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Ozet: Kronik lenfositik 16semi (KLL) ileri yas hastalarda en sik gozlenen 16semi tiirii olup, hem klinik hem de genetik agidan
oldukga heterojen bir hastaliktir. Kronik lenfositik 16semi de tekrarlayan kromozom anomalilerinin prognostik énemleri uzun
yillardir bilinmekte olup, gen mutasyonlarinin da klinik 6énemleri agiga kavusmaya baglamistir. NOTCH1 gen mutasyonlart KLL’de
en sik mutasyon gozlenen gen olup, tedavi direnci ve Richter Sendromuna déniisiim ile iligkilendirilmektedir. Son yillarda yapilan
caligmalarda NOTCH1 gen amplifikasyonlari gesitli kanser tiplerinde raporlanmistir. Bizim daha 6nce izole delesyon 13q saptanan
KLL vakalar1 ile yaptigimiz bir ¢alismada NOTCH1 gen dizisini igeren kopya sayis: artislart mikroarray yontemi ile saptanmistir
ancak klinik bulgular ile iliskilendirilmemistir. Biz de bu ¢alismamizda gesitli kromozomal anomalilere sahip ve daha fazla KLL
olgusuna ait periferik kan orneklerinde NOTCH1 gen kopya sayisi artislarini FISH yontemi ile incelemeyi ve KLL’nin klinik
heterojenitesinde NOTCH1 amplifikasyonunun etkisini arastirmay:r amagladik. Caliymaya dahil edilen 130 KLL vakasinin 4’tinde
FISH ¢alismasi bagarisizlikla tamamlannmus olup, geriye kalan 126 olgunun hi¢birinde NOTCH1 gen kopya sayisi degisikligi tespit
edilmemistir. Calismamiz sonucunda KLL’nin klinik heterojenitesinde NOTCH1 gen amplifikasyonlarinin bir etkisi olmadigi
sonucuna vartlmigtir. Ancak olgu grubumuzun bityiik kisminin, iyi prognostik etkiye sahip sitogenetik belirteglere sahip olmasi
sebebiyle, kotii klinik seyre sahip, daha fazla sayida KLL vakalarinda NOTCH1 gen kopya sayisinin arastirilmasi gerekmektedir.
Anahtar Kelimeler: KLL, FISH, NOTCH1 gen amplifikasyonu

Abstract: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common type of leukemia observed in elderly patients and is a highly
heterogeneous disease both clinically and genetically. The prognostic significance of recurrent chromosomal abnormalities in
chronic lymphocytic leukemia has been known for many years, and the clinical significance of gene mutations has begun to emerge.
NOTCH1 gene mutations are the most frequently mutated gene in CLL and are associated with treatment resistance and conversion
to Richter Syndrome. In recent studies, NOTCH1 gene amplifications have been reported in various cancer types. In a study we
conducted with CLL cases with isolated deletion 13qg, copy number increases containing the NOTCH1 gene sequence were detected
by microarray method, but they were not associated with clinical findings.In this study, we aimed to examine the NOTCH1 gene
copy number increases in peripheral blood samples of more CLL cases with various chromosomal anomalies by FISH method and
to investigate the effect of NOTCH1 amplification on the clinical heterogeneity of CLL. FISH study was completed unsuccessfully
in 4 of 130 CLL cases included in the study, and NOTCH1 gene copy number changes were detected in any of the remaining 126
cases. As a result of our study, it was concluded that NOTCH1 gene amplifications have no effect on the clinical heterogeneity of
CLL. However, since most of our case group has cytogenetic markers with good prognostic effect, it is necessary to investigate the
NOTCHZ1 gene copy number in more CLL cases with poor clinical course.
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1. Giris

Kronik lenfositik Iosemi (KLL) bati
iilkelerinde en sik gdzlenen losemi tiirii olup,
insidanst 4,2/100.000/y1l’dir. Ortalama tani
yagt 72°dir. Kemik iliginde, monoklonal
CD5+ B hiicrelerin birikimi ve proliferasyonu
ile karakterize olan KLL’de genetik
anomaliler  prognostik  agidan  oldukca
onemlidirler (1).

Kronik lenfositik I8semilerin  %82’sinde
kromozomal anomaliler saptanmakta olup, en
stk gozlenen (%50) kromozomal anomali 13.
kromozomun  uzun kol  delesyonlari
(del13q)’dur ve KLL’nin erken evrelerinde
gozlenmekte olup, 1iyi prognoz ile
iliskilendirilmektedir. Kromozom 11 uzun kol
delesyonlar1 (delllq) %18, kromozom 17 kisa
kol delesyonlart (dell7p) %7 oraninda
gozlenmekte olup, koti prognostik etkiye
sahiptirler. Trizomi 12 (+12) ise %16
oraninda saptanmakta ve orta prognostik risk
grubunda yer almaktadir (2).

Gelisen teknolojiler ile yapilan analizler
sonucunda KLL’de tekrar eden mutasyonlar
ve epigenetik degisimler tanimlanmaya
baglamistir. En sik  (%2-20) mutasyon
saptanan gen NOTCH1 genidir. NOTCH1 geni
transmembranda yer alan bir reseptor kodlar
ve ligand reseptore baglandiktan sonra MYC
proto-onkogeni de dahil olmak iizere
proliferasyon, metabolizma ve hiicrenin
hayatta kalmasi ile ilgili genleri aktive eder
(3). NOTCH1 gen mutasyonunun KLL
vakalarinda saptanma sikliginin degiskenlik
gostermesi hastalik progresyonu ile iliskilidir.
NOTCH1 mutasyonlar ilerlemis hastalik ve
trizomi 12 iligkili bulunmustur (3).

NOTCH1 gen mutasyonu saptanmayan KLL
vakalarmin %3’linde FBXW?7’yi inhibe eden
mutasyonlar saptanmigtir. Bu mutasyonlar
NOTCH1 sinyal yoluyla benzer bir
fonksiyonel etki gostermektedir. Bu veriler,
NOTCH1’in mutasyondan bagimsiz sekilde
KLL patogenezinde etkili olabilecegini
desteklemektedir (4).

NOTCH1 mutasyonlarinin KLL’de onkogenik
aktivite gosterdigi bilinmektedir (5). Ancak
mutasyon saptanmayan KLL vakalarinda da
NOTCH1 gen ekspresyonunun arttigi ve
mutasyon pozitif vakalar ile aralarinda

ekspresyon agisindan bir farklilik olmadigi
belirtilmektedir (6). Yapilan bir caligmada
NOTCH1 mutasyonundan bagimsiz olarak
KLL vakalarindaki NOTCH1 gen
ekspresyonunun  saglikli  donérlere  gore
yiksek oldugu gosterilmistir (7). Onkogenik
aktiviteye sahip NOTCH1 geninin
aktivasyonundan sorumlu olan yolaklar
hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Cesitli
veriler KLL hiicrelerinde ligand bagiml

mekanizmalar yoluyla mikro-ortam
kosullarmin  bu  siireci  kontrol  ettigi
gosterilmistir. NOTCH1 ligandlarinin

eksprese edilmesi ile NOTCH1 aktivitesinin,
NOTCH1 genindeki mutasyonlardan bagimsiz
olarak arttig1 gosterilmistir (8). Literatiirde,
NOTCH1 gen ekspresyonunu transkripsiyon
faktorii olan niikleer faktor-kappa B’nin
NOTCH1’in ligandi olan JAGGED1’in
ekspresyonunu indiikleyerek NOTCH1
ekspresyonunun arttigi konusunda ¢eligkili
bilgiler yer almaktadir (9, 10).

Gen ekspresyonunun artigina sebep olan
mekanizmalardan birisi de kopya sayisi
artiglaridir ve NOTCH1 gen amplifikasyonu
cesitli kanserlerde tespit edilmistir (11-13).
Daha once izole dell3q saptanan KLL
vakalar1 ile yaptigimiz bir ¢aligmada ise
olgularin %40’inda NOTCH1 gen dizisinin
dahil  oldugu kopya sayist artiglar
saptanmistir. Ancak bu kopya sayisi artiglart

ile klinik veriler arasinda Dbir iliski
saptanmamigtir (14).

Bu calismada NOTCH1 gen
amplifikasyonlarinin KLL’nin klinik
heterojenitesine  etkisi  olup  olmadigim
arastirmak  amaciyla g¢esitli  kromozom
anomalileri olan ya da sitogenetik agidan
normal olarak  degerlendirilen = KLL
vakalarinda NOTCH1 kopya  sayisi

degisikligini arastirmay1 hedefledik.
2. Gereg¢ ve Yontem

Calismamiza, daha once FISH yontemi ile
KLL paneli (dell3g, dell7p, delllq ve
trizomi 12) calisilmas: amaciyla periferik kan
ornegi gonderilen 130 KLL hasta 6rnegi dahil
edilmistir. Calismaya dahil edilen olgular
Tiirk popiilasyonuna aittir.
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Calismaya dahil edilen olgularin daha once
KLL fish paneli ¢aligmalar1 i¢in gonderilen
periferik kan orneklerinden elde edilen
peletler kullanilarak NOTCH1 gen kopya
sayisint degerlendirmek i¢cin FISH caligmasi
yapilmustir.

NOTCH1 genini hedeflemek i¢in NOTCH1
amplifikasyon ~ FISH  probu (Cytocell)
kullanilmastir.

FISH testinin uygulanabilmesi i¢in lamlar
tizerine olgu peletleri damlatilmistir. Daha
sontra oda 1sisinda  kurumasi i¢cin
bekletilmistir. NOTCH1  amplifikasyon
probunun {ireticinin Onerisi dogrultusunda
FISH protokolii uygulanmistir. Preperatlar
37°C’de bir gece hibridizasyona birakilmis
olup, daha sonra  post yikamalari
gerceklestirilmistir. Son olarak DAPI (4'-6'-
diamidine2-phenylindole) ile karsit boyama
yapilarak, preperatlar -20C’de saklanmustir.
Analizler Olympus BC61 floresan mikrokop
ile gergeklestirilmis olup, her bir olguda en az
200 hiicre analiz edilmistir. Cut-off degeri
demir eksikligi anemisi olan bes saglikli
bireyin periferik kan 6rneklerinde FISH testi
uygulanarak %8 olarak belirlenmistir.

Tablo 1. Olgulara ait klinik ve genetik bulgular

Calismamiz girisimsel olmayan klinik etik
kurul onay1 (2020-394) ile gergeklestirilmistir.

3. Bulgular

Calismaya dahil edilen 130 KLL olgusunun
83’linii  erkek, 47’sini kadin  olgular
olusturmaktaydi. Yas bilgisine ulasilan 116
vakanin yas ortalamalann 63,5 (38-91, +11)
idi.

NOTCH1 genini hedef alan FISH c¢aligmast
126 olguda basariyla sonuglanmig olup,
olgularin tamaminda NOTCH1 kopya sayisi
normal olarak degerlendirilmistir (sekil 1).

Olgularn  KLL fish paneli sonuglar
incelendiginde, 55 vakanin izole 13q, 12
vakanin izole trizomi 12, 3 vakanin izole
delllqg, 4 vakanin izole dell7p anomalisine
sahip olduklart saptandi. Ayrica dell3q
saptanan 10 vakanin 5’ine dell7p, 3’iine
delllq ve 2’sine trizomi 12’nin eslik ettigi,
I’er vakada da trizomi 12’ye delllq’nun ve
dell7p’nin eslik ettigi gdzlenmistir. Bir vaka
da hem dell7p hem de delllq saptandig1 ve
geriye kalan 39 vakanin KLL FISH panelinin
normal  olarak  degerlendirildigi  tespit
edilmistir (Tablo 1).

Cinsiyet
Kadin
Erkek
RAI evre
Diisiik (0,1,2)
Yiiksek (4, 5)
Tedavi alimi
Pozitif
Negatif
Genetik anomali
( KLL FISH paneli)
Normal
Izole dell3q
Izole (+12)
Izole dell7p
Izole delllq
Del13q + (+12)

Del13q + del17p
Del13q + delllq

(+12) + del17p
(+12) + delllq

Del17p + delllq

Siklik Yiizde
47 36
83 64
48 86
8 14
21 44
27 56
39 31
55 44
12 10
4 3

3 2

2 15
5 4

3 2

1 0,7
1 0,7
1 0,7
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Sekil 1. NOTCH1 genini ve sentromer 9’u hedef alan NOTCH1 amplifikasyon FISH probu ile ger¢eklestirilen FISH
analiz sonucu
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Sekil 2. NOTCH1 mutasyon sikliginin hastaligin klinik zaman noktasina gore gosterdigi degisiklik. (MBL:
monoklonal B hiicreli lenfositoz, KLL: Kronik Lenfositik Losemi, R/R: tekrarlayan/refrakter KLL) (Sekil 1 Rosati ve
ark.’larinin ¢aligmasindan (6) modifiye edilmistir.)

4, Tartisma

Kronik lenfositik I6semi en sik gdzlenen
losemi tirii olup, her etnik kokende
erkeklerde kadinlara gore daha sik tespit
edildigi (1.9:1) bilinmektedir (15). Bizim
calismamizda da erkek olgularin sayisinin
fazla olmast bu veri ile uyumluluk
gostermekte olup, kadin ve erkek bireyler
arasinda karsilastirmaya dayanan istatiksel bir
hipotez testi kullanilmadig1 i¢in bu durum bir
bias sebebi olarak degerlendirilmemistir.

Kronik lenfositik 16semi klinik olarak hastalik
seyri ve tedavi yanitlar1 agisindan oldukca
heterojenite gosteren bir hastalik grubudur
(16). Genetik anomaliler agisindan da oldukga
heterojenite gosteren KLL vakalarinin %5-15

kadar1 NOTCH1 gen mutasyonu tagimaktadir
ve bu mutasyonlar oOzellikle refrakter
olgularda (%21) ve Richter’s transformasyonu
gerceklesen vakalarda (%31)
saptanmaktadirlar (sekil 2). NOTCH1 geninde
saptanan  mutasyonlar  siklikla ~ PEST
domaininde meydana gelmekte olup, kotii
prognoz ve tedavi direnci ile
iliskilendirilmektedir (5).

NOTCH1 mutasyonlarinin KLL’de onkogenik
aktivite gosterdigi bilinmektedir (5). Ancak
mutasyon saptanmayan KLL vakalarinda da
NOTCH1 gen -ekspresyonunun arttigt ve
mutasyon pozitif vakalar ile aralarinda
ekspresyon agisindan bir farklilik olmadigi
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belirtilmektedir (6). Gen ekspresyonunun
artisina sebep olan mekanizmalardan birisi de
kopya sayis1 artiglaridir. NOTCH1 geninin
onkogenik  aktivite  gosterdigi  kanser
tiirlerinden birisi olan kolon kanseri vakalari
ile yapilan bir ¢alismada NOTCH1 gen kopya
sayist artiglarinin  metastatik kolon kanseri
vakalarinda kotii prognoz ile iligkili oldugu

gosterilmistir  (11). Yapilan bir bagka
calismada kanserle iligkili fibroblastlarda
NOTCH1 gen amplifikasyonu ve
overekspresyonu gosterilmistir ve NOTCH1
gen ekspresyonunun inhibe edilmesinin
Onleyici  tedavi  segene8i  olabilecegi

savunulmustur (13). Entropati tip T hiicreli
lenfomalarda  da NOTCH1 geninin
amplifikasyonu gosterilmistir ve genomik
DNA amplifikasyonlarinin primer hedefinin
NOTCH1 geni olabilecegini savunmuslardir
(12). Prostat kanseri hastalarina ait idrar
orneklerinden elde edilen serbest DNA
molekiillerinin, tedavi yamiti ve klinik
sonuglarin degerlendirilmesindeki etkinliginin
arastirildigi  ¢aligmada da NOTCH1 gen
amplifikasyonlar1  tespit edilmistir  (17).
Yapilan  ¢alismalarda  NOTCH1  gen
amplifikasyonunun Notch sinyal yolagim
aktifleyen mekanizmalardan birisi oldugu
goriilmektedir. Ancak bizim c¢alismamizda
NOTCH1 kopya say1si degisikligi
saptanmamast KLL olgularinda NOTCH1 gen
amplifikasyonlarinin klinik heterojenite ile
iligkili olmadigin1 destekler niteliktedir. Fakat
olgu grubumuzun biyik kismm iyi
prognostik  belirtece  sahip  vakalarin
olusturmasi, NOTCH1 gen
amplifikasyonlarinin saptanmamasinin
sebeplerinden olabilecegini
diisiindiirmektedir. NOTCH1 gen
mutasyonlarinin daha ¢ok ileri evre ve tedavi
direnci gosteren KLL vakalarinda gdzlenmesi
Notch yolaginin ileri evre hastalarda aktive
edildiginin bir gostergesi olabilir. Ayrica
Notch yolagt NOTCH1 mutasyonlarmin
disinda, notch yolaginda yer alan diger gen
mutasyonlar1 ile ya da bagka yolaklardaki

birisi
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