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OzZET

Kulag i, Kronik Lenfositik Losemi/Lenfoma Olgularinda p53 Ekspresyonunun ve
TP53 Mutasyon Varliginin Prognoz ile iliskisi, Hacettepe Universitesi, Patoloji Tezi,
Ankara, 2013. Kronik lenfositik l6semi/lenfoma (KLL) eriskin bireylerde en sik
goriulen lenfoproliferatif hastaliktir. Bu ¢alismanin amaci KLL tanisi almis hastalarin
doku orneklerindeki p53 ekspresyonu ve TP53 mutasyon durumu ile prognozlari
arasinda baglanti olup olmadigini arastirmaktir. Bu ¢alisma kapsaminda Hacettepe
Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Patoloji Anabilim Dal’nda 2000-2013 yillari
arasinda KLL tanisi almisg 51 hastanin 54 biyopsi 6rnegi yeniden degerlendirilmistir.
Hastalarin klinik ve demografik verileri hasta veri tabanindan elde edilmistir. Yapilan
incelemede biyopsi 6rneklerinde proliferasyon merkezlerinin tim biyopsi alanina
orani yari kantitatif olarak degerlendirilmis ve secilen temsili bloklardan elde edilen
kesitlerde immuinohistokimyasal yontemle p53 ekspresyonuna bakilmistir. Daha
sonra p53 ekspresyonu %5 ve (zerinde olan 6rneklerden DNA izolasyonu yapilmis
ve TP53 geninin 5-9. ekzonlarinin dizi analizi gergeklestirilmistir. Hastalar RAl
evrelerine gore distk ve ylksek olmak lzere iki gruba ayrildiginda dustk evreli
hastalarin genel sagkalim siirelerinin yliksek evreli hastalara gére daha uzun oldugu
gortlmustir (p= 0,030). Ancak, proliferasyon merkezi orani, p53 ekspresyon
dizeyleri, kan l6kosit, hemoglobin, mutlak lenfosit, trombosit dizeyleri ile
hastalarin genel sagkalim sireleri arasinda istatistiksel olarak anlamh iliski
gosterilememistir. Calisilan o6rneklerden 10 tanesinden sekans analizi elde
edilebilmistir. Bu 10 ornegin 2’sinde 154. kodonda 154GGC>GGT degisimi
saptanmistir. Sonug¢ olarak kisith sayida ornegin degerlendirildigi bu ¢alismada
immunohistokimya yontemiyle gozlenen yiksek p53 ekspresyonu ve molekiler
calismalarda saptanabilen TP53 mutasyonu arasinda baglanti tespit edilememistir.
Literatirde KLL seyrinde TP53 gen anomalilerinin 6nemine isaret eden calismalarin
artmasiyla p53 mutasyon analizinin rutin bir inceleme yéntemi haline gelebilecegini
disinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: p53, immiinohistokimya, Sanger sekanslama.



ABSTRACT

Kulag i, The Effect of p53 Expression and TP53 Mutations on the Prognosis of
Chronic Lymphocytic Leukemia/Lymphoma, Hacettepe University, Thesis of
Pathology, Ankara, 2013. Chronic lymphocytic leukemia/lymphoma (CLL) is the
most common lymphoproliferative disease in adults. The aim of this study is to find
out if the expression of p53 and/or p53 mutation status is related to disease
prognosis. In the scope of this study, 54 biopsy specimens from 51 patients (50 of
them are lymph node, others are spleen, tonsil, orbita and liver) diagnosed as CLL in
Hacettepe University Department of Pathology in 2000-2013, were re-evaluated.
The clinical and demographic data of patients were obtained from our patients’
database. Biopsy samples were assessed semi-quantitatively for the percentage of
proliferation center/total biopsy area (PM/TBA) and an immunohistochemical study
was performed on representative blocks of tissues for p53 expression levels. DNA
was isolated from samples with high (2%5) p53 expression and the sequence
analysis was performed for exons 5, 6, 7, 8 and 9 of TP53 gene. When the patients
are divided into two categories according to the RAIl stages as high and low (stage O,
1, 2 vs stage 3, 4) it was seen that patients with low RAI stage have a better
prognosis than those with high stages (p=0,030). However there is no statistically
significant correlation between overall survival and PM/TBA ratio, p53 expression
levels, blood leukocyte, absolute lymphocyte, platelet and hemoglobin counts. P53
sequences could be obtained from 10 cases due to poor quality of DNA extracted
from formalin fixed paraffin embedded samples. Among these 10 cases 2 had a
GCC>GGT nucleotide change on codon 154. As a result, in this study where a limited
number of cases could be assessed, no correlation could be shown between high
expression levels of p53 observed with immunohistochemistry and presence of
TP53 mutations. In the light of the studies emphasizing the importance of the effect
of TP53 abnormalities on CLL prognosis, we foresee that TP53 mutation analysis
may be a routine test with newly developed next generation sequencing
techniques.

Keywords: p53, immunohistochemistry, Sanger sequencing.
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1. GiRiS

Kronik lenfositik I6semi/lenfoma (KLL) bati tilkelerinde eriskin yas grubunda
en sik gorilen lenfoproliferatif neoplazidir. Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD)
yillik insidans 4,2/100.000 olup ortalama tani yasi 72°dir’. KLL, 6zellikle ortalama
yasam siliresinin 75 yilin Gzerinde oldugu gelismis Ulkelerde ciddi bir saglk problemi
olup, daha cok ileri yasta goriilmesi, hastalarin kemoterapi ve hastane giderleri
nedeniyle ciddi bir ekonomik yiik olusturmaktadir. 2008 yilinda bildirilen rakamlara
gére 65 yas Ustl hastalarda hasta basina toplam gider 33.000 Amerikan dolaridir®.

KLL, 2008 Diinya Saglik Orgiiti Hematopoietik Neoplaziler Siniflamasi’nda
“matir B hucreli lenfomalar” grubunda yer almakta olup klinik olarak gogunlukla
yavas seyirli, disuk dereceli bir neoplazidir. KLL, kemik iligi, periferik kan, lenf
nodili ya da cesitli solid organ tutulumlariyla seyreden bir hastaliktir. Kliclk
lenfositik lenfoma tanimi |16semik olmayan olgular icin kullanilir. Histolojik,
immuanofenotipik ve genetik 06zellikleriyle diger dugsik dereceli B hicreli
timorlerden ayrilir. Son zamanlarda yapilan calismalar monoklonal B hicreli

lenfositozun KLL'nin 6nciili oldugunu ortaya koymustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. KLL Tanisi

KLL tanisi, doku tutulumu olmadigl taktirde en az li¢ ay slre ile periferik
kanda >5x10°/L KLL fenotipinde (CD19/CD5/CD23+) monoklonal lenfoid hicre
varlig ile konulur®®. Solid dokularda ise (basta lenf nodu olmak Uzere, karaciger,
dalak vb.) monoton kiiclik lenfoid hiicre infiltrasyonu seklinde karsimiza gikar. Lenf
nodu yapisi genellikle bozulmustur ve lenf nodu kiiclik lenfoid hiicrelerle infiltredir.
Reaktif lenf nodunda gorilmesi beklenen follikiil yapilari izlenmez. Bunun yerine
proliferasyon merkezleri denilen daha acik renkli alanlar izlenir. Tarif edilen acik
rengin sebebi bu alanlarin neoplastik prolenfosit ve paraimmiinoblastlardan zengin
olmasidir. Prolenfositler, diger kiiciik neoplastik lenfoid hiicrelere nazaran daha iri
goriinimde, goreceli olarak genis sitoplazmaya ve bir adet nikleol iceren
niikleuslara sahip hiicrelerdir. Paraimmiinoblastlar ise vezikile kromatinli, santral
yerlesimli eozinofilik ntkleolli iri hicrelerdir; bu hicreler hafif bazofilik
sitoplazmaya sahiptir. Kiiclik hiicreler ise neoplastik olmayan lenfositlere gore biraz
daha biuyuktirler, kromatin kimelenmesi gosterirler ve yuvarlak nikleuslara
sahiptirler (Sekil 2.1). Mitotik aktivite proliferasyon merkezleri disinda kalan
alanlarda dustktar.

Lenf nodu disinda kalan solid dokulardaki KLL tutulumunda proliferasyon

merkezleri cogu zaman izlenmez.



Sekil 2.1: H&E boyali kesitlerde klasik KLL morfolojisi. Kiigiik bliyitmede genel goriinim; agik renkli
alanlar proliferasyon merkezlerini temsil etmektedir (A). Monoton goériinimde lenfoid hicre
populasyonu (B). Prolenfosit ve paraimmunoblastlardan zengin proliferasyon merkezi (C).

Proliferasyon merkezi disindaki alanda kigtik lenfoid hiicre populasyonu (D).

Biyopsi Ornekleri arasinda proliferasyon merkezlerinin boyutlari ve
yayginhklari degiskenlik gosterir. Daha dnceki yillarda arastirmacilarin KLL'yi tipik ve
atipik olmak Uzere iki gruba ayirma onerileri olmustur’. Bu iki grubun temel
belirleyici 6zelligi proliferasyon merkezlerinin buyUkligh ve yayginhgl olarak

belirtilmistir. Gliniimizde ¢ok kabul gérmemis olsa da, bu ayrim, KLL'de yillardir



proliferasyon merkezlerinin dnemi Uzerine disunuldiginiin gostergesidir. Ylksek
proliferatif aktivitesi nedeniyle proliferasyon merkezlerinden zengin goriinime
sahip KLL olgularinin daha agresif klinik gidis ve daha kétu bir prognoza sahip olacagi
dislintlmastir. Bu konu lizerine yapilan ¢alismalarin cogunda proliferasyon merkezi
bayaklugu/yayginhg ile klinik seyir arasinda bir iliski gosterilememisken, 2012
yilinda yapilan bir calismada proliferasyon merkezlerinden zengin olgularin daha
kotl bir klinik seyre sahip olduklari ileri striilmektedir®®. Ayrica yine bu ¢alismada
proliferasyon  merkezlerinden zengin olgularin  17p delesyonu, 14q32
translokasyonu ve trizomi 12 sikhigi ile iliskili oldugu gosterilmistir®.

Dalakta KLL tutulumu beyaz pulpanin genislemesi ile karakterizedir. Bazi
hastalarda kirmizi pulpa tutulumu da eslik edebilir. Karacigerde ise neoplastik
hicreler hem sintizoidlerde hem de portal alanlarda izlenir®.

Kemik iligi biyopsilerinde KLL infiltrasyonu dért farkli paterne sahip olabilir;
nodiler, interstisiyel, nodller ve interstisiyel, diffiiz. Hakim olan neoplastik hiicre
populasyonu kiiclik lenfoid hiicrelerdir. Az sayida prolenfosit ve paraimmiinoblast
izlenir. Kemik iligi aspirasyonlarinda ise kiigik, matiir gériiniimde lenfoid hiicreler
izlenir. Daha o6nceleri tutulum kriteri olarak 6nerilen %30’dan fazla lenfoid hiicre
orani yerine glinimiizde kemik iligi aspirasyon materyalinden yapilan akim sitometri
calismalari ile KLL fenotipindeki monoklonal lenfoid hiicrelerin gosterilmesi tutulum
icin yeterli kabul edilmektedir®.

Kemik iligi biyopsi orneklerinde ya da solid organ biyopsilerinde
immiinohistokimyasal yéntemler ile KLL tanisi desteklenebilir. immiinohistokimya
ile lenfoid hicreler diffliz CD20 ekspresyonu yani sira degisken oranlarda CD5 ve
CD23 ekspresyonu gésterirler (Sekil 2.2)°. Tipik olarak yiizeylerinde CD20, IgD, 1gM
ekspresyonlari normal B hiicrelerine gére azalmistir. Ayrica ayirici tanida neoplastik
hiicrelerin bcl-6, CD10 gibi germinal merkez iliskili belirtecleri ve cyclinD1’i eksprese

etmemeleri 6nemlidir.



Sekil 2.2: KLL'de immUnohistokimyasal bulgular. Neoplastik hicrelerde diffiz CD20 ekspresyonu (A).
Neoplastik hiicrelerde diffiz CD23 ekspresyonu (B). CD5 ile dual boyanma paterni, zemindeki T
lenfositlerde daha yogun neoplastik hiicrelerde daha zayif ekspresyon (C). Bir proliferasyon

merkezinde yuksek Ki-67 proliferasyon indeksi (D).

2.2. Richter Transformasyonu (Richter Sendromu)

KLL, diger tim dusuk dereceli B hicreli lenfoproliferatif hastaliklar gibi daha
yliksek dereceli neoplazilere transformasyon riski tasimaktadir. KLL hastalari 5 yil
icerisinde %10, 10 yil igerisinde ise %15 olasilikla diffiiz biiylik B hiicreli lenfomaya
(DBBHL) transformasyon gésterebilir™®. Bu transformasyon Richter sendromu olarak

isimlendirilir.  Ancak yillar igerisinde KLL hastalarinda DBBHL disindaki



lenfoma/lésemi tiplerine de transformasyonun tanimlanmasi ile Richter sendromu
kapsami genislemistir;, DBBHL yani sira KLL hastalarinda B hicreli prolenfositik
I6semi, Hodgkin lenfoma ve ¢ok daha nadir olarak, lenfoblastik 16semi, “hairy cell”
l6semi transformasyonu olabilecegi de bilinmektedir''. DBBHL’ya transformasyonun
diger lenfoma/losemi tiplerine gére ¢ok daha sik olmasi nedeniyle glinUimizde
Richter sendromu denilince akla 6ncelikle DBBHL'ya transformasyon gelmektedir.

Richter sendromu ilk olarak 1928 yilinda bu antiteyi tanimlayan Maurice
Richter nedeniyle bu isimle anilmaktadir*?. Richter sendromu tanisi ancak biyopsi
orneginden verilebilir. Merkezler arasi klinik yaklasim farklihgl olmasi nedeniyle
gercek sikligini bilmek mimkin degildir. Rossi ve arkadaslari biyopsi alinmasini
gerektirebilecek klinik durumlari yaptiklari bir c¢alismada belirtmislerdir. Bu
calismaya gore: 1- >5 cm lenf nodu varliginda, 2- 3 ay igine en biyik lenf nodu
capinin iki katina c¢ikmasi halinde, 3- slipheli ekstranodal lezyon varliginda, 4- B
semptomu gelismesi durumunda, 5- Laktat dehidrogenaz (LDH) diizeyinde belirgin
artim varliginda hastadan yeni biyopsi alinmasi tavsiye edilmektedir®.

Richter sendromu genellikle lenf nodillerinde bulgu verir ancak daha nadir
olarak diger organlarda da tutulum izlenebilir. Lenf nodiliinde tabakalar halinde
blyik lenfoid hiicrelerin varligi Richter sendromu tanisi icin yeterli bir bulgudur.
Proliferasyon merkezlerinden zengin ancak net olarak DBBHL morfolojisine sahip
olmayan vakalar Richter sendromu olarak isimlendiriimemelidir. izlenen DBBHL
sentroblastik ya da immiunoblastik morfolojide olabilir. Ayrica immiinofenotipik
olarak vakalarin %80’'i “germinal merkez disi”, %20’si ise “germinal merkez”
fenotipindedir13.

Transformasyon patogenezi henidz netlik kazanmamistir.  Yapilan
calismalarda gelisen DBBHL'larin %80’inin KLL ile benzer antijenik ekspresyon
profiline sahip oldugu gésterilmistir'®. Bu bulgular isiginda KLL’de bulunan agresif bir
alt klonu olusturan hicrelerin DNA’larinda zamanla biriken genetik ve/veya
epigenetik lezyonlarin transformasyona neden olabilecegi 6ne sirilmustir. Ancak

¢ogu olguda gelisen DBBHL orijinal KLL klonundan kdken alirken olgularin daha az



bir kisminda ise mevcut KLL ile ayni klona sahip olmayan bir lenfoid neoplazi gelistigi
bilinmektedir™.

Transformasyona neden olabilecek genetik degisikliklerden birinin TP53
mutasyonu oldugu disintlmektedir. TP53 mutasyonu ve 17p13 delesyonu KLL'nin
DBBHL'ya transformasyonu ile iliskilendirilen en sik genetik degisikliktir ancak KLL
hastalarinda TP53 mutasyon varliginin Richter sendromu riskini arttirmadigini
soyleyen yayinlar da mevcuttur'’. 14932 bélgesini iceren translokasyonlar ile
Richter transformasyonu riski arastirilmis ancak bir iliski bulunamamistir™®. Yakin
zamanda yayinlanan bir calismada KLL patogenezinde son vyillarda 6nemi artan
NOTCH1 genindeki mutasyonlarin Richter transformasyonu riskinde 5,8 kat artis ile
iliskili oldugu gésterilmistir'’. Ayni calismada, KLL patogenezinde 6nemli olabilecegi
disinidlen SB3F1 genindeki mutasyonlarin Richter sendromu gelisiminde risk teskil
etmedigi 6ne surdlmistar®’.

11, 13, ve 6. kromozomu ilgilendiren translokasyonlar, Trizomi 12 ve
p16INKA4A, p21, p27 gibi timor supresor genlerindeki mutasyonlar ve Epstein-Barr

virtsl (EBV) transformasyondan sorumlu tutulan diger etkenlerdir®.

2.3. KLL Patogenezi

KLL gelisiminin 6ziinde hiicre ¢ogalmasiyla hiicre 6limu arasindaki dengenin
bozulmasi yatmaktadir. KLL'nin B hiicre gelisiminin hangi evresindeki hiicrelerden
koken aldiginin  bulunmasi altta yatan transformasyon mekanizmasinin

anlasilabilmesi acisindan ¢ok 6nemlidir.

2.3.1. Monoklonal B Hiicreli Lenfositoz Kavrami

KLL hastalarinin birinci dereceden akrabalari olan saglikli bireylerin
arastirilmasinin onciliik ettigi bulgular 1siginda KLL gelisiminde 6nciil bir antite olan
“monoklonal B hiicreli lenfositoz (MBL)” tanlmlanmlstlrlg. 65 yas Ustu toplumda %6
oraninda gorilen bu durum bilinen bir otoimmin veya lenfoproliferatif hastalik
yoklugunda, periferik kanda, KLL fenotipinde klonal B hicre popllasyonun

gosterilmesi ve mutlak B hiicre sayisinin 5x10° /L'den az olmasiyla karakterizedir'®%.



MBL sikhgi toplumda yas gruplari ile oldugu kadar aile bireylerinde KLL bulunmasi ile
de iliskilidir. Yapilan ¢alismalarda KLL hastalarinin birinci dereceden yakinlarinda
MBL bulunma olasiliginin daha yiksek oldugu gésterilmigtir“. Ancak glinimuzde
tipki RAI evre 0 KLL hastalarinda oldugu gibi, MBL olgularinda da klinik yaklasimin
nasil olacagl tartisma konusudur. Onerilen ve uygulanan yol, aralikh takiplerle
hastaligin semptomatik hale gelmesi durumunda tedaviye baslanmasidir®. MBL

hastalarinin yil basina %1 oraninda KLL’ye ilerleme riskleri vardir’>?,

2.3.2. Hiicre Kokeni

KLL'nin ©nceleri antijen ile karsilasmis matiir B hiicre kdkenli oldugu
sanilmaktaydi ancak son yillarda yapilan calismalarla “immiinoglobulin agir zincir
degisken bolge (IGHV)” genlerinde somatik hipermutasyon icermeyen vakalarin
saptanmasiyla giinimizde bu bilginin dogrulugu tartisilir hale gelmistir %, KLL
hiicreleri, CD20, CD23 ve CD5 eksprese eden, ylzeylerinde CD79a, IgD, IgM
ekspresyonlari azalmis matir, aktive B lenfosit fenotipindeki hiicrelerdir®>.

B-hiicre reseptori (B cell receptor - BCR) Uzerinde yapilan ¢alismalarda KLL
vakalarinin  %65’inin immiinoglobulin degisken bdélgelerinin (IGHV) somatik
hipermutasyona ugramis oldugu gosterilmistir. KLL olgularinin %30-35’i ise bu
somatik hipermutasyona sahip degildirler. Normal B hiicreleri germinal merkezler
icerisine  girdikten sonra immiinoglobulin  degisken bolgeleri somatik
hipermutasyona ugrar. Bu bulgular bazi KLL vakalarinin germinal merkezden ge¢mis
B hiicrelerinden, bazi vakalarin ise germinal merkezden bagimsiz diferansiasyona
ugramis B hicrelerinden koken aldigi dislncesini dogurmaktad|r26’27’28’29. Ancak
tarif edilen iki grubun gen ekspresyon profilleri birkag kiictik farkhlik disinda biyik
benzerlik gostermektedir. Bu da her iki tipin de (mutasyona ugramis ya da
ugramamis) antijenle karsilasmis B hiicrelerinden koken alabilecegini
dusundurmektedir®.

Birbiriyle iligkisiz KLL hastalarindan elde edilen 6rneklerin imminoglobulin
agir ve hafif zincirleri incelendiginde sasilacak dizeyde benzerlik gosterdikleri

gozlenmistir. Stereotipi de denilen bu durum KLL hiicrelerini tetikleyen ortak “KLL



antijenlerinin” bulundugunu desteklemektedir. Calismalar KLL antijenlerinin
cogunlukla apoptoza gitmekte olan hiicrelerden aciga ¢ikan otoantijenler oldugunu
desteklemektedir. Bu otoantijenlerdeki bazi epitoplar ise mikroorganizmalarin
antijenleri ile buylk oranda benzerlik gdstermektedir. Dolayisiyla KLL etiyolojisinde
antijenik uyarimin ¢cok énemli bir roll oldugu kabul edilmektedir.

Chiorazzi ve arkadaslarinin yayinlamis oldugu bir calismaya goére in-vitro
deneylerde KLL hicrelerinden izole edilen monoklonal antikorlarin sitoplazma
icerisinde non-muscle myosin heavy chain lIA (MYHIIA) antijenine yiksek oranda
afinite gosterdigini  kanitlanmistir.  KLL monoklonal antikorlarinin  MHYIIA’ya
baglanmasinin |6semik hicrelerin gelisimi, ve hayatta kalmalarinda 6nemli role

sahip olabilecegi diisiinilmektedir®..

2.3.3. Genetik Lezyonlar

Diger B hiicreli non-Hodgkin lenfomalarin aksine dengeli kromozomal
translokasyonlara KLL'de pek rastlanmaz. KLL'de genel olarak kromozamal
bolgelerin delesyonu ve amplifikasyonu gézlenir. immiinoglobulin agir ve hafif zincir
bolgelerini iceren translokasyonlarin sik olmamasi KLL'nin germinal merkez sonrasi

veya germinal merkezden bagimsiz gelisen B hiicresi kokenli olmasiyla uyumludur.

2.3.3.1. Sitogenetik Anomaliler

KLL olgularinin yaklasik %80’inde genomik aberasyonlar saptanmaktadlraz.
KLL patogenezinde dnemli role sahip ¢ok sayida sitogenetik anomali tanimlanmistir.
En sik saptanan sitogenetik anomaliler 13, 11, 17, 6, 14 ve 12. kromozomlari

icerenlerdir.

2.3.3.1.1. del13q14
Sitogenetik anomalilerden KLL hastalarinda en sik saptanani ve hastaligin
pro-proliferatif ve anti-apoptotik dogasini da agiklayabilecek olani 13q14

32,33
.B

delesyonudur. 13q14 delesyonu KLL olgularinin yarisindan fazlasinda goéralir u

anomalinin MBL hastalarinda da KLL ile benzer siklikta saptanmis olmasi 13q14
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delesyonunun patogenezde erken bir olay oldugunu distindirmektedir®®. 13q14
delesyonu c¢ogunlukla monoallelik olmakla birlikte az sayida olguda biallelik
delesyon da saptanmlstlrsz. Yapilan g¢ahsmalarda 13. kromozomun kisa kolunda
delesyona ugrayan “minimal delesyona ugramis bolge” olarak isimlendirilen bu
bolgenin kodlanmayan deleted in leukemia-1 (DLEU1) ve deleted in leukemia-2

(DLEU2) genlerini igerdigi gsterilmistir®>>°

. DLEU-2 geninin 4. intronundan miR-15a
ve miR-16-1 isimli iki mikroRNA eksprese olmaktadir®’. DLEU2 genini etkileyecek
herhangi bir durum bu iki mikroRNA’nin da ekspresyonunu etkilemektedir. 13q14
delesyonu saptanmayan olgularin bir kisminda DLEU2, miR-15a ve miR-16-1’in
down-regllasyonu gésterilmigtir37. DLEU2 komsulugunda bulanan DLEU-1 ve bir
takim diger genlerin, normal B hiicrelerinde ekspresyonlarinin olmamasi géz 6niine
alinarak KLL patogenezinde rol oynamadigi dUsUnUImektedirs&sg. DLEU-2 geninden
kodlanmayan uzun bir mRNA transkripsiyonu gerceklesir. Bu mRNA dizisi ise miR-
15a ve miR16-1 eldesi igin kullanilir. Bu genin tanimlanan miRNA’lara kaynak
olusturmak disinda bir fonksiyonu olup olmadigi ise bilinmemektedir. miR-15a ve
miR-16-1"nin, tipki bir timor slipresér gen gibi davrandigl, genomda birgok bolgeye
afinitesinin oldugu ve bu bolgelere baglanarak hedef genlerin ekspresyonlarinda
degisime yol actigi gosterilmistir. Bu genlerden en 6nemlileri: siklinler (CCND1,
CCND3), siklin-bagimh kinazlar ve apoptoz iliskili genlerin en 6nemlilerinden biri
olan BCL-2'dir. Yapilan calismalarda bir antiapoptotik gen olan BCL-2'nin
ekspresyonunun miR-15a ve miR-16-1 ekspresyonu ile ters korelasyon gosterdigi
saptanmistir®®. 2007 yilinda fare modelleri ile yapilan bir calismada KLL gelisiminin
miRNA-16 lokusu anomalileri ile iliskili oldugu gésterilmistir**. Bir diger calismada
13q14’te delesyona ugrayan alanda, 221 aminoasitlik protein ekprese eden DLEU7
geni tanimlanmis olup bu genin bu bdlgede protein kodlayan tek gen oldugu
saptanmistir®. Bu genin bir timér sipresdr gen oldugu ve miRNA15a ve 16-1 ile
birlikte hareket ettigi ortaya konmustur®’. Delesyon ya da baska anomaliler
nedeniyle DLEU7 inaktivasyonu gergeklestiginde TRAF lar (TNF-receptor associated
factor) araciligi ile TNF sinyal yolagi aktive olur. TNF yolagini etkileyen bu olay KLL

gelisiminde 6nemli bir basamak olarak kabul edilmektedir®.
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2.3.3.1.2. 14932 Anomalileri

14. kromozomda lokalize bir gen olan TCL-1'in (T-cell leukemia-1) KLL
patogenezinde yer alabilecegi distniulmektedir. Yapilan ¢alismalarda TCL-1’in, T
lenfositlerdeki fonksiyonundan farkh olarak B hiicrelerinde bir transkripsiyon
regllatori roll gordiugl ve artmis aktivite durumunda NF-kB’y1 uyarip, AP-1’i inhibe

ederek apoptoz hatalarina yol actigi gésterilmistir®.

2.3.3.1.3. Trizomi 12

Trizomi 12, KLL olgularinin yaklasik %15’inde izlenir. Trizomi 12'nin hastaligin
patogenezindeki yeri henliz diger genomik aberasyonlar kadar aydinlatilamamig
olmakla birlikte bazi protoonkogenlerin dizeylerinde artisa yol acabilecegi
disundlmektedir. Trizomi 12’nin prognozdaki yeri de henilz literatirde netlik

46,47

kazanmamistir™"’. Ayrica ileride daha detaylica bahsedilecek olan NOTCH vyolagi

anomalileri ile trizomi 12 birlikteligi de literatiirde biIdiriImistir48.

2.3.3.1.4. del11g22-23

11922-23 delesyonlari 325 KLL olgusundan olusan genis bir seride %18
oraninda saptanmistir®?. 11. kromozomdaki bu bélge ATM genini icermektedir. 11q
delesyonu ATM geninin fonksiyon gorememesine neden olup genomda instabiliteye
yol acar. Bu da yeni gelisecek mutasyonlara zemin hazirlamakta ve lenfoid
maligniteler igin yatkinlik olusturmaktad|r49. Ayrica 11. kromozomu igeren
translokasyona sahip bir hastada gosterilen ve kirilma noktasinda bulunan, hiicre
dongusinin negatif diizenleyicisi olan POU2AF1 ve BTG4 genlerinin 11q delesyonu

olan KLL olgularinin patogenezinde rol oynayabilecegi de belirtilmistir>°.

2.3.3.1.5. del6q

69 delesyonu diger sitogenetik anomalilere gére daha az sikhikta goralir (%3-
10) ve genellikle diger sitogenetik anomaliler ile birliktelik gosterir’’. 6q
delesyonunun KLL patogenezindeki yeri henliz agikhga kavusmamis olsa da diger
anomalilere gore daha nadir saptanmasi ve diger sitogenetik anomalilerle birlikte

gorilmesi bu delesyonun patogenezde gec bir olay oldugunu dislindirmektedir.
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2.3.3.2. Somatik Mutasyonlar

Yukarida bahsedilen sitogenetik anomaliler yani sira 6zellikle yeni jenerasyon
sekanslama teknolojisinin arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaya baslanmasi
sonucu KLL patogenezinde ve prognozunda etkili dnemli yeni genler tanimlanmistir.
Daha onceki yillardan beri bilinen TP53 ve ATM genleri yani sira glinimuzde SF3B1,
NOTCH ve MYDS88 basta olmak lizere saptanan yeni genlerin dnemi her gecen giin
artmakta ve vyeni yapilan arastirmalar bu genlerde saptanan mutasyonlarin
patogenezdeki rolini aydinlatmaya yardimci olmaktadir’®. KLL olgularinda

mutasyonu saptanan baslica genler asagida daha ayrintili olarak yer almaktadir.

2.3.3.2.1. NOTCH (Neurogenic Locus Notch Homolog Protein 1)

KLL patogenezinde ve hastaligin seyrinde o6nemli oldugu distnlen
anomalilerden biri NOTCH vyolaginin mutasyon bagimli aktivasyonudur. NOTCH1
dort adet trans-membran reseptér ve bes adet liganddan olusan aileye mensuptur.
NOTCH1 ligand aracili aktivasyon ile fonksiyon goren bir transkripsiyon faktoridir
ve hiicre diferansiasyonu ve proliferasyonunda rol oynamasi yani sira apoptotik
surecleri de etkiler®. Mutasyonu halinde bu yolaklarda bozukluklar neticesinde
Iokomogenez indiklenebilir. NOTCH yolagi bozukluklari T hiicreli lenfomalarda
detayh bir sekilde tanimlanmistir ancak KLL ve MBL'deki yeri ise son yillarda
sayilarinda belirgin artis gérilen arastirmalar ile anlasilmaya baslamistir’®>>. KLL
hastalarinda tani aninda NOTCH1 mutasyonu gorilme orani ¢alismalar arasi farklilik
gostermekle birlikte ortalama olarak %10 civarindadir ancak MBL olgularinda

oldukca seyrektir’®>’

. Bu da NOTCH1 mutasyonunun patogenetik yolakta ge¢ bir
olay oldugunu disindirmektedir. Ayrica NOTCH1 mutasyonunun kot klinik seyirle

iliskili oldugu gésterilmigtirSg.

2.3.3.2.2. SF3B1 (Splicing Factor 3B1)
SF3B1 geni prekirsér mRNA’larin olusmasi sirasinda intronik alanlarin
kesilmesini saglayan splicing mekanizmasinda gorev alan bir gendir. Yeni jenerasyon

sekanslama yontemlerinin gelistirilmesi bu genin KLL olgularinda siklikla mutasyona
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ugramis oldugunu gostermistir. 128 vaka 6rnegi Gzerinde ekzom sekanslamasi ile
yapilan bir calismada KLL olgularinin %9,7’sinde SF3B1 mutasyonu gosterilmistir. 91
vakalik bir seride ise SF3B1 mutasyon sikhg %15 olarak bqunmusturSg. SF3B1
mutasyonu splicing yolaklarinda bozulma sonucu hatali protein olusumuna neden
olmaktadir®®. Heniiz aralarindaki iliskinin sebebi net olarak agiklanamamis olsa da
SF3B1 mutasyonu ile 11q delesyonunun onemli 6lclide beraberlik gostermesi ATM
geninin (ATM geni 11. kromozomda yer almaktadir) de bu patogenetik yolakta
onemli roli oldugunu disindirmektedir. ATM gen kaybi durumda SF3B1
mutasyonunun DNA hasarina karsi gelisen cevapta degisiklige sebep olabilecegi
dngérijlmektedirso. Ayrica BRAF ve PTEN gibi onkogenlerin SF3B1 bagimli intronik
alanlar icermesi de karsinogenezde bu genler aracili bir mekanizmaya isaret ediyor

olabilir®.

2.3.3.2.3. ATM (Ataxia-Telengiectasia Mutated)

11. kromozomda vyerlesim gosteren ATM geni kromozomal aberasyonlar
nedeniyle olabilecegi gibi cesitli mutasyonlar nedeniyle de fonksiyon kaybina
ugrayabilir. Wang ve arkadaslarinin yaptigi ve 2011 yilinin sonunda yayinlanan bir
calismaya gore ATM geni, KLL hastalarinda en sik mutasyonu saptanan genlerden
biridir. Bu ¢alismada mutasyon sikhgr %9 olarak bqunmusturSg. ATM geni DNA
tamirinden sorumludur ve mutasyonu halinde genomda instabilite ve vyeni

mutasyonlar igin uygun ortam sekillenmis olacaktir.

2.3.3.2.4. MYDS88

Tipki NOTCH ve SF3B1 gibi MYDS88 geni de yeni jenerasyon sekanslama
tekniklerinin gelisimi ile KLL patogenezinde yeri gosterilmis genlerden biridir. 363
hasta 6rnegi (izerinde tim genom sekanslama yontemi ile yapilan ¢alismalarda %2,9
oraninda MYD88 mutasyonu saptanmistir. MYD88 mutasyonunun hemen her
zaman IGVH-mutant olgularda gozlendigi beIirtiImistier. MYD88 geninin immin
yanit sirasinda interlokin-1 ve “Toll-like” reseptor (TLR) arasindaki etkilesimde gorev

aldigi dustnilmektedir. MYD88 gen mutasyonu nedeniyle salinimi belirgin olarak
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artan sitokinler KLL hiicresinin hayatta kalmasini saglayan bir ortam olusturur.
Ayrica aktive edici tipte MYD88 mutasyonunun hiicrelerde TLR aktivitesini arttirdig
saptanmistir. KLL hiicresinde TLR aktivitesinde meydana gelen artimin hiicrelerde
proliferasyon uyarimina neden oldugu ve hiicrenin spontan apoptozdan

korunmasini sagladigl belirtilmektedir®.

2.3.3.2.5. BIRC3

BIRC3 geni apoptoz inhibitéri protein ailesinin liyesi olan bir proteini kodlar.
Bu gen KLL icin 6nemli bir kromozomal bolge olan 11922 lokusunda bulunur. BIRC3
homologu olan BIRC2 ile birlikte NF-kB’nin aktivasyonunu diizenler. Patogenezde
ongorulen mekanizma BIRC3 mutasyonunun NF-kB aktivasyonunu arttirmasi ve
boylece KLL hicrelerinin sagkalimini arttirmasi seklindedir®. Ayrica yapilan bir
calismada BIRC3 mutasyonlarinin MBL, Richter sendromu hastalarinda ya da
fludarabine duyarl hasta grubunda saptanmadigi Gzerinde durulmaktadir. Bu da
BIRC3 mutasyonunun bir hasta grubuna 6zgi oldugu inancini pekistirmekte ve KLL

patogenezinde geg olaylardan biri oldugunu dU§UndUrmektedir65.

2.3.3.2.6. TP53
TP53 mutasyonlarinin patogenezdeki yeri ileride daha detayli bir sekilde ele

alinmaktadir.

2.4. Klinik Evreleme

KLL icin temel olarak iki evreleme sistemi kullanilabilir. Her iki sistem de,
aralarinda kiicik farklar olmakla birlikte lenf nodu tutulumu, hepatomegali,
splenomegali ve hastanin kan parametreleri Gizerinde sekillenmektedir.

RAI evrelemesi, KLL hastalari icin ilk kez 1975 yilinda Rai ve arkadaslari
tarafindan onerilmistir®. Bu evreleme sistemine gére hastalar bes gruba ayrilirlar

(Tablo 2.1).
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Tablo 2.1 RAI Evreleme Sistemi

Evre Laboratuvar ve/veya fizik muayene bulgularn

0 Absolii lenfositoz (>15.000/mm?). Lenfadenopati, hepatomegali,
splenomegali, anemi veya trombositopeni yok.

1 Absolii lenfositoz ve lenfadenopati mevcut. Hepatomegali, splenomegali,
anemi veya trombositopeni yok.

2 Absoli lenfositoz ve hepatomegali ya da splenomegali mevcut. Anemi ya
da trombositopeni yok.

3 Absoli lenfositoz ve anemi (hemoglobin <11 g/dL) mevcut

4 Absolii lenfositoz ve trombositopeni (trombosit 100.000 / mm?)mevcut.

Besli bir sistem olan RAI evrelemesinde hastalar disuk risk (evre 0), orta

derecede risk (evre 1 ve 2) ve yiiksek risk (evre 3 ve 4) olarak dustinilebilecegi

soylenmektedir®. RAl evresi hastaligin prognozunu belirlemede en &énemli

kriterlerden biri olma 6zelligini giinimizde de strdiirmektedir.

Binet evrelemesi RAl evrelemesine benzemekle birlikte kiguk bazi farklar

icermektedir. ilk kez Binet ve arkadaslari tarafindan 1981 yilinda o6nerilen bu

sisteme gore A, B ve C olmak tzere ti¢ farkl risk grubu tanimlanmistir®.

Binet evre A — Anemi ve trombositopeni yoklugunda licten az bolgede

hastalik tutulumu.

Binet evre B — Anemi ve trombositopeni yoklugunda U¢ veya daha fazla

bolgede hastalik tutulumu.

Binet evre C — Tutulan bdlge sayisindan bagimsiz olarak anemi ve/veya

trombositopeni varligl.

Binet evreleme sistemi tipki RAI sistemi gibi klinik verilere dayanmakta olup

hastaligin seyrini belirlemede blyik 6neme sahiptir. Binet sistemi Avrupa’da yaygin

olarak kullanilmakta ve kabul gormekte olup dinyanin diger boélgelerinde genellikle

RAI evreleme sistemi kullaniilmaktadir.
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2.5. Prognostik Parametreler

KLL hastalarinin biiyik kismi RAI Evre 0 ve Evre 1 olarak karsimiza cikarlar ve
cogunlukla baska bir sebepten 6tlirli bakilan tam kan sayiminda izlenen lenfositoz
neticesinde tani alirlar. Bu hastalarin biytk kismi uzun yillar tedavisiz izlenebilir ve
tedaviye gereksinim duymazlar4’68.

KLL tamamen ortadan kaldirilamayan ancak hastalarin blytk kisminin uygun
tedavi secenekleri ile uzun slreler tam remisyonda tutulabildigi bir hastaliktir.
International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (IWCLL) grubunun
2008’de yayinladigi rehberde tam remisyon kriterleri net bir sekilde agiklanmustir.
Bir hastanin tam remisyonda oldugunu soyleyebilmek igin asagidaki kriterlerin

tamamini saglamasi gerekmektedir;

1- Periferik kan lenfosit sayisi <4x10°/L olmasi,

2- Fizik muayene ile ele gelen lenfadenopatinin olmamasi,

3- Fizik muayenede hepatomegali ya da splenomegali olmamasi,

4- Hastaliga bagli klinik semptomlarin olmamasi,

5- Notrofil sayisi >1,5x10°/L , Trombosit sayisl >100x10°/L, Hb >11 g/dL

olmasi*.

Her ne kadar klinik evre, KLL prognozunda ve hastaliga midahale kararinda
en 6nemli belirleyici faktor olsa da hastalarin bir kismi evreden bagimsiz olarak
progresif ve olumcil bir klinik seyir gostermekte; hatta DBBHL basta olmak Uzere
yiksek dereceli lenfomalara transforme olabilmektedir. Progresif hastalik kriterleri
de IWCLL grubu tarafindan net olarak tanimlanmistir. Buna goére hastalarin progresif
hastalilk kategorisinde degerlendirilmesi icin asagidaki kriterlerden birinin

gerceklesmesi gerekmektedir:

1. Hastada izlem veya tedavi sirasinda yeni lenfadenopati ortaya ¢ikmasi,

2. Dalak veya karaciger boyutunda artim,

3. Yapilan lenf nodu biyopsisinde agresif lenfomayi diisiindiirecek bulgularin
mevcut olmasi

4. KLL'ye bagli sitopeni olmasi.
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Hastalardaki klinik tablonun degisken durumu nedeniyle hastalik seyrini
ongorebilecek, tedaviye yanit ve tedavi secimi hakkinda fikir verebilecek cesitli
prognostik ve prediktif parametrelere ihtiyag¢ duyulmaktadir. Klinikte en ¢ok
kullanilan parametreler LDH dizeyi, albliimin dizeyi, kreatinin dizeyi ve lenfosit
ikilenme zamanidir. Bununla beraber glinimiizde akim sitometri ve diger bazi analiz
yontemleri ile kolayca bakilabilen serum B2M diizeyi, serum Timidin kinaz dizeyi,
serum sCD23 diizeyi gibi parametrelerin de klinikte kullanimi artis gostermektedir.

Tarif edilen bu parametreler yani sira son vyillarda arastirmacilar, KLL
hastalarinda prognoz hakkinda belirleyici yere sahip oldugunu duslindikleri
molekiler belirteglerin énemine deginmektedir. Molekiler belirtegler arasinda en
onemlileri ise soyle siralanabilir: IGHV mutasyon durumu, sitogenetik anomaliler
(del17p13, del6q, delllg22-q23, dell3ql4, trizomi 12 ve 14q32’yi igeren

translokasyonlar) ve TP53 mutasyon durumu.

2.5.1. Klinik ve Laboratuvar Verileri

Daha once de bahsedildigi gibi RAI ve Binet, klinisyenler tarafindan yaygin
olarak kabul géren klinik evreleme sistemleridir. Klinik ve laboratuvar verileri baz
alinarak yapilan degerlendirme ile hastalarin risk gruplari belirlenir. Kullaniminin
kolaylastirilmasi amaciyla RAI evreleme sisteminde belirtilen 5 kategori gliniimuzde
3 ana grup olarak yeniden diizenlenmistir. Buna gore RAI evre 0 ve 1 olanlar diislik
risk, RAl evre 2 ve 3 olanlar orta derecede risk ve RAIl evre 4 ve 5 olanlar yiiksek risk
grubu icerisinde degerlendirilirler. RAI ve Binet evrelemeleri hastaligin prognozunu
ongdrmede blyuk fayda saglamaktadir. IWCCL grubunun 2008 yilinda yayinladigi
rehberde distk risk grubundaki hastalarin tedavisiz izleme alinmasi, yiiksek risk
grubundaki hastalarda ise kemoterapiye baslanmasi nerilmektedir®.

Serum B2M, serum Timidin kinaz, serum CD23 ve serum LDH diizeyleri
ylksek hticre donglisli ve timor yliku gostergeleri olarak hastaligin seyri acisindan
fikir vericidir. Bu belirteclerin hastaligin seyri lzerinde énemli yere sahip oldugu

bircok calisma ile gosterilmistir® 2.
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2.5.2. Molekiiler Belirtegler, Sitogenetik Anomaliler ve Mutasyonlar

IGHV mutasyon durumu molekiler belirtecler arasinda one c¢ikmaktadir.
Mutasyona ugramis klonal neoplastik hiicrelerden olusan KLL olgularinin,
mutasyonu olmayanlarla kiyasla daha yavas klinik seyir gosterdigi gdzlenmistir.”>.
2000 yilinda yayinlanan bir ¢alismada diger parametrelerden bagimsiz olarak IGHV
mutant olgularin mutasyon icermeyen olgulara gore iki kat daha uzun sagkalim
surelerine sahip oldugu gosterilmistir’®. Giinimiizde mutasyon durumu belirlenmesi
oldukca pahali ve zahmetli oldugundan klinik kullanimi yaygin degildir. Bu nedenle
mutasyon durumunu belirlemek icin bazi dolayl belirteglerin  kullanimi
tartisiimaktadir. Ozellikle ZAP70 ve CD38 ekspresyonun IGHV mutasyon durumu ile
yiksek givenilirlikle iliskili oldugu gosterilmistir’>’®. Bu bulgulara ek olarak 2012
yilinda vyayinlanan bir galismada KLL hicrelerinde akim sitometrik analiz ile
belirlenebilen aberan CD8 ekspresyonunun nadir bir bulgu oldugu (%1.1) ancak kot
klinik seyirle iliskili oldugu belirtilmektedir’”.

KLL olgularinda prognozu belirleyen 6nemli bir diger degisken ise sik
saptanan delesyonlar ve diger nadir genomik aberasyonlardir. Hemen hepsi igin
ticari floresan in-situ hibridizasyon (FISH) problari gelistirilmistir. Glinliik pratikte
rutin olarak bakilmasi dnerilen sik gorilen sitogenetik anomaliler soyle siralanabilir:
del13g14, trizomil2, delllq22-q23, 14q932’yi igeren translokasyonlar, dell7p13,
del6q. KLL hastalarinda herhangi bir sitogenetik anomali saptanma olasiligi yaklasik
%80’dir. Bu genetik anomaliler prognoz Uzerinde kuvvetli etkiye sahiptir78’79.
Kompleks karyotipe sahip hastalarin tek bir sitogenetik anomali saptanan hastalara
gore daha koti bir klinik seyir gosterdikleri belirtilmektedir®.

En sik saptanan sitogenetik anomali, patogenez bashgi altinda detayh bir
sekilde ele alinan dell3ql4’tir ve iyi prognozla iliskilendirilen tek sitogenetik
anomalidir. Yapilan calismalarda del13q14’in sagkalim Uzerindeki etkisi carpicidir.
Yapilan bir gcalismada 1314 delesyonu olan hastalarin ortalama sagkalim sureleri
133 ay iken normal karyotipe sahip hastalarda bu siire 111 ayd|r32.

Trizomi 12’nin hastaligin prognozu Uzerine etkisi tartismalidir. Literatirde

birbirinden farkh ve gelisen sonuglar bildirilmistir. Bir ¢alismada trizomi 12 igeren
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hastalarin 13q14 delesyonu olan hastalara gore sagkalim siirelerinde belirgin azalma
gosterilmistir ancak normal karyotipe sahip hastalarla kiyaslaninca istatistiksel
olarak anlamli bir sonug gésterilememigtiraz. 391 hasta Uzerinde yapilan bir bagka
calismada, 67 hastada trizomi 12 saptanmistir ve bu anomalinin prognoz izerine
etkisinin olmadigi gésterilmistirgo.

14q32’yi iceren translokasyonlarin KLL hastalarinda koti klinik seyir ile iliskisi
oldugu gosterilmistir®®®?,

del11g22-23’e sahip KLL hastalarin gerek normal karyotip gerekse 13ql4
delesyonu gosteren hastalara gore sagkalim siireleri belirgin olarak kisadir. Bir
calismada bu siireler dell1g22-q23 gosteren hastalarda 79 ay, normal karyotipli
hastalarda 111 ay ve del13q14 gosteren hastalarda 133 ay olarak bulunmustur. Bir
diger calismada da benzer sonuclara ulasilmistir’.

17p13 delesyonu tedavi yaklasimlarinin degismesini gerektirecek kadar
onemli bir bulgudur. 17. kromozomun kisa kolunda TP53 geni yer almaktadir. 17p13

8283 vYapilan

delesyonu tedavide kullanilan klasik ajanlara yanitsizlik ile iliskilidir
calismalarda, sitogenetik anomaliler arasinda klinik olarak en koti seyirle gidenin
17p13 delesyonu oldugu vurgulanmaktadir®. Bu olgularda tedavide anti-CD52
monoklonal antikoru ile yapilan tedavinin daha basarili oldugu gosterilmistir.®*
Buna gore KLL hastalarinda 17pl13 delesyonunun tedaviye baslama aninda
belirlenmesi hastaligin tedavi protokollerinin diizenlenmesinde en 6nemli karar
verici basamaklardan biri olacaktir.

KLL hastalarinda sitogenetik anomalilerin saptanabilmesi icin klasik
kromozom bantlama (rutin sitogenetik) ya da FISH kullanilabilir. Ancak yapilan
calismalar FISH yonteminin anomalileri saptamada daha duyarli oldugunu
gbstermistir>22>2®,

Sitogenetik anomaliler yani sira yukarida detayli bir sekilde anlatilan ve KLL
patogenezinde etkili oldugu belirtilen genlerdeki mutasyonlarin hastalarin prognozu
Uzerine etkisi de arastirmacilar icin umut vaat edici ¢alisma konulardan biridir.

NOTCH1 mutasyonu KLL olgularinda %4-15 gibi bir sikliga sahip olup
mutasyon icermeyen IGHV geni, yiksek ZAP70 ve CD38 ekspresyonu ile pozitif
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korelasyon gostermektedir. NOTCH1 genindeki mutasyonlarin kot bir klinik seyir ve
toplam  sagkallm  siresinde kisalma ile iliskisi  oldugu literatiirde

belirtilmektedir>>**’

. Yapilan bir diger ¢alismada ise trizomi 12 ile NOTCH1
mutasyonu iliskisi ve bu durumun prognoz Uzerine etkisi arastiriimis, NOTCH1
mutasyonu ile trizomi 12 birlikteligine sahip olgularin sagkalim siirelerinde belirgin
kisalma oldugu gésterilmistir®®.

KLL olgularinda ortalama %15 oraninda saptanan SF3B1 mutasyonu
patogenezde oldugu kadar hastaligin prognozunda da onemli rol oynamaktadir.
SF3B1 geninde mutasyon varligl diger parametrelerden (klinik evre, olumsuz klinik
etkiye sahip sitogenetik anomaliler, ZAP70 ve CD38 ekspresyonu...) bagimsiz olarak
belirgin prognostik etkiye sahiptir. Yapilan bir arastirmaya gore SF3B1 geninde
mutasyonu olan vakalarin sagkalim sireleri olmayan vakalara gore %30 daha kisa
bulunmustur®.

MYD88 mutasyonu KLL hastalarinda SF3B1, NOTCH1 ve TP53’e gore daha
nadir (yapilan bir calismada MYD88 mutasyonu hastalarin %2,9’unda saptanmistir
ve IGVH-mutant olgularda bu oran belirgin olarak daha y[]ksektirsz) olarak izlenir.
Patogenezdeki yerini aydinlatma c¢alismalari yani sira bu mutasyonun hastalik seyri
Uzerine etkisi de arastirilmaktadir. Bugiine kadar yapilan calismalar MYD88
mutasyonunun prognoz lizerine etkisinin olmadigi dt|§[]nd[]rmektedir62’9°.

11922 lokalizasyonunda bulunan BIRC3 geni, yukarida tarif edilen
mutasyonlar disinda KLL hastalarinda prognoza dair fikir verebilecegi duslinilen
genlerden biridir. Daha Once detayli bir sekilde yer verildigi lzere 11g22
bolgesindeki kayip KLL hastalarinda sik izlenen genetik bir anomalidir ve kot
prognoz ile iliskilidir. 11922 bolgesindeki kayip hemen her zaman ATM genini igerir
ancak BIRC3 geni ATM’den farkli olarak, delesyondan ziyade mutasyon bagiml
inaktivasyona ugrar. KLL hastalarinda BIRC3 mutasyonu ilk kez 2011 yilinda Fabbri
ve arkadaslari tarafindan gosterilmis olup bu galisma grubunda yer alan hastalarin
%5’inden azinda saptanmlstlrgl. Bir baska galismada ise BIRC3 mutasyon sikhiginin

fludarabin tedavisine direncli hastalarda %23 oldugu dikkati ¢ekici bir bulgu olarak

yer almaktadir®.
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TP53 mutasyonlarinin ya da bu geni iceren delesyonlarin (del17p13) KLL
patogenezi ve prognozundaki yeri (izerine yapilan arastirmalar son yillarda belirgin
artis gostermistir. Tek basina bagimsiz bir parametre olarak TP53 mutasyonu diger
bitiin genetik anomalilere gére prognoz lizerinde daha carpici bir etkiye sahiptir.
Asagida TP53 geninin temel O6zellikleri, mutasyonlarinin ve TP53’U igeren
kromozomal delesyonlarin KLL patogenezinde ve prognozundaki 6nemi detayli bir

sekilde ele alinacaktir.

2.6. Tedavi

KLL hastalarinda ilk basamak tedavide hasta eger genc ise ya da genel
durumu iyi ileri yasta bir hasta ise fludarabin, siklofosfamid ve ritliksimab
kombinasyon tedavisi 6nerilmektedir. Ancak 24 ay icinde relaps gosteren ya da p53
mutasyonu ve/veya 17p13 delesyonu olan hastalarda allojenik kok hiicre tedavisine

gecilmesinin daha iyi sonuglar verecegi vurgulanmaktadlrgz.

2.7.TP53

2.7.1. Genel Bilgiler

ilk kez 1979 yilinda tanimlanan TP53 geni, 17p13.1 lokusunda bulunan timor
suipresor bir gendir93. Genin Urlnl olan p53 proteini bir transkripsiyon faktéri olup
hiicre dongisit duraksamasi, yaslanma, apoptoz ve DNA tamiri gibi hicre ici 6nemli
yolaklarda rol alir®. p53 proteini bir timor baskilayici protein olarak strese iki farkli
sekilde yanit verir: hiicre donglisiini durdurmak (hiicre dongisi duraklamasi) ya da
hlcreyi apoptoza suriklemek. Wild-type p53 proteini stres altinda olmayan
hiicrelerde kisa (5-40 dk) bir yari 6mre sahip olup normal sartlar altinda MDM2
(murine double minute-2) proteini tarafindan yikilir’™. Bu, MDM2 ve MDM4’iin
olusturdugu heterodimer yapisindaki proteinin p53’G ubikuitinize ederek yikim
yolaklarina yonlendirmesiyle gergeklesir. Eger normalde hiicre igindeki bu yikim
gerceklesmezse p53 birikecek ve hiicre stres altinda olmasa bile fazla p53 hiicre

doéngustni durduracak ve hiicreyi apoptoza siriikleyecektir®’.
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insan TP53 geni 11 ekzon ve bu ekzonlarin arasina dagilmis 10 introndan
olusur (Sekil 2.3). 1. ekzon kodlanmayan bir ekzondur ancak 2-11. ekzonlar 393
aminoasitlik bir proteini kodlarlar. p53 proteini 5 ana fonksiyonel kompartmandan
meydana gelmektedir: N terminal amino asid dizisinden olusan transaktivasyon
bolgesi, diger proteinlerle etkilesimi saglayan prolinden zengin bdlge, cesitli
proteinleri eksprese eden genlerin promoter bolgelerine baglanarak transkripsiyonu
dizenleyen DNA’ya baglanma bolgesi, tetramerizasyon bolgesi ve son olarak
diizenleyici fonksiyon goren ve p53’Gn yikimini gerceklestiren proteozomlara
yonlendirilmeyi saglayan ubikuitinizasyonun gerceklestirildigi “C-ucu”. Gergekte
TP53 geni alternatif splicing mekanizmalari sebebiyle 16 potansiyel transkripte
sahiptir. Ancak sentez edilen tim proteinlerde DNA baglanma bdlgesi kaliciligini

korur.

15:81bp 17:343bp 19:2819bp

11:10754 bp

B :
137bp;2h})
—— F1: 162 bp E3:22bp 5: 3 E10 11:
184bp 110bp 107bp 1289bp
Sekil 2.3: TP53 geninin temel yapisi; 11 ekzon ve 10 intron. Ekzonlar “E” harfi ile intronlar “i” harfi ile

temsil edilmekte ve her boélgenin baz uzunlugu verilmektedir. Mutasyonlarin %90’ini iceren 5, 6, 7, 8

ve 9. ekzonlar acik yesil ile boyanarak isaretlenmistir.

TP53 geni insanlarda izlenen kanserlerde mutasyonu en sik saptanan

9398 Kanserlerin %50’sinden fazlasi TP53 mutasyonu icerir’”. Bu nedenle TP53

gendir
arastirmacilar icin ilgi odag olma &zelligini yillardir siirdiirmektedir. insan
kanserlerinde TP53 mutasyonlarinin 6nemli bir kismi (>%95) DNA baglanma

bolgesini kodlayan dizide (ekzon 4, 5, 6, 7, 8, 9'da) yerlesim gdstermektedir. Bu
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alanda belirli hot-spot mutasyonlar tanimlanmistir (kodon 175, kodon 245, kodon
248, kodon 249, kodon 273 ve kodon 282)'®. TP53 genindeki mutasyonlarin kabaca

iki grupta siniflandirilabilecegi s(jylenmektedir101

. Mutasyonlarin bir grubu DNA
baglanan bolgeyi ilgilendiren ve proteinin transkripsiyonel aktivitesinde
degisikliklere neden olan mutasyonlar diger bir grubu ise proteinde konformasyonel
degisikliklere yol acan mutasyonlardir.

Timor sltpresor genlerin genel kural olarak, biallelik kayiplar ya da
mutasyonlar sonucu fonksiyonlarini kaybettigi ve karsinogeneze 6nayak olduklari
bilinmektedir. Ancak TP53 geni diger timor slipresor genlerden farklidir. TP53’teki
monoallelik kayiplar ya da missense mutasyonlar hiicre iginde stabil bir protein
birikimine yol acar. Mutant p53 proteini wild-type p53 proteininin inaktivasyonuna

sebep olarak fonksiyon gérmesini engeller'®?

. Karsinogenezin ilerleyen safhalarinda
wild-type allelde heterozigosite kaybi meydana gelir. Tumorin blyimesi ve gelisimi
icin ikinci allelde de kayip olmasi gereklidir. TP53 mutasyonlari over kanseri ya da
malign melanom gibi neoplazilerde karsinogenezde ge¢ bir olayken kolon
kanserlerinde karsinogenezin ilk agamalarinda meydana gelmektedirm.

TP53 Uizerine yapilan ¢alismalar, mutasyonlar sonucu genin timor baskilayici
ozelligini kaybetmesinin yani sira onkogenik 0zellikler de kazanabilecegini

gbstermektedir'®

. Bu mutasyonlara gain-of-function mutasyonlar denilmektedir.
Cogu missense karakterdeki bu mutasyonlar sonucu p53 cesitli onkogenik 6zellikler

kazanir:

1- Mutant p53 proteini MRN-ATM sinyal yolagi Gzerinden genomik
instabiliteye neden olur*®,

2- TUmor progresyonunu ve metastazi indikler,

3- MDR (multi-drug resistance) Gizerinden kemoterapi direncine sebep olur,

4- FAS, kaspazlar ve NF-kp lizerine etki ederek apoptozu inhibe eder,

5- p53 ailesi proteinlerinin (p63 ve p73) fonksiyonlarini baskilar'®,
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TP53 mutasyonlari genellikle missense mutasyonlardlrgg. Bu mutasyonlar
p53 proteininde konformasyonel degisikliklere yol agmaktadir. Bu sayede mutant
p53 proteini nikleus icinde daha uzun sire kalabilme ve MDM2 aracili yikim
yolaklarindan kacis 0zelligine sahip olur. Bu nedenle immiinohistokimyasal
yontemlerle anti-p53 antikoru kullanilarak saptanan nukleer pozitiflik mutant p53

106197 Bir baska galismada ise TP53 geninin

varhgina yiksek givenilirlikle isaret eder
lokalize oldugu 17p lokusunun bir alleldeki delesyonu ile niikleer p53 ekspresyonu

arasinda kuvvetli korelasyon bulunmustur®®,

2.7.2. KLL'de del17p ve TP53 Mutasyonlari

KLL hastalarinda TP53 mutasyonu ya da 17. kromozomun kisa kolunda kayip
sik saptanan bir genomik aberasyondur. del17p13’lin prognoz lzerindeki etkisinin
arastirildigi hemen tim c¢alismalarda dell7p13 saptanan olgularin sagkalim

82,109,110

surelerinin kisalmis oldugu sonucuna varilmistir . Dohner ve arkadaslarinin

1995 yilinda yayinladiklari 100 hasta lzerinde yaptiklari calismada bu oran %17

12000 yilinda yapilan bir baska calismada ise bu oran %7’dir.

olarak belirtilmistir
Bu calismada 17p delesyonu olan hastalarin sagkalim sireleri, normal karyotipe ya
da diger sitogenetik anomalilere sahip hastalarin sagkalim siirelerinden belirgin
olarak daha kisadir®’. Yakin zamanda Gin’de yapilan bir ¢alismada 17p delesyonu,
bati tilkelerine kiyasla ok daha yiiksek bir oranda (%33,5) bildirilmistir**2. Bir baska
calismada ise 17p13 delesyonu olan ve tedavisiz izlenen 99 hastanin %53’lUn{in Gc¢ yil
sonra tedavi gerektirecek KLL'ye progrese oldugu gozlenmistir ve bu calismada 17p
delesyonu olan hastalardaki klinik heterojeniteye deginilmistir'*>.

Ancak tim bu calismalar sonucunda anlasiimistir ki; 17p delesyonunun (ve
p53 mutasyonunun) hastalik Gzerindeki en carpici etkisi ilk basamak tedavide
kullanilan ajanlara direngliliktir. Bltin hastalar arasinda TP53 anomali (delesyon ya
da mutasyon) sikhg1 %10 civarinda iken birinci basamak tedavilere direncli grupta bu
oran %50’lere ¢ikmaktadir'™.

TP53 mutasyonlari siklikla del17p ile birlikte bulunmaktadir’*®**®. Ancak

dell7p olmayan hastalarin sagkalim sireleri karsilagtirildiginda TP53 mutasyon
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varliginin dell7p varligindan bagimsiz olarak kotl prognostik bir faktor oldugu
gosterilmistir ve 17p delesyonu olmayip TP53 mutasyonu olan hastalar ile 17p
delesyonu olup TP53 mutasyonu olan vakalarin sagkalim sirelerinin benzer oldugu

dikkati cekmistir®'

. Bu calismalarin birinde TP53 mutant ve wild-type olan grup
arasindaki genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim surelerindeki farkhlik ¢ok
carpicidir; mutasyonu olan hastalarda ortalama progresyonsuz sagkalim siiresi 23,3
ay, genel sagkalim siresi 29,2 ay iken wild-type olan hastalarda sirasiyla 62,2 ve 84.6
ayd|r82.

Bir baska calismada ise 17p delesyonu varhigl ve yoklugu durumundaki TP53
mutasyon profilleri arastirilmis ve bu iki grup arasinda mutasyon profilleri agisindan
fark bulunmamistir'®®. Simdiye kadar yapilan en kapsamli calismalardan biri olan
Zen ve arkadaslarinin 254 hasta Uzerinde yaptigl bu galismada, toplamda 268
mutasyon belirlenmis olup vakalarin %74’liinde missense mutasyonlar, %20’sinde
delesyon ve insersiyon, %4’linde nonsense ve %2’sinde de splice bolgesi
mutasyonlari saptanmistir. Yine bu ¢calismada en sik mutasyon izlenen kodonlar 175,
179, 248 ve 273 olarak siralanmaktadir™.

Kisaca, 17p delesyonlari ve TP53 mutasyonlari birbiriyle yakin iliski icerisinde
olup KLL hastalarinda hem sagkalim sirelerini kisaltmakta hem de ilk basamak
tedavilere yanitsizlikla iliskilendirilmektedir. Bu nedenle bu hastalar igin ilk basamak
tedavide alternatif tedavi seceneklerinin kullanimi disintlmelidir.

2000li wyillarin  basindan beri KLL Uzerine arastirmalari destekleyen
kolloberatif bir calisma grubu olan European Research on CLL (ERIC) 2012 yilinda KLL
hastalarinda TP53 mutasyon analizi icin bir rehber yayinlamistir. Bu rehbere goére
TP53 mutasyonunun tedavi gereksinimi olan hastalarda tedaviye baslamadan
hemen 6nce bakilmasi 6nerilmektedir. Ayrica tanimlanmis hot spot’larin varlig
nedeniyle sinirh laboratuvar kosullarinda —mutasyonlarin  %95’ini kapsamasi
nedeniyle- ekzon 4-9 arasinin analiz edilmesi yeterli bulunmaktadir. Yontem olarak

ise Sanger sekanslama metodu altin standart olarak belirtmektedir’®.
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2.8. Sekanslama ve Kapiller Elektroforez

2.8.1. Genel Bilgiler

Tanim olarak sekanslama genlerdeki (ya da genomdaki) niikleotid dizilerinin
belirlenmesidir. Gen dizisinin ya da RNA dizisinin sekanslanabilmesi hastaliklarin
temelinde yatan genetik bozukluklari belirlemeyi saglamis ve bu bozukluklara 6zgi
(ve de hastaliga ve hastaya 0zgi) tedavi modalitelerinin gelistirilebilmesini olasi
kilmustir.

1953’te Watson ve Crick tarafindan DNA’nin c¢ift sarmal yapisi ortaya
kondugundan ¢ok uzun siire sonra DNA fragmanlarinin niikleotid dizisi belirlenmeye

116 Genetik sekanslama ilk olarak RNA dizilerinin incelenmesi ile

baslanabilmistir
baslamis olup ilk DNA dizisi 1970’lerde elde edilebilmistir. ilk tiim genom sekansi
yapilan canli bir bakteridir. Bu tarihlerde, Frederick Sanger, zincir uzamasini
durdurma o6zelligine sahip modifiye nikleotidler kullanarak ortaya koydugu yontem

ile bu alanin énciilerinden biri olmustur®"’

. 1980’lerin sonuna dogru gelindiginde ise
artik sekanslama cihazlari otomatik hale getirilmis ve ticari olarak satilmaya
baglanmlstlr”g. Bu zamandan sonra sekanslama teknolojisinde hizh ve digslk

maliyetli ydontemler gelistirmek en 6nemli hedef haline gelmi§tir119.

2.8.2. Sekanslama Yéntemleri

2.8.2.1. Sanger Sekanslama Metodu ve Kapiller Elektroforez

Temelleri 1977’de atilan bu metot yillar igerisinde otomatize hale getirilmis
ve ornek basina maliyeti cok asagilara ¢ekilmistir. Yontemin ginimizde kullanilan
halinde temel mekanizma soyledir: nikleotid dizisi belirlenmek istenen DNA
fragmani oncelikle uygun primerler kullanilarak klasik bir polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilir. PZR Uriinii metodun temelini olusturan floresan
isaretli dideoksintikleotidler (ddATP, ddGTP, ddTTP, ddCTP) kullanilarak ikinci bir
PZR reaksiyonuna tabi tutulur. Reaksiyon boyunca uzayan hedef DNA zincirine
baglanan her dideoksinikleotid reaksiyonu o noktada durdurur ve bdylelikle birinci
bazdan sonuncu baza kadar her biri digerinden bir baz fazla olacak sekilde farkl

farkl uzunluklarda DNA pargaciklari elde edilmis olur. Elde edilen bu Griin kapiller
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elektroforez ile ydrGtilir. Bu ylrime sonucu her bir pozisyondaki
dideoksiniikleotidin 1simasi ile zincirin dizisi belirlenir. Asagidaki sekilde Sanger

sekanslama metodu 6zetlenmistir (Sekil 2.4).

floresan isaretli dideoksiniikleotidler
(ddHTPF} ile replikasyon

\/ SRR, N\ N\ /AVAY

L.

\VAVAN
A VAVA VA VEFITES e

'\

ANVANANAN

erime

erime

' P
| . \
! . i |

LD

Zaman

&  GOOTAAATOGOAUTGOOCGTACATGOCUTGAA
i ‘ '

| | 1l
dort renkli floresan

Nl . nll
floresan IV
| | . ‘ | | | | | | elektroferogrami

sinyali

Sekil 2.4: Sanger sekanslama metodunun sematik olarak gosterilmesi.

2.8.2.2. Maxam-Gilbert Metodu

Maxam ve Gilbert bu metodu Sanger'den 2 yil sonra tanitmislardir'®.
Radyoaktif isaretleyiciler kullanilan bu metod baz alinarak gelistirilen ilk otomazite
sistem 1994’te Uretilmi§tir121. Bu yontem ile 5’ ucu radyoaktif olarak isaretlenen
DNA fragmaninin c¢esitli bolgelerden kirllmasi ve elde edilen drinlerin jel

elektroforezde ylritilmesi ile sekans bilgisi elde edilir.

2.8.2.3. Pyrosekanslama
1998’de yayinlanan bir makalede Ronaghi ve arkadaslari tarafindan tanitilan

bu yontem enzimatik bir yolla reaksiyon sirasinda her bir nikleotid eklenmesinde
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ortaya cikan pirofosfattan elde edilen ATP’nin, lusiferazi katalizleyip, lusiferin’in
oksilusiferine donlisimu reaksiyonu sirasinda agiga cikan isimayi Olcerek, istenilen

DNA fragmanindaki niikleotid sirasini belirlemeye yarayan bir yt')ntemdirm.

2.8.2.4. Yeni Nesil Dizi Analiz Yontemleri (Next Generation Sequencing)

Sanger ve Maxam-Gilbert’in 1970’lerde bilim dinyasina sundugu sekanslama
yontemleri ilk jenerasyon kabul edilmis; 1990’larin sonu ve 2000’li yillarda
gelistirilen hizh ve dasuk maliyetli yontemler “yeni jenerasyon sekanslama
yontemleri” ismi altinda anilmaya baslanmistir. Bir milyon baz basina bir dolardan
disik sekanslama maliyetine sahip bu yeni teknolojilerin glinimizdeki
arastirmalarda kullanimi hizla artmaktadir. Pyrosekanslamaya benzer ancak cok
daha hizli ve disiik maliyetli bir sistem olan “454 Pyrosequencing”, oligonikleotid
dizileri ve DNA ligaz kullanan “SOLID Sequencing”, Sanger metoduna benzer sekilde
zincir sonlandirici niikleotidler kullanan “Solexa” yeni jenerasyon sekanslama
yontemlerinin  baslicalaridir.  Ayrica halen gelistiriimekte olan “Nanopore”,
“Microfluid Sanger” ve mass spectrometry aracili sekanslama yéntemleri de gelecek

icin umut vaat etmektedir'®>.
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calisma icin Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji Anabilim
Dal’nda 2000-2013 tarihleri arasinda solid organ biyopsisi gergeklestirilmis KLL
hastalari Patoloji Anabilim Dali rapor arsivinden taranmistir. 51 hastanin toplam 54
adet solid organ biyopsisine ulasiimis ve ¢alismaya dahil edilmistir. Orneklerin 50’si
lenf nodu bir tanesi karaciger, bir tanesi dalak, bir tanesi tonsil ve bir tanesi de
orbita biyopsidir. 3 hastanin farkli zamanlarda alinmis olmak {zere iki adet solid
organ biyopsisi mevcuttur.

Hastalarin klinik ézellikleri ve laboratuvar verilerine Hacettepe Universitesi
Tip Fakiltesi’'nin hasta veri tabani kullanilarak ulasiimistir. Veri tabanindan,
hastalarin KLL tanisi aldiklari ve ¢alismada kullandigimiz biyopsi 6rneklerinin alindig
tarihler, halen hayatta ise son kontrol tarihleri, vefat ettiyse 6lim tarihleri, kan
mutlak lenfosit, I6kosit, trombosit, hemoglobin ve LDH degerleri kaydedilmistir

Biyopsi ornekleri yeniden degerlendirilip KLL tanisi teyit edildikten sonra
Hematoksilen&Eozin boyali preparatlardan proliferasyon merkezlerinin  tim
neoplastik alana orani kaydedilmistir. Bu degerlendirme igin biyopsi 6rnegine ait en
temsili preparat secildikten sonra mikroskopun 4x ve 10x blylitme objektifleri
kullanilarak yaklasik olarak oran verilmistir. Tamamiyla kiiciik matiir gériniimdeki
lenfoid hticrelerden olusan ve belirgin proliferasyon merkezi icermeyen biyopsilerde
bu oran 0 olarak kaydedilmistir. Dalak, karaciger 06rneklerinde ve tru-cut

biyopsilerde bu oran degerlendirilememistir.

3.1. immiinohistokimyasal Calisma

immiinohistokimyasal c¢alisma icin temsili blok secimi yapildi.  Tim
orneklerin immunohistokimyasal ¢alismalari Ventana Benchmark XT cihazi ile

asagidaki protokol ve Grtinler kullanilarak otomatik sistemle gerceklestirilmistir.
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Kullanilan antikor: p53

Marka: ScyTek, Logan, UT, USA. Klon: DO-7. Lot: 23081.

Deteksiyon kiti: iVIEW™ DAB Detection Kit
Marka: Ventana, Tuscon, AZ, USA. Lot: BO5879A

Anti-p53 antikoru ile boyanan preparatlar nikleer pozitiflik agisindan
degerlendirilip 10 blyidk blyitme alaninda her alan basina en az 500 hiicre

sayilarak pozitif neoplastik hiicrelerin tim neoplastik hiicrelere orani kaydedilmistir.

3.2. Molekiiler Galismalar

3.2.1. DNA eldesi:
Giris kisminda da belirtildigi Gizere immiinohistokimya ile gosterilen nikleer
p53 ekspresyonunun TP53 gen mutasyonu ile korelasyon gosterdigi

bilinmektedir!?*%>. Bu

bilgiye dayanarak maliyet-etkin olmasi agisindan
immunohistokimyasal calismalardan elde edilen sonuglara gore anti-p53 antikoru ile
2%5 oraninda pozitif reaksiyon gosteren vakalar TP53 geni dizi analizi icin
ayrilmistir.

Parafin bloklardan 5X10 um’lik kesitler yapilmistir. Bu kesitler yapilirken
kontaminasyonun 6nlenmesi amaci ile kullanilan bigak ve mikrotomun 6rnege
temas eden yerleri her 6rnek dncesinde alkol ve ksilol ile temizlenmistir. Elde edilen
kesitler 2 ml’lik eppendorf tiplere alinmistir. Kesitlerin deparafinizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu islem sirasinda oncelikle tiplere 600 ul ksilol koyulup
vorteksle karistirildiktan sonra tlpler 14000 rpm hizinda 3 dakika santifij edilmistir.
Santrifiij sonrasi stipernatan uzaklastirilip islem tekrarlanmistir. ikinci asamada
tiplere 600 pl %100 ETOH (etil alkol) eklendi ve vorteksle karistiriimistir. TUpler
14000 rpm’de 3 dakika santriflij edildikten sonra stipernatan uzaklastirilip bu islem
tekrarlanmistir. Alkoliin tamamen uzaklastirilmasi amaciyla tipler kapaklari agik
olarak 36 °C’ye ayarlanmis etiivde 10 dakika bekletilmistir.

Bu asamadan sonra, deparafinize olan orneklerden “QlAamp® DNA FFPE

Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)” DNA izolasyon kiti kullanilarak, DNA
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izolasyonu gergeklestirilmistir. Kisaca: alkoliin tamamen uzaklastigina emin
izolasyon kiti icerisinde bulunan ATL tamponundan (Tissue Lysis Buffer) 200’er pl
eklenmistir. Vorteksle karistirilan tipler 56 °C’de bir gece bekletilmistir. Ertesi sabah
ornekler 56 °C’'den 90 °C’ye alindi. 90 °C'de bir saat bekleyen 6rnekler DNA
izolasyon kitinde belirtilen basamaklar uygulanarak 50 pl hacme sahip DNA

cozeltileri elde edilmistir.

3.2.2. Dizi Analizi:

TP53 gen bilgileri NCBI GeneBank’tan elde edilmistir. Bu kaynaga gore TP53
geni 11 ekzona sahip olup alternatif splicing yolaklari nedeniyle toplamda 16 farkli
transkripte sahiptir ve bu transkriptlerin bir kismi normalde protein yapisina
katilmayan intronik bolgelerin transkripsiyona dahil olmasiyla gergeklesir.

ERIC grubunun yayinladigl rehberde de belirtildigi tizere TP53 mutasyonlari
%95 oraninda 4-9 ekzonlar arasinda (DNA baglanma bdlgesini kodlayan ekzonlar)

100115 4. ekzon mutasyonlari diger ekzonlara gére gok daha nadirdir

saptanmaktadir
ve bu calismaya 4. ekzon dahil edilmemistir. Bu ¢alismada yalnizca 5, 6, 7, 8, ve 9.
ekzonlarin dizi analizi gerceklestirilmistir. Literatiirde bu ekzonlarin tamamini
kapsayabilecek primerler ile PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Urlnleri elde
edilebilecegi belirtiimekle birlikte bu galismada kullanilan 6rneklerin formalinle
tespit edilmis parafine gomili dokular olmasi bu biylklikte bir bdlgenin

cogaltilmasina olanak vermemektedir'™.

Bu nedenle istenilen bolge kiguk
fragmanlar halinde cogaltilacak sekilde bu ekzonlar icin toplam 5 cift (forward ve
reverse olmak Uzere) primer dizayn edildi (Sekil 3.1.). Primerlerin uygunlugu BLAST
araciligi ile kontrol edilmistir'?®.

Primerlerin optimizasyonu igin kontrol DNA 6rnegi ile PZR bilesenlerinin
miktarlari ve T, sicakliklari degistirilerek cok sayida deneme gerceklestirilmistir
(Sekil 3.2). Her primerin erime sicakhgi (T,) ve gerekli diger bilesen (MgCl,, primer,
Taq, tampon ve distile su) miktarlari optimize edilip, en uygun degerler
kaydedilmistir. Tablo 3.1’de primerlerin temel 6zellikleri (T, PZR Griin blayukIGga,

25 pl’lik PZR karisiminda kullanilan 50 mM MgCL, ¢ozeltisi miktari) 6zetlenmistir.
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Daha sonra vakalara ait DNA 6rnekleri ve her bélge igin bir adet kontrol DNA 6rnegi
ile PZR calismalari yapilmistir. Elde edilen Urinlerin kalitesini kontrol etmek
amaciyla her PZR ¢alismasi sonunda urinler %2,5’luk agaroz jel elektroforez ile

yarittlmastar.

AAAAAAAGAAAAGCTCCTGAGGTGTAGACGCCAACTCTCTCTAGCTCGCTAGTGGGTTGCA
GGAGGTGCTTACGCATGTTTGTTTCTTTGCTGCCGTCTTCCAGTTGCTTTATCTGTTCACTTGT
GCCCTGA“CTTTCAACTCTGTCTCCTTC CTCTTCCTACAGTACTCCCCTGCCCTCAACAAGAT

GTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCC 5.[Fkzon!
GGCACCCGCGTCCGCGCCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTG
AGGCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATGGTGAGCAGCTGGGGCTGGA
GAGACGACAGGGCTGGTTGCCCAGGGTCCCCAGGCCTCTGATTCCT CTTA
GGTCT"GGCCCCTCCTCAGCATCTTATCCGAGTGGAAGGAAATTTIGCGTGTGGAGTATTTG pr—
.Ekzon!

GATGACAGAAACACTTTTCGACATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCGCCTGAGGTCTGG
TTTGCAACTGGGGTCTCTGGGAGGAGGG“GTTAAGGGTGGTTGTCAGTG"GCCCTCCAGG
TGAGCAGTAGGGGGGCTTTCTCCTGCTGCTTATTTGACCTCCCTATAACCCCATGAGATGTG
CAAAGTAAATGGGTTTAACTATTGCACAGTTGAAAAAACTGAAGCTTACAGAGGCTAAGGG
CCTCCCCTGCTTGGCTGGGCGCAGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAA
GGCAGGCGGATCACGAGGTTGGGAGATCGAGACCATCCTGGCTAACGGTGAAACCCCGTC
TCTACTGAAAAATACAAAAAAAAATTAGCCGGGCGTGGTGCTGGGCACCTGTAGTCCCAGC
TACTCGGGAGGCTGAGGAAGGAGAATGGCGTGAACCTGGGCGGTGGAGCTTGCAGTGAG
CTGAGATCACGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCGACAGAGCGAGATTCCATCTCAAAAAAAA
AAAAAAAAGGCCTCCCCTGCTTGCCACAGGTCTCCCCAAGGCGCACTGGCCTCA“TCTTGGG
CCTGTGTTATCTCCT”AGGTTGGCTCTGACTGTACCACCATCCACTACAACTACATGTGTAA
CAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCCATCCTCACCATCATCACACTGGAAGA | 7.Ekzon!
CTCCAGGTCAGGAGCCACTTGCCACCCTGCACACTGGCCTGCTGTGCCCCAGCCTCTGCTTG
CCTCTGACCCCTGGGCCCACCTCTTACCGATTTCTT“CCATACTACTACCCATCCACCTCTC A
TCACATCCCCGGCGGGGAATCTCCTTACTGCTCCCACTCAGTTTTCTTTTCTCTGGCTTTGGG
ACCTCTTAACCTGTGGCTTCTCCTCCACCTACCTGGAGCTGGAGCTTAGGCTCCAGAAAGGA
CAAGGGTGGTTGGGAGTAGATGGAGCCTGGTTTTTTAAATGGGACAGGTAGGACCT“GATT
TCCTTACTGCCTCTTG”CTTCTCTTTTCCTATCCTGAGTAGTGGTAATCTACTGGGACGGAAC
AGCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAA | 8.'Elczon!
TCTCCGCAAGAAAGGGGAGCCTCACCACGAGCTGCCCCCAGGGAGCACTAAGCGAGGTA
AGCAAGCAGGACAAGAAGCGGTGGAGGAGACCAAGG“GTGC ATTCAC
T"TTTATCACCTTTCCTTGCCTCTTTCCTAGCACTGCCCAACAACACCAGCTCCTCTCCCCAGC
CAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAATATTTCACCCTTCAGGTACTAAGTCTTGGG“ACCT
CTTATCAAGTGGAAAG"TTTCCAGTCTAACACTCAAAATGCCGTTTTCTTCTTGACTGTTTTA
CCTGCAATTGGGG&

9.'Ekzon!

Sekil 3.1: TP53 geninin 5. ekzonun basindan 9. ekzonun sonuna kadarki niikleotid dizisi ve kullanilan
primerlerin baglanma boélgeleri. Ekzonlar kalin ve alti gizili bélgelerdir. Her bir primer ciftinin (forward

ve reverse) baglanma bolgeleri farkl renklerle gosterilmistir.
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Isaret 5.ekzon 6.ekzon 7.ekzon 8.ekzon 9.ekzon

400 bp
300 bp

200 bp

o —
e —
e mor———
- =
- = ——
-
- -

100 bp

301 bp 192 bp 251 bp 240 bp 158bp

Sekil 3.2: incelenen ekzonlara ait kontrol DNA 6rnekleri ile elde edilen PZR iriinlerinin jel fotografi.

Alt sirada elde edilen Grlnlerin buyuklukleri gosterilmistir.

Tablo 3.1: PZR galismalarinda kullanilan primerlerin temel 6zellikleri (F: Forward, R:

Reverse)

PZR Uriin T
Bolge Primer Dizisi o MgCl, (u )
Biyukliigu (°c)

F: 5'-CTTTCAACTCTGTCTCCTTC-3'
5. Exon 301 bp 59 1
R: 5'-AGACCTAAGAGCAATCAGTG-3'

F: 5'-CTGATTCCTCACTGATTGCT-3'
6. Exon 192 bp 65 1
R: 5'-CACTGACAACCACCCTTAAC-3'

F: 5'-TCTTGGGCCTGTGTTATCTCCT-3'
7. Exon 251 bp 60 2
R: 5'-GAGAGGTGGATGGGTAGTAGTATGG-3'

F: 5'-GATTTCCTTACTGCCTCTTG-3'
8. Exon 240 bp 58 1
R: 5'-AATCTGAGGCATAACTGCAC-3'

F: 5'-AGTTATGCCTCAGATTCACT-3'
9. Exon 158 bp 54,5 1
R: 5'-CTTTCCACTTGATAAGAGGT-3'
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Elde edilen PZR duriinlerinden, dizi analizi 6ncesi “sekans PZR” galismasi
yapildi. Bu calismada klasik PZR’den farkli olarak deoksiniikleotid (dNTP) ile birlikte
isaretli dideoksinlkleotidler ve tek bir primer (forward) kullaniimistir. Bu PZR’de
dideoksiniikleotidlerin (ddNTP) kullanilma amaci ddNTP’nin, DNA polimeraz
tarafindan sentezlenen DNA zincirine baglandiktan sonra yeni bir nikleotid
baglanmasini engellemesi ve farkli uzunluklara sahip UGrinler olusturmaktir.
Boylelikle reaksiyon boyunca her son pozisyonunda ddNTP bagli, analiz edilmesi
istenen dizinin icerdigi niikleotid sayisi kadar farkli baz uzunluklarinda DNA dizileri
olusmaktadir.

Reaksiyonda kullanilmayan fazlalik primer, niikleotid ve diger kontamine
edici faktorleri uzaklastirmak amaciyla “sekans PZR” sonrasi elde edilen Urinler
kapiller elektroforez dncesi NaAC (sodyum asetat) kullanilarak saflastiriimistir. Bu
islemde oOncelikle elde edilen PZR {rinid Gzerine 2 pL. 3mM. pH: 4.6 olan NaAC
eklenmistir. Sonrasinda Uzerine 50 uL % 95’lik etil alkol eklendikten sonra karisim
1,5 ml’lik eppendorf tupine aktarilmistir, el ile hafifce vurularak karistiriimistir
(saflagtirmanin higcbir asamasinda vorteks kullaniimadi). Tupler buz lizerinde 15
dakika inkibasyona birakilmis ve sire sonunda hi¢ bekletilmeden 13.000 rpm
hizinda 20 dakika santrifiij edilmistir. Slipernatan uzaklastiriip Gzerine 250 uL
%70'lik etil alkol eklenmistir ve yine elle hafifce karistiriimistir. Karisim 13.000 rpm
hizinda 5 dakika santriflj edildi. Slipernatan tamamen uzaklastiriimistir ve oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. lyice kuruduguna emin olunan érnekler tizerine
20 pL formamid eklenerek vorteksle karistirildiktan sonra 95 °C de 5 dakika
denatiire edilip hizla buza alinmistir. Buza alinan o&rnekler ABI 3500 Genetic
Analyser’a yiklenmistir.

ABI 3500 Genetic Analyser©’dan elde edilen sekans giktilari ekzonlarina ait
sekans egrileri (elektroferogram) manuel ve otomatik olarak “National Library of
Medicine”e bagh bir genetik veri tabani olan “Nucleotide BLAST” yardimi ile kontrol

edilmistir.
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Kullanilan dokulardan elde edilen DNA’nin fragmante olmasi ve zaman
zaman PZR’yi inhibe etmesi nedeniyle yalnizca 10 adet o6rnekte dizi analizi

gercgeklestirilebilmistir.

3.3. istatistiksel Analiz

Sayisal veriler ortanca, minimum-maksimum degerleriyle; kategorik veriler ise
sayl ve yuzde ile Ozetlenmistir. Sayisal degiskenlerin iki grup bakimindan
karsilastirmalari icin Mann-Whitney U testi, iki sayisal degiskenin karsilastiriimasi
icin Spearman korelasyon katsayisi, kategorik verilerin analizi icin ise ki-kare testi
kullanilmistir. Sagkalim sirelerinin hesaplanmasinda Kaplan Meier egrileri, egrilerin
karsilastiriimasinda ise log-rank testi kullanilmistir. istatistiksel analiz icin “SPSS 15.0

for Windows” programi kullanilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik ve Laboratuvar Bulgulari

Calismaya dahil edilen toplam 51 hastanin 35’i (%68,6) erkek, 16’si1 (%31,4)
kadindi. Hastalarin ortalama tani yasi 60,3’tlir (ortanca 60, 41-83). Ortalama genel
sagkalim suresi 48,4 aydir. En kisa takip suresi 1 ay, en uzun takip suresi 135 aydir.
Takip sirelerini sonunda 51 hastanin 40’1 hala hayatta iken 11 hasta —tamami
hastaliga bagli sebeplerden olmak tizere- hayatini kaybetmistir.

Tani aninda hastalarin 4’G RAI evre 0, 21’i evre |, 5’i evre 2, 2’si evre 3 ve
10’u evre 4’tiir (Tablo 4.1). Kabaca 3 ana grupta toplandiginda; 4 hasta dustk risk,
26 hasta orta derecede risk ve 12 hasta yiksek risk kategorisinde olacak sekilde
evrelenebilir. 9 hastanin klinik ve laboratuvar bilgilerine ulasilamadigindan RAI
evresi belirlenememistir. Evre 0 hasta sayisinin ¢ok az olmasi nedeniyle hastalar
klinik evrelerine gore iki gruba indirgenerek (Evre 0, 1 ve 2 disuk risk; evre 3 ve 4
yuksek risk olacak sekilde) yapilan genel sagkalim sireleri karsilastirmasinda yiiksek
evreye sahip hastalarin daha kota bir klinik seyir gosterdikleri izlenmistir (p=0,030)
(Sekil 4.1).

Tablo 4.1: Hastalarin evrelere gore dagilimlari

Evre Hasta Sayisi (n) Yizde
(%)

0 4 %7,8

1 21 %41,2

2 5 %9,8

3 2 %3,9

4 10 %19,6

Bilinmeyen 8 %17,6

Toplam 51 %100
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o Disuk RAl evresi
Yiksek RAI evres

Genel sagkalim

Zaman (ay)

Sekil 4.1: Hastalarin RAIl evrelerine gore sagkalim egrileri.

Yapilan korelasyon analizlerinde hastaligin tani yasi ile genel sagkalim siiresi
arasinda ters korelasyon oldugu gorilmistir (p<0,05, korelasyon katsayisi= -0,667).
Bunun disinda genel sagkalim siiresi ile hastalarin cinsiyetleri, kan LDH, |okosit,
trombosit, hemoglobin ve mutlak lenfosit degerleri arasinda istatistiksel olarak

anlamliiliski bulunamamuistir.

4.2. Morfolojik ve immiinohistokimyasal Bulgular

incelenen 54 biyopsi érneginin 50 tanesi lenf nodu geri kalan dért érnek ise
dalak, karaciger, tonsil ve orbita biyopsisidir. 2 6rnek tru-cut biyopsidir.
Orneklerin proliferasyon merkezi/toplam biyopsi alani (PM/TBA) orani en

temsili preparat baz alinarak degerlendirilmistir. Bir 6rnegin karaciger, bir 6rnegin
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dalak olmasi ve iki 6rnegin de tru-cut biyopsisi olmasi nedeniyle bu dort 6rnekte
PM/TBA orani degerlendirmesi yapilamamistir. Ayrica 5 6rnegin doku tespit ve takip
kalitesinin kotlu olmasi ya da otolitik degisiklikler icermesi nedeniyle PM/TBA orani
degerlendirilememistir. Genel olarak bakildiginda tanisal anlamda yardimci bir
morfolojik bulgu olan proliferasyon merkezlerinin olgular arasinda belirginlik ve
buyiklik bakimindan buyuk farkliliklar (PM/TBA %10-80) gosterdigi dikkati cekmistir
(Sekil 4.2). Bu baglamda PM/TBA orani ile genel sagkalim sureleri arasinda
korelasyon analizi yapilmis ancak istatistiksel olarak anlamli bir iligki
gosterilememistir (p=0,133, korelasyon katsayisi=0,233). Olgular PM/TBA oranlarina
gore, <%50 (PM’den fakir) ve 2%50 (PM’den zengin) olacak sekilde iki gruba
ayrilarak yapilan genel sagkalim sireleri karsilastirmasinda da istatistiksel olarak
anlamli bir sonug elde edilememistir (p=0,290). Bu iki grup baz alinarak o6lim
oranlari arasindaki iliski arastiriimis ancak PM/TBA orani ile 6lim oranlari arasinda

bir iliski bulunamamistir.

Sekil 4.2: Proliferasyon merkezlerinin yayginligini gésteren érnekler. Proliferasyon merkezleri daha az

belirgin olan bir 6rnek (A). Proliferasyon merkezleri yaygin ve birlesme egilimi gosteren bir 6rnek (B).
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Anti-P53 antikoru ile vyapilan imminohistokimyasal c¢alismada p53
ekspresyon artisinin 0Ozellikle prolenfositler ve paraimmiinoblastlardan zengin
proliferasyon merkezlerinde daha yogun oldugu ve bu hiicrelerin diger hiicrelere
gore daha koyu bir boyanma sergiledigi dikkati cekmistir (Sekil 4.3). Hastalarin p53

ekspresyon ylizdelerine gore dagilimlari Tablo 4.2'de gosterilmektedir.

Sekil 4.3: imminohistokimyasal yéntemle saptanan p53 ekspresyonu. Yaygin p53 ekspresyonu
gosteren bir 6rnek (A). Daha az sayida hiicrede p53 ekspresyonu izlenen bir 6rnek (B). Her iki olguda

da iri hiicrelerde daha yogun boyanma dikkat ¢ekmektedir.

Tablo 4.2: Biyopsi 6rneklerinin p53 ekspresyon ylizdelerine gére dagilimlari

P53 boyanma yiizdesi Hasta Sayisi (n)
0-5 30
6-50 20
51-100 4

Hastalarin sagkalim siireleri ile p53 boyanma ylizdesi arasindaki iliskiyi
belirlemek igin yapilan korelasyon analizinde istatistiksel olarak anlamli bir sonug
elde edilememistir (p=0,701 korelasyon katsayisi=0,055). Olgular p53 ekspresyon
ylzdelerine gore 1-<%5, 2- 2%5 olarak sekilde 2 grupta toplanmis ve bu iki grup

arasinda sagkalim siireleri bakimindan farklilik olup olmadigi arastirilmistir. Kaplan-
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Meier egrisinde de goriilebilecegi Uzere bu iki grup arasinda sagkalim sireleri

acisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunamamustir (Sekil 4.4).

L p53 ekpresyonu <%5
PR p53 ekpresyonu 2%5

Genel sagkahm

Zaman (ay)

Sekil 4.4: p53 ekspresyon yiizdelerine gore iki gruba (<%5 ve 2%5) ayrilan hastalarin sagkalim egrileri

incelenen &rneklerin 5’inde fokal prolenfositik transformasyon mevcuttur.
Bu orneklerin p53 ekspresyon yizdeleri iki olguda %0, diger olgularda %15, %80 ve
%100 seklindedir. Transformasyon izlenen hasta sayisinin ¢ok az olmasi nedeniyle
transformasyon ve p53 ekspresyon yiizdesi arasindaki iliski incelenememistir.

3 hastanin ikiser biyopsi 6rnegi bulunmakta olup bu hastalarda iki biyopsi
arasl p53 ekspresyon vyilizdeleri arasindaki farkliiga bakilacak olursa; bir hastada
degisim olmazken (%20->%20), diger iki hastada ekspresyon yiizdesinde artim
dikkati ¢cekmistir (%3->%15 ve %30->%70). Ancak hem ilk hem de sonraki biyopsi
orneklerinde mutasyon analizi yapilan hasta olmadigindan bu ekspresyon

farkhliginin yeni gelismis p53 mutasyonuna bagl olup olmadigi incelenememistir.
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4.3. Molekiiler Calismalardan Elde Edilen Bulgular

Dizi analizi gergeklestirilebilen 10 vakanin 5., 6., 7., 8. ve 9. ekzonlarina ait
sekans egrileri (elektroferogram) manuel ve otomatik olarak “National Library of
Medicine”e bagl bir genetik veri tabani olan “Nucleotide BLAST” yardimi ile kontrol
edilmistir’?®. incelenen olgularin immiinohistokimya ile elde edilen en yiiksek p53
ekspresyon yiizdesi %90 iken en disik deger %15'tir.

Yapilan inceleme sonucu iki olguda 5. ekzonda lokalize 154. kodonda
154GGC>GGT degisimi saptanmistir (Sekil 4.5). 462. bazda gercgeklesen Sitozin’in
Timin’e donidsimi aminoasit degisimine neden olmamakta ve bu kodon halen
Glisin’i kodlamaktadir. Bu degisim disinda hicbir olguda nikleotid degisimi, delesyon

ya da insersiyon tipi bir mutasyon izlenmemistir.
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Sekil 4.5: Olgulardan birine ve kontrol &rnegine ait 5. ekzon elektroferogramlari. Ustteki

elektroferogram calisma vakalarindan birine asagidaki elektroferogram ise kontrol 6rnegine aittir.

C>T degisimi oklarla gosterilmistir.
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5. TARTISMA

KLL ozellikle vyash poptlasyonu etkileyen, disik dereceli B hiicreli
lenfoproliferatif hastaliktir. Bagvuru sirasinda disik RAI evresine sahip olan bazi
hastalarda, klinik seyrin hizlanarak kisa slirede hastanin yasamini tehdit edecek
boyuta ulasabildigi bilinmektedir. Yillardir hastaligin seyrini ve hastanin progresyon
riskini dngorebilecek parametreler yani sira tedaviye yanit hakkinda fikir verebilecek
prediktif faktorlere yonelik arayislar sirmektedir. Son yillarda sayilarinda belirgin
artim izlenen calismalar neticesinde bu prognostik ve prediktif faktorler arasinda
TP53’li iceren anomaliler 6ne ¢gikmaktadir.

Hastalik evresinin bugline kadar yapilan bitiin arastirmalarda oldugu gibi bu
calismada da genel sagkalim (zerinde belirleyici oldugu gérilmistir. Calismamizda
ileri evreli olgu grubunun daha ylksek 6lim oranlarina sahip oldugu ve genel
sagkalim siirelerinin daha kisa oldugu gozlenmistir. Bir kismi, hastalarin evrelerini
belirlemede kullanilan parametreler olmasina ragmen, ¢alismamizda, kan
hemoglobin, trombosit, 16kosit ve mutlak lenfosit sayisi ile genel sagkalim siireleri
ya da 6lum oranlari arasinda bir korelasyon gosterilememistir. Literatliirde hastanin
evresinden bagimsiz olarak disiik hemoglobin ve trombosit sayilarinin koti

127 calismamizda bu iliskinin gésterilememis

prognozla iliskili oldugu bildirilmistir
olmasinin nedenleri hasta sayisinin yetersiz olmasi ve bazi hastalarin laboratuvar
degerlerine ulasilamamis olmasi seklinde siralanabilir.

Uzun yillardir, yiiksek mitotik aktiviteye sahip olmasi nedeniyle proliferasyon
merkezlerinin genisliginin prognoz Uzerine etkisi olabilecegi distnilmekte olup bu
konuda literatiirde 6nemli galismalar bulunmaktadir. Ancak bir ¢alisma haricinde
yapilan arastirmalar proliferasyon merkezlerinin yayginhgi ile hastalik prognozu veya

sagkalim sureleri arasinda bir iliski gdsterememistir®®'%

. 2012 yilinda Ciccone ve
arkadaslarinin yayinladigi calismada 183 hastanin lenf nodu eksizyonel biyopsileri
incelenmis olup proliferasyon merkezlerinden zengin ve fakir morfolojiye sahip
ornekler olmak Uzere iki grup olusturulmustur. Bu ayrim objektif kriterlere
dayanarak degil kiglk blyitmede proliferasyon merkezlerinin birbiriyle birlesen

yapida olup olmamasina dayanarak gergeklestirilmistir. Bu calismada proliferasyon
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merkezlerinden zengin olgularin ortalama sagkalim sureleri 11 ay, digerlerinin ise 64
ay olarak belirlenmis olup aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur®.
GCalismamizda proliferasyon merkezlerinin yayginligi/blyuklugu ile genel sagkalim
sliresi arasinda bir korelasyon gosterilememistir. Ancak hasta sayisinin az olmasi ve
proliferasyon merkezlerinin alan hesabinin yari kantitatif sekilde yapilmis olmasi bu
sonucun givenilirligini dustiren faktorlerdir. Literatirdeki calismalar ile calismamizin
sonuglari birlikte ele alindiginda proliferasyon merkezlerinin sagkalim stresine etkisi
konusunda kesin yorum yapmak miimkin olamamistir®®. Daha genis serilerle ve
daha objektif kriterlerle yapilacak calismalar bu konuda aydinlatici nitelikte
olacaktir.

Ginlimuizde mutasyon analizi icin cok sayida yontem kullanilmaktadir. Tiroid
papiller karsinom, pankreas karsinomu, kolon karsinomu gibi kanserler belirli
genlerde (BRAF, KRAS...) literatiirde detaylica tanimlanmis belirli mutasyonlar
icermektedir. Bu mutasyonlarin saptanmasi sirasinda ylksek hassasliga sahip
pyrosekanslama, “real-time PCR” gibi yontemlerin kullanimi yeterli bulunmaktadir.
Bu yontemlerin, yukarida bahsedilen tiimérlerde izlenen spesifik gen mutasyonlarini
saptamada Sanger sekanslama ile benzer hassasiyete sahip oldugu

129130 Ancak bu yéntemler cok kiiciik DNA bélgelerini analiz etmekte

gosterilmistir
ve sadece bilinen mutasyonlari saptayabilmektedir. KLL olgularindaki TP53
mutasyon profili yukarida adi gecen genlerde izlenenler kadar dar bir spektruma
sahip degildir. Her ne kadar analizinin yapilmasi tavsiye edilen bdlge tim TP53
geninin kiclk bir kismini icerse de cok sayida farkli mutasyon saptanabilme
ihtimalinin olmasi nedeniyle halen Sanger sekanslama yéntemi ile tim bu bdlgenin
niikleotid dizisinin belirlenmesi altin standart olarak kabul edilmektedir'®.

Patoloji  pratiginde  immunohistokimya ile p53 ekspresyonunun
arastirilmasinin altinda yatan sebep yiiksek p53 ekspresyonunun TP53 mutasyon
varligi ile korele olabilecegi diisiincesidir. immiinohistokimya ile saptanan p53
ekspresyonunun, KLL prognozu ile iliskisi konusunda ise literatlirde henilz sinirli

sayida calisma mevcuttur. Ancak immunohistokimyanin TP53 mutasyonu varhgini

yansitmadaki yuksek basarisi, ydontemin kolay uygulanabilir ve maliyeti diisiik olmasi
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nedeniyle bu konudaki ¢alismalarda artis izlenmesi beklenmektedir. Schlette ve
arkadaslari tarafindan 2009 yilinda yapilan ve KLL tutulumu gosteren 222 adet
kemik iligi biyopsi 6rneginin incelendigi ¢alismada, %40 ve Uzeri yayginlikta p53
boyanmasi gosteren hastalarin sagkalim sirelerinin belirgin olarak kisalmis oldugu
gésterilmigtirm. ingilizce literatiirde KLL hastalarinin lenf nodu &rneklerinde
immunohistokimya ile p53 ekspresyonunun prognoz ile iliskisinin incelendigi bir
calismaya ulagilamamistir. Calismamizda dncelikle p53 ekspresyonu yiizde degerleri
ile sagkalim sireleri arasinda korelasyon arastiriimis olup istatistiksel olarak anlamli
bir sonuc¢ elde edilememistir. Daha sonra bir esik deger belirlenmeye calisilmistir
ancak p53 ekspresyonu ile sagkalim sireleri arasinda korelasyonun zayif olmasi
nedeniyle Roc analizinden sonug alinamamis ve bir esik deger belirlenememistir. Bu
nedenle hastalari yaklagik olarak esit iki gruba ayiran %5 esik degeri esas alinarak
yapilan analizde, bu iki grubun sagkalim sireleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamamigtir. Hasta grubuna literatirdeki diger bazi galismalarda
kullanilan %50 esik degeri ile bakildigi zaman bu esik degerin Ulzerinde p53
ekspresyonu gosterip yeterli klinik takibi olan ¢ok az sayida hastanin (n=3)
bulunmasi nedeniyle saglkli yorum yapmak miimkin olamamustir.

Calismamizin dizayni sirasinda p53 ekspresyonu %5 ve (zeri olan 28 olgunun
TP53 genlerinin yukarida belirtilen 5 ekzonunun dizi analizlerinde mutasyon
taramas! yapilmasi planlanmistir. Ancak amplifikasyon calismalarina baslandiginda
kontrol 6rneginin periferik kanindan elde edilen DNA ile {irlin elde edilmesine karsin
bircok olguda formalinde tespitli parafine gomili dokulardan elde edilen DNA ile,
sekans galismalarinda kullanilabilecek kalitede Uriin elde edilememistir. Takip ve
tespit kosullarinin ideal olmadigi durumlarda dokulardan elde edilen DNA’nin kigik
fragmanlara ayrilmasi nedeniyle bu tir molekiler g¢alismalarin  olumsuz
etkilenebilecegi bilinmektedir. Sonuc olarak calismamizda toplam on hastada sekans
bilgisi elde edilebilmistir.

TP53, 17. kromozomun kisa kolunda yer alan timor stupresor bir gen olup
hiicre déngusit duraklamasi, apoptoz ve DNA tamiri gibi 6nemli hiicre ici yolaklarda

gorev almaktadir. insan kanserlerinde en sik mutasyonu saptanan gen olan TP53,
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KLL hastalarinda da prognozda belirleyici role sahiptir. Yapilan calismalar TP53
genini iceren 17. kromozomdaki ilgili lokusun kaybinin (del17p13) ya da TP53’lin
mutasyonunun genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim Uzerine negatif etkileri
oldugunu géstermistir®®1°%11%114 17513 delesyonu FISH ile gdsterilebilirken TP53
mutasyonu igin Onerilen yontem genin (en azindan) en sik mutasyon izlenen

190" |iteratirde hematopoietik sistem ve

bolgelerinin direkt sekanslanmasidir
hematopoietik sistem disi birgok neoplazide immuinohistokimya ile saptanan yiksek
p53 ekspresyonunun TP53 mutasyonu varligi ile iliskili olabilecegine isaret eden
calismalar mevcuttur. Diffiz biylik B hicreli lenfomalar Uzerinde yapilan bir
calismada immunohistokimya ile >%50 hiicrede p53 ekspresyonunun gosterilmesi,
mutasyon analizi kadar saglikli olmasa da hastalarin risk stratifikasyonu icin

132 Gahsmamizda olgularin

kullanilabilecek bir dolayli belirteg olabilir denilmektedir
5 tanesinde p53 ekspresyon orani %50 ve Uzeri olarak saptanmistir. Bu olgulardan
ancak bir tanesinde (p53 ekspresyonu %90) yukarida belirtilen 5 ekzonunun
mutasyon analizi yapiimis olup bu olguda aminoasit degisimine yol acan mutasyon
saptanmamistir. Ancak bir olguda 5. ekzon 154. kodonda non-sense (aminoasit
degisimine yol ag¢mayan) mutasyon veya tek nukleotid varyasyonu ile
aciklanabilecek noktasal bir degisim saptanmistir. Hastalarin neoplastik olmayan
doku Ornekleri ayni zamanda sekanslanmadigi icin bu nulkleotid degisiminin bir
non-sense mutasyon mu yoksa tek niikleotid varyasyonu mu oldugunu belirlemek
mimkin degildir. Benzer sekilde immiinohistokimyasal olarak %20 oraninda p53
ekspresyonu gosteren ikinci olguda da ayni genetik degisiklik gdzlenmistir.
Hematopoietik sistem digindaki timorlerde yapilan imminohistokimyasal
p53 ekspresyonu ile ilgili calismalarda ¢ok farkli sonuglar elde edilmistir. Ornegin
over karsinomlarinda yapilan bir galismada diffiz p53 pozitifligi ya da tamamiyla
negatif bir gérintlnin yiksek giivenilirlikle o timoérde bir TP53 mutasyonu varligina
isaret ettigi (bu c¢alismada tarif edilen bu boyanma paternlerine sahip vakalarin
%94’iinde TP53 mutasyonu gosterilmistir) séylenmektedirlaa. Kolon tumorleri
Uzerinde yapilan bir calismada ise diffiiz p53 pozitifliginin yliksek dogrulukta TP53

mutasyonunu 6ngordigu ancak daginik boyanma paterninin farkli nedenlerle aktive
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olmus mutant olmayan bir TP53 genini yansittigi séylenmektedir134. Ayrica bir diger
calismada hepatoseliiler karsinomda imminohistokimya ile gosterilen %5 ve
Uzerindeki yogunluga sahip p53 boyanmasinin TP53 mutasyonu igin glvenilir bir
dolayli belirte¢ oldugu yéninde bir sonuc éne surilmektedir’®. Géruldugi gibi
immunohistokimya ile gosterilen p53 ekspresyonu farkli timérlerde farkh sonuglari
yansitmaktadir.

Hem bizim ¢alismamizda hem de diger galismalarda gozlenen yiiksek oranda
p53 pozitifligi oldugu halde mutasyon saptanmamis olmasi durumu iki sekilde
aciklanabilir; 1- olguda mutasyon vardir ancak bu ¢alisma ile gosterilememistir, 2-
olguda mutasyon yoktur ve imminohistokimya ile belirlenen p53 ekspresyonu,
mutasyon varligindan ziyade p53’lGn post-translasyonel modifikasyonuna bagli
proteinin ubikuitinizasyonun ve dolayisiyla yikiminin engelleniyor olmasina baghdir.
Bu calismada, her ne kadar inceledigimiz bolge literatlirde gosterilmis
mutasyonlarin %90’In1 igeren bolgeyi kapsiyor da olsa, tim p53 geninin sekansi
analiz edilmemistir. Olgunun TP53 geninde ekzon 5, 6, 7, 8, 9 disindaki bir bolgede
mutasyon olabilir. Ayrica Sanger sekanslama metodunda heterozigot mutasyonlarin
saptanmasinda cesitli sikintilar yasanabilecegi, yanlis negatif ya da yanls pozitif
sonuclar elde edilebilecegi bilinmektedir'®®. Elde edilen analiz giktilarinin
degerlendirilmesinin bilgisayar programlari ile yapilmasi ya da bu degerlendirmenin
manuel olarak yapilmasi sirasinda heterozigot mutasyonlara ait piklerin dikkate
alinmamasi, bu yontemin sensitivitesi Uzerine yapilan ¢alismalarda dile getirilen

136 Bu nedenlerle olusabilecek hatali degerlendirmelerden kacinmak

ihtimallerdir
icin ¢esitli Oneriler mevcut olup heniiz genel kabul gérmis bir ydntem
bulunmamaktadir. Ayrica Sanger sekanslama yontemi ile glivenilir sonug elde
edilmesi i¢in diger mutasyon analiz yontemlerine goére daha yuksek miktarlarda

129 Kullandigimiz érneklerin cok yiiksek

neoplastik hicreye ihtiyac duyulmaktadir

oranda neoplastik hiicre icermesi nedeniyle bu ihtimal blyik oranda dislanmistir.
ikinci durum, yani aslinda yiiksek p53 ekspresyonu gésteren bir olguda TP53

geninin wild-type olmasi ve imminohistokimyasal yontemle gosterilen yiksek p53

ekspresyonunun TP53 mutasyonu disinda bir nedene bagli olmasi ihtimali de
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bulunmaktadir. Hiicre ici p53 fonksiyonu ve diizeyi transkripsiyon, translasyon, post-
translasyonel modifikasyon gibi bircok basamakta kontrol edilmektedir. P53 proteini
dizeylerinin yliksek olmasi yalnizca TP53 mutasyonuna bagh olmayip p53
proteininin yikimini engelleyen ya da ekspresyonunun artmasina neden olan bircok
farklh durumda da gergeklesebilir. Akut myeloid 16semi olgularina ait neoplastik
hiicreler Gzerine yapilan bir calismada, p53 protein fonksiyon bozuklugunun yalnizca
mutasyonla iligkili degil translasyonel ya da post-translasyonel mekanizmalarla

137 Normal durumlarda hizlica yikim yolaklarina

meydana gelebilecegi gosterilmistir
yonlendirilen p53 proteini hiicre ici artmis stres durumunda (DNA hasari, onkogen
aktivasyonu...) birikerek hiicrenin déngisiiniin duraksamasi ya da apoptoza dogru

138139 p53’lin stabilizasyonu ve hiicre igi birikimi,

ilerlemesine katkida bulunabilir
fosforilasyon ya da asetilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlar araciligi ile
olur ve bu modifikasyonlar p53’lUn ubikuitinizasyonunu engeller. Bu gibi bir durum
neticesinde de immuinohistokimya ile yiiksek oranda p53 ekspresyonu saptanabilir.

Calismamizda elde edilen ilk PZR driinleri ile hem forward hem de reverse
primerler kullanilarak sekans verisi elde edilebilirdi. Bu sayede ¢alismanin
glvenilirligi artmis olur ve olasi yanls negatif ya da yanlis pozitif sonuglarin 6niine
gecilebilirdi. Ancak calismamizda kullanilan dokulardan elde edilen DNA’nin ve
maddi  imkanlarin  kisithhgl  nedeniyle  bahsedilen bu detayll analiz
gerceklestirilememistir.

Son yillarda kullanimi yayginlasan “derin” sekanslama ydnteminde
ilgilenilen DNA bolgesi, Sanger sekanslamada oldugu gibi yalnizca bir kez degil en az
yedi kez okunmakta ve bdylece analizin dogruluk orani ve disuk frekanstaki
degisikliklerin saptanma olasiligi belirgin olarak artmaktadir. Calismamizda Sanger
sekanslama yontemi kullaniimistir. Bu yontem ile 6rnek iginde disik frekanstaki
degisiklikleri saptama olasiligi duisiiktiir. Ornegin bazi olgularda sadece proliferasyon
merkezindeki hicrelerde gozlenen p53 boyanmasinin gergekten bir mutasyonu
yansitip yansitmadigi ve dolayisiyla proliferasyon merkezlerinin bu mutator
fenotipin ortaya c¢ikmasinda rolii olup olmadigi sorularini bu yontemle

cevaplayabilmek mumkin olamamigtir. Bunun igin ya derin sekanslama
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yontemlerine basvurmak ya da boyanma gosteren hicreleri mikrodiseksiyon
yontemi ile ayirdiktan sonra dizi analizini gerceklestirmek gereklidir.

Sonug olarak, KLL hastalarinin degisken klinik seyir gostermeleri nedeniyle
hastalarin risk durumunu tayin etmeye yarayacak prognostik parametrelere
gereksinim vardir. Simdiye kadar prognozla iliskisi gosterilen degiskenler arasinda
TP53 mutasyonu &ne ¢ikmaktadir. immiinohistokimyasal yéntemlerle saptanan p53
ekspresyonu, genellikle TP53 mutasyonunu vyansitmakla birlikte uygun esik
degerlerin belirlenmesi 6nemlidir. Ayrica p53 ekspresyonu TP53 mutasyonu disinda
nedenlerle de izlenebilir. Bu nedenle glinimiizde TP53 mutasyonunu saptamada
altin standart olarak gosterilen yontem Sanger sekanslama olup KLL hastalarinda
tedaviye baslamadan 6nce, en azindan TP53 geninin 4, 5, 6, 7, 8 ve 9. ekzonlarinin

1% Gunumizde, daha ¢ok arastirmalarda

dizi analizi yapilmasi o6nerilmektedir
kullanilan yeni jenerasyon sekanslama tekniklerinin rutin pratigimize girmesi ile bu

gibi islemler ¢ok daha kisa siirede ve disik maliyetle gerceklestirilebilecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

1-

ileri evre KLL hastalar disiik evre KLL hastalarina gére daha kisa sagkalim
suresine sahiptir.

Proliferasyon merkezlerinin yayginhgi/genisliginin prognoza etkisi halen
tartismali bir konu olup galismamizda yaygin proliferasyon merkezleri igeren
olgular ile icermeyen olgular arasinda sagkalim siireleri agisindan anlamli bir fark
gosterilememistir.

immiinohistokimya ile gosterilen p53 ekspresyonunun sagkalim lizerine etkisi
gosterilememistir.

Degerlendirilen on olgunun ikisinde 5. ekzonda kodon 154’te aminoasit
degisimine yol agmayan GGC>GGT degisikligi gosterilmistir. Ancak yiiksek p53
ekspresyonunun TP53 mutasyon varligi ile iliskisi gosterilememistir. Dolayisiyla
immunohistokimyasal yontemle saptanan p53 ekspresyonunun, TP53 geninin
Sanger sekanslama yontemi ile incelenen ekzon 5-9 arasindaki bolgedeki
mutasyonlar disinda sebeplere baglh olabilecegi diistinGImdistar.

Sanger sekanslama ile gergeklestirilecek dizi analizi igin ylksek kalitede doku
orneklerine ihtiyac duyulmaktadir. Molekiler yontemlerin rutin patolojide
giderek artan onemi goz onine alindiginda, patoloji bolimlerine iletilen
dokularin takip ve tespit asamalarinin optimal kalitede DNA eldesine imkan
verecek sekilde standardize edilmesi gereklidir. Buna alternatif olarak neoplastik
doku orneklerinden taze doku ayirilarak doku bankalarinin olusturulmasi

potansiyel molekiler calismalar agisindan 6nem arz etmektedir.
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11 | 17945 2003
12 | 786 2004
13 [ 1182 2004
14 | 9347 2004
15 | 9586 2004
16 | 2771 2006
17 | 7750 2006
18 | 8712 2006
19 | 14131 2006
20 | 14449 2006
21 | 19342 2006
22 | 19415 2006
23 | 21019 2006
24 | 757 2007
25 | 5023 2007
26 | 6921 2007
27 | 7932 2007
28 | 9566 2007
29 | 14439 2007
30 | 17482 2007
31 | 19776 2007
32 | 4538 2008
33 | 7541 2008
34 | 16897 2008
35 | 19567 2008
36 | 21515 2008
37 | 11282 2009
38 | 16489 2009
39 | 17918 2009
40 | 20705 2009
41 | 20991 2009
42 | 8714 2010
43 | 19429 2010
44 | 6878 2011
45 | 10642 2011
46 | 11507 2011
47 | 13451 2011
48 | 14061 2011
49 | 3530 2012
50 | 16259 2012
51 | 17551 2012
52 | 17849 2012
53 | 2232 2013
54 | 5623 2013
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