarda 10 yillik yasam siiresi %70-75tir (42,45). 10 yillik sagkalim
gosteren bu hastalarin %80-85’1 ‘smouldering” KLL kriterlerini saglayan hastalardir (44).
Skinnider L.F. ve ark. yaymnladiklar1 bir ¢alismada evre 0 hastalarda sagkalimin 20 yili
asabilecegini rapor etmislerdir (46). Rai evre I ve II hastalarinin ortalama sagkalim
stireleri sirasiyla 8-10 yil ve 5-8 yildir (42,46). Daha eski ¢aligmalarda Rai evre 111 ve 1V
hastalarda ortalama yasam siiresi 2-3 yil olarak rapor edilmisken, daha yeni ¢alismalarda
5 yil ve daha fazla yasam siireleri rapor etmektedir (33). Immiinglobulin agir zincir
degisken bolge (IgHv) genlerinde somatik hipermutasyon olan hastalarin ortalama 18 yil

gibi daha uzun yasam siirelerinin olabilecegi gézlenmistir (47).

2.5.6. Prognostik Faktorler

Binet (43) ve Rai (42)’nin tanimladigi klinik evreleme en basit ve en giigli
prognostik belirtectir. Serum markirlart arasinda prognostik degeri olan 2 mikroglobiilin,
laktat dehidrogenaz, serum timidin kinaz ve soliibl CD23 vardir (41). Artmis veya yogun
CD38 ckspresyonu seviyesi kotli prognostik faktér olarak gosterilmistir (48). IgHv
genlerinde somatik hipermutasyon varligi ise iyi prognoz gostergesidir (49).

Sitogenetik anormalliklerin de prognoza onemli etkisi vardir. Normal karyotipli
veya izole 13q delesyonlu hastalar trizomi 12 veya diger kompleks karyotipli hastalara
gore daha iyi prognoza sahiptir. Hem 11q delesyonlar1 hem de 17p anormallikleri kotii
prognozla iliskilidir. 13q delesyonu, trizomi 12, 11q delesyonu, 17p delesyonu bulunan

hastalarin ortalama sag kalimlari sirasiyla 133, 114, 79 ve 32 aydir (50).

2.5.7. Tedavi

KLL tedavi edilebilir fakat sifa bulunamayan bir hastaliktir. Son yillarda hastalig
erken evrelerde yakalama orani artmistir. Klasik yaklagim, hastalikla alakali
semptomlarin ortaya ¢ikmasina veya kemik iligi yetmezligi gelismesine kadar tedaviyi
geciktirmektir. {1k olarak 1988 yilinda yayinlanip 1996 yilinda revise edilen National
Cancer Institute (NCI) kilavuzunda ve 2008 yilinda yaymlanan International Workshop
on CLL (IWCLL) kilavuzunda yer alan konsensusa gore erken evrede baslanan tedavi

gec tedaviye gore sag kalim siireleri agisindan avantaj saglamamaktadir (41,51,52).
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Klorambusil uzun yillardir standart tedavide kullanilmaktadir (33). Klorambusile
en Onemli alternatif ilag fludarabin gibi piirin analoglaridir (53). Fludarabin veya
klorambusile iyi yanit vermeyen hastalarda Cylophosphamide-Hydroxydoxorubicin-
Oncovin-Prednisone (CHOP) veya mini-CHOP rejimleri alternatif olarak kullanilabilir
(33). Diger alternatif tedavi ajanlar1 Campath-1H (anti-CD52 antibody), Rituximab (anti-
CD20 monoclonal antibody) ve teofilindir. Kok hiicre ve gen tedavisi {lizerine denecysel

calismalar devam etmektedir (33).

2.6. Sitokinler ve Kanser

Kanser, gen ekspresyonu bozukluklari sonucu hiicrelerin anormal cogalmasi
stirecidir. Hiicre boliinmesi, farklilasmasi ve 6liimii ile ilgili yolaklarda gorevli proteinleri
kodlayan genlerdeki mutasyonlar kanserlesme siirecini baglatabilir, bunun yaninda
mutasyon olmaksizin polimorfik genetik varyasyonlar gen ekspresyonunu degistirerek bu
stirece etki edebilir (1).

Sitokinler, basta kan hiicreleri olmak tizere ¢esitli hiicrelerin gelisim ve
farklilagsmasini ve immiin yanit1 kontrol ederler. Bu 6zellikleri ile de tiimdr gelisiminde
veya inhibisyonunda onemli fonksiyonlar1 olabilmektedir. Son zamanlarda yogun bir
sekilde cesitli kanser tiplerinde sitokin gen polimorfizmlerinin hastalik riski ile iligkisi
arastirilmaktadir. Ornegin bazi calismalarda Tiimor nekrotizan faktdr alfa (TNF-alpha) ve
Lenfotoksin alfa (LTA) polimorfizmleri ile kronik lenfositer 16semi (54), NHL (55) ve

meme kanseri (56) arasinda iliski saptanmistir.

2.6.1. 1L-10

Interlokin-10 (IL-10) ilk olarak Fiorentino ve ark. tarafindan mouse type 2 T-
helper hiicre (Th2) klonlarindan salgilanan ve Thl hiicre klonlarinda interlokin-2 ve
interferon gamma (IFNG) sentezini inhibe eden yeni bir immiinmediyator olarak
tanimlanmistir (57). 1L-10 geni 1. kromozomun ¢31-q32 bolgesine yerlesmistir, 5
ekzondan meydana gelir. Yaklasik olarak 5.2 kb biiyiikliigiindedir (58). 1L-10 geni 178
aminoasit uzunlugunda bir protein kodlar. Yap1 olarak IL-10’a benzeyen IL-19, IL-20,
IL-22, IL-24 ve IL-26 sitokinleri IL-10 ile birlikte IL-10 ailesi olarak adlandirilir (59).

Benzer yapilarina ragmen bu molekiillerin fonksiyonlari farklidir (60).
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IL-10’un en Onemli hiicresel kaynaklari monosit, makrofaj ve T helper (Th)
hiicreleridir. Ayrica B hiicreleri, natural Killer hiicreler, dentritik hiicreler, sitotoksik T
hiicreleri, notrofilik ve eozinofilik graniilositler, mast hiicreleri de IL-10 sentezler (60).

IL-10’un inhibitor etkisinin en 6nemli hedefleri monosit ve makrofajlardir. IL-10,
monosit/makrofajlardan pro-inflamatuvar mediator salinimini inhibe ettigi i¢in IFNG
tarafindan indiiklenen TNF-alpha, IL-6, IL-8, IL-1b, G-CSF ve GM-CSF sekresyonunu
da inhibe eder (61,62). Ayrica IL-1 reseptdr antagonisti ve soluble TNF-alpha reseptorleri
gibi anti-inflamatuvar mediatorlerin salinimini artirir (63,64). IL-10,
monosit/makrofajlarin antijen presentasyonunu da inhibe eder. IFNG baglhi MHC I
molekiillerinin hiicre yiizeyi ekspresyonunu azaltir (65). Ayrica 1L-10, IL-12 sentezini
inhibe ederek Thl immiin cevabinin gelismesini engeller (66). IL-10’nun Antijen Sunucu
Hiicreler (ASH) tizerindeki etkisi, dolayli olarak CD4+ hiicrelerin baskilanmasini artirir.
Ornek olarak IL-10’nun antijen sunan hiicrelerde IL-12 sentezini inhibe etmesi T
hiicrelerinde azalmis IFNG iretimi ile sonuglanir. IFNG yetersizligi ASH’lerin
deaktivasyonunu hizlandirir (67). IL-10, Th17 ile iliskili hiicresel immiin cevapta dnemli
olan IL-23’{in makrofajlarca sekresyonunu azaltir (68).

IL-10 CD4+ T hiicrelerin hem proliferasyonunu hem de sitokin sentezini inhibe
eder (Th1 hiicrelerinden IL-2 ve IFN-g, Th2 hiicrelerinden IL-4 ve IL-5 sentezini inhibe
eder) (69), B hiicrelerini apopitozdan korur, bu hiicrelerin proliferasyonunu,
farklilasmasini ve MHC Il ekspresyonunu artirir (70,71).

Invitro ¢alismalar, IL-10’nun KLL’de 16semik B hiicreleri iizerine etkisi ile ilgili
celigkili sonuglar ortaya koymustur. Tangye S.G. ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada IL-10’nun
CD54B hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini gostermiglerdir (72). Bunun aksine,
Fernandes H. ve ark. IL-10’nun B hiicre ¢ogalmasini artirdigini belirtmislerdir (73). IL-
10’nun KLL’de B hiicre apopitozu iizerindeki rolii de tartismalidir. Anne-Catherine
Fluckiger ve ark. IL-10’nun KLL’de apopitozu indiikledigini tespit ederlerken (74),
Castejo'n R. ve ark. IL-10’nun erken evre KLL hastalarinda B hiicre apopitozunu
artirdigini, ileri evre hastalarda ise azalttigini rapor etmislerdir (75). Yen Chong S. ve ark.
da IL-10’nun malign B hiicrelerinde apopitozu inhibe ettigini bildirmislerdir (76).

Bugiine kadar 1L-10 genine ait, 28 tanesi promotor bdlgede olmak iizere, 50’ye
yakin polimorfizm tanimlanmistir. Bu polimorfizmlerden 6zellikle 3 tanesi (-1082, -819

ve -592 lokalizasyonlu polimorfizmler) I1L-10 sentezini etkilemektedir. -1082 G, -819 C,
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-592 C haplotipleri, -1082 A, -819 T, -592 A haplotiplerine gore artmis IL-10
ekspresyonu ile iliskilidir (77). Bu polimorfizmler ile ilgili, ¢esitli hastaliklarda ¢ok
sayida caligma yapilmistir. Kutan6z malign melanom (78), prostat kanseri (79), non-
kardiyak gastrik kanser (80), renal hiicreli kanser (81) gibi bazi hastaliklarda diigiik IL-10
seviyesi ile iliskili genotip veya haplotipler hastalik gelisimi veya progresyonu igin bir
risk faktorii iken, serviks kanseri (82), kardiyak gastrik kanser (83), HBV enfeksiyonu
sonras1 hepatoseliiler kanser (84), post-transplant yassi hiicreli cilt kanseri (85) ve
multiple myelomada (86) yiiksek IL-10 seviyesi ile iliskili genotip veya haplotipler risk
faktoriidiir.

Calismamizin konusu olan, IL-10 genine ait promotor bolgede yer alan -592A/C
polimorfizminin (rs1800872) IL-10 ekspresyonu iizerinde diizenleyici rolii vardir. -592
pozisyonunda C allelinin varliginda A alleline gore IL-10 ekspresyonu artmaktadir (87).
Dolayistyla IL-10 geni -592 pozisyonunda C alleline sahip bireylerin yiiksek IL-10
seviyesi nedeniyle B hiicrelerinin 16semik dontisimiine daha yatkin olduklar
distintilebilir. Bu diislinceyi destekleyecek sekilde KLL hastalarinda 1L-10 seviyesi
artmis olarak bulunmaktadir (77). Ayrica yiiksek IL-10 seviyesinin ileri evre ve koti
prognozla iliskili oldugu gosterilmistir (77,88). Guzowski ve ark. 17 KLL hastasi ile
yaptiklar1 ¢alismada -592C allelini, istatiksel olarak anlamli olmasa da, hastalarda daha
stk saptamiglardir (89). Benzer sekilde meme kanseri ve NHL iizerine yapilmis
caligmalarda -592CC genotipinin artmis kanser riski ile iligkili oldugu gosterilmistir

(90,91,92).

2.6.2. IL-17A VE IL-17F

Ik olarak 1993 yilinda Rouvier E. ve ark. tarafindan kesfedilen IL-17A ve yakin
zamanda kesfedilen IL-17F, IL-17 sitokin ailesinin 6 tiyesinden ikisidir (93,94). Diger
tiyeler; IL-17B, IL-17C, IL-17D ve IL-17E’dir (95). IL-17A ve IL-17F’i kodlayan genler
6. kromozomun p12 bandinda birbirine ¢ok yakin olarak kiimelenmistir. Her iki gen de
ticer ekzondan olugmaktadir (96). IL-17A geni yaklasik olarak 4,2 kb uzunlugunda olup
155 aminoasitten olusan bir polipeptit zinciri sentezler (97). IL-17F geni ise yaklasik
olarak 7,8 kb uzunlugunda bir diziden meydana gelirken 153 aminoasitten olusan bir

protein sentezler (98). IL-17A ve IL-17F genleri %60 homoloji ile birbirine ¢ok
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benzemektedir ve birbirleri ile uyumlu olarak eksprese olurlar. Bu durum
regililasyonlarinin ve biyolojik fonksiyonlarinin benzerligini géstermektedir (94,95).

Bu sitokinler CD4+ hiicrelerin bir alt grubu olan Thl17 hiicreleri tarafindan
tiretilmektedir (99). T hiicreleri disinda IL-17 salgilayan hiicreler de vardir; makrofajlar,
dentritik  hiicreler, naturel killer hiicreler gibi (100). Th17 hiicrelerinin
diferansiyasyonunda IL-1, IL-6 ve TGFp’nin kombine bir etkisi vardir. Th17’lerin in vivo
ortamda stabilizasyonu ve proliferasyonu igin 1L-23 gereklidir (100). IFNG ve IL-4, IL-
23 {izerinden IL-17 tiretimini baskilarlar. 1L-10 ve IL-27 de TH17 diferansiyasyonunda
negatif rol alirlar (101,102).

IL-17A ve IL-17F proinflamatuvar sitokinlerdir. Cok sayida proinflamatuvar
sitokini (IL-6, granulocyte colony stimulating factor-GCSF, TNF-alpha) ve kemokini
(CXCLI, CXCL2, CCL20 vb.), akut faz reaktanlarini, komplemanlari, defensin ve musin
gibi antimikrobiyal proteinleri indiikler (103).

IL-17 aym1 zamanda anjiyogenezise katkida bulunur. IL-17°nin anjiogenetik
aktivitelerinden bazilar1 sunlardir; vaskiiler endotelyal hiicrelerin migrasyonunu ve kord
formasyonunu uyarir (104), STAT-3 sinyal yolagi ile timor gelisimi ve
neovaskiilarizasyonunda rol oynar, tiimdr hiicrelerinde kemoatraktan ve anjiogenetik rolii
olan IL-8 salintmini artirir (103).

IL-17’nin antitiimor aktivitesi ise T hiicre bagimlidir (105). Insan tiimér hiicre
hatlarina IL-17 transfeksiyonu sonrasinda MHC class 1 ve II antijenlerinin
ekspresyonunun artarak tiimoére kargt immiinitenin indiiklendigi gériilmistiir (106). Th17
hiicreleri, Thl tip kemokinlerin CXCL9 ve CXCLI10 {iretimini stimiile ederek efektor
hiicreleri timor mikrogevresine toplar. Wu X. ve ark.’nin yaptiklari ¢alismada IL-17’nin
timor dokularinda dentritik hiicre toplanmasini sagladigi ve timor spesifik CD8+
hiicrelerinin aktivasyonuna yol agtig1 gosterilmistir (107). Meme kanserinde trastuzumab
tedavisi sonrasi, metastatik melanomada anti-cytotoxic T lymphocyte-associated antigen
4 (CTLA4) antibody (tremelimumab) tedavisi sonrast Th17 hiicre sayisinin belirgin
olarak arttig1 gosterilmistir (108,109).

Kanserde IL-17 ekspresyonu ile ilgili cok sayida ¢aligma yapilmistir. Over (110) ,
meme (111), kolorektal (112) , kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (113), prostat kanseri ve
Sezary sendromu (114) iizerine yapilmis g¢alismalar, bu timor dokularinda IL-17

ekspresyonun 6nemli oranda arttigini géstermistir. Ayrica hepatoseliiler kanserde Th17
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hiicrelerinin tiimor kitlesinde artisi, kotii prognostik markir olarak kullanilmaktadir (115).
Bu ¢alismalarin aksine bazi ¢alismalar over (116), NHL (117) ve meme kanserlerinde
(118) Th17 hiicrelerinin ve IL-17 seviyesinin azalmig bulundugunu rapor etmistir. Sfanos
K.S. ve ark. prostat kanseri ile ilgili bir ¢caligmada, tiimérde Th17 hiicre infiltrasyonu
arttikca Gleason skorunun azaldigini bildirmislerdir (119).

IL17°nin kanser gelisiminde hem koruyucu hem de kanser yapici etkisi ile ilgili
deneysel calismalarda da benzer sekilde celiskili sonuglar vardir. Fareler iizerinde
yapilmis iki ¢caligmadan birisinde IL-17’nin insan servikal timorlerinin gelisimine katkida
bulundugu belirtilirken (120), digerinde IL17’nin hematopoietik tiimor gelisimini inhibe
ettigi gosterilmistir (121).

Bazi caligmalar IL17°nin hematolojik malignensi gelisiminde rol oynadigini
gostermektedir. Multiple Myeloma’da ozellikle evre 2 ve 3 hastalarda serum IL-17
seviyesinin artmis oldugu rapor edilmistir (122). Myeloma hastalarinin kemik iliginde
Th17 hiicreleri, ‘Onemi bilinmeyen monoklonal gammopati’ (MGUS-monoclonal
gammopathy of undetermined significance) hastalarina gore artmistir (123). Tedavi
almamis akut myeloid 16semi hastalarinin periferik kan 6rneklerinde Th17 hiicre sayisi ve
IL-17 seviyesi normal kontrollere gore yiiksek olup tedavi sonrasi diisiis yasanmistir
(124).

[I-17A geninde ¢ogu intronik olmak iizere 60’dan fazla SNP vardir (125). Bunlar
arasinda en ¢ok lizerinde durulmus olan IL-17 geninin promotor bolgesinde yer alan -
197AG (rs2275913) polimorfizmidir. Shibata ve ark. IL-17A -197A alelini gastrik kanser
icin artmis risk ile iliskili saptamiglardir (126). Wu ve ark. da IL-17A -197GA genotipini
gec baslangig, erken evre ve kot diferansiye gastrik kanser ile iliskili bulmuslardir (127).
Arisawa T. ve ark. da llseratif kolit hastalarinda -197AA genotipini anlamli sekilde
yiiksek bulmuglardir, ayrica A alleline sahip hastalarin daha agir klinik ile seyrettiklerini
rapor etmiglerdir (128).

IL-17F geninde 100’den fazla SNP vardir (125). IL-17F geninin 3. ekzonunda yer
alan 7383AG (rs2397084) polimorfizmi 126. kodonda Glutamat(E)-Glisin(G) aminoasit
degisikligine neden olmaktadir. Jang W.C. ve ark. 7383A allelini Behget hastaliginda
artmis hastalik riski ile iligkili olarak rapor etmislerdir (13). Paradowska-Gorycka A. ve
ark. da Polonya popiilasyonunda 7383G allelini tagiyan romatoid artritli hastalarda

klinigin daha agir seyrettigini bildirmislerdir (14).
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IL-17F genine ait baska bir polimorfizm olan 7488T/C polimorfizminde TC ve
CC genotiplerinin gastrik kanser riskini artirdigi gosterilmistir (127). Ayn1 polimorfizmde
T allelinin ise kronik immiin trombositopeni ve iilseratif kolit gelisme riskini artirdig
rapor edilmistir (128,129).

Calismamizin konusu olan IL-17A geni -197AG ve IL-17F geni 7383AG
polimorfizmlerinin gen ekspresyonu {lizerine etkisi simdiye kadar tam olarak
gosterilememistir. Ancak IL-17A genine ait -197AG polimorfizminin promotor bolgede
olmasi nedeniyle gen ekspresyonunu etkiledigi diisiintilmektedir. IL-17F geninin ekzon
bolgesinde yer alan 7383AG polimorfizminin ise Glutamat(E)-Glisin(G) aminoasit
degisikligine neden olarak gen fonksiyonunu ve ekspresyonunu etkiledigi belirtilmektedir
(14). Bu nedenle kansere karsi immiin cevapta 6nemli rol oynayan IL-17A ve IL-17F

genlerine ait bu polimorfizmlerin KLL iizerinde rol oynadig: diistiniilmektedir.

2.6.3. TGFp1

TGFp’lar ilk olarak 1981 yilinda kesfedilmistir (130). Memelilerde {i¢ adet TGFf3
izoformu vardir: TGFB1, TGFB2 TGFB3. TGFPI’i kodlayan gen 19q13.1, TGFB2’yi
kodlayan gen 1q41, TGFB3’i kodlayan gen 14q24°te lokalizedir. Farkli kromozomlarda
ve genlerde kodlanan bu izoformlar ayni resptor kompleksi ile sinyallerini iletirler (131).
Bu izoformlar arasinda en 6nemlisi TGFB1°dir. TGFB1 geni 23 kb uzunlugunda olup 390
aminoasitten olusan bir prekiirsor protein sentezler. Olgun protein ise 112 aminoasitten
meydana gelmektedir (132). TGFp1 periferik kanda mononiikleer hiicrelerden, endotelyal
hiicrelerden ve damar diiz kas hiicrelerinde salgilanir (133).

TGFP1 apopitozis, hiicre biiylime inhibisyonu, hiicre diferansiyasyonu, hiicresel
yaslanma, yara iyilesmesi gibi ¢ok sayida hiicresel cevabi kontrol eden bir sitokindir
(134). Immiin homeostazin devami ve otoimmiinitenin baskilanmasinda TGFB1 cok
onemlidir. TGFB1 Interferon-r, TNF-alpha, I1L-2 gibi proinflamatuvar sitokinleri inhibe
eder (135,136). Th2 hiicrelerinin diferansiyasyonuna yardimci olur (137). TGFB1 B hiicre
proliferasyonu baskiladigi gibi, Thl ve Th2 hiicrelerinin antikor iretimi {izerinde de
stipresor etkisi vardir. Ayrica antijen sunan hiicrelere de siipresyon yapar (136).

TGFp1 sinyalindeki bozukluklar solid timdrlerin patogenezinde ¢ok onemlidir.
Tang ve ark. yaptiklari calismada TGFB1’in bir kopyasinin kaybi ile hiicre turnover’inin

arttigin1 géstermislerdir. Bu durum karsinojenlerin varliginda karaciger ve akciger kanseri



21

gelisiminde etkili olmaktadir (138). Hematopoezin kontroliinde TGFB1 negatif bir rol
diizenleyici olmasina ragmen tek basina TGFB1’in kaybi 16semi gelisimi igin yeterli
olmamaktadir (139). Hatta 16semi hastalarinda TGFB1 ekspresyonu siklikla artmis olarak
bulunmaktadir (140).

KLL hastalarinda TGFB1 seviyesinin saglikli insanlara gore artmis oldugu
goriilmistir (141). Erken evre hastalara gore ileri evre hastalarda TGFB1 seviyesinin
daha diisiik oldugu saptanmistir (142). TGFB1 seviyesi ile hastaligin evresi arasinda iliski
olmadigini rapor eden arastirmacilar da vardir (143). In vitro galigmalarda TGFB1, KLL
hastalarinda 16semik B hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmektedir. Ancak bazi
hastalarda 16semik B hiicreleri TGFp’ya kars1 direnglidir (144).

TGFB1 geninde 100°den fazla SNP vardir. Bunlarin 40’a yakini intronlarda yer
alirken, yine 40 civarinda kodlayan bolge SNP’si vardir (125). TGFB1 geninin
polimorfizmleri ¢esitli kanser tiplerinin gelisiminde etkili olarak saptanmistir. Akciger
kanseri (145), meme kanseri (146,147,148), kolorektal kanser (149,150) ve mide kanseri
(151) gibi.

Calismamizin konusu olan TGFB1 geninin 25. kodonundaki SNP, TGFB1 sentezi
seviyesi ile iliskilidir. +915 pozisyonunda G-C polimorfizmi kodon 25’te Arg-Pro
degisikligine neden olmaktadir. Kodon 25°te Arg aleli artmug TGFB1 iiretimi ile iligkilidir
(152). Babel N. ve ark. EBV’ye bagl lenfoma riskinin ve organ nakli sonrasinda
alicilarda lenfoproliferatif hastalik gelismesi riskinin, azalmis TGFB1 seviyesi ile iliskili
olan +915CC genotipini tagiyan bireylerde daha fazla oldugunu rapor etmislerdir (153).
TGFBI1 normal ve l6semik B hiicrelerde proliferasyonu baskiladig: i¢in, diisiik TGFB1
seviyesi ile iligkili +915C allelini tasiyan bireylerde KLL gelisme riskinin artmis

olabilecegi ongoriilebilir.

2.7. PCR-RFLP

2.7.1. PCR

PCR, DNA’nin belli bir bdlgesinin sayisiz kopyasini elde etme yontemidir.
Birbirine yakin iki tarihte iki farkli ekip, Saiki ve ark. 1985’te, Mullis ve Faloona 1987°de
bu metodu tanimlamislardir (154,155). Thermus aquaticus’tan elde edilen taq polimeraz
enziminin kullanilmasiyla birlikte PCR hizli bir sekilde genis bir kullanim alam

bulmustur (156). 1989 yilinda Science dergisi PCR’1 ‘en 6nemli bilimsel gelisme’ olarak,
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‘taq polimerazi’ da ‘yilin molekiili’ ilan etmis, 1993 yilinda Kary Mullis PCR
yonteminden dolay1 Nobel 6diilii almistir.

PCR reaksiyonunun bilesenleri; kalip olarak kullanilacak DNA, Forward ve
Reverse olmak tizere bir ¢ift primer, deoksi-niikleotit-trifosfatlar (INTP), DNA polimeraz
enzimi, enzim icin kofaktor olan MgCl,, pH ve iyon kosullarin1 saglayan tampon
karigimidir.

PCR’da iki primer arasinda kalan bir bélge enzimatik yolla amplifiye edilir. Ideal
olarak 18-24 bp uzunlugunda olan primerlerden her biri DNA ¢ift zincirinden birinde
hedef bolgenin 5' ucuna komplementerdir. Primerlerde bazlarin dagilimi dengeli ve GC
bazlarinin orani ideal olarak %40-60 arasinda olmalidir. Baz igeriklerine gore hesaplanan
erime dereceleri (Tm) iki primer arasinda 5°C’den fazla olmamalidir. PCR’1n basarist igin
primer ciftinin hedef bolgeye spesifik ve giiclii olarak baglanmasi gerekir. Bunun igin
ozellikle primerin 3' ucundaki son 3 baz ¢ok 6nemlidir. Primerler hedef bolge disinda bir
yere ve birbirlerine komplementer olmamalidir (157).

Polimeraz enzimi primerlerden itibaren 5'-3' yoniinde g¢alisarak hedef bolgeyi
sentezler. Yiksek sicakliklara dayanikli Taq polimerazlar ile PCR islemi oldukca
kolaylasmistir. Diislik sicakliklarda da aktif olan taq polimerazlarin non-spesifik iiriin
vermesine karsin oda sicakliginda inaktif olup 94°C’de belli bir siire kaldiktan sonra aktif
hale gelen hot-start polimerazlar dogru iiriin vermede daha basarili olmuslardir. Taq
polimeraz i¢in kofaktdér olan MgCl,’lin optimum konsantrasyonu 6nemlidir. Fazla MgCl,
nonspesifik iiriinlere neden olurken, yetersiz MgCl, ise iriin elde edilememesine yol
agabilir.

PCR yontemi temel olarak 3 asamadan olusur. Denatiirasyon asamasinda 94°C’de
DNA cift zinciri acilarak birbirinden ayrilir. Annealing asamasinda sicaklik hizli bir
sekilde primerlerin hedef bolgeye baglanip hibridize olabilecegi bir sicakliga diisiiriiliir.
Bu sicaklik genellikle 60-65°C arasindadir. Sentez (Ekstansiyon) asamasinda reaksiyon
sicakligr genellikle 72°C’ye cikartilarak termostabil DNA polimeraz tarafindan hedef
bolge sentezlenir. Bu asamalar 25-35 siklus arasinda tekrarlanir. Her tekrarda hedef DNA

225—35

miktari iki katina ¢ikarak sonugcta istenilen bdlgenin adet kopyasi elde edilmis olur.
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2.7.2. RFLP

1960’11 yillarda ilk defa bakteriyofajlarda kesfedilen restriksiyon enzimleri 1970’11
yillarda klonlanmaya baslanmistir (158). Prokaryot canlilarda bulunan restriksiyon
enzimleri yabanci DNA’lari hedef alirlar. Restriksiyon enzimi iireten canlilar kendi
genomlarinda enzimlerin tanima bolgelerini metilasyon yolu ile inaktif hale getirerek
kendilerini korurlar.

Restriksiyon enzimleri ¢ tiptir. Tip 1 enzimler ilk kesfedilen restriksiyon
enzimleri olup spesifik bir diziyi tanir, ancak tanima bdlgesinden ¢ok uzakta bir yerde,
spesifik olmayan rastgele bir diziyi keserler. EcoAl, EcoBlI, CfrAl tip 1 enzimlerdendir.
En ¢ok kullanilan ve en basit restriksiyon enzimleri olan Tip 2 enzimlerin hem tanima
dizileri hem de kesim bdlgeleri spesifiktir. Fonksiyon gormek i¢in Mg disinda kofaktore
ihtiya¢ duymazlar. Bu grup enzimlerin tanima dizileri 4-8 bp uzunlugunda olan
palindromiktir dizilerdir. Yani tanima dizilerinin her iki DNA zincirinde 5'-3' yoniinde
okunuslart aynidir. Bu enzimler her iki zinciri birden keserler (159). Tip 2 enzimlere
ornek olarak EcoRI, EcoRV ve Bgll verilebilir. Tip 3 enzimler en kiigiik grubu
olusturmakta olup, palindromik olmayan iki tanima dizileri vardir. EcoP1 ve EcoP5 bu
gruba dahildir (160).

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri yardimiyla DNA dizisindeki polimorfizmlerin
saptanmasina RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) denir. RFLP daha ¢ok
SNP’ler i¢in kullanilmaktadir. RFLP yontemi ile ilk klinik uygulama 1978 yilinda Kan ve
Dozy tarafindan orak hiicre alellerinin analizinde kullanilmistir (161). PCR yontemi
gelistirildikten sonra Saiki’nin bu iki yontemi kombine etmesiyle ¢ok daha genis bir
kullanim alani ortaya ¢ikmustir (154).

Nokta mutasyonlart ve SNP’ler bir restriksiyon enziminin tanima dizisine denk
geliyorsa PCR-RFLP metodu ile saptanabilirler. Genotipi belirlenmek istenen niikleotidi
icine alan uygun biiytikliikteki bir bolge PCR ile ¢ogaltilir. Tanima dizisi hedef niikleotiti
de iceren bir restriksiyon enzimi ile PCR {iriinii muamele edilir. Allel farkliligina gore
gerceklesecek kesim sonucu meydana gelen Triinler agaroz jel elektroforezinde

goriintiilenerek fragment analizi yapilir ve genotip saptanir.
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2.8. DNA Dizi Analizi

DNA dizisindeki degisikliklerin saptanmasinda kullanilan iki tip DNA dizi analizi
yontemi vardir. Bunlar Alan Maxam ve Walter Gilbert tarafindan gelistirilen kimyasal
metot ve Fred Sanger tarafindan gelistirilen enzimatik yontemdir. Kullanim kolaylig1 ve
calisma hassasiyeti yiizlinden bugin en c¢ok tercih edilen yOntem Sanger veya
dideoksiniikleotit sekansi yontemi de denilen enzimatik yontemdir (2).

Sanger yontemi 2 ve 3 nolu karbonlarinda hidroksil grubu tasimayan
dideoksintikleotitlerin (ddNTP) zincir uzamasini durdurmasi prensibi ile ¢alismaktadir.
Dizi analizi yapilmak istenen bélge uygun primer ¢iftleri ile amplifiye edildikten sonra
PCR fiiriinleri dNTP ve isaretlenmis ddNTP igeren karisim ile tekrar amplifiye edilir.
Biiyliyen zincirin sonuna rastgele olarak isaretli ddNTP’ler baglanarak zincir sentezi
sonlanir (9). Bu sekilde farkli uzunlukta ¢ok sayida DNA fragmentleri olusur. DNA
fragmentleri elektroforez yardimiyla fragment uzunluguna gore siralanir. Isaretlenmis

ddNTP’lerin sirayla okunmasiyla DNA dizisi ortaya konmus olur.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Olgu Se¢imi

2011 Nisan ile 2012 Nisan dénemleri arasinda Karadeniz Teknik Universitesi T1p
Fakiiltesi I¢ Hastaliklart Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali’nda tanis1 konulan ve

klinik takibi yapilan yaslar1 32 ile 84 arasinda degisen (ortalama yas 63, SD=11,280) 35'i
erkek, 15'i kadin 50 KLL hastasi calismaya dahil edilmistir.

KLL tanis1 konulurken asagidaki kriterler kullanildi (162).
KLL i¢in tani kriteleri:
1. Lenfosit sayis1 > 5x10%1
2. Lenfositozun siiresi >2 ay
3. Kemik iliginde lenfosit oran1 > 30%
4. Lenfositlerin biiylik cogunlugunda akim sitometri bulgulari
i. Monoklonal kappa ve lambda
ii. CD5+, CD19+, CD23+, CD20 pozitif
iii. Cyclin D1 negatif, CD22 negatif veya zayif pozitif

3.1.2. Kontrol Grubu

Hematoloji kliniginde yapilan muayene ve tetkikler sonucu saglikli oldugu tespit
edilen yaslar1 45 ile 75 arasinda degisen (ortalama yas 62, SD=7,897) 35'i erkek, 15'i
kadin 50 birey kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edildi.

3.1.3. Orneklerin Alinmasi

Calismaya dahil edilen her hastadan ve kontrol grubundaki bireylerden 5 ml’lik
EDTA’l1 tiiplere periferik vendz kan alind1.


1
Dörtgen
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3.1.4. Kimyasallar

DNA izolasyon kiti (FUJIFILM QuickGene DNA whole blood kit S)
dNTP seti (JATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Vivantis)

Tag DNA polimeraz enzimi seti (Vivantis)

Primerler (Metabion ve Alpha DNA)

Agaroz (Vivantis)

50xTAE (Vivantis)

Etidiyum bromid (Vivantis)

50bp DNA ladder (Norgen)

VC 100bp Plus DNA ladder (Vivantis)

6x Loading Dye (Vivantis)

Restriksiyon enzimleri: Rsal (Vivantis), BstENI (Vivantis), Avall
(Vivantis), Fsel (NEB)

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kiti (ABI)

EXoSAP-IT (USB-Affymetrix Inc.)

3.1.5. Geregler

DNA izolasyon cihazi (FUJIFILM QuickGene)
Spektrofotometre (NanoDrop 2000 UV-Vis, Thermo Scientific)
ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems Inc.)
Buzdolabi (Argelik)

Derin Dondurucu (Argelik)

PCR Cihaz1 (NyxTechnik)

Jel Goriintiileme Sistemi (Gel Logic 212PRO, Carestream)
Hassas Terazi (Ohaus-Pioneer)

Jel Elektroforezi Tanki ve Gii¢ Kaynagi (NyxTechnik)

Isitic1 Blok (Dunn Labortechnik-Stuart)

Mikrodalga firin (Arcelik)

Vorteks (Boeco)

Flash spindown (ViprQ)

Mikropipet Seti (Gilson)
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3.1.6. Soliisyonlar

Primer c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

IL-10 (-592A/C) (rs1800872) polimorfizmi: Metabion marka primerler

F: 5" CCT AGG TCA CAG TGA CGT GG 3' primeri liyofilize halde 39,2 nmol
iken 100 pmol primer ¢ozeltisi i¢cin 392 ul steril distile su ile sulandirildi. 100 pmol
¢oOzelti 10 kat sulandirilarak 10 pmol primer ¢ozeltisi elde edildi.

R: 5" GGT GAG CAC TAC CTG ACT AGC 3' primeri liyofilize halde 26,8 nmol
iken 100 pmol primer ¢ozeltisi i¢cin 268 pl steril distile su ile sulandirildi. 100 pmol

¢oOzelti 10 kat sulandirilarak 10 pmol primer ¢ozeltisi elde edildi.

IL-17A (-197A/G) (rs2275913) polimorfizmi: Metabion marka primerler

F:5' AAC AAG TAA GAA TGA AAA GAG GAC ATG GT 3' primeri liyofilize
halde 26,1 nmol iken 100 pmol primer ¢dzeltisi i¢in 261 pl steril niikleaz free water ile
sulandirildi. 100 pmol ¢ozelti 10 kat sulandirilarak 10 pmol primer ¢ozeltisi elde edildi.

R:5' CCC CCA ATG AGG TCA TAG AAG AAT C 3' primeri liyofilize halde
31,9 nmol iken 100 pmol primer ¢ozeltisi i¢in 319 pl steril distile su ile sulandirildi. 100

pmol ¢ozelti 10 kat sulandirilarak 10 pmol primer ¢6zeltisi elde edildi.

IL-17F (7383A/G) (rs2397084) polimorfizmi: Metabion marka primerler

F: 5" GTG TAG GAA CTT GGG CTG CAT CAA T 3' primeri liyofilize halde
37,5 nmol iken 100 pmol primer ¢ozeltisi igin 375 ul steril distile su ile sulandirildi. 100
pmol ¢ozelti 10 kat sulandirilarak 10 pmol primer ¢ozeltisi elde edildi.

R: 5 AGC TGG GAA TGC AAA CAA AC 3' primeri liyofilize halde 32,9 nmol
iken 100 pmol primer ¢ozeltisi i¢in 329 pl steril distile su ile sulandirildi. 100 pmol

¢ozelti 10 kat sulandirilarak 10 pmol primer ¢ozeltisi elde edildi.

TGFp1 (+915G/C) (rs1800471) polimorfizmi: Alpha DNA marka primerler
F: 5 TTC AAG ACC ACC CAC CTT CT 3" primeri liyofilize halde 134,6 nmol
iken 100 pmol primer ¢ozeltisi i¢in 1346 pl steril distile su ile sulandirildi. 100 pmol

cozelti 10 kat sulandirilarak 10 pmol primer ¢ozeltisi elde edildi.
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R: 5" TCG CGG GTG CTG TTG TAC A 3' primeri liyofilize halde 138,2 nmol
iken 100 pmol primer ¢ozeltisi igin 1382 ul steril distile su ile sulandirildi. 100 pmol

cozelti 10 kat sulandirilarak 10 pmol primer ¢ozeltisi elde edildi.

2mM dNTP karisima hazirlanmasi
Her biri 100 mM olan dATP, dTTP, dCTT, dGTT c¢ozeltilerinden 10’ar ul alip
hepsi tek bir tiipte 460 pl steril niikleaz free water ile karistirilarak 2mM dNTP karigimi

hazirlandi.

Agaroz jel hazirlanmasi

10 ml 50xTAE ile 490 ml distile su karistirilarak 1XxTAE elde edilir. % 1,5 agaroz
jel i¢in 100 ml 1XxTAE ile 1,5 gr agaroz karistirilir. Mikrodalga firinda 3 dk muamele
edilir. 8 pl etidium bromiir ¢ozeltiye eklenir. Cozelti, taraklar1 yerlestirilmis jel tabagina
dokiiliir. Cozeltinin soguyup katilagsmasi beklenir. % 2,5 agaroz jel ig¢in ayn1 islem 100ml
IXxTAE ile 2,5 gr agaroz karistirilarak yapilir.

Restriksiyon enzimlerinin hazirlanmasi
Rsal(Vivantis) : 15 u/ul stok soliisyondan 5 pl alinir, 45 pl Diliisyon A (Vivantis)

soliisyonu ile karistirilir ve 1,5 u/pl enzim ¢ozeltisi elde edilir. Reaksiyon i¢in hazirlanan

karigim su sekildedir:
dH,0 12,8 ul
Buffer V1 (Vivantis) 22 ul
Rsal (1,5u/ul) (Vivantis) 10,2 ul
Pcr Uriinii 215 ul

BstENI(Vivantis) : 2 u/ul stok soliisyondan 25 pl alinir, 25 pl Diliisyon A
(Vivantis) soliisyonu ile karistirilir ve 1 u/ul enzim ¢6zeltisi elde edilir. Reaksiyon icin

hazirlanan karisim su sekildedir:

dH.0 2,7 Ml
Buffer (Vivantis) 12 ul
BstENI (1u/ul) (Vivantis) :0,3 ul

Pcr Uriinii 215 ul
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Avall (Vivantis): 10 u/ul stok soliisyondan 4 pl aliir, 36 ul Diliisyon A
(Vivantis) soliisyonu ile karistirilir ve 1 u/ul enzim soliisyonu elde edilir. Reaksiyon i¢in

hazirlanan karisim su sekildedir:

dH-,0 02,7 ul
Buffer (Vivantis) (2 ul

Avall (1u/ul) (Vivantis) 20,3 ul
Pcr Uriinii 15l

Fsel (NEB): Reaksiyon igin hazirlanan karisim su sekildedir:

dH-,0 12,55 ul
Buffer (NEB) 12l
BSA (NEB) :0,2 ul
Fsel (2u/ul) (NEB) 20,15 ul
Pcr Uriinii 215l
3.2. Metod

3.2.1. Kandan DNA izolasyonu

Toplanan kan 6rneklerinden ayni giin i¢inde Fujifilm QuickGene DNA izolasyon
cihazi ve Fujifilm QuickGene tam kandan DNA ekstraksiyon kiti ile DNA izole edildi.
Izole edilen DNA’larin konsantrasyon ve safliklar1 spektrofotometrede (NanoDrop 2000-
Thermo Scientific) 260/280 nm dalga boylarinda absorbanslarinin dlgiilmesiyle

belirlendikten sonra agaroz jelde yiiriitiilerek DNA varlig1 teyit edildi.

3.2.2. PCR

Ensemble Genome Browser’da yapilan analizler ve literatiir taramasi sonucunda
her bir hedef SNP noktasini igeren bolgeleri ¢ogaltacak primerler Tablo 2’de verildigi
sekilde segildi (14,83,163,164). Uygun Magnezyum miktar1 ve baglanma (annealing)
sicakliklart icin Gradiyent PCR’lar yapilarak optimum PCR kosullart saglandi.



Tablo 2: Hedef bolgelerin amplifikasyonu i¢in kullanilan primerler
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Polimorfizm Primerler Uriin
Biiyukligi

IL-10 (-592A/C) F:5"' CCTAGGTCACAGTGACGTGG 3 412 bp

(rs1800872) R:5' GGTGAGCACTACCTGACTAGC 3'

IL-17A (-197A/G) F:5' AACAAGTAAGAATGAAAAGAGGACATGGT 3 102 bp

(rs2275913) R:5' CCCCCAATGAGGTCATAGAAGAATC 3

IL-17F (7383A/G) F:5 GTGTAGGAACTTGGGCTGCATCAAT 3' 470 bp

(rs2397084) R:5' AGCTGGGAATGCAAACAAAC 3

TGFp1 (+915G/C) F:5' TTCAAGACCACCCACCTTCT 3 500 bp

(rs1800471)

R:5' TCGCGGGTGCTGTTGTACA 3'

Primerler

Asagida belirtilen primerler kullanilarak PCR yontemiyle hedef bdlgeler

cogaltildi.

IL-10 (-592A/C) polimorfizmi igin 412 bp’lik PCR iiriinii elde etmek amaci ile;
F:5'CCT AGG TCA CAG TGA CGT GG 3'
R: 5" GGT GAG CAC TAC CTG ACT AGC 3

IL-17A (-197A/G) polimorfizmi igin 102 bp’lik PCR iiriinii elde etmek amaci ile;
F:5' AAC AAG TAA GAA TGA AAA GAG GAC ATG GT 3',
R:5' CCC CCA ATG AGG TCATAG AAG AATC 3

IL-17F (7383A/G) polimorfizmi i¢in 470 bp’lik PCR {irlinii elde etmek amaci ile;
F:5 GTG TAG GAACTT GGG CTG CAT CAAT 3
R: 5" AGC TGG GAATGC AAACAAAC 3
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TGFB1 (+915G/C) polimorfizmi i¢in 500 bp’lik PCR iiriinii elde etmek amaci ile;

F:5"TTC AAG ACC ACCCACCTTCT 3,

R:5"TCGCGGGTGCTGTTGTACAZ

primer ciftleri kullanilarak hedef bolgeler PCR ile ¢ogaltildi.

PCR Miksi

Her bir primer c¢ifti ile hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi igin ideal PCR reaksiyon

karisimi asagidaki sekilde hazirlandi.
dH,0
Buffer A (Vivantis)
MgCl; (50mM-Vivantis)
dNTP (2mM-Vivantis)
F (10pmol)
R (10pmol)
Taq (5u/ul-Vivantis)
DNA

PCR Kosullar:
IL-10 (-592A/C) i¢in :
1. Asama

On Denatiirasyon

2. Asama: 35 siklus olacak sekilde dizayn edildi.

Denatiirasyon

Baglanma (Annealing)
Sentez (Extension)

3. Asama

Son sentez (Final Extension)

PCR sonrasi saklama kosulu

2 14,4 ul
22,5 ul
1,5l
12,5 ul
21l
21l
10,1 pul
12l

94°C

94°C
68,2°C
72°C

72°C
+4°C

5dk

30sn

30sn

30 sn

4 dk



IL-17A (-197A/G) igin :

1. Asama

On Denatiirasyon : 94°C 5dk
2. Asama: 35 siklus olacak sekilde dizayn edildi.

Denatiirasyon ; 94°C 30sn
Baglanma (Annealing) ; 61°C 30sn
Sentez (Extension) ; 72°C 30 sn
3. Asama

Son sentez (Final Extension) : 72°C 4 dk
PCR sonrasi saklama kosulu X +4°C

IL-17F (7383A/G) i¢in :

1. Asama

On Denatiirasyon ; 94°C 5 dk
2. Asama: 35 siklus olacak sekilde dizayn edildi.

Denatiirasyon ; 94°C 30 sn
Baglanma (Annealing) ; 65,8°C 30 sn
Sentez (Extension) : 72°C 30 sn
3. Asama

Son sentez (Final Extension) ; 72°C 4 dk
PCR sonrasi saklama kosulu : +4°C

TGFB1 (+915G/C) i¢in :

1. Asama

On Denatiirasyon : 94°C 5 dk
2. Asama: 35 siklus olacak sekilde dizayn edildi.

Denatiirasyon ; 94°C 30 sn
Baglanma (Annealing) : 61,7°C 30 sn
Sentez (Extension) : 72°C 30sn
3. Asama

Son sentez (Final Extension) : 72°C 4 dk

PCR sonrasi saklama kosulu : +4°C
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PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde degerlendirilmesi

%1,5’luk agaroz jel hazirland1. Jel, elektroforez kabina konulup kabin i¢i 1X TAE
buffer ile jelin istiinii ortecek kadar dolduruldu. Her hasta i¢in 5 pul PCR iirlinii ile 1 pl
yikleme boyasi asetat iizerinde kanstirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.
Kuyucuklardan birine PCR iiriinlerinin boyutlarini saptamak amaciyla 100 bp DNA
Ladder yiiklendi. Gii¢ kaynaklari elektroforez tankina baglanip 140V ile 20 dk ¢alistirildi.
Siire bitiminde jel, elektroforez tankindan alinip Gel Logic (Carestream) jel goriintiileme

cihazinda degerlendirildi.

3.2.3. RFLP

Restriksiyon enzimleri

IL-10 (-592A/C) genotipini tayin i¢in Rsal (Vivantis),

IL-17A (-197A/G) genotipi tayini i¢in BstENI (Vivantis) ,

IL-17F (7383A/G) genotipini tayin i¢in Avall (Vivantis),

TGFB1 (+915G/C) tayini i¢in Fsel (NEB) restriksiyon enzimleri segildi (Tablo 3).

Rsal enzimi GTAC dizisi varliginda T ile A arasindan (GT/AC) ¢ift iplikli DNA
zincirini kesmektedir. IL-10 -592 pozisyonunda A var ise (GTAC) Rsal enziminin PCR
tirtiniinii kesmesiyle 236 ve 176 bp’lik iki ¢ift zincir olugmaktadir. Ayn1 pozisyonda C var
ise (GTCC) enzim PCR fiirliniinii kesemez, iiriin 412 bp’lik tek par¢a halinde kalir.

BstENI enzimi CCTNNNNNAGG dizisini taniyarak ¢ift iplikli zinciri T bazindan
iki baz sonra(CCTNN/NNNAGG) kesmektedir. IL-17A -197 pozisyonunda G var ise
(CCTNNNNNAGG) enzim PCR iiriiniinii keser, 68 ve 34 bp’lik iki adet ¢ift zincir iiriin
olusur. Ayn1 pozisyonda A var ise (CCTNNNNNAGA) enzim PCR iiriiniinii kesemez ve
102 bp’lik PCR iiriinii tek parca olarak kalir.

Avall enzimi GGWCC dizisini taniyarak ¢ift iplikli zinciri iki G niikleotidi
arasindan (G/GWCC) keser. IL-17F 7383 pozisyonunda G oldugunda (GGWCC) enzimin
PCR f{iriiniinii kesmesiyle 395 ve 75 bp’lik iki adet kesim iirlinii olusur. Ayn1 pozisyonda
A var ise (AGWCC) enzim kesim yapamaz ve PCR iiriinii tek parca olarak kalir.

Fsel enzimi GGCCGGCC dizisini tantyarak cift iplikli zinciri GGCCGG/CC
kismindan kesmektedir. TGFB1 +915 pozisyonunda G var ise (GGCCGGCC) enzim PCR
triiniinii 318 ve 182 bp’lik iki parcaya kesmektedir. Ayni pozisyonda C var ise
(GGCCCGCC) enzim PCR iiriiniinii kesemez.



Tablo 3: Kullanilan restriksiyon enzimleri ve kesim {irtinleri
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Polimorfizm Kesim Tanima ve Genotip Kesim Uriinleri
Enzimi Kesme Dizisi
IL-10 (-592A/C) Rsal GT/AC CcC 412
CA 412, 236, 176
AA 236,176
IL-17A (-197A/G)  BstENI CCTNN/NNNAGG GG 68, 34
AG 102, 68, 34
AA 102
IL-17F (7383A/G)  Avall G/GWCC AA 470
AG 470, 395, 75
GG 395, 75
TGFB1 (+915G/C)  Fsel GGCCGG/CC GG 318, 182
GC 500, 318, 182
cC 500

Restriksiyon enzimleri ile muamele

Kesim enzimleri ile PCR f{irlinleri, hazirlanan reaksiyon karisimlarinda Rsal ve

Avall enzimleri ile 37°C’de, BstENI enzimi ile 65°C’de 16 saat, Fsel enzimi ile 37°C’de

1 saat inkiibe edildi. Kesim reaksiyonu sonrasi tirlinler %2,5’luk agaroz jelde elektroforez

ile goriintiilendi.

Kesim iiriinlerinin degerlendirilmesi

PCR fiiriinlerini restriksiyon enzimleri ile muamele ettikten sonra %2,5’luk Agaroz

jel hazirlanir. Enzim ile muamele edilmis iiriinlerden 10 pl alinip 2 pl yiikleme boyast ile

karistirtlir ve jel kuyucuklarina yiiklenir. Jel elektroforezi 140 V’da 20 dk calistirilir. Gel
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Logic 212PRO (Carestream) jel goriintiileme cihazinda degerlendirme asagidaki sekilde

yapilir:

IL-10 (-592A/C) polimorfizmi:

412 bp’lik tek bant goriilmesi CC,

236 ve 176 bp’lik iki bant AA,

412, 236 ve 176 bp’lik ii¢ bant goriilmesi AC genotipi ile uyumlu olarak

degerlendirildi.

IL-17A (-197A/G) polimorfizmi:

102 bp’lik tek bant AA,

68 ve 34 bp’lik iki bant GG,

102, 68 ve 34 bp’lik li¢ bant goriilmesi AG genotipi ile uyumlu olarak

degerlendirildi.

IL-17F (7383A/G) polimorfizmi:

470 bp’lik tek bant AA,

395 ve 75 bp’lik 2 bant GG,

470, 395 ve 75 bp’lik ii¢ bant AG genotipi ile uyumlu olarak degerlendirildi.

TGFp1 (+915G/C) polimorfizmi:

500 bp’lik tek bant goriilmesi CC,

318 ve 182 bp’lik iki bant GG,

500, 318 ve 182 bp’lik ti¢ bant goriilmesi GC genotipi ile uyumlu olarak

degerlendirildi.

3.2.4. DNA Dizi Analizi

PCR-RFLP yonteminin konfirmasyonu amaciyla her bir polimorfik bdlge i¢in

rastgele bes hastanin DNA’s1 kullanilarak ilgili bolgeler amplifiye edildi. Amplifikasyon

sonras1 PCR iiriinii %2°lik Agaroz Jel elektroforezi ile degerlendirildi. Uygun olan PCR
tirtinleri EXOSAP-IT ile saflastirildi.
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EXoSAP-IT ile piirifikasyon
5 ul PCR iriinii ile 2 ul EXOSAP 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. 80°C’de 15 dk

inkiibasyon ile inaktivasyon yapildi.

Sekans PCR reaksiyonu

Big Dye Cycle Sequencing V3.1 Kit: 1 ul

5X sequencing Buffer :2ul

F veya R Primer 22 ul

PCR Uriinii 2.l

dH,0 :3ul

Sekans PCR kosullar:

1. Asama

On Denatiirasyon ; 96°C 1dk
2. Asama: 25 siklus olacak sekilde dizayn edildi.

Denatiirasyon ; 96°C 10 sn
Baglanma (Annealing) : 50°C 5 sn
Sentez (Extension) ; 60°C 4 dk

PCR sonrasi saklama kosulu X +4°C

Analiz
Sekans PCR sonrasi iiriinler ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, Calif.) cihazina yiiklendi ve Sequencing Analysis Software

v5.3.1 ile analiz yapildi.

3.3. Istatiksel Analiz

Veriler SPSS 16.0 programiinda degerlendirildi. Hasta ve kontrol gruplarina ait
kategorik degerlerin polimorfik boélgelere ait genotip ve aleller ile iligkisinin
incelenmesinde Ki-kare (y2) testi, sayisal degerlerin genotip ve aleller ile iligkisinin
incelenmesinde Kruskal Wallis testi (post hoc olarak Mann Whitney U testi) kullanildi. p
degerinin 0.05’in altinda olmasi (p<0.05 ) durumunda istatiksel olarak anlamli iligki var
oldugu, p degerinin 0.05’in iistiinde olmasi1 (p>0.05) durumunda istatiksel olarak anlaml

iligki olmadig1 kabul edilmistir.



4. BULGULAR

Hasta ve Kontrol Gruplarina Ait Yas, Cinsiyet ve Klinik Ozellikler

Calismamiza, 2011 Nisan ile 2012 Nisan donemleri arasinda Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali’nda tanisi
konulan ve klinik takibi yapilan yaslar1 32 ile 84 arasinda degisen 35’1 erkek, 15’1 kadin
toplam 50 KLL hastast alinmistir. Yapilan muayene ve tetkikler sonucu saglikli oldugu
tespit edilen, yaslar1 45 ile 75 arasinda degisen 35’1 erkek, 15’1 kadin toplam 50 saglikli
birey de kontrol grubu olarak caligmaya dahil edilmistir. Hastalarin ortalama yasi 63
(SD=11,280), saglikl bireylerin ortalama yas1 62 (SD=7,897) idi.

Calismaya katilan tiim hastalarin I1L-10 geni -592AC, IL-17A geni -197AG , IL-
17F geni 7383AG ve TGFB1 geni +915GC polimorfizmlerine ait genotip dagilimlari ve
allel sikliklar1 saptandi, ayrica hastalarin cinsiyeti, tan1 aldig1 yasi, tani aninda lenfosit
sayisi, IgG, IgA, IgM seviyeleri, Rai’ye gore klinik evresi ve FISH bulgulari
degerlendirildi (Tablo 4). Hastalara ait laboratuvar 6l¢timlerinin ortalamasi; lenfosit sayisi
35x10%/1 (SD=38.35), 1gG seviyesi 1186 mg/dl (SD=697.84), IgA seviyesi 184 mg/dl
(SD=142.21), IgM seviyesi 82 mg/dl (SD=62.74) idi. Hastalarin 9 tanesi Rai evre 0, 12
tanesi evre I, 8 tanesi evre I1, 11 tanesi evre III, 10 tanesi evre IV hastasi idi.

Kontrol grubundaki saglikli bireylerin lenfosit sayisi, IgG, IgA, IgM seviyeleri
normal kabul edildi, yas ve cinsiyet 6zellikleri kaydedildi (Tablo 5).


1
Dörtgen
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Tablo 4: Hasta grubuna ait yas, cinsiyet, evre, lenfosit sayisi, 1gG, IgA, IgM seviyeleri ve
genotip ozellikleri.

Hst. Yas Cinsiyet Rai  Lenfosit 19G IgA IgM IL10 ILI7A  IL17F  TGFp1
No Evre (i;‘é’;jll) (mg/dl)  (mg/dl)  (mg/dl) -592A/C  -197A/G T7383A/G 915G/C
1. 57 E 2 56.6 676.0 57.0 21.0 AA GG AA GG
2. 55 E 3 35.4 514.0 35.0 29.0 AC GG AA cC
3. 77 E 3 82.9 1340.0 83.0 96.0 cC GG AA GC
4, 57 E 2 32.2 1210.0 185.0 75.0 AC GG AA GG
5. 55 E 1 17.2 1050.0 2400 115.0 AC GG AG GC
6. 64 E 3 155 1490.0 1910 61.0 AC GG AG GG
7. 71 K 0 21.0 1490.0 256.0 69.0 AC GG AG GG
8. 71 E 4 21.0 2330.0 5150 151.0 AC GG AA GG
Q. 58 E 3 6.0 4590.0 706.0 316.0 CcC GG AA GG
10. 74 K 0 37.0 1050.0 162.0 57.0 CcC AG AA GG
11. 46 E 2 9.7 918.0 69.0 59.0 CcC AA AA GG
12. 53 K 3 81.0 1030.0 134.0 49.0 CcC AG AA GC
13. 57 K 1 39.0 1330.0 86.0 56.0 CcC AG AA GC
14, 62 E 2 28.1 1270.0 156.0 68.0 AC GG AA GG
15. 62 E 4 195.0 25400 60.0 35.0 CcC GG AA GG
16. 70 E 1 185 653.0 47.0 17.0 CcC AG AG GC
17. 32 E 2 58 1540.0 436.0 176.0 CcC AG AA GG
18. 52 K 4 20.0 150.0 3240 17.0 AC AG AA GG
19. 51 K 0 25.3 8340 147.0 44.0 CcC AG AA GG
20. 40 K 3 54.1 1050.0 198.0 27.0 AC AG AG GG
21. 54 E 2 18.3 865.0 55.0 150.0 AC AG AA GG
22. 81 K 3 7.0 980.0 98.0 96.0 AC AG AA GG
23. 56 K 0 19.7 1550.0 24.0 41.0 CcC AG AA GG

60 E 4 49.0 1020.0 36.0 89.0 CcC GG AG GG

()
R



25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.

57
73
77
55
67
60
81
69
78
73
65
52
67
84
57
76
77
67
71
62
74
71
66
51
44

62

m

A

5.6
5.1
70.8
23.0
9.0
22.0
35.0
19.1
6.8
144
14.0
9.8
106.0
121
62.0
97.0
13.5
131
16.0
23.0
12.5
53.1
18.3
8.8
159.7

22.9

1260.0
1770.0
1110.0
1040.0
474.0
2010.0
1810.0
1860.0
560.0
1090.0
636.0
611.0
646.0
770.0
1560.0
678.0
460.0
558.0
1380.0
1030.0
1470.0
605.0
1390.0
1340.0
592.0

1160.0

146.0
206.0
71.0
122.0
195.0
100.0
385.0
425.0
220.0
215.0
135.0
91.0
170.0
240.0
164.0
43.0
115.0
227.0
65.0
132.0
239.0
465.0
250.0
370.0
64.0
61.0

46.0
124.0
106.0

45.0

45.0

69.0

66.0
144.0

98.0

44.0
109.0

70.0
256.0

65.0
180.0

36.0

30.0
219.0

34.0

67.0

58.0

32.0
103.0
110.0

19.0

23.0

AC
AC
CC
CC
CC
CC
CC
AC
AC
AC
CcC
AC

AC

AC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
AC
AC
CcC

AC

AC

GG
AG
AG
AG
GG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
GG
AG
GG
AG
AG
GG
GG
GG
AG
AG
GG
GG
GG

GG

P2 2222232 ERZ3

2 23 3

2

3

2

39

GG
GG
GC
GG
GG
GG
GC
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GC
GG
GC
GG
GC
GC
GC
GG
GG
GG
GG
GG
GC
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Tablo 5: Kontrol grubuna ait yas, cinsiyet ve genotip 6zellikleri.

Kontrol Yas Cinsiyet IL10 IL17A IL17F TGFp1
No -592A/C -197A/IG 7383AG  +915G/C
1. 63 E cC GG AG GG
2. 62 E cC AG AA GG
3. 65 K cC AG AA GG
4, 46 E AC AG AA GG
5. 69 K cC AG AG GG
6. 73 K cC GG AG GG
7. 62 E AC AG AA GG
8. 64 E CC AG AA GG
9. 58 E cC AG AA GG
10. 57 E cC AG AA GG
11. 68 E AC GG AA GG
12. 71 E AC GG AA GG
13. 65 E AC GG AA GG
14. 59 K cC AG AA GG
15. 65 E AC AG AA GG
16. 57 E AC GG AA GG
17. 67 K AC GG AG GC
18. 61 E CC AA AA GG
19. 55 E CC AG AA GG
20. 68 K cC AG AA GG
21. 63 E cC GG AA GG
22. 75 E CC GG AA GG
23. 58 E AC AG AA GG

24. 58 K CcC AG

>
@

GG
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GC

AG

GG

CC

69

25.

GG

AG

AC

72

26.

GG

GG

AC

61

27.

GG

AG

AC

59

28.

GG

AG

AC

49

29.

GG

CC

55

30.

GG

GG

AC

45

31.

GG

AG

GG

AC

57

32.

GG

GG

AC

68

33.

GC

AG

CC

73

34.

GC

GG

CC

65

35.

GC

GG

CcC

58

36.

GC

AC

75

37.

GG

GG

AC

59

38.

GG

AG

AG

AC

49

39.

GG

GG

CcC

57

40.

GG

GG

CC

56

41.

GC

AG

AC

60

42.

GC

AG

CcC

60

43.

GG

GG

CcC

57

44,

GG

AG

CC

65

45.

GG

GG

AC

64

46.

GG

AG

AA

70

47.

GC

GG

CC

72

48.

GG

GG

AA

63

49.

GC

GG

AC

65

50.
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Hasta ve Kontrol Gruplarinin Polimorfik Genotip ve Allel Dagiliminin

Karsilastirmasi

IL-10 (-592A/C) Polimorfizmi:

Agaroz jelde, 412 bp’lik tek bant goriilmesi CC, 236 ve 176 bp’lik iki bant
goriilmesi AA, 412, 236 ve 176 bp’lik {i¢ bant goriilmesi de AC genotipi ile uyumlu
olarak degerlendirildi (Sekil 1).

1500bp___

1000bp ___
~00bp___ 412bp
—— 236bp
—— 176bp

100bp____

Sekil 1: 1 nolu sirada 236 ve 176 bp’lik iki bant AA genotipi ile uyumlu, 2 nolu
sirada 412, 236 ve 176 bp’lik ii¢ bant goriilmesi AC genotipi ile uyumludur. 3 nolu sirada
412 bp’lik tek bant goriilmesi CC genotipi ile uyumludur.

Hasta grubunun 26’sinda (%52) CC, 22’sinde (%44) AC, 2’sinde (%4) AA
genotipi vardi. Kontrol grubunun 24’iinde (%48) CC, 23’linde (46) AC, 3’linde (%6) AA
genotipi vardi. Hastalara ait 100 allelin 74’1 (%74) C, 26’s1 (%26) A alleli idi. Kontrol
grubuna ait 100 allelin 71’1 (%71) C, 29’u (%29) A alleli idi. Hasta ve kontrol
gruplarinda genotip dagilimi1 ve allel frekanslar1 karsilagtirildiginda gruplar arasinda

istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 6).



Tablo 6: 1L-10 (-592A/C) polimorfizmi i¢in genotip ve allel dagilim1
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Genotip Hasta Kontrol p
n (%) n (%)
cC 24 (48) 26 (52)
AC 23 (46) 22 (44) p=0.860
AA 3(6) 2 (4)
- 71 (71) 74 (74) p=0.635
- 29 (29) 26 (26)

IL-10 (-592A/C) polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol gruplarinin genotip

dagilimi ve allel frekansi erkek ve kadin cinsiyetlere gore karsilastirildi. Cinsiyetler

arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 7).

Tablo 7: Cinsiyete gore 1L-10 (-592A/C) polimorfizmi igin genotip ve allel dagilimi

Genotip Allel
Cinsiyet AA AC CC p A C p
Erkek  Hasta 2 16 17 p=0.970 20 50 p=0.850
Kontrol 2 15 18 19 ol
Kadin  Hasta 1 7 7 p=0.587 9 21 p=0.559
Kontrol 0 7 8 7 23
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IL-17A (-197A/G) Polimorfizmi:

Agaroz jelde, 102 bp’lik tek bant goriilmesi AA, 68 ve 34 bp’lik iki bant
goriilmesi GG, 102, 68 ve 34 bp’lik ii¢ bant goriilmesi AG genotipi ile uyumlu olarak
degerlendirildi (Sekil 2).

500bp
250bp
100bp __ 102bp
— 68b
50bp ?
— — 34bp

Sekil 2: 1 nolu sirada 68 ve 34 bplik iki bant GG, 2 nolu sirada 102, 68 ve 34
bplik ii¢ bant goriilmesi AG, 3 nolu sirada 102 bp’lik tek bant AA genotipi ile uyumludur.

Hasta grubunun 25’inde (%50) GG, 20’sinde (%40) AG, 5’inde (%10) AA
genotipi vardi. Kontrol grubunun 23’{inde (%46) GG, 25’inde (50) AG, 2’sinde (%4) AA
genotipi vardi. Hastalara ait 100 allelin 70’1 (%70) G, 30°u (%30) A alleli idi. Kontrol
grubuna ait 100 allelin 71’1 (%71) G, 29’u (%29) A alleli idi. Hem genotip i¢in hem de
allel i¢in hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli iligki saptanmadi

(Tablo 8).
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Tablo 8: IL-17A (-197A/G) polimorfizmi igin genotip ve allel dagilimi

Genotip  Allel Hasta Kontrol p
n (%) n (%o)
GG - 23 (46) 25 (50)
AG i 25 (50) 20 (40) p=0.382
AA - 2 (4) 5 (10)
- G 71 (%71) 70 (%70) p=0.877
- A 29 (%29) 30 (%30)

IL-17A (-197A/G) polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol gruplarinin genotip dagilimi

ve allel frekans1 erkek ve kadin cinsiyetlere gore karsilastirildi ve aralarinda istatiksel

olarak anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 9).

Tablo 9: Cinsiyete gore IL-17A (-197A/G) polimorfizmi i¢in genotip ve allel dagilimi

Genotip Allel
Cinsiyet GG AG AA p G A p
Erkek  Hasta 20 13 2 p=0.534 53 17  p=0.262
Kontrol 16 15 4 47 23
Kadin  Hasta 3 12 0 p=0.072 18 12 p=0.273
Kontrol 8 6 1 22 8
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IL-17F (7383A/G) Polimorfizmi:
Agaroz jelde, 470 bp’lik tek bant goriilmesi AA, 395 ve 75 bp’lik 2 bant

goriilmesi GG, 470, 395 ve 75 bp’lik ii¢c bant goriillmesi AG genotipi ile uyumlu olarak
degerlendirildi (Sekil 3).

1500 bp
—
1000 bp —
=

500 bp___ —_— 470 bp

— —— 395 bp

Sekil 3: 1 ve 2 nolu siralarda 470, 395 ve 75 bp’lik {i¢ bant goriilmesi AG
genotipi ile uyumludur. 3 nolu sirada 470 bp’lik tek bant goriilmesi AA genotipi ile
uyumludur. GG genotipi hastalarda ve kontrollerde saptanmadigi i¢in jel goriintiisii

bulunmamaktadir.

Hasta grubunun 39’inda (%78) AA, 11’unda (%22) AG genotipi vardi. Kontrol
grubunun 40’1nda (%80) AA, 10’unda (%20) AG, genotipi vardi. Hastalara ait 100 allelin
89°u (%89) A, 11°i (%11) G alleli idi. Kontrol grubuna ait 100 allelin 90’1 (%90) A, 10’u

(%10) G alleli idi. Hem genotip i¢in hem de allel igin hasta ve kontrol gruplar1 arasinda

istatiksel olarak anlamli iligki saptanmadi (Tablo 10).
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Tablo 10: IL-17F (7383A/G) polimorfizmi i¢in genotip ve allel dagilim1

Genotip Allel Hasta Kontrol p
n (%) n (%)
AA - 39 (78) 40 (80)
AG ; 11 (22) 10 (20) p=0.806
GG - 0(0) 0(0)
- A 89 (%89) 90 (%90) p=0.818
- G 11 (%11) 10 (%10)

IL-17F (7383A/G) polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol gruplarinin genotip dagilimi
ve allel frekans: erkek ve kadin cinsiyetlere gore karsilastirildi ve aralarinda istatiksel

olarak anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 11).

Tablo 11: Cinsiyete gore IL-17F (7383A/G) polimorfizmi i¢in genotip ve allel dagilimi

Genotip Allel
Cinsiyet AA AG GG p A G p
Erkek Hasta 28 7 0 p=0.324 63 7 p=0.850
Kontrol 31 4 0 66 4
Kadin Hasta 11 4 0 p=0.439 26 4 p=0.559

Kontrol 9 6 0 24 6
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TGFp1 (+915G/C) Polimorfizmi:

Agaroz jelde, 500 bp’lik tek bant goriilmesi CC, 318 ve 182 bp’lik iki bant
goriilmesi GG, 500, 318 ve 182 bp’lik ii¢ bant goriilmesi GC genotipi ile uyumlu olarak
degerlendirildi (Sekil 4).

___1500bp
___1000bp
500bp ___ — 5000p
318bp
182bp —
___100bp

Sekil 4: 1 nolu sirada 500 bplik tek bant CC, 2 nolu sirada 318 ve 182 bplik iki bant
GG, 3 nolu sirada 500, 318 ve 182 bp’lik {i¢ bant goriilmesi GC genotipi ile uyumludur.

Hasta grubunun 36’sinda (%72) GG, 13’iinde (%26) GC, 1’inde (%2) CC genotipi
vardi. Kontrol grubunun 40’1nda (%80) GG, 10’unda (%20) GC genotipi vardi. Hastalara
ait 100 allelin 85’1 (%85) G, 15’1 (%15) C alleli idi. Kontrol grubuna ait 100 allelin 90’1
(%90) G, 10’u (%10) C alleli idi. Hem genotip i¢in hem de allel i¢in hasta ve kontrol

gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli iligki saptanmadi (Tablo 12).



Tablo 12: TGFB1 (+915G/C) polimorfizmi igin genotip ve allel dagilimi
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Genotip Allel Hasta Kontrol p
n (%) n (%o)
GG 36 (72) 40 (80)
GC 13 (26) 10 (20) p=0.443
cC 1(2) 0 (0)
- 85 (%85) 90 (%90) p=0.285
- 15 (%15) 10 (%10)

TGFB1 (+915G/C) polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol gruplarnin genotip dagilimi

ve allel frekansi erkek ve kadin cinsiyetlere gore karsilastirildi ve aralarinda istatiksel

olarak anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 13).

Tablo 13: Cinsiyete gore TGFB1 (+915G/C) polimorfizmi i¢in genotip ve allel dagilimi

Genotip Allel
Cinsiyet GG GC CC p G C p
Erkek Hasta 27 7 1 p=0.601 61 9 p=0.595
Kontrol 28 [ 0 63 1
Kadin Hasta 9 6 0 p=0.099 24 6 p=0.129
Kontrol 13 2 0 28 2
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PCR-RFLP Sonuclarinin DNA Dizi Analizi ile Konfirmasyonu
Rastgele hastalardan yapilan DNA dizi analizi sonuglar1 ile PCR-RFLP sonuglari
karsilastirildi ve her iki yontemle elde edilen sonuglar birbirleri ile tam olarak uyumlu
bulundu.
LID 10 B0 0|t 022 80D
T § ¢ & o 0 % & & ¢

G 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297 298
l?? 1?8 1?9 2?0 2?1 2?2 2?3 2?4 2?5 2?6 2?7

TGFB1
+915GG)

IL-10 (-592)

IL-17A
(-197GG)

Sekil 7 ve 8: IL-17A (-197GG) ve IL-17F (7383 AG) genotiplerine ait sekans goriintiisii.
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Hasta Grubunda Genotip-Tam Yasi ve Genotip-Cinsiyet iliskisi

Hasta grubunda IL-10 (-592A/C), IL-17A(-197A/G) , IL-17F (7383A/G) ve
TGFB1 (+915G/C) polimorfizmlerine ait genotip dagilimi ile hasta tani yasi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligski saptanmadi (Tablo 14).

Hasta grubunda genotip dagilimi ve allel frekansi ile cinsiyet arasindaki iligki
incelendiginde IL-10 (-592A/C), IL-17F (7383A/G) ve TGFB1 (+915G/C)
polimorfizmlerinde genotip dagilimi ve allel frekansi ile cinsiyet arasinda anlamli bir
iliski goriilmedi; ancak kadin hastalarda IL-17A (-197A/G) polimorfizminde AG genotipi
siklig1 erkek hastalara gore anlamli sekilde daha fazla saptandi (p=0.020) (Tablo 15).
Erkek hastalarin 20’sinde (%57) GG genotipi, 13’linde (%37) AG genotipi, 2’sinde (%6)
AA genotipi tespit edildi. Kadin hastalarin ise 3’iinde (%20) GG genotipi goriilmekte
iken, 12’sinde (%80) AG genotipi saptandi.

Tablo 14: Genotipler ile tan1 yas1 arasindaki iliski

Polimorfizim Genotip n Minimum  Maksimum  Ort. p
Tipi
IL-10 AA 3 44 84 61.67
(592A0C) AC 23 40 81 62.87 P=0-913
cc 24 32 81 63.3
IL-17A GG 23 51 84 64.09
(-197A/G) AG 25 32 81 63.48 P00
AA 2 44 46 453
IL-17F AA 39 32 84 63.56
(7383A/G) AG " 10 2 6100 P=0.504
GG 0 i i i
TGFpI GG 36 32 81 61.67
(+915G/C) GC 13 53 84 62.87 P=0-109

CcC 1 55 55 55




Tablo 15: Genotip ve allel ile hasta cinsiyeti arasindaki iliski
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Polimorfizim Genotip Allel Erkek Kadin p
Tipi

IL-10 AA - 2 1 p=0.987
(-592A/C) AC ; 16 7
CcC - 17 7

- A 20 9 p=0.885
- C 50 21

IL-17A GG - 20 3 p=0.020
(197A/G) AG - 13 12
AA - 2 0

- G 53 18 p=0.113
- A 17 12

IL-17F AA - 28 11 p=0.602
(7383A/G) AG - 7 4
GG - 0 0

- A 63 26 p=0.625
- G 7 4

TGFp1 GG - 27 9 p=0.290
(+915G/C) GC - 7 6
CcC - 1 0

] G 61 24 p=0.359
- C 9 6




Hasta Grubunda Genotip-Evre Iliskisi
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Hasta grubunda IL-10 (-592A/C), IL-17A(-197A/G) , IL-17F (7383A/G) ve TGFB1

(+915G/C) polimorfizmlerine ait genotip dagilimi ile hastalarin tani aninda saptanan Rai

klinik evreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (Tablo 16).

Tablo 16: Rai klinik evresi ile genotip arasindaki iliski

Polimorfizim  Genotip Evre-1 Evre-111  Evre-1V p
Tipi
IL-10 AA 0 0 2
-592A/C
( ) AC 5 7 4
p=0.177
CcC 7 4 4
Toplam 12 11 10
IL-17A GG 3 5 6
-197A/G
( ) AG 9 6 3
p=0.428
AA 0 0 1
Toplam 12 11 10
IL-17F AA 8 9 7
7383A/G
( ) AG 4 2 3
p=0.460
GG 0 0 0
Toplam 12 11 10
TGFp1 GG 6 7 7
+915G/C
( ) GC 6 3 3
p=0.187
cC 0 0 0
Toplam 12 11 10
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Genotip ve Tam Aminda Saptanan Lenfosit Sayis1 Arasindaki iliski
Hasta grubunda tani aninda saptanan lenfosit sayisi ile genotip dagilimlari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (Tablo 17).

Tablo 17: Tan1 aninda saptanan lenfosit sayisi ile genotip arasindaki iliski

Polimorfizim Genotip n Min. Maks. Ortalama Ortanca p
Tipi
IL-10 AA 3 121 1597 761 56.6
(-592A/C)
AC 23 51 1060 260 191 P03
cC 24 58 1950 385 225
IL-17A GG 23 56 1950 323 18.3
CLSTAS) AG 25 51 1060 335 220  PFO713
AA 2 97 1507 847 84.7
IL-17F AA 39 51 1950 350 20.0
(1383AC) AG 11 88 970 35.0 210  PF0454
GG 0 - i i
TGFp1 GG 3 51 1950 330 19.4
(r9156/6) GC 13 121 970 41.0 230  P=0239

cC 1 354 354 35.4 35.4
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Genotip ve Immiinglobiilin Seviyeleri Arasindaki Iliski

Hastalara ait immiinglobiilin seviyelerinin ortalama degerleri; 1gG seviyesi 1186
mg/dl (SD=697.84), IgA seviyesi 184 mg/dl (SD=142.21), IgM seviyesi 82 mg/dl
(SD=62.74) idi (Tablo 18).

Tablo 18: KLL hastalarinin immiinglobiilin seviyelerinin minimum, maksimum ve

ortalama degerleri

Ig Tipi Minimum (mg/dl) Maksimum (mg/dl) Ortalama (mg/dl) SD
I9G 150 4590 1186 697.84
IgA 24 706 184 142.21
IgM 16.8 316 82 62.74

Hasta grubunda tani aninda olgiilen 19G, IgA ve IgM seviyeleri ile genotip

arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki saptanmadi.

Genotip ve FISH Bulgular1 Arasindaki Iliski

Laboratuvarimizda KLL hastalarinda rutin olarak FISH yontemi ile yapilan
13914.3 delesyonu, 11g22.3 ATM delesyonu, trizomi 12, 17p13.1-p53 delesyonu ve
t(11,14)(q13;932) IGH/CCND1 XT analizleri degerlendirildi.

46 hastanin 15’inde 13914.3 delesyonu, 45 hastanin 6’sinda 11g22.3 ATM
delesyonu, 49 hastanin 9’unda trizomi 12, 44 hastanin 1’inde 17p13.1-p53 delesyonu
saptandi. Analizi yapilan 45 hastanin higbirinde t(11,14)(q13;932) IGH/CCND1 XT
translokasyonu saptanmadi (Tablo 19).

FISH bulgular1 ile genotip arasindaki iligski arastirildiginda TGFB1 (+915GC)
genotipi ile trizomi 12 arasinda anlamli bir iliski bulundu (p=0.010). TGFB1 (+915GG)
genotipine sahip 32 hastanin 3 tanesinde trizomi 12 saptanmigsken, GC genotipine sahip 7
hastanin 6’sinda trizomi 12 saptanmistir. CC genotipine sahip tek hastada ise trizomi 12
saptanmadi.

IL-10 (-592A/C), IL-17A (-197A/G) , IL-17F (7383A/G) polimorfizmleri ile
FISH bulgular: arasinda anlamli bir iliski saptanmadi.

FISH sonuglar1 hastaligin klinik evresine gore degerlendirildiginde FISH bulgulari

ile klinik evre arasinda herhangi bir iligki saptanmadi.
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Tablo 19: KLL hastalarina ait FISH bulgular1.*

Hst. 139143 ATMdel Trizomi P53 del IL10 ILITA  IL17F  TGFp1
No del 12 -592A/C  -197TAIG  7383A/G  915G/C
1. - - - - AA GG AA GG
2. + + - - AC GG AA CcC
3. - - - - CcC GG AA GC
4. - - - - AC GG AA GG
5. - - + - AC GG AG GC
6. - - - - AC GG AG GG
7. - - - - AC GG AG GG
8. - + - - AC GG AA GG
9. - - - - CcC GG AA GG
10. - - - - ccC AG AA GG
11. - - - - ccC AA AA GG
12. - - + - CcC AG AA GC
13. + - - - ccC AG AA GC
14. + + - - AC GG AA GG
15. - - - - cc GG AA GG
16. + - - - cc AG AG GC
17. - - - x cC AG AA GG
18. + - - - AC AG AA GG
19. - - - - cC AG AA GG
20. - - - - AC AG AG GG
21 X X X X AC AG AA GG
22. - - - - AC AG AA GG
23. X x - - cc AG AA GG
24, + - - - cc GG AG GG

AC GG AA GG

N
o

1

1

1
x



26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.

+

X

+

AC
CC
CC
CC
CC
CC
AC
AC
AC
CcC
AC
AC

AC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
AC
AC
CcC
AC

AC

AG
AG
AG
GG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
GG
AG
GG
AG
AG
GG
GG
GG
AG
AG
GG
GG
GG

GG

AA

AA

AA

AA

AA

AA

AA

AA

AA

2

5 3

AG
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AG
AG

AA

GG
GC
GG
GG
GG
GC
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GC
GG
GC
GG
GC
GC
GC
GG
GG
GG
GG
GG
GC
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* (-): Negatif, (+): Pozitif, (x): FISH sonucu yok.



5. TARTISMA

Kronik lenfositer 16semi bati diinyasinda ve 6zellikle ileri yas grubunda en sik
goriilen 16semi tipidir (24). Tiim diinyada insanin ortalama yagam siiresi arttikga, KLL
daha ciddi bir morbidite ve mortalite sorunu olmaya adaydir. KLL nin etyolojisi bugiine
kadar aydimnlatilamamistir. Cevresel etkenlerden ziyade genetik faktorlerin hastaligin
gelismesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Ancak etyolojide acik bir sekilde etkili
oldugu gosterilebilmis bir genetik faktor de yoktur (25,28).

KLL’de hastalikla ilgili semptom ortaya ¢ikmadik¢a tedaviye baglanmamaktadir.
Ancak erken tedaviden fayda gorecek hastalarin olabilecegi diisiiniilmekte ve bu hastalari
tespit etmek ig¢in biyokimyasal ve genetik markirlara ihtiya¢ duyulmaktadir (33).
Dolayistyla etyolojinin diginda prognoz ve tedavinin planlanmasinda da genetigin rolii
onemli olmaktadir.

Bugiine kadar ¢ok sayida caligmada bir ¢ok gene ait polimorfizmin KLL riskini
artird1g1 veya hastaligm prognozunu etkiledigi ortaya konmustur. Ornek olarak Jevtovic-
Stoimenov T. ve ark. Lymphotoxin-alpha (LT-alpha) +250GG genotipini (54), Jamroziak
K. ve ark. CD38 genine ait +184G ile +418T alellerini (11), Urbanowicz I. ve ark.
interferon-gamma geni (IFNG) +847AA genotipini (165) artmis KLL riski ile iligkili
bulmuslardir. Jamroziak K. ve ark. ayrica CD38 +184G varyantin tagiyan hastalarin ileri
evre ve erken yas ile presente olduklarini gozlemisler (11). Bu ¢alismalarin disinda bagka
genlere ait polimorfizmler ile ilgili yapilmis yaymlarda birbiri ile ¢elisen sonuglar da
bulunmaktadir. Ornegin Ennas M.G. ve ark. IL6 -174C ve IL1B -511C alellerini tasiyan
kisilerde artmis KLL riski bulundugunu bildirmislerdir (166). Hulkkonen J. ve ark. ise
ayni polimorfizmlerin KLL riski ile iligkisinin olmadigini rapor etmislerdir (167). Benzer
sekilde bazi1 arastirmacilar BAX genine ait G(-248)A polimorfizminde A alelini koti
prognoz ve tedavi basarisizligi ile iligkili bulmuslarken (168,169), bu polimorfik bdlgenin
KLL ile bir iligkisinin olmadigini rapor eden ¢alismalar da vardir (170,171).


1
Dörtgen
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Calismamizin konusu olan polimorfizmleri igeren IL-10, IL-17A, IL-17F ve
TGFB1 genleri B hiicre biyolojisinde, immiin sistemin diizenlenmesinde ve kanser
patogenezinde 6nemli rolleri olan sitokinleri sentezlemektedirler.

IL-10 ¢ok 6nemli bir antiinflamatuvar ajandir. TNF-a, IL-6, IL-8, IL-1a ve 1b gibi
cok sayida proinflamatuvar ajanin sentezini inhibe eder (61,62). CD4+ T hiicrelerin hem
proliferasyonunu hem de sitokin sentezini inhibe eder (69). Ayni1 zamanda B hiicreleri
tizerinde apopitozdan koruma ve proliferasyonu artirma fonksiyonu vardir (70). KLL
hastalarinda IL-10 seviyesinin artmis oldugu ve artmig IL-10 seviyesinin ileri evre ve
kotii prognozla iligkili oldugu rapor edilmistir (77). Ancak invitro ¢aligmalarda IL-10’nun
KLL’deki 16semik B hiicreleri iizerindeki etkisi tartismalidir. IL-10’nun 16semik CD5+ B
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini (88), apopitozu indiikledigini rapor eden ¢aligmalar
oldugu gibi (74), aksine hiicre ¢ogalmasini artirdigini (72), apopitozu ise inhibe ettigini
belirten ¢alismalar da vardir (74,75).

IL-10 geninin promotor bolgesindeki baz1 polimorfizmler, IL-10’nun ekspresyonu
tizerinde etkilidirler. Promotor bolgeler, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi i¢in 6zel
diziler tasiyan bolgelerdir. Gen ekspresyonunda c¢ok oOnemli diizenleyici rolii olan
transkripsiyon faktorlerinin hedef diziye baglanmasini etkileyen genetik varyasyonlar
(polimorfizmler) gen ekspresyonunu da etkileyebilmektedir (172). IL-10 geninin
promotor bdlgesindeki bu polimorfizmlerden -592A/C polimorfizminde C alleli A
alleline gore artmis IL-10 ekspresyonu ile iliskilidir (87). IL-10’nun seviyesi veya
herhangi bir hastalikla iliskisi {lizerinde genetik varyasyonlar %75 rol alirken, %25
oraninda kisisel ve ¢evresel faktorler rol oynamaktadir (89).

KLL hastalarinda IL-10 (-592A/C) polimorfizmini inceleyen tek calismada
Guzowski ve ark. IL-10’a ait ii¢ adet promotor bdlge polimorfizmini (-1082 A/G; -
819C/T, -592A/C) 17 KLL hastasinda degerlendirmislerdir. Artmis IL-10 ekspresyonu ile
iliskili GCC allellerini hastalarda daha fazla saptamis olmalarina ragmen anlamli bir
sonug elde edememislerdir (89). Calisma grubunda hasta sayisinin 17 ile sinirli olmasi bu
calismanin zayif bir yonii olmustur.

KLL’de IL-10 promotor bolge polimorfizmlerinin roliinii aragtiran iki calisma
daha vardir. Domingo-Doménech E. ve ark. 110°u KLL olmak iizere 561 lenfoid
neoplazm tanisi almig hastada IL-10 -1082A/G ve -3575T/A polimorfizmlerinin sag

kalim {izerine olan etkisini degerlendirmislerdir. Yiiksek IL-10 seviyesi ile iligkili -
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1082GG ve -3575AA genotiplerini daha iyi sag kalim ile iligkili bulmuslardir (173). KLL
hastalarina ait alt grupta ise anlamli bir fark gosterilememistir. Nieters A. ve ark. ise
benzer sekilde 100’ KLL hastas1 olmak tizere 678 lenfoma hastasinda 1L-10 -1082A/G
ve -3575T/A polimorfizmlerini ¢alismislar; ancak hem genel lenfoma popiilasyonda hem
de KLL alt grubunda anlamli bir iliski saptayamamuslardir (174).

Lenfomanin farkli tiplerinde yapilmis gesitli ¢aligmalarda IL-10 (-592A/C) ve
diger promotor bolge polimorfizmlerinin hastalik gelismesi veya progresyonu iizerinde
etkisi oldugunu gosteren sonuglara ulasilmistir. Ornek olarak Breen E.C. ve ark. AIDS
hastalarinda Non-Hodgkin Lenfoma (NHL) gelisme riski ile IL-10 (-592A/C)
polimorfizmi arasindaki iliskiyi incelediklerinde, yiliksek IL-10 ekspresyonu ile iliskili -
592CC genotipini Lenfomali AIDS hastalarinda anlamli sekilde yiiksek bulmuslardir
(91).

Hohaus S. ve ark. 184 Hodgkin Lenfoma (HL) hastasinda IL-10 (-592A/C), (-
1082A/G), (-3575T/A), (-2849G/A) ve (-2763C/A) polimorfizmlerini degerlendikleri
calismada bu polimorfik bolgelere ait genotip dagilimlari ve allel frekanslar ile yas,
cinsiyet ve evre gibi hastalarin 6zellikleri arasinda bir iliski saptayamamiglardir. Ancak
tedavi basarisizliginin anlamli sekilde yiiksek goriildiigii -592AA genotipi daha kotii
prognozla iliskili bulunmus ve bagimsiz bir prognostik faktor oldugu rapor edilmistir
(175).

Park Y.H. ve ark. Diffiiz Biiyiikk B Hiicreli Lenfoma (DBBHL) hastalarinin CHOP
veya rituximab ile kombine CHOP (R-CHOP) tedavisine yanitlarina BCL2 ve IL-10
genindeki varyasyonlarin etkisini degerlendirdiklerinde, IL-10’a ait -592 AA/AC ve -819
TT/TC genotiplerini CHOP tedavisine daha iyi yanit ile iliskili bulmuslardir (176).

Lech-Maranda E. ve ark. DBBHL hastalarinda IL-10 -1082A/G, -819C/T ve -
592A/C polimorfizmlerinin hastaligin insidansi ve seyri lizerine etkisini arastirdiklari
calismada, saglikli kontrollere gore -1082G allelini hastalarda daha sik saptamislardir.
Ancak -819 ve -592 pozisyonundaki polimorfizmlerin sikliginda hastalar ile kontroller
arasinda anlamli bir fark saptanmamustir. Prognoz agisindan degerlendirme yapildiginda
IL-10 -1082G allelinin uzamis sag kalim ve tedaviye tam cevapta artis ile iliskili oldugu
goriilmiis ve iyi prognostik faktor olarak kabul edilmistir (92).

Kube D. ve ark., Lech-Maranda E. ve ark. yukaridaki calismasini dogrulamak
amaciyla 256’st DBBHL olan 409 NHL hastasinda IL-10 -1082A/G polimorfizmini
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degerlendirmisler ve Lech-Maranda E. ve ark. aksine DBBHL gelismesi ve prognozu
tizerinde IL-10 -1082A/G polimorfizminin rolii olmadigin1 géstermislerdir (177). Benzer
olarak Berglund M. ve ark. da 244 DBBHL hastasi tizerinde yaptiklari ¢alismada IL-10 -
1082A/G promotor bolge polimorfizmi ile hastalik arasinda iligki bulamamuiglardir (178).

Cunningham L.M. ve ark. 63 agresif lenfoma, 44 HL, 46 diisiikk veya orta diizey
grade lenfoma hastasi ile yaptiklari ¢alismada IL-10 -1082 A/G, -819 C/T ve -592 A/C
polimorfizmlerinde diisiik IL-10 seviyesi ile iliskili ATA haplotiplerini agresif lenfoma
ile iligkili olarak rapor etmislerdir (179). Lee J.J. ve ark. ise 108 T hiicreli NHL hastasini
IL-10 promotor bolge polimorfizmleri agisindan incelediklerinde, -1082 A>G, -819 C>T
ve -592 A>C polimorfizmleri i¢in genotip ve haplotip sikliklari, hasta ozellikleri,
tedaviye cevap agisindan anlamli bir fark bulamamislardir; ancak sag kalim agisindan
diisiik IL-10 seviyesi ile iliskili ATA haplotipini tasiyan hastalar daha i1yi prognoz
gostermistir (180).

Rothman N. ve ark 3586 NHL hastasi ile yaptiklari caligmada 1L10, IL1A, IL1B,
IL2, IL6, TNF vb. genler ile ilgili polimorfik bdlgelerin hastalik gelismesi ilizerindeki
roliinii incelemislerdir. IL10 -3575A ve TNF -308A allelini NHL, 6zellikle de DBBHL
igin artmus risk ile iliskilendirmislerdir (181).

Kube D. ve ark. 500 agresif NHL hastasi ile yaptiklar1 ¢aligmada -592A/C’yi de
iceren IL-10 genine ait 5 promotor bolge polimorfizminin klinik seyir, 16kopeni ve tedavi
basaris1 lizerine etkisini arastirmiglardir. -7400 deldel genotipinin hastalarda anlamli
sekilde olmasa da daha az goriildiigiinii, -7400 pozisyonunda delesyon varliginin kisa sag
kalim ile iligkili oldugunu, -6752TT, -6208CC, -3538 AA genotiplerinin artmis sag kalim
ile iligkili oldugunu saptamislardir. 1L-10 -592A/C polimorfizmi ile hastaligin seyri
arasinda bir iliski rapor etmemislerdir (182).

Solid tiimorlerde IL-10 promotor bdlge polimorfizmlerinin roliinii ortaya koyan
cok sayida ¢alisma vardir. Faupel-Badger J.M. ve ark. -592AA ve -819TT homozigot
varyantlarda prostat kanseri riskinin yaklasik olarak 2 kat artmis oldugunu rapor
etmiglerdir. Bu homozigot varyantlar ayni zamanda yiiksek grade ile de iliskili
bulunmustur (183). Liu J. ve ark. Cin popiilasyonunda 262 prostat kanseri ve 270 saglikli
kontrol ile yaptiklar1 ¢alismada IL-10 promotor bdlge polimorfizmleri ile hastalik riski
arasinda anlamli bir iliski gosterememis olmalarina ragmen -1082G, -819C, -592C

allelerini ve GCC haplotipini erken evre hastalarda ileri evre hastalara gore daha sik
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gozlemlemislerdir (184). McCarron S.L. ve ark. prostat kanseri hastalarinda gesitli sitokin
gen polimorfizmlerini arastirdiklarinda IL-8 TT ve VEGF AA genotiplerini prostat
kanseri hastalarinda kontrollere gore anlamli sekilde azalmis saptamislarken, diisiik IL-10
seviyesi ile iligkili -1082 AA genotipi, hastalarda anlamli sekilde yiliksek saptanmistir
(79).

Qiu X.Q. ve ark HBV ile iliskili hepatoseliiler kanserde (HCC) IL-10 geni -592
AJC ve -819 C/T polimorfizmlerini arastirdiklar1 ¢alismada, hem HCC hastalarinda hem
de HbsAg tasiyicisi HCC hastalarinda -592AA genotipinin azalmig risk ile anlaml
sekilde iliskili oldugunu gostermislerdir (185).

Zoodsma M. ve ark. servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) tanist almis 311 hasta
ve servikal kanser tanist almig 695 hasta iizerinde yaptiklar1 calismada IL-10 -592
pozisyonunda heterozigot A alleli tagiyan bireylerin CINII ve III, ayrica serviksin yassi
hiicreli kanseri igin artmis risk altinda olduklarini géstermislerdir (186).

Vuoristo M.S. ve ark. 108 melanoma hastasinda IL-10 -1082, -819 ve -592
polimorfizmlerini incelediklerinde, hastalarda diisiik sitokin seviyesi ile iligkili haplotip
olan ATA’nin anlamli sekilde daha sik goriildiiglinii rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda ileri
evre hastalarda ATA haplotipi uzamis sag kalim ile iliskili bulunmustur (187).
Calismalarinda benzer sonuca ulasan Liu ve ark. da Evre IV 90 melanoma hastasimi
tedavi ettikten sonra tedaviye cevabi ve sag kalimi degerlendirdiklerinde ATA
haplotipine sahip hastalarin anlamli sekilde daha iyi seyirli oldugunu saptamislardir
(188).

Langsenlehner U. ve ark. 500 meme kanserli hasta ve 500 saglikli kontrolde
yaptiklar1 calismada homozigot -592AA genotipini azalmis meme kanseri riski ile iligkili
bulmuglardir. ATA haplotipinin meme kanseri i¢in koruyucu oldugunu ileri stirmiislerdir.
Bu polimorfizmler ile tiimor biiyiikliigii, histolojik grade, Ostrojen veya progesteron
reseptor durumu veya tam1 aninda yas arasinda bir iligki saptanmamustir (90).
Langsenlehner U. ve ark. aksine olarak, Giordani L. ve ark meme kanserli hastalarda
disiik IL-10 seviyesi ile iliskili -1082 AA genotipini belirgin sekilde daha fazla
bulmuslardir. Yiiksek IL-10 seviyesi ile iligkili GCC genotiplerinin meme kanseri i¢in
koruyucu oldugunu rapor etmislerdir (189). Knechtel G. ve ark. ise sporadik meme
kanserli hastalarda IL-10 -592A allelini azalmis sag kalim ile iligkili olarak saptamiglardir
(190).
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Hem farkli kanser tiirlerinde yapilan ¢alismalarda, hem de ayni kanser tiirii ile
yapilmis ¢alismalarda birbiri ile ¢elisen sonuglarin ortaya ¢iktigr goriilmektedir. Bunun
nedeni IL-10’nun KLL’de oldugu gibi saglikli ve kanserli hiicrelerde farkli davranis
gostermesi olabilecegi gibi, farkli dokularda ve kanser tiplerinde de farkli davranis
gostermesi olabilir. Ayrica IL-10 genotipi ile IL-10 ekspresyonu arasindaki iliski dokular
arasinda, ayn1 zamanda hastali§in evresine ve antijenik veya non-antijenik uyarilara gore
de farklilik gosterebilir (170). Calisma gruplari arasinda etnik, cografi ve gevresel
ozelliklerin benzesmemesi de c¢eliskili sonuglari agiklayabilmektedir.

Calismamizin sonucunda KLL hastalarinda 1L-10 -592A alleli kontrol grubuna
gore biraz daha fazla saptanmis olsa da istatiksel olarak hasta grubu ile normal saglikli
bireyler arasinda allel siklig1 ve genotip dagilimi agisindan fark saptanmamistir. Bu
polimorfizmin tani yasi, cinsiyet, tan1 aninda lenfosit sayisi, immiinglobiilin degerleri,
FISH bulgular1 ve klinik evre gibi hastalik 6zellikleri ile iliskisi degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anamli bir iligki saptanmamustir.

Proinflamatuvar bir sitokin olan IL-17, ¢ok sayida inflamatuvar sitokini indiikler
(85). IL-17’nin T hiicre bagimli antitiimor aktivitesi vardir (105). Ayrica IL-17, timor
spesifik CD8+ hiicrelerin aktivasyonuna yol acar (107). Bu ozellikleri ile tiimdre karst
koruyucu bir rol oynar.

Calismamizin  konusu olan IL-17A (-197A/G) ve IL-17F (7383A/G)
polimorfizmlerinin gen ekspresyonu tizerine etkileri tam olarak gésterilememistir. IL-17A
(-197A/G) polimorfizmi promotor bdlgede yer almaktadir. Yukarda bahsedildigi gibi
promotor bolge polimorfizmlerinin gen ekspresyonunu etkilemesi yiiksek bir ihtimaldir.
IL-17F (7383A/G) polimorfizmi ise kodlayan bolgede yer almakta olup Glutamat (E)-
Glisin (G) aminoasit degisikligine neden olmaktadir (14).

IL-17A ve IL-17F genleri ile ilgili kanser ¢aligmalar1 ¢ok yeni ve sinirhi sayidadir.
Bugiine kadar IL17 polimorfizmleri ile kanser arasindaki iligkiyi arastirmis olan
literatiirde iki polimorfizm caligmasi vardir. Bu iki calisma da mide kanseri ile ilgilidir.
Shibata T ve ark. 2009 yilinda yayinladiklar1 caligmada 287 mide kanseri hastasi ile 524
malign neoplazmi olmayan bireyde IL-17A (-197A/G) ile IL-17F (7488T/C) varyantlarini
karsilagtirmiglardir. IL-17A geni -197A alleli mide kanseri olmayan bireylerde anlamli
sekilde diisiik bulunmustur. IL-17A geni -197A alleli 6zellikle diffiiz tip mide kanseri ile
pozitif iliskili olarak gosterilmistir. Ayrica -197AA homozigot genotip, hem intestinal
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hem de diffiiz tip mide kanseri i¢in artmuis risk ile iliskili olarak saptanmistir. IL-17F
7488T/C polimorfizmi ile mide kanseri riski arasinda bir iligki saptanmamistir. Bu
polimorfizmler ile mide kanserinin progresyonu arasindaki iliski incelendiginde, IL-17A
(-197A/G) polimorfizmi ile ileri veya erken evre mide kanseri arasinda bir iligki
saptanmamustir; ancak IL-17F 7488C alleli tagiyan hastalarin daha az lenf nodu metastazi
riski  tasidiklar1  belirlenmistir.  Hastalar  gastrik  mukozal atrofi  agisindan
degerlendirildiginde, IL-17A geni -197A alleli atrofik gastritli bireylerde daha sik
goriildiigii gibi atrofinin ciddiyeti ile de pozitif korelasyonu saptanmustir. inflamasyon
skorlar1 karsilastirildiginda IL-17A -197AA homozigot bireylerde GG homozigot
bireylere goére inflamasyon skoru daha yiiksek gozlenmistir. IL-17F 7488T/C
polimorfizmi ile gastrit arasinda bir iligki goriillmemistir (126).

Wu X. ve ark. da 2010 yilinda yayinladiklar1 1010 mide kanserli birey ile 800
saglikli kontrol birey fiizerinde yaptiklar1 caligmada IL-17A (-197A/G) ile IL-17F
7488A/G polimorfizmlerinin mide kanseri riski ile iliskisini incelemislerdir. IL-17F
7488 AA genotipine gore AG ve GG genotipini tasityan bireylerde mide kanseri riskini
anlamli sekilde artmig olarak bulmuslardir. Ayni sekilde G alleli A elleline gore artmis
mide kanseri riski ile iligkili bulunmustur. IL-17A (-197A/G) polimorfizmi i¢in hasta ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. Hastalar klinik ve patolojik
ozellikleri acisindan degerlendirildiginde IL-17F 7488AG genotipi tasiyan bireylerde
kardiya dis1 ve intestinal tip mide kanseri riski artmig olarak bulunmustur, ayrica ayni
genotip kotli veya orta diferansiye kanser ile de iligkili bulunmustur. Wu X. ve ark.
7488AG genotipinin evre III/IV hastalarda biiyiik tiimdr kitlesi ile iliskili oldugunu rapor
etmislerdir. IL-17A (-197AG) genotipini ise ileri yas, erken evre ve kotii diferansiye mide
kanseri ile pozitif iligkili olarak bildirmislerdir. IL-17A (-197G/A) ile IL-17F 7488A/G
polimorfizmlerinin mide kanseri hastalarinda sag kalim {izerine bir etkisinin olmadig1 da
rapor edilmistir (127).

Tahara T. ve ark. mide karsinogenezisinde dnemli rol oynayan CpG adaciklarinin
hipermetilasyonu (CIHM) ile IL-17A (-197A/G), IL-17F 7488T/C polimorfizmlerinin
iligkisini arastirmiglardir. Bu hastalarda p14, pl6, DAP-kinase ve CDH1 genlerinin
CIHM’lerini belirlemislerdir. Ug veya tiim CpG adaciklarinda metilasyon olan hastalarda
CIHM vyiiksek olarak kabul edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda IL-17F 7488T/C
polimorfizmi ile CIHM arasinda bir iliski saptanmamistir; ancak IL-17A -197A
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tastyicilarinda yiiksek oranda pl16’ya ait CIHM saptanmisg, ayrica bu hastalarda CIHM
yiiksek olarak gozlenmistir. Bu sonu¢ Shibata T ve ark. IL-17A -197A allelini artmis
mide kanseri riski ile iliskili bulduklari ¢alismayla ¢elismektedir (191).

Tahara T. ve ark. benzer ¢alismay1 daha 6nce, kanser olmayan mide mukozasinda
yapmuslar, IL-17A (-197A/G) ve IL-17F 7488T/C polimorfizmleri ile CIHM durumu
arasinda bir iligski saptayamamuslardir (192).

IL-17F (7383A/G) polimorfizminin kanserle iliskisi {lizerine literatiirde bilgiye
rastlanmamistir. IL-17 gen polimorfizmleri kanser disinda bugiine kadar ¢ok sayida
otoimmiin hastalikta ¢alisilmis ve bu hastaliklarla iliskisi gosterilmistirtir. Jang W.C. ve
ark. 99 Behget hastas1 ve 114 saglikli kontrol ile yaptiklar1 ¢alismada IL-17F genine ait ii¢
tek niikleotit polimorfizminin (A126G, G155A, ve A161G) Behget hastalig1 ile iliskisini
aragtirmiglar, Behget hastalarinda 126G (7383G) alleli hi¢ bulunmazken saglikli
kontollerde anlamli sekilde G alleli stk bulunmustur. Buna gore 7383A alleli Behget
hastaliginda artmis risk ile iliskili olarak rapor edilmistir. Hastali§in klinik 6zellikleri ile
varyantlar arasinda herhangi bir iliski gézlenmemistir (13).

Shu Q. ve ark da otoimmiin iiveit ile presente olan iki farkli hastalikta, Vogt-
Koyanagi-Harada sendromu ve Behget hastaliginda, IL-17A (-197A/G) ve IL-17F
7488T/C  polimorfizmlerinin  etkisini  incelemislerdir. ~ Vogt-Koyanagi-Harada
sendromunda IL-17F 7488C allelinin anlamli sekilde azaldigini, TT genotipinin ise
anlamli sekilde yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Behget hastaligi ile IL-17 gen
polimorfizmleri arasinda bir iliski gésterememislerdir (193).

Paradowska-Gorycka A. ve ark. Polonya popiilasyonunda romatoid artrit ile IL-
17F polimorfizmleri arasindaki iliskiyi arastirdiklar1 calismalarinda His161Arg
(7488A/G; rs763780) ve Glul26Gly (7383A/G; rs2397084) polimorfizmleri ile romatoid
artrit riski arasinda bir iliski saptayamamuglar; ancak 7383A/G varyantinda G allelini
tasiyan hastalarda hastalik siiresi daha uzun gozlenmistir. 7488A/G varyantinda ise AG
veya GG genotiplerini tagiyan hastalarda hassas eklem sayisi ve kreatinin seviyesi daha
yiiksek saptanmustir (14).

Nordang G.B. ve ark. ise Norve¢ popiilasyonundan 950, Yeni Zelanda
poplilasyonundan 580 romatoid artritli hastada aralarinda -197GA’nin da bulundugu IL-
17A’ya ait 5 polimorfizmi arastirmiglardir. Norveg popiilasyonuna ait hasta grubunda IL-

17A -197GA polimorfizmi i¢in homozigot G alleli tasiyiciligi anlamh sekilde yiiksek
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saptanmistir. Bu iliski Yeni Zelanda popiilasyonu icin gdsterilememis olsa da iki
popiilasyon birlikte degerlendirildiginde GG genotipi yine artmis RA riski ile iliskili
bulunmustur (194).

Chen J. ve ark. ¢ocukluk ¢agi astim hastalig1 ve bronsiyolit gelismesinde 1L-17A
(-197A/G) polimorfizminin roliinii arastirdiklar1 ¢alismada homozigot A genotipi tasiyan
cocuklarda astim riskinin yaklasik olarak iki kat artmis oldugunu saptamislardir.
Bronsiyolit hastalarinda da kontrol grubuna goére AA genotipi istatiksel olarak sinirda bir
farklilikla anlamli sekilde fazla bulunmustur. Ayrica homozigot A genotipine sahip
bronsiyolit hastalarinda diger genotipi tasiyan hastalara gore daha fazla bakteriyel
kolonizasyon saptanmistir (195). Wang J.Y. ve ark. ise Tayvan popiilasyonunda
yaptiklar1 ¢alismada ¢ocukluk ¢agi astimi ile IL-17A -197GA polimorfizmi arasinda bir
iliski saptayamamuslar; ancak -737C/T (-692C/T) (rs8193036) polimorfizminde C allelini
tastyan ¢ocuklarda astim riski artmis olarak saptanmustir (196).

Kawaguchi M. ve ark. IL-17F’nin astim patogenezindeki roliinii arastirmak igin
IL-17F genine ait, i¢lerinde 7383A/G’nin de oldugu 5 adet polimorfizmin astim ile
iligkisini incelemisler ve bu polimorfizmlerden 7488T/C’nin astim ile iligkisini
saptamiglardir. 161. kodonda Histidin-Arjinin degisikligine yol acan bu polimorfizmde
homozigot C genotipinin astima karst koruyucu rol oynadigi rapor edilmistir. Ayrica in
vitro deneylerde 161. pozisyonda Arjinin bulunmasi durumunda IL-17F’ye ait bazi
fonksiyonlarin (mitojen ile aktive olan protein kinaz yolagini aktive etme, sitokin iiretimi
ve bronsiyal epitelde kemokin tiretimi gibi) kayboldugu goriilmiistiir. Ek olarak varyant
genotip varliginda IL-17F’nin IL-8’i indiikleyemedigi tespit edilmis (197). Jin E.H. ve
ark. Kore toplumunda astim riski ile IL-17F geni polimorfizmlerinin arasindaki iligkiyi
arastirdiklar1 calismada, -1507 pozisyonunda G alleli saglikli kontrollerde anlamli sekilde
yiiksek saptanmis ve A allelinin astim riskini artirdigi rapor edilmistir (198).

Bu c¢alismamizin  sonucunda IL-17A (-197A/G), IL-17F (7383A/G)
polimorfizmleri ile KLL gelisme riski ve hastalarin klinik ve laboratuar ozellikleri
arasinda anlamli bir iligki saptanmamaistir; ancak kadin hastalarda erkek hastalara gore IL-
17A -197AG genotipi siklig1 anlamli sekilde daha fazla bulunmustur (p=0.020) (Tablo
15). Bu durum IL-17A -197AG genotipine sahip kadinlarin ayn1 genotipe sahip erkeklere
gore daha fazla KLL hastaligi riski tasidiklarini gostermekle birlikte, c¢aligma

grubumuzda kadin hasta sayisinin az olmasinin bdyle bir sonuca neden olmus olabilecegi
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de g6z Oniine bulundurulmalidir. Ayrica IL-17A -197AG heterozigot genotipi hastalarda
kontrol grubuna gore biraz daha fazla bulunmaktadir (Sirasiyla %50-%40). IL-17F
7383AA genotipi de kontrol grubunda ¢ok az bir farkla fazla bulunmaktadir (%80-%78).

Calismamizin konusu olan TGFB1 geninin 25. kodonundaki polimorfizm TGFf1
sentezi seviyesini etkilemektedir. +915 pozisyonunda G-C polimorfizmi kodon 25’te
Arg-Pro degisikligine neden olmaktadir. Kodon 25’te Arg/G alleli artmis TGFp1 iiretimi
ile iligkilidir (152).

TGFp apopitozis, hiicre biiyiime inhibisyonu, hiicre diferansiyasyonu, hiicresel
yaslanma gibi ¢ok sayida hiicresel cevabi kontrol eden bir sitokin ailesidir (134). KLL
hastalarinda TGFB1 seviyesinin saglikli insanlara gore artmis oldugu, erken evre
hastalara gore ileri evre hastalarda TGFB1 seviyesinin daha diisiik oldugu bildirilmistir
(141,142). In vitro calismalarda TGFP’nin KLL hastalarinda 16semik B hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi ancak bazi hastalarda 16semik B hiicrelerinin TGFp’ya
kars1 direngli oldugu bildirilmistir (144). TGFB’ya kars1 direngli olan hastalarda tip 1
TGEFp reseptor ekspresyonunun olmadigi goriilmistiir (199).

TGFB1 gen polimorfizmleri ile iligskisi gosterilmis ¢ok sayida lenfoid ve solid
organ malignensisi vardir.

Mazur G. ve ark. TGFB1 gen polimorfizmlerinin NHL hastalig1 ve progresyonu
ile iliskisini arastirdiklar1 caligmada 55 hastada ve 50 saglikli kontrolde 869 T/C
(LeulOPro) ve +915 G/C (Arg25Pro) polimorfik bolgelerini incelemislerdir. Genotiplerin
dagiliminda hasta ve kontroller arasinda anlamli bir fark saptanamamais olsa da hastalarda
yiiksek TGFB1 seviyesi ile iligkili 869 T ve 915 G allellerin biraz daha fazla oldugu rapor
edilmistir. Ayrica iki veya daha fazla ekstranodal tutulum gosteren hastalarda 869 TC/TT
ve 915GG genotipleri anlamli sekilde daha sik goriilmiis. Bu sonu¢ Woszczyk ve ark.nin
yiiksek TGFB1 seviyesi ile yiiksek grade NHL arasinda pozitif iliski oldugu yontindeki
raporlarina destek vermektedir. Mazur G. ve ark. sonug olarak yiiksek TGFB1 seviyesi ile
iligkili genotiplerin agresif hastalikla iliskili oldugunu belirtmislerdir (200,201).

Babel N. ve ark. solid organ transplantasyonu sonrasinda alicilarda
lenfoproliferatif hastalik gelisme riski ile TGFB1 kodon 10, 25, IL-10 -1082, TNF-a -308,
ve IFN-g -874 gen polimorfizmleri arasindaki ilisikiyi arastirmiglardir. Yiiksek TGFp1
seviyesi ile iliskili kodon 25 GG genotipi ve yiiksek IL-10 seviyesi ile iligkili -1082 GG

genotipi saglikli kontrollerde hastalara gore anlamli sekilde daha fazla saptanmistir.
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Benzer sekilde EBV’ye bagh lenfoma i¢in de TGFB1 +915CC ve IL-10 -1082 CC
genotipleri yliksek risk ile iligkili bulunmustur. Sonu¢ olarak Babel N ve ark. diisiik
sitokin seviyeleri ile iliskili TGFB1 +915CC ve IL-10 -1082 CC genotiplerini transplant
sonrast lenfoma gelisimi i¢in yiiksek risk faktorii olarak rapor etmislerdir (153).

Dai L. ve ark. 460 c¢ocukluk ¢agi Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) hastasinda,
aralarinda TGFPB1 kodonlO ve Arg25Pro de oldugu TGFP1l, TGFB tip 1 reseptor
(TGFBR1) tip 2 reseptor (TGFPR2) gen polimorfizmlerinin ALL gelismesindeki rollerini
arastirdiklar1 c¢alismada c¢ocukluk c¢ag1 akut Iosemileri ile iliskili tek niikleotit
polimorfizmi gosterememislerdir (202).

Healy J. ve ark. TGFB1 promotor bolge tek niikleotit polimorfizmlerinin ¢ocukluk
caglt ALL gelisimindeki roliinii aragtirmak i¢in Fransiz Kanadasi popiilasyonuna mensup
321 g¢ocuk ALL hastasinda -1886G>A, -1571A>G, -1550DEL/AGG, -509C>T
polimorfizmlerini incelemislerdir. Hasta ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir. Ancak -1886A allelini homozigot olarak tasiyan hastalarda ALL
riskinin homozigot G allelini tasiyanlara gore hafif bir sekilde azalmis olabilecegini
bildirmiglerdir. Yine istatiksel olarak anlamli olmasa da -1886A/-1550AGG/-509C
haplotiplerini tasiyan bireylerde ALL riskinin azalmis olabilecegini diisiindiirecek
sonuglara ulagsmislardir (203).

Balog A. ve ark. miyelodisplastik sendromu (MDS) ile TGF-betal kodon 10(869)
ve TNF-alpha -308 gen polimorfizmleri arasindaki iliskiyi arastirdiklari ¢alismalarinda,
refraktér anemi alt tipi olarak degerlendirilmis MDS hastalarinda TGFB1 geni 869.
pozisyonunda homozigot TT varligimin hizli progresyon ile iligkili oldugunu
gostermislerdir. TT homozigot genotipi, bisitopeni veya pansitopenili hastalarda, sadece
anemisi olan hastalara gore daha sik saptanmistir. Benzer sekilde C alleli tasiyan
hastalarda anemi siklikla tek bagina gozlenmistir (204). Benzer ¢alismay1 yapan Gyulai Z.
ve ark. MDS riski ile TGF-betal kodon 10 (869) ve TNF-alpha -308 gen polimorfizmleri
arasinda bir baglanti bulamamis olmalarina ragmen TGFB1 geninin 869. pozisyonunda
homozigot TT varliginin agir sitopeni ile karakterize oldugunu saptanmigslardir (205).

Solid tiimorlerde yapilan bir ¢ok ¢alismada TGFB1 polimorfizmleri ile kanser
riski arasinda iligki saptanmistir. Bastiirk B. ve ark. renal hiicreli karsinoma gelismesi ile
sitokin gen polimorfizmleri arasindaki iliskiyi inceledikleri arastirmada 30 renal hiicreli

kanser hastasinda TGFB1l, TNF-a, IL-10, IL-6, IFN-g genlerine ait polimorfizmleri
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degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda TGFB1l 869CC ve 915GG genotiplerinin
kontrol grubuna gore hastalarda anlamli sekilde az bulundugunu gostermislerdir. Buna
karsilik olarak TGFB1 869TT ve 915GC genotiplerinin renal hiicreli kanser geligsme riski
ile pozitif ilisikili bulundugu bildirilmistir (206).

Helmig S. ve ark. TGFB1 kodon 10 ve 25 polimorfizmleri ile asbestozis, pulmoner
fibrosis, ve akciger kanseri arasindaki iliskiyi inceledikleri arastirmada kodon 10 veya
kodon 25°te prolin allelinin varliginda pulmoner fibrozis ve asbestozis riskinin arttigini,
akciger kanseri riskinin azaldigini rapor etmislerdir (207).

Meme kanseri ile ilgili yapilmis ¢alismalarda TGFB1 polimorfizmlerinin etkisi ile
ilgili farkli sonuglar elde edilmistir. Gonzalez-Zuloeta ve ark. TGFB1 kodon 10’da prolin
allelinin (C) varliginm1 meme kanserinde artmis risk ile iliskili olarak rapor etmislerdir
(208). Lee K.M. ve ark. da benzer sekilde TGFB1 869C allelini 6zellikle postmenopozal
kadinlarda meme kanserinde artis ile iliskili bulmuslardir (209). Shu X.O. ve ark. ise
869C allelini meme kanserinde kotii prognoz ile iliskili bulmuslardir (210). Bu sonuglarin
aksine Ziv E. ve ark. TGFB1 869CC genotipini meme kanserinde azalmis risk ile iliskili
bulmuslardir (146). Tiim bu ¢aligmalarin aksine, Krippl P. ve ark L10P polimorfizminin
meme kanserinde rol oynamadigini rapor etmislerdir (211). Gonullu G. ve ark. da hem
Kodon 10 hem de kodon 25 polimorfizmleri ile meme Kkanseri arasinda bir iliski
saptayamamislardir (212).

Lee Y.S. ve ark. Kore toplumunda yaptiklar: bir ¢alismada, kolorektal kanser ile
iliskili olabilecegini diistindiikleri basta TGFB1 olmak tizere, IL-1, IL-2, IL-4 gibi sitokin
genlerinin polimorfizmlerinin kolorektal kanser gelismesindeki rollerini incelediklerinde
TGFB1 869. Pozisyonunda T alleli varliginda kolon kanseri riskinin anlamli sekilde
artmis oldugunu, aym pozisyonda C alleli bulunmas1 durumunda kolon kanseri riskinin
azaldiginm1 saptamiglar (213). Yine kolorektal kanserli hastalarda Crivello A. ve ark.
TGFB1 -509C/T ve +869C/T polimorfizmlerinin kolorektal kanseri riskine etkisini
degerlendirdikleri ¢alismada +869CC genotipinin +869CT ve +869TT genotiplerine gore
kanser riskini anlamli sekilde artirdigini gérmiislerdir. Sonu¢ olarak Lee Y.S. ve ark.
aksine Crivello A. ve ark. C allelini kolon kanseri ile pozitif iliskili bulmuslardir (214).

Li T. ve ark. Cin’de yaptiklar1 bir arastirmada TGFB1 genine ait +869TC,
+869CC, -509CT ve -509TT genotiplerini artmis mide kanseri riski ile iligkili
bulmuglardir. Dolayis1 ile 869T alleli mide kanseri olan hastalarda anlamli sekilde yiiksek
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bulunmustur (215). Guo W. ve ark. ise aksine 869TC ve CC genotiplerini ve C allelini
artmis gastrik kardiya kanseri ile iliskili bulmuslardir. Hastalar evreye gore
degerlendirildiginde 869C allelini tasiyanlarda Evre III-IV hastalik riski artmis olarak
bulunmustur (216).

Bizim galismamiz sonucunda TGFB1l (+915G/C) gen polimorfizmleri ile KLL
arasinda hastalik riski ve klinik 6zellikler acgisindan istatiksel olarak anlamli bir iligki
saptanamamugtir. Ancak kontrol grubunda GG genotipi hastalara gore biraz daha fazla
bulunmaktaydi. Ayrica C alleli, istatiksel olarak anlamli olmasa da, hastalarda kontrol
grubuna gore daha fazla bulunmaktaydi.

KLL hastalarinda %16 ile %35 arasinda degisen siklikta trizomi 12 tespit
edilmektedir (40, 217). Dohner H. ve ark. trizomi 12 saptanan hastalarin ortalama sag
kalim siiresinin karyotipi normal hastalara gore daha iyi, ancak 13q delesyonu tagiyan
hastalara gore daha kotii oldugunu rapor etmislerdir (50). Matutes E. ve arkadaslar ise
trizomi 12’nin ileri evre ve kotli prognozla iliskili oldugunu rapor etmisleridir (218).

Calismamizda TGFB1 (+915G/C) gen polimorfizmi ile FISH bulgular1 arasindaki
iliski incelendiginde trizomi 12 ile GC genotipi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski saptand1 (p=0.010). TGFB1 (+915GG) genotipine sahip 32 hastanin 3 tanesinde
trizomi 12 saptanmisken GC genotipine sahip 7 hastanin 6’sinda trizomi 12 saptandi. CC
genotipi ise tek bir hastada bulunuyordu ve o hastada trizomi 12 negatif idi. FISH
sonuglart hastaligin klinik evresi ile karsilastirildiginda FISH bulgulan ile klinik evre
arasinda herhangi bir iliski saptanmadi. Bu sonuglar literatiir 15181nda degerlendirildiginde
GC genotipi ve trizomi 12 birlikteligine sahip hastalarin, ozellikle 13q delesyonu
tagimayan hastalara gore daha uzun sagkalim siiresine sahip olabilecegi 6ngoriilebilir.

Bugiine kadar KLL ve diger malignensiler ile ilgili ¢cok sayida caligmada sitokin
genlerinin kanser gelisimindeki rolii lizerine geliskili sonuglar ortaya konmustur. Bunun
nedeni kanserin ¢ok sayida geni ilgilendiren multifaktdryel bir hastalik olmasidir. Ayrica
calisilan hasta sayisi, etnik ve ¢evresel faktorler de farkli sonuglarin ¢ikmasina neden
olabilmektedir. Ayrica gen ekspresyonu iizerine polimorfizmlerin etkisi sinirsiz degildir.
Kanser tiirline, hastaligin evresine ve farkli genetik veya genetik dis1 faktorlere bagh
olarak polimorfizmlerin etkisi degismektedir (89). Ek olarak sitokinlerin normal dokudaki

fonksiyonlart ile kanserli dokudaki fonksiyonlar1 farkli olmaktadir. Ayn1 zamanda farkli
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kanser tiirlerinde de sitokinler farkli davranis gosterebilirler (170). Calismamiz da bu

bilgiler 1s1¢1nda degerlendirilmelidir.



6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismanin sonucunda IL-10 (-592A/C) ve IL-17F (7383A/G) gen
polimorfizmleri ile KLL arasinda hastalik riski, klinik 6zellikler ve laboratuar bulgulari
acisindan istatiksel olarak anlamli bir iliski olmadigi gosterilmistir. Ancak TGFB1 geni
+915GC genotipinin, normal karyotipe gére daha uzun sag kalimin goriildiigii trizomi 12
ile iligkili olabilecegi saptanmistir. Ayrica, IL-17A -197AG genotipi sikligi kadin
hastalarda erkek hastalara goére daha yiiksek bulunmustur.

Bugiine kadar KLL ile ilgili yapilmis polimorfizm ¢aligmalarinda celiskili
sonuglar ortaya konulmistur. Bunun nedeni kanserin patogenezinde olduk¢a karmasik
molekiiler mekanizmalarin var olmasidir. Bu mekanizmalar etkileyen ¢ok sayida
cevresel veya kisiye 0zel faktorler de bulunmaktadir. Bu mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in
daha kapsamli hasta gruplarinda ileri diizey calismalarin projelendirilmesine ihtiyag
vardir.

Literatiirde KLL hastalariyla yapilmis sitokin gen polimorfizmleri ile ilgili yeterli
sayida ¢alisma yoktur. Yaptigimiz literatiir arastirmasinda, IL-17A geni -197A/G , IL-17F
geni 7383A/G ve TGFB1 geni +915G/C polimorfizmlerinin KLL ile iligkisini inceleyen
bir arastirmaya rastlanmamustir. 1L-10 geni -592A/C polimorfizmi ise kiigiik bir hasta
grubunda calisilmistir. Calismamiz bu acidan literatiirde ciddi bir eksikligi doldurmakta
ve aym1 zamanda KLL patogenezinde rolii olan farkli gen polimorfizmleri iizerinde

caligmalar yapilmasi ihtiyacini da ortaya koymaktadir.
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7. TURKCE OZET

KRONIK LENFOSITER LOSEMI ILE IL-10, IL-17A, IL-17F VE TGFp1 GEN
POLIMORFIZMLERI ARASINDAKI ILiSKI

Amag: Bu caligmada, 1L-10 geni -592A/C, IL-17A geni -197A/G, IL-17F geni
7383A/G ve TGFB1 geni +915G/C polimorfizmlerine ait genotip dagilimlarinin ve allel
sikliklarinin saptanmasi ve bu polimorfizmler ile KLL arasindaki iligkinin tespit edilmesi
amaclanmaktadir.

Materyal ve Metot: 2011 Nisan ile 2012 Nisan doénemleri arasinda Karadeniz
Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali’nda
tanis1 konulan ve klinik takibi yapilan yaslar1 32 ile 84 arasinda degisen 35'i erkek, 15'i
kadin 50 KLL hastasindan ve yapilan muayene ve tetkikler sonucu saglikli oldugu tespit
edilen yaslar1 45 ile 75 arasinda degisen 35'1 erkek, 15'1 kadin 50 bireyden alinan periferik
venéz kandan DNA izole edilmis ve PCR-RFLP yontemi ile ilgili genotipleri
belirlenmistir. Rastgele orneklerden yapilan DNA dizi analizi ile PCR-RFLP yontemi
konfirme edilmistir.

Bulgular: 1L-10 geni -592A/C, IL-17A geni -197A/G, IL-17F geni 7383A/G ve
TGFB1 geni +915G/C polimorfizmleri igin saptanan genotip dagilimlari ve allel sikliklar
acisindan hastalar ile kontrol grubu arasinda bir fark saptanmamistir. Bu polimorfizmlerin
hasta tani yasi, tan1 aninda lenfosit sayisi, IgG, IgA ve IgM seviyeleri, FISH bulgular1 ve
hastalarin  Kklinik evresi gibi klinik ve laboratuvar ozellikleri tizerindeki etkisi
incelendiginde, TGFB1 geni +915GC genotipi ile trizomi 12 arasinda istatistiksel olarak
anlamli iligki saptandi. Ayrica kadin hastalarda IL-17A -197AG genotipi siklig1 erkek
hastalara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla saptandi.

Sonug: IL-10 geni -592A/C, IL-17A geni -197A/G, IL-17F geni 7383A/G ve
TGEFBI1 geni +915G/C polimorfizmleri ile KLL riski arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
iliski bulunmamakla birlikte; TGFB1 geni +915GC genotipinin, normal karyotipe gore
daha uzun sag kalimin goriildiigii trizomi 12 ile iliskili olabilecegi, ayrica, IL-17A -197AG
genotipine sahip kadinlarin ayni1 genotipe sahip erkeklere gore daha fazla KLL riskine
sahip olabilecegi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Kronik Lenfositer Losemi, Sitokin Gen Polimorfizmi, PCR-
RFLP
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8. INGILIiZCE OZET

ASSOCIATION OF IL-10, IL-17A, IL-17F, AND TGFp1 GENE
POLYMORPHISMS WITH CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA

Aim: In this study we aimed to determine the distributions of genotypes and allele
frequencies of IL-10 (-592A/C), IL-17A (-197A/G), IL-17F (7383A/G) and TGEFpI
(+915G/C) polymorphisms and revealed association between chronic lymphocytic
leukemia and these polymorphisms.

Materials and Methods: We isolated DNA from peripheral blood and genotyped
the SNPs of IL-10 (-592C/A), IL-17A (-197A/G), IL-17F (7383A/G) and TGFp1
(+915G/C) by using polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) analysis in 50 CLL patients and 50 healthy controls.

Results: The distributions of genotypes and alleles in CLL patients and healthy
controls were compared. There wasn’t statistically significant relationship between
susceptibility to CLL and IL-10 (-592A/C), IL-17A (-197A/G), IL-17F (7383A/G) and
TGFB1 (+915G/C) polymorphisms. Also we investigated the association between these
polymorphisms and clinical characteristics and laboratory findings of patients, such as
age at diagnosis, gender, lymphocyte count, Rai stage, FISH findings. Patients with
TGFB1 (+915GC) genotype have a higher frequencies of trisomy 12. And, female
patients have a higher incidence of IL-17A (-197AG) genotype than male patients.

Conclusions: In conclusion, our data don’t support the role of IL-10 (-592A/C),
IL-17A (-197A/G), IL-17F (7383A/G) and TGFB1 (+915G/C) polymorphisms for CLL
susceptibility. However, TGFB1 +915GC is found associated with trisomy 12 which is
predisposed to longer overall survive compared to the normal karyotype. And females
with 1L-17A -197AG genotype are more susceptible to the CLL compared to the males
with IL-17A -197AG genotype.

Key words: Chronic Lympocytic Leukemia, Cytokine Gene Polymorphisms,
PCR-RFLP
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