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ABSTRACT

MYD88 GENE POLYMORPHISMS IN PATIENTS WITH CHRONIC
LYMPHOID LEUKEMIA

YIKRIK, Naciye irem
M.Sc. in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Co-Supervisor: Dog. Dr. Sibel BAYIL OGUZKAN
September 2021
58 pages
Leukemia is a type of cancer that manifests itself with the more than usual proliferation
of blood cells, especially white blood cells, and affects the blood production system in
the body. Leukemias are classified as acute or chronic and according to the spread and
developmental characteristics of the tumor. In chronic lymphocyte leukemia (CLL),
cancer cells are found in the bone marrow, blood, and lymph nodes. Therefore, in this
study, the effects of polymorphisms occurring in MYD88 gene of CLL patients has
been researched. For this purpose, 100 patients diagnosed with CLL and 70 healthy
individuals without a history of cancer were included in the study as a control group.
DNA was isolated from CLL patients and control groups. Polymorphisms in MYD88
(L265p T / C) promoter regions were studied by RT-PCR. Genotype and allele
frequencies were calculated directly. The statistical significance of genotypic
distributions between CLL patients and control groups was evaluated by Z Ratios test
and Fisher's Exact test. For MYDS88 L265p T / C region in 100 CLL patients, 95 wild
type TT, 3 TC and 5 mutant type CC genotypes were detected. There was no
statistically significant difference between CLL patients and control groups in MYDS88
L265p T / C region (p> 0.05). According to the allele frequencies of the region, it was
determined as 0.965 and 0.0065 for T and C, respectively. According to Fisher's Exact
results, it was calculated as 0.078 for TT, 0.078 for TC and 0.269 for Mutant,
respectively. MYDS88 genotype frequencies of the patients included in the study were
not statistically correlated with CLL patients. Therefore, if the research is done again;

It should be done by adding more samples to the numbers of CLL patients.

Key Words: CLL, MYDS88, Polymorphism, Real-Time PCR



OZET

KRONIK LENFOID LOSEMI HASTALARINDA MYDS88 GEN
POLIMORFizZMi

YIKRIK, Naciye irem
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji
Damisman: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
ikinci Damisman: Do¢. Dr. Sibel BAYIL OGUZKAN
Eyliil 2021
58 Sayfa

Ldsemi, kan hiicrelerinin 6zellikle de akyuvarlarin normalin iizerinde ¢ogalmasi ile
kendini gosteren ve viicuttaki kan iiretimini etkileyen bir kanser tliriidiir. Losemiler
akut veya kronik olarak ve tiimoriin yayilim ve gelisim oOzelliklerine gore
siiflandirilirlar. Kronik lenfosit 16semide (KLL), kanser hiicreleri kemik iliginde,
kanda ve lenf nodlarinda bulunurlar. Bu nedenle bu ¢alismada KLL hastalarinin
MYDS88 geninde meydana gelen polimorfizmlerin etkileri arastirildi. Bu amagla
KLL tanist almis 100 hasta ve kanser oykiisii bulunmayan 70 saglikli birey kontrol
grubu olarak calismaya dahil edildi.KLL hastalarindan ve kontrol gruplarindan
DNA izole edildi. MYDS88 (L265p T/C) promotdr bolgelerindeki polimorfizmler
RT-PCR ile calisildi. Genotip ve allel frekanslar1 direkt olarak hesaplandi. KLL
hastalar1 ve kontrol gruplar1 arasindaki genotipik dagilimlarin istatistiksel 6nemi Z
Oranlar testi ve Fisher’s Exact test ile degerlendirildi.100 KLL hastasinda MYD88
L265p T/C bolgesi igin, 95 yabanil tip TT, 3 TC ve 5 mutant tip CC genotipi tespit
edildi. MYD88 L265p T/C bolgesinde KLL hastalar1 ile kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p> 0.05). Bolgenin alel
frekanslarinagére T ve C igin sirasiyla 0,965 ve 0,0065 olarak belirlenmistir.
Fisher’s Exact sonuglarina gore sirasiyla TT igin %0,078, TC i¢in %0,078 ve Mutant
icin %0,269 olarak hessaplanmistir.Arastirmaya dahil olan hastalarin MYDS88
genotip frekanslar istatiksel olarak KLL hastalar ile iliski gériinmemektedir. Bu
nedenle aragtirmanin yeniden yapilmasi durumunda KLL hastalarinin sayilarina

daha fazla 6rneklem eklenerek yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: KLL, MYD88, Polimorfizm, Real-Time PCR
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BOLUM 1
GIRIS ve AMAC

Ldsemi, kan hiicrelerinin 6zellikle de akyuvarlarin normalin iizerinde ¢ogalmasi ile
kendini gosteren ve viicuttaki kan iiretim sistemini etkileyen bir kanser tiiriidiir.
Losemiler akut veya kronik olarak; timoriin yayilim ve gelisim 6zelliklerine gore
siniflandirilirlar. Kronik lenfosit 16semide (KLL), kanser hiicreleri kemik iliginde,

kanda ve lenf nodlarinda bulunurlar (Montserrat ve Moreno, 2008).

Sigara, beslenme bozukluklari, hormonlu gidalar, fiziksel hareketsizlik ve iireme
degisiklikleri gibi sorunlar toplumsa kanser riskini arttirmaktadir. Bu dis faktorler
ve gen yapisinda meydana gelen degisikliklerin etkisiyle, DNA’da meydana gelen
bir degisikligin mRNA veya protein iirlinlinii degistirmesi ¢esitli hastaliklara sebep
olmustur. Insan genomunda mutasyonlar haricinde genel populasyonda %1’den
daha sik gorilen DNA dizisindeki degisiklikleri kapsayan tek niikleotit
polimorfizmleri (SNP) kanser olusumunda 6nemli rol oynamaktadirlar (Ekmekei
vd., 2008). SNP’yi farkli iki bireyin DNA’s1 arasinda ayni1 bdlgede bulunan allel
arasindaki niikleotid farkliligin1 gosteren degisimler olarak tanimlayabiliriz. Bugiine
kadar kanser ile iliskisi gosterilmis cok sayida SNP vardir. SNP’ler kanser
olusumunda oOnemli Ol¢lide bir etkendir denebilmektedir. Dolayisiyla SNP’ler
hastaligin prognozu, tedavi basarisi, ilag direnci veya viral bir enfeksiyona karsi

direng gibi klinik durumlar1 da etkileyebilmektedir (Z. Wang ve Moult, 2001).

Hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi, apoptoz mekanizmalart ve immiin sistem
regiilasyonunda rol oynayan sitokinlerin yapisinda meydana gelen polimorfizmler
de KLL’ nin ortaya ¢ikmasindaki bir diger dnemli genetik faktordiir (Caporaso,
Goldin, Plass, Calin, Marti, Bauer, Raveche, McMaster, Ng, Landgren, vd., 2007).
MYD88 varyasyonlar1 KLL hastalarinin %2-5’ini etkilemektedir. Bagisiklik
sisteminden salgilanan sitokinlerin 6nemli bir kismi interlokinlerdir. Kanser
olusumunda interlokin 10 polimorfizminin rolii dikkat ¢ekicidir. Baz1 verilere gore

1082 A/G promotor bolgesindeki polimorfizmler genin ekspresyonunda



degisikligesebep olur ve non-Hodgkin’s lenfoma da dahil baz1 malign tiimoérlerin

gelisimini saglar (Cunningham vd., 2003; vd., 2010).

MYDS88 varyasyonlar1 Nuclear factor kappa B (NF-kB) yolagimin aktivasyonuna
neden olur ve bodylece varyasyonlu KLL hiicrelerinin ¢ogalmasini ve hayatta

kalmasina olanak saglar (Alsagaby vd., 2016).

Bir ¢alismada MYDS&8 gen varyasyonu bulunan KLL hastalarinin daha geng bir
popiilasyonda goriildiigii, genel sag kalimin varyasyon bulunanlara oranla daha iyi
oldugu belirtilmistir (Martinez-Trillos vd., 2014). Baska bir ¢calismada MYDS88 gen
varyasyonu bulunan hastalarin varyasyon bulunmayan ve daha ileri klinik evrede
bulunan hastalara gore daha gen¢ yasta tan1 konulmasina ragmen bu iki grup
arasinda hastaligin ilerlemesi ve sag kalim oranlar1 bakimindan herhangi bir fark
gbzlenmedigi ifade edilmektedir (Puente vd., 2011). KLL hasta gruplar igin
Martinez-Trillos ve arkadaslarimin yaptigi ¢alismada MYDSS genlerinde ki
varyasyonlarin prognostik éneme sahip oldugu belirtilirken (Martinez-Trillos vd.,
2014; Mitsui vd., 2016) ,Xia ve arkadaslarmin 2014 yilinda yapmis oldugu
calismada bu varyasyonlarin hastaligin prognozu ve genel sag kalim siiresi
bakimindan varyasyon bulunmayan olgulara oranla 6nemli bir fark gézlenmedigi

ifade edilmektedir (Dai vd., 2014).

Literatiir taramasi goz Oniine alinarak planlanan ¢alismamiz da 6rneklem sayimizi
artirarak KLL’deki etki mekanizmasi bulmay1 amacladik fakat 2018-2020 yillari
arasinda Sanko Universitesi Arastirma Hastanesine bagvuran KLL hasta sayisinda
stire yetersizligi sebebiyle istedigimiz sayiya erisemedik. Bu nedenle ¢calismamiza
varolan hasta kanlarimizda, MYDS&88 genlerindeki varyasyonlarin KLL hastaliginin
prognozu ve genel sag kalim siiresi tizerindeki etkilerinin arastirilmasi

amaglanmistir.



BOLUM 2
GENEL BIiLGILER

2.1 Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve ¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan ve genetik ve
cevresel kosullarin etkisi altinda olan kompleks bir neoplazik bir hastaliktir.
Neoplazinin kanser olabilmesi i¢in malign 6zellik gdstermesi gerekir. Baska bir
deyisle malign 6zellik hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyiip, komsu dokulari istila
edebilmesi veya uzak ya da yakin diger dokulara yayilabilmesi (metastaz) dzelligine
sahip olmasi gerekmektedir. Tiimorlerin her biri yerlesim yerine, doku tipine,
histolojik yapisina ve malignensilerin derecelerine gore siniflandirilmaktadir. Genel
olarak kanserin ii¢ farkli tipi bulunmaktadir. Bunlar kemik, kas ya da bag doku gibi
mezengimal dokulardan kaynaklanan sarkomalar, barsak mukozasi, bronslar veya
meme duktuslar1 gibi epitelyal dokudan kaynaklanan karsinomalar, kemik iligi,
lenfatik sistem ve periferik kan boyunca yayilan losemi ve lenfoma gibi hematopoetik

ve lenfoid malignitelerdir (Nussbaum vd., 2005).
2.2 Losemi

Losemi terimi, ilk kez 1845 yilinda Virchow tarafindan kullanilmistir (DeVita vd.,
1997). Losemi, kelime anlami olarak “ kanda beyazlagma °’ anlamina gelmektedir ve
normal myeloid veya lenfoid hematopoezin 6zel bir kademesindeki duraklamaya bagl
olarak, klonal ¢ogalma sonucu neoplastik hiicrelerin kemik iligini ve diger dokulari
kaplamasi ile periferik kanda birikmesi olarak tanimlanmaktadir. (Arceci vd., 2006;
Niemeyer ve Sallan, 1993; Poplack ve Morgolin, 1997). Losemi, kemik iliginde
cogalan myeloid ve lenfoid seri hiicrelerinden kdken almalktadir (Ruddon,1995).
Hematopoetik kok hiicreler; hematopoez siireci olmasi gerektigi 4 gibi islediginde
periferal kan hiicrelerine (olgun lenfositler, graniilositler, monositler, eritrositler ve
megakaryositler/trombositler gibi) Sekil 2.1°deki gibi farklilasmaktadir (Kufe Donald
vd., 2003; Rosmarin vd., 2005; Speck ve Gilliland, 2002). Losemilerde ise kemik iligi

hiicrelerinin gelisim asamalar1 sirasinda bir nesilde hiicrelerin ¢ogalma hizinin arttig1
3



goriilmekte, neoplastikklon kemik iliginde c¢ogalmakta ve diger kemik iligi
hiicrelerinin yerini almaya baglamaktadir. Hiicre hatlarinin sayisinda periferik kandaki

kan hiicrelerinin yerini tutacak 6l¢iide bir artig goriiliir (Finn ve Peterson, 2004).

O T hiicrest

@ 5 O E hiicres:
/ Lenford dnciiller
@ Entrostt
\ @ '/' @ _——

Hematopoetk kék

hicre
Wlivelod énciller

@ / @ Granilost
."'1@ MonositMakrofay

Sekil 2.1 Hematopoetik farklilagma. Hematopoetik kok hiicreler, lenfoid onciil,

myeloid dnciil ve olgun kan hiicreleri (Rosmarin vd., 2005)

Sitogenetik caligmalar, 16semilerin neredeyse yarisinda sik tekrarlayan kromozom
anormalliklerinin bulundugunu gosterilmektedir. Translokasyonlar, inversiyonlar ve
delesyonlar seklinde olan bu yapisal kromozomal anormalilerin etkiledigi genler
incelendiginde, hematopoetik sistemin gelisiminde ve normal fonksiyonunda rol
oynadiklar1 gosterilmektedir. Bu genlerle ilgili kalici yapisal degisiklikler
(mutasyonlar) ile birlikte epigenetik degisiklikler de tanimlanmaktadir. Losemilerin
molekiiler biyolojisi hakkinda bazi genellemeler yapilmaktadir. Bunlardan ilki;
somatik dokulardaki normal hiicrelerden farkli olarak gen kontrol mekanizmalarin
bozan ya da kesintiye ugratan kromozom anormalliklerin goriilmesidir. Normal
hematopoez esnasinda 6zel bir noktada genetik bozukluk ortaya ¢iktig1 zaman 6zel 5
bir hematopoetik farklilasma hatti 16semisi meydana gelir. Losemilerin molekiiler
arkaplani ile ilgili bagka bir genelleme de diger kanser tiirlerinde oldugu gibi
l6semilerin tek bir hiicreden geliserek klonal olarak c¢ogalmalaridir. Malignklon,

dominant hale geldiginde normal klonlara oranla ¢ok daha hizli ve direngli bir sekilde
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cogalabilir. Bundan dolay1 l6komogenezin en az iki basamakli bir donem oldugu
goriisii yaygindir. Bu siirecte 16semi hiicrelerinin klonal olarak ¢ogalabilmesi igin ilk
olarak farklilasmanin engellenmesi sonrasinda ise asir1 ¢ogalmay1 dnleyecek hiicresel
basamaklarin  ortadan kaldirilmasinin ~ gerektigi  belirtilmektedir. Losemide,
hematopoetik farklilagsmada rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin etkilendiginin
gosterilmesi bu goriisii destekleyen verilerdendir (Yakicier, 2005). Hematolojik
maligniteler sagkalim ve olgunlagsma 6zelliklerine dikkat edildiginde baslica akut ve
kronik olarak iki smifa ayrilmaktadir. Akut 16semiler; olgunlasmamis hiicrelerin,
blastlarin 6ne c¢iktig1, tedavi edilmediginde sagkalim siiresinin birka¢ ay veya
haftalarla smirlandirildigi hastaligin alt grubundadir. Kronik Idsemiler ise; olgun
hiicrelerin 6ne ¢ikmasi ve sagkalimin yillarca siirebilmesiyle karakterize olmaktadir.
Akut losemiler, lenfoid ve miyeloid olmak {izere hematopoietik kok hiicrenin
farklilasmaya basladig1 ilk basamak temel alinarak iki alt gruba ayrilmaktadir. Kok
hiicreler CFU-L (Lenfoid koloni yapan {inite)’ ye farklilasirsa lenfoid; CFU-GEMM
(Graniilosit, eritrosit, megakaryosit, makrofaj yapan iinite)’ye ayrilirsa miyeloid olarak
adlandirilmaktadir. Boylece losemiler 4 temel grup olarak siniflandirilmaktadirlar

(Kern, 2005).

1) Akut miyeloid 16semi (AML)
2) Akut lenfoid 16semi (ALL)

3) Kronik miyeloid 16semi (KML)
4) Kronik lenfoid 16semi (KLL)

2.3 Akut Myeloid Losemi (AML)

Akut miyeloid losemi (AML), hematopoez siirecinde farklilasmanin durmasiyla
karakterize olan bir hematopoetik kok hiicre bozuklugu olup, blast hiicre
populasyonunun ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Hematopoetik hiicrelerdeki
bu malin degisim, bu hiicrelerde fonksiyon kaybina neden olur ve tedavi edilmezse
klinik seyrine bagl olarak haftalar ve aylar iginde Sliimle sonuglanir (Shipley ve

Butera, 2009).

AML patogenezinde rol oynayan mutasyonlar iki sinifa ayrilmaktadir. Birinci grupta
yer alan mutasyonlar sinyal ileti sistemini aktive eder proliferasyon artisi ya da sag

kalim avantaji ile karakterize olurlar. Ikinci grupta yer alan mutasyonlar ise
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transkripsiyon faktorleri araciligiyla transkripsiyonel koaktivasyon komplekslerini
etkileyerek farklilasmada azalma veya kendini yenileme kapasitesinde artig ile
karakterize olurlar. Aynm1 gruptan mutasyonlarin ayni hastada gerceklesmesi durumu
cok sik goriilmemekle birlikte genelde iki farkli simiftan ayri mutasyonlarin ayni

hastada goriilmesi daha yaygin karsilasilan bir durumdur (Takahashi, 2011).
2.4 Kronik Lenfoid Losemi (KLL)

Kronik lenfositik 16semi (KLL) yakin zamana kadar yasam siiresi uzun, fonksiyonel
olarak yetersiz lenfositlerin kan, kemik iligi, lenf diiglimleri, dalak ve diger lenfatik
organ ve dokularda birikiminden olusan bir hastalik olarak tarif edilmistir. Bu tanimin
ardindan gegen yillarda hastaligi olusturan hiicrenin kaynagi ve 6zellikleri, hastalik
patogenezi, seyri ve tedavisi ile ilgili bilgilerimizde c¢ok o©nemli degisiklikler
olusmustur. KLL hiicreleri klonal olarak ¢ogalan olgun goriiniimlii kiigiik
lenfositlerdir ve CD5+ “B” lenfosit karakterleri tasirlar (Tiirk Hematoloji Dernegi,

2012).

Perifer dolasimda bulunan lenfosit alt gruplar1 kabaca T, B ve NK (dogal 6ldiiriicii)
hiicreler olarak siniflandirilabilir. Kanda dolasan lenfositlerin ortalama %80’ini T
hiicre, %10’unu B hiicre geri kalan %10’unu ise dogal oliirticii (NK) hiicreler
olusturmaktadir. Bu oranlar hiicrelerin alindigi dokuya gore degisebilmektedir.
Timusta hiicrelerin nerede ise %90°1 T hiicre iken dalak ve lenf diiglimiinde %30-40
oraninda T hiicre goriilmekte, B hiicreler daha baskin oranda (%60-70) izlenmektedir

(Vikipedia, n.d.).

B hiicre maligniteleri, Hodgkin dis1 lenfomalar (HDL'ler) Hodgkin lenfoma dahil
olmak tizere ¢esitli hastaliklarin toplanmasini temsil eder. HDL'ler, esas olarak B
lenfositlerini etkileyen kronik lenfositik 16semi (KLL) igceren 30'dan fazla kanserli
heterojen bir gruptur. Amerika Birlesik Devletleri'nde, B hiicreli lenfomalar tiim HDL
vakalarinin% 80-85'ini temsil etmektedir,%15-20'si T-hiicreli lenfomalardir. Bu B
hiicreli lenfomalar ile ilgili olarak, yaygin biiyiik B hiicreli lenfoma insidansi en
yiiksek%30'dur ve bunu folikiiler lenfoma (% 20) takip etmektedir (Alhakeem, 2017;
Horwitz vd., 2016).



B hiicresi Kronik lenfositik 16semi, aktivasyon veya olgunlagma durumunda farklilik
gosterebilen B lenfositlerinden kaynaklanan klinik olarak heterojen bir hastaliktir
(Chiorazzi vd., 2005). KLL Japonya ve Kore gibi baz1 iilkelerde nadir olmakla birlikte,
Bati diinyasindaki en yaygin erigkinlerde goriilen 16semidir (Kipps vd., 2017). KLL
hiicreleri, T-hiicre markeri CD5'i eksprese eden olgun B hiicrelerinin klonal
genislemesinden kaynaklanir (Chiorazzi vd., 2005). Hastalik, kemik iliginde iiretilen
apoptozda veya diger hiicre 6l1iim mekanizmalarinda kusurlar1 olan anormal lenfositler
tarafindan tanimlanir, bu da kii¢iik, olgun goriinen neoplastik lenfositlerin kanda,
kemik iliginde ve sekonder lenfoid dokularinda birikmesine yol acar ve bu durum
lenfositoz iligi l0semi hiicre infiltrasyonu, lenfadenopati ve splenomegali ile
sonuglanir (Chiorazzi vd., 2005; Kipps vd., 2017). Losemik hiicre birikimi, birtakim
reseptorler (6rn., B hiicresi reseptorleri ve kemokin ve sitokin reseptorleri) ve bunlarin
hiicreye bagli ve ¢oziiniir ligandlar1 yoluyla dis ortamdan hiicrelere verilen hayatta
kalma sinyalleri nedeniyle olusur. B hiicresi reseptorii (BCR) sinyali, yiizey
immiinoglobiilinin antijen ile etkilesiminin sonucu olarak hiicrenin dogasindan
stimiilasyon seviyesinden ve mikro ortamdan etkilenen KLL hiicrelerinin énemli bir
itici giicli oldugu gosterilen kronik lenfositik 16seminin davranisini etkiler (Chiorazzi
ve Ferrarini, 2003). KLL hastalari, immiinoglobulin degisken agir zincirinde (IGVH)
mutasyonu olanlar ve IGVH'de mutasyonu olmayanlar olmak iizere iki gruba ayrilir
(Chiorazzi vd., 2005). Mutasyon gec¢irmemis bir IGHV (U-KLL) eksprese eden KLL
hiicreleri, germinal merkezlerde somatik hipermutasyon gecirmemis olan bir B
hiicresinden kaynaklanir (Kipps vd., 2017). Mutasyon gegirmemis bir IGHV eksprese
eden KLL hiicreleri olan hastalar, tipik olarak mutasyona ugramis bir IGHV eksprese
eden KLL hiicreli hastalara gére daha agresif bir hastalia sahiptir (Damle vd., 1999).
TCL1, ZAP70 ve CD38 proteinlerinin ekspresyonu gibi diger 6zellikler genis 6l¢iide
kotii prognoz ile iliskilidir (Damle vd., 1999; Herling vd., 2009; Hiittmann vd., 2006;
Rassenti et al., 2008).

2.5 Lenfoma (Lenf Kanseri)

Lenfoma lenfositlerin olusturdugu bir kanser tipidir. Lenf dokusunun habis tiimoriine

verilen genel bir isimdir.



Malign lenfoid hiicreler de normal lenfositler gibi lenf diigtimii, dalak, kemik iligi, kan
ve diger organlarda ¢ogalir. Lenfoma; Hodgkin lenfoma ve Hodgkin dis1 lenfoma ad1

altinda iki biiyiik gruba ayrilir (Tiirk Hematoloji Dernegi, 2012).

2.5.1 Hodgkin lenfoma (HL)

Ik kez tarif eden Thomas Hodgkin'in ad1 ile anilan hastaliktir. Hodgkin lenfomanin
nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Her yasta ortaya ¢ikabilmekle birlikte daha ¢ok
geng eriskinlerde goriiliir. Erkeklerde daha sik ortaya g¢ikar. Bulasict bir hastalik
degildir. Kombine kemoterapi ile sifa elde edilebilen ilk habis hastaliktir (Tiirk
Hematoloji Dernegi, 2012).

2.5.2 Hodgkin dis1 lenfoma (HDL)

Bu hastalik anormal B lenfositlerden kaynaklanan B hiicreli lenfomalar ve anormal T
lenfositlerden kaynaklanan T hiicreli lenfomalar olarak 2 gruba ayrilir. B hiicreli
lenfomalar daha sik ortaya c¢ikar. Hastalik lenf diiglimlerinde, dalak gibi lenfoid
dokularda ortaya ¢ikabilir veya mide, barsak gibi organlardaki lenf dokusundan
kaynaklanabilir. Malign lenfoid hiicreler kan ve lenf dolasimi araciligi ile viicudun
diger kisimlarina da yayilabilir. Son yillarda HDL siklig1 artmaktadir, ancak bu artigin
nedeni bilinmemektedir (Tiirk Hematoloji Dernegi, 2012).

2.6. KLL’de Tam

KLL genellikle yavas gelisir ve hastaligin semptomlari diger birgok yaygin sebebe
benzerdir. KLL, beyaz kan hiicresi sayimi1 ve tam kan sayimi dahil olmak {izere kan
testleri ile teshis edilir. Tan1 konulduktan sonra, hastaligin baslangic, orta veya ileri
asamada olup olmadigini belirlemek i¢in evreleme yapilmalidir. Bazi hastalar
hastaligin ilerlemesinin baslangi¢ asamalarinda kalir ve hastaligin en Kkotii
semptomlarinin ¢oguyla ugrasmak zorunda kalmadan uzun omiirliidiirler (Marti vd.,
2005; Moreno ve Montserrat, 2008). Bu, iki farkli hasta grubuyla sonuclanir: ilerleyen
hastalig1 olan ve ilerlemis gibi goriinmeyen hastalig1 olan hastalar. Hastaligin ilerleyici
olmayan tezahiirii olanlar, hastalik ilerlemeye baslayana ve daha semptomatik hale
gelene kadar tedaviye ihtiyag duymaz gibi goriinmektedir (Rassenti vd., 2008). Bir

hastanin hangi gruplandirmaya ait oldugunun erken belirlenmesi, progresif veya
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progresif olmayan KLL, onemli bir asama olarak bilinmektedir. Eger bu bilgiler
onceden belirlenebiliyorsa, hastalik yonetimi ve tedavisi icin daha iyi islem teshis

edilebilecektir (Alinari vd., 2007).

KLL tanisi, kan dolagimi, dolagimdaki lenfositlerin immiinofenotipinin belirlenmesi
icin periferik kanin akig sitometrisine ve periferik yaymanin incelenmesine dayanir
(Hallek vd., 2008). Ulusal Kanser Enstitiisii kilavuz ilkeleri KLL tanisi i¢in iki kriterin

karsilanmasini gerektirir.

1) Periferik kandaki mutlak B lenfosit sayist mor5000 / pl [5 x 109 / L] olmali ve
morfolojik olarak olgun goriinen kii¢lik lenfosit popiilasyonunun ortaya ¢ikmasiyla

(Hallek vd., 2008);

2) Dolasimdaki B hiicrelerinin akis sitometrisi ile klonalitesinin gdsterilmesi.
Popiilasyonun ¢ogunlugu asagidaki B hiicresi markdrlerini ifade etmelidir: diisiik
seviyelerde ylizey immiinoglobulinleri (CD20 ve CD79b) ve kappa veya lambda
(ikisinden biri) hafif zincirler, B hiicresi ile iligkili antijenlerin ekspresyonu (CD19,
CD20, ve CD23) ve T hiicresi ile iliskili antijen CD5'in ekspresyonu (Hallek vd.,
2008). Ayrica, KLL baglangi¢ tanisi veya dogrulamasi i¢in normalde bir kemik iligi
testi gerekmese de, genellikle tedaviye yanit1 6l¢mek i¢in bir temel olusturmak i¢in
yapilir (American Cancer Society, 2014; Hallek vd., 2008). KLL hastalar1 i¢in bir
baslangi¢c kemik iligi testi siklikla B lenfosit sayisinda bir artis ve normal kemik iligi
hiicresi sayisinda bir azalma ile iliskilendirilir (American Cancer Society, 2014). KLL
hastalarinda kemik iligi incelemesi kemik iligindeki lenfosit sayisinda artis ve siklikla
normal kemik iligi hiicrelerinde diisiis gostermektedir. Kemik iligi biyopsi sonuglari
KLL’nin dort karakteristik 6zelliginden birini gosterecektir: nodiiler, interstisiyel,
karma veya diffiiz (American Cancer Society, 2014). KLL hastalarinin ¢ogu tani
sirasinda asemptomatiktir ve KLL siklikla rutin kan sayimlarina gére bulunur. Aksi
takdirde, hastalar sismis lenf nodlar1, splenomegali, yorgunluk, ates, kilo kayb1 ve gece
terlemesi ile bagvurabilirler (American Cancer Society, 2014). ileri KLL belirtileri ve
semptomlarinin ¢ogu, 16semik hiicrelerin normal kan hiicrelerinin yerini almasi
nedeniyle olusur. Bu nedenle, hastalar diisiik kirmiz1 kan hiicresi sayimi, trombosit
yetersizligi nedeniyle kanama ve morarma ve daha diisilk normal beyaz kan sayimi

nedeniyle enfeksiyonlarda artis nedeniyle anemiden muzdarip olabilirler (American
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Cancer Society, 2014). Ayrica, sistemik immiinosupresyonun daha agresif bir KLL
hastalig1 ve cilt kanseri, bag ve boyun kanseri ve lenfoblastik 16semi gibi sekonder
kanserler ile iligkili oldugu bulunmustur (Royle vd., 2011). Bu immiinsiipresyon, KLL
hastalarinda 6nde gelen 6lim nedeni olan enfeksiyona yatkinligi arttirmaktadir
(Morrison, 2010; Nosari, 2012; Tsiodras vd., 2000). KLL hastalar1 ¢esitli nedenlerle
enfeksiyon riski altindadir. KLL hastalari, primer hastalik siireciyle iliskili olan hiicre
kaynakli bagisiklik yanmi sira humoral dogal bagisiklik kusurlarima sahiptir. Bu
defektler arasinda hipogamaglobulinemi, T hiicresi alt kiimelerindeki anormallikler ve
kompleman aktivitesindeki defektler ve noétrofil / monosit fonksiyonu vardir
(Morrison, 2010; Ravandi ve O’Brien, 2006). Ek olarak, hastalara uygulanan
tedavilerle iliskili spesifik immiin yetmezlikler ek immiinosupresyona neden olabilir

(Morrison, 2010).

KLL tedavi edilmesi bulundugu asamaya gore gii¢ olan ve tedavi ile kontrol altinda
birka¢ yil siirebilen yavas gelisen bir hastaliktir. Erkeklerin yaklasik% 70’1 ve
kadinlarin neredeyse% 75'i teshis edildikten sonra 5 y1l veya daha uzun siire l6semiden
kurtulabilirler. Geng¢ hastalar (15-64 yas) daha hizli olumlu sonug¢ verebilmektedir.
Tanidan sonra % 80'den fazla hasta 5 yil veya daha uzun siire hayatta kalirken, 65 yas
ve listiinde hayatta kalma yiizdesi % 60'tir. Hem tedavi edilen hem de tedavi edilmeyen

KLL hastalarinda ikinci malignite insidansi yiiksektir (Oscier vd., 2004).

Tablo 2.1 KLL Tani Kriterleri

Parametreler Kriterler
B- Lenfosit > 5000/mm3 (en az 3 aydan beri)
Immunfenotipleme En az bir adet B hucre isareti (CD19,

CD20, CD23), CD5+ ve yuzey Ig hafif
zincir klonalitesi (kappa veya lambda)
Kemik iliginde lenfositoz > % 30

Atipik hucre orani <% 55
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2.6 KLL Epidemiyolojisi

Yas dagilimina gore Tiirkiye’nin 2020 yil1 verilerine baktigimizda kanser artis hizi
erkeklerde yiizbinde 267,9 kadinlarda ise yiiz binde 186,5 olarak rapor edilmistir. 2015
yil1 verilerine gore lilkemizde 167 bin kisinin kansere yakalandig1 tahmin edilmektedir
(Turkiye Halk Saglhigi Kurumu, 2018). Kronik lenfositik 16semi (KLL), Amerika
Birlesik Devletleri'nde en yaygin yetiskin hastaliktir. Cogunlugu elli yasin tizerinde
olan yaklasik 100.000 Amerikali KLL ile yasamaktadir. KLL insidans1 oranlar1 her
gecen zaman diliminde artmaktadir ve bilinen bir tedavisi yoktur (Shanafelt vd., 2006).

2018 yilma ait verileri inceledigimizde kanser, diinya genelinde 6liimlerin baslica
sebeplerinden biri olmaktadir, 18.1 milyon yeni vaka ve tahmini 9.6 milyon 6liimden
sorumludur. Kiiresel olarak, yaklasik 6 6liimden 1'i kanserden kaynaklanmaktadir.
Kanserden kaynaklanan oliimlerin yaklasik %70t diisiik ve orta gelirli iilkelerde
olmaktadir. Uluslararasi Kanser Aragtirmalart Ajansi’nin (IARC) bir pargast olan
GLOBOCAN veritabani, 2018 yilina ait son arastirmalarin diinyada 5 erkek ve 6
kadindan birinin kansere yakalandigini ve 8 erkekten birinde ve 11 kadindan birinde
6limle sonuc¢landigini bildirmistir. Diinya capinda, 5 yil i¢inde kanser tanisi alan
yasayan toplam insan sayisinin 43,8 milyon oldugu tahmin edilmektedir. Diger diinya
bolgelerinin aksine, Asya ve Afrika'da kanserden kaynaklanan 6liimlerinin orani daha
yuksektir. 2018 yilina ait 18 milyon yeni vakanin 437,033’iinii 16semiler
olusturmaktadir. Meydana gelen 6liim sayis1 ise 309,006’dir. Diinya genelinde tiim
kanserler i¢in insidans oranina baktigimizda erkeklerdeki oranin kadinlara gore %20
daha yiiksek oldugu goriilmektedir (erkeklerde yiiz binde 218.6 kadinlarda ise yliz
binde 182.6) (Yildiz, 2019).

Losemi hastaligi tipleri arasinda en taninmis olani, yetiskin bireyler arasinda %30
oraninda olan goriilme sikligina sahip olan kronik lenfosit 16semidir (Yildiz, 2019).
Kronik lenfosit 16semi (KLL) olgun goriintimlii kiigiik B lenfositlerin periferik kan,
kemik iligi veya lenfoid dokuda anormal artisi ile tanimlanan bir 16semi tiiriidiir.
Ayrica bagisiklik sisteminin bozulmasindan kaynaklanan otoimmiin rahatsizliklara
KLL hastalarinda siklikla karsilagilir (Dameshek, 1967). Ulusal kanser enstitiisii
gdzlem epidemiyolojisi verilerine gére 2000-2006 yillar1 arasinda KLL hastalarinin %

19.3°1 55-64, %11°1 ise 55 yas alt1 olarak tespit edilmistir (Altekruse vd., 2010). Yas
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ilerledikge hastaliga yakalanma orani artmakta ve sadece hastalarin 1/3’iine 60 yasin
altinda iken tan1 konulabilmektedir (Montserrat ve Moreno, 2008; Redaelli vd., 2004).
Erkek cinsiyet, yasin ileri olmasi, aileden gelen kanser Oykiisii kanser riskini
arttirmasina ragmen, KLL hastali§inin etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir (Ries
vd., 2006). Yapilan kromozom mutasyonu ¢aligsmalart KL nin, 13q14 ve 11q22-q23
delesyonu, trizomi 12 ve 17pl13 delesyonu ile iligkisini de ortaya koymustur
(Caporaso, Goldin, Plass, Calin, Marti, Bauer, Raveche, McMaster, Ng, & Landgren,
2007; Dohner vd., 2000).

2.8. KLL Prognozu

Kronik Lenfositik Losemi (KLL), bagisiklik sisteminin B hiicrelerinde goriilen ve
normal antikor liretme siirecinde anormal degisikliklere ve diizensizliklere neden olan
yaygin bir kanser tiiriidiir (Blachly vd., 2015). KLL'min iki alt tipi vardir;
Immiinoglobulin Agir Zincir Degiskeni (IgHV) genlerindeki somatik mutasyonlarin
yilizdesine bagli olarak mutasyona ugramig ve mutasyona ugramamamis KLL’ nin %
2’si kesme (DNA hasar1) mutasyonludur (Kulis vd., 2012). IgHV genlerindeki
mutasyonlar neredeyse kacinilmazdir, bu nedenle mutasyona ugramamis KLL hala
baz1 mutasyonlar gosterir, ancak daha az siklikta (Hamblin vd., 1999). Anormallikler,
spesifik B hiicrelerinin birikmesine neden olan anormal apoptoz islemi ile ortaya
cikabilir. Mutasyon gecirmemis alt tip muhtemelen daha az mutasyona ugramis B
hiicrelerinin ¢ogalma kapasitesinin daha yliksek olmasi nedeniyle, daha az prognoza
sahip olma egiliminde oldugundan, hastaligin prognozu iki alt tip arasinda farklilik
gosterir (Hamblin vd., 1999). Anemi, trombositopeni, kilo kaybi ve lenf diigiimlerinin
bliylimesi, hastalikli bir kiside ortaya c¢ikabilecek semptomlardan bazilaridir
(Rawstron vd., 2016). Floresan in situ hibridizasyon (FISH) de hastaligin teshisi icin
kullanilir, ancak hastaya hastaligin erken evresi teshisi kondugunda, sagkalim stiresini
uzatmadig1 kanitlandig1 i¢in acil tedavi her zaman tercih edilmez (Ddhner vd., 2000;
Hallek vd., 2008). Ayrica bir ¢aligma, erken evre bir hastanin tedavisinin, tedavi
almayan hastalara gore 6limciil epitelyal kanser riski ile sonu¢landigini gostermistir
(Dighiero vd., 1998). KLL tedavisinde yillar i¢inde rituksimab, B hiicreleri iizerinde
CD20 hiicre yiizeyi proteinini hedefleyen antikor, ibrutinib (Bruton tirozin kinaz
inhibitorii), idelalisib (fosfatidilinositol-3-kinaz ¢ inhibitorii) ve venetoklaks (BCL-2
inhibitorii) kullanilmistir (Furman vd., 2014; Parikh, 2018).
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Sekil

2.2 KLL hastasina ait Karyotip Analizi (Erkek birey (46,XY)). (Trakya

Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1 laboratuvari).

B

Sekil 2.3 FISH teknigi A) p53 geninin normal oldugu bir ornege ait FISH goruntusu.

B) p53 geninde delesyon bulunan bir ornege ait FISH goruntusu. (Trakya
Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Genetik Anabilim Dali laboratuvari)

Onemli ve mutasyona ugramis genlerin analizi yoluyla saglikli ve habis B hiicreleri

arasinda ayrim yapmak i¢in yakin zamanda tim genom dizilemesi (WGS) ve tiim

ekzom dizilemesi (WES) uygulanmistir ve mutasyon yiizdesine bagl olarak hastanin

bir mutasyona ugramis veya degistirilmemis bir KLL alt tipidir (Rodriguez-Vicente

vd., 2017). Referanslarla karsilastirmak i¢in IgBLAST kullanarak, IgHV boélgesi ile

eslestirme% 98'den fazla veya esitse, mutasyona ugramamis KLL alt tipi olarak
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siiflandirilabilir, aksi takdirde (% 98'den daha az) mutasyona ugramis KLL alt tipi
olarak smiflandirilabilir. Bu esik de§er o kadar dogru degildir ve smiflandirma
stirecinde dikkat edilmesi gerekmektedir (Rodriguez-Vicente vd., 2017; Ye vd., 2013).
RNA sekanslama verileri ayrica I[gHV bdlgesinin mutasyon yiizdesine bagli olarak
hastanin mutasyona ugramamis KLL alt tipine sahip olup olmadigini belirlemek i¢in
de kullanilabilir (Blachly vd., 2015). Hem mutasyonlar hem de anormal gen
ekspresyonu arastirilabildiginden ve 6zel klinik prosediirler kullanmak yerine tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), gen ekspresyon profili ve IgHV bdlgesi
mutasyonlariin durumu hakkinda bilgi verebildiginden, gen diizeyinde hastalik veya
su anda kullanilan sanger sekanslama hakkinda daha derin bir kavrayis saglayabilir
(Blachly vd., 2015). RNA sekanslama, daha hizli, daha bilgilendirici ve daha dogru
bir teshis i¢in bircok hastaliga uygulanacak tercih edilen yeni bir tekniktir (Mohamed,
2019).

Kronik lenfositik 16semi (KLL), olgun B lenfositlerinin birikmesine neden olan bir kan
kanseridir. Temel olarak, beyaz kan hiicreleri kanda ve lenf diigiimlerinde birikerek
anemiye ve ¢oklu enfeksiyonlara yol acar ve hastalik seyri agresif hale gelirse 6liime
yol agabilir. KLL c¢ogunlukla bati iilkelerini etkiler. KLL, agresif bir hastalik tiirii
olabilir ve ¢ok agresif bir kan kanseri tiirii olan Richter Sendromuna doniigebilir. Ek
olarak, KLL hastalarinin ilerlemesi, farkli genlerdeki cesitli mutasyon tiirlerinden

etkilenir (Shelmani, 2017).

KLL, losemik goriiniimil ile kiigiik lenfositik lenfomadan ayirt edilebilen 16semik bir
lenfositik lenfomadir (Hermelink vd., 2001). KLL oldugunu ve diger bazi
lenfoproliferatif hastaliklarin (killi hiicre 16semi veya marjinal bodlge lenfoma,
dolagimdaki vill6z lenfomali 16semik belirtiler veya folikiiler lenfoma gibi) olmadiginm
kanitlamak i¢in, dolasimdaki lenfoid hiicrelerin kan sayimi, kan yaymasi ve bagisiklik

fenotipidir (Hallek vd., 2008; Melo vd., 1987).

KLL hastaliginin klinik evreleme sisteminde yaygin olarak kabul edilmis, Rai ve Binet
olmak tizere iki temel siif yer almaktadir. Bu haliyle, her iki sistem de farkli klinik
sonuglara sahip {li¢ ana alt grubu belirtmektedir. Orijinal Rai siniflandirma sistemi,
prognostik gruplarin sayisini 5'ten 3'e diislirmek i¢in degistirilmistir. Modifiye edilmis

Rai evrelemesinde; lenfadenomegalinin yaygin olup olmadigi, splenomegali ve
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hepatomegalinin varligl, anemi ve trombositopeni’nin olup olmadig: gibi bulgular
dikkate alinirken, Binet evreleme sisteminde; tutulum olan lenfoid alanlarin sayisi,
hemoglobin ve trombosit degerleri dikkate alinmaktadir (Binet vd., 1981). Rai
evrelendirme sisteminin kriterleri Tablo 2.2°de, Binet evrelendirme sisteminin

kriterleri Tablo 2.3’te gdsterilmistir.

Tablo 2.2 KLL Rai Evreleme Sistemi

Risk Evre Klinik Ozellikler
Diisiik 0 Lenfositoz (> 5000/mm3)
Orta 1 Evre 0 + Lenfodenomegali
Evre 0-1 + Splenomegali ve/veya
Orta 2 )
Hepatomegali
Yiiksek 3 Evre 0-2 + Anemi (Hb <11g/dl)
Evre 0-3 + Trombositopeni (Plt <
Yiiksek 4

100.000/mm3)

Tablo 2.3 KLL Binet Evreleme Sistemi

Evre Klinik Ozellikler

Hb>10 g/dl, P1t>100.000/mm3, < 3 lenf dugum bolgesinde
tutulum

Hb>10 g/dl, P1t>100.000/mm3, > 3 lenf dugum bolgesinde
tutulum

Hb<10 g/dl, P1t<100.000/mm3, tutulum olan bolge sayisinin
onemi yoktur.

Son yillarda, erken hastalik donemlerinden itibaren hastalik progresyonunu isaret
edebilen KLL B hiicrelerinin genetik, fenotipik veya molekiiler 6zelliklerine dayanan
bir¢ok prognostik imge belirleyici olarak gosterilmistir. Bu nedenle, belirli bir hastada
sadece KLL’nin ilerleme seyrini olcebilen klasik Binet veya Rai evreleme sisteminin

yaninda farkli belirteclerde kullanilabilir (Chiorazzi, 2012).
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Prognoz degerlendirmesinde klinik evre, periferik kanda lenfosit sayisi,
periferikkandaki lenfosit morfolojisi, lenfosit sayisi ikiye katlanma suresi (LDT) gibi
klasik prognostik belirtecler kullanilmaktadir. Bu klasik belirteclerin yaninda laktat
dehidrogenaz (LDH), beta 2 mikroglobulin (B-2 M), timidin kinaz (TK),
immunglobulin agir zincir degisken bolgesi (immunoglobulin heavy-chain
variableregion/ IGHV) gen varyasyon durumu, CD38, T hucre reseptoru zeta zincir-
iliskili protein kinaz 70 (zeta chain of T cell receptor associated protein kinase
70/ZAP70), kromozomal translokasyonlar, FISH teknigi ile elde edilen sitogenetik
bulgular1 gibi yeni biyolojik prognostik belirtecler 6nemli sayilmaktadir (Chiorazzi,
2012). Hastaligin prognozunu belirlemeye yardimci olabilecek klasik ve yeni biyolojik

prognostik belirtecler Tablo 2.4’te gosterilmektedir.

IGHYV gen varyasyon durumu KLL de énemli bir prognostik belirtegtir. Varyasyona
ugrayan /GHV olgulari, varyasyona ugramayan /GHV olgularina gore daha uzun sag
kalim gosterir (Tobin vd., 2003). B-KLL de hem ZAP-70 hem de CD38 ekspresyonlari
bagimsiz birer prognostik belirteclerdir. CD38 ekspresyonu /GHV varyasyon durumu
icin bir vekil belirtec olarak da gosterilmektedir (Assem vd., 2009). B-KLL de artmis
CD38 ekspresyonu olumsuz bir prognostik faktor olarak gosterilmektedir (Boonstra
vd., 2006). KLL hucrelerinde ZAP-70 ekspresyonu KLL hastalarinda kisa genel sag
kalimla iliskilendirilmektedir (Dielschneider vd., 2014).

2.7 2.9. KLL ve Genetik

Kronik Lenfotik Losemi Bati diinyasinda en fazla goriilen 16semi tipidir. KLL nin
sebebi uzun yillardir yiritilmekte olan arastirmalara ragmen bulunamamistir.
Asyalilarda KLL’ nin sikligi; Kafkas, Avrupa ve Amerikadaki bireylere gore daha
diisiik ve daha 6nemlisi Amerika’ya go¢ edenlerde bile bu oranin korunmasi hastaligin
cevresel faktorlerden ziyade genetik 6neme sahip oldugunu belirtilmektedir (Brown,
2008). Ileri yas, erkek cinsiyet, beyaz ik ve KLL aile oykiisii veya diger
lenfoproliferatif bozukluklar KLL olusumu icin risk faktorleri olarak belirlenmistir

(Coombs vd., 2012).
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Tablo 2.4 KLL de Prognoz Parametreleri

Parametre Iyi prognoz Kotii prognoz
Cinsiyet Kadin Erkek

Binet Evresi A BveC

Rai Evresi 0,1 2,3,4
Periferik kanda lenfosit sayis1 | <50.000/ mm3 >50.000/ mm3
Kemik iligi tutulum sekli Non-diffuz Diffuz

Kemik iliginde lenfosit oram <% 80 >80

Timidin kinaz ve sCD23 Normal Artmis

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

CD38 <% 30 >% 30

IGVH varyasyon durumu Mutant Non-mutant

P53 varyasyon durumu

Non-mutant

Mutant

Zap 70

Negatif

Pozitif

KLL’nin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte aile oykusu en iyi karakterize edilen
risk faktoriidiir (Brown, 2008; Coombs vd., 2012). KLL hastalarinin %8-10"u aile
Oykiisiine sahiptir, bu da hastaligin kalitsal yatkinliga sahip oldugunu gostermektedir.
KLL hastalarinin birinci dereceden akrabalar1 arasinda hastaligin goriilme riski daha
fazladir (Coombs vd., 2012). Sporadik olarak gelisen KLL olgularive ailesel KLL
olgularinin karsilastirildigi bir ¢alismada, ailesel olgularda kadin insidansinin ve

varyasyon gecirmis /GHV geninin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Goldin vd.,
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2010). Ayrica KLL hastalarinin yakin akrabalarinda %13-18'inde Monoklonal B
hucreli lenfositoz (lenfosit yiiksekligi) oldugu belirtilmistir (Slager vd., 2013).
Kromozom 16q24.1 lokusu uzerinde bulunan Interferon Duzenleyici Faktor 8
(Interferon regulatory factor 8- IRFS8) geni ve Insan Lokosit Antijeni genlerini
bulunduran kromozom 6p21.3 lokusunun, ailesel KLL’ye yatkinlik ile iliskili oldugu
belirtilmistir (Wiernik, 2015). KLL icin kalitsal riskin yaklasik olarak %10’u; tek
nukleotid  polimorfizimlerine  (single  nucleotide  polymorphisms-SNPs)
dayandirilabilir (Coombs vd., 2012). Bu SNP'ler genome wide association (GWA)
calismalarinda tanimlanmis ve tek basina goreceli olarak kiigiik bir hastalik riski
bulundurmaktadir. KLL GWA calismalarinin neredeyse hepsi beyaz 1rk
popiilasyonlarinda gergeklestirilmistir bu nedenle SNP'lerin diger irklardaki 6nemi
konusunda yeterli bilgi mevcut degildir (Coombs vd., 2012). KLL ile iliskisi daha
onceden tespit edilen 7P53 ve ATM gibi varyasyonlarin yani sira, KLL ile iliskisi
onceden bilinmeyen tekrarlayan somatik varyasyonlarda tespit edilmistir. Bu somatik
degisiklikler, DNA hasar1 ve hiicre dongiisliniin kontrolii [TP53, ATM, POTI
(Protection Of Telomeres 1-POT1), BIRC3], mRNA islenmesi [XPOI (Exportin I-
XPOI), SF3BI], NOTCH sinyali (NOTCHI), enflamatuar yollar (MYDS88) ve
kromatin modifikasyonunu [CHD2 (chromodomain helicase DNA binding protein 2-
CHD2)] icermekte olan bir¢ok hiicresel yolagin 6nemli bilesigi olarak bilinmektedir
(Gruber ve Wu, 2014).

KLL de geleneksel sitogenetik yontemlerin  kullanimi, tekrarlayan ve
prognostikoneme sahip genetik anomalilerin tespitinde biiyiilk dnem arzetmektedir
(Schweighofer vd., 2013). Kromozom anomalileri énemli prognostik belirteglerdir.
Dohner ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada KLL olgularinda en sik goriilen
sitogenetik anomaliler; 6, 11, 12, 13, 14 ve 17. kromozomlarda yer almaktadir (D6hner

vd., 2000). Bu anomalilerin goriilme oranlar1 Tablo 2.5’da gosterilmektedir.
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Tablo 2.5 Sitogenetik Anomaliler

Anomaliler Goriilme oranlar (%)
13q14 55

11q22-23 18

Trisomi 12 16

Del (17p) 7

Del (6q) 6

Trisomi 8q 5

Normal Karyotip 18

Trisomi 3q 3

t(14q32) 4

2.8 MYDS88 (Myeloid Differentiation Primary Response 88)

MYDS88 fonksiyonunun ¢alismasinda model organizmalar kullanilmistir. Gen, ilk
olarak Dan Liebermann ve Barbara Hoffman tarafindan farelerde kesfedildi ve

klonland1 (Lord vd., 1990).

MyD88 (Miyeloid Farklilagsma Birincil Tepki Gen 88) baslangicta IL-6 ile indiiklenen
miyeloid farklilasmasi sirasinda yukar regiile edilen bir gen olarak kesfedildi (Lord
vd., 1990). O zamandan beri agirlikli olarak, TLR (Toll benzeri reseptor) ve dogustan
gelen bagisikliga karisan interlokin-1 (IL-1) reseptér yollarindan asagi akis
sinyalizasyonuna aracilik etmek i¢in temel bir adaptor proteini olarak islev gordiigii
bulunmustur (J. Q. Wang vd., 2014, 2013). Memelilerde, MyD88 kaybi, dogustan
gelen bagisiklik tepkilerinin eksikligine yol acar: 6rnegin, MyD88 eksikligi olan
fareler, cesitli bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlara karsi direnci azaltmistir ve
insanlarda MyD88'deki etkisiz hale getirilen mutasyonlar, etkilenen bireylerde
piyojenik enfeksiyonlara karsi artan bir duyarliliga neden olur (Scanga vd., 2002;
Takeuchi vd., 2000; Von Bernuth vd., 2008). Deneysel modeller, MyD88 nakavt
farelerinin, lipopolisakkarit (LPS) ile stimiilasyondan sonra makrofaj aktivasyonunda
azalma, proinflamatuar sitokin tiretimi seviyelerinin ve T yardimci hiicre yanitlarinin
bozulmasimin 6nemli 6l¢iide azaldigini gostermektedir (Adachi vd., 1998). Ayrica,

MyDS88'de eksik olan B hiicrelerinin, MHC sinif II yoluyla etkili antijen sunumunu
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daha az yapabildigi ve LPS stimiilasyonunu takiben proliferasyon ve antikor
tepkilerinde bozulma oldugu gozlemlenmistir (Kawai vd., 1999; J. Q. Wang vd.,
2013).

Farkli olarak Drosophila'daki MyD88 homologu olan Tiip kaybi, Drosophila'da ¢ok
sayida mantar ve mikrobiyal enfeksiyona yol agar (Horng ve Medzhitov, 2001). Bu
nedenle MyD88 ve fonksiyonel esdegerleri, birgok farkli organizmada 6nemli bir rol
oynadig1 goriilebilir; bu, neden evrimsel olarak yiiksek oranda korunmus bir molekiil
olduguna dair bir agiklama islevi gorebilir (J. Q. Wang vd., 2013). MyD88 proteini
genellikle 296 amino asit icerir ve {i¢ ana alandan olusur: bir N-terminal 6liim bolgesi
(DD), bir ara bolge (INT) ve C-Toll / IL-1 reseptdr homoloji bolgesi (TIR) terminus
(Into vd., 2010; Ngo vd., 2011). TIR alani, MyD&88'in diger TIR (Toll-IL-1
reseptor) alani iceren proteinlerle (reseptorler veya adaptorler) etkilesime aracilik
ederken DD alani, agag1 yonde sinyallemeyi kolaylastirmak i¢in interlokin-1 reseptorii
ile iliskili kinazlarla (IRAK) iligkilidir (Deguine ve Barton, 2014). INT domaininin
IRAK4 aktivasyonunda rol oynadigi diisiiniilmektedir ve INT domaini olmayan
MyD88, MyD&88'lerin bir ek varyantt LPS'nin neden oldugu asagi akim NF-kB
aktivasyonunu inhibe ettigi gdsterilmistir (Groth vd., 2002; Janssens vd., 2003). TLR
TIR alanlarina dizi benzerligine ragmen, MyD88 TIR alaninin BB dongiisiinde yapisal
farkliliklarin, TLR ligasyonu olmadan MyD88 molekiillerinin kendiliginden TIR
dimerizasyonunu 6nledigi diisiiniilmektedir. Boylece, TLR ligand tanimada meydana
gelen konformasyonel degisiklikler TIR alanlarini yakinlagtirabilir, bu da aviditede bir
degisiklige ve MyD88 sinyalizasyonunun baslatilmasina izin verebilir (Deguine ve

Barton, 2014; Khan vd., 2004).

Ngo ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptig1 ¢calismada yaygin biiyiik B hiicreli lenfoma
(DLBCL )’ nin % 29'unun MyD88'de ayn1 mutasyonu barindirdig1 gosterildi, bu da
amino asit 10sinin 265. pozisyonda proline (L265P mutasyonu) ikame edilmesiyle
sonuglandi. Bu mutasyon ¢ok nadiren DLBCL'min GCB ve PBML alt tiplerinde
meydana gelmistir. MyD88 L265P mutasyonlarinin ¢ogunlugu heterozigotluydu,
sadece alt1 biyopsi 6rnegi homozigot olarak bulundu (Ngo vd., 2011). Bu bulgular
Fransa'da de novo DLBCL'li 161 hastada MyD88 mutasyon durumunu analiz eden
baska bir arastirma grubu tarafindan desteklenmistir (Bohers vd., 2014). Otuz hastada
(% 19), GCB DLBCL'ye (% 9.7) kiyasla ABC DLBCL'de (% 31) meydana gelenlerin
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anlamli bir oranda daha yiiksek MyD88 mutasyonlar1 oldugu bulundu. Daha &nce
oldugu gibi, en yaygin mutasyon MyD88 L265P (18/30 hasta); bir hastada homozigot
MyD88 L265P mutasyonu oldugu bulundu (Bohers vd., 2014; Sheikh, 2017).

MyD88 L265P mutasyonunun lenfogenezise nasil katkida bulundugu su anda sadece
tam olarak anlasilamamistir: mutasyon, MyD88 TIR alanmmin hidrofobik
cekirdegindeki bir sheet-tabakasinda evrimsel olarak degismeyen bir kalintida
meydana gelir ve yapisal olarak baska bir mutasyon (M232T) bulunmustur. bitisik
metiyonin kalintist (Ngo vd., 2011; Shaffer III vd., 2012). Dolayisiyla bu
mutasyonlarin TIR bdlgesinin {igiinciil yapisini bozdugu diistiniilmektedir. Ayrica,
bilinen diger MyD88 mutasyonlarinin bir¢ogu, etkilesimli TLR'lerin TIR alanlar1 ile
etkilesime giren TIR alaninin BB dongiisiinde kiimelenir, bu da TLR'lerin lenfomada
MyD88 sinyalini etkileyebilecegini diislindiiriir (Knittel vd., 2016; Shaffer III vd.,
2012). Bu hipotezi destekleyen bazi kanitlar, MyD88 mutasyona ugramis CLL
hiicrelerinin TLR stimiilasyonunun MyD88 mutasyona ugramamig CLL hiicrelerine
kiyasla ¢cok daha yiiksek seviyelerde belirli sitokinler (IL-6 dahil) ve kemokinlerin
indiiklendigi deneyler yoluyla tiretilmistir. MyD88-inaktive edici mutasyon ES2DEL
mevcut oldugunda, bunun aksine, TLR uyarimi artmis bir sitokin salgilanmasi ile
sonuglanmadi (Puente vd., 2011). Muhtemelen, TLR ligasyonuna yanit olarak
gelistirilmis sitokin iiretimi, makrofajlarin ve T Ilenfositlerinin KLL hiicreleri
tarafindan toplanmasina yardimci olarak hayatta kalmalari i¢in uygun bir nis
yaratabilir. Ek olarak, TLR'lerin KLL hiicrelerinde aktivasyonu, tiimor hiicrelerinin

cogalmasini tesvik eder ve bunlari spontan apoptozdan korur (Muzio vd., 2009).

Bununla birlikte, bilinen MyD88 mutantlart ve DLBCL'deki spesifik TLR'ler
arasindaki biyokimyasal ve fonksiyonel iliski agiklanmaya devam etmektedir. Bu
baglamda devreye girebilecek bir diger mekanizma, mutasyona ugramis TIR
alanlarinin, lenfoma hiicre dizilerinde kendiliginden oligomerize oldugu ve sitozolik
Myddosome kompleksleri olusturdugu gozlenmistir; ayrica, lenfoma ile iligkili TIR
domeni mutantlari, agag1 yonde NF-kB sinyallemesini baglatmak i¢in vahsi tip MyD88
ile etkilesime girebildiler (Avbelj vd., 2014). Bu bulgu ayn1 zamanda bir heterozigot
MyD88 mutasyon durumunun onkojenik bir siiriicli olarak nasil yeterli olabilecegine

dair bir agiklama saglayabilir.
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MyD88 L265P mutantinin, 6zellikle Waldenstrom’un makroglobiilinemisinde (LPL)
de bilinen bir hastalik varlig1 olan, genellikle inat¢i, lenfoid malignitelerde oldugu
bulunmustur. Orijinal hasta serileri (Treon vd., 2012), tiim genom dizilimi ile analiz
edilen WM hastalarindan alinan biyopsi 6rneklerinin% 91'inin (49/54) MyD88 L265P
mutasyonunu tasidigini, WM kohortlarinin bu 6zel mutasyonun benzer sikliklarini
buldugunu bildirdi (Treon vd., 2014; Varettoni vd., 2013). DLBCL'de oldugu gibi,
cogu vaka MyD88 L265P i¢in heterozigot olarak mutasyona ugramistir ve homozigot
olan hastalarda heterozigot olanlara kiyasla ayirt edici klinik veya laboratuvar
ozellikleri saptanmamistir (Poulain vd., 2013; Treon vd., 2014). MyD88 L265P
mutasyonlarinda O6nemli bir artisa sahip oldugu goriilen diger diisiik dereceli
lenfomalar, mide mukozasina bagl lenfoid doku (MALT) lenfoma ve dalak marjinal
bolge lenfomadir (SMZL); MALT lenfoma hastalarinin yiizde 9'unun bir ¢alismada
mutasyonu tasidigr gosterilmistir ve diger seriler SMZL'nin% 6 ila 15'inde MyD88
L265P tespit etmistir (Martinez-Lopez vd., 2015; Ngo vd., 2011; Varettoni vd., 2013).

Agirliklt olarak ABC DLBCL fenotipi olarak siniflandirilan primer merkezi sinir
sistemi lenfomasinin (PCNSL) yiiksek MyD88 L265P mutasyonlarina sahip oldugu
gosterilmistir (Braggio vd., 2015; Gonzalez-Aguilar vd., 2012). Ilging bir sekilde,
MyD88 L265P mutasyonlari, 6rnegin primer testikiiler lenfoma gibi diger bagisiklik
ayricalikli ekstra nodal bolgelerde yliksek frekansta bulunur (Braggio vd., 2015;
Gonzalez-Aguilar vd., 2012; Kraan vd., 2014).

Birkag ¢aligma, MyD88 mutasyonlarina sahip oldugu saptanan lenfoma hastalarindaki
klinik sonuglar1 analiz etmistir: WM'de, MyD88'deki somatik mutasyonlarin klinik
sunumun 6nemli belirleyicileri oldugu ve ayrica genel sagkalim ile iliskili olabilecegi
bulunmustur. MyD88 L265P'nin yoklugunda, WM'li hastalarin kadin olma olasilig1
daha yiiksek, splenomegali ve ekspres CD27, B hiicresi aktivasyonu ve hafizasinda
yer alabilen timdr nekroz faktorii (TNF) reseptor ailesinin bir tiyesi (Mori vd., 2013;
Poulain vd., 2013). MyD88 vahsi tip (MyD88WT) olan hastalarin da daha yasli oldugu
gosterilmistir (Treon vd., 2014), ancak MyD88 mutasyon durumunun sagkalim
lizerindeki etkisi tartismalidir. Italya (Varettoni vd., 2013) ve Hindistan'dan (Patkar
vd., 2015) yapilan bagimsiz ¢aligmalar, MyD88 L265P mutasyonu olan hastalarin
daha fazla hastalik yiikiine ve daha yiiksek hastalik ilerleme riskine sahip olma
olasiliginin daha yiiksek oldugunu goéstermistir. Bunun yaninda tedaviden sonra
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ilerleyici hastalik gelistirme olasilig1 daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna karsilik,
ABD'den bir ¢alisma MyD88WT hastalarinin takip sirasinda progresif hastaliktan
anlamli derecede daha yiiksek mortaliteye sahip oldugunu bildirmistir (Treon vd.,
2014). DLBCL'de MyD88 mutasyonlart olan hastalarin, MyD88'de mutasyonlari
olmayan hastalardan énemli 6l¢iide daha yasli oldugu bildirilmistir; bu durum, ABC
alt tipinin DLBCL vakalarinin oraninin ilerleyen yasla birlikte arttigi gézlemiyle
tutarlidir (Bohers vd., 2014; Mareschal vd., 2011). MyD88 L265P ve DLBCL'deki
prognozun iligkisi agik degildir: yeni teshis edilmis 175 DLBCL vakasinin retrospektif
bir ¢aligmasi, MyD88 L265Pmin varligin1 bu kohorttaki sonu¢ i¢in bagimsiz bir
prognostik faktor olarak tanimlamistir. Bu ¢alismadaki mense hiicre Hans algoritmast
ile degerlendirilmis ve MyD88 mutasyonlari, ABC DLBCL alt grubunda beklendigi
gibi agirlikl olarak gozlenmistir. Cok degiskenli analizde, sadece MyD88 mutasyon
durumu, ancak ABC alt tipi degil, 40 aylik takip sonrasinda daha diisiik OS i¢in tahmin
edildi (Fernandez-Rodriguez vd., 2014). MyD88 L265P ile daha kotii sonuglara benzer
bir egilim, bu iki farkli caligmada istatistiksel anlamliliga ulasamamasina ragmen,

daha sonraki iki ¢alismada bulunmustur (Cao vd., 2016; Juskevicius vd., 2017).

Bagka bir hasta kohortunda, mutasyon durumuna bakilmaksizin MyD88 protein
ekspresyonunun tiimdr niiksii ve hastaliksiz sagkalimin kisalmasi ile anlamli derecede
iliskili oldugu bulunmustur (Choi vd., 2013). Bu hasta serisinde, [HC tarafindan tespit
edilen MyD88, DLBCL vakalarinin yaklasik% 40'inda ve cogunlukla ABC alt tipinde
asir1 ifade edildi, ancak MyD88 mutasyon durumu ile iliskili degildi. Sadece Koreli
bir kohort ¢alismasinda gerceklestirilen, MyD88 L265P mutasyonunun ¢ok daha
diisiik bir insidans1 tespit edildi (% 6.5) ve mutasyonun varliginin prognostik bir etkisi

oldugu gosterilmedi (Sheikh, 2017).

MYD88 mutasyonlar1t KLL'de% 2 ila% S5'e ulagir ve IGHV M ifade eden hastalar
arasinda c¢arpici bir sekilde zenginlestirilir (Baliakas vd., 2015). MYD88 mutasyona
ugramis (MYDS88 M) hastalar 6nemli dl¢iide daha genctir (Sekil 2.4.), erkek tistiinliigii
egilimi, daha diisiik Binet evre A sikligi ve TP53, NOTCHI1, SF3B1, ATM ve
BIRC3'te olumsuz sitogenetik degisiklikler veya mutasyonlar neredeyse yoktur ve
MYDS88 mutasyona ugramamis (MYD88 UM) hastalara gore yiiksek CD38
ekspresyonu olan vakalarin daha diisiik bir yiizdesi vardir (Martinez-Trillos vd., 2014).
MYDB88 M vakalari ortak bir kliselestirilmis BCR alt kiimesine atanmamustir (Baliakas
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vd., 2015).IGHV M KLL hastalar1 MYD88 M'nin isletim sistemi MYD88 UM'den
onemli 6l¢iide daha iyi bir OS gostermistir (Sekil 2.5.), ilk tedaviye kadar gecgen siire
icinde hig¢bir korelasyon yoktur (TTFT) (Carabaza, 2019; Martinez-Trillos vd., 2014).

2.9 Toll Like Receptors

Immiin sistem, dogal ve edinilmis olmak iizere iki ana bdliimde incelenir. Evrim
sirasinda gelisen ve tiim hayvan ve bitki smiflarinda var olan dogal immiinite
patojenlerin taninmasi i¢in toll benzeri reseptorler (toll like receptors, TLR) ailesini
kullanmaktadir. Toll genleri, protein yapisinda olan TLR’leri kodlamaktadir. Toll geni
ilk defa 1985°te Nobel 6diillii Christiane Niisslein-Volhard, Eric Weischaus ve
arkadaslar1 tarafindan bir meyve sinegi olan Drosophila melanogaster’de
tanimlanmistir. ilk olarak toll geninin bu sineklerin dorsal-ventral akslarmnin
embriyogenezinde 6nemli rol oynadigi ortaya konulmustur. Takip eden yillarda bu
genin memelilerde de var oldugu ve hem memeliler hem omurgasizlarda dogal
immiinite i¢in gerekli oldugu anlasilmistir. Bu gen ve reseptor ailesinin adi 1985°te bu
geni ilk bulan ekipten olan Niisslein-Volhard’in meyve sinegi larvasinin dorsal viicut
boliimiine gore az gelismis olan ventral bolgesini fark ettiginde hayretini dile getirmek
icin soyledigi “Das ist ja toll” climlesinden gelmektedir. Almanca’da toll “inanilmaz”

veya “harika” demektir.

TLR’ler dogal immiinitenin parcalari olan makrofaj ve dendritik hiicreler tarafindan
eksprese edilen tip 1 transmembran proteinleridir. Bu reseptdrler ligandlarin
tanimasindan sorumlu ekstraseliiler boliim, transmembran heliks bdliimii ve sinyal
yolaklarinin baglangici olan intraseliiler toll-like/interlokin-1 reseptor (TIR) boliimii
olmak iizere 3 béliimden olusmaktadir. Insanlarda TLR ilk Nomura ve arkadaslar
tarafindan 1994’te tanimlanmistir. Ancak o zaman meyve sinegindeki toll’iin immiin
sistemdeki rolii bilinmediginden bu reseptoriin memelilerin gelisiminde rol oynadig:
diisiiniilmistiir (Nomura vd., 1994; Taguchi vd., 1996). TLR iin insanlarda edinilmis
immiin sistemi de harekete gecirebilecegi 1997°de Janeway ve Medzhitov tarafindan
gosterilmistir (Medzhitov vd., 1997). TLR4’iin lipopolisakkaritleri algilayan bir
reseptor olarak islev gordiigiinii gosteren Dr. Beutler ve Dr. Hoffmann 2011°de bu
kesifleri ile Nobel odiiliine layik goriilmiistiirler. Giiniimiizde insanlarda 12 adet

fonksiyonel TLR ve bu reseptorler i¢in birgok ligand tanimlanmistir. TLR 1, 2,4, 5,6

24



ve 10 cogunlukla hiicre yiizeyinde lokalize olup patojenlere spesifik molekiileri
tanirlar. TLR 3, 7, 8 ve 9 ise intraseliiler organellerin i¢inde lokalize olurlar. TLR
iligkili sinyal yolaklarinin uyarilmasi sonucunda interlokin (IL)-1, IL-6, tiimor nekroz
faktorii (TNF)- a ve diger proinflamatuar sitokinlerin {iretimi ile birlikte edinilmis
immiin sistemin aktive olmasinda rol oynayan “es zamanli uyari (costimulatory)
molekiillerinin” ekspresyonu da gerceklesmis olur. Boylece hem dogal hem de

edinilmis bagisiklik sistemleri aktive edilmis olur (Medzhitov ve Janeway, 1997).

a) b) MYD88 mut
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S <
=~ E 06+
. 2
; s %7 p=0024
E VE
T 1T b 1T 1T 1 0.0 1 1 | |
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Sekil 2.4 TLR / MYD88 mutasyonlarina gore hastalarin yas dagilimi ve sonuglari
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Sekil 2.5 TLR Sinyal Yolag: (Toll-like Receptors (TLRs) (Toll benzeri reseptor -
Vikipedi, n.d.)
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismamiza 2018-2020 yillar1 arasinda Sanko Universitesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Hematoloji Bilim Dali’na bagvurmus Kronik Lenfoid Losemi tanist konmus
arsivde 18 yas tizeri 100 hasta grubu ve herhangi bir kanser dykiisii olmayan 18 yas
lizeri saglikli 70 birey kontrol grubu olarak alindi. Calismalar, Gaziantep Universitesi
Fen—Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Molekiiler Biyoloji ve Genetik

laboratuvarinda gerceklestirildi.
3.1.1 Cahismada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Santrifiij (Hettich, Almanya)

Vorteks (Lab. Companion, Kore)

Spektrofotometre (ThermoScientific, Amerika Birlesik Devletleri)
Buzdolab1 (Vestel, Tiirkiye)

-80° saklama dolab1 (ThermoScientific, Amerika Birlesik

YV V. V VYV V

Devletleri)

A\

Inkiibator (J.P. Selecta, ispanya)

Y

StepOnePlus™ Real-time PCR cihazi (AppliedBiosystem,

Amerika

BirlesikDevletleri)

» L265p SNP rs387907272 Belirleme Kiti (NiikleoGene, Tiirkiye)

» Tagman Universal Master Mix II (AppliedBiosystem, Amerika
Birlesik Devletleri)

» Distiles

» (Cekirdek lizis tamponu (Thermo Scientific, Amerika Birlesik
Devletleri)

» Sodyum dodesil siilfat (Thermo Scientific, Amerika Birlesik
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Devletleri)
Proteinaz K (Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)
Amonyum asetat (Santa Cruz, Amerika Birlesik Devletleri)

Tris EDTA (Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri)

vV V V

» Etanol (Sigma Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri)
3.1.2 Cahsmada Kullamilan Sarf Malzemeler

» Mikropipetler (1-10uL, 10-100 uLL ve 100-1000 uL) (Eppendorf,
Almanya)

Falkon tiip (15 mL) (ISO Lab, Almanya)

Falkon tiip (50 mL) (ISO Lab, Almanya)

Steril Filtreli 10 uL., 100 pL ve 1000 pL’ lik pipet u¢lar1 (Axygen)

1.5 mL’likependorf tiipler (ISO Lab, Almanya)

vV ¥V VvV V V

Steril Lateks Eldiven
3.2 Yontem

Kronik Lenfoid Losemi (KLL) hastalarinda daha 6nce ¢alisilmamis olan gen MYD88
geninin baz1 boélgelerinin polimorfik dagilimlar1 belirlenerek genotiplendirilme

yapilmaigstir.

Kronik Lenfoid Losemi (KLL) hastalarinda MYD88 gen polimorfizmlerini aragtirmak
icin insan kanlar1 ile yapilacak olan calismamiz planlandiktan sonra Gaziantep
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 2019/298 karar no protokol kodu
ile 18.09.2019 tarihinde izin alind1.

Calisma Gaziantep Universitesi BAP komisyonu tarafindan FEF.YLT.20.08 projesi

olarak desteklenmistir.

3.2.1 Kan Orneklerinin Eldesi

Bu calismaya, 2018-2020 yillari arasinda Sanko Universitesi Arastirmave Uygulama
Hastanesi Hematoloji Bilim Dali’na bagvurmus ve Kronik Lenfoid Losemi tanisi
konmus 18 yas iizeri 100 birey hasta grubu ve Gaziantep ilinde ikamet eden, herhangi
bir kanser Oykiisii olmayan 18 yas lizeri saglikli 70 birey kontrol grubu olarak

alinmistir. Kontrol grubunda yapilacak olan parametreler i¢in 2 ml’lik 2 adet EDTA’l1
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tiplere venoz kan alindi. Kanlar, kontrol grubu icin saglikli bireylerden giiniin
herhangi bir saatinde alindi. Acglik veya tokluk oOlciilecek olan parametreleri
etkilememektedir. Alinan kan numuneleri L265p T/Crs387907272 promotor bolge gen
polimorfizmlerini ¢alismak {izere-20°C’de calisma giiniine kadar saklandi. DNA
orneklerinin miktar tayini ve saflik derecesi, UV spektrofotometrede sulandirilmis
orneklerin 260 ve 280 nm dalga boylarinda okuma degerleri alinarak belirlenmistir.
260 nm dalga boyunda o6l¢iilen absorbsiyon degerleri (A260) total niikleik asit
miktarint ve 280 nm dalga boyunda 06lgiilen absorbsiyon degerleri (A280) ise total
protein miktarimi géstermektedir. DNA 6rneginin saflik derecesi 260 ve 280 nm dalga
boylarinda okunan degerler arasindaki oran (OD degeri) (A260/A280) hesaplanarak
belirlenmistir (Sambrook vd., 1989).

3.2.2 Kontrol Grubu ve Hasta Grubu DNA Izolasyonu

Toplanan kan orneklerinden DNA’larin izolasyonu manuel olarak tuzla ¢oktiirme
yontemi kullanilarak yapildi (Russell ve Sambrook, 2001). izolasyon iki asamal
gergeklestirildi. Tk giin EDTA’l tiipler igerisinde bulunan kan ornekleri -20 °C’den
cikartilarak oda sicakligina ulasmasi saglandi. 5 cc kan, uygun sicakliga geldikten
sonra 50ml’lik falkon tiiplere alinarak iizerine 20 ml soguk steril distile su eklendi.
Eritrositleri patlatmak amac ile tiipler 5 dakika hizli bir sekilde calkalandi. Tiipler
2500 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve peletin lizerine hacim 10
ml’ye tamamlanacak sekilde soguk steril su eklendi. Pelet ¢oziilene kadar tiipler tekrar
kuvvetli bir sekilde ¢alkalandi. Ardindan 6rnekler 2500 rpm’de 20 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant atildi ve peletin {lizerine 1,5 ml ¢ekirdek lizis tamponu, 200 ml
sodyum dodesil stilfat ve 75 puL proteinaz K eklendi ve karisim vorteks ile homojenize
edildi. Tiipler 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. Ertesi giin inkiibasyondan
c¢ikarilan 6rneklere 1000 uL. amonyum asetat eklendikten sonra hafifce ¢alkalanarak
oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. Daha sonra bekletilen 6rnekler 3500 rpm’de 20
dakika santrifiij edildi. Siipernatant toplanarak 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi ve
lizerine toplam 6rnek hacminin 2 kat1 kadar etanol ilave edildi. Tiipler yavasca yana
dogru cevrilerek DNA’nin toparlanmasit saglandi. Toparlanan DNA alinarak
ependorflara ekledigimiz 200 pLTris EDTA tamponunda kullanilacak zamana kadar
— 80 °C’de bekletildi.
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3.2.3 Real Time Online PCR (RT-PCR)

Real Time PCR (Bustin vd., 2005) literature taramasi sonucu belirlenen protokole
gbre hizmet satin alimi ile ¢alisilmistir. Bu islemler esnasinda COVID-19 pandemisi

sebebiyle labaratuar ¢alismalarina katilim kisitlanmastir.
3.2.4 Real Time-PCR Reaksiyon Ortaminin Hazirlanmasi

Her bir polimorfizm i¢in asagida belirtilen sekilde Real-Time PCR reaksiyon

karisimi hazirlanmistir.

a. Tagman universal master mix I Sul
b. SNP genotyping assay mix 0,25ul
c. Distile su 3,75 pl olmak iizere toplam hacim 10uL’dir.
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BOLUM 4
BULGULAR

Calismada hasta ve kontrol grubuna ait cinsiyet ve yas dagilimi Tablo 4.1'de
verilmigtir. Hasta ve kontrol grubu DNA 0Ornekleri Real Time PCR yontemi ile

calisilmigtir.

Tablo 4.1 Hasta ve saglik bireylere gore cinsiyet ve yas dagilimi

%
Kadm 38 38 49 70
Erkek 62 62 21 30
Yas Minimum 31.00 18.00
Yas Maksimum 88.00 85.00
Yas Ortalama 63.29 +11.86 46.20+14.65

KLL hasta grubunda kadinlarin oram1 %38 iken erkeklerin orani %62’°dir. Saglikl

birey grubunda ise kadinlarin oran1 %70 iken erkeklerin orani %30 olmustur.
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Sekil 4.1 Gruplardaki Kisi Sayisi
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Sekil 4.2 KLL Hastalarinin Yas Dagilimlarina Iliskin Histogram Grafigi
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Sekil 4.3 Saglikli Bireylerin Yas Dagilimlarina Iliskin Histogram Grafigi

KLL hastalarinin  tam1  sirasindaki yaslarina iligkin  histogram grafik ile
gosterilmektedir. Saglik bireylerin yaslarina iliskin histogram grafigi ise sekil 4.2.’de
sunulmustur. Calismadaki KLL hastalar1 ile saglikli kontrol grubundaki bireylerin

cinsiyete gore dagilimi sekil 4.3’ de gosterilmektedir.

4.1. Polimorfizm Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Floresan Tiirev Egrisi
T T T T T

i T
FO0D 4 =
= 550 4 —
o ]
= 1 i
e F20 :;
280 -7
14D—q I i i B

] ] 1 ] ] ]
&0 &5 0 7S5 820 85 90 95
Sicaklilc

Sekil 4.4 Homozigot-Heterezigot Analizi (Wild Type ve mutant bireylerde ayni
sicaklikta pik vermistir. Bu sicaklik mutant ise homozigot mutant degil ise

saglikli birey oldugunu gostermektedir.)
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Sekil 4.5 Homozigot-Heterezigot Analizinin parametreleri (Wild Type ve mutant

bireylerin olusu heterezigotlugun oldugunu gostermektedir. Erken ¢ikan

pik Wild Type digeri ise mutant bireye aittir.)

Turev

Floresan Tiirev Egrisi
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Sekil 4.6 Wild Type-Mutant Analizinin parametreleri (Erime egrisi analizlerinde

mutant ve wild type allelleri mutant bazdan dolay: farkli egrisi sicakliklar
verdigi gosterilmistir. Mutant baz daha yiiksek 1sida erime egrisi analizi

vermektedir.)

Tablo 4.2 TT Wild Type (Sagliklr) Istatiksel Analiz Sonuglar

% N %
Yok 5 5.0% 0 0.0%
Var 95 95.0% 70 100.0%
Toplam 100 100% 70 100%
Fisher's Exact Test.078
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Tablo 4.3 CC Mutant Istatiksel Analiz Sonuglari

% N %

Yok 95 95.0% 70 100.0%
Var 5 5.0% 0 0.0%
Toplam 100 100% 70 100%

Fisher's Exact Test.078

Tablo 4.4 TC Heterezigot Istatiksel Analiz Sonuglar

Yok 97 97.0 70 100.0

Var 3 3.0 0 0.0

Toplam 100 100% 70 100%
Fisher's Exact Test.269

4.1 L365p T/C Real Time PCR Analiz Sonuclari

Verilerin analizinde SPSS 26 Paket Programi kullanilmistir. Saglikli ve hasta
sayillarinda L265p polimorfizm oranlarimi karsilagtirmak icin z-oranlar testi ve

frekanslarini karsilastirmak icin ise Fisher’s Exact yapilmistir.

Calisma 2018-2020 yilarinda tan1 koyulan ve takibi yapilan 100 hasta ve goniillii
olarak 70 saglikli erigkin birey alindi. Calismaya goniillii katilan KLL hastalarinin
ortalama yas1 63 (31-88) ve saglikli kontrol grubu bireylerinin ortalama yas1 46 (18-
85) olarak bulundu.



Calismaya katilan bireyler arasinda 95 hasta bireyde 70 saglikli bireyde TT Wild Type
gen saptanmistir. Hasta bireylerin 5 tanesinde CC Mutant gen gézlemlenmis ve 3 hasta
bireyde TC Heterezigot gen saptanmustir. TT (Wild Type), CC (Mutant) ve TC
(Heterezigot) veri sonuglart istatiksel olarak hesaplanmis ve anlamli sonuglar elde

edilememistir.

Calismaya 38’1 hasta, 87 kadin birey ve 62’si hasta 83 erkek birey dahil edilmistir.
Katilimcilar arasinda saglikli bireylerin yas ortalamast min. 18 max. 85 olarak

belirlenirken, hasta bireylerde min. 31 max. 88 belirlenmistir.
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

B hiicreli KLL hastalig1 Bat1 iilkelerin de ve 50 yas iizerinde olan bireylerde en sik
goriilmekte olan 16semi tipidir. Hastalik, olgun gdriiniimlii monoklonal B hiicrelerinin
periferik kan, kemik iligi ve lenfoid organlarda birikimi ile karakterize olmustur
(Rodriguez-Vicente vd., 2013). Ayn1 zamanda KLL hastaligi1 B-KLL hiicrelerinin asir1
miktarda ¢ogalmasiyla degil GO/G1 evresindeki apoptoz mekanizmasinin durmasi
sonucu hiicrelerin birikimiyle karakterize olmaktadir (Kitada vd., 1998). Klinik
heterojenlik, KLL’nin belirleyici 06zelligi olup, bazi hastalar tedaviye ihtiyac
duymadan yillarca hayatta kalirken, bazilariysa tedavi edilmedigi takdirde erken
ilerleme ve kisa bir sag kalim gosterirler (Bagacean vd., 2017). Evrelemede 2011
yilinda yaymlanan bir review’de genel olarak Rai ve Binet evreleme sistemleri
kullanildig belirtilmistir. Her iki sistem klinik muayene ve standart laboratuvar testleri
ile elde edilen parametrelerden olusmaktadir bu nedenle elde edilmesi kolaydir (Mc

Clanahan ve Dreger, 2011).

KLL'nin etiyolojisi hala net olarak bilinmemektedir. KLL hastaliginin etiyolojisi i¢in
yapilan arastirmalarda kimyasallara ve radyasyona maruz kalma gibi cevresel
faktorlerin KLL ile iligkisi tam olarak belirtilememistir (Blair vd., 2007). Dogu kékenli
bireylerde daha diisiik KLL siklig1 ve aile {iiyelerinde diger olgun B hiicreli
neoplazilerden daha yiiksek insidansa sahip olmas1 (%5-10) genetik faktorun énemini
yansitmaktadir (Rodrigues vd., 2016). Son yillarda NGS tekniginin gelisimiyle birlikte
yapilan ¢alismalarda MYDS88 genleri KLL de en sik tekrar eden somatik varyasyonlar
arasinda belirtilmektedir (Guieze vd., 2015). MYDS88 geni dogal ve kazanilmis
bagisiklik yanitinda gorev alan 6nemli bir gendir. MYDS8S8, TLR ve IL-1R yolaklarinda
onemli Olglide sinyal doniistiiriicii olarak gorev alir (Amaya-Chanaga ve Rassenti,
2016). MYDSS L265P missense varyasyonu, KLL olgularinda diisiik siklikta
goriilmekte olsa da en sik goriilmekte olan varyasyonlardan birisi olarak bilinmektedir

(Rossi vd., 2013). Bu varyasyonlar, varyasyona ugramis /IGHV, diisiik ZAP-70 ve
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CD38 ekspresyonuseviyeleri ve normal f2M seviyeleri ile iligkilidir ve klinik evreden
bagimsiz bir sekilde gen¢ hastalarda goriiliir (Amaya-Chanaga ve Rassenti, 2016).
Puente ve arkadaslarinin 2011 yilinda yapmis oldugu bir calismada MYDS88 L265P
gen varyasyonunun ileri klinik evre ve genel sag kalim {izerinde etkisinin olmadig1
belirtilmektedir. Ayrica MYDS88 varyasyonlarin, yabanil tip olan MYDSS olgularina
kiyasla daha gen¢ hastalarda ve tiim varyasyonlarin /GHV varyasyonu bulunan
olgularda goriildiigi belirtilmektedir (Puente vd., 2011). 587 KLL hastasindan alinan
orneklerle yapilan bir ¢alismada, MYDS88 L265P (2016) en sik goriilen varyasyon
olarak belirtilmistir. MYDS88 varyasyonlari, gogunlukla varyasyon geciren /GHV geni,
del (13q), CD38 ve ZAP-70 faktorlerinin diisilk eksprese oldugu olgularda
goriilmiistlir. Bu calismada MYD&8 varyasyonu olan hastalarin varyasyon bulunmayan
hastalardan anlamli olarak daha geng¢ oldugu ve MYDS8S8 varyasyonunun gen¢ KLL
hastalarinda olumlu sonu¢ veren bir popiilasyonu temsil ettiginden bahsedilmistir
(Martinez-Trillos vd., 2014). Bizim ¢alismamizda bu ¢alisma ile benzer olarak KLL
hastalarinda MYDS88 L.265P varyasyonu saptanamamustir. Yapilan ¢alismada MYD88
mutasyonun sik goriilmesi baz alinarak KLL ‘de ki goriilme siklig1 ile karsilagtirma
yapmak i¢in ¢calismamiz planlanmistir. Fakat bunun nedeni de anlamli sonuglar elde
edebilmemiz i¢in ¢aligmamiz da kullanmis oldugumuz hasta sayisinin stire yetersizligi
sebebi ile yetersiz olmasidir. Bu nedenle ¢alismamizda istatistiksel olarak anlamli bir

sonu¢ elde edilmemistir.

Jung-Ah Kim ve ark. 2014 yilinda yapmis oldugu farkli bir calismada Seoul National
University Hastanesinde Aralik 2001 ile Kasim 2012 arasinda tedavi edilen yeni teshis
edilmis 22 WM hastas1 dahil edilmistir. Waldenstrom makroglobulinemili (WM)
Koreli hastalarda MYDS88 L265P mutasyonlar1 6q delesyonu ile iliskili oldugu
belirtilmistir. WM, IgM monoklonal gammopati ile birlikte malign bir lenfoplazma-
proliferatif bozukluktur. MYD88 L265P WM i¢in anahtar bir mutasyon niteligi
tasimaktadir. Yapilan ¢alismada 22 hastanin 18’inde sitogenetik verilerin mevcut
oldugu belirtilmistir. Heparinize BM numuneleri iizerinde standart G-bantlama
teknikleri kullanilarak sitogenetik ¢alismalar, tanisal ¢alismanin bir pargasi olarak
gergeklestirilmistir. Tiim hastalar Koreli olup, medyan yas1 63,5'tir (40-88 yas araligi).
Hastalar 17 erkek (% 77) ve 5 kadin (% 23) olarak belirtilmistir. Konvansiyonel

sitogenetik calismanin sonuglari; 18 hastada G-bantlama kullanilarak geleneksel
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sitogenetik analiz yapilmistir. 5 hasta (% 28) yapisal anormallikler sergilemis, 3 hasta
6q delesyonu ile sunulmustur. MYD88 geni i¢in dizilemenin miimkiin oldugu 16
hastadan 11'1 (% 69) L265P mutasyonunu tasidig1 belirtilmistir. MYD88 mutasyon
pozitif ve mutasyon negatif hastalar karsilastirildiginda, iki grup arasinda klinik
ozellikler ve IgM monoklonal protein seviyeleri acisindan anlamli farklilik
bulunamamistir. Bu calisma, Koreli WM hastalarinda MYD88 L265P mutasyon
durumunu agiklayan ilk rapordur. MYD88 L265P mutasyonu, genetik analizler i¢in
kullanilan yontem ve dokulara bagl olarak, WM ile ilgili son ¢aligmalarda yaygin
olarak % 70-100 siklikta oldugu bildirilmistir. MYD88 L265P mutasyonu ayrica,
onemi bilinmeyen IgM monoklonal gammopatisi olan hastalarda (IgM MGUS)
WM'den daha diisiik bir frekansta,% 10 ila 87 arasinda bulunabilir. MYD88 L265
mutasyon siklig1, splenik marjinal bolge B hiicre lenfomasi, multipl miyelom ve kronik
lenfositik 16semi (<%10) gibi diger ilgili kronik B hiicre lenfoproliferatif
bozukluklarda ¢ok daha diisiik oldugundan bu mutasyonun varligt WM'yi diger B
hiicresi ile iliskili bozukluklardan ayirt eder ve WM i¢in potansiyel bir terapotik hedef
olabilir. Calismanin sonucu olarak, Koreli WM hastalarinda MYD88 L265p
mutasyonu ve 6q delesyonunun yiiksek insidansini gézlemlenmistir. Ayrica, MYD88
L265P mutasyonu ve 6q delesyonu arasinda yeni bir iligki bulunmustur. Ancak
calismanin bulgularinin yorumlanmasi i¢in hasta sayisimin arttirilmasi gerektigi

belirtilmistir (Kim vd., 2014).

Jung-Ah Kim ve ark. 2014 yilimda yapmis oldugu ¢aligsma sonuglarina gére MYD88
L265p mutasyonu ile 6q delesyonu arasinda bir iliski bulunmus fakat bizim
calismamizda oldugu gibi anlamli sonuglar elde edilememistir. Hasta sayimiz bu
calismaya oranla daha yiiksek olsa da anlamli sonuglar elde edilememistir ve hasta
sayisinin  yetersiz olmasi anlamli sonuglar bulunamamasi ile dogrudan
iligkilendirilmistir. Caligmamiz hasta sayilarinin daha fazla olacagi disiiniilerek
planlanmistir fakat 2018-2020 yillar1 arasinda Sanko Universitesi Universitesi
Aragtirma Hastanesine basvurmus olan hasta sayist 100’4 gegmemistir. Siire
yetersizligi sebebiyle calisma 100 hasta 70 saglikli goniillii ile gerceklestirilmistir. Bu
sebeple WM hastaliginin MYD88 L265p mutasyonu ile 6q delesyonunun dogrudan
iliskili oldugu diisiiniilerek baslatilan ¢alisma, bizim yapmis oldugumuz MYDS8S8
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L265p mutasyonunun KLL ile iligkisi oldugu diistiniilerek yola ¢ikilmasiyla benzerlik

gostermektedir.

Trakya Universitesinde 2019 yilinda yapilan bir calismada KLL’de SF3B1 ve MYDS88
genlerindeki varyasyonlar aragtirilmistir. Arastima 58 KLL hastas1 ve 100 saglikl
kontrol bireyinde gerceklestirilmistir. MYD88 L265p’nin KLL’nin kot seyrinde
direk etkili oldugu diisiiniilerek baglatilan calisma bu yoniiyle bizim yapmis
oldugumuz ¢alisma ile benzerlik gostermektedir. Calismada sadece 1 hastada SF3B1
p. K700E varyasyonu gozlenlenmis olup, higbir hastada MYD88 L265p mutasyonu
gdzlenmemis olup tiim hasta ve saglikli kontrol grubu Wild Type oldugu saptanmustir.
KLL hastalar1 arasinda SF3B1 ve MYDS88 genlerinin ne siklikla varyasyona
ugradigini, tedavi ve genel sag kalim suresi ile iliskilerini aydinlatmay1 amaglanmustir.
Calismaya katilmay1 kabul eden uygun hastalarin medyan yast literatiirle uyumlu olup
64 olarak tespit edilmis, hastalarin 28’1 (%48,3) erkek ve 30’u (%51,7) kadindir.
Hastalarin 8’1 (%13,8) Rai 0, 20’si (%34,5) Rai I, 17’si (%29,3) Rai II, 7’si (%12,1)
Rai II1, 6’s1 (%10,3) Rai IV evresinde olarak belirlenmistir. Hastalarin %58,6’sinin
tedavi almadan takibi yapilirken, %5,17 sine tanidan hemen sonra tedavi baglanmustir.
SF3B1 ve MYDS88 genlerinin varyasyon durumunu incelenip, calismanin sonucunda
sadece bir hastada SF3B1 geninde p.K700E varyasyonunun oldugu saptanmustir.
Varyasyon saptanan hasta Rai evrelendirme sistemine gore Rai evre I'V hastas1 ve tani
aldiktan hemen sonra tedavi baglanmistir (Cimsit, 2019). Bu tez calismasi1 kapsaminda
arastirilan varyasyonlar bizim ¢alismamiza benzer olarak calismaya dahil edilen KLL
olgular1 icin prognoz ve tedavi acisindan anlamli bulunmamustir. Bizim ¢alismamiz ile
karsilastirilindiginda ortak olarak her iki ¢alisma sonucunda oOneriler genetik olarak

baska verilerin incelenmesi ve farkli varyasyonlarin arastirilmasidir.

Trakya Universite’sin de yapilmis olan ¢alisma da bizim ¢alismanizdan farkli olarak
DNA Izolasyonu onlarda kit kullamlarak bizde ise manuel ydntemle yapilmustir.
Calismada yine bizim ¢alismamiza benzer sekilde RT-PCR yontemi kullanilmuastir.
Hasta sayilar1 kiyaslandiginda bizim ¢alismamizda mevcut olan hasta sayisi neredeyse
2 kat1 kadar olup anlamli sonuglar elde edilememistir. Iki ¢alisma kiyaslandiginda
istatiksel analizler Trakya Universitesinde Ki Kare bizim ¢alismamizda ise Fisher's

Exact testi uygulanmistir. Her iki testin sonucu da anlamli bulunamamastir.
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Sonug olarak yapmis oldugumuz bu caligma ile Sanko Universitesi Arastirma ve
Uygulama Hastahanesi Hematoloji Poliklinigine basvuran KLL hastalar1 arasinda
MYDS8 genlerinin ne siklikla varyasyona ugradigini, tedavi ve genel sag kalim siireleri

ile iliskilerini aydinlatmay1 amacladik.

MYDS8S genlerinin varyasyon durumunu inceledik, calismamizin sonucunda sadece

bes hastada L265p mutant varyasyonunun oldugunu saptadik.

Bu nedenle, 6rnek sayisinin artirilmasi ile planlanacak ileriki ¢aligmalarda L265p
rs387907272 T/C SNP’leri ile KLL arasindaki olasi iligskinin istatistiksel olarak

aydinlatilabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calisma, KLL tanili hastalarin sayisini artirmak ve farkli polimorfizmleri incelemek
maksadiyla kurgulanacak c¢alismalar i¢in bir baslangic noktast olarak

degerlendirilebilir.

40



BOLUM 6
KAYNAKLAR

Adachi, O., Kawai, T., Takeda, K., Matsumoto, M., Tsutsui, H., Sakagami, M.,
Nakanishi, K., Akira, S. (1998). Targeted disruption of the MyD88 gene
results in loss of IL-1-and IL-18-mediated function. Immunity, 9(1), 143—150.

Alhakeem, S. S. (2017). Suppression of Anti-Tumor Immunity in Chronic Lymphocytic
Leukemia Via Interleukin-10 Production [Theses and Dissertations--

Microbiology, Immunology, and Molecular Genetics].

Alinari, L., Lapalombella, R., Andritsos, L., Baiocchi, R. A., Lin, T. S., Byrd, J. C.
(2007). Alemtuzumab (Campath-1H) in the treatment of chronic lymphocytic
leukemia. Oncogene, 26(25), 3644-3653.

Alsagaby, S. A., Brennan, P., ve Pepper, C. (2016). Key molecular drivers of chronic
lymphocytic leukemia. Clinical Lymphoma Myeloma and Leukemia, 16(11),
593-606.

Amaya-Chanaga, C. 1., Rassenti, L. Z. (2016). Biomarkers in chronic lymphocytic
leukemia: Clinical applications and prognostic markers. Best Practice

Research Clinical Haematology, 29(1), 79-89.
American Cancer Society. (2014). Leukemia--Chronic Lymphocytic.

Arceci, R. J., Hann, I. M., Smith, O. P. (2006). Pediatric hematology (3th ed).

Massachusetts Blackwell.

Assem, M., Hamid, T. A., Kohla, A., Arsanyos, S. (2009). The prognostic significance
of combined expression of ZAP-70 and CD38 in chronic lymphocytic
leukemia. J Egypt Natl Canc Inst, 21(4), 287-297.

Avbelj, M., Wolz, O.-O., Fekonja, O., Benc¢ina, M., Repi¢, M., Mavri, J., riiger,J.,

41



Schérfe, C., Delmiro Garcia, M., Panter, G. (2014). Activation of lymphoma-
associated MyD88 mutations via allostery-induced TIR-domain
oligomerization. Blood, 124(26), 3896-3904.Bagacean, C., Le Dantec, C.,
Berthou, C.,

Tempescul, A., Saad, H., Bordron, A., Zdrenghea, M., Cristea, V., Douet-Guilbert, N.,
Renaudineau, Y. (2017). Combining cytogenetic and epigenetic approaches
in chronic lymphocytic leukemia improves prognosis prediction for patients

with isolated 13q deletion. Clinical Epigenetics, 9(1), 1-11.

Baliakas, P., Hadzidimitriou, A., Agathangelidis, A., Rossi, D., Sutton, L.-A.,
Kminkova, J., Scarfo, L., Pospisilova, S., Gaidano, G., Stamatopoulos, K.
(2015). Prognostic relevance of MYD88 mutations in CLL: the jury is still
out. Blood, 126(8), 1043—1044.

Binet, J. L., Auquier, A., Dighiero, G., Chastang, C., Piguet, H., Goasguen, J., Vaugier,
G., Potron, G., Colona, P., Oberling, F. (1981). A new prognostic
classification of chronic lymphocytic leukemia derived from a multivariate

survival analysis. Cancer, 48(1), 198-206.

Blachly, J. S., Ruppert, A. S., Zhao, W., Long, S., Flynn, J., Flinn, 1., Jones, J.,
Maddocks, K., Andritsos, L., Ghia, E. M. (2015). Immunoglobulin transcript
sequence and somatic hypermutation computation from unselected RNA-seq

reads in chronic lymphocytic leukemia. Proceedings of the National Academy

of Sciences, 112(14), 4322-4327.

Blair, A., Purdue, M. P., Weisenburger, D. D., Baris, D. (2007). Chemical exposures
and risk of chronic lymphocytic leukaemia. British Journal of Haematology,

139(5), 753-761.

Bohers, E., Mareschal, S., Bouzelfen, A., Marchand, V., Ruminy, P., Maingonnat, C.,
Ménard, A., Etancelin, P., Bertrand, P., Dubois, S. (2014). Targetable
activating mutations are very frequent in GCB and ABC diffuse large B-cell
lymphoma. Genes, Chromosomes and Cancer, 53(2), 144—153.

Boonstra, J. G., van Lom, K., Langerak, A. W., Graveland, W. J., Valk, P. J. M., Kraan,
42



J., van’t Veer, M. B., Gratama, J. W. (2006). CD38 as a prognostic factor in
B cell chronic lymphocytic leukaemia (B-CLL): Comparison of three
approaches to analyze its expression. Cytometry Part B: Clinical Cytometry:
The Journal of the International Society for Analytical Cytology, 70(3), 136—
141.

Braggio, E., Van Wier, S., Ojha, J., McPhail, E., Asmann, Y. W., Egan, J., Da Silva,
J. A., Schiff, D., Lopes, M. B., Decker, P. A. (2015). Genome-wide analysis
uncovers novel recurrent alterations in primary central nervous system

lymphomas. Clinical Cancer Research, 21(17), 3986—-3994.

Brown, J. R. (2008). Inherited predisposition to chronic lymphocytic leukemia. Expert
Review of Hematology, 1(1), 51-61 [2021].

Bustin, S. A., Benes, V., Nolan, T., Pfaffl, M. W. (2005). Quantitative real-time RT-
PCR-a perspective. Journal of Molecular Endocrinology, 34(3), 597-601.

Cao, Y., Zhu, T., Zhang, P., Xiao, M., Yi, S., Yang, Y., Li, Q., Ling, S., Wang, Y.,
Gao, L. (2016). Mutations or copy number losses of CD58 and TP53 genes
in diffuse large B cell lymphoma are independent unfavorable prognostic

factors. Oncotarget, 7(50), 83294.

Caporaso, N., Goldin, L., Plass, C., Calin, G., Marti, G., Bauer, S., Raveche, E.,
McMaster, M. Lou, Ng, D., Landgren, O. (2007). Chronic lymphocytic

leukaemia genetics overview. British Journal of Haematology, 139(5), 630—

634.

Caporaso, N., Goldin, L., Plass, C., Calin, G., Marti, G., Bauer, S., Raveche, E.,
McMaster, M. Lou, Ng, D., Landgren, O., Slager, S. (2007). Chronic

lymphocytic leukaemia genetics overview. In British Journal of Haematology

139(5), 630-634).

Carabaza, N. G. (2019). Targeted Therapies in CLL: New drugs against CLL recurrent

mutations. Y ayinlanmamis Doktora Tezi, Barcelona Universitesi [2021].

Chiorazzi, N. (2012). Implications of new prognostic markers in chronic lymphocytic

43



leukemia. Hematology 2010, the American Society of Hematology Education
Program Book, 2012(1), 76-87.

Chiorazzi, N., & Ferrarini, M. (2003). B cell chronic lymphocytic leukemia: lessons
learned from studies of the B cell antigen receptor. Annual Review of

Immunology, 21(1), 841-894.

Chiorazzi, N., Rai, K. R., & Ferrarini, M. (2005). Chronic Lymphocytic Leukemia.
New England Journal of Medicine, 352(8), 804-815.

Choi, J.-W., Kim, Y., Lee, J.-H., Kim, Y.-S. (2013). MYD88 expression and L265P
mutation in diffuse large B-cell lymphoma. Human Pathology, 44(7), 1375—
1381.

Cimsit, G. (2019). Kronik lenfositik losemide SF3B1 ve MYDS88 genlerindeki
varyasyonlarin arastirilmast. Trakya Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii

[2021].

Coombs, C. C., Rassenti, L. Z., Falchi, L., Slager, S. L., Strom, S. S., Ferrajoli, A.,
Weinberg, J. B., Kipps, T. J., Lanasa, M. C. (2012). Single nucleotide
polymorphisms and inherited risk of chronic lymphocytic leukemia among

African Americans. Blood, The Journal of the American Society of

Hematology, 120(8), 1687—-1690.

Cunningham, L. M., Chapman, C., Dunstan, R., Bell, M. C., Joske, D. J. L. (2003).
Polymorphisms in the interleukin 10 gene promoter are associated with
susceptibility to aggressive non-Hodgkin’s lymphoma. Leukemia &

Lymphoma, 44(2), 251-255.

Dai, Z. M., He, A. L., Zhang, W. G., Liu, J., Cao, X. M., Chen, Y. X., Ma, X. R., Zhao,
W. H., Dai, Z.J. (2014). Association of the four commonpolymorphisms in
interleukin-10 (rs1800890, rs1800896, rs1800871, And rs1800872) withnon-
Hodgkin’s lymphoma risk: A meta-analysis. International Journal of Clinical

and Experimental Medicine, 7(12), 4720-4733.

Dameshek, W. (1967). Chronic lymphocytic leukemia—an accumulative disease of

44



immunologically incompetent lymphocytes. Blood, 29(4), 566—584.

Damle, R. N., Wasil, T., Fais, F., Ghiotto, F., Valetto, A., Allen, S. L., Buchbinder,
A., Budman, D., Dittmar, K., Kolitz, J. (1999). Ig V Gene Mutation Status
and CD38 Expression As Novel Prognostic Indicators in Chronic
Lymphocytic Leukemia: Presented in part at the 40th Annual Meeting of The
American Society of Hematology, held in Miami Beach, FL, December 4-8§,
1998. Blood, The Journal of the American Society of Hematology, 94(6),
1840-1847.

Deguine, J., Barton, G. M. (2014). MyDS88: a central player in innate immune
signaling. F1000prime Reports, 6.

DeVita, V. T., Lawrence, T. S., Rosenberg, S. A. (1997). DeVita, Hellman, and
Rosenberg’s cancer: principles & practice of oncology (FifthEditi).
Lippincott-Raven.

Dielschneider, R. F., Xiao, W., Yoon, J. Y., Noh, E., Banerji, V., Li, H., Marshall, A.
J., Johnston, J. B., Gibson, S. B. (2014). Gefitinib targets ZAP-70-expressing

chronic lymphocytic leukemia cells and inhibits B-cell receptor signaling.

Cell Death & Disease, 5(10), e1439—1439.

Dighiero, G., Maloum, K., Desablens, B., Cazin, B., Navarro, M., Leblay, R.,
Leporrier, M., Jaubert, J., Lepeu, G., Dreyfus, B. (1998). Chlorambucil in

indolent chronic lymphocytic leukemia. New England Journal of Medicine,

338(21), 1506-1514.

Dohner, H., Stilgenbauer, S., Benner, A., Leupolt, E., Krober, A., Bullinger, L.,
Dohner, K., Bentz, M., Lichter, P. (2000). Genomic aberrations and survival

in chronic lymphocytic leukemia. New England Journal of Medicine,

343(26), 1910-1916.

Ekmekgi, A., Konag, E., Onen, H. I. (2008). Gene polymorphism and genetic

susceptibility to cancer.

Fernandez-Rodriguez, C., Bellosillo, B., Garcia-Garcia, M., Sdnchez-Gonzilez, B.,

45



Gimeno, E., Vela, M. C., Serrano, S., Besses, C., Salar, A. (2014). MYDS88
(L265P) mutation is an independent prognostic factor for outcome in patients

with diffuse large B-cell lymphoma. Leukemia, 28(10), 2104-2106.
Finn, W. G., Peterson, L. C. (2004). Hematopathology in oncology. Cluwer Academic.

Furman, R. R., Sharman, J. P., Coutre, S. E., Cheson, B. D., Pagel, J. M., Hillmen, P.,
Barrientos, J. C., Zelenetz, A. D., Kipps, T. J., Flinn, 1. (2014). Idelalisib and
rituximab in relapsed chronic lymphocytic leukemia. New England Journal

of Medicine, 370(11), 997-1007.

Goldin, L. R., Slager, S. L., Caporaso, N. E. (2010). Familial chronic lymphocytic
leukemia. Current Opinion in Hematology, 17(4), 350.

Gonzalez-Aguilar, A., Idbaih, A., Boisselier, B., Habbita, N., Rossetto, M., Laurenge,
A., Bruno, A., Jouvet, A., Polivka, M., Adam, C. (2012). Recurrent mutations
of MYDS88 and TBL1XR1 in primary central nervous system lymphomas.
Clinical Cancer Research, 18(19), 5203-5211.

Groth, T., Seifert, B., Malsch, G., Albrecht, W., Paul, D., Kostadinova, A., Krasteva,
N., Altankov, G. (2002). Interaction of human skin fibroblasts with moderate
wettable polyacrylonitrile-copolymer membranes. Journal of Biomedical

Materials Research.

Gruber, M., Wu, C. J. (2014). Evolving understanding of the CLL genome. Seminars
in Hematology, 51(3), 177-187.

Guieze, R., Robbe, P., Clifford, R., de Guibert, S., Pereira, B., Timbs, A., Dilhuydy,
M.-S., Cabes, M., Ysebaert, L., Burns, A. (2015). Presence of multiple
recurrent mutations confers poor trial outcome of relapsed/refractory CLL.
Blood, The Journal of the American Society of Hematology, 126(18), 2110—
2117.

Hallek, M., Cheson, B. D., Catovsky, D., Caligaris-Cappio, F., Dighiero, G., Déhner,
H., Hillmen, P., Keating, M. J., Montserrat, E., Rai, K. R., Kipps, T. J. (2008).

Guidelines for the diagnosis and treatment of chronic lymphocytic leukemia:

46



a report from the International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia
updating the National Cancer Institute—Working Group 1996 guidelines.
Blood, 111(12), 5446-5456.

Hamblin, T. J., Davis, Z., Gardiner, A., Oscier, D. G., Stevenson, F. K. (1999).
Unmutated Ig VH genes are associated with a more aggressive form of

chronic lymphocytic leukemia. Blood, The Journal of the American Society

of Hematology, 94(6), 1848—1854.

Herling, M., Patel, K. A., Weit, N., Lilienthal, N., Hallek, M., Keating, M. J., Jones,
D. (2009). High TCL1 levels are a marker of B-cell receptor pathway

responsiveness and adverse outcome in chronic lymphocytic leukemia.

Blood, 114(21), 4675-4686.

Hermelink, H. K., Montserrat, E., Catovsky, D., Harris, N. L. (2001). Chronic
lymphocytic leukaemia/small lymphocytic lymphoma (V. J. Jaffe ES, Harris
NL, Stein H (Ed.)). Lyon, France: IARC Press.

Horng, T., Medzhitov, R. (2001). Drosophila MyDS88 is an adapter in the Toll
signaling pathway. Proceedings of the National Academy of Sciences, 98(22),
12654-12658.

Horwitz, S. M., Zelenetz, A. D., Gordon, L. 1., Wierda, W. G., Abramson, J. S.,
Advani, R. H., Andreadis, C. B., Bartlett, N., Byrd, J. C., Fayad, L. E., Fisher,
R. 1., Glenn, M. J., Habermann, T. M., Lee Harris, N., Hernandez-Ilizaliturri,
F., Hoppe, R. T., Kaminski, M. S., Kelsey, C. R., Kim, Y. H., ... Porcu, P.
(2016). NCCN Guidelines Insights: Non-Hodgkin’s Lymphomas, Version
3.2016. Journal of the National Comprehensive Cancer Network, 14(9),
1067-1079.

Hiittmann, A., Klein-Hitpass, L., Thomale, J., Deenen, R., Carpinteiro, A., Niickel, H.,
Ebeling, P., Fiihrer, A., Edelmann, J., Sellmann, L. (2006). Gene expression
signatures separate B-cell chronic lymphocytic leukaemia prognostic
subgroups defined by ZAP-70 and CD38 expression status. Leukemia, 20(10),
1774-1782.

47



Into, T., Inomata, M., Niida, S., Murakami, Y., Shibata, K. (2010). Regulation of
MyD88 aggregation and the MyD88-dependent signaling pathway by
sequestosome 1 and histone deacetylase 6. Journal of Biological Chemistry,

285(46), 35759-35769.

Janssens, S., Burns, K., Vercammen, E., Tschopp, J., Beyaert, R. (2003). MyD88S, a
splice variant of MyD8S, differentially modulates NF-kB-and AP-1-
dependent gene expression. FEBS Letters, 548(1-3), 103—-107.

Juskevicius, D., Jucker, D., Klingbiel, D., Mamot, C., Dirnhofer, S., Tzankov, A.
(2017). Mutations of CREBBP and SOCSI1 are independent prognostic
factors in diffuse large B cell lymphoma: mutational analysis of the SAKK
38/07 prospective clinical trial cohort. Journal of Hematology & Oncology,
10(1), 70.

Kang, X., Kim, H.-J., Ramirez, M., Salameh, S., Ma, X. (2010). The septic shock-
associated IL-10— 1082 A> G polymorphism mediates allele-specific
transcription via poly (ADP-Ribose) polymerase 1 in macrophages engulfing

apoptotic cells. The Journal of Immunology, 184(7), 3718-3724.

Kawai, T., Adachi, O., Ogawa, T., Takeda, K., Akira, S. (1999). Unresponsiveness of
MyD88-deficient mice to endotoxin. Immunity, 11(1), 115-122.

Kern, W. F. (2005). PDQ hematology. BC Decker Inc. Khan, J. A., Brint, E. K.,
O’Neill, L. A. J., Tong, L. (2004). Crystal structure of the Toll/interleukin-1

receptor domain of human IL-1RAPL. Journal of Biological Chemistry,
279(30), 31664-31670.

Kim, J.-A., Im, K., Park, S. N., Kwon, J., Choi, Q., Hwang, S. M., Sekiguchi, N., Yoon,
S.-S., Lee, D. S., Kim, S. Y. (2014). MYDS88 L265P mutations are correlated
with 6q deletion in Korean patients with Waldenstrom macroglobulinemia.

BioMed Research International, 2014.

Kipps, T. J., Stevenson, F. K., Wu, C. J., Croce, C. M., Packham, G., Wierda, W. G.,
O’Brien, S., Gribben, J., Rai, K. (2017). Chronic lymphocytic leukaemia.

Nature Reviews Disease Primers, 3(1), 16096.
48



Kitada, S., Andersen, J., Akar, S., Zapata, J. M., Takayama, S., Krajewski, S., Wang,
H.-G., Zhang, X., Bullrich, F., Croce, C. M. (1998). Expression of apoptosis-
regulating proteins in chronic lymphocytic leukemia: correlations with in

vitro and in vivo chemoresponses. Blood, The Journal of the American

Society of Hematology, 91(9), 3379-3389.

Knittel, G., Liedgens, P., Korovkina, D., Pallasch, C. P., Reinhardt, H. C. (2016).
Rewired NF«B signaling as a potentially actionable feature of activated B-

cell-like diffuse large B-cell lymphoma. European Journal of Haematology,
97(6), 499-510.

Kraan, W., van Keimpema, M., Horlings, H. M., Schilder-Tol, E. J. M., Oud, M. E. C.
M., Noorduyn, L. A., Kluin, P. M., Kersten, M. J., Spaargaren, M., Pals, S.
T. (2014). High prevalence of oncogenic MYD88 and CD79B mutations in
primary testicular diffuse large B-cell lymphoma. Leukemia, 28(3), 719-720.

Kufe Donald, W., Pollock Raphael, E., Weichselbaum Ralph, R., Bast Robert, C.,
Gansler Ted Jr, S., Holland James, F. (2003). Frei Emil 111: Pyrimidine and
Purine Antimetabolites. BC Decker Inc. Kulis, M., Heath, S., Bibikova, M.,
Queirds, A. C., Navarro, A., Clot, G., Martinez-Trillos, A., Castellano, G.,
Brun-Heath, 1., Pinyol, M. (2012). Epigenomic analysis detects widespread
gene-body DNA hypomethylation in chronic lymphocytic leukemia. Nature
Genetics, 44(11), 1236-1242.

Lord, K. A., Hoffman-Liebermann, B., Liebermann, D. A. (1990). Nucleotide
sequence and expression of a cDNA encoding MyD88, a novel myeloid

differentiation primary response gene induced by IL6. Oncogene, 5(7), 1095—
1097.

Mareschal, S., Lanic, H., Ruminy, P., Bastard, C., Tilly, H., Jardin, F. (2011). The
proportion of activated B-cell like subtype among de novo diffuse large B-

cell lymphoma increases with age. Haematologica, 96(12), 1888—1890.

Marti, G. E., Rawstron, A. C., Ghia, P., Hillmen, P., Houlston, R. S., Kay, N,
Schleinitz, T. A., Caporaso, N., Consortium, I. F. C. L. L. (2005). Diagnostic

49



criteria for monoclonal B-cell lymphocytosis. British Journal of

Haematology, 130(3), 325-332.

Martinez-Lopez, A., Curiel-Olmo, S., Mollejo, M., Cereceda, L., Martinez, N.,
Montes-Moreno, S., Almaraz, C., Revert, J. B., Piris, M. A. (2015). MYDS88
(L265P) somatic mutation in marginal zone B-cell lymphoma. The American

Journal of Surgical Pathology, 39(5), 644—651.

Martinez-Trillos, A., Pinyol, M., Navarro, A., Aymerich, M., Jares, P., Juan, M.,
Rozman, M., Colomer, D., Delgado, J., Giné, E. (2014). Mutations in
TLR/MYDS88 pathway identify a subset of young chronic lymphocytic
leukemia patients with favorable outcome. Blood, 123(24), 3790-3796.

Mc Clanahan, F., Dreger, P. (2011). Current strategies for the diagnosis and
management of chronic lymphocytic leukemia (CLL), with a focus on poor-

risk CLL: A review. Turkish Journal of Hematology, 28(2).

Medzhitov, R., Janeway, C. A. (1997). Innate immunity: the virtues of a nonclonal

system of recognition. Cell, 91(3), 295-298.

Medzhitov, R., Preston-Hurlburt, P., Janeway, C. A. (1997). A human homologue of
the Drosophila Toll protein signals activation of adaptive immunity. Nature,

388(6640), 394-397.

Melo, J. V, Catovsky, D., Gregory, W. M., Galton, D. A. G. (1987). The relationship
between chronic lymphocytic leukaemia and prolymphocytic leukaemia: I'V.

Analysis of survival and prognostic features. British Journal of Haematology,

65(1), 23-29.

Mitsui, T., Koiso, H., Nakahashi, H., Saitoh, A., Shimizu, H., Ishizaki, T., Ogawa, Y.,
Takizawa, M., Yokohama, A., Saitoh, T. (2016). SF3B1 and IGHV gene
mutation status predict poor prognosis in Japanese CLL patients.

International Journal of Hematology, 103(2), 219-226.

Mohamed, A. (2019). Deciphering the ontogeny of unmutated and mutated subsets of
Chronic Lymphocytic Leukemia.

50



Montserrat, E., Moreno, C. (2008). Chronic lymphocytic leukaemia: a short overview.

Annals of Oncology, 19, vii320—vii325.

Moreno, C., Montserrat, E. (2008). New prognostic markers in chronic lymphocytic

leukemia. Blood Reviews, 22(4), 211-219.

Mori, N., Ohwashi, M., Yoshinaga, K., Mitsuhashi, K., Tanaka, N., Teramura, M.,
Okada, M., Shiseki, M., Tanaka, J., Motoji, T. (2013). L265P mutation of the
MYDS88 gene is frequent in Waldenstrom’s macroglobulinemia and its

absence in myeloma. PLoS One, 8(11), e80088.

Morrison, V. A. (2010). Infectious complications of chronic lymphocytic leukaemia:
pathogenesis, spectrum of infection, preventive approaches. Best Practice &

Research Clinical Haematology, 23(1), 145—153.

Muzio, M., Scielzo, C., Bertilaccio, M. T. S., Frenquelli, M., Ghia, P., Caligaris-
Cappio, F. (2009). Expression and function of toll like receptors in chronic
lymphocytic leukaemia cells. British Journal of Haematology, 144(4), 507—
516.

Ngo, V. N., Young, R. M., Schmitz, R., Jhavar, S., Xiao, W., Lim, K.-H.,
Kohlhammer, H., Xu, W., Yang, Y., Zhao, H. (2011). Oncogenically active
MYD88 mutations in human lymphoma. Nature, 470(7332), 115-119.

Niemeyer, C. M., & Sallan, S. E. (1993). Acute lymphoblastic leukemia. In D. G.
Nathan (Ed.), Hematology of Infancy and Childhood II. (pp. 1249-1353).
Philadelphia: WB Saunders.

Nomura, N., Miyajima, N., Sazuka, T., Tanaka, A., Kawarabayasi, Y., Sato, S.,
Nagase, T., Seki, N., Ishikawa, K., Tabata, S. (1994). Prediction of the coding
sequences of unidentified human genes. I. The coding sequences of 40 new
genes (KIAA0001-KIAA0040) deduced by analysis of randomly sampled
cDNA clones from human immature myeloid cell line KG-1. DNA Research,
1(1), 27-35.

Nosari, A. (2012). Infectious complications in chronic lymphocytic leukemia.

51



Mediterranean Journal of Hematology and Infectious Diseases, 4(1).

Nussbaum, R. L., McInnes, R. R., Willard, H. F., Boerkoel II1, C. F. (2005). Thompson
& Thompson Tibbi Genetik. 6. baski. Ankara, Giines Kitabevi.

Oscier, D., Fegan, C., Hillmen, P., Illidge, T., Johnson, S., Maguire, P., Matutes, E.,
Milligan, D., Haematology, G. W. G. of the U. K. C. L. L. F. B. C. for S. in.
(2004). Guidelines on the diagnosis and management of chronic lymphocytic

leukaemia. British Journal of Haematology, 125(3), 294.

Parikh, S. A. (2018). Chronic lymphocytic leukemia treatment algorithm 2018. Blood
Cancer Journal, 8(10), 1-10.

Patkar, N., Subramanian, P. G., Deshpande, P., Ghodke, K., Tembhare, P.,
Mascarenhas, R., Muranjan, A., Chaudhary, S., Bagal, B., Gujral, S. (2015).
MYDS88 mutant lymphoplasmacytic lymphoma/Waldenstrom
macroglobulinemia has distinct clinical and pathological features as
compared to its mutation negative counterpart. Leukemia & Lymphoma,

56(2), 420-425.

Poplack, D. G., Morgolin, J. F. (1997). Management of common cancers of childhood.

In D. G. Poplack (Ed.), Principles and practice of pediatric oncology I. (pp.
409-504). Saunders.

Poulain, S., Roumier, C., Decambron, A., Renneville, A., Herbaux, C., Bertrand, E.,
Tricot, S., Daudignon, A., Galiegue-Zouitina, S., Soenen, V. (2013). MYDS88
L265P mutation in Waldenstrom macroglobulinemia. Blood, The Journal of

the American Society of Hematology, 121(22), 4504—4511.

Puente, X. S., Pinyol, M., Quesada, V., Conde, L., Ordofiez, G. R., Villamor, N.,
Escaramis, G., Jares, P., Bea, S., Gonzalez-Diaz, M. (2011). Whole-genome
sequencing identifies recurrent mutations in chronic lymphocytic leukaemia.

Nature, 475(7354), 101-105.

Rassenti, L. Z., Jain, S., Keating, M. J., Wierda, W. G., Grever, M. R., Byrd, J. C,,
Kay, N. E., Brown, J. R., Gribben, J. G., Neuberg, D. S. (2008). Relative

52



value of ZAP-70, CD38, and immunoglobulin mutation status in predicting
aggressive disease in chronic lymphocytic leukemia. Blood, The Journal of

the American Society of Hematology, 112(5), 1923-1930.

Ravandi, F., O’Brien, S. (2006). Immune defects in patients with chronic lymphocytic
leukemia. Cancer Immunology, Immunotherapy, 55(2), 197-2009.

Rawstron, A. C., Fazi, C., Agathangelidis, A., Villamor, N., Letestu, R., Nomdedeu,
J., Palacio, C., Stehlikova, O., Kreuzer, K. A., Liptrot, S. (2016). A
complementary role of multiparameter flow cytometry and high-throughput
sequencing for minimal residual disease detection in chronic lymphocytic
leukemia: an European Research Initiative on CLL study. Leukemia, 30(4),

929-936.

Redaelli, A., Laskin, B. L., Stephens, J. M., Botteman, M. F., Pashos, C. L. (2004).
The clinical and epidemiological burden of chronic lymphocytic leukaemia.

European Journal of Cancer Care, 13(3), 279-287.

Ries, L. A. G., Harkins, D., Krapcho, M., Mariotto, A., Miller, B. A., Feuer, E. J.,
Clegg, L. X., Eisner, M. P., Horner, M.-J., Howlader, N. (2006). SEER

cancer statistics review, 1975-2003.

Rodrigues, C. A., Gongalves, M. V., Ikoma, M. R. V., Lorand-Metze, I., Pereira, A.
D., Farias, D. L. C. de, Chauffaille, M. de L. L. F., Schaffel, R., Ribeiro, E.
F. O., Rocha, T. S. da. (2016). Diagnosis and treatment of chronic
lymphocytic leukemia: recommendations from the Brazilian Group of
Chronic Lymphocytic Leukemia. Revista Brasileira de Hematologia e

Hemoterapia, 38(4), 346-357.

Rodriguez-Vicente, A. E., Bikos, V., Herndndez-Sanchez, M., Malcikova, J.,
Hernandez-Rivas, J.-M., Pospisilova, S. (2017). Next-generation sequencing
in chronic lymphocytic leukemia: recent findings and new horizons.

Oncotarget, 8(41), 71234.

Rodriguez-Vicente, A. E., Diaz, M. G., Herndndez-Rivas, J. M. (2013). Chronic

lymphocytic leukemia: a clinical and molecular heterogenous disease. Cancer
53



Genetics, 206(3), 49-62.

Rosmarin, A. G., Yang, Z., Resendes, K. K. (2005). Transcriptional regulation in
myelopoiesis: Hematopoietic fate choice, myeloid differentiation, and

leukemogenesis. Experimental Hematology, 33(2), 131-143.

Rossi, D., Ciardullo, C., Spina, V., Gaidano, G. (2013). Molecular bases of chronic
lymphocytic leukemia in light of new treatments. Immunology Letters,

155(1-2), 51-55.

Royle, J. A., Baade, P. D., Joske, D., Girschik, J., Fritschi, L. (2011). Second cancer
incidence and cancer mortality among chronic lymphocytic leukaemia
patients: a population-based study. British Journal of Cancer, 105(7), 1076—
1081.

Ruddon, R. W. (1995). Cancer biology (Third Edit). Oxford University Press.

Russell, D. W., Sambrook, J. (2001). Molecular cloning: a laboratory manual (Vol.
1). Cold Spring Harbor Laboratory Cold Spring Harbor, NY.

Sambrook, J., Fritsch, E. F., Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a laboratory
manual. (Issue Ed. 2). Cold spring harbor laboratory press.

Scanga, C. A., Aliberti, J., Jankovic, D., Tilloy, F., Bennouna, S., Denkers, E. Y.,
Medzhitov, R., Sher, A. (2002). Cutting edge: MyD88 is required for
resistance to Toxoplasma gondii infection and regulates parasite-induced IL-
12 production by dendritic cells. The Journal of Immunology, 168(12), 5997—
6001.

Schweighofer, C. D., Coombes, K. R., Majewski, T., Barron, L. L., Lerner, S., Sargent,
R. L., O’Brien, S., Ferrajoli, A., Wierda, W. G., Czerniak, B. A. (2013).
Genomic variation by whole-genome SNP mapping arrays predicts time-to-
event outcome in patients with chronic lymphocytic leukemia: a comparison
of CLL and HapMap genotypes. The Journal of Molecular Diagnostics,
15(2), 196-209.

Shaffer III, A. L., Young, R. M., Staudt, L. M. (2012). Pathogenesis of human B cell
54



lymphomas. Annual Review of Immunology, 30, 565—610.

Shanafelt, T. D., Byrd, J. C., Call, T. G., Zent, C. S., Kay, N. E. (2006). Narrative
review: initial management of newly diagnosed, early-stage chronic

lymphocytic leukemia. Annals of Internal Medicine, 145(6), 435—447.

Sheikh, S. (2017). Translational development of MyD88 as a biomarker for selecting

patients with [ymphoma responsive to histone deacetylase inhibitors.

Shelmani, G. (2017). Exploring Novel Stratified Therapeutic Targets in B- Cell
Chronic Lymphocytic Leukaemia. Yaymlanmamis Doktora Tezi, University

of Leicester. [2021]

Shipley, J. L., Butera, J. N. (2009). Acute myelogenous leukemia. Experimental
Hematology, 37(6), 649—-658.

Slager, S. L., Caporaso, N. E., De Sanjose, S., Goldin, L. R. (2013). Genetic
susceptibility to chronic lymphocytic leukemia. Seminars in Hematology,

50(4), 296-302.

Speck, N. A., Gilliland, D. G. (2002). Core-binding factors in haematopoiesis and
leukaemia. Nature Reviews Cancer, 2(7), 502-513.

Taguchi, T., Testa, J. R., Mitcham, J. L., Dower, S. K., Sims, J. E. (1996).
Chromosomal localization of TIL, a gene encoding a protein related to the

Drosophila transmembrane receptor Toll, to human chromosome 4pl4.

Genomics, 32(3).

Takahashi, S. (2011). Current findings for recurring mutations in acute myeloid

leukemia. BioMed Central, 143.

Takeuchi, O., Hoshino, K., Akira, S. (2000). Cutting edge: TLR2-deficient and
MyD88-deficient mice are highly susceptible to Staphylococcus aureus
infection. The Journal of Immunology, 165(10), 5392—-5396.

Tobin, G., Thunberg, U., Johnson, A., Eriksson, 1., Séderberg, O., Karlsson, K.,
Merup, M., Juliusson, G., Vilpo, J., Enblad, G. (2003). Chronic lymphocytic
55



leukemias utilizing the VH3-21 gene display highly restricted VA2-14 gene
use and homologous CDR3s: implicating recognition of a common antigen

epitope. Blood, 101(12), 4952-4957.

Toll benzeri reseptor - Vikipedi. (n.d.). Retrieved September 27, 2021, from
https://tr.wikipedia.org/wiki/Toll_benzeri_reseptor 12.09.2021

Treon, S. P., Cao, Y., Xu, L., Yang, G., Liu, X., Hunter, Z. R. (2014). Somatic
mutations in MYD88 and CXCR4 are determinants of clinical presentation

and overall survival in Waldenstrom macroglobulinemia. Blood, 123(18),

2791-2796.

Treon, S. P., Xu, L., Yang, G., Zhou, Y., Liu, X., Cao, Y., Sheehy, P., Manning, R. J.,
Patterson, C. J., Tripsas, C., Arcaini, L., Pinkus, G. S., Rodig, S. J., Sohani,
A. R., Harris, N. L., Laramie, J. M., Skifter, D. A., Lincoln, S. E., Hunter, Z.
R. (2012). MYD88 L265P somatic mutation in Waldenstrom’s
macroglobulinemia. New England Journal of Medicine, 367(9), 826-833.

Tsiodras, S., Samonis, G., Keating, M. J., Kontoyiannis, D. P. (2000). Infection and
immunity in chronic lymphocytic leukemia. Mayo Clinic Proceedings,

75(10), 1039-1054.

Tutar, E., Gedikoglu, G. (2002). Liposarkom patogenezinde p53 ve MDM2 nin rolii.
Patoloji Biilteni, 19, 75.

Tiirk Hematoloji Dernegi. (2012). Kronik Lenfositik Losemi Tani ve Tedavi Kilavuzu.
3-18.  http://www.thd.org.tr/thdData/Books/83/bolum-i-kronik-lenfositik-
losemi.pdf. 04.03.2021 04.03.2021

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu. (2018). Kanser Daire Baskanligi, Kanser Istatistikleri,
2015. https://hsgm.saglik.gov.tr/depo/birimler/kanser-
db/istatistik/Trkiye Kanser statistikleri 2015.pdf 04.03.2021

Varettoni, M., Arcaini, L., Zibellini, S., Boveri, E., Rattotti, S., Riboni, R., Corso, A.,
Orlandi, E., Bonfichi, M., Gotti, M. (2013). Prevalence and clinical
significance of the MYDS88 (L265P) somatic mutation in Waldenstrom’s

56



macroglobulinemia and related lymphoid neoplasms. Blood, The Journal of

the American Society of Hematology, 121(13), 2522-2528.

Vikipedia.  (n.d.). Lenfosit.  Retrieved  February 1, 2020, from
https://tr.wikipedia.org/wiki/Lenfosit 04.03.2021

Von Bernuth, H., Picard, C., Jin, Z., Pankla, R., Xiao, H., Ku, C.-L., Chrabieh, M.,
Mustapha, I. Ben, Ghandil, P., Camcioglu, Y. (2008). Pyogenic bacterial
infections in humans with MyD88 deficiency. Science, 321(5889), 691-696.

Wang, J. Q., Jeelall, Y. S., Ferguson, L. L., Horikawa, K. (2014). Toll-like receptors
and cancer: MYD88 mutation and inflammation. Frontiers in Immunology,

3, 367.

Wang, J. Q., Jeelall, Y. S., Horikawa, K. (2013). Emerging targets in human
lymphoma: targeting the MYDS88 mutation.

Wang, Z., Moult, J. (2001). SNPs, protein structure, and disease. Human Mutation,
17(4), 263-270.

Wiernik, P. H. (2015). Familial leukemias. Current Treatment Options in Oncology,
16(2), 8.

Wujcik, D. (2003). Molecular biology of leukemia. Seminars in Oncology Nursing,
19(2), 83-89.

Yakicier, C. (2005). Lésemilerin Molekiiler Genetigi. Temel MolekiillerHematoloji
Kursu. http://www.thd.org.tr/thdData/userfiles/file/cengizyakicier.pdf
04.03.2021

Ye, J., Ma, N., Madden, T. L., & Ostell, J. M. (2013). I[gBLAST: an immunoglobulin
variable domain sequence analysis tool. Nucleic Acids Research, 41(W1),

W34-W40.

Yildiz, S. T. (2019). Kronik Lenfiod Losemi Hastalarinda Interlokin-6 ve Interlokin-

10 Polimorfizimleri.

57



OZGECMIS

KiSiSEL BiLGILER
Adi Soyadi : Naciye Irem YIKRIK
OGRENIM DURUMU
Derece Alan Okul/ Universite ~ Mezuniyet Yih
Y.Lisans Biyoloji Gaziantep 2021
Universitesi
Lisans Genetik ve Gilimiishane 2018
Biyomiihendislik ~ Universitesi
Lise Aksemseddin 2013
Anadolu Lisesi
YAYIN

Tiryaki- Yikrik, N.I., Ozaslan, M. Bayil-Oguzkan, S. & Yilmaz, M. (2021). ‘MYD88
Gene Polimorphism in patients with chronic lenfoid leukemia.” The Eurasia

Proceedings of Health, Environment and Life Sciences (EPHELS), 1, 24-29.

58



