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OZET

Kronik Lenfositik Losemi (KLL), yetiskinlerde en sik gorulen l16semi tipidir. KLL’ nin
nedeni hala tam olarak bilinmemektedir. SF3B1 geninde p.K700E(rs559063155)
varyasyonu ve MYD88 geninde ki p.L265P(rs387907272) varyasyonu KLL hastaliginin
kotu seyri ile iliskilidir. SF3B1 ve MYD88 genlerinin KLL riski ile genetik iliskisini
incelemek icin 58 KLL hastasi ve 100 saglikli kontrol ile Real Time-PCR calismasi
yapildi. Calismamizda sadece bir hastada SF3B1 p.K700E varyasyonu gozlemlendi,
MYD88 p.L265P varyasyonu gézlenmemis olup tiim hasta ve saglikli kontrollerde wild
type oldugu saptandi. Calismamizin sonucu, KLL hastalarinin sayisinin az olmasi

nedeniyle istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
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ABSTRACT

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is the most frequent leukemia in adults. The
causes of CLL is still clearly unknown. p.K700E(rs559063155) mutation in SF3B1 gene
and p.L265P(rs387907272) mutation in MYD88 gene have been associated with poor
prognosis in CLL. To refine the genetic association SF3B1 and MYD88 genes with CLL
risk, we conducted Real Time-PCR of in CLL 58 cases and 100 controls. In our study,
SF3B1 p.K700E variation was observed in only one patient. No variation of MYD88
p.L265P was observed and wild type was detected in all patient and healthy controls.
The results of our study were not statistically significant because of the small number of
patients with CLL.
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BOLUM 1

GIiRIS VE AMAC

Kronik Lenfositik Lésemi (KLL), olgun gorinimlii CD5" B lenfositlerin
periferik kan, kemik iligi ve lenfoid organlarda birikimi ile karakterize hematolojik bir
kanser turadar (Kipps, 2017). KLL eriskinlerde en sik rastlanan l6semidir. Avrupa ve
Kuzey Amerika (Ulkelerinde 3-5/100.000 insidans ile tum lésemilerin %30’unu
olusturmaktadir (Shahjahani, 2015). Asya ve Pasifik Adalilarda ise daha nadir
gortlmektedir. Oyle ki bu tilkelerden batiya goc eden kisilerde dahi KLL hastaligi daha
seyrek gorulmektedir. Bu genetik faktorlerin KLL gelisimine katkida bulundugunu
vel/veya KLL gelisimine genetik yatkinlhigi ifade eder (Brown, 2008; Kipps, 2017). Bu
nedenlerden 6tlrl ¢alismamizda KLL hasta grubunu tercih ettik.

Tim ekzom dizileme teknigi (whole exom sequencing) ile yapilan ¢alismalarda
KLL’nin yilksek derecede genetik degiskenlik 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir. Bu
calismalarda mRNA islenmesinde gorev alan splicing factor 3b subunit 1 (SF3B1) ve
inflamatuar yolaklarda goérev alan myeloid differentiation primary response 88
(MYD88) gibi ¢ok sayida tekrarlayan somatik mutasyonlar (varyasyonlar) oldugu tespit
edilmistir (Hallek, 2017; Kipps, 2017). KLL de SF3B1 varyasyonlari anormal RNA
Kirpiimasi (splaysing) ve degistirilmis DNA hasar yaniti ile iliskilendirilmistir (Raa vd.,
2015). SF3B1 varyasyonu bir calismada daha agresif hastalik seyri ve daha kisa sag
kahim siresi ile iliskilendirilirken (Wan & Wu, 2013), baska bir calismada SF3B1



varyasyonlarinin KLL hastalari tzerinde prognostik etkisinin az veya hi¢ olmadigi
belirtilmektedir (Xia vd., 2014). MYD88 varyasyonlart KLL hastalarinin  %2-5’ini
etkilemektedir. MYD88 varyasyonlari Nuclear factor kappa B (NF-kB) yolaginin
aktivasyonuna neden olur ve boylece varyasyonlu KLL hicrelerinin ¢ogalmasini ve
hayatta kalmasina olanak saglar (Alsagaby, Brennan & Pepper, 2016). Bir calismada
MYD88 gen varyasyonu bulunan KLL hastalarinin daha gen¢ bir poptlasyonda
goraldugi, genel sag kalimin varyasyon bulunmayanlara oranla daha iyi oldugu
belirtilmistir (Martinez-Trillos vd., 2014). Baska bir calismada MYD88 gen varyasyonu
bulunan hastalarin varyasyon bulunmayan ve daha ileri klinik evrede bulunan hastalara
gore daha geng yasta tani konulmasina ragmen bu iki grup arasinda hastaligin ilerlemesi
ve sag kalim oranlari bakimindan herhangi bir fark gozlenmedigi ifade edilmektedir
(Puente vd., 2012). KLL hasta gruplari icin Mitsui ve arkadaslarinin yaptigi1 ¢alismada
SF3B1 ve Martinez-Trillos ve arkadaslarinin yaptigi calismada MYD88 genlerinde ki
varyasyonlarin prognostik éneme sahip oldugu belirtilirken (Martinez-Trillos vd., 2014;
Mitsui vd., 2016), Xia ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada bu varyasyonlarin
hastaligin prognozu ve genel sag kalim siresi bakimindan varyasyon bulunmayan
olgulara oranla énemli bir fark gozlenmedigi ifade edilmektedir (Xia vd., 2014). Bu
nedenle calismamizda SF3B1 ve MYDB88 genlerinde ki varyasyonlarin KLL hastaliginin

prognozu ve genel sag kalim siresi tzerindeki etkilerinin arastiriimasi amaglanmistir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1. KANSER

Kanser tek basina bir hastalik degildir. Daha ¢ok kitle veya timor olusumuna yol
actigr bilinen kontrolstiz hiicre ¢cogalmasiyla karakterize edilen neoplazi durumudur.
Neoplazinin kanser olabilmesi i¢cin malign 6zellik gostermesi gerekir. Baska bir deyisle
hlcrelerin kontrolsiiz bir sekilde blylytp, komsu dokulari istila edebilmesi veya uzak
ya da yakin diger dokulara vyayilabilme (metastaz) Ozelligine sahip olmasi
gerekmektedir. Tumorlerin her biri yerlesim yerine, doku tipine, histolojik yapisina ve
malignensilerin derecelerine gore siniflandirilir. Genel olarak kanserin G¢ tipi vardir.
Bunlar kemik, kas ya da bag doku gibi mezensimal dokulardan kaynaklanan
sarkomalar, barsak mukozasi, bronslar veya meme duktuslari gibi epitelyal dokudan
kaynaklanan karsinomalar, kemik iligi, lenfatik sistem ve periferik kan boyunca
yayilan l6semi ve lenfoma gibi hematopoetik ve lenfoid malignitelerdir (Nusbaum,
Mclnnes & Willard, 2005, s. 311).



2.2. Hematolojik Kanserler

Hematolojik maligniteler, kan, kemik iligi ve lenf diigimlerini etkileyen kanser
tarleridir. Bu dokular dogal olarak bagisiklik sistemi ile baglantili oldugundan, bu
dokulardan birini etkileyen bir hastalik genellikle diger dokulari da etkiler. Hematolojik
maligniteler; akut ve kronik l6semi, lenfoma ve multiple miyeloma gibi hastaliklari
icerir (Mirzaei vd., 2017). Lenfomalar malign lenfositlerin neden oldugu, lenf
dagumlerinde ve diger lenfoid dokularda biriken ve lenfadenopatinin karakteristik
klinik 6zelligine neden olan bir hastalik grubudur (Hoffbrand & Moss, 2016, s.206).
Lenfomanin; Hodgkin lenfoma ve non-Hodgkin lenfoma olmak tizere baslica iki alt
formu vardir (Hoffbrand, 2016; Torkaman, Charkari & Aghaeipour, 2011). Bu iki
grubun ayrimi temelde Hodgkin lenfomadaki Reed-Sternberg (RS) hicrelerinin
varligina dayanir (Hoffbrand, 2016). Lésemi en yaygin kanserlerden biridir. Losemi
ozellikle kanin yapildi§i kemik iliginde baslayan ciddi bir malignitedir, akut ve kronik

olmak Gzere iki gruba ayrilir (Torkaman, 2011).

Akut 16semi, olgunlasmamis lenfoid veya miyeloid progenitdr hicrelerin
kontrolsuz genislemesi ve farklilasmasi ile karakterizedir. Akut I6semi, 16semik hucre
popllasyonunun (blastlarin) kokenine ve morfolojisine bagh olarak iki gruba ayrilir:
temelde miyeloid 6ncil hicreden koken alan akut miyeloid lésemi (AML) ve
lenfoblastik kdkenli akut lenfoblastik 16semi (ALL) (Xu vd., 2014).

AML kemik iligindeki agresif bir malignitedir ve eriskinlerde gorulen en yaygin
akut 16semi tarudir. Ancak tim l6semilerin en dusik hayatta kalma oranina sahiptir.
Geng yasta ki hasta grubunda bu oranda dikkate deger bir gelisme olmasina ragmen
daha yash hasta grubunda ise ¢cok daha koétidir (Deschler & Libbert, 2006; Jan &
Majeti, 2013). Her yil tani konulan l6semilerin yaklasik olarak 9%20’sini AML
olusturur. Cocukluk caginda daha az gorulirken ergenlik déneminde ve eriskin
donemlerinde de AML orani artmaya baslar. Gelismis Ulkelerde AML l6semilerin
%15’ini olustururken, Turkiye ve diger gelismekte olan tlkelerde bu oran 1:1’dir (Anak
& Uysalol, 2012).



ALL kemik iliginin prekirsor lenfoblastlarindaki degisiklige bagh olarak ortaya
citkan ve nadir gorulen bir hematolojik malignitedir. ALL, prekirsor lenfoblastlarin
kemik iliginde farklilasmanin erken evresinde bloke edilmesi, hizla ¢cogalarak normal
hematopoetik hiicrelerin yerini almasiyla gelisir. ALL yetiskin kanserlerinin %Z1’inden
azini olusturur, fakat ¢ocukluk caginda gorulen en yaygin malignitedir. (Katz, Chia,
Schoonen & Kelsh, 2015). Amerika Birlesik Devletlerinde 0-15 yas grubunda ALL
gorilme sikhgr 3-4/100.000°tir. Ulkemizde ise 14 vyasindan kigciik cocuklarda
41,4/1000000 sikhginda goraldigi bildirilmektedir (Uzunhan & Karakas, 2012).

Multiple miyelom, kemik iligi plazma hucrelerinin anormal cogalmasi ve
immunglobulin veya hafif zincir asiri Gretimi ile karakterize, u¢ organ hasarinin kaniti
olan hematolojik bir hastaliktir. 1997'den 6nce, yeni teshis edilen multiple miyelom
hastalarinin ortalama sag kalim suresi yaklasik 2,5 yildir (Landgren & Morgan, 2013).
Kronik l6semi, tim dinyadaki vakalarin %43'Uni olusturur ve nadiren anormal,

cogunlukla olgunlasmis kan hticrelerinin birikmesi ile karakterizedir (Elert, 2013).

Kronik l6semiler temel olarak kronik miyeloid l6semi (KML) ve kronik
lenfositik 16semi olmak Uzere ikiye ayrilir. KML ve KLL bati diunyasinda yetiskin
bireylerde en yaygin gorilen I6semi tipleridir (Payandeh, Sadeghi, Khodarahmi &
Sadeghi, 2014). KML malign bir hematopoetik kok kicre hastahigidir. Karsilikli
translokasyon t(9; 22) (g34; qg1l1) (Philadelphia kromozomu) sonucunda BCR-ABL
fuzyonu onkogenine bagli olarak ortaya c¢ikan miyeloid serinin sinirsiz ¢ogalmasi ile
karakterize edilen bir kok hiicre bozuklugudur. Philadelphia kromozomu hastalarin
%90’ Inda gorilmektedir ve KML icin kesin bir tani isareti olarak kabul edilir. (Kaleem,
Shahab, Ahmed & Shamsi, 2015; Xu & Zhou, 2015). KLL, eriskinlerde ve Batili
ulkelerde en sik gorilen I6semi tirtdir ve bu popilasyon grubundaki tim lésemilerin
yaklasik olarak %30'unu olusturur. Ulkemizde KLL hastaliginin insidansi ile ilgili bir
calisma bulunmamaktadir. Amerika Birlesik Devletlerinde KLL’nin yillik insidansi
4.6/100.000 kisidir (Rodrigues vd., 2016; Shanshal & Haddad, 2012).



2.3. Hematolojik Kanserlerde Tani Yéntemleri

Hematolojik kanserlerin tanisinda tam kan sayimi, periferik yayma, kemik iligi
bulgulari gibi tani yontemleri kullaniimaktadir (Torkaman, 2011). Bunlarin yani sira ilk
defa 2001 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization/WHO) tarafindan
tim hematolojik maligniteleri immunfenotip, genetik anomaliler ve klinik 6zellikler
acisindan tanimlayan bir siniflandirma sistemi olusturulup yayinlanmistir. Sonrasinda
bu siniflandirma sistemi "Uluslararasi Onkolojik Hastaliklarin Siniflandirma” sistemine
dahil edilmistir. WHO tarafindan yapilan bu siniflandirma sistemi 2008 ve 2016
yillarinda revize edilmistir (Arber vd., 2016; Smith, Howell, Patmore, Jack & Roman,
2011). WHO siniflandirmasinda klinik dzellikler, morfoloji, imminfenotip ve genetik
verilerin tumd kullanildigr icin hastaligi tanimlamaya yonelik cok parametreli bir
yaklasim benimsemistir. Genetik veriler hastaligin teshisi icin hematolojik
malignitelerin Klinikopatolojik siniflandirmasinda; teshis kriterleri, prognostik faktor,
tahmini faktor ve hastalik tanimlayan lezyonlar gibi farkh seviyelere entegre edilmistir
(Arber vd., 2016).

immiinfenotipleme, klinik 6rneklerde hiicresel antijenleri tespit etmek igin
antikorlarin ~ kullanildigr ~ yontemdir.  Hematolojik  malignitelerin ~ tan1  ve
siniflandirmasinda 6nemli rol oynar. immiinfenotipleme, hastalik evreleme ve izlemede,
genetik anomalilerin yerine gecebilecek belirtecleri tespit etmek, potansiyel immin
terapotik hedefleri belirlemek ve prognostik tahmine yardimci olmak icin yaygin
sekilde kullanilmaktadir. immiinfloresan isaretleme, ayni anda birden fazla antijenin
degerlendirilmesini ve bunlarin alt hicresel lokalizasyonunu belirlemeyi mumkin
kilmistir.  Bu hematolojik malignitelerin analizi icin akim sitometrisinin (flow
cytometry) kullanilmasina yol agmistir. Prensip olarak akim sitometrisi, hizla akan bir
sivinin icinden gegen hicrelerin birden fazla 6zelligini ayni anda ve tek hiicre bazinda
Olcen bir tekniktir. Tipik olarak, hticreler floresanla konjlige edilmis monoklonal
antikorlarla etiketlenir. Hicreler lazer 1sini boyunca gectikce florokrom etkinlestirme
dalga boyunda aktive olur. Yayilan floresans cihazdaki cesitli dedektorler tarafindan

olgilur (Heel vd., 2013; Pati & Jain, 2013). Akim sitometrisi igin kigik bir numune



hacmi yeterlidir ve ayni anda bir¢ok hiicresel parametrenin degerlendirilmesine izin
verir. Bu yolla hem vyizeysel hem de hicre ici antijenler degerlendirilebilir ve
degerlendirme hem niceliksel hem de duyarhdir. Bu teknik hematolojik malignitelerin
tanimlanmasi ve siniflandirilmasinda 6nemli rol oynar. WHO tarafindan yapilan
siniflandirma sisteminde akim sitometrisi tekniginin kullanilmasi desteklenmektedir
(Heel vd., 2013; Pati, 2013). Seki 1 de KLL hastasinin TLR2 ekspresonu yapan B
hicrelerinin tanimlanmasi amaciyla yapiimis bir akim sitometrisi analiz goruntisu

gosterilmektedir (Szymanska vd., 2018).
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Sekil 2.3.1: KLL hastasinin TLR2 ekspresonu yapan B hucrelerinin tanimlanmasi
amaciyla yapilmis bir akim sitometrisi analiz gorintisu (Szymanska vd., 2018).

Hematolojik malignitelerde, klasik sitogenetik, molekiler sitogenetik ve
molekdler teknikler gibi genetik tani yontemlerinin kullaniimasi hastaligin tanisi, alt
tiplere siniflandiriimasi ve tedavisi agisindan ¢ok énemlidir. (Arber vd., 2016; Macheta,
Chocholska & Podhorecka, 2015). Konvansiyonel sitogenetik bir yontem olan karyotip
analizi ile molekdler sitogenetik bir yontem olan floresan in situ hibridizasyon (FISH)
teknigi hematolojik maligniteleri olan hastalarin tanisi, prognozu ve tedavisi icin halen
birlikte kullaniimaktadir (Simons vd., 2012; Sreekantaiah, 2007).

Sitogenetik l6semi ve lenfoma patogenezinde yer alan genlerin tanimlanmasi,
tekrarlayan kromozom anomalilerinin belirlenmesi, hastaligin tanisi ve klinik
tedavisinde onemli rol alr (Kearney & Horsley, 2005; Sreekantaiah, 2007).
Konvansiyonel sitogenetikte karyotip analizi, tek bir hiicre seviyesinde sayisal ve
yapisal anomalilerin tespit edilmesini saglayan rutin bir islemdir (Kolialexi, Tsangaris,
Kitsiou, Kanavakis & Mavrou, 2005). Sitogenetik analizin dogrulugu, kuiltur
metodolojisi ve bantlama teknikleriyle ilgili gelismeler nedeniyle son 30 yilda 6énemli
6lcude iyilesmistir (Kearney, 2005; Kolialexi, 2005). Yunis tarafindan 1976'da tanitilan
yuksek ¢ozunarlikli kromozom analizi, profaz veya prometafazdaki boltinen hicrelerin
senkronize edilmesini icerir ve ¢oklu bantlarla daha uzun kromozomlar olusturulur. Bu
¢cozlnlrlik sayesinde DNA’da 3-5 Mb’a kadar olan yapisal anomaliler tespit
edilebilirken 3 Mb’dan kiictuk olanlarin tespit edilmesi zordur (Kolialexi, 2005).
Karyotip analizinde, hastaliga bagl olarak hicrelerin disuk in vitro mitotik aktivitesi,
metafazlarin kalitesizligi ve kot kromozom morfolojisi gibi nedenlerden 6tlri her
zaman istenilen sonu¢ elde edilemeyebilir (Kolialexi, 2005; Sreekantaiah, 2007). Sekil

2’de bir KLL hastasina ait normal bir karyotip analizi gosterilmektedir.

Karyotip analizinin aksine FISH analizi hem mitotik hem de interfaz
hlcrelerinde spesifik anomalilerin belirlenmesi ve daha fazla sayida hicre analiz
edilmesi nedeniyle hizli ve guvenilir bir yontemdir (Kwon vd., 2010; Sreekantaiah,
2007). FISH tekniginin en blyuk avantajlarindan biri bolinmeyen interfaz hiicrelerinde



dahi sayisal ve yapisal kromozom anomalilerinin tespit edilmesidir. FISH tekniginde
kromozom Uzerindeki hedef bdlgeye 6zgu problar kullanilir. Prob, plazmidler ve
kozmidler gibi cesitli vektorlerle cogaltilan insan DNA’larinin florokrom boyalarla
etiketlenmesi ile elde edilir. Probun, kromozoma 6zgu sentromerik problar, tim
kromozom boyayan problar (paint), Lokus spesifik problar, telomerik ve subtelomerik
problar gibi cesitleri vardir (Kolialexi, 2005). Sekil 3’te normal sonuca sahip bir
hematoloji hastasi ile delesyon bulundugu tespit edilen bir hematoloji hastasinin FISH

analizi goruntaleri gosterilmektedir.
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Sekil 2.3.2: KLL hastasina ait Karyotip Analizi (Erkek birey (46,XY)). (Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali laboratuvar).




Sekil 2.3.3: FISH teknigi A) p53 geninin normal oldugu bir 6rne@e ait FISH gdrintus.
B) p53 geninde delesyon bulunan bir 6rnege ait FISH gorintiisii. (Trakya Universitesi
Tip Fakiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali laboratuvart)

30 yili askin bir stire 6nce elektroforeze dayali DNA dizilimi kavrami tanitild.
Yillar gectikge Sanger dizileme (Sanger sequencing) olarak bilinen bu teknik bugine
kadar DNA dizilimi icin altin standart olarak kullanildi. 2005 yilinda, dongusel dizi
tabanh yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing-NGS) teknigi gelistirilmistir.
NGS ile tek bir deneyde milyarlarca baz dizisi ile ilgili bilgi Uretebildigi icin genetik ve
epigenetik arastirmalar icin devrim niteliginde bir gelisme olmustur. NGS sadece
genomik DNA’nin arastirilmasi ile sinirh degildir. Ayni zamanda tim transkriptomlari
[messenger RNA (mRNA), non-coding RNA (ncRNA), mikroRNA’lar] ve
epigenomlari (DNA metilasyonu, protein-RNA etkilesimi) incelemek igin degerli bir
ara¢ haline gelmistir (Chapman, Warren & Wu, 2012; Haas, Katus & Meder, 2011).
Gunumuze bu teknik kanser arastirmalarinda 6zelliklede hematolojik malignitelerin

arastirmasinda 6n planda yerini almistir.

2.4. KLL Epidemiyolojisi

KLL dinya capinda en yaygin gorilen hematolojik malignitedir. KLL, kemik
iliginde lenfositlerden baslayan l6semi tipidir. Tim lésemilerin yaklasik olarak %
30’unu olusturur (Mirzaei vd., 2017). Bati Ulkelerinde KLL 4.2/100.000 kisi insidansi
ile en sik rastlanan l6semi hastaligidir. Hastaligin 80 yasin (zerindeki bireylerde
insidansi 30:100.000/y1l olarak goruliir. Tanida medyan yas 72’dir. KLL hastalarinin %
10’unun 55 yasindan kiiguk oldugu belirtilmistir (Eichhorst vd., 2015).

Bati Ulkelerinin aksine Asya Ulkelerinde KLL hastaligi ¢ok nadir olarak
gorilmektedir. Asyali hastalar Avrupa kokenli KLL hastalarindan farkl 6zelliklere
sahiptir. Asyali hastalar daha genctir, atipik morfoloji ve imminolojik 0Ozelliklere

sahiptir. Bunun nedeni tam olarak bilinmemektedir. Buyuk Britanya da yasayan
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Hintliler, Pakistanlilar ve Bangladesliler gibi giiney Asyalilarda, 70 yasindaki Avrupa
kokenli vatandaslara gore ortalama tani yasi 60 yas ve uzeri olarak belirtilmektedir.
Asyali ve Avrupa kdkenli KLL hastalarinda cinsiyete gore insidans oraninda erkek
cinsiyetin daha baskin olmasi benzerdir. (Yang, Li, Gale & Huang, 2015). Amerika’da
Ki beyaz irka gore Afrika kokenli Amerikanlarda ve Japonya da dahil olmak izere Asya
ulkelerinden Amerika’ya go¢ eden bireylerde KLL insidansinin dusik oldugu
belirtilmistir (Gragert vd., 2014; Kawamata vd., 2013). Bu durum hastaligin cografik
bolgelerdeki farkhiliktan degil de, hastaligin etnik kdkenle ilgili olmasi olasiligini
akillara getirmektedir. Singapur’da Dogu (Cin), Glineydogu (Malay) ve Gliney Asya
(Hint) gibi t¢ farkh etnik grubu igeren Asyali hastalarla yapilan bir ¢alismada KLL
hastalari da dahil olmak Gzere tum lenfoid neoplazilerin insidansinda farkhliklar oldugu
tespit edilmistir. Malay’larin en yuksek insidansa sahip oldugu ve her ¢ grubun
hastalari icinde erkeklerin kadinlara gore daha yuksek insidansa sahip oldugu
belirtilmistir (Lim vd., 2015).

2.5. KLL Etiyogenezi

KLL etiyolojisi tam olarak bilinmeyen yaygin bir hastaliktir. KLL hastahiginin
gelisim riskini arttirabilecegi dustnulen benzen, petrol, formaldehit gibi cesitli
kimyasallara maruz kalan kisilerle calismalar yapiimistir. Benzene maruz kalan kisilerle
yapilan ¢alismalarda benzenin AML, Multiple Miyeloma gibi hastaliklar i¢in bir risk
faktori olabilecegi bildirilmis, fakat KLL icin bu kimyasalin hastalik gelisimindeki
etkisi tam olarak belirlenememistir (Stenehjem vd., 2015). Benzenin yani sira petrol,
formaldehit, dioksin, etilen oksit gibi cesitli kimyasallarinda KLL ile iliskisi
belirlenememistir. Sonug olarak kimyasallarin KLL ile iliskisi net degildir. KLL ve
diger lenfoid neoplazilerin gelisiminin altinda yatan merkezi faktérin bagisiklik
sistemindeki duzensizlikler oldugu disunulmektedir (Blair, Purdue, Weisenburger &
Baris, 2007).
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Mesleki veya cevresel iyonizer radyasyona maruz kalma ile KLL arasinda da
belirgin bir iliski bulunmamistir (Linet vd., 2005; Vrijheid vd., 2014). lyonizer
radyasyona maruz kalmanin KLL disindaki I6semi tipleri ile aralarinda gucli kanitlar
oldugu belirtilirken, KLL’nin iyonizer radyasyondan kaynaklanmadigi belirtilmektedir
(Vrijheid vd., 2014). 1940°h yillarin sonuna dogru meydana gelen Hirosima ve
Nagazaki atom bombasi saldirilari sonunda hayatta kalanlar arasinda yapilan
calismalarda AML, ALL, KML gibi lésemi tiplerinde artis gozlenirken KLL
hastaliginda bir artis goézlenmemistir. Bu sonucun Japon popilasyonunda KLL
olgularinin az olmasindan kaynaklanabilecegi de belirtilmistir. (Preston vd., 1994).
Radyasyona maruziyetin l6semiler ile iliskisini ortaya koyan bir baska olay da 26 Nisan
1986°da meydana gelen Cernobil niikleer reaktor kazasidir. Bu kaza sonrasinda Belarus,
Ukrayna ve Rusya Federasyonunda milyonlarca insan farkli doz oranlarinda radyasyona
maruz kalmistir. Cernobil kazasi sonrasinda KLL disindaki tum Iésemi hastaliklarinin
artisi bildirilmis ve bu hastaliklarin insidansinda ki artislar radyasyona maruz kalma ile
iliskilendirilmistir (Kesminiene vd., 2010). Bu bulgular toplaminda KLL ile iyonizer
radyasyona maruziyet arasinda anlamli bir iliski bulunamamis, hastaligin patogenezinde

genetik faktorlerin 6nemli oldugunu destekleyen goris daha da kuvvetlenmistir.

Apoptoz, gelisimin dizenlenmesi, homeostazinin korunmasi ve tumor
olusumunun 6nlenmesi icin gerekli olan fizyolojik bir hicre intihar programidir.
Apoptotik programdan kaginmak, kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zelliklerinden biridir
ve tedavilere karsi klinik direngte Onemli bir mekanizmayr temsil eder. KLL,
apoptozisin baslangi¢ evresinde intrinsik (mitokondriyal) yolakta meydana gelen bir
bozuklukla karakterizedir. Bu durum, KLL hicrelerinin apoptotik makinelerindeki
kusurlar ve mikro cevrenin sagladigi asiri sag kalim sinyalleri gibi ¢esitli faktorlerden
kaynaklanmaktadir (Billard, 2013). KLL htcre proliferasyonunun artmasina karsilik,
basarisiz programlanmis hiicre 6limanun neden oldugu bir neoplastik bozuklugu temsil
eder (Kitada vd., 1998).

2.6. KLL Tani, Evre ve Prognozu
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KLL bati tlkelerinde en yaygin goérilen l6semi tipidir. KLL tipik olarak yasli
hastalarda ortaya ¢ikan ve olduk¢a degisken bir klinik seyir gosteren bir hastaliktir
(Hallek, 2017). KLL hastalarinda tani koyarken Amerika Birlesik Devletleri Ulusal
Kanser Enstitisu tarafindan desteklenen Calisma Grubu (National Cancer Institute—
sponsored Working Group/NCI-WG) tani kriterleri kullaniimaktadir. Tani; kan
sayimlari, kan yaymalari ve B hucresi belirtegleriyle birlikte CD5 antijenini tasiyan bir
klonal B hcresi popilasyonunun imminfenotiplendirmesi ile konur (Hallek, 2017;
Hallek vd., 2008). KLL tanisi, periferik kanda en az ¢ ay boyunca 5000 ve Uzerinde B
lenfosit hucrelerinin varligini gerektirir. Dolasimdaki B lenfositlerinin Klonalitesinin
akim sitometrisi ile dogrulanmasi gerekir. Akim sitometrisinde hticreleri birbirinden
ayirt etmek icin kullanilan hiicresel isaretler farklilasma kiimesi (cluster of differantion-
CD) ile ifade edilir. KLL hucreleri, CD19, CD20 ve CD23 gibi B hiicresi yuzey
antijenleriyle birlikte, T hucresi gelisim antijenlerinden biri olan CD5’i birlikte eksprese
eder. KLL de CD20 ve CD79b, yuzey imminglobulinlerinin (Ig) seviyeleri, normal B
hlcrelerinde bulunanlara gore karakteristik olarak dustktir. KLL de her bir hiicre klonu
kappa veya lambda imminglobulin hafif zincirlerinin ekspresyonu ile sinirlidir (Hallek,
2017; Hallek vd., 2008). KLL tani kriterleri Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge2.6.1: KLL Tani Kriterleri

Parametreler Kriterler
B- Lenfosit > 5000/mm?® (en az 3 aydan beri)
Immiinfenotipleme En az bir adet B hiicre isareti (CD19,

CD20, CD23), CD5" ve yiizey Ig hafif

zincir klonalitesi (kappa veya lambda)

Kemik iliginde lenfositoz > % 30

Atipik hiicre orani < %55

KLL hastaliginin klinik evrelemesinde yaygin olarak kabul gérmis, Rai ve Binet

olmak tzere iki temel siniflandirma sistemi bulunmaktadir. Bu haliyle, her iki sistem de
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simdi, farkh klinik sonuclara sahip (¢ ana alt grubu tanimlamaktadir. Orijinal Rai
siniflandirma  sistemi, prognostik gruplarin  sayisini  5'ten 3'e distrmek icin
degistirilmistir. Modifiye edilmis Rai evrelemesinde; lenfadenomegalinin yaygin olup
olmadigi, splenomegali ve hepatomegalinin varligi, anemi ve trombositopeni’nin olup
olmadigi gibi bulgular dikkate alinirken, Binet evreleme sisteminde; tutulum olan
lenfoid alanlarin sayisi, hemoglobin ve trombosit degerleri dikkate alinmaktadir (Binet
vd., 1981; Hallek, 2017; Hallek vd., 2008; Rai vd., 1975)-. Rai evrelendirme sisteminin

kriterleri Cizelge 2’de, Binet evrelendirme sisteminin kriterleri Cizelge 3’te verilmistir.

Cizelge 2.6.2: KLL Rai Evreleme Sistemi

Risk Evre Klinik Ozellikler

Diistik 0 Lenfositoz (> 5000/mm®)

Orta 1 Evre 0 + Lenfodenomegali

Orta 2 Evre 0-1 + Splenomegali ve/veya Hepatomegali
Yuksek 3 Evre 0-2 + Anemi (Hb <11g/dl)

Yuksek 4 Evre 0-3 + Trombositopeni (Plt < 100.000/mm®)

Cizelge 2.6.3: KLL Binet Evreleme Sistemi

Evre Klinik Ozellikler

A Hb=>10 g/dl, PIt=100.000/mm3, < 3 lenf digim bolgesinde
tutulum

B Hb=>10 g/dl, PI1t=100.000/mm3, = 3 lenf dugum bdlgesinde
tutulum

C Hb<10 g/dl,  PIt<100.000/mms3, tutulum olan bdélge sayisinin
6nemi yoktur.
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KLL klinik olarak heterojen bir hastaliktir, ¢unki bazi hastalarda klinik seyir
hizla ilerlerken, digerleri tedaviye ihtiya¢ duymadan uzun bir sire hayatta
kalmaktadirlar. Son yillarda, erken hastalik doénemlerinden itibaren hastalik
progresyonunu isaret edebilen KLL B hicrelerinin genetik, fenotipik veya molekiler
Ozelliklerine dayanan birgok prognostik belirte¢ ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle, belirli bir
hastada sadece KLL’nin ilerleme derecesini Olgebilen klasik Binet veya Rai evreleme
sisteminin yaninda farkli belirteclerde kullanilabilir (Chiorazzi, 2012; Ferrarini,
Cutrona, Neri & Morabito, 2012).

Prognoz degerlendirmesinde Klinik evre, periferik kanda lenfosit sayisi, periferik
kandaki lenfosit morfolojisi, lenfosit sayisi ikiye katlanma suresi (LDT) gibi klasik
prognostik belirtecler kullanilmaktadir. Bu klasik belirteclerin yani sira laktat
dehidrogenaz (LDH), beta-2 mikroglobulin (B-2 M), timidin kinaz (TK),
immdanglobalin agir zincir degisken bolgesi (immunoglobulin heavy-chain variable-
region/IGHV) gen varyasyon durumu, CD38, T hicre reseptorii zeta zincir-iliskili
protein kinaz 70 (zeta chain of T cell receptor associated protein kinase 70/ZAP70),
kromozomal translokasyonlar, FISH teknigi ile elde edilen sitogenetik bulgulari gibi
yeni biyolojik prognostik belirtecler dikkate alinmaktadir (Chiorazzi, 2012; Montserrat,
2006; Montserrat, 2002). Hastaligin prognozunu belirlemeye yardimci olabilecek klasik
ve yeni biyolojik prognostik belirtecler Cizelge 4’te gosterilmektedir.

IGHV gen varyasyon durumu KLL de 6nemli bir prognostik belirtectir.
Varyasyona ugrayan IGHV olgulari, varyasyona ugramayan IGHV olgularina gére daha
uzun sag kalim gosterir (Tobin vd., 2003). B-KLL de hem ZAP-70 hem de CD38
ekspresyonlari bagimsiz birer prognostik belirteclerdir. CD38 ekspresyonu IGHV
varyasyon durumu icin bir vekil belirte¢ olarak da onerilmektedir (Assem, Hamid,
Kohla & Arsanyos, 2009). B-KLL de artmis CD38 ekspresyonu olumsuz bir prognostik
faktor olarak Onerilmektedir (Boonstra vd., 2006). KLL hicrelerinde ZAP-70
ekspresyonu KLL hastalarinda kisa genel sag kalimla iliskilendirilmektedir
(Dielschneider vd., 2014).
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Cizelge 2.6.4: KLL de Prognoz Parametreleri

Parametre lyi prognoz Kotu prognoz

Cinsiyet Kadin Erkek

Binet Evresi A BveC

Rai Evresi 0,1 2,3,4

Periferik kanda lenfosit | <50.000/ mm® > 50.000/ mm®

saylsl

Kemik iligi tutulum sekli | Non-diffiiz Diffuz

Kemik iliginde lenfosit | <% 80 > 80

orani

LDT <12 >12

LDH/B-2 M Normal Artmis

Timidin kinaz ve sCD23 | Normal Artmis

Sitogenetik N veya izole del | Del 11 ve 17p,
13q trisomil2

CD38 <% 30 > 9% 30

IGVH varyasyon | Mutant Non-mutant

durumu

P53 varyasyon durumu Non-mutant Mutant

Zap 70 Negatif Pozitif
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2.7. KLL Tedavi

KLL, monoklonal olgun B hiicrelerinin birikmesiyle karakterize bir hastalik
oldugundan, 16semi hucrelerinin donusim, cok 6zel mikro-RNA genlerinin delesyonu
ve B hicrelerinin apoptoza karsi direncinin artmasina neden olan genomik
degisikliklerle basladi§i dustntlmektedir (Messmer vd., 2015; Podhorecka vd., 2015).
KLL'nin biyolojisi ve patogenezinin anlasiimasindaki ilerleme, tedavi icin bir¢ok yeni
potansiyel hedefi ortaya ¢ikarmistir. Daha yiksek tedavi etkinligi icin B hicre reseptor
yolagi (BCR) gibi sinyal yolaklarini ya da CD20 hedefleyen modifiye olmus antikorlar
gibi farkl yaklasimlar olusturulmustur (Al-Sawaf, Fischer, Eichhorst & Hallek, 2016).

Kemoimmiinterapi KLL hastalari i¢in standart olarak birinci basamak tedavidir-.
Bunun yani sira KLL biyolojisinin anlasiimasiyla CD20 monoklonal antikorlari; Bruton
tirozin kinaz (BTK), fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) inhibitorleri ve Bcl-2
inhibitorlerini hedefleyen tedavi yontemleri gelistirilmistir (Al-Sawaf, 2016; Jain &
O’Brien, 2015). CD20 esas olarak B lenfositlerin (zerinde eksprese edilen bir
transmembran proteindir. CD20’nin dogal ligandi heniiz bilinmemektedir ve fizyolojik
roli tam olarak anlagilamamistir. Ancak B hicresi aktivasyonunun ve c¢ogalmasinin
dizenlenmesinde rol oynadigi disinulmektedir. Rituksimab ve ofatumumab olmak
uzere iki tip CD20 antikoru vardir (Al-Sawaf, 2016).

B hiicre malignitelerinin ¢ogu icin ve 0zellikle KLL de BCR, B hucrelerinin
cogalmasini, apoptozunu ve farklilasmasini indikleyen ve destekleyen bir anahtar sag
kalim molekdludur. BCR yolaginin deregilasyonu KLL hticresi sag kalimini ve klonal
genislemesini destekler, bu nedenle B hicreli malignitelerin gelisimi igin Kritiktir.
BTK'nin kendisi, fosfolipaz Cgamma2 (PLCy2) ve aktive B hicrelerinin NFKB gibi bir
faktorler dizisini hedeflemektedir. ibrutinib, BTK'nin oral olarak satilan ilk kiigik
molekiilli inhibitoridir (Al-Sawaf, 2016). ibrutinib, erken evreli calismalarda, kronik
lenfositik 16semide yuksek yanit oranlari ve uzun sureli ilerleme olmayan sag kalim
gostermistir (Byrd vd., 2015). ikinci nesil bir BTK inhibitorii olan Acalabrutinib, son
zamanlarda Klinik testlere girmistir. Bu kigik molekil, BTK'nin Cys481 bolgesine
kovalent olarak baglanir. Bu ilac ibrutinib’den daha yilksek hedef kapsamasinin yani
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sira gelismis bir secicilige sahiptir. Boylece hedef disi etkiler ve sonraki olumsuz
olaylar onlenir (Al-Sawaf, 2016).

Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) sinyal yolu, c¢ogalma, hayatta kalma ve
farklilasma gibi hemen hemen tim temel hicresel islevlerde 6nemli bir rol oynar.
CD19 aktivasyonu ile dogrudan baglantilidir. idelalisib, birinci sinif bir oral PI3K
inhibitoriidir. idealisib in vitro B hiicrelerinin apoptozunu indikleyen BCR sinyal
yolunun asagi dogru duzenlenmesine yol acar (Al-Sawaf, 2016). Bir baska umut verici
ilag, l6semik hicrelerde apoptozu indikleyen BCL-2 protein antagonistleridir
(Podhorecka vd., 2015). Hematolojide, 0zellikle KLL de apoptozun intrinsik yolunun
karisikhgi, CD5" ve CD19 lenfositlerinin birikmesine yol acan Bcl-2'nin yukari
regulasyonu yoluyla ¢cok yaygindir (Al-Sawaf, 2016).

KLL de 40 yih askin bir suredir, Fiziksel muayene ve kan sayimina dayanan Rai
ve Binet klinik evreleme sistemleri kullanilmaktadir. Son yillarda KLL nin genetik ve
molekiler patogenezine dair o6ngoriler Klinik evreleme sistemini tamamlayici
prognostik bilgi saglayan IGHV gen varyasyon durumu, sitegenetik, TP53 (TUmor
Protein 53-TP53), NOTCH1 (Neurogenic Locus Notch Homolog Protein 1- NOTCH1),
SF3B1, BIRC3 (Baculoviral IAP Repeat-Containing Protein 3) gen varyasyonlari gibi
yeni belirteclerin tanimlanmasina yol acmistir. Fakat gunumuzde rutin  klinik
uygulamada yaygin olarak kullanilmamaktadir. Avrupa ve ABD’de uluslararasi bir
arastirma grubu sekiz ayri randomize ¢alismadan elde edilen veriye gore, yaygin olarak
bulunan klinik, biyolojik ve genetik parametreleri kullanan KLL uluslararasi prognostik
indeks (CLL International Prognostic Index /CLL-IPI) olusturmustur. CLL-IPI indeksi
ile baslangicta KLL hastalarinin sagkalim sirelerinin éngdrulmesi amaclanmistir. Fakat
yeni tani almis hastalarda ilk tedaviye baslama stresinin 6ngorildigu de belirtilmistir
(Molica vd., 2017).

2.8. KLL ve Genetik
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KLL Bati dlnyasinda en sik gorulen losemi tipidir. KLL hastaliginin nedeni
uzun zamandir yapilan arastirmalara ragmen bulunamamistir. Asyalilarda KLL
hastaliginin sikhgi; Kafkas, Avrupa ve Amerikali bireylere gére daha disuktir ve daha
da o6nemlisi Amerika’ya go¢ edenlerde bile bu oranin korunmasi hastaligin cevresel
faktorlerden ziyade genetik 6neme sahip oldugunu vurgulamaktadir (Brown, 2008).
lleri yas, erkek cinsiyet, beyaz irk ve KLL aile dykisii veya diger lenfoproliferatif

bozukluklar KLL gelisimi icin risk faktorleri olarak tanimlanmistir (Coombs vd., 2012).

KLL hastahiginin nedeni tam olarak bilinmemekle beraber aile 6ykist en iyi
karakterize edilen risk faktorudur (Brown, 2008; Coombs vd., 2012). KLL hastalarinin
%8-10"u aile dykusine sahiptir, bu da hastaligin kahtsal yatkinliga sahip olduguna
isaret etmektedir. KLL hastalarinin birinci dereceden akrabalari arasinda hastaligin
gorulme riski daha yuksektir (Coombs vd., 2012). Sporadik olarak gelisen KLL olgulari
ve ailesel KLL olgularinin karsilastirildigi bir calismada, ailesel olgularda kadin
insidansinin ve varyasyon gecirmis IGHV geninin daha yiksek oldugu belirtilmistir
(Goldin, Slager & Caporaso, 2010). Ayrica KLL hastalarinin birinci derece
akrabalarinda %13-18'inde Monoklonal B hicreli lenfositoz (Monoclonal B-cell
lymphocytosis-MBL) oldugu belirtilmektedir (Slager, Caporaso, Sanjose & Goldin,
2013). MBL'nin KLL icin 6ncl bir lezyon oldugu ve KLL hastasi olan ailelerde daha
sik ortaya ciktigi belirtilmektedir (Goldin, 2010; Slager, 2013). Kromozom 16qg24.1
lokusu Gizerinde bulunan Interferon Diizenleyici Faktor 8 (Interferon regulatory factor 8-
IRF8) geni ve insan Lokosit Antijeni (Human Leukocyte Antigen-HLA) genlerini
barindiran kromozom 6p21.3 lokusunun, ailesel KLL’ye yatkinlk ile iliskili oldugu
tanimlanmistir (Wiernik, 2015). KLL icin kalitsal riskin yaklasik olarak %10’u; tek
nlkleotid polimorfizimlerine (single nucleotide polymorphisms-SNPs) dayandirilabilir
(Coombs, 2012). Bu SNP’ler genome wide association (GWA) calismalarinda
tanimlanmis ve tek basina goéreceli olarak kiglk bir hastalik riski sunmaktadir. KLL
GWA calismalari neredeyse tamamen beyaz irk populasyonlarinda gerceklestirildigi
icin, bu SNP’lerin diger irksal gruplardaki 6nemi belirsizdir (Coombs, 2012). NGS
tekniginin gelisimi ile birlikte KLL hastaliginin molekdler temelinin anlasiimasi igin
elde edilen bilgide de logaritmik bir artis saglanmistir. Bu teknik ile KLL
patofizyolojisinde énemli rol oynayabilecegi dislnllen yaygin olarak gorilen yeni gen

varyasyonlari belirlenmistir. KLL ile iliskisi daha 6nceden tespit edilen TP53 ve ATM
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gibi varyasyonlarin yani sira, KLL ile iliskisi 6nceden bilinmeyen tekrarlayan somatik
varyasyonlarda tespit edilmistir. Bu somatik degisiklikler, DNA hasari ve hiicre
dongusundn kontroli [TP53, ATM, POTL1 (Protection Of Telomeres 1-POT1), BIRC3],
MRNA islenmesi [XPO1 (Exportin 1-XPO1), SF3B1], NOTCH sinyali (NOTCH1),
enflamatuar yollar (MYD88) ve kromatin modifikasyonunu [CHD2 (chromodomain
helicase DNA binding protein 2-CHDZ2)] iceren bircok hiicresel yolagin kritik
bilesenidir (Gruber & Wu, 2015).

KLL de geleneksel sitogenetik yontemlerin kullanimi, tekrarlayan ve prognostik
O6neme sahip genetik anomalilerin tespitinde buyuk 6neme sahiptir (Schweighofer vd.,
2013). Kromozom anomalileri 6nemli prognostik belirteclerdir. Ddhner ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismaya goére KLL olgularinda en sik gorilen
sitogenetik anomaliler; 6, 11, 12, 13, 14 ve 17. kromozomlarda bulunmaktadir (Déhner,
2000). Bu anomalilerin gortilme orani Cizelge 5’te gosterilmektedir.

Cizelge 2.8.1: Kromozomal Anomalilerin Gorilme Orani

Anomali GOorulme orani (%)
13914 55
11922-23 18
Trisomi 12 16
Del (17p) 7
Del (6q) 6
Trisomi 8q 5)
Normal Karyotip 18
Trisomi 3q 3
t(14932) 4

2.8.1. SF3B1 (Splicing Factor 3b Subunit 1)
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SF3B1 gen varyasyonu myelodysplastic syndrome (MDS), AML, KML gibi
hematolojik malignitelerde ve uveal melonoma gibi solid tlimdrlerde de gorulebilir
(Alsafadi vd., 2016; Cazzola, Rossi & Malcovati, 2013). MDS de SF3B1 varyasyonlari
genetik lezyonlar olusturuyor gibi gorinmektedir ve losemik evrim riski dusuktir.
SF3B1 varyasyonlari KLL’nin erken evrelerinde daha disuk bir insidansa sahiptir.
llerlemis hastaliklarda daha yaygindir ve kotii prognozla iliskili olma egilimi gésterir.

Bu da hastaligin klonal evrimi sirasinda ortaya ¢iktigini gostermektedir (Cazzola, 2013).

Oncii haberci RNA (precursor messenger RNA - pre-mRNA), proteinler ile
iliskili kucuk nlkleer RNA'lardan (small nuclear RNAs - snRNAs) olusan bir
makromolekul olan splisozom (spliceosome) tarafindan islenir. SF3B1 geni,
splisozomun pre-mRNA'ya baglanmasi icin 6nemli olan splaysing (splicing — kirpiima)
faktori 3b’nin 1. alt birimini kodlar (Cazzola, 2013). SF3B1, 2g33.1 bélgesinde bulunur
ve 27 ekzondan olusmaktadir. Splaysing faktori 3b, splaysing faktori 3a ve bir 12S
RNA birimi ile birlikte U2 kiicuk niikleer riboniikleoprotein kompleksini (U2 snRNP)
olusturur. U2 snRNP’yi pre-mRNA’ya baglayabilir. Splaysing faktort 3b ayni zamanda
min6r U12 tipi splisozom’un da bir bilesenidir (SF3B1, 2019). SF3B1 geninin
varyasyona ugramas! splaysing yolaginda bozulmaya neden oldugu i¢in hatali protein

olusumuna yol acabilir.

Hicrede genetik bilgi akisi DNA, mRNA ve protein seklinde olmaktadir
(Briggs, Morgan, Sanderson, Schulting & Wieseman, 2016). Gen ifadesinin anormal
duzenlenmesi kanser hiicrelerinin bilinen bir 6zelligidir, bu nedenle genetik bilgi
akisinin dogru bir sekilde ilerlemesi gen ifadesinin diizenlenmesi icin 6nemlidir.
Genetik bilginin DNA’dan mRNA’ya cevrilmesi igin ilk olarak pre-mRNA’dan
intronlarin uzaklastiriimasi ve sonrasinda ekzonlarin birlestirilmesi gerekmektedir.
intronlarin pre-mRNA’dan uzaklastiriimasi ve ekzonlarin birlestirilmesi RNA splaysing
mekanizmasi ile gerceklesmektedir (Yoshimi & Abdel-Wahab, 2016).

RNA splaysing mekanizmasi gen ifadesinin dizenlenmesinde kritik bir adimi
temsil eder (Yoshimi, 2016). intronlarin pre-mRNA’dan cikarilmasi, okaryotik gen
ifadesinde 6nemli bir adimdir (Turunen, Niemela, Verma & Frilander, 2013). intronlar;

5 splice site (5 SS; intronun 5 ucunda bulunur), 3" SS (3’ SS; intronun 3’ ucunda
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bulunur), dallanma noktasi dizisi (branch point sequence — BPS; 3 SS upstream
bolgesinde bulunur) ve polipirimidin yolu (polypyrimidine tract; 3' SS ile BPS arasinda
bulunur) olmak iizere dort 6geyi icerir. intronlarin cogunlugu icin, 5 SS bir GU
dinlkleotit ile karakterize edilirken, 3' SS bir AG dinukleotidi igerir (Yoshimi, 2016).
Belirli bir bdlgede splaysing olasiligi cekirdek splisozomunun disindaki proteinler
tarafindan etkilenir. Ornegin, serin/arginin (SR) protein ailesinin tyeleri genellikle,
ekzonik ve intronik splaysing arttiricilar olarak adlandirilan pre-mRNA'daki spesifik

dizileri taniyarak, splaysing islemini destekler (Yoshimi, 2016).

Splaysing, RNA’dan intronlarin ¢ikarilip ekzonlarin birlestirilmesidir. mRNA
splaysing cekirdegin icinde bulunan splisozom olarak bilinen enzimatik bir kompleks
ile gercgeklestirilir (Yoshimi, 2016; Uchbirlestirme, 2019). Splisozom’un intronlari
tanimasi ve ekzonlardan ayirt etmesi kritik bir 6neme sahiptir (Yoshimi, 2016). U2 tip
introna bagli splisozom (major-esas splisozom) ve U12 tip introna bagl splisozom
(mindr-ikincil splisozom) olmak Gzere iki tip splisozom kompleksi vardir. U12 tipi
intronlar, U2 tipi intronlardan farkli kicik bir intron alt grubudur. U12 tipi intronlar
cogu Okaryotta bulunur, ancak sadece belirli bir genomdaki tim intronlarin %0.5'inden
daha azini olustururlar. U12 tipi intronlar, major intronlardan biraz daha az etkin bir
sekilde kirpilir, bu nedenle bu tdr intronlari ihtiva eden genlerin ekspresyonunu
sinirlandirdigina inanthr (Turunen, 2013). Majo6r splisozom kompleksleri 5" ucunda GU
ile 3" ucunda AG dintkleotid’lerinin bulundugu intronlarin kirpilmasindan sorumludur
(Ucbirlestirme, 2019). Major splisozom bes tane U2 tipi snRNP (U1, U2, U4, U5 ve
U6) ve bunlara ek olarak non-snRNP’lerden olusur (Turunen, 2013). Splaysing
isleminin %99’undan fazlasi major splisozom kompleksi tarafindan gerceklestirilmekte
olup bu islem " Standart splaysing (Canonical splicing)" ya da " kement yolu (Lariant
pathway) " olarak adlandiriimaktadir. Mindr splisozom major splisozoma ¢ok benzer,
ancak kirpilma dizileri farkli olan ender intronlar ¢ikartir (Ucbirlestirme, 2019). Min6r
splisozom kompleksi U11, U12, Udatac ve U6atac gibi dort tane spesifik SnRNP’lerden
olusmaktadir. U5 snRNP her iki splisozomda da bulunmaktadir (Turunen, 2013).

Splisozomal splaysing mekanizmasi; sirasiyla SnRNP’lerin belirli bir siraya gore
bir araya gelmesi ve ayrilmalariyla gerceklesmektedir. RNA splicing isleminin

gerceklesmesi igin splisozom kompleksinin olusmasi gerekmektedir. Splisozom

22



kompleksi intronlarda bulunan 5 SS, 3' SS, BPS ve polipirimidin yolunu igeren dort
element sayesinde intronlari ekzonlardan ayirt eder (Yoshimi, 2016). Splisozomal
splaysing iki asamali biyokimyasal bir sirectir. Splaysing, ardisik iki transesterifikasyon
asamasindan olusur. Splisozomal splaysing SnRNP’lerin belirli bir siraya gore bir araya

gelmesi ve birbirinden ayrilmalar ile gerceklesir (Yoshimi, 2016; Ugbirlestirme, 2019).

Splaysing mekanizmasi su sekilde gerceklesmektedir:

1. Ul snRNP; 5 ucunu ve BPS’yi taniyan diziler igerir. Bu nedenle ilk olarak Ul

SnRNP intronun 5’ ucuna baglanir.

2. Ardindan SF3B1 U2 snRNP’ye baglanir, U2 snRNP’nin BPS’ye baglanmasini saglar.
U1 ve U2 snRNP’ler kompleks uzerinde ilk olarak bir araya gelen snRNP’lerdir.

3. Her ne kadar U4 ve U6 snRNP’lerin islevleri bilinmese de ikisi bir araya gelerek ¢ok
kararh bir kompleks olusturur. Daha sonra bu kompleks U5 snRNP ile etkileserek tek
bir kompleks halinde 5" ucu ile BPS arasina baglanarak bir képri olusturur. U5 snRNP

intronun iki yaninda da bulunan ekzonlarin uclarini birlestirir.

4. U4 snRNP fonksiyonel splisozomda bulunmadigi igin, U1 snRNP ile birlikte splice

olusmadan serbest birakilirlar.
5. Daha sonra BPS’de bulunan adenozinin 2’0OH grubu intronun 5’ ucunu keser.

6. Diger taraftanda intronun yukari tarafinda bulunan ekzonun 3’ ucunda bulunan 3'OH

grubu intronun diger ucunu keser.

7. Boylece kement seklini alan intronik yapi ¢ikarilir, ekzonlar birlestirilir.

Bu islemler sonucunda ¢ikarilan kement yapidaki intronlar yikima ugrar, olusan
olgun mRNA transkripsiyon islemi icin hazir hale gelmis olur (Bjgrn, Soltyk, Beggs &
Friesen, 1989; Yoshimi, 2016; Ucbirlestirme, 2019). Splisozomal splaysing
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mekanizmasi Sekil 4’te gosterilmektedir. SNRNP’lerin RNA'ya baglanmasi timleyici
niikleotit dizileri arasinda baz eslesmeleriyle gerceklesir. Ornegin, snRNA U1, intronun
5 tarafindaki ekzon-intron ekleminde bulunan konsensus dizisini timleyici bir diziye
sahiptir, bunun sayesinde RNA'nin o bolgesine baglanabilir. Ayrica farkli sSnRNA’larin
birbirlerine baglanmalarini saglayan RNA-RNA birlesme vyerleri de mevcuttur
(Ucbirlestirme, 2019).
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Sekil 2.8.1.1: Splaysing Mekanizmasi; Splaysing katalizi, splisozom montaj yolu ve
Baglanti yeri (Splice Site) secim mekanizmalari (Yoshimi, 2016). A) Splaysing
esnasinda intron uzaklastiriimasinda 6nemli olan katalitik adimlari temsil eden iki
ardisik transesterifikasyon reaksiyonunun semasi. BPS'nin bir adenin nukleotidi
("degismez adenin" olarak adlandirilir), ilk transesterifikasyonu asamasini baslatir ve bir
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serbest 5’ ekzonu ve bir intron-3' ekzon kement olusturur. 3' ucunun sonundaki hidroksil
ekzonun serbest 5 ucuna daha sonra intron-3' ekzon birlesimine saldirir, splays
tamamlanir ve bir kement RNA intronu salinir. B) Pre-mRNA splaysing, birkac farkli
splisozomal kompleks iceren dinamik bir sirectir. En erken E kompleksi i) Ul
snRNP’nin 5 SS wucuna, ii) splaysing faktor 1’in (SF1) BPS’ye, iii) U2AF2'nin
(U2AF65 olarak da bilinir) polipirimidin yoluna ve iv) U2AF1’in (U2AF35 olarak da
bilinir) 3' SS ucuna baglanmasiyla olusturulur. E kompleksinin olusumu, U2 snRNP’nin
BPS'ye alinmasini arttirir ve A kompleksinin olusumuna yol acar. U2 snRNP’nin bir
bileseni olan SF3B1, BPS'ye baglanmaya dahil edilir. Onceden birlesmis U4 / U6.U5
tri-snRNP komplekse katilir, ve U1 / U4 snRNP’leri katalitik olarak aktif B kompleksini
(B kompleksi) olusturmak Uzere serbest birakilir, ardindan daha fazla konformasyonel
yeniden dizenlemeler tarafindan C kompleksinin olusumu ile sonuclanir. B ve C
kompleksleri, sirasiyla birinci ve ikinci esterifikasyon reaksiyonlarini katalize eder ve
intronun eksizyonuna ve olgun mRNA'y! sentezlemek igin proksimal ve distal eksonun
ligasyonuna aracilik eder. C) A Kompleks E (zerinde odaklanma, Ul ve U2
snRNP’lerin yani sira U2AF kompleksi tarafindan taninan konsensus dizisi unsurlarini
vurgulamaktadir. Bir intron (i) 5SS, (ii) 3" SS, (iii) BPS ve (iv) polypyrimidine (Poly-
Y) yolu ile tanimlanir. Bir intronun tanimi, sirasiyla U1 ve U2 snRNP’leri tarafindan 5 '
SS ve BPS'nin taninmasina baghidir. Gosterilen DNA (zerinde kodlanmayan dizileri,
intronlarin >% 95’ini isleyen (burada gosterilenlerden farkli olarak DNA (izerinde
kodlanmayan dizileri tantyan minér U12'ye bagimlh spliceozomun aksine) major U2'ye
bagimli splisozom tarafindan taninanlardir. D) Cekirdek splisozom ve U2AF kompleksi
tarafindan tanimlanan mRNA'daki dizilere ek olarak, aksesuar splaysing diizenleyici
proteinler, splice site kullanimini desteklemek veya bastirmak icin gereklidir. Serin /
Arginin (SR) ailesinin Uyeleri olan proteinler, pre-mRNA'da ekzonik ve intronik
splaysing arttiricilar (ESE ve ISE) olarak adlandirilan spesifik sekanslari taniyarak
alternatif splaysing modelini kontrol eder. SR proteinleri, genellikle, ESE ve ISE ile
etkilesime girerek, yakindaki splays yerlerinden splaysingin arttiricilari olarak hareket
ederlerken, heterojen nikleer ribonukleoproteinler (hnRNP) ekzonik ve intronik

splaysing susturuculari (ESS ve ISS) ile etkilesime girerek splaysingi bastirir.
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Son zamanlarda yapilan tim genom dizilimi ve tim ekzon dizilimi
calismalariyla KLL olgularinda yiksek sikhkta tekrarlayan somatik varyasyonlar
saptanmistir. Bu calismalar sonucu en sik varyasyona ugradigi belirlenen genlerden
biride SF3B1 genidir. SF3B1 proteini, splisozom makinesinin bir parcasidir ve RNA
splaysingde énemli bir etkiye sahiptir. SF3B1 geni KLL de suriici genlere aday olarak
gosterilmektedir. Saptanan varyasyonlarin blyiuk ¢ogunlugu 22 Huntington Uzama
Faktori 3 PR65/A TOR (Huntington Elongation Factor 3 PR65/A TOR - HEAT)
tekrarlarini iceren yuksek 6lctide korunmus C terminal alaninda bulunmaktadir. SF3B1
de 14. ile 16. ekzonlar arasindaki HEAT tekrarlari arasinda K700E (%50) en sik
varyasyon geciren bolgedir (Wan, 2013). Bu nokta ayni zamanda KLL de de en sik

varyasyon geciren bolgedir ve bu tezin ¢calisma konusudur.

Bati tlkelerinde yeni tani konulan KLL hastalarinin yaklasik %5-18" inde SF3B1
varyasyonu saptanmistir. Wang ve arkadaslarinin (Wang vd., 2011) ve Jeromin ile
arkadaslarinin (Jeromin vd., 2014) yapmis oldugu calismada SF3B1 varyasyonunun
KLL de kotd bir prognozla iliskili oldugu belirtilirken, Xia ve arkadaslarinin KLL
hastalari ile yapmis olduklari bir calismada SF3B1 varyasyonunun sinirli bir etkiye
sahip oldugu belirtilmektedir (Xia vd., 2014). Diinya Saglik Orgitii tarafindan SF3B1
gen varyasyonunun olumsuz prognostik sonuclari olsa da glncel bir genetik risk
profiline entegre edilebilmesi icin daha fazla calisma yapilmasi gerektigi
belirtilmektedir (Arber vd., 2016).

2.8.2. MYDB88 (Myeloid Differentiation Primary Response 88)

MYD88 geni; uclinci kromozomun kisa kolu Uzerinde 22. pozisyonda (3p22.2)
bulunmaktadir. Bu gen, dogustan gelen ve kazanilmis immin yanitta merkezi bir rol
oynayan bir sitosolik adaptor proteinini kodlar (Amaya-Chanaga & Rassenti, 2016). Bu
protein, interlokin-1 (IL-R1) ve TLR (Toll-benzeri reseptér/Toll-like receptor/TLR)
sinyal yolaklarinda énemli bir sinyal dontstlricu olarak islev gorir (Amaya-Chanaga,
2016). TLR sinyal iletim yolagi Sekil 5’te gosterilmektedir. TLR3 haricinde tim TLR’ler
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ve IL-1R’ler, MYD88 adaptdr molekiliine bagli olan ortak bir sinyal yolunu paylasirlar
(Drexler, Kong, Wales & Foxwell, 2008).

MYD88 geni, N-terminal 6lim alani (N-terminal death domain), bir baglayici
bolge ve sinyalleme aktivasyonu Gzerine TLR’ler (Toll-benzeri reseptor/Toll-like
receptors/TLRs) ile temasa gecebilen bir C-terminal Toll-interl6kinl reseptort (Toll-
interleukinl receptor-TIR) alanindan olusan bir sitozolik adaptdr proteinini kodlar
(Rossi, Ciardullo, Spina & Gaidano, 2013).

MYD88, asil olarak miyeloid farklilasma sirasinda olusan bir proteindir. Ancak
IL-1R’lere ve cogu TLR’lere karboksil terminal TIR (Toll-interleukinl receptor-TIR)
alani aracihgiyla dahil edilir. Ayrica MYD88 icerdigi amino terminal 6lim alani ile
reseptor kompleksine IL-1R ile iliskili kinaz (IL-1R associated kinase-IRAK) -1,
IRAK4 ve TNF (tumour necrosis factor) reseptori ile iliskili faktor (TNF receptor
associated factor -TRAF) 6’y1 iceren asagl yonli (down stream) sinyal aracilarinin
alinmasindan sorumludur. Bu mitojen aktive edici protein kinazlarin (mitogen activated
protein kinases-MAPKSs) yani sira NFkB’nin aktivasyonuna ve TNFa gibi inflamatuar
aracilarin transkripsiyonuna ve AU agisindan zengin 3’ ucunun translasyona ugramayan
bolgesinde protein mRNA’lar aracihgiyla inflamatuar yanitin stabilizasyonuna yol acar
(Drexler, 2008).

MYD88 geninde L265P varyasyonu, Waldenstrom Makroglobulinemisi (WM)
(Poulain vd., 2012), Lenfoplazmositik Lenfoma (LPL), marjinal zon lenfoma (MZL)
gibi (Beltran, Gale, Wilson, Foucar & Czuchlewski, 2015) B hicreli tumorlerde
bulunmakla birlikte KLL de en yaygin varyasyon olup yaklasik olarak %3 gibi dusuk
bir siklikta goralmektedir. MYD88 L265P missense varyasyonu, B hiicrelerinde TIR
alaninin evrimsel olarak korunan B-B dongusind ve NFkB sinyalinin kurucu

aktivasyonu tarafindan hiicre sag kalimini arttirir (Rossi, 2013).

MYD88 varyasyonu, sitogenetik anomali olan 13914, varyasyon gecirmis IGHV
geni (Rossi, 2013), distik ZAP-70 ve CD38 ekspresyonu seviyeleri ve normal 3-2 M
seviyeleri ile iliskilidir (Amaya-Chanaga, 2016). Klinik evrelerinden bagimsiz olarak
daha genc hastalarda (medyan yasi 47 yil) daha sik gorulir (Amaya-Chanaga, 2016).
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Sekil 2.8.2.1: TLR Sinyal Yoladi (Toll-like Receptors (TLRs) Interactive Pathway,
2019).
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2.9. Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time-Polymerase Chain
Reaction — RT-PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); in vitro ortamda DNA dizilerinin
cogaltilmasidir. PCR teknigi, basit, hassas ve spesifik bir tekniktir (Mullis, 1990; Saiki
vd., 1988). PCR teknigi temelde; DNA zincirlerinin agilmasi (denaturation-
denatlirasyon), primerlerin baglanmasi (Annealing) ve primerlerin uzamasi (Primer
Extesion) olmak uUzere ¢ asamadan olusur (Mullis, 1990; Saiki vd., 1988). PCR,
genomik dizilerin yiksek verimli bir sekilde klonlanmasi, mitokondriyal ve genomik
DNA'larin dogrudan dizilenmesi ve viral patojenlerin saptanmasi icin nikleotit dizi
varyasyonlarinin ve kromozomal yeniden duzenlemelerin incelenmesinde kullantimistir
(Saiki vd., 1988).

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time-Polymerase Chain
Reaction/RT-PCR) 1980'lerde Kary Mullis tarafindan gelistirilmis bir tekniktir (\VValasek
& Repa, 2005). RT - PCR metodu ilk kez Roche Molekiiler sistemleri ve Chirona bagli
olarak ¢alisan Higuchi ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir (Valasek, 2005). Patojen
saptama, gen ekspresyon analizi, SNP analizi, kromozom anormalliklerinin analizi ve
son zamanlarda da gercek zamanli immin PCR ile protein tespiti RT-PCR'In tipik
kullanimlari arasinda yer alir (Kubista vd., 2006). RT-PCR, PCR tabanl bir tekniktir
(Jensen, 2012). Reaksiyon ilerledikce "gercek zaman” da cogaltilan Grinin tespit
edilmesi bu teknik icin anahtar &zelliktir (Jensen, 2012). Higuchi ilk calismasinda
etidyum bromir (EtBr) kullanmistir (Higuchi, Dollinger, Walsh & Griffith, 1992).
PCR'de etidyum bromir (EtBr) olarak adlandirilan ortak bir floresan boya dahil
edilerek, EtBrnin floresansina neden olan ultraviyole isik altinda reaksiyonu yruttrken
bir video kamera ile DNA’nin birikimi gorlntllenebilir ve kaydedilebilir (Jensen,
2012). RT-PCR de EtBr ve Syber green | gibi DNA baglayici problarin yani sira
hidroliz problari (5’-nukleaz problari), hibridizasyon problari ve "molecular beacon” gibi
cesitli floresan isaretli problar kullanilmaktadir. Her prob tdriinin kendine 06zgi
Ozellikleri vardir, ancak her birinin stratejisi basittir. DNA'nin amplifikasyonu icin

floresandaki bir degisikligi baglamalidirlar (Valasek, 2005).
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hasta ve Saglikh Kontrol Calisma Gruplari

Kronik Lenfositik Losemi hastalarinda SF3B1 ve MYD88 gen varyasyonlarinin
arastirilmasi icin planlanan galismamizin uygulamasi icin Trakya Universitesi Yerel
Etik Kurulundan onay alindi (Ek de). Calismaya 2000-2017 vyilarinda Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi i¢c Hastaliklari Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali
Polikliniginde tani koyulan, takibi yapilan, Trakya Boélgesinde ikamet eden ve
calismaya gonullu olarak katilmayi kabul eden 28 erkek ve 30 kadin olmak Uzere 58
hasta dahil edildi. Saglikli kontrol grubu icin ¢alismaya Trakya bdlgesinde ikamet eden,
55 yas ve Uzeri olan, calismamiza gonulli katilmayi kabul eden, herhangi bir hastalig
bulunmayan 50 kadin ve 50 erkek olmak tizere 100 saglkli birey dahil edildi. Tum
hasta ve saglikli kontrol grubu bireyleri calisma hakkinda bilgilendirildikten sonra onam
formlari imzalatilarak calismada kullaniimak Gzere periferik kan 6rnekleri mor kapakli
EDTA’lI tiplere alindi. Calisma finansal bakimdan, TUBAP (Trakya Universitesi
Bilimsel Arastirma Projesi) tarafindan 2016-289 numarali proje calismasi kapsaminda
desteklendi.
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3.2. DNA izolasyonu

Hasta ve saglikhi kontrol grubundaki her bir bireyden 2 ml olacak sekilde,
EDTA’lI mor kapakli 1 tip periferik kan ¢rnegi alindi. DNA izolasyonu bu periferik
kan drneklerinde EZ1 DNA Blood 200 pl Kit izolasyon Kkitleri (Qiagen, Hilden,
Almanya) kullanilarak, EZ1 Advanced XL (Qiagen, Hilden, Almanya) nikleik asit
izolasyon cihazinda, son DNA hacmi 100 pul olacak sekilde yapildi. DNA 6rneklerinin
konsantrasyon (20-60 ng/ul) ve saflik degerleri (1.8-2.0 ng) NanoDrop cihazinda
Olctldi  [Nanodrop 2000C, Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri].
Konsantrasyon ve saflik kontrolinden gecen DNA’lar bir sonraki deneysel asamalarda

calisiimak tizere -20°C de saklandi.

3.3. Real Time-PCR YoOntemi

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan periferik kandan DNA izolasyonlari
tamamlandiktan sonra, Custom TagMan® SNP Genotyping Assay Kiti kullanilarak,
RT-PCR islemiyle SF3B1 geni p.K700E ve MYD88 geni p.L265P SNP’lerinin (Single
Nucleotide Polymorphism) allelik tanimlamalari yapildi. SF3B1 geni p.K700E
(rs559063155) ve MYD88 geni p.L265P (rs387907272) bdlgelerindeki varyasyonlari
saptamak icin 6zgin primerler Thermo Fisher firmasina sentezletildi. Hasta ve saglikli
kontrol gruplari icin reaksiyon hacimleri Uretici firmanin onerdigi protokole gore
belirlendi. Calisma 7500 Fast Real-Time PCR System cihazinda yapildi.

Real — Time PCR metodu;

Dondurulmus Custom TagMan® assays + 4 °C de c¢ozduruldd, sonra kisa bir sire

vortekslendi. Ardindan kisa bir sire santrifij edildi. Boylece tipln icindeki prob
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sivisinin tipun alt kisminda kalmasi ve varsa hava kabarciklarinin yok edilmesi
saglandi.

PCR ic¢in belirtilen reaksiyon hacmi asagidaki a ve b maddeleri dikkate alinarak
uygulandi.

Oncelikle tek bir drnek icin gerekli karisimin hacmi belirlendi,

Daha sonra 6rnek basina belirlenen karisim hacmi ile deney igin planlanan 6rnek sayisi
carpilarak reaksiyon icin gerekli toplam hacim belirlendi. Cizelge 6’da verilen sablon
kullanildi.

Calismada bir reaksiyon i¢in gerekli olan hacim 10 pL olarak belirlendi.

Her iki gen icinde; hasta ve kontrol gruplarinin sayisinin toplamindan 10 reaksiyon

hacmi fazla olacak sekilde total say saptandi.

b. Genomik DNA miktari haricinde bir reaksiyon igin gerekli olan karisim hacmi total

say! ile carpilip, toplam karisim hacminin miktari belirlendi.

Ilk olarak SF3B1 geni icin genomik DNA haricindeki belirledi§imiz reaksiyon hacmi
icin floresan 1s1k olmadan guvenlik kabini icerisinde ‘“TagMan® Universal Master Mix
I, TagMan® genotyping assay Mix (40X) ve DNase-free water’” belirlenen miktarlarda
bir eppendorf tipl icerisine eklenerek karisim hazirlandi. Daha sonra karisim
kullanilacagi zamana kadar eppendorf tiipler aliminyum folyo ile kaplandi ve +4°C de
bekletildi.

Daha sonra bu islem MYD88 geni icin ayni sekilde uygulandi.

PCR icin 96 kuyulu plaklar kullanildi. Hasta ve saglikli kontrol grubu birey sayisi
dikkate alinarak her iki gen icinde gerekli olan plak sayisi belirlendi.

Ilk olarak SF3B1 geni icin hazirladiimiz karisimdan plaklardaki her bir kuyuya 9 pL
karisim eklendi.

Sonrasinda plaklardaki kuyulara énceden belirledigimiz plana gére genomik DNA
ornekleri eklendi ve plaklarin tizeri AB Applied Biosystems MicroAmp ™ Optical
Ahesive film ile kapatildi ardindan bir siire 6zel plak adaptorl Uzerinde santriftj edildi,
boylece kuyulardaki karisimin asagida toplanmasi saglandi ve e@er varsa hava
kabarciklari yok edildi.

MYD88 geni icin hazirladigimiz karisimdan plaklardaki her bir kuyuya 9 uL karisim

eklendi.
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10.

11.

12.

Daha sonra plaklardaki kuyulara 6nceden belirledigimiz plana goére genomik DNA
ornekleri eklendi ve plaklarin Gzeri AB Applied Biosystems MicroAmp TM Optical
Ahesive film ile kapatildi ardindan bir siire 6zel plak adaptori Uzerinde santriftj edildi,
boylece kuyulardaki karisimin asagida toplanmasi saglandi ve eger varsa hava
kabarciklari yok edildi.

Her iki gen icinde hazirlanan plaklar sirasiyla 7500 Fast Real-Time PCR System
cihazina yerlestirildi ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu Cizelge 7 de
belirtilen sicaklik kosullarinda gerceklestirildi.

PCR amplifikasyonu tamamlandiktan sonra elde edilen veriler 7500 Fast Real-Time
PCR System cihazinin yaziliminda degerlendirilmesi yapildi.

Cizelge 3.3.1. Real-Time PCR Bilesenlerinin Hacmi

PCR reaksiyon karisimi | Reaksiyon basina hacim | Son reaksiyon hacmi
bileseni (uL) 20-pL (uL) 10-MI

“TagMan® Universal 10 5

Master Mix 11’”

“TagMan®  genotyping 0.5 0.25

assay Mix(40X)”’

cDNA/ DNA 1 1

‘“‘DNase- free water”’ 8.5 3.75

Cizelge 3.3.2. Real-Time PCR Sicaklik Kosullari

Enzim Aktivasyonu 1 x Dongl 60°C’de 1 dk
Ik Denatiirasyon 1 x Dongl 95°C’de 10 dk
Denattrasyon 40 x DOngu 92°C’de 15 sn
Uzama 60°C’de 1 dk
Veri Toplama 1 x Dongl 600C’de 1 dk

3.4. istatistiksel Analiz
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Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 24.0 (Statistical Package Social
Science) programinda bilgisayar ortaminda yapildi. Kategorik degiskenlerin (SF3B1,
MYD88) analizi icin Ki kare (Chi-Square) testi yapildi.

BOLUM 4

SONUGLAR

Calismaya 2000-2017 yilarinda tani koyulan ve takibi yapilan 58 hasta ile
gondlli olarak 100 saglikh eriskin birey alindi. Calismamiza gonilli katilan KLL
hastalarinin ortalama yasi 64 (35-81) ve saglikl kontrol grubu bireylerinin ortalama yasi
63 (55-82) olarak bulundu. KLL hastalarinin tani sirasindaki yas ortalamasi 60 (35-81)
olarak bulundu. (Sekil 6’da KLL hastalarinin tani sirasindaki yaslari histogram grafigi
ile gosterilmektedir). Calismamizdaki KLL hastalari ile saghkli kontrol grubundaki

bireylerin cinsiyete gore dagilimi Cizelge 8’de gosterilmektedir.

Calismamizdaki KLL hastalarinin hastalik evresi Hematoloji Bilim Dali
poliklinigi tarafindan Rai evreleme sistemine gore yapiimistir. KLL hastalarinin Rai
evreleme sistemine gore sikhgi Cizelge 9’da gosterilmektedir. Modifiye Rai evreleme
sistemine gore; evre 0 olan 8 hasta (%13,8) dustk risk grubunda, evre 1 ve Il olan 37
hasta (%63,8) orta risk grubunda, evre 1l ve IV olan 13 hasta (%22,4) yuksek risk
grubundaydi. KLL hastalarinin Rai evreleme sistemine gore yuzde dagilimi Sekil 7°de

gosterilmektedir.
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209 Mean = 60,24

Std. Dev. = 10,58
N=58
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Sekil 4.1. KLL hastalarinin tani sirasindaki yaslarinin histogram grafigi

Cizelge 4.1. KLL hastalari ve Saglikl kontrol grubu bireylerinin cinsiyete gére dagilimi

Cinsiyet Sayi %
Hasta Kadin 28 48,3
Erkek 30 51,7
Saglikli  Kontrol | Kadin 50 50
grubu Erkek 50 50
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Cizelge 4.2. KLL hastalarinin Rai evreleme sistemine gore sikligi

Evre N %

Evre 0 8 13,8
Evre | 20 34,5
Evre 1l 17 29,3
Evre 11 7 12,1
Evre IV 6 10,3
Toplam 58 100

EVRE

WEven
WEEae
Clewrez
WEaed
OEvied

Sekil 4.2. KLL hastalarinin Rai evreleme sistemine gore yiizde dagilimi
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Calismaya alinan 58 KLL’li hasta ile 100 saghkli kontrol grubu bireyleri
arasinda SF3B1 ve MYD88 genlerinin SNP genotiplendirme analizleri yapildi.
Calismamizda SF3B1 geni p.K700E varyasyonuna bakildi. SF3B1 geni 58 hastanin
57’sinde yabanil-Wild tip (normal) olarak tespit edildi. KLL hastalarinin sadece birinde
SF3B1 geninde 700. pozisyonda adenin (A) bazinin guanin (G) bazina degistigi
belirlendi. Bu degisiklik 15. ekzona denk gelmekte ve lizin (K) amino asidinden
glutamat (E) amino asidine doniismesine neden olan bir varyasyondur. Daha 6nce KLL
hastalariyla yapilan farkli calismalarda da tespit edilmistir. Tek nukleotid polimorfizmi
(SNP) olarak degerlendirildi. SF3B1 geninin saglikli kontrol grubu bireylerinin
tamaminda yabanil tip oldugu belirlendi. Calisma sonucunda KLL hastalarinda SF3B1

geni icin elde edilen pozitif varyasyon durumu sekil 8’de gosterilmektedir.

Multicomponent Plot e

Multicomponent Plot

3,500 000 — Vabaral up

g3 8

g 88

N
N\
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pontf

(B FaM B RO BWC

Sekil 4.3. SF3B1 geni varyasyon analizi sonucu. Calismada yabanil tip olan adenin
(A) bazi FAM olarak isaretlendi ve mavi renkte boyandi. Adenin bazinin degistigi
guanin (G) bazi VIC olarak isaretlendi ve yesil renk olarak boyandi ve pozitif varyasyon

durumunu gostermektedir.
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Calismamizda KLL hastalari ve saglikli kontrol grubu bireyleri icin MYD88 geni
p.L265P SNP analizi yapildi. Calismaya alinan 58 hasta ve saglikli kontrol grubu
bireylerinde MYD88 geni i¢in yapilan SNP tanimlama analizi sonucunda tim hasta ve
saglikh bireylerin yabanil tip (normal) allele sahip oldugu tespit edildi. KLL hastalari ve
saglikh kontrol grubu bireylerinin SF3B1 ve MYD88 genlerinin SNP analiz sonucuna

gore genotiplendirmesi Cizelge 10’da gosterilmektedir.

Cizelge 4.3. SF3B1 ve MYDB88 genlerinin genotiplendirmesi

Gen Allel tipi Genotipi Hasta (58) Saghkh
Kontrol
grubu (100)
SF3B1 Yabanil tip AAA 57 100
(p.K700E) Varyasyonlu E’ AA 1 0
MYD88 Yabanil tip CTG 58 100
(p.L265P) Varyasyonlu qS\G 0 0
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BOLUM 5

TARTISMA

B hiicreli KLL hastaligi Bati tlkelerinde ve 50 yas tzerindeki bireylerde en sik
goralen 16semi tipidir. Hastalik, olgun gérinimli monoklonal B hicrelerinin periferik
kan, kemik iligi ve lenfoid organlarda birikimi ile karakterizedir (Vicente, Diaz &
Rivas, 2013). Ayni zamanda KLL hastaligi B-KLL hicrelerinin asiri miktarda
cogalmasindan degil de GO/G1 evresindeki apoptoz mekanizmasinin durmasi sonucu
hlcrelerin birikimiyle karakterize edilmektedir (Kitada vd., 1998). Klinik heterojenlik,
KLL’nin belirleyici 6zelligi olup, bazi hastalar tedaviye ihtiya¢c duymadan on yillarca
hayatta kalirken, digerleri ise tedavi edilmedigi takdirde erken ilerleme ve kisa bir genel
sag kalim gosterirler (Bagacean vd., 2017). KLL'nin Kklinik seyri genis capta
degistiginden, sag kalim durumunu tahmin etmek icin hastalar farkh risk gruplarina
aylrmayi saglayan evreleme sistemleri gelistirilmistir. Evrelemede yaygin olarak Rai ve
Binet evreleme sistemleri kullaniimaktadir. Her iki sistem klinik muayene ve standart
laboratuvar testleri ile elde edilen parametrelerden olusur ve bu nedenle elde edilmesi

kolaydir (Clanahan & Dreger, 2011).

KLL'nin etiyolojisi hala bilinmemektedir. KLL hastaliginin etiyolojisi igin
yapilan arastirmalarda kimyasallara ve radyasyona maruz kalma, cevresel faktorlerin
KLL ile iliskisi tam olarak belirlenememistir (Blair, 2007). Dogu kdkenli bireylerde

dustik KLL sikligr ve aile tyelerinde diger olgun B hiicreli neoplazilerden daha yuksek
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insidansa sahip olmasi (%5-10) genetik faktoriin 6nemini yansitmaktadir (Rodrigues
vd., 2016). KLL hastaliginin prognozu icgin klinik evreleme, ZAP-70 ekspresyonu,
CD38 ekspresyonu, IGVH ve TP53 genlerinin varyasyon durumu ve sitogenetik
anomaliler énem arz etmektedir (Montserrat, 2006). Son yillarda NGS tekniginin
gelisimiyle yapilan calismalarda SF3B1 ve MYD88 genleri KLL de en sik tekrar eden
somatik varyasyonlar arasinda gosterilmektedir (Guieze vd., 2015).

2011 yilinda 91 KLL hastasiyla yapilan bir calismada SF3B1 ve MYD88
genlerinin yuksek sikhkta varyasyon gecirdigi, tum SF3B1 varyasyonlarinin del (11q)
olan hastalarda, tum MYD88 varyasyonlarinin ise del (13q) ve varyasyon gecirmis
IGHV geninin oldugu hastalarda goérdiklerini belirtmislerdir. Ayni zamanda SF3B1
geninde varyasyon olan timor oOrneklerinde pre-mRNA splaysing mekanizmasinda
degisiklikler oldugunu kesfetmis ve kot prognozla iliskilendirilen hastalarda
goralmastir (Wang vd., 2011). Jeromin ve arkadaslarinin, tedavi baslanmamis 1160
KLL hastasiyla yaptiklari calismada SF3B1 K700E varyasyonu ile MYD88 L265P
varyasyonunun KLL hastalarinda yiksek siklikta goéraldagu belirtilmektedir. SF3B1
varyasyonu, IGHV varyasyonu olmayan ve del (11qg) olan olgular ile gucli bir
birliktelik icindedir. MYD88 varyasyonunun ise IGHV varyasyonu ve del (13q) olan
olgularda sik bulundugu belirtilmistir. Ayni zamanda bu c¢alismada SF3B1
varyasyonunun, erkek cinsiyette daha yuksek oldugu, ilerleyen klinik gidis sirasinda da
meydana gelebilecegi ve kisa tedavi zamani ile genel sag kalimla iliskilendirilmistir.
MYD88 varyasyonunun ise prognoz Uzerinde etkisinin olmadigi belirtilmektedir
(Jeromin vd., 2014). Xia ve arkadaslarinin yaptiklari calismada SF3B1 ve MYD88
genlerinde varyasyonlarin dusik siklikta oldugunu belirtmistir. SF3B1 varyasyonlarinin
KLL sa§ kalimi tzerinde sinirli bir etkisi olmasina karsin MYD88 varyasyonlarinin sag
kalim Gzerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi ve her iki gen varyasyonlarinin tedavi
zamani ile arasinda onemli bir iliski olmadigi bildirilmektedir (Xia vd., 2014).
Vollbrecht ve arkadaslarinin 136 KLL hastasiyla yaptiklar calismada S3B1 geninin
yuksek siklikta varyasyon gecirdigi belirtilmistir. SF3B1 geninin varyasyon gegirmemis
IGHV geni, CD38 pozitifligi ile anlamlh bir iliski oldugu ve erkek cinsiyette yiksek
siklikta bulundugunu, MYD88 geninin ise daha disuk siklikta goraldigu belirtilmistir
(Vollbrecht vd., 2015). Baliakas ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada KLL
olgularinda SF3B1 K700E varyasyonunun diger SF3B1 varyasyonlu olgulara kiyasla
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varyasyon gecgirmemis IGHV ve trizomi 12 bulunan olgularda daha sik bulundugu ve
daha kisa ilk tedavi zamani ile iliskili oldugu ifade edilmektedir. MYD88 L265P
varyasyonu KLL de en sik goriilen varyasyondur ve varyasyonlu IGHV geni ile del
(13q) olan olgularda goraldigu ve ilk tedavi zamani Gzerinde hicbir etkisinin olmadigi
belirtilmektedir (Baliakas vd., 2015). Polonya’da 370 yeni tani almis olan KLL
hastasiyla yapilan bir calismada SF3B1 ve MYD88 varyasyonlari bulunan olgularda
KLL i¢in 6nemli prognostik belirtecler olan CD38 ve ZAP-70 ekspresyon seviyelerinde
onemli bir farkhihik olmadigi belirtilmektedir. Ayrica bu ¢alismada MYD88 varyasyonu
olan ve olmayan olgularin tedaviye baslama zamani icgin aralarinda bir fark
bulunmazken, SF3B1 varyasyonu bulunan olgularin varyasyon bulunmayan olgulara
kiyasla 6nemli Olctide daha kisa tedaviye baslama siresinin oldugu gosterilmistir ve
kotu prognozla iliskilendirilmistir. Ayni zamanda SF3B1 gen varyasyonunun, yiksek
riskli KLL hastalarinin tanimlanmasina katkida bulunabilecedi dustnilmektedir
(Putowski vd., 2017).

SF3B1 geni; dnctil mRNA’dan intronlarin uzaklastiriimasini katalize eder, RNA
splaysing yolaginda ve RNA metabolizmasinda gérev almaktadir. Klinik olarak, SF3B1
varyasyonlari bilinen diger KLL prognostik belirteclerinden bagimsiz prognostik bilgi
saglar. SF3B1 varyasyonlari ¢ogunlukla KLL de subklonal olaylardir ve bu nedenle
muhtemelen hastalik progresyonunda rol oynarlar (Xargay-Torrent vd., 2015). Daha
Onceden yapilan calismalarda SF3B1 geninin, KLL hastalarinda %5-18 oraninda
varyasyona ugradigi rapor edilmistir (Wan, 2013). Wan ve Wu yapmis olduklari bir
calismada SF3B1 varyasyonunun KLL hastalarinda, daha agresif hastalik seyri ve daha
kisa genel sag kalim sdresi ile iliskili oldugunu ayni zamanda SF3B1 varyasyonunun
KLL hastaliginin bagslatici varyasyonlarindan degil de daha ¢ok hastalik ilerlemesinin
ilerleticisi oldugunu bildirmislerdir (Wan, 2013). Raa ve arkadaslari, SF3B1 gen
varyasyonunun DNA hasar yanitina olan etkisini arastiran bir calisma yapmislar.
Calismada SF3B1 varyasyonunun, TP53 ve ATM gibi DNA tamir mekanizmasinda
etkili olan genlerle iliskisini arastirmislardir. Bu g¢alismada SF3B1 varyasyonunun,
bozulmamis ATM kinaz aktivasyonunda bile hatali DNA hasari yanitina yol actig
Onerilmektedir. Ayrica SF3B1 varyasyonunun artmis DNA hasari ve/veya DNA hasar
yanitina yol actigi belirtilmektedir (Raa vd., 2015). Japonya da KLL olgulari ile yapilan

bir calismada SF3B1 geninde K700E varyasyonunun en sik goériilen varyasyon oldugu
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bildirilmektedir. Bu ¢alismada SF3B1 varyasyonlu olgularin genel sag kalim suresinin
daha kisa oldugu ve hastaligin koéti prognozunu ©6ngormede 6nemli oldugu
belirtilmektedir (Mitsui vd., 2016). Biz de calismamizda sadece bir hastada SF3B1
p.K700E varyasyonunu saptadik. Calismamizdan elde ettigimiz veriler diger literattrler
ile uyumlu bir sekilde deg@erlendirildi. Yapmis oldugumuz calismada hasta sayisinin
yetersiz olmasi nedeniyle elde ettigimiz verilerin sonucunda calismamiz istatistiksel
olarak anlamli (P = 0,188) kabul edilmedi.

MYD88 geni dogal ve kazaniimis bagisiklik yanitinda gorev alan 6nemli bir
gendir. MYD88, TLR ve IL-1R yolaklarinda énemli bir sinyal donustirtcu olarak gorev
alir (Amaya-Chanaga, 2016). MYD88 L265P missense varyasyonu, KLL olgularinda
dusik sikhkta goruliyor olsa da en sik goriilen varyasyonlardan biridir (Rossi, 2013).
Bu varyasyonlar, varyasyona ugramis IGHV, dusik ZAP-70 ve CD38 ekspresyonu
seviyeleri ve normal B2M seviyeleri ile iliskilidir ve klinik evreden bagimsiz bir sekilde
genc hastalarda gorulmektedir (Amaya-Chanaga, 2016). Puente ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir calismada MYD88 L265P gen varyasyonunun ileri klinik evre ve
genel sag kalim (zerinde etkisinin olmadigr belirtilmektedir. Ayrica MYD88
varyasyonlarin, yabanil tip olan MYD88 olgularina kiyasla daha genc¢ hastalarda ve tim
varyasyonlarin IGHV varyasyonu bulunan olgularda goruldigu belirtilmektedir (Puente
vd., 2012). 587 KLL hastasindan alinan 6rneklerle yapilan bir calismada, MYD88
L265P en sik gorilen varyasyondu. MYD88 varyasyonlari, ¢ogunlukla varyasyon
geciren IGHV geni, del (13g), CD38 ve ZAP-70 faktorlerinin dlsuk eksprese oldugu
olgularda gorulmis. Bu calismada MYD88 varyasyonu olan hastalarin varyasyon
bulunmayan hastalardan anlamli olarak daha gen¢ oldugu ve MYD88 varyasyonunun
gen¢ KLL hastalarinda olumlu sonug veren bir popilasyonu temsil ettigi belirtilmistir
(Martinez-Trillos vd., 2014). Bizim calismamizda ise KLL hastalarinda MYD88
p.L265P varyasyonu saptanmamistir. Bunun nedeni de hasta sayisinin yetersiz
olmasidir. Bu nedenle calismamizda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde

edilmemistir.
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Sonug olarak biz bu calisma ile Trakya Univresitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji
Poliklinigine basvuran KLL hastalari arasinda SF3B1 ve MYD88 genlerinin ne siklikla
varyasyona ugradigini, tedavi ve genel sag kalim siresi ile iliskilerini aydinlatmayi
amacladik. Calismamiza katilmayi kabul eden uygun hastalarin medyan yasi literatirle
uyumlu olup 64 olarak tespit edildi, hastalarin 28’i (%48,3) erkek ve 30’u (%51,7)
kadindir. Hastalarin 8’i (%13,8) Rai 0, 20’si (%34,5) Rai I, 17’si (%29,3) Rai Il, 7’si
(%12,1) Rai Ill, 6’s1 (%10,3) Rai IV evresindeydi. Hastalarin %58,6’sinin tedavi
almadan takibi yapilirken, %5,17’sine tanidan hemen sonra tedavi baslanmisti. SF3B1
ve MYD88 genlerinin varyasyon durumunu inceledik, calismamizin sonucunda sadece
bir hastada SF3B1 geninde p.K700E varyasyonunun oldugunu saptadik. Varyasyon
saptadi§imiz hasta Rai evrelendirme sistemine gore Rai evre IV hastasiydi ve tani
aldiktan hemen sonra tedavi baslanmisti. Bu tez c¢alismasi kapsaminda arastirilan
varyasyonlar calismaya dahil edilen KLL olgulari icin prognoz ve tedavi agisindan
anlamli  bulunmamistir. Genetik olarak baska verilerin incelenmesi ve diger

varyasyonlarin arastiriimasi 6ngéralmustur.
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