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OZET

Kronik lenfositik losemi yetiskinlerde en sik gozlenen losemi
tiuria olup, siklikla tekrar eden bazi kromozomal anomalilerin
prognostik onemleri tanimlanmistir. En sik goézlenen anomali
delesyon 13 (del(13q)) olup, izole goriindiuginde iyi prognostik
biyobelirte¢ olarak kabul edilmektedir. Ancak izole del(13q) saptanan
KLL olgularinin klinik bulgularinin oldukc¢a heterojen oldugu
gozlenmektedir. Bizim c¢alismamizda izole del(13q) saptanan
olgularda del(13q) biiyiikliigiiniin ve genomdaki diger kopya sayisi
degisiklikleri (KSD) ve heterozigosite kayiplarinin (LOH) Kklinik

heterojenite tizerindeki etkisinin aragtirilmasi amac¢clanmigtir.

Calismamiza FISH yontemi ile izole del(13q) saptanan otuz iki
KLL olgusu dahil edilmis olup, otuz olgunun periferik kan
orneklerinden elde edilen DNA 6rneklerinde aCGH+SNP yontemi ile
KSD ve LOH’lar analiz edilmistir.

Calismamiz sonucunda 28/30 olguda del(13q) saptanmistir.
Delesyon biuyukliigii 0,34 - 28,81 Mb arasinda degiskenlik gostermigtir
ve delesyon tipi (tip ve tip 2 ) ile klinik bulgular arasinda bir iligki
saptanmamistir. Olgularimizdan 1’i izole del(13q) iken kalan olgularin
birinde del(13q) disinda 1 kromozom bélgesinde, 4 olguda 2 kromozom
bolgesinde KSD saptanmis olup, diger olgularda en az 3 KSD tespit

edilmistir. Bir olguda saptanan en fazla KSD altmis bir adettir.

Yaptigimiz calisma sonucunda del(13q) buyilikliigiiniin oldukcga
heterojen oldugu ve icerdigi genler acisindan da heterojenite
gosterdigi saptanmistir. Genomda diger KSD’ler arasinda nadir
KSD’ler saptanmis olup, ayrica 1 olguda ATM gen bolgesini iceren
LOH tespit edilmistir. Saptanan KSD’ler arasinda 16p13.3, NOTCH,
COLIAl1 ve 2p artiglarinin ve 18p11.32 kayiplarinin prognostik
onemlerinin olabilecegi sonucuna varilmistir. Sonug¢ olarak, kopya
sayis1 degisikliklerinin, KSD biiyiikliiklerinin ve LOH analizlerinin

KLL patogenezinin aciklanmasi i¢cin 6nemli olmasi sebebiyle array



yonteminin oldukca etkili oldugu savunulmustur. Ayrica delesyon 13q
biiytikligiliniin ve saptanan diger KSD’lerin prognostik etkisinin aciga
kavusmas1 icin daha fazla calismaya ihtiyac duyuldugu sonucuna

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: KLL, del(13q), Mikroarray



SUMMARY

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common leukemia in
adults, and prognostic value of frequently recurrent chromosomal
abnormalities are discovered. Deletion of chromosome 13 [del(13q)] is the most
common chromosomal anomaly in CLL and it is considered as a good
prognostic biomarker when it is observed isolated. But it is also noticed that
clinical findings of patients with isolated del(13q) are quite heterogenous. In
our study, we aimed to investigate the relation between this clinical
heterogenity and size of del(13q) and other copy number variations (CNV) and
loss of heterozygosities (LOH) in CLL patients with del(13q).

In this study, 32 CLL patients with isolated del(13q) determined by
FISH method included and CNV & LOH analysis were performed by
aCGH+SNP method in DNA obtained by peripheral blood sample of 30

patients.

We found that 28/30 patients had del(13q). The size of deletions ranged
between 0,34 and 28,81 Mb, no correlation was found between the type of
deletions (type 1 / type 2 ) and clinical findings. Only one of our patients had
1solated del(13q), one had other CNV in a chromosomal region, 4 had in 2
chromosomal regions other patients had at least 3 CNVs except for del(13q).

The largest number of CNVs found in a patient was sixty one.

It is concluded that the size of del(13q) and the genes involved were very
heterogenous. The other CNVs found were rare CNVs, and one patient had
LOH involving ATM gene region. Out of the found CNVs; it is concluded that
gain of 16p13.3, NOTCH, COLIAI, 2p and loss of 18p11.32 may have a
prognostic value. Last of all, it is defended that array method is considerably
effective because analyses of CNVs, size of CNVs and LOHs are important to
explain the pathogenesis of CLL. Also, more studies are needed to figure out

the prognostic value of 13q deletion size and other detected CNVs.

Key Words: CLL, del(13q), Microarray
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZINi

KLL Kronik Lenfositik Losemi

RBI Retinoblastoma 1

ATM ATM serine threonine kinase

TP53 Tumor protein p53

NOTCH1I Notch receptor 1

CGH Karsilastirmali genomik hibridizasyon
SNP Tek niikleotid polimorfizmi
aCGH+SNP CGH+SNP Array

IGVH immunoglobulin agir zincir

miR microRNA

p(IGVH) immunoglobulin agir zincir mutasyonu pozitif
n(IGVH) immunoglobulin agir zincir mutasyonu negatif
KS Konvansiyonel sitogenetik

FISH Flouresan in situ hibridizasyon

TTFET Tedaviye baglama siiresi

0OS Genel sagkalim

MDR Minimal delesyon bolgesi

DLEU Delected in leukemia

Del Delesyon

PFS Hastaliks1z yasam siiresi

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

NGS Yeni nesil dizileme

LOH Heterozigosite kaybi



UPD

KSD

SNP

DLRSD

CLL-IPI

Uniparental dizomi

Kopya sayis1 degisiklikleri

Tek niikleotid polimorfizmi

Derivative Log Ratio Standard Deviation

KLL uluslararasi prognostik indeksi



1. GIRIS VE AMAC

Losemi genetik bir hastalik olup, mutasyonlarin birikmesi sonucu ortaya
cikan olduk¢a heterojen bir durumdur. Teknolojinin gelismesi ile bu
heterojeniteyi daha iyi anlamaya baglamistir. Tedavi direncinin azaltilmasi ve
yeni terapotik hedeflerin tanimlanmasi igin genetik ¢alismalara ihtiyag¢ oldugu

aciktir (Burrell, McGranahan, Bartek, & Swanton, 2013).

Kronik lenfositik 16semi (KLL) ileri yasta en sik gozlenen losemi tira
olup, KLL'de tekrar eden genetik aberasyonlarin prognostik oOnemleri
bilinmektedir. Kromozom 17 kisa kol, kromozom 11 uzun kol delesyonlar: kéta
prognoz ile iligkilendirilirken, trizomi 12 ise orta prognoz sinifinda yer
almaktadir. Kromozom 13 uzun kol delesyonlar: ise en sik gozlenen anomali
olup, izole oldugunda 1y1 prognostik biyobelirte¢ olarak kabul edilmektedir
(Dohner et al., 2000).

Izole 13q delesyonu saptanan olgular genellikle “bekle ve gér” yaklagimi
ile takip edilmektedirler. Ancak bu hastalarin bir kisminda progresyon
gbzlenmekte ve bu nedenle tedavi baslanmaktadir. Izole 13q delesyonu
saptanan bu olgularda klinik heterojenitenin sebebi heniiz net olarak ortaya
koyulmamistir. Ancak delesyonlu bolgenin Retinoblastoma 1 (RB1) genini
icermesi ve/veya delesyon yilizdesinin yiiksek olmasinin etkili oldugunu

savunan calismalar mevcut olup, aksini savunan calismalar da s6z konusudur.

Biz de ¢alismamizda floresan in-situ hibridizasyon yontemi ile izole 13q
delesyonu saptanan otuz iki KLL olgusuna ait periferik kandan elde edilen
DNA o6rneklerinde CGH+SNP array yontemi ile 13q delesyon buytkliginin
ve genomun diger bélgelerinde meydana gelen kopya sayisi degisiklikler: ve
heterozigosite kayiplarinin izole del(13q) olgularinin klinik heterojenitesi

tzerindeki etkisini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

Kronik lenfositik 1losemi (KLL)nin insidansi popiilasyonlarin yas ve
cinsiyet yapisina gore farklihk géstermektedir. Ileri yasta en sik gézlenen
l6semi turi KLL olup, Amerika Birlesik Devletlerinde insidansinin
4,1/100.000 oldugu belirtilmektedir. Vakalarin tan1 anindaki ortalama yaslar
67-72 arasinda olup, erkeklerde goriilme siklig1 kadinlara gore daha fazladir
(1,7/1). Insidans oram yasla birlikte arttikca, oniimiizdeki yillarda demografik
degisiklikler sebebiyle KLLnin prevalans ve mortalitesinin artmasi
beklenmektedir. Kronik lenfositik 16semi tanisi alan olgularin yaklagik dortte
ucliinden fazlasi tesadiifen kan sayimi testlerinde kesfedilmektedir. Yeni tani
gen¢ hastalarin orani daha sik yapilan kan sayimi testleri sebebiyle artis

gostermektedir (Dighiero & Hamblin, 2008; Hallek, 2017).

Kronik lenfositik losemi t¢ aydan uzun sire periferik kanda her
mikrolitrede 5000’den fazla CD5*CD23* B lenfositlerin klonal proliferasyonu
ve birikmesi ile karakterize edilmektedir (Bosch & Dalla-Favera, 2019).
Sekonder olarak lenfoid organlarda, dalakta ve lenf nodlarinda da klonal
proliferasyon goézlenmektedir (O'Reilly, Murphy, Rawe, & Garvey, 2018).
Kronik lenfositik 16semi klinik olarak heterojenite gostermektedir. Olgularin
ucte biri hi¢ tedavi gerektirmeden, “bekle-gor” yaklasimi ile takip
edilmektedirler. Tedaviye progresyon gelismesi durumunda Kkarar
verilmektedir. Ancak olgularin bazilarinda hizli progresyon meydana gelmekte
olup, koti prognostik markirlarin eslik ettigi agresif klinik gézlenmektedir ve
bu olgulara hemen tedavi baslanmaktadir (O'Reilly et al., 2018). Prognostik
olarak siniflandirilmasinda iki ayr1 sistem kullanilmaktadir. Bunlardan ilki
Rai evreleme sistemi olup, bes alt gruptan (evre 0-IV) olugsmaktadir. Diistik
riskli alt grupta (evre 0) sadece lenfositoz gorilirken, orta riskli grupta (evre
I/IT) palpe edilebilir lenf nodlar1 veya hepatosplenomegali saptanmaktadir.
Yiksek riskli grup ise (evre III/IV) anemi ve trombositopeni ile kendini
gostermektedir. Binet evreleme sistemi de Rail evreleme sistemine benzer
fiziksel ve laboratuar bulgularina dayanmir ve hastalar A’dan C’ye kadar

smiflandirihir (Tablo 1.1) (Bosch & Dalla-Favera, 2019). Her iki evreleme



sistemi de hastaligin progresyonunu ongérme konusunda etkili degildir
(Nabhan & Rosen, 2014). Kronik lenfositik 16semi biyolojisinin aciklanmasinda
ve tedavi seceneklerinde meydana gelen gelismeler bu acgig1 kapatmaya

calismaktadir.

Tablo 2.1. Rai ve Binet Evreleme Sistemleri (Nabhan & Rosen, 2014)

Yasam siiresi

Evre Risk Klinik bulgular
(y1l)
Rai
0 Disiik Kan ve kemik iliginde lenfositoz >10
/11 Orta Lenfadenopati + hepatosplenomegali 7
II/IvV Yiksek Anemi + trombositopeni <4
Binet
A Dustiik <3 lenfadenopati alani 12
B Orta >3 lenfadenopati alani 7
C Yiksek Anemi + trombositopeni 2-4

Son yirmi yilda yapilan ¢alismalar sonucunda immunoglobulin agir zincir
(IGVH) mutasyonlar1 ve cesitli tekrarlayan genetik anomalileri iceren énemli
patofizyolojik bulgular kesfedilmistir. Bu bulgularin biyolojik énemleri onlarin
prognostik  ve terapotik etkilerini yansitmaktadir. Ornegin IGVH
mutasyonlar1 KLL olgularinin %60 1inda goézlenir ve 1iyi prognoz ile
iligkilendirilir. Agresif hastalik progresyon olasiligi olduk¢a dusuktiir
(Buccheri et al., 2018).

Son zamanlarda yapilan bir proje sonucunda KLL uluslararas:
prognostik indeks (CLL-IPI) gelistirildi ve bu prognostik model yas, hastalik
evresi, serum B2 mikroglobulin, TP53 anomalisi ve IGHV mutasyon durumlar:
olam tzere 5 parametre kullanmir. Her ne kadar hastalarin yasam siiresi i¢in
planlanmis olsa da yeni tani hastalarin tedaviye baslama siireleri konusunda
da bilgi verici bir sistemdir. Fakat rutinde kullanimi1 heniiz yaygin degildir

(Hallek, 2017; Molica et al., 2016).



2.1. KLL’de Genetik Aberasyonlar

Kronik lenfositik losemi oldukca heterojen genetik profile sahip bir
hastalik grubudur. Konvansiyonel sitogenetik (KS) ile KLL’de anomali
saptama orani %40-50 iken, Flouresan in-situ hibridizasyon (FISH) yontemi
ile bu oran %80’e ¢ikmastir (Autore, Strati, Laurenti, & Ferrajoli, 2018; Durak
et al.,, 2009). Dengeli translokasyonlarin sik gorildigi diger B hiicreli
l6semilerin aksine, KLL'de en sik gozlenen genetik anomaliler; mutasyonlar,
delesyonlar ve trizomiler olup, bu genetik anomaliler ilk tedaviye baslama
streleri (TTFT) ve genel yasam siireleri (OS) i¢cin 6nemli belirtecler olarak

kabul edilmektedirler (Autore et al., 2018; Buccheri et al., 2018).
2.1.1. Kromozom 11 uzun kol delesyonlart

Kromozom 11 uzun kol delesyonlar1 [del(11q)]nin goérilme sikligi
kemoterapi almamasg, ileri evre KLL olgularinda yaklasik %25, erken evre KLL
olgularinda ise %10’dur. Genellikle kromozom 11’in uzun kol delesyonlar1 q23
bandinda meydana gelir ve bu kromozomal bélge ATM (ATM serine/threonine
kinase) genini kapsamaktadir. Delesyon pozitif olgularin %30-40'inda ATM
geninin diger alelinde mutasyon saptanmaktadir. Atm proteini DNA hasar
yanit yolaginda o6nemli bir role sahiptir. Tipik olarak ATM delesyonlar:
ilerlemis lenfodenopati, hizli hastalik progresyonu ve kisa yasam siiresi ile
iligskilendirilmektedir (Hallek, 2019; dJiang et al., 2016). Hginq olarak
kemoimmunoterapinin baz1i ATM delesyonu olan olgularda kotii prognostik
ozellikler tizerinde olumlu etkisi oldugu gozlenmistir (Hallek et al., 2010).
Ayrica yapilan bir ¢alismada ATM gen aberasyon sikliginin oldukc¢a disik
oldugu ve kot prognostik ozellikler ile 1iliski olmadigi, del(11g)’nun
patobiyolojisinin anlasilmasi i¢in yeni c¢alismalarin yapilmasi gerektigi

savunulmaktadir (Ouillette et al., 2012).
2.1.2. Kromozom 17 kisa kol delesyonlar:

Kromozom 17 kisa kol delesyonlari [del(17p)] kemoterapi almamis KLL
olgularinin %5-8'inde gozlenmekte olup, bu delesyonlar 17. kromozomun p1l3
bandinda meydana gelmektedir. Tumor protein p53 (TP53) geni bu bdlgede
lokalize olup, del(17p) saptanan KLL olgular genotoksik kemoterapilere karsi

4



diren¢ gostermektedirler. Benzer sekilde TP53 mutasyonu kotii prognoz ile
iligskilendirilmekte olup, KLL olgularinda TP53 mutasyon gézlenme oraninin
%4-37 oldugu belirtilmektedir. Kromozom 17 kisa kol delesyonu saptanan
olgularin %80’inde, diger alelde mutasyon oldugu, delesyonun eslik etmedigi
TP53 mutasyonlarinin ise oldukg¢a nadir oldugu bilinmektedir. Yeni tan1 KLL
olgularinda TP53 aberasyonlari hizli hastalik progresyonu ve tani anindan
itibaren 3-4 yil yasam siiresi ile iligkilendirilmektedir. (Buccheri et al., 2018;
Hallek, 2019).

Kemoterapi almamis KLL olgularinda TP53 aberasyon orani diisiik iken,
kemoterapi alan olgularda TP53 aberasyonlarinin gorilme sikliginin arttig:
gozlenmektedir. Kromozom 11 uzun kol delesyonlarinin sonucunda TP53
yolaginin olumsuz etkilendigi savunulmaktadir. Kemoterapi gibi ajanlarin
etkisiyle DNA’da cift kirik olusmasi sonucu ATM geni TP53 yolagini
aktiflestirir. Boylelikle ATM hiicre dongiisini dizenleyerek, DNA onarim
yollarini aktive etmekte veya apoptozu indikleyerek genomun butinligini
korumakta gérev almaktadir. Nadir olarak gézlense de del(11q) ve del(17p)nin
birlikte gozlenmesi, tek basina goézlendiklerinde oldugundan fazla kot
prognoza sebep olmaktadir. Endigeye sebebiyet verme ihtimali sebebiyle “izle
ve bekle” politikas1 ile takip edilen KLL olgularinda rutin olarak TP53
aberasyonlarinin analizi 6nerilmese de tedavi endikasyonu geligsen olgularda

tedavi oncesi bu analizlerin yapilmasi gerekmektedir (Buccheri et al., 2018).
2.1.3. Trizomi 12

Trizomi 12 (+12) tan1 aninda KLL olgularinin %15’inde saptanmakta
olup, orta prognostik sinifta degerlendirilmektedir. Trizomi 12’li KLL
olgularinda ortalama tedaviye baslama siiresinin otuz ii¢ ay, ortalama genel
sagkalim siliresinin ise yiiz on dort ay oldugu belirtilmektedir. Trizomi 12 eger
FISH yontemi ile saptandiysa bu olgularin %701 izole +12 olup, %18’ine 13.
kromozom uzun kol delesyonu (del(13q)), %8ine del(11q) ve %4’ine del(17p)
anomalileri eglik ettigi bildirilmektedir. Konvansiyonel sitogenetik yontemi ile
saptanan +12’lerin %30’unun izole, %5’ 1nin trizomi 18 ile birlikte, %3’liniin ise

14. kromozom translokasyonlar1 ile birlikte saptandigi raporlanmigtir. Aym



zamanda siklikla +12’ye NOTCHI1 gen mutasyonu eslik etmektedir (%40) ve
bu durum kot prognoz ile iligkilendirilmektedir. Richter sendromu
olgularinda sik goriilmesi de bu veriyi destekler niteliktedir (Autore et al.,

2018; Bosch & Dalla-Favera, 2019).
2.1.4. Kromozom 13 uzun kol delesyonlari

Kronik lenfositik 16semi’de en sik gézlenen kromozomal anomali del(13q)
olup, FISH ile saptanma orani1 %50’dir. Bu delesyonlar submikroskobik oldugu
icin saptanma orani KS ile %8-10’a kadar diismektedir. Delesyon 13q izole
olarak saptandiginda iyi prognoz ile iligkilendirilmektedir (Grygalewicz et al.,

2016).

Kromozom 13q delesyonlar1 kromozomun ql4 bélgesinde meydana
gelmektedir. Bu boélgede bir minimal delesyon bélgesi (MDR) tanimlanmistir.
Bu bolge deleted in leukemia (DLEU) 2 genini, DLEU 1 geninin 1.eksonunu ve
DLEUZ2 geninin intronik bélgesinde lokalize olan microRNA (miR)-15a/16-1
kiimesini icerir (Sekil 2.1). DLEUZ2 poliadenile ve splice edilmis uzun bir
kodlamayan RNA (IncRNA) kodlar ve bu IncRNA X kromozom inaktivasyonu
veya aktivasyonu, imprinting ve transkripsiyonel koaktivasyonu veya gen
ekspresyonunun regiilasyonu dahil olmak tizere cesitli hiicre fonksiyonlarinda
etkilidir. Ancak DLEU2nin fonksiyonu tam olarak bilinmemekte ve bagka bir
IncRNA dizisi ile homoloji géstermemektedir. MicroRNA-15a/16-1 kiimesinin
ise yapilan calismalar sonucunda tumor supressor olarak gorev yaptigi
bildirilmistir (Klein et al., 2010). Delesyon 13q KLL patogenezinden sorumlu
tutulmaktadir (Puiggros, Blanco, & Espinet, 2014).

MicroRNA-15a ve miR-16-1 hiicre dongiistiniin GO/G1-S evresinde 6nemli
rolii olan proteinlerin negatif diizenlenmesinde gorev yapmaktadirlar. Bu
miRNA’larin kayb1 s6z konusu oldugunda Ccnd2 ve Ccnd3 proteinleri daha
hizli aktive edilir ve bu da Rb1’in hizhh fosforilasyonuna sebep olmaktadir.
Sonu¢ olarak miR-15a ve miR-16-1 kaybi1 olan hiicrelerde E2F’nin
aktivasyonuyla hiicre dongusiine hizli bir giris yapilmis ve pro-proliferatif
fenotip indiiklenmesine yol acmaktadir. Kronik lenfositik 16semi hastalarinin

lenfositlerinde miR-15a ve miR-16-1'in disiik ekspresyonu antiapoptotik bir



protein olan Bcl2'nin yiiksek ekspresyonuna yol acmaktadir ve bunun da

sonucunda apoptoz siireci inhibe olmaktadir (Sekil 2.2) (Braga et al., 2017).
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Sekil 2.1: del(13q)’nun fiziksel haritas: (Biterge Siit ve Bali'ndan uyarlanmigtir (Biterge
St B. & Bali D.F., 2018).
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Sekil 2.2.: miR-15a ve miR-16-1'nin BCL2 tizerindeki etkisinin sematik gosterimi (Braga

ve ark.larindan uyarlanmigtir ) (Braga et al., 2017).

Apoptoz stireci Bel-2 ailesinin mitokondriyal bagimli  yolunun
aktivasyonu ile gergeklestirilir. Bu protein ailesi Mcl-1, Bcl-2, Bel-xLi gibi
apoptozu baskilayan ve Bax, Bak, Bid, Bim, Puma gibi apoptozu indiikleyen
proteinlerde olusur. Kronik lenfositik lésemi’de B lenfosit sagkaliminin,
primer olarak Bcl-2 ailesi proteinlerinin ifade bozuklugu sonucu olustugu
distnilmektedir. Yiksek diizey Mcl-1 ve artmis Bcl-2/Bax orani koti tedavi
yaniti ile iligkilendirilmektedir (Braga et al., 2017).



Kromozom 13q delesyon bélgesinde bulunan bu iki mikroRNAnin P53
ekspresyonu tuzerinde de etkisi oldugu savunulmaktadir. Delesyon 13q
sonucunda yiksek antiapoptotik Bcl-2 ekspresyonu ile ylksek pro-apoptotik
P53 ekspresyonunun bir denge olusturdugu belirtilmektedir. Bu veriler
del(13g)nun iyi prognoz ile iligkili olmasinin sebebi olarak gosterilmektedir

(sekil 2.3) (Braga et al., 2017).

Delesyon 13q buytkligi cesitlilik gostermekte olup, kirik bolgeleri
heterojenite gostermektedir. Delesyonlu boélgenin buytkligi 300 Kb’dan 70
Mb’a kadar degiskenlik gostermektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda iki
alt grup tanimlanmastir; tip 1 ve tip 2 13q delesyonlari. Tip 1 delesyonlar: kisa
delesyonlar olarak tanimlamip MDR bolgesinin kaybi ile meydana gelmektedir.
Tip 2 delesyonlar1 ise genis delesyonlar olup, RBI geninde de delesyon
gozlenmektedir. Tip 2 delesyonlarinin kot prognoz ile iligskili oldugu
belirtilmektedir (Dal Bo et al., 2011; Ouillette et al., 2012; Puiggros et al.,
2014). Ancak aksine RBI delesyonlarinin prognostik etkisi olmadigin1 savunan
calismalar da mevcuttur (Grygalewicz et al., 2016; Huang et al., 2016). Bu
nedenle delesyon buytkliginin prognostik etkisi heniiz tam olarak

aciklanamamigtir.

Kromozom 13q’daki delesyonlar genellikle (%76) monoallelik olup, %24
oraninda biallelik delesyonlar da gozlenmektedir (Klein et al., 2010). Biallelik
delesyonlar genellikle daha kiigiik delesyonlar olup, delesyonlu boélge RBI
genini icermemektedir (Puiggros et al., 2014). Prognostik ©6nemleri ise
tartismalil olup, baz1 arastirmacilar monoallelik delesyondan koken aldiklarini
ve daha agresif klinige sebep oldugunu savunurken (Chena et al., 2008; Dal Bo
et al.,, 2011; Van Dyke et al.,, 2010), bazilar1 monoallelik ve biallelik
delesyonlar arasinda prognostik ag¢idan bir farklilik olmadigini belirtmektedir
(Garg et al., 2012; Puiggros et al., 2013). Ayrica delesyon buytkligi ve
yuzdesinin birlikte degerlendirilmesi gerektigi, <%70 ve tip 1 del(13q) daha
uzun tedaviye baslama stiresi (TTFT), >70% del(13q) ya da <%70 ve tip 2
del(13q) daha kisa TTF'T ile iligkili oldugu savunulmaktadir (Sekil 2.4) (Dal Bo
et al., 2011).
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Sekil 2.3: miR-15a/16-1 ve hedef genleri arasindaki iligkinin sematik gosterimi (Biterge
Sit B. & Bali D.F., 2018)

Yapilan bir bagka calismada yiiksek 13q delesyonu (>%80) (13q-Y) olan
KLL olgular1 ile disik 13q delesyonu (<%80) (13q-D) olan KLL olgular
arasinda miRNA ekspresyon oranlarinin farkli oldugu, 13q-Y olgularda miR-
143’in downregiile, miR-155in ise overeksprese oldugu belirtilmistir. Bu
microRNA’larin hedefinde ise BCL2, MDM?2, TP53 gibi apoptozda goérevli ve
KRAS, PI3K-AKT yolagi gibi proliferasyonda gorevli genler bulunmaktadir.
Yiiksek 13q delesyonlarinin diisik apoptoz, yliksek proliferasyon diizeyine

sebep oldugu belirtilmektedir (Hernandez-Sanchez et al., 2016).
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Sekil 2.4: del(13q)’da FISH prognostik akim gsemas1 (Dal Bo ve ark.’larindan uyarlanmisgtir)
(Dal Bo et al., 2011).

2.1.5. Gen mutasyonlart
2.1.5.1. Immunglobulin agir zincir mutasyonlari

Immunoglobulin agir zincir (GHV) mutasyonlarinin prognostik énemleri
iyl tanimlanmig olup, mutasyon pozitif (pIGHV) olgularin klinigi daha iyi
seyretmektedir. Immunglobulin agir zincir mutasyonu negatif (nIGHV)
olgularin hastaliksiz yasam stirelerinin (PFS) 1 ve 5 yil arasinda degisirken,
pIGHYV olgularinda 9,2 ile 18,9 y1l arasinda degistigi belirtilmektedir. Benzer
sekilde nIGHV olgularina ait OSlerinin 3,2 ile 10 yil arasinda, pIGHV
olgularinin OS’lerinin ise 19,9 ile 25,8 yil arasinda oldugu tespit edilmistir.
Ko6tiu prognostik bulgular s6z konusu oldugunda bile IGHV mutasyonlarinin
OS tizerinde daha belirleyici oldugunu savunan arastirmalar vardir (Crombie

& Davids, 2017).

Normal B hiicre olgunlagsmasi siirecinde V (variable), D (diversity) ve J
(Junctional) segmentlerinin kromozomal rekombinasyonu agir ve hafif
immunglobulin zincirlerinin V bdélgesini  olusturur. Tim V bolgesi
immunglubulin iglevini etkilerken, 3 tamamlayic1 bolge (CR1-3) antikor
spesifitesine katkida bulunur. Bu boélgelerden CR1 ve 2 V bdélgesinde
bulunurken CR3 D bodlgesinde yer alir. Cerceve bolgeleri de (FR1-4) sekil
2.5’de gozlendigi gibi yer almaktadir (Crombie & Davids, 2017).
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Sekil 2.5: Immunglobulin molekiiliinin sematik gésterimi (Crombie & Davids, 2017).

Prognostik énemi ortaya koyulmus IGHV mutasyonlari stabil olup, klonal
gelisim gostermemektedir ve bu sebeple mutasyon analizlerinin tekrar
edilmesi gerekmemektedir. Ancak IGHV mutasyon analizlerinin baz
kisitlayic1 6zellikleri bulunmaktadir. Genellikle immunglobulin agir zincir
mutasyonlar1 IGHV transkriptinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
amplifiye  edilmesi, dizilenmesi ve  transkriptin = imminoglobulin
veritabanlarinda mevcut olan bilinen germ hatt1 genleriyle kargilagtirilmasi
yontemine dayanmaktadir. Mevcut farkli  teknikler g6z  Ontinde
bulunduruldugunda, kurumlar arasi tutarsiz sonuclar goézlenmekte oldugu
belirtilmektedir. Bu farkliliklar klonal transkript disinda bir transkriptin
cogaltilma riski, baz1 primerlerin subklonlar1 kacirma riskinden
kaynaklanabilmektedir. Cerceve boélgelerinin  primerleri ile yapilan
calismalarda tam wuzunlukta transkript elde edilememekte ve germline
benzerlik yiizdelerinin yanlis hesaplanmasi1 riski ortaya cikmaktadir. Ek
olarak, immiinoglobiilin veri tabanlarinda ve mutasyonlarinin ytizdesini
hesaplamak 1i¢in kullanilan yazilim programlarindaki farkhihiklar soz
konusudur. Son zamanlarda yeni nesil dizileme (NGS) yontemleri ile
calismalar yapilmakta olup, geleneksel yontemlere gore daha dogru sonuglar
elde edildigi belirtilmektedir. Ayrica NGS IGHV yeniden diizenlenme ile
iligkili olmayan mutasyonlar: da tespit etme olanagi saglamaktadir (Crombie

& Davids, 2017).
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2.1.5.2. NOTCH]1 gen mutasyonlar

Kronik lenfositik lésemi’de en fazla NOTCHI geninde mutasyon
saptanmakta olup, bu mutasyonlar kotii prognoz ile iligkilendirilmektedir.
Tani aninda NOTCHI1 gorilme sikhigt %10 olup, hastalik progresyonu
ilerledikge mutasyon frekansi artis gostermektedir (sekil 2.6). Siklikla nIGHV
ve +12 KLL olgularinda NOTCHI mutasyonlar1 saptanmaktadir (Autore et
al., 2018; Gaidano, Foa, & Dalla-Favera, 2012).

NOTCH1 mutasyon frekans: (%)

i

MBL kL Direncli/ Richter

tani Relaps sendromu
KLL

Hastalik fazi _ﬁ

Sekil 2.6. KLL hastaliginin klinik zamanlarina gére NOTCH1 gen mutasyon frekansi

(Autore ve ark.larindan uyarlanmistir (Autore et al., 2018).
2.1.5.3. SF3B1 gen mutasyonlari

U2 splaysozomun bir kompanenti olan SF3B1 olgun mRNA
olusturulmasinda gorev yapmaktadir. Bu gende meydana gelen mutasyonlar
sonucunda hatali mRNA olugsmakta ve SF3BI gen mutasyonlar1 kot
prognostik biyobelirte¢ kabul edilmektedir. Kronik lenfositik losemi’de
gorilme siklig1 %10-14 olup, genellikle nIGHV, del(11q) ve ATM mutasyonlar:
iligkilidir. (Condoluci & Rossi, 2019; Maleki et al., 2019).

2.1.5.4. ATM gen mutasyonlari

Ataxia-telangiectasia mutated (ATM) geni 11q22-11q23°de lokalize olup,
phosphatidylinositol-3 kinase (PT3K) ailesinin bir tyesidir. DNA tamir
mekanizmalarinin ve apoptoz yolaginin aktiflestirilmesinde gorev almaktadar.

Kromozom 11 delesyonu pozitif KLL olgularinda minimal delesyonlu bdélge
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icerisinde yer almaktadir. Gen mutasyonlar: genellikle del(11q) ve BIRCS3
delesyonlar1 ya da mutasyonlar: ile iligkilendirilmektedir. Ancak daha koti
prognoza sebep oldugu belirtilmektedir. Tan1 aminda ATM mutasyon sikligi
%10-15 olarak bildirilmigtir (Condoluci & Rossi, 2019; Guarini et al., 2012;
Rose-Zerilli et al., 2014). Germ hattinda zaten mevcut ATM genindeki
patojenik olmayan varyantlar ve polimorfizmlerden mutasyonlarin ayrilmasi
gerekliligi ve genin ¢ok uzun olmasi ATM gen mutasyon analizlerini
zorlastirmaktadir. Yapilan bir calismada ATM mutasyonlarinin del(11q)
negatif oldugu durumlarda bile TTFT tizerinde etkisi oldugu gésterilmistir. Bu
sebeple ATM geni i¢in kopya sayis1 degisikliklerinin analiz edilmesinin yeterli

olmadigi savunulmustur (Nadeu et al., 2016).
2.1.5.5. TP53 gen mutasyonlari

Kromozom 17 kisa kol delesyonlar1 ile 7TP53 mutasyonlar1 %80
konkordans gostermektedir. Ancak del(17p)nin eslik etmedigi, 7TP53
mutasyonlarinin  pozitif oldugu durumlar da kot prognoz ile
iligkilendirilmektedir. Bu sebeple del(17p) saptanmayan olgularda, TP53 gen
mutasyon analizlerinin yapilmasi ve alternatif tedavi seceneklerinin

distintilmesi gerektigi savunulmaktadir.

Kromozom 11, 13 ve trizomi 12'deki anomaliler KLL'de en sik g6zlenen
anomalilerdir ve TP53'in 6nemli bir rol oynadig1r TP53 mikroRNA devresinin
yapimina katilirlar. Bu TP53 ve miRNA aginda aralarindaki etkilesimlerin
belirlenmesi, yalnizca yeni prognostik belirteclerin tanimlanmasina yol
acmamig, ayni zamanda patofizyolojisine yeni bakis acilar1 getirmistir ve
KLL'de TP53 mutasyonuyla iligkili tedavi direncinin tistesinden gelmek igin
yeni hedefler belirlenmeye baglamistir (sekil 2.7).
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Sekil 2.7. KLL'de TP53 etki ag1 (Wang & Wang, 2013).

Kromozom 11 uzun kol delesyonlar: ile TP53 mutasyonlar: iligkili olup, miR-
34b ve miR-34c 11q23’de, miR-34a 1p36°da lokalizedir. miR-34 ailesinin timor
supressor olarak gorev yaptigi ortaya koyulmustur. miR-34 ailesinin etkisini
gosterebilmesi i¢in aktif bir p53 proteinine ihtiya¢ duymaktadir. Bu sebeple
disiik miR-34a ekspresyonu Kkoti prognoz ve kemoterapi direnci ile
iligskilendirilmistir (Wang & Wang, 2013). Onkojenik stres ile aktive
edildiginde ATM geni direkt veya indirekt olarak, CHK?2 (check point kinase 2)
tuzerinden pb53U fosforlar ve boylelikle p53in MdmZ2ye baglanmas1 ve
proteozomlar tarafindan degrede edilmesi inhibe edilmis olur. Kromozom
13q’dan kodlanan miR-15a ve 16-1 direkt olarak TP53iin negatif diizenleyicisi
olarak gorev yaparlarken, TP53’de miR-15a/miR-16-1"i transaktif etmektedir.
Ayrica transkripsiyondan bagimsiz olarak miR-16-1'in P53 tarafindan regiile
edildigi  gosterilmistir. P53  pri-mikroRNA’larin  pre-mikroRNA’lara
doniismesini tetikler ve olgun miR-16-1 diizeyi artmis olmaktadir. Ek olarak
bu TP53-mikroRNA dongiisii Bel2nin yer aldigr downstream yolaklar: regiile
etmektedir. miR-15a/miR-16-1 antiapoptotik Bcl2 ve Bcl2 baglantili Mcll
(myeloid cell leukemia sequence 1) diizeyini azaltirken, Bax'in fonksiyonu

TP53 tarafindan degistirilir (Wang & Wang, 2013). Kromozom 12’de lokalize

14



olan MDM2 geni TP531i dogrudan inhibe etmektedir. Trizomi 12’nin Mdm2
seviyesinin artmasina sebep olabilecegi belirtilmektedir. Nutlin-3 bir Mdm2
antagonisti olup, Mdm2-p53 baglanmasin1 hedef alir ve p53’i aktive ederek
p53’e bagli apoptozu indiklemektedir. Bununla birlikte @ MDM?2
polimorfizmlerinin KLL i¢in risk faktora olarak tanimlanip tanimlanmayacag
tartisma konusu olup, MDM?2 polimorfizmleri ile p53 arasindaki muhtemel
baglantilar heniliz aciga kavusmamistir. Prognostik 6nemi 1y1 aciklanmig
IGHV mutasyonlari ile TP53 anomalileri arasindaki iligski konusundaki veriler
celigkili  olup, pIGHV hastalarda 7TP53 mutasyon durumunun
degerlendirilmesi tedavi se¢geneklerinin belirlenmesi agisindan faydali olacag:

belirtilmektedir (Wang & Wang, 2013).
2.1.5.6. Diger gen mutasyonlari

Telomer uzunlugunun korunmasinda gorev alan POTI gen mutasyonlari
KLL olgularinin %3-5'inde gozlenmektedir. Genellikle NOTCH1 ve SF3B1 gen
mutasyonlarinda oldugu gibi nIGHV olgularda saptanmistir. Prognostik
oneminin anlasilmasi i¢in daha fazla veriye ihtiya¢ duyulmaktadir (Amin &

Malek, 2016).

Kronik lenfositik 16semi’de tekrarlayan bir diger mutasyon ise BIRCS3
mutasyonlar1 olup, BIRC3 geni NF-KB sinyal yolaginin aktivatori olarak
gorev yapan MAPK314in negatif diizenlenmesinde rol almaktadir. Bu genin
mutasyonlar1 kot klinik ve genetik bulgular ile iligkilendirilmektedir

(Gaidano et al., 2012).

Tool like reseptor (TLR) i¢cin adaptor gorevi goren MYDSS mutasyonlar:
i¢in bir hotspot bélge tanimlanmistir (L265P) ve KLL’de goriilme sikligr %2-3
olup, pIGHV’ler daha sik go6zlenmektedir. Agresif olmayan KLL ile
iligskilendirilmektedir. Hastalik progresyonu ile iligkisi olmayip, erken donem

KLL’de gozlenmektedir (Amin & Malek, 2016; Gaidano et al., 2012).

Kanserde oOnemli oldugu bilinen WNT yolaginin overekspresyon,
mutasyon ya da epigenetik degisiklikler ile KLL olgularinda aktif oldugu
gosterilmigtir. Ancak WNT yolaginin KLIL'de terapi i¢in iyi bir hedef olup
olmadig1 heniiz agiklanamamistir (Amin & Malek, 2016).
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Kronik lenfositik losemi olgularinin  %5inde gézlenen EGR2
mutasyonlarinin, tani aninda gercek frekansi bilinmemekte olup, KLL’deki

rolli de heniiz agiklanamamistir (Amin & Malek, 2016).
2.2. Mikroarray Yontemi

Kanserde  gozlenen  genetik  anomaliler arasinda  kromozom
translokasyonlari, amplifikasyonlar, allelik kayiplar, heterozigosite kayiplar:
(LOH), delesyonlar, mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler en sik gézlenen
anomalilerdir. Rutinde konvansiyonel sitogenetik analiz ve FISH yontemleri
kullanilmakta olup, translokasyon, inversiyon, delesyon veya anoploidi gibi
anomaliler tespit edilmektedir. Flouresan in-situ hibridizasyon G bantlamaya
gore ¢ok daha yliksek coziliniirlige sahip olsa da, bilinmeyen anomalilerin ve
global kromozomal anomalilerin tespit edilmesi i¢in uygun bir yontem degildir.
Kargilastirmali genomik hibridizasyona dayali array (aCGH) 1990’1arin
basinda gelistirilmigtir ve karyotipleme ve FISH ile tespit edilemeyen tim
genom kopya sayis1 degisikliklerinin (KSD) tanimlanmasina olanak
saglamaktadir. Tek niikleotid polimorfizm (SNP) array, aCGH’in aksine hem
KSD’leri ve LOH’lar1 veya kopya sayisindan bagimsiz LOH/uniparental dizomi
(UPD)’leri tespit edebilmektedir (Song & Shao, 2015).

Kargilagtirmali genomik hibridizasyonda olgu DNA’s1i ve referans
DNA’nin karsilastirilmasi1 sonucunda elde edilen verilere gore delesyonlar
velveya duplikasyonlar saptanmaktadir. Insan genomuna 6zgii problar cam
lam tzerinde bulunur ve array’in rezoliisyonuna bagl olarak onbinlerce ya da
birka¢ milyon prob bulunabilmektedir. Fragment halde ve farkli floresan
renklerle isaretli olan DNA’lar problara baglanirlar ve lazer tarayicisi
sayesinde ortaya c¢ikan isimalar sonucunda olgu ve referans orneklerinin
yogunluklarinin orani belirlenmektedir. Eger yogunluklar1 esit ise ilgili
genomik bolge normal olarak degerlendirilir. Bunun aksine flouresan
yogunlugu >1 ise duplikasyonu, <1 ise delesyonu isaret etmektedir. Verilerin
incelenmesinde ve yorumlanmasinda biyoinformatik oldukca oénemli bir rol
almaktadir. Hedef problarin polimorfik allellerden secildigi SNP array

yontemi CGH array yontemi ile benzerlik géstermekte olup, sadece olgu
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DNA’s1 isaretlenmektedir. Ginimiizde CGH+SNP arraylerin bir arada
tasarlandigr platformlar yaygin olarak kullanilmaktadir (Erzurumluoglu &
Artan, 2018). Hematolojik malignansilerde 6zellikle konvansiyonel sitogenetik
ve FISH’in yetersiz kaldigi durumlarda mikroarray yonteminin oldukca
faydali olacagi belirtilmektedir. Ancak heniiz hematolojik malignitelerde array
kullanimi ile ilgili kilavuzlar bulunmamaktadir. Sekil 2.8.’de hematolojik

malignitelerde SNP array’in kullanima yonelik bir oneri yer almaktadir (Song

& Shao, 2015).

[ Hasta drnegi J
™ Ty -
Bilinmeyen Dahadnce Bilinmeyen
anomalive mikro tanimlanmis ancmalive kigclk
aberasyonsiphes anomali|eger aberasyonlar ya da
yok ise prokvar ise) LOH
. . .,
Karyotip FISH SMNP Mikroarmay
J- J Bilinmeyen
i _ sitogenetik anomaliler
MNegatif —_— MNegatif —_— va da kiigik
anomaliler

Sekil 2.8.: Hematolojik malignitelerde mikroarray kullanimi (Song & Shao’dan
uyarlanmigtir) (Song & Shao, 2015).

2.2.1. KLL’de mikroarray

Kronik lenfositik 16semi translokasyonlarin éneminin ortaya koyuldugu
diger B hiicreli hematolojik malignansilerin aksine kromozomal bazi
delesyonlar ve artiglar ile genetik acidan karakterize bir hastalik grubudur .
Konvansiyonel sitogenetik ile anomali saptama oranmi %50 iken FISH ile bu
oranin %80°e g¢iktigr bilinmekte olup, rutinde sikhikla FISH yontemi
kullanilmaktadir. Sitogenetik analiz i¢in yapilan G bantlama tekniginin
rezolisyonu yaklagik 5 Mb olup, kii¢iik delesyonlar1 yakalama konusunda

basarisizdir. Ayrica analiz i¢in bolinen hiicrelere ihtiya¢ duyulmasi
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dezavantajlarindan birisidir. Boliinen hiicrelere ihtiya¢c duymayan ve interfaz
hiicrelerinde analize imkan veren FISH yonteminin rezoliisyonu yaklasik 100
kb’dir. Sitogenetik ile en sik saptanan anomali +12 iken, FISH ile 13ql4
delesyonudur. Fakat hedefe yonelik analize imkan vermesi de FISH
yonteminin dezavantajidir. Karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH)
yontemi de hasta ve referans DNA orneklerini karsilagtirarak kromozomal
artis ve kayiplar1 tespit edebilmektedir. Ancak rezolisyonu dusuktir (5-20
Mb). Bu sebeple arastirma laboratuarlarinda yerini CGH’e dayali array
(aCGH) yontemi almistir. Array yontemlerinin rezoliisyonu anomalili klonun
buytkligine bagli olup, en sik kullanilan array yontemi oligonukleotid’e
dayali array yontemidir. Yiksek rezolisyona sahiptir ve 25-60 niikleotid
uzunlugunda problardan faydalanmaktadir. Yiiksek rezoliisyona sahip
arrayler daha kiicik genomik aberasyonlar: ve yaklasik kirik noktalarini daha
spesifik tespit etmektedirler. Yapisal anomalilerin nadir gézlendigi KLL hasta
grubunda aCGH yontemi kopya sayisi degisiklerinin tespit edilmesi igin
oldukca faydali bir yéontem oldugu belirtilmektedir. Tek bir test ile kisa slirede
(vaklasik yetmis iki saat) tiim genomdaki kopya sayisi degisiklikleri tespit
edilebilmektedir (Higgins, Gunn, & Robetorye, 2008; Sargent et al., 2009).

Ancak KLL olgularinda array yonteminin baz1 dezavantajlari oldugu da
savunulmustur. Optimum duyarlilik ve dogru analiz i¢in degrede olmamis ve
yiksek miktarda DNA’ya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica belki de en major
dezavantaj1 tekniksel sensitivitesidir. Array ile anomalinin saptanabilmesi
1¢cin timor ylkinin %25-30 olmas1 gerektigi belirtilmektedir. Bu sebeple yeni
kemoterapi almig ya da transplante olmus olgular igin array yonteminin
kullanilmasi 6nerilmemektedir. Array ¢alismaya baslamadan énce CD5/CD19
yluzey markeri pozitif hiicrelerin segilmesi ve timor ylikiinin en az %25 olmasi
gerektigi onerilmektedir. Ayrica array yonteminin bir anomaliyl saptamasi
i¢in anomali oraninin en az %25 olmasi gerektigi belirtilmektedir (Higgins et

al., 2008; Patel et al., 2008; Sargent et al., 2009).

Sonu¢ olarak rutinde konvansiyonel sitogenetik calismasinin bir
katkisinin olmayacagi durumlarda, FISH veya aCGH yoéntemlerinin

kullanilmasi gerektigi savunulmaktadir (O'Malley et al., 2011).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hasta Grubu

Calismamiza Eskigehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik AD.na 2010 ve 2019 yillar1 arasinda ESOGU Tip Fakiiltesi
Hematoloji BD., Eskisehir Ozel Umit Hastanesi Hematoloji Béliimii, Eskisehir
Yunus Emre Devlet Hastanesi Hematoloji Boliimii ve Ko¢ Universitesi Tip
Fakiiltesi Hematoloji BD.'1ndan konvansiyonel sitogenetik ve FISH calismasi
i¢in yonlendirilen ve izole del(13q) (del13S319) saptanan 32 KLL olgusu dahil
edilmigtir. Olgulara ait periferik kan ornekleri EDTA’l1 tiipler igerisinde

bolimiimiize ulastirilmigtir.

Calismamiz icin ESOGU klinik uygulamalar etik kurul onay karari

(2018-39) bulunup, tiim olgulardan bilgilendirilmis onam formu alinmigtir.
3.2. Gerecler

3.2.1. Aletler

\4

Hibridizasyon Firinmi (Agilent)

Hibridizasyon Firin1 Rotatoru (Agilent)
Hibridizasyon Haznesi (Agilent)
Hibridizasyon Haznesi Contali Lami (Agilent)
Mikroarray Tarayicisi (Agilent)

Manyetik Karistiric1 Cubuk (Corning)

Isitma Ozellikli Manyetik Karistiricr (Corning)
Ozon Bariyer Lam Kapag: (Agilent)

1.5 L Cam Tabak (Borcam)

Lam yikama plakalar1 (Wheaton)

Lam tutucusu (Agilent)

Pipet set1 (Gilson)

V V.V V V V V V V V VYV V

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Cihazi (PE GenAmp System
9700)

Vorteks (Heidolph)

» Derin Dondurucu (Argelik)

A\
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Buzdolabi (Argelik)

Strip (Perkin Elmer)

Mikrofityy Tipler:i (Ambion)

Toplama Tipi (Qiagen)

Spin kolonu (Qiagen)

Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

Su banyosu

V V. .V V VYV VYV V VY

Termostat (Biosan)
3.2.2. Kimyasal maddeler

» Proteinaz K Soliisyonu (Qiagen)

» Insan gDNA’s1 (Kadin/Erkek)

> Insan 4x180K CGH Mikroarray Kiti (Agilent SurePrint G3
Cancer CGH+SNP)

Alu I (Agilent)

Rsa I (Agilent)

Genomik DNA enzimatik Etiketleme Kiti (Agilent)
Oligo aCGH Yikama Tamponu 1 ve 2 (Agilent)
Oligo aCGH Hibridizasyon Kiti (Agilent)

1xTE (Tris EDTA, pH 8.0) (Agilent)

Asetonitril (Sigma)

PBS

Distile Su

YV V. V V V V V V V

3.3. Yontemler

Calismamizda Sekil 3.1°de belirtilen is akig1 takip edilmistir.
3.3.1. DNA izolasyonu

> Bir tiip igerisine 6nce 10 pul. Proteinaz K (20 mg/ml) eklenmisgtir.
Sonra 200 pL periferik kan ornegi ve 200 pL ekstraksiyon tamponu
eklenmistir ve 15 sn vorteks yapilmistir.

» 15 dk 56°C’de termostatta bekletilmistir. Stire sonunda 6rnegin

tupin dibinde tolanmasini saglamak amaciyla kisa bir santrifiij yapilmistir.
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» 210 pL binding soliisyon eklenip, vorteks yapilmigtir.
» Daha sonra karisim spin kolona aktarilarak, 8000 rpm’de 1 dk.

santrifiij edilmistir ve sonunda tiplin dibinde toplanan sivi dokilmustiir.

‘ Kandan, hlcrelarden veya donmusg

adokudan (zole odilen denoysael gDNA Tican olarak Jretiimig raferans gDNA
| GDMNA NN rEStHKSOn Kesim | @ONATIN resiriksiyon kesimi
E—————— ————— e T — = = = == =
¥ ¥
| gONA'mN fioresan igaretienmesi gONA' N fioresan igaretienmesi
¥ ¥
| Etiketianimig gOMNA MR tomiZlanmas! Etkatienig gONATIN lemiZlanmos

+

| Hiprigizasyon Sncesl hazirik |

67 C'00 24-40 saal hibridZzasyon

-

| Hibridizasyon sonfas: yikama |

‘

| Mikroarray’in tarat mas |

-

| Yaziim programi lle variler gonogiirme |

v

Agilen CyloGenomics o anallz

Sekil 3.1: Mikroarray is akisi

» Spin kolona 650 pL yikama tamponu 1 eklenip, 8000 rpm’de 1 dk.
santrifiij edilmistir ve sonunda tipin dibinde toplanan sivi dokialmustir.

» Spin kolona 500 pLL yikama tamponu 1 eklenip, 8000 rpm’de 1 dk.
santrifiij edilmistir ve sonunda tipin dibinde toplanan sivi dokialmustiir.

» Spin kolona 250 pL yikama tamponu 1 eklenip, 14000 rpm’de 3
dk. santriflij edilmistir ve sonunda tipin dibinde toplanan sivi dokiulmustiir.

» Spin kolon yeni bir 1,5 ml'lik tiipe aktarilmigtir ve 200 pL elisyon
tamponu eklenip, 5 dk oda 1sisinda bekletilmistir. Daha sonra 8000 rpm’de 1

dk santrifiij edilmistir.
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3.3.2. DNA’nin niteliksel ve niceliksel analizi

Genomik DNA (gDNA)'nin atiklardan arindirilmis ve minimal degrede
olmasi1 oOnemlidir ve gDNAmin konsantrasyonunun ve safliginin
degerlendirilmesi i¢in NanoDrop ND-1000 UV-VIS spektrofotometresi

kullanilmigtir.

» NanoDrop program mentiisiinden Niikleik asit 6l¢imi segilip,
ornek tipit DNA-50 olarak ayalanmistir.

» 1.5 pL distile su ve 1.5 pL eliisyon tamponu ile blank yapilmigtir.

» 1,6 pL hasta DNA’larindan kullanilarak konsantrasyonlar:
Olgilmusgtir.

» Uriin miktar: agagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

DNA konsantrasyonu (ng/uL) x Ornek Hacmi

Uriin (ug) =
1000 ng/ug

3.3.3. DNA’nin enzimatik etiketleme Ekiti ile restriksiyon kesimi

Her bir PCR tiuplne dort hasta ve dort referans DNA 6rneklerinden 20,2
ul. eklenmigtir. Tablo 3.1’e gore restriksiyon kesim karigimi (RKK)
hazirlanmistir. Hasta ve referans DNA’larinin oldugu tuplerin her birine 5.8
ul RKK eklenmistir ve PCR cihazina yiklenmistir. Uygulanan program tablo
3.2’de yer almaktadir.

Uygulanan PCR programi bittikten sonra her bir tiipiin icerisine 5 uL
Random Primeri pipetaj yapilarak eklenmistir. Daha sonra PCR cihazinda
DNA denatiurasyonu ve fragmentasyonu ic¢in tablo 3.3'deki program

uygulanmigtir.
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Tablo 3.1. Restriksiyon Kesim Karisimi Bilegenleri

Bilesen Reaksiyon Basina 8 reaksiyonluk (uL)
(nL)

Distile Su 2 18

10xRestriksiyon Enzim 2,6 23,4

tamponu

BSA 0,2 1,8

Alu I 0,5 4,5

Rsal 0,5 4,5

Son Hacim 5,8 52,2

Tablo 3.2. Restriksiyon kesimi i¢in PCR programi

Basamak Sicaklik Zaman
1 37°C 2 saat
2 65 °C 20 dakika (dk)
3 4°C Beklet

Tablo 3.3. DNA denatilirasyon ve fragmentasyonu i¢in PCR program1

Basamak Sicaklik Zaman
1 95 °C 3 dk
2 4 °C Beklet
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3.3.4. DNA orneklerinin flouresan isaretlenmesi

Flouresan isaretleme icin olusturulan kargim (FIK) tablo 3.4.e gére

hazirlanmigtir.
Tablo 3.4 : Flouresan isaretleme karigimi
Bilesen Reaksiyon Basina 4 reaksiyonluk (uL)
(nL)

5xReaksiyon Tamponu 10 50
10xdNTP 5 25
Cyanine 3-dUTP 3 15
Cyanine 5-dUTP

Exo (-) Klenow 1 5

Son Hacim 19 95

Referans DNA’larin oldugu tiiplere Cyanine 3-dUTP iceren, hasta
DNA’larinin oldugu tiiplere ise Cyanine 5-dUTP iceren FIK karigitmindan 19
ulL eklenmistir. Daha sonra DNA etiketlemesi yapilmasi amaciyla tablo

3.5.’deki PCR programi uygulanmistir.

Tablo 3.5.: DNA etiketlemesi i¢in PCR programi

Basamak Sicaklik Zaman
1 37°C 2 saat
2 65 °C 10 dk
3 4°C Beklet

24



3.3.5. Etiketlenmis DNA’nin temizlenmesi

» Her bir hasta ve referans 6rnegi i¢in 1.5 ul’lik mikrofiiyj tipleri
etiketlendirilmis ve i¢lerine filtre yerlestirilmistir (Amicon ultra-0.5, ultracel-
30 membran, 30kDa).

» Her bir DNA 6rnegi 430 ul. 1xTE ile pipetaj yapilarak iglerinde
filtre bulunan tiplere aktarilmigtir.

» Tupler 14,000xg’de, 10 dk santrifiyy edilmistir. Santrifij sonrasi
tipln dibinde kalan kisim atilmisgtir.

» Her bir tiipe 480 pLL 1xXTE eklenmistir ve tipler 14,000xg’de 10
dk santrifiij edilmistir.

> Filtreler etiketlendirilmis yeni mikrofiij tliplerinin igerisine ters

cevrilerek yerlestirilmistir ve 1 dk boyunca 1,000xg’de santrifiij edilmigtir.
3.3.6. Uriin miktar: ve spesifik aktivite hesaplanmast

» Nanodrop Programinda MikroArray, 6érnek tipi olarak da DNA-50
olarak secilmigtir.

> Orneklerin 6lciimii oncesi 1,5 pL distile su ve 1,5 pL 1xTE ile
blank yapilmistir.

» Orneklerden 1,5 pL kullamilarak gDNA konsantrasyonu ve hacmi
Olctilmustir.

> Spesifik aktivite asagidaki formiile goére hesaplanmigtir.

uL boya basina pmol

Spesifik aktivite =
(ug gDNA basina pmol boya) uL gDNA basina pg

» Uriin miktar: agagidaki formiile gére hesaplanmigtir.

DNA konsantrasyonu (ng/uL) x Ornek Hacmi (uL)

Uriin miktar: (uL) =
1000 nglug

» Spesifik aktivite ve tiriin miktarinin beklenen degerleri tablo

3.6.da yer almaktadar.
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» Tek bir PCR tiiptinde Cy3 ile etiketli referans érnekleri ile Cy5 ile
etiketli gDNA o6rnekleri birlestirilmistir.

Tablo 3.6.: Beklenen tiriin miktar: ve spesifik aktivite degerleri

Cy3 etiketli Cyb etiketli
Girig DNA Uriin miktary orneklerin orneklerin
spesifik spesifik
aktivitesi aktivitesi
0,2-0,5 2,5-3,0 15-25 15-20

3.3.7. Hibridizasyon oncesi hazirlik

Hibridizasyon karigimi hazirlanmadan 6nce oligo aCGH hibridizasyon
kitinde bulunan 10x bloke edici ajana 1,350 pL distile su eklenmistir ve oda

sicakliginda bir saat bekletilmigtir.
Hibridizasyon karigimi i¢in tablo 3.7°de belirtildigi gibi hazirlanmigtir.

Tablo 3.7.: Hibridizasyon karisimi

Bilegen Hibridizasyon bagina 4 reaksiyonluk hacim
hacim (uL) (nL)

Cot-1 DNA (1.0 mg/mL) 5 20

10x aCGH bloke edici 11 55

ajan

2x HI-RPM 55 275

hibridizasyon tamponu

Son hacim 71 350

Referans ve olgu 6rneklerinin bir arada oldugu karisimdan 39 pL

alinarak yeni PCR tlipline aktarilmistir ve her bir tipe hibridizasyon
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karisimindan 71 pL pipetaj yaparak eklenmistir. Tablo 3.8’de belirtilen PCR

programi uygulanmigstir.

Tablo 3.8: Hibridizasyon i¢in PCR programi

Basamak Sicaklhik Zaman
1 95°C 3 dk
2 37°C 30 dk

3.3.8. Hibridizasyon

Hibridizasyon haznesine yerlegtirilen contali lam dort bolime
ayrilmistir. Bu bolumlere “striikle ve dagit” metodu ile 6rnekler yayilmistir.
Array slaytinin problarin bulundugu kismi aktif yiiz olarak adlandirilir ve
aktif yliz asagi1 gelecek sekilde contali lam tizerine yerlestirilmigtir. Bu esnada

lamlarin ylizeyine dokunmamaya dikkat edilmistir (Sekil 3.2).

£4851000006) |
LT T

Sekil 3.2.: A) 4x180K mikroarray slayti i¢in contali lam, B) Mikroarray slaytinin

contali lam tizerine yerlestirilmesi, C) Hibridizasyon haznesinin sikigtirilmasi

Lam haznesi 65°C’ye oOnceden ayarlanmig hibridizasyon firininda
bulunan rotator yuvasina yerlestirilmistir. Denge i¢in karsisina denk gelecek
sekilde bos bir hazne daha yerlestirilmigtir. Rotator hizi 20 devir / dk’ ya
ayarlanarak, 65°C’de 16-24 saat hibridizasyona birakilmistir.

3.3.9. Hibridizasyon sonrasi ytkama icin hazirlik

Yikama igleminde kullanilacak tiim malzemeler asetonitril ile yikanip,

distile su ile durulanmastar.
Yikama tamponu 2 bir gece énce 37°C’de ayarli olan etiive birakilmigtir.
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Yikama yapilmadan once, cam tabak icerisine yikama tamponu 1 array

slaytinin contali lamdan cikarilmasi i¢in oda 1s1sinda hazirlanmistir.

Bir baska cam tabak icerisinde yikama tamponu 1 oda sicakliginda,
yikama tamponu 2 37°Cye ayarlanmigs manyetik karigtirici tzerine
yerlestirilmistir.

3.3.10. Hibridizasyon sonrast yitkama

Hibridizasyon haznesinden c¢ikarilan slaytin yikama tamponu 1
icerisinde contali lamdan ayrilmasi saglanmistir. Daha sonra manyetik
karigtirici tzerinde bulunan yikama tamponu 1 igerisinde yikama plag:

yardimiyla bes dk. bekletilmistir. Bes dk. slirenin sonunda yikama tamponu 2

bulunan cam tabak igcerisine alinmis ve bir dk bekletilmistir.

Mikroarray slayti lzerine ozon bariyer lam kapagi kapatilarak lam

tutucusuna uygun sekilde yerlestirilmigtir.
3.3.11. Mikroarray taratilmast

Lam tutucusu tarayici cihazina yerlestirildikten sonra bilgisayardan

“scan control” programi1 agilmistir ve asagidaki ayarlar yapilmigtir.

A\

4x180K mikroarray i¢in Profile Agilent G3_CGH sec¢ilmistir.
Slide ID <Auto Detect> olarak se¢ilmigtir.

Channes R+G seklinde secilmistir.

Scan Ragion Agilent HD (61x21,6mm) olarak secilmigstir.
Resolution 3 pm seklinde ayarlanmigtir.

Tiff 16 bit secilmistir.

R PMT ve D PMT %100’e ayarlanmastir.

Imaj dosyas: icin dosya se¢imi yapilmistir.

vV V. V V VYV V V V

Tarayici hazir uyarisi alindiktan sonra  mikroarrayin
yerlestirildigi yuva belirtilmistir ve taramaya baslanmigstir.

3.3.12. Imaj dosyalarinin analizi

Tarama islemi tamamlandiktan sonra Feature Extraction 3.0.2.11 ve
Agilent CytoGenomics 3.0.2.11 yazilimlar: imaj dosyasindan veri elde etme ve

log oranlarina dontistiirme i¢cin kullanilmastir.
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3.3.13. Array sonucglarinin yorumlanmast

Mikroarray analizleri icin aberasyon tespit metodu-2 (ADM2)
kullanilmis olup, log2 degeri Agilent mozaik filtre ayarinda 6nerildigi gibi 0,15
(>0,15 ise artig, < -0,15 ise kayip) olarak kabul edilmistir. En az 5 prob

baglanan bolgeler analize dahil edilmigtir.
Analizlere 6ncelikle yalanci pozitif olasiliklar: elenmesi ile baglanmigtir.

Daha sonra array dagilim derecesi yliksek, log2 degeri 0,15 olan 3
anomali i¢in konfirmasyon amacli FISH calismas1 yapilmis (ZytoLight SPEC
ERBB2/TOP2A/CEN17 Triple color probe, ZytoLight SPEC PTEN/CEN10, LSI
D15S11/CEP15, Abbott) ve FISH sonucglarinin negatif ¢cikmasi sonucu daha
once del(13q) oranlari1 bilinen, dagilim derecesi, log2 degeri ve delesyon
yuzdesi disiik olan olgu 6’ya gore log2 degeri 0,19 olarak belirlenmistir. Yeni
filtreleme 0,19 log2 degeri ile yapilmagtir.

Sonrasinda kopya sayisi degisikliklerinin saptandigi bolgelere yonelik
veritabanlarinda arastirmalar yapilmis ve bu bdlgeler ile klinik bulgular

arasinda istatistiksel degerlendirmeler yapilmigtir.

En sik kullanilan veritabanlar1 Varsome, OMIM, DGV, PubMed,
Clinvar, COSMIC’dir.

3.3.14. Istatistiksel degerlendirme

Verilerin analizi IBM SPSS 21 programi ile yapilmigtir. Nicel
degiskenlere ait belirtici istatistikler ortalama +/- standart sapma, nitel
degiskenler ise frekans ve ylzde ile gosterilmistir. Nitel degiskenler
arasindaki iligkiler ki kare analizleri ile degerlendirilmis olup, tedaviye
baglama siirelerine ait grafikler Kaplan-Meier yontemi ile elde edilmistir.
tedaviye baslama siirelerine ait grup karsilastirmalarinda log-rank testi
kullanilmigtir. Analizlerden elde edilen sonuglarda p<0.05 anlamli kabul

edilmigtir.
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4. BULGULAR

Izole 13q delesyonu saptanan olgulardaki klinik heterojenite ile
kromozom 13 uzun kol delesyon biiyiikliigiiniin ve kopya sayisi degisiklikleri
(KSD)’in iligkisini arastirmay1 amagladigimiz ¢alismamiza dahil edilen otuz iki
KLL olgusu daha 6nce FISH yontemi ile del(11q), del(17p), +12 ve del(13q)
anomalileri agisindan analiz edilmis ve sadece izole del(13q) saptanan
olgulardir. Iki olgunun DNA Kkalitesi kétii oldugu icin CGH+SNP array
calismalar1 tamamlanamamig olup, bulgularimiz otuz hasta verisine
dayanmaktadir. Otuz olgunun on doérdi kadin, on altis1 erkek olup, yas
ortalamalar1 altmis dokuzdur (43-89, +9°)dur. Calismaya dahil edilen otuz
olgunun ucltnin Kklinik bilgilerine ulagilamamistir. Geriye kalan yirmi yedi
olgunun on Ucl tedavi almakta olup, tedavisiz izlem altinda olan olgu sayimiz
on dorttir. Olgularimiz Rai evreleme sistemine gore siniflandirilmis olup, evre
0, I ve II erken evre, III ve IV ge¢ evre olarak kabul edilmigtir. Yirmi olgu
erken evre grubunda yer alirken, yedi olgu ge¢ evre grubunda
smiflandirilmistir. Olgularimizin yas, cinsiyet, genel sagkalim ve tedaviye

baslama stireleri, hastalik evre bilgileri tablo 4.1.’de yer almaktadir.

Olgularimizi tedavi alip almamalarina goére gruplandirdigimizda on dort
olgunun tedavisiz izlem altinda oldugu, on 1ti¢ olgunun tedavi aldig:
belirlenmis olup, 3 olgunun Kklinik bilgilerine ulagilamamigstir. Yine
olgularimizi tam tarihinden itibaren 5 yil iginde tedavi alip almamalarina gore
siniflandirdigimizda 8 olgunun 5 yil i¢cinde tedavi almadigi, on ti¢ hastanin 5
yil icinde tedaviye basladigi ve 8 olgununda tami tarihinden heniiz 5 yil

gecmedigi ancak tedavi almadiklar: belirlenmigtir.
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Tablo 4.1.: Olgulara ait yas, cinsiyet, hastalik evresi, OS ve TTFT

bilgileri
Olgu Yas Cinsiyet Evre 0S TTFT

ne (ay) (ay)
1 63 E II 73 Ti
2 73 E 11 84 6
3 70 E I 36 Ti
4 71 E II 94 33
5 81 E

6 77 E 111 20 16
7 82 E 111 64 TA
8 77 E Il 144 20

(ex)

9 80 K I 108 Ti
10 68 K III 36 6
11 47 K III 34 73
12 77 K I 117 Ti
13 69 K I 92 Ti
14 89 K I 161 45
15 66 K I 73 Ti
16 70 K III 34 30
17 67 E I 21 Ti
18 63 E 111 159 TA
19 67 K 111 15 TA
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20 83 K 11 9 Ti
21 74 K 11 33 Ti
22 43 K I . Ti
23 64 E 0 67 Ti
24 72 E 0 44 TI
25 58 E 0 28 Ti
26 66 K I 93 Ti
27 61 E 11 176 Ti
28 68 E - 176 TA
29 82 E 0 19 Ti
30 67 K

E: erkek, K: Kadin, OS: genel sagkalim, TTFT: tedaviye ilk baglama tarihi, - :

bilinmiyor, TI: tedavisiz izlem, TA:tan1 aninda tedaviye baglama
4.1. 13ql14’te saptanan kopya sayis1 kayiplari

Calismaya dahil edilen otuz olgunun yirmi sekizinde del(13q)
CGH+SNP array yontemi ile gézlenmig olup, geriye kalan iki olguda del(13q)
saptanmamigtir. Kromozom 13’de gozlenen delesyon biiyiiklikleri 343.639kb
ile 28,811.533kb arasinda degisiklik gostermektedir. Delesyon 13q saptanan
olgularin timinde 13ql14 kromozom bélgesinde DLEU2, TRIMI13, KCNRG,
miR-15a/16-1 ve DLEUI gen bolgelerinin kayb1 gozlenmistir (Sekil 4.1).
Retinoblastoma 1 gen kaybi ise on dort olguda saptanmigstir. Olgularimiz RB1
gen delesyonu agisindan daha 6nce FISH ile incelenmis olup, iki olguda FISH
negatif sonuglanmis iken aCGH’de RB1 gen delesyonu saptanmistir. Toplamda
del(13q) acisindan 4 olgunun FISH ve array calisma sonucu uyumsuzluk

gostermektedir.
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Sekil 4.1.: Olgu 9a ait del(13q) goérintiisii

Calismamiz sonucunda 13q14 kromozom bélgesinde gozlenen kayiplarin

buytklikleri ve icerdikleri gen bolgeleri tablo 4.2.’de yer almaktadar.

Tablo 4.2.: 13q14 kromozom bélgesi igin CGH+SNP array sonuglari

Olgu Buytuklik
Bolge Genler
No (kb)
EBPL,KPNA3, SPRYD7, DLEU2, TRIM13, KCNRG,
1oatd.2 439.896 MIR16-1, MIR15A, DLEU1, CTAGE10P, MIR3613
! 13q14.2- DLEUI, RNASEH2B, GUCY1B2, ST13P4, DLEUI-ASI,
ql4.3 562116 DLEU7, DLEU7-AS1, RNASEH2B-AS1
LRCHI, ESD, HTR2A, SUCLA2, NUDTI5 MED4,
ITM2B, RBI, LPAR6, RCBTB2, CYSLTR2, FNDC3A,
MLNR, CAB39L, SETDB2, PHFI11, RCBTBI, ARLII,
EBPL, KPNA3, SPRYD7, DLEU2, TRIM13, KCNRG,
MIRI16-1, MIR15A, DLEUI, RNASEH2B, GUCYIB2,
INTS6, WDFY2, DHRS12, ATP7B, ALG11, UTP14C,
NEKS5, NEK3, THSD1, VPS36, CKAP2, SUGT1, CNMD,
13q14.183- PCDHS, OLFM4, RUBCNL, LINC01198, HTR2A-AS1,
q21.1 9539103 LINC00562, MED4-AS1, LINC00441, LINC00462,

LOC105370203, CDADC1, SETDB2-PHF11, CTAGE10P,
MIR3613, ST13P4, DLEU1-AS1, DLEU7, DLEU7-AS1,
RNASEH2B-S1, Cl3orf42, FAMI124A, SERPINES,
MIR5693, INTS6-AS1, MIR4703, TMEM272, CCDC70,
LOC101929657, MRPS31P5, LINC02333, TPTE2PS3,
HNRNPAIL2, MIR759, LINC01065, LINC00558,
LINC00458, MIR1297, MIR5007
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13q13.1-
ql4.3

20,486.027

FRY, BRCA2, N4BP2L2, PDS5B, KL, STARDI13, RFCS3,
NBEA, MAB21L1, DCLK1, SOHLH2, SPART, CCNAI,
RFXAP, SMADY, ALG5, EXOSCS8, SUPT20H, POSTN,
TRPC4, UFMI1, FREM2, STOML3, LHFPL6, COGS,
FOXO1, MRPS31, SLC25A15, ELF1, WBP4, KBTBDS,
KBTBD7, MTRFI, RGCC, VWAS, DGKH, AKAPII,
TNFSF11, EPSTII, DNAJCI15 ENOXI, CCDCi22,
LACCI, TSC22D1, NUFIP1, GTF2F2, TPT1, SLC25A30,
COG3, SIAH3, ZC3H13, CPB2, LCP1, LRCHI, ESD,
HTR2A, SUCLA2, NUDTI15, MED4, ITMZ2B, RBI,
LPAR6, RCBTB2, CYSLTR2, FNDC3A, MLNR,
CAB39L, SETDB2, PHF11, RCBTB1, ARL11, EBPL,
KPNA3, SPRYD7, DLEU?2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1,
MIR15A, DLEUI, RNASEH2B, GUCY1B2, INTSS,
WDFY2, DHRS12, ATP7B, ALG11, UTP14C, NEKS3,
NEK3, THSD1, VPS36, CKAP2, SUGTI1, CNMD,
ZARIL, N4BP2L1, MINOSI1PI, N4BP2L2-IT2,
LINC00423, STARDI13-AS, LINC02344, LINC02343,
LINC00457, LINC00445, CCDC169-SOHLH?2,
CCDC169, SPART-AS1, SERTM]1, CSNKIAIL,
LINC01048, LINC00547, LINC00571, LINC00437,
LINC00366, FREM2-AS1, PROSERI1, NHLRCS,
MIR4305, LINC00332, LINC00548, LINCO00598,
MIR320D1, TPTE2P5, MIR621, SUGTIP3, MIR3168,
LOC101929140, NAA16, ORTE37P, MIR5006, VWAS-
AS1, LINC02341, FAM216B, LINC01050, LINC00428,
LINC00400, ENOXI1-AS2, LINC00284, LINC00390,
SMIM2-AS1, SMIM2, SMIM2-IT1, MIRS079, SERP2,
TUSCS, TSC22D1-AS1, LINC00407, LINCO00330,
GPALPPI, LOCI101929259, KCTD4, SNORA3IB,
SNORA31,TPT1-AS1, SLC25A30-AS1, ERICH6B,
LINC01055, SPERT, CPB2-AS1, LRRC63, LINC00563,
RUBCNL, LINC01198, HTR2A-AS1, LINCO00562,
MED4-AS1, LINCO00441, LINC00462, LOC105370203,
CDADC1, SETDB2-PHF11, CTAGEIOP, MIR3613,
ST13P4, DLEUI-ASI, DLEU?7, DLEU7-AS1,
RNASEH2B-AS1, Cl3orf42, FAMI124A, SERPINES,
MIR5693, INTS6-AS1, MIR4703, TMEM272, CCDC70,
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LOC101929657, MRPS31P5, LINC02333, TPTE2PS3,
HNRNPAIL2

ql4.2-
ql4.3

994.565

DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A,
DLEUI, RNASEH2B MIR3613, ST13P4, DLEUI1-ASI,
DLEU7, DLEU7-AS1, -AS1, RNASEH2B

ql4.2-

2,173.258

MED4, ITM2B, RBI1, LPAR6, RCBTB2, CYSLTR2,
FNDC3A, MLNR, CAB39L, SETDB2, PHF11, RCBTBI,
ARL11, EBPL, KPNAS3, SPRYD7, DLEU2, TRIMIS,
KCNRG, MIR16-1, MIRI15A, DLEUI, LINC00441,
LINC00462, LOC105370203, CDADCI1, TDB2-PHF11,
CTAGE10P, MIR3613, ST13P4

q14.2-
14.3

2,829.771

RBI1, LPAR6, RCBTB2, CYSLTR2, FNDCS3A,
MLNR, AB39L, SETDB2, PHF11, RCBTB1, ARLII,
EBPL, KPNA3, SPRYD7, DLEU2, TRIMI13, KCNRG,
MIRI16-1, MIR15A, DLEUI, RNASEH2B, GUCYI1B2,
LINC00462, LOC105370203, CDADC1, SETDB2-PHF11,
CTAGEI10P, MIR3613, ST13P4, DLEU1-AS1, DLEU?,
DLEU7-AS1, RNASEH2B-AS1, C13o0rf42

ql4.2-
ql4.3

2,453.59

SUCLA2, NUDTI5, MED4, ITM2B, RBI1, LPARSG,
RCBTB2, CYSLTR2, FNDC3A, MLNR, CAB39L,
SETDB2, PHF11, RCBTBI1, ARL11, EBPL, KPNAS,
SPRYD7, DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A,
DLEUI, LINC00562, MED4-AS1, LINC00441,
LINC00462, LOC105370203, CDADC1, SETDB2-PHF11,
CTAGE10P, MIR3613, ST13P4

ql4.13-
q21.2

14,314.538

LCP1, LRCHI, ESD, HTR2A, SUCLA2, NUDTI5,
MED4, ITM2B, RBI1, LPAR6, RCBTB2, CYSLTR2,
FNDC3A, MLNR, CAB39L, SETDB2, PHF11, RCBTBI,
ARL11, EBPL, KPNAS3, SPRYD7, DLEU?2, TRIMIS3,
KCNRG, MIRI16-1, MIRI15A, DLEUI, RNASEHZB,
GUCY1B2, INTS6, WDFY2, DHRS12, ATP7B, ALG11,
UTP14C, NEK5, NEK3, THSDI1, VPS36, CKAP2,
SUGTI1, CNMD, PCDHS, OLFM4, PCDH17, DIAPHS,
TDRD3, LRRC63, LINC00563, RUBCNL, LINCO01198,
HTR2A-AS1, LINC00562, MED4-AS1, LINC00441,
LINC00462, LOC105370203, CDADC1, SETDB2-PHF11,
CTAGE10P, MIR3613, ST13P4, DLEUI-AS1, DLEU?,
DLEU7-AS1, RNASEH2B-AS1, Cl3orf42, FAMI24A,
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SERPINES, MIR5693, INTS6-AS1, MIR4703,
TMEM272, CCDC70, LOC101929657, MRPS31P5,
LINC02333, TPTE2P3, @ HNRNPAIL2, MIR759,
LINC01065, LINC00558,  LINC00458, MIR1297,
MIR5007, PRR20A, PRR20E, PRR20D, PRR20C,
PRR20B, LINC02338, LINC00374, DIAPH3-AS1,
DIAPH3-AS2, LINC00434

ql3.3-
q21.31

28,811.533

DCLK1, SOHLH2, SPART, CCNAI, RFXAP, SMADJY,
ALG5, EXOSCS8, SUPT20H, POSTN, TRPC4, UFMI,
FREM2, STOMLS3, LHFPL6, COG6, FOXO1, MRPS31,
SLC25A15, ELF1, WBP4, KBTBD6, KBTBD7, MTRF1,
RGCC, VWAS, DGKH, AKAPI11, TNFSF11, EPSTII,
DNAJC15, ENOX1, CCDCI122, LACC1, TSC22Di,
NUFIP1, GTF2F2, TPT1, SLC25A30, COG3, SIAHS3,
ZC3H13, CPB2, LCP1, LRCHI, ESD, HTR2A, SUCLA2,
NUDTI15, MED4, ITM2B, RB1, LPAR6, RCBTB2,
CYSLTR2, FNDC3A, MLNR, CAB39L, SETDB2, PHF11,
RCBTBI1, ARL11, EBPL, KPNA3, SPRYD7, DLEU2,
TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIRI5A, DLEUI,
RNASEH2B, GUCYI1B2, INTS6, WDFY2, DHRSIZ2,
ATP7B, ALG11, UTP14C, NEK5, NEK3, THSD1, VPS36,
CKAP2, SUGT1, CNMD, PCDHS, OLFM4, PCDHI7,
DIAPHS, TDRD3, PCDH20, CCDC169-SOHLH?2,
CCDC169, SPART-AS1, SERTMI, CSNKIAIL,
LINC01048, LINC00547, LINC00571, LINC00437,
LINC00366, @ FREM2-AS1, PROSERI1, NHLRCS,
MIR4305, LINC00332, LINC00548, LINC00598,
MIR320D1, TPTE2P5, MIR621, SUGTI1P3, MIR3168,
LOC101929140, NAA16, ORTE37P, MIR5006, VWAS-
AS1, LINC02341, FAM216B, LINC01050, LINC00428,
LINC00400, ENOXI-AS2, LINC00284, LINC00390,
SMIM2-AS1, SMIM?2, SMIM2-IT1, MIR8079, SERP2,
TUSCS, TSC22D1-AS1, LINC00407, LINCO00330,
GPALPP1, LOCI101929259, KCTD4, SNORA31B,
SNORA31, TPTI1-AS1, SLC25A30-AS1, ERICHG6B,
LINC01055, SPERT, CPB2-AS1, LRRC63, LINC00563,
RUBCNL, LINC01198, HTR2A-AS1, LINCO00562,
MED4-AS1, LINC00441, LINCO00462, LOC105370203,
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CDADC1, SETDB2-PHF11, CTAGEIOP, MIR3613,
ST13P4, DLEUI-ASI, DLEU?7, DLEU7-AS1,
RNASEH2B-AS1, Cl3orf42, FAMI124A, SERPINES,
MIR5693, INTS6-AS1, MIR4703, TMEMZ272, CCDC70,
LOC101929657, MRPS31P5, LINC02333, TPTE2PS3,
HNRNPAIL2, MIR759, LINC01065, LINC00558,
LINCO00458, MIR1297, MIR5007, PRR20A, PRRZ20E,
PRR20D, PRR20C, PRR20B, LINC02338, LINC00374,
DIAPH3-AS1, DIAPH3-AS2, LINC00434, LINCO00378,
MIR3169, LINC02339, LINC00358, LINCO01075,
LINC01074, LINC00459, LINC00448, LINC00376,
LINC00395, ORTE156P, LOC102723968, LINC00355

DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIRI16-1, MIRI5A,

10 ats.z 915.021  DLEUI, MIR3613, STI13P4, DLEUI-ASI1, DLEU?,
ala3 DLEU7-AS1, RNASEH2B-AS1
SPRYD7, DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A,
11 ata.z 1,041.713  DLEUI, RNASEH2B, MIR3613, ST13P4, DLEU1-ASI,
13 DLEU7, DLEU7-ASI, -AS1, RNASEH2B
SUCLA2, NUDTI15, MED4, ITM2B, RBI, LPARS,
RCBTB2, CYSLTR2, FNDC3A, MLNR, CABS39L,
SETDB2, PHF11, RCBTBI, ARL11, EBPL, KPNAS,
SPRYD7, DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A,
12 ais.z 3,300.588  DLEUI, = RNASEH2B, GUCYIB2,  MED4-ASI,
al43 LINC00441, LINC00462, LOC105370203,
CDADC1, SETDB2-PHF11, CTAGEIOP, MIR3613,
ST13P4,  DLEUI-ASI,  DLEU7,  DLEU7-ASI,
RNASEH2B-AS1, C130rf42, FAM124A
RCBTBI, ARL11, EBPL, KPNA3, SPRYD7, DLEUS?,
TRIM13, KCNRG, MIRI16-1, MIR15A, DLEUI,
13 ala2 1,598.398  RNASEH2B, GUCY1B2, CTAGE10P, MIR3613, ST13P4,
al43 DLEUI-ASI, DLEU7, DLEU7-AS1, RNASEH2B-ASI,
Cl13orf42
DLEU?2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A, DLEUI,
14 111‘:23' 1,125.486 RNASEH2B, GUCY1B2, MIR3613, ST13P4, DLEUI-
AS1, DLEU7, DLEU7-AS1, RNASEH2B-AS1, C130rf42
SPRYD7, DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A,
15 qllzj 952.933  DLEUI, MIR3613, STI13P4, DLEUI-ASI1, DLEU?,

DLEU7-AS1
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ql4.2-
14.3

1,931.342

FNDC3A, MLNR, CAB39L, SETDB2, PHF11, RCBTBI,
ARL11, EBPL, KPNAS3, SPRYD7, DLEU2, TRIMIS,
KCNRG, MIRI16-1, MIR15A, DLEUI, RNASEH2B,
GUCY1B2, LOC105370203, CDADC1, SETDB2-PHF11,
CTAGE10P, MIR3613, ST13P4, DLEUI-AS1, DLEU?,
DLEU7-AS1, RNASEH2B-AS1, C130rf42

ql4.11-
q21.33

27,930.146

ELF1, WBP4, KBTBD6, KBTBD7, MTRFI, RGCC,
VWAS, DGKH, AKAP11, TNFSF11, EPSTI1, DNAJCI5,
ENOX1, CCDC122, LACC1, TSC22D1, NUFIPI,
GTF2F2, TPT1, SLC25A30, COG3, SIAH3, ZC3HI3,
CPB2, LCP1, LRCH1, ESD, HTR2A, SUCLA2, NUDT15,
MED4, ITM2B, RBI, LPAR6, RCBTB2, CYSLTR2,
FNDC3A, MLNR, CAB39L, SETDB2, PHF11, RCBTBI,
ARL11, EBPL, KPNAS3, SPRYD7, DLEU2, TRIMIS,
KCNRG, MIR16-1, MIR15A, DLEUI, RNASEHZ2B,
GUCY1B2, INTS6, WDFY2, DHRS12, ATP7B, ALG11,
UTP14C, NEK5, NEK3, THSD1, VPS36, CKAP2,
SUGT1, CNMD, PCDHS, OLFM4, PCDH17, DIAPHS3,
TDRDs, PCDH20, PCDH9 TPTE2P5, SUGTIP3,
MIR3168, LOC101929140, NAA16, OR7TE37P, MIR5006,
VWAS8-AS1, LINC02341, FAM216B, LINC01050,
LINC00428, LINC00400, ENOXI1-AS2, LINC00284,
LINC00390,  SMIM2-AS1, SMIM2, ~ SMIM2-IT1,
MIR8079, SERP2, TUSCS, SC22D1-AS1, LINC00407,
LINC00330, GPALPPI, LOC101929259, KCTD¢4,
SNORA31B, SNORA31, TPT1-AS1, SLC25A30-AS1,
ERICH6B, LINCO01055, SPERT, CPB2-AS1, LRRC63,
LINC00563, RUBCNL, LINC01198, HTR2A-ASI,
LINC00562, MED4-AS1, LINC00441, LINC00462,
LOC105370203, CDADC1, SETDB2-PHF11, CTAGE10P,
MIR3613, ST13P4, DLEU1-AS1, DLEU7, DLEU7-AS1,
RNASEH2B-AS1, Cl3orf42, FAMI124A, SERPINES,
MIR5693, INTS6-AS1, MIR4703, TMEMZ272, CCDC70,
LOC101929657, MRPS31P5, LINC02333, TPTE2P3,
HNRNPAIL2, MIR759, LINCO01065 ~ LINC00558,
LINC00458, MIR1297, MIR5007, PRR20A, PRR20E,
PRR20D, PRR20C, PRR20B, LINC02338, LINC00374,
DIAPHS3-AS1, DIAPH3-AS2, LINC00434, LINCO00378,
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MIR3169, LINC02339, LINC00358, LINCO01075,
LINC01074, LINC00459, LINC00448, LINC00376,
LINC00395, OR7E156P, LOC102723968, LINC00355,
LINC01052, MIR548X2, MIR4704, PCDH9-AS2,
PCDHY9-AS3, PCDHY9-AS4, LINC00364

18

ql4.2-
ql4.3

3,847.678

SUCLA2, NUDTI15, MED4, ITM2B, RBI, LPARS,
RCBTB2, CYSLTR2, FNDC3A, MLNR, CAB39L,
SETDB2, PHF11, RCBTBI1, ARL11, EBPL, KPNAS,
SPRYD7, DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A,
DLEUI, RNASEH2B, GUCYIB2, INTS6, WDFY2,
DHRS12, MED4-AS1, LINC00441, LINC00462,
LOC105370203, CDADC1, SETDB2-PHF11, CTAGE10P,
MIR3613, ST13P4, DLEU1-AS1, DLEU7, DLEU7-AS1,
RNASEH2B-AS1, Cl3orf42, FAMI124A, SERPINES,
MIR5693, INTS6-AS1, MIR4703

19

ql4.2-
ql4.3

343.639

DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A, DLEUI,
ST13P4

ql4.3 256.781

DELU7, DLEU-7AS1, RNASEH2B-AS1

20

ql4.2-
ql4.3

4,552.855

SUCLA2, NUDTI5, MED4, ITM2B, RBI1, LPARSG,
RCBTB2, CYSLTR2, FNDC3A, MLNR, CAB39L,
SETDB2, PHF11, RCBTBI1, ARL11, EBPL, KPNAS3,
SPRYD7, DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A,
DLEU1, RNASEH2B, GUCYI1B2, INTS6, WDFY2,
DHRS12, ATP7B, ALG11, UTPI4C, NEK5, NEKS3,
LINC00562, MED4-AS1, LINC00441, LINC00462,
LOC105370203, CDADC1, SETDB2-PHF11, CTAGEI0P,
MIR3613, ST13P4, DLEU1-AS1, DLEU7, DLEU7-AS1,
RNASEH2B-AS1, Cl3orf42, FAMI124A, SERPINES,
MIR5693, INTS6-AS1, MIR4703, TMEMZ272, CCDC70,
LOC101929657, MRPS31P5, LINC02333

13q14.2-
ql4.3

3,195.397

SUCLA2, NUDTI15, MED4, ITM2B, RBI1, LPARSG,
RCBTB2, CYSLTR2, FNDC3A, MLNR, CAB39L,
SETDB2, PHF11, RCBTB1, ARL11, EBPL, KPNAS3,
SPRYD7, DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A,
DLEUI, RNASEH?2B, GUCY1B2, MED4-AS1,
LINC00441, LINC00462, LOC105370203, CDADCI,
SETDB2-PHF11, CTAGE10P, MIR3613, STI13P4,
DLEUI-AS1, LEU7, DLEU7-AS1, RNASEHZ2B-ASI,
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Cl13orf42

22

ql4.2-
ql4.3

954.328

DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A, DLEUI,
RNASEH2B, MIR3613, ST13P4, DLEU1-AS1, DLEU?,
DLEUT7-AS1, -AS1, RNASEH2B

23

ql4.2-
ql4.3

1,235.833

SPRYD7, DLEU2, TRIMI13, KCNRG, MIRI16-1,
MIRI15A, DLEUI, RNASEH2B, GUCY1B2, CTAGEIOP,
MIR3613, ST13P4, DLEU1-AS1, DLEU7, DLEU7-AS1,
RNASEH2B-AS1

ql3.3-
14.3

14,104.779

LHFPL6, COG6, FOXO1, MRPS31, SLC25A15, ELF1I,
WBP4, KBTBD6, KBTBD7, MTRF1, RGCC, VWAS,
DGKH, AKAPI1, TNFSF11, EPSTII, DNAJCI5,
ENOX1, CCDCI122,LACC1,
TSC22D1, NUFIP1, GTF2F2, TPT1, SLC25A30, COG3,
SIAH3, ZC3H13, CPB2, LCP1, LRCHI1, ESD, HTR2A,
SUCLA2, NUDTI15, MED4, ITM2B, RBI, LPARS,
RCBTB2, CYSLTR2, FNDC3A, MLNR, CAB39L,
SETDB2, PHFI11, RCBTB1, ARLI11, EBPL, KPNAS,
SPRYD7, DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A,
DLEU1, RNASEH2B,GUCYIB2, INTS6, WDFY2,
DHRS12, ATP7B, ALGl1, UTPi4C, NEK5, NEKS3,
THSDI1, VPS36, CKAP2, SUGTI, CNMD, PCDHS,
OLFMA4, MIR4305, LINC00332, LINCO00548,
LINC00598, MIR320D1, TPTE2P5, MIR621, SUGT1P3,
MIR3168, LOC101929140, NAA16, OR7TE37P, MIR5006,
VWAS-AS1, LINC02341, FAM216B, LINCO01050,
LINC00428, LINC00400, ENOXI-AS2, LINC00284,
LINC00390,  SMIM2-AS1,  SMIM2, ~ SMIM2-IT1,
MIR8079, SERP2, TUSCS, TSC22D1-AS1, LINC00407,
LINC00330, GPALPP1, LOC101929259, KCTD4,
SNORA31B, SNORA31, TPTI1-AS1, SLC25A30-ASI,
ERICH6B, LINC01055, SPERT, CPB2-AS1, LRRC63,
LINC00563, RUBCNL, LINC01198, HTR2A-AS1,
LINC00562, MED4-AS1, LINC00441, LINC00462,
LOC105370203, CDADC1, SETDB2 PHF'11, CTAGEI10P,
MIR3613, ST13P4, DLEUI-AS1, DLEU7, DLEU7-AS1,
RNASEH2B-AS1, Cl3orf42, FAMI124A, SERPINES,
MIR5693, INTS6-AS1, MIR4703, TMEMZ272, CCDC70,
LOC101929657, MRPS31P5, LINC02333, TPTE2PS3,
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HNRNPAI1L2, MIR759, LINCO1065
SPRYD7, DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A,
25 ala 1,041.713  DLEUI, RNASEH?2B, MIR3613, ST13P4, DLEUI-ASI,
al43 DLEU7, DLEU7-AS1, -AS1, RNASEH2B
SPRYD7, DLEU2, TRIM13, KCNRG, MIR16-1, MIR15A,
26 als2 1,071.725 ~ DLEUI, RNASEH2B, MIR3613, ST13P4, DLEUI-ASI,
4143 DLEU7, DLEU7-AS1, -AS1, RNASEH2B
LRCHI1, ESD, HTR2A, SUCLA2, NUDTI5, MEDA4,
ITM2B, RBI1, LPAR6, RCBTB2, CYSLTR2, FNDCS3A,
MLNR, CAB39L, SETDB2, PHF11, RCBTBI, ARLII,
EBPL, KPNA3, SPRYD7, DLEU2, TRIMI13, KCNRG,
MIRI16-1, MIR15A, DLEU1, RNASEH2B, GUCYI1B2,
27 aia2 4,977.463  INTS6, WDFY2 HTR2A-AS1, LINC00562, MED4-AS1,
alds LINC00441, LINC00462, LOC105370203, CDADCI,
SETDB2-PHF11, CTAGEI10P, MIR3613, STI13P4,
DLEU1-AS1, DLEU7, DLEU7-AS1, RNASEHZ2B-ASI,
C13orf42, FAM124A, SERPINE3, MIR5693, INTS6-AS1,
MIR4703
EBPL, KPNA3, SPRYD7, DLEU2, TRIM13, KCNRQG,
08 ql4.2- 1 382.264 MIRI16-1, MIR15A, DLEUI, RNASEH2B, GUCYI1B2,
ql4.3 CTAGE10P, MIR3613, ST13P4, DLEUI1-AS1, DLEU?,
DLEU7-AS1, RNASEH2B-AS1

Delesyon 13q buyukliklerine gore simiflandirma yaptigimizda 2 Mb’dan
biuylik delesyonlar simif 2, 2 Mb’dan kigik delesyonlar sinif 1 olarak
tamimlanmistir. Sonuclarimiza goére olgularimizin 14inde smif 2 13q
delesyonu saptanmigtir ve bu olgularinda RBI genini igeren tip 2 delesyonlu

olgular oldugu gézlenmistir.

Kromozom 13q delesyon biytikligli (>2 mb) ile olgularin evre, tedaviye
baslama durumlar1 ve 5 yillik izlem sonuclar: arasinda istatistiksel olarak bir
iliski bulunmamistir. Ayrica delesyon buyukliga ile TTFT arasinda da bir
iliski bulunmamigtir (p>0,05) (sekil 4.2). Tablo 4.3.’de RB1 gen delesyonu
saptanan (>2 Mb del(13q)) olgu sayilar1 ve klinik bilgileri ile arasindaki iligki

yer almaktadir.

Calismamiz sonucunda 13q14 delesyonlarinin oldukg¢a heterojen oldugu

gozlenmektedir. Delesyon 13ql4 bélgesinde lokalize olan delesyon saptanan
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bazi genler; ARLI1I (16/28), SETDB2 (15/28), RCBTB1 (16/28), DLEU7

(25/28)dir. Bu gen delesyonlar: ile hastalik evresi, olgularin tedavi alip

almamasi, 5 yil tedavisiz izlem altinda olup olmamasi1 ve TTFT arasinda

istatistiksel agidan anlaml bir iligki bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 4.3.: RB1 gen delesyonu sikligi ve klinik bilgileri ile aralarindaki

iligki
RB1 del. RB1 del.
Pozitif Negatif p
@/%) | @/ %) gRes
Tedavi alip almama durumu
Tedavi alan 5385 | 7(50) >0,05
Tedavi almayan 8 (61,5) 7 (50)
5 y1l icinde tedavi alip almama durumu
5 yildir tedavisiz izlem 3(23,1) 5 (38,5)
>0,05
5 icinde tedaviye baslayan 5 (38,5) 6 (46,2)
5 yildan az tedavisiz izlem 5 (38,5) 2 (15,4)
Hastalik evresi
Erken evre 10(76.9) | 9692 |7905
Geg evre 3(23,1) 4 (30,8)

(Baz klinik bilgilere ulagilamamigtir).
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Sekil 4.2: del(13q) buyukligi ve TTFT arasindaki iligki

4.2. Diger KSD ve LOH bulgular:

Calismamizin sonuglar1 Agilent Teknolojileri firmasimin %20 mozaik
anomalilerin saptanmasi1 i¢in belirttigi 0,15 log2 degerine gore analiz
edilmigtir. Elde edilen veriler sonucunda toplamda bes bin iki yliz yirmi alti
gen igeren yedi yiz altmis yedi kromozom bélgesinde KSD tespit edilmistir.
Tespit edilen anomalilerin yanhs pozitif olasiligin1 diglamak i¢in log2 degeri
0,15 ile tespit edilen 2 anomaliye yonelik FISH calismas1 yapilmigtir (Tablo
4.4.).

Tablo 4.4.: Log2 degeri 0,15 ile filtreleme sonucunda pozitif gézlenen

anomalilere yonelik FISH ¢alisma sonuglari

Olgu Anomali ) Log2 FISH
Anomali ~ DLRSD
no saptanan bolge degeri sonucu
1 17q12-g21 Kayip -0,15 0.20 Negatif
24 10923 Kayip -0,16 0,24 Negatif
24 15q11.2-q13.1 Artis 0,16 0,24 Negatif
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Yapilan FISH calismasi sonucunda negatif sonuclar elde edilmesi
sebebiyle del(13q) oldugu bilinen olgular i¢cin en diisiik log2 degeri 0,19 olan
deger (olgu 6, tablo 5.2) kabul edilmistir ve tekrar veriler analiz edilmistir.
Yeni log2 degeri ile KSD tespit edilen kromozom bdélgesi iki yiiz altmig iki
adettir.

Calismamiz sonucunda 1 olguda (olgu 14) del(13q)’nun izole oldugu
saptanmis olup geriye kalan olgulardan 1 tanesinde del(13q14) disinda 1
kromozom bdlgesinde, 4 olguda 2 kromozom bdélgesinde KSD esglik ederken,
digerlerine en az 3 anomali eglik etmekteydi. En fazla KSD olgu 7de
saptanmig olup, altmig bir adet oldugu goézlenmistir. En az iki olguda saptanan

KSD ve LOH bilgileri tablo 4.5'de yer almaktadar.

Tablo 4.5.: Ortak KSD ve LOH saptanan bélgeler ve icerdikleri OMIM

veritabaninda tanimli genler

Kromozom Bolge Anomali Genler Olgu

(En az iki olguda tekrarlayan) say1sl

1 p31.3 artig JAKI 2

FAF1, CDKN2C, RNF11, EPS15,
OSBPLY, NRDC, RAB3B, TXNDC12,
1 p32.3 kayip 2
ZFYVEY9, ORCI, PRPF38A, ZCCHCI1,

GPX7, COA7, SCP2

SLC30A1, NEK2, LPGATI, INTS?7,
DTL, PPP2R5A, NENF, ATF3, BATF3, NSL

1 q32.3 kayip 4
1, FLVCR1-AS1, FLVCRI1, VASH?,
RPS6KC1I
G42.2. COA6, TARBPI, IRF2BP2, TOMM?20, ARID
1 31 kayip 4B, GGPS1, TBCE, BSGALNT?2, GNG4, 4
LYST, NID1, GPR137B, EROI1B
2p12- LRRTM4, REG3G, REG1B, REGIA,
2 pll2g aras REG3A, CTNNA2, LRRTM1 !
MAP3K2, PROC, MYO7B, LIMS?2,
2 ql4.31 kayip GPR17, POLR2D, SAP130, UGGT1, HS6ST 4

1
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p25.1¢g

artis

TMEM43, XPC

q22.1-
q23

LOH

CPNE4, ACPP, DNAJC13, ACAD11,
ACKR4, UBA5, NPHP3, TMEM108,
BFSP2, TOPBP1, TF, SRPRB, RAB6B,
SLCO2A1, RYK, AMOTL2, ANAPC13,
CEPé63, KY, EPHBI1, PPP2R3A, MSL2,
PCCB, STAG1, SLC35G2, NCK1, IL20RB,
SOX14, CLDN1S8, DZIP1L, A4GNT, DBRI,
MRAS, ESYT3, CEP70, FAIM, PIK3CB,
FOXL2, MRPS22, COPB2, RBP2, RBP1,
NMNATS3, CLSTN2, SLC25A36, SPSB4,
ZBTB38, RASA2, RNF7, GRK7, ATP1B3,
TFDP2

3¢29.1

kayip

PPPIR2, APOD, MIR570, MUC20, MUC4,
TNK2, TFRC, SLC51A,
PCYTIA, TCTEX1D2, UBXN7, RNF168,
WDRS53, FBX0O45, NRROS, CEP19, PIGX,
PAK?2, SENP5, NCBP2, PIGZ

pl3-p12

artis

GUF1, GNPDA2, GABRG1, GABRA2,

6q25-q27

LOH

SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3,
LPAL2, LPA, PLG, MAP3K4, AGPATY,
PRKN, PACRG, CAHM, QKI

qll.2-
ql1.221

kayip

TPSTI1, KCTD7, RABGEF1, SBDS, TYW1

qll.23 g

artis

ELN

ql1.21

LOH

SNTGI1, PXDNL, ST18,

q24.22-
q24.3 g

artis

EFR3A, OC90, HHLA1, KCNQ3,
LRRC6, TG, SLA, PTCSC1, WISP1,
NDRG1, ST3GAL1, ZFAT, KHDRBSS3,
COL22A1,

q24.3 g

artis

RECQL4

q34.3

artis

NOTCH1

13
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SORCS1, XPNPEPI, ADD3, MXI1,

10 10g25.1- Kayip / SMNDC1, DUSP5, SMC3, RBM20,
q25.2 LOH PDCD4, BBIP1, SHOC2, ADRA2A,
GPAM, TECTB, ACSL5, VTIIA, TCF7L2
ST5, AKIP1, ASCL3, NRIPS3,
Kayip /
11 pl5.4 LOH SCUBEZ2, DENNDS5A, IPO7, ZNF143, WEE1
, SWAP70, SBF2, ADM
11 ql3.1 artis MENI1
ql4.1- DLG2, TMEM126B, TMEM126A,
11 kayip
ql4.2 CREBZF, SYTLZ2, PICALM
CASP12, CASP4, CASP5, CASPI,
11 q23.3 LOH
CARDI16, CARD17, CARDI1S, GRIA4,
11 q23.2 artis ZBTB16
DDX11, SINHCAF, DENNDS5B,
12 pll.21 kayip
ETFBKMT, H3F3C, BICD1
q31.1-
13 artis SLITRK1, SLITRK6, SLITRK5
q31.3
q33.1-
13 artig DAOA-AS1, DAOA
q33.2
5 ql4.4- PCDH17, DIAPHS, TDRD3, PCDH20, PCD
1 arta
q21.33 ¥ HY9, KLHLI1, ATXNSOS
SPTSSA, EAPP, SNX6, CFL2, BAZI1A,
ql3.1- SRP54, PPP2R3C, KIAA0391,
14 kayip
ql3.3 PSMAG6, NFKBIA, INSM2, RALGAPAI,
PTCSC3
013 KLHDCI1, KLHDC2, NEMF, RN7SL3, ARF6
q21.3-
14 99 1 kayip , VCPKMT, SOS2, L2ZHGDH,
4= CDKL1, MAP4K5, ATL1, SAV1, NIN
14 q32.12 kayip TRIP11
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BUBIB, PAK6, PLCB2, DISP2,

15 ql5.1 kayip 2
KNSTRN, IVD, BAHDI1, CHSTI14, KNL1
16 p13.3 artig SLC9A3R2, NTHLI, TSC2 8
TNP2, PRM2, PRM1, RMI2, LITAF, SNN,
16 p13.13 kayip TXNDC11, BCAR4, RSLIDI, 3
GSPT1, TNFRSF17
q23.1-
16 artis WWOX, MAF 2
q23.2
NUFIP2, TAOK1, GIT1, ANKRD13B, SSH2,
NSRP1, SLC6A4, BLMH,
17 qll.2 kayip 2
CPD, GOSR1, CRLF3, ATAD5, TEFM,
ADAP2, RNF135, NFI
17 q21.33 artig COLI1AI 10
p11.32- NDC80, SMCHD1, EMILINZ, LPIN2,
18 kayip 2
pl11.31 MYOM1, MYLI12B, TGIF1, DLGAPI
KLHLI14, ASXL3, NOL4, DTNA, MAPRE?2,
ql2.1- ZNF397, ZNF271P, ZNF24, ZNF396,
18 LOH 2
ql2.3 GALNT1, MIR187, RPRDIA,
SLC39A6, ELP2, MOCOS, FHOD3
CNN2, ABCA7, ARHGAP45, POLR2E,
19 p13.3 artis GPX4, SBNO2, STKI11, ATP5F1D, 3
MIDN, CIRBP, EFNA2
19 pl13.2 artis NFIX, LYL1, TRMT1 3
19 pl3.12 artis BRD4 3
19 ql3.2 artig CIC, PAFAHIBS3 4
19 ql13.32 artis KLC3, ERCC2 2
99,33 PLCXD1, GTPBP6, PPP2R3B, SHOX, CRLF
p22.33-
X 993 artig 2, CSF2RA, IL3RA, SLC25A6, ASMTL, 3
p22.31

P2RYS, AKAPI7A, ASMT
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Olgu sayimizin ve tespit edilen anomalilerin sayisinin az olmasi
sebebiyle saglikli istatistiksel sonuclar elde etmek amaciyla daha fazla olguda

tespit edilen anomaliler i¢in istatistiksel analizler yapilmastir.

Kromozom 9 uzun kolunda saptanan (9q34.3) kopya sayis1 artis1 on g
olguda, 14q13.1-14q13.3 kromozom bdlgesindeki kayip 7 olguda gézlenmig
olup, 17q21.33 kromozom bdélgesindeki artis 10 olguda tespit edilmistir. Her tig
KSD’nin de hastalik evresi, tedavi alip almamasi, 5 yillik tedavisiz izlemde
olup olmamasi ve TTFT ile aralarinda istatistiksel acidan bir iligki

bulunmamistir (p>0,05).

Calismamiz sonucunda 8 olguda tespit edilen 16p13.3 kromozom
bolgesindeki kopya sayis1 artis1 sadece 1ileri hastalik evresi ile iligkili

bulunmustur (p<0,05).

Ayrica calismamiz sonucunda olgu 6'da 11q22 bolgesinde BIRCS3 ve

BIRC?2 genlerini iceren delesyon saptanmigtir.

Tim bunlara ek olarak calismamiz sonucunda elde edilen verilere gore
daha 6nce FISH yontemi ile kopya sayis1 degisikligi saptanmayan ATM gen
bolgesinde kopya sayisi degisikligi olmaksizin bir olguda (olgu 19), LOH
saptanmistir (Sekil 4.2.).

I‘ Gene View ( chr11:95245696-121063944, Size=25.8 Mb )
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Sekil 4.3: Olgu 19’a ait kromozom 11’de saptanan LOH géruntiist
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Calismamizda daha 6nce belirtildigi gibi (b6lim 3.3.13) log2 degeri 0,15
olarak kabul edilmistir. Bu log2 degeri ile yapilan analiz sonucunda 1q42.2-
19q42.3 kromozom bolgesindeki kayiplar olgularimizin 9/30unda (%30)
saptanmig olup, ileri evre, tedavi alma, 5 yil i¢cinde tedavi alma ve kisa TTFT
ile iligkili bulunmustur (p=0,01, p=0,004, p=0,001, p=0,04) (Sekil 4.2.). Log 2
degeri 0,19 olarak kabul edilip, yapilan filtreleme sonucunda 1q42.2-1q42.3
kromozom bélgesindeki kayip 4 olgu da (olgu 4, 6, 7, 8) gozlenmistir.

Log2 degeri 0.15 olarak kabul edilip yapilan filtreleme sonucunda 2p12-
2p11.2 kromozom bolgesindeki kopya sayisi artist 13/30 (%43,3) olguda
saptanmig ve kisa TTFT ile iligkili bulunmusken (p=0,027) (sekil 4.3), log2
degeri 0,19 olarak kabul edildiginde 4 olguda tespit edilmistir (olgu 1, 3, 7, 18).
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Sekil 4.4.: 1q42.2-q42.3 kopya sayisi kaybi ile TTFT arasindaki iligki
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5. TARTISMA

Izole del(13q) KLL olgularinda 13ql4 delesyon biyikliginin ve
genomdaki diger kopya sayisi degisiklikleri (KSD)'nin etkisini arastirmay:
amacladigimiz ¢alismamiz sonucunda log2 degeri 0,19 olarak yapilan
filtreleme sonucu elde edilen bulgular bu bélimde tartisilacaktir. Ayrica log2
degeri birbirinden farkli iki filtreleme sonucunda elde edilen veriler daha

sonra boliim 5.4.'de tartisilacaktir.

Kopya sayis1 degisiklikleri FISH yontemi ile KLL olgularinin yaklasik
%80’inde saptanmaktadir. Bu yontem ile belirli hedeflere bakilabilmekte olup,
rutinde KLL olgular1 del(11q), del(17p), +12 ve del(13q) anomalileri agisindan
FISH yontemi ile degerlendirilmektedir. Bu anomalilerin prognostik 6nemleri
olup, del(11q) ve del(17p) koti prognostik, izole del(13q) 1yi prognostik belirteg
olarak kabul edilmektedir. Kromozomal kopya sayis1 degisikliklerinin KLIL’de
sik gozlenmesi sebebiyle array yonteminin KLL olgular: i¢in uygun bir yontem

oldugu yapilan ¢alismalarda savunulmaktadir (O'Malley et al., 2011).
5.1. Del(13q) saptama oranlar:

Calismamiza FISH ile izole del(13q) saptanan otuz iki olgu dahil
edilmigtir. Ancak 2 olgumuzun DNA kalitesinin k6étii olmas1 sebebiyle array
calismas1 tamamlanamamigtir. Literatliirde de belirtildigi gibi optimum
sonucglar i¢in degrede olmamis DNA gerekmektedir (Higgins, 2008).
Calismamizdaki bu 2 olgunun periferik kan 6rneklerinin uzun sire -20°C’de
beklemis olmasi1 nedeniyle DNA kalitesinin olumsuz etkilenmis olabilecegini

distinmekteyiz.

Array calismasi yapilmadan 6nce timor yikiinin en az %25-30 olmasi
gerektigi ve array c¢alismalarinin sensitivitesinin anomalili klonun
biytkligine baglhh oldugu belirtilmektedir. Array teknolojisi ile yapilan
calismalarda anomalinin saptanmasi i¢cin anomali oraninin en az %25-30
olmasi1 gerektigi de ayrica belirtilmektedir (Sargent et al., 2009; Setlur et al.,
2010). Array calismasi yaptigimiz otuz izole del(13q) olgunun 28inde array ile
del(13q) saptanmistir. Daha o©nce yapilan FISH calismas1 sonuclarina
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baktigimizda array 1ile del(13q) saptanmayan 1iki olgunun del(13q)
oranlari%9,9 ve %10dur (olgu 29, 30). Bu oranlar arrayin anomaliyi
saptayabilmesi i¢in gereken orandan ¢ok daha diisiiktir. Literatirde de FISH
ile aCGH sonuglarinin uyumsuz oldugu olgular raporlanmistir ve bunlarin
biylk bir kisminin del(13q) iligkili oldugu bildirilmigtir. Delesyon 13q ile ilgili
FISH ve aCGH uyumsuzluk goésterdigi ¢galismalar tablo 5.1.’de yer almaktadir.

Tablo 5.1: del(13q) iligkili FISH ve aCGH sonuc¢larinin uyumsuzluk

gosterdigi calismalar

FISH | Array Arastirmacilar
pozitif - 7 O’Malley ve ark.
6 negatif 3 ) (O'Malley et al., 2011)
pozitif 3 - Tyybakinoja ve ark.
(Tyybakinoja, Vilpo, & Knuutila,
4 negatif - 1 2007)
pozitif 3 - Patel ve ark.
FISH ve 5 - Patel et al., 2008)
tif . 9 (Patel et al.,
aCGH ile nesat
uyumsuz Kay ve ark.
sonug 3 pozitif 3 -
olgu sayis1
o Hagenkord ve ark.
1 pozitif 1
(Hagenkord et al., 2010)
- Dal Bo ve ark.
4 pozitif 4
(Dal Bo et al., 2011)
2 pozitif 2 - Bizim ¢alismamiz

Patel ve ark.larmin yaptig1 calismada da FISH ile saptanan fakat
aCGH ile saptanmayan 3 del(13q) anomalisinin FISH ile klon biyukliginin
diisiik oldugu (%6-12) gozlenmektedir. Hagenkord ve ark.larinin ¢alismasinda
da aCGH ile tespit edilemeyen 13q delesyon orami %16'dir. Kay ve ark. array
ile tespit edilemeyen anomalilerin FISH ile pozitiflik oraninin %4,5 ile %12
arasinda, Dal Bo ve ark. ise %5 ile %10 arasinda degistigini ve bu disik

oranlar sebebiyle array ile del(13q)’nun tespit edilemedigini savunmuslardir.
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Genellikle FISH ile aCGH arasindaki uyumsuzlugun del(13q) anomalisi ile
1lgili oldugunu ve bu anomalinin 1y1 prognoz ile iligkili olmasi sebebiyle
aCGH’in rutinde kullanilabilecegi savunulmustur. Array CGH ile tamamen
normal sonug elde edilmesi veya normal sonuca agresif klinigin eglik etmesi

durumunda FISH testinin yapilmasi 6nerilmistir (O'Malley et al., 2011).

Calismamizda del(13q) saptanan yirmi sekiz olgunun FISH delesyon
oranlarina bakildiginda ise array ile del(13q) saptanmamasinin tek sebebinin
diisiik mozaik orani olmadigi gézlenmistir. Array ¢calismasi sonucunda del(13q)
saptanan olgularda delesyon orani disiik olgular oldugu farkedilmistir.
Dagilim oranlar1 (Derivative Log Ratio Standard Deviation, DLRSD) ile
birlikte ele aldigimizda (tablo 5.2.) dagilim oraninin diigiik olmasinin anomali
saptanmasinda 6nemli oldugu gozlenmistir (olgu 30 ve olgu 14). Ancak olgu 29
ile olgu 51 karsilagtirdigimizda her ikisinin de dagilim oraninin 0,17 oldugu ve
delesyon oranlarinin yakin oldugu gozlenmistir. Olgu 29da del(13q)
saptanmamasinin sebebi tam olarak agiklanamamis olmakla birlikte, del(13q)
oraninin laboratuarimiz FISH cut-off degerine (%8) yakin olmasi dikkat cekici
bulunmustur. Ancak FISH cut-off degerine yakin diger olgularda array ile de
del(13q)nun saptanmasi sebebiyle FISH cut-off degerinde saptanan

del(13q)’nun raporlanmasi gerekliligi bir kez daha ortaya koyulmustur.

Literatiirde array yonteminin saptayabilecegi mozaik oraninin %25-30
olarak belirtilmesi sebebiyle rutinde FISHin yerini tamamen alamayacag
savunulmaktadir (Setlur et al., 2010). Biz ¢calismamizda %8,8 oraninda mozaik
del(13g)’yu saptamis bulunmaktayiz. Ancak klinik uygulamalarda array
calismalar1 yapilmasi durumunda, belirsizliklere yer birakmamak adina en az
%25 delesyon orani bulunan veya tiimoér ylikinin en az %25 oldugu bilinen

KLL olgularinda array ¢alismasi yapilmasi gerektigini diisinmekteyiz.
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Tablo 5.2.: %30’dan disik oranda del(13q) saptanan olgularin del(13q)
anomalisine ait FISH delesyon oranlari, array sonuclari, log2 degerleri ve

olgularin DLRSD degerleri

Olgu FISH Array Logs | DLRSD
no delesyon | sonucu | degeri
orani (%)

30 10 - - 0,25
29 9,9 - - 0,17
24 21,96 + 0,23 0,24
14 10,7 + 0,3 0,14
13 23 + 0,21 0,17
12 9,8 + 0,24 0,18
6 11,3 + 0,19 0,18
5 8,8 + 0,2 0,17
3 12,5 + 0,2 0,21

5.2. Del(13q) Buyuklugu
5.2.1. MDR bolgesi

Kronik lenfositik 16semi olgularinda del(13q) izole olarak saptandiginda
iyl prognoz ile iligkilendirilmektedir ve FISH yontemi ile KLL olgularinin
%50’sinde saptanmaktadir. Ancak FISH yontemi delesyon buytkliga
hakkinda bilgi vermemektedir. Izole del(13q) saptanan olgularin kliniginin
heterojenite gostermesi sebebiyle delesyon buytkligliinin Kklinik etkisi

arastirilmaya baslanmistir.
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Tablo 5.3.de literatiirde bildirilen delesyon buytliklikleri ve MDR
bolgesinde lokalize gen bilgileri yer almaktadir. Bizim calismamiz sonucunda
tespit edilen delesyon buyuikliginin literatirde bildirilen delesyon

buytikliiklerinin sinirlari igerisinde yer aldig1 gézlenmistir.

Delesyonlu bolgede lokalize genler agisindan literatiir bilgilerine
bakildiginda MDR boélgelerinde hastalik patogenezinden sorumlu tutulan
miR15a/16-1, DLEU1 ve DLEU?2 genleri bizim calismamiz dahil neredeyse
tim calismalarda ortak olmasina ragmen baz1 kucik farkliliklar soz
konusudur (Tablo 5.3.). Grygalewiez ve ark.lar1 tim olgularimin MDR
bolgelerinde miR361314 saptadiklarini belirtmiglerdir. Bizim c¢alismamizda
array ile del(13q) saptanan 28 olgunun 27’sinde miR3613lin delesyona
ugradigl tespit edilmistir. Yine tiim olgularinda STI13P4 geninin delesyonlu
oldugunu belirten Tyybakinoja ve ark.ar1 ile uyumlu olarak bizim
calismamizda da tiim olgularda ST13P4 delesyonu saptanmistir (Grygalewicz
et al., 2016; Tyybakinoja et al., 2007).

ST13P4 geni ilk kez 2002 yilinda tamimlanmis olup, ST13 tiimor
supressoOr gen ailesinin bir tiyesidir (Sossey-Alaoui, Kitamura, Head, & Cowell,
2002). Veri tabanlarinda STI13P4 delesyonlar1 olas1 patojenik olarak
siniflandirilmaktadir. Tyybakinoja ve ark.larinin yaptiklar1 ¢alismada yirmi
KLL olgusu yer almakta olup, bunlarin %50’sinde 13q delesyonu saptanmagtir.
Tyybakinoja ve ark.larinin calismalarinda ve bizim c¢alismamizda tim
olgularda STI13P4 delesyonu saptanmasi ve olas1 patojenik olarak
siniflandirilmasi bu genin KLL patogenezinde o6nemli bir rol oynadigim
gostermektedir. Ayni sekilde miR3613 delesyonlarinin da patojenik ve olasi
patojenik olarak siniflandirildigi baz retinoblastoma olgulari raporlanmigstir
ve MDR bolgesinde delesyona ugrama sikhiginin yiiksek olmasi KLL

patogenezinde onemli rol oynadigini destekler niteliktedir.
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Tablo 5.3.: del(13q) buytklikleri ve MDR boélgelerinin icerdikleri genler

Calisma ekibi

Delesyon buytkligiu

MDR bélgesindeki genler

Tyybékinoja ve ark.
(Tyybakinoja et al., 2007)

0.79 Mb - 29.33 Mb

TRIM13, KCNRG, DLEU2,
DLEUI1, ST13P4,
MIR15A/MIR16-1

Sargent ve ark.

(Sargent et al., 2009)

0,8-33.2 Mb

Pfeifer ve ark.

(Pfeifer et al., 2007)

0,5-37 Mb

Hagenkord ve ark.
(Hagenkord et al., 2010)

0,812-31,369 Mb

Grygalewiez (Grygalewicz
et al., 2016)

0.34-38,97 Mb

TRIM13, miR-3613,
KCNRG, DLEU2, miR16-1,
miR-15a, DLEU1

Ouillette ve ark.
(Ouillette et al., 2012)

0.198-73.775 Mb

Parker ve ark.

0,84-96.2Mb
(Parker et al., 2011)
Mosca ve ark.
0,29-56 Mb
(Mosca et al., 2010)
TRIM13, KCNRG, DLEU2,
Bizim ¢alismamiz 0,34-28,81 Mb miR-15a/16-1 DLEUI,

ST13P4

: Bilinmemekte

5.2.2. Tip 1 ve tip 2 del(13q)

Calismamiz sonucunda del(13q) biytkliigliniin heterojenite gosterdigi

gozlenmigtir. Delesyon biiytikliigiiniin heterojenite géstermesinin klinik etkisi

hentiz aciga kavusmus degildir.

Delesyon 13q buytikliginin prognostik etkisini agiklamak amaciyla

yapilan bir calismada iki yiiz elli bes KLL olgusunda SNP array calismasi

yapilmis olup, hasta grubunun %20’sini olusturan tip 2 del(13q)’larin daha
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agresif klinik gésterdigi ve kisa yasam stiresi ile iligkili oldugu savunulmustur

(Ouillette et al., 2011).

Yapilan bir baska calismada FISH ile del(13q) saptanan kirk KLL
olgusunda delesyon biyukliginin arastirilmasi amaclanmistir. Olgularinin
%41’inde SNP array yontemi ile RBI1 gen delesyonu saptanmis olup, agresif

klinik ile aralarinda bir iligki bulunmamastir (Grygalewicz et al., 2016).

Iki yiiz kirk sekiz izole del(13q) KLL olgusu ile delesyon biiyiikligiinin
ve ylzdesinin prognostik énemini arastirdiklar: calismada doksan olguya RBI
gen bolgesini hedefleyen FISH caligsmasi yapilmig olup, olgularin %50’sinde
RBI delesyonu saptanmistir. Iki yiiz kirk sekiz olgunun %50’sinin (126/248)
delesyon ylzdesi %60'in tzerindedir. Delesyon ylizdesinin %60’dan yiiksek
olmas1 kisa TTFT ve OS ile iligkili oldugunu savunmuslardir. Delesyon
buytkligi ile birlikte delesyon yiizdesi de goz o6nlinde bulunduruldugunda
sadece kisa TTFT ile iligkilendirilmistir. Sadece RBI1 delesyonu ile TTFT ve
OS arasinda bir iligki olmadigini belirtmiglerdir (Huang et al., 2016).

Iki yiiz seksen sekiz KLL olgusu ile yapilan, %32,5 oraninda del(13q)
saptanan bir ¢calisma, 119 olgudan mono niikleer hiicre izole edilen 1. grup ve
169 olgudan periferik kan elde edilen 2. gruptan olusmaktadir. Her iki grupta
sirasiyla %47,3 ve %59,2 oraninda tip 1 del(13q) saptanmigtir. Calismay:
yapan ekip delesyon tipleri ile TTFT ve OS arasinda anlamli bir iligki
bulunmadigini bildirmiglerdir (Houldsworth et al., 2014).

Uc yiiz kirk iki izole del(13q) saptanan ve rastgele secilmis iki yiiz
altmis bes KLL hastasinda FISH yoéntemi del(13q) bilyikliginin ve
yuzdesinin prognostik 6neminin arastirildigi ¢calismada tip2 del(13q) 135/342
(%39,5) 1zole del(13q) olguda saptanmistir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda del(13q) oraninin %70’den az ve tip 1 olmasi1 durumunda uzun
TTFT, del(13q) oraninin %70’den fazla olmasi (tip 1 veya tip 2) ya da %70’den
az del(13q) tip 2 delesyonun kisa TTFT ile iligkili oldugunu bildirmislerdir.
Yapilan calismada delesyon blylkliginin ve ylzdesinin bir arada

degerlendirilmesi gerektigini bildirmislerdir (Dal Bo et al., 2011).
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Literatir verilerine baktigimizda tip 2 del(13q)nun prognostik etkisi
hakkinda celigkili veriler oldugu gozlenmektedir. Bizim calismamizda da
olgularimizin %50’sinde RBI gen delesyonu pozitif saptanmistir. Ancak
hastalik evresi ve TTFT ile iligki bulunmamigtir. Ttim bu veriler sonucunda,
rutinde RBI1 gen delesyonunun bakilmasi gerekliligi ileride yapilacak
calismalar sonucunda netlik kazanacaktir. Ayrica yapilan calismalarda
del(13q) klon buytkliginiin kot prognoz ile iligkili oldugu belirtilmekte olup,
bizim ¢alismamizda olgu sayisinin az olmasi sebebiyle delesyon oranlar1 (>%60
del(13q), 4/10 tedavi almakta) ve bliyukliginin bir arada istatistiksel olarak

degerlendirilmesi mimkiin olmamigtir.

Ayrica RBI gen delesyonu agisindan c¢alismamiz sonucunda array ve
FISH sonuc¢larinin %85 uyum gosterdigi gozlenmistir. Array calismasi
sonucunda on dort olguda RBI gen delesyonu saptanirken, FISH ile on dort
olgusunun 2’sinde negatif sonu¢ elde edilmistir. Bu iki hastada del(13q) ve
RB1 gen delesyonlarinin disiikk oranda (%10 civarinda) oldugu gozlenmekte
olup, RB1 gen delesyonlarinin incelenmesi agisindan array yonteminin daha

etkin olacag1 sonucuna varilmistir.

Sonug olarak tiim bu veriler dogrultusunda daha genis vaka serileri ile
del(13q) klon ve delesyon biyiikligiiniin prognostik etkisinin arastirilmasi
gerektigini ve FISH yonteminin yani sira array c¢alismalarimin da yapilmasi

gerektigini onermekteyiz.
5.3.3. 13q14’te lokalize diger genler

Calismamiz sonucunda del(13q) biytukliginin 0,34-28,81 Mb arasinda
degiskenlik gosterdigi ve igcerdikleri genler acisindan oldukca heterojen oldugu
tespit edilmistir. Bu heterojenitenin klinik heterojenite ile iligkisini
arastirmak amaciyla istatistiksel analiz yapmak igin uygun sayidaki olguda

tespit edilen gen bolgelerini inceledik.

Delesyon 13q buytiklik heterojenitesini arastirmayir amaclayan Parker
ve ark.lar1 del(13q)yu 2 smmifa ayirmastir. Minimal delesyonlu boélgeye ek
olarak FLJ31945, ST13P4, DLEU1 ve DLEU7 genlerinin dahil oldugu, 2 Mb’a

kadar uzanan delesyonlar1 sinif 1, ¢cok daha fazla gen igeren, daha biyik
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delesyonlar1 smif 2 olarak tamimlamiglardir. Delesyonlari RBIl’e gore
simiflandirmak yerine onerdikleri bu siniflandirmanin hastalik progresyonunu
on géormede daha etkin oldugunu savunan ekip, tan1 aninda sinif 2 delesyonu
olan olgularin progresyon gosteren olgular oldugunu belirtmiglerdir (Parker et

al., 2011).

Bizim c¢alismamizda tim olgularimizin ST13P4, DLEU]1 delesyonlari
acisindan pozitif olmasina ragmen 2 olgumuzda DLEU7 delesyonu
saptanmamistir. Bu sebeple bu siniflandirmanin bizim olgularimiz i¢in uygun
olmadigr disunilmustir. Olgularimizi  delesyon buyukligine gore
siniflandirdigimizda (>2 Mb ve <2Mb) ise hastalik evresi, TTFT, tedavi alip

almamalari ile aralarinda anlamli bir iliski bulunmamaistir.

Olgularimiz1 tip 1 ve tip 2 del(13q) olarak simiflandirmanin yani sira
RB1 ve DLEU?2 genlerinin arasinda lokalize olan genleri inceledigimizde
SETDB2, ARL11, SPRYD7, PHF11, RCBTB1 ve DLEU7 gibi genlerinde
delesyona ugradigir saptanmistir (%53, %57, %23, %53, %57, %87). Bu
genlerdeki KSD ile olgularimizin hastalik evresi, TTFT, tedavi alip
almamalar1 arasinda bir iligki bulunmamigtir. Delesyon 13q heterojenitesinin
arastirildigi c¢alismalarda bu genlerdeki KSD’ler raporlanmis olup, klinik
onemleri hentliz bilinmemektedir (Hagenkord et al., 2010; Nava-Rodriguez et
al., 2019). Ancak Parker ve ark.larn SETDB2, RCBTBI ve PHFII
delesyonlarini hastalik progresyonu ile iligkilendirmiglerdir (Parker et al.,
2011). S6z konusu olan bu genlerdeki delesyonlar veritabanlarinda patojenik

olarak simiflandirilmigtir.

Tim bu veriler 13q14 boélgesinde MDR disindaki genlerin KLL
patogenezinde rol aldiklarimi destekler niteliktedir. Ancak klinik énemlerinin
aciklanamamis olmasi1 sebebiyle izole del(13q) saptanan olgulardaki klinik
heterojenitenin aciklanmasi icin daha fazla sayida calismaya ihtiyac¢ oldugu

distunilmektedir.
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5.3. Diger KSD’ler

Delesyon 13ql4’in solid tiumorlerde ve saglikli ileri yas bireylerde
gorilme sikliginin arastirildigi bir ¢alismada del(13q)nun ileri yas ile iligkili
oldugu tespit edilmistir. Bu durumun sebebini agiklamak amaciyla 6ne
strdiikleri olasiliklar arasinda del(13q) saptanan saglikli, ileri yas bireylerin
hentiz KLL bulgular1 vermemis bireyler olma ihtimallerinin yliksek oldugunu
belirtmislerdir. Bir diger olasilik olarak artan yas ile genom onariminin
zayiflamasi1 sonucunda 13ql4 delesyonlarinin meydana gelmesi seklinde
aciklamiglardir. Uctincii ve en distik ihtimal olarak germ hiicreleri ile
del(13q)nun kalitilmas1 olarak belirtmiglerdir. Kesin sonuglar i¢in oldukga
genis olgu sayis1 ile yapilacak calismalara ihtiya¢ oldugu bildirmislerdir
(Machiela et al., 2016). Bu veriler sonucunda del(13g)nun KLL ic¢in baslatici
bir aberasyon oldugu ve klinik heterojeniteye genomdaki diger mutasyonlarin

sebep olma ihtimalinin arastirilmasi gerektigi diiglinilmiistir.

Calismamiz sonucunda saptanan 13ql4 kromozom boélgesinin diginda
saptanan KSD’ler arasinda 16p13.3 kromozom bélgesinde saptanan artis ileri
hastalik evresi ile iligkili bulunmustur. Ancak literatiirde bu bdélgenin
kaybinin saptandigi ve klinik 6nemi hakkinda bilgi verilmeyen c¢alisma
disinda (Tyybakinoja et al., 2007), bu bdélgedeki KSD ile ilgili bir bilgi
bulunamamistir. Veritabanlar:1 bu bolgedeki KSD ve igerdigi genler acisindan
incelendiginde NTHL1 geninin c¢erceve kaymasi ve splicing mekanizmasini
etkileyen mutasyonlarinin  kolorektal kanserlerde patojenik olarak
simiflandirildigr gozlenmistir. Yine T'SC2 geninin neoplaziler i¢in patojenik
mutasyonlar1 raporlanmistir. Calismamiz sonucunda tespit edilen 16p13.3
bolgesindeki kopya sayis1 degisikligi ulastigimiz bilgiler dogrultusunda bir ilk
olup, klinik éneminin net olarak ortaya konulmasi i¢in daha fazla calismaya

ihtiyag vardir.

Olgularimizin on tginde, KLL’de mutasyonlarinin prognostik 6nemi
hakkinda oldukca bilgi sahibi oldugumuz NOTCHI1 geninin lokalize oldugu
9q34.3 bolgesinde artis saptanmis olup, olgularimizin klinik bilgileri ile

aralarinda bir iligki bulunmamistir. Ancak hem timoér supressér hem de
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onkogen gibi gorev yaptigi bilinen NOTCHI geninin yiz on alt1 kolorektal
kanserli olgularda FISH ile amplifikasyonu saptanmis ve kisa OS ile
iligskilendirilmistir (Arcaroli et al., 2016). Daha fazla sayida KLL olgusu ile
NOTCH1 kopya sayis1 artiginin gorilme sikligi ve prognostik 6neminin

arastirilmasi gerekmektedir.

COL1A1 gen bolgesinin iceren 17q21.33 gen bolgesindeki artis 10
olgumuzda saptanmis olup, bu durum olgularimizin klinik bilgileri ile iligkili
bulunmamistir. Ancak veritabanlarinda COLIAI kopya sayisi artisi iki

karsinoma olgusunda raporlarmis olup, prognostik 6nemi bilinmemektedir.

Kromozom 14in q13.1-q13.3 bdlgesinde 7 olguda tespit ettigimiz kayip
ile 1ile ilgili literatiirde daha 6nce bir olgu raporlanmamais olup, bu bolgedeki
genleri arastirdigimizda sadece NFKBIA genindeki bir patojenik mutasyon
disinda patojenik olarak simiflandirilmis varyantlarinin raporlanmadigi
gozlenmigtir. Sadece bir calismada akciger kanseri olgularinda 14q13.3
bolgesinin hem kaybinin hem de artisinin oldugu raporlanmig olup, igerdigi
genler a¢isindan bizim bulgularimiz ile uyum goéstermemektedir (Harris et al.,
2011). Bu bilgilere ek olarak bizim verilerimizde de 14q13 kayiplarinin klinik
bulgular ile iligkili bulunmamis olmasi, bu boélgedeki KSD’lerin KLIL’de
prognostik etkisi olma ihtimalini distirmektedir. Bu anomali gozlenmis olsa

da net bilgiler elde edilebilmesi i¢in daha fazla veriye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamiz sonucunda olgu 6’da 11g22.2 bolgesinde kopya sayis1 kaybi
gozlenmig olup, bu bolgede ikisi de onkogen olan BIRC3 ve BIRCZ2 genleri
lokalizedir. Kopya sayis1 degisikliginden bagimsiz olarak akciger kanserinde
overekspresyonlar1 gosterilmistir. Patojenik olarak siniflandirilmis mutasyonu
bulunmayan  BIRCZye karsin, BIRC3de patojenik  mutasyonlar
tanimlanmistir ve KLL’de koti prognoz ile iligkilendirilmistir (Baliakas et al.,
2015). Mutasyon gosteren BIRC3un diger alelinde delesyonlarin saptandigim
ve genellikle ATM geni ile birlikte delesyona ugradigini belirten Houldsworth
ve ark.lar1 KLL olgularinda yaptiklar1 array calismasi sonucunda 2 olguda
BIRCS3 delesyonu saptamiglardir. Olgularin her ikisinde de ATM KSD normal

olup, olgulardan biri tedavi edilmis digeri tedavi almamig olgulardir
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(Houldsworth et al., 2014). Yapilan bir baska calismada del(11q) olgularinin
%80’inde BIRC3 geninin delesyona ugradigini ve bu olgularinda %40’ 1na ATM
gen delesyonunun eglik ettigi  belirtilmistir. Prognostik etkilerini
arastirdiklarinda ATM geninin BIRC3 delesyonlarina gore daha kot prognoz
ile iligkili oldugunu, BIRC3 delesyonlarinin OS ve progresyonsuz yasam stiresi
ile aralarinda bir iliski olmadig1 savunulmustur (Rose-Zerilli et al., 2014).
Bizim olgumuzda da ATM gen delesyonu negatif olup, tan1 anindan sonra 16.
ayda tedaviye baslamistir ve hastalik evresi II'dir. Ancak olgu 6’da tiim
genomda del(13q) haricinde yirmi sekiz KSD tespit edilmis olup, RBI gen
delesyonu pozitiftir. Sonu¢ olarak izole del(13q) KLL olgularimin klinik
heterojenitesinin agiklanmasi1 1i¢in, saptanan anomalilerin prognostik
onemlerinin ortaya konulmasi oldukca o6nemlidir. Bu sebeple daha fazla

calismaya ihtiya¢ duyulmaktadar.

Olgu 19 III. evre KLL olup, tan1 aninda tedaviye baslamistir. Toplamda
del(13q) hari¢ 8 KSD saptanmis olup, bunlardan ikisi 9q34.3 artisi ve 14q13
kaybidir. Delesyon 13q tip 1 olarak tespit edilmistir. Kopya sayis1 degisikligi
olarak kot prognostik 6nemi oldugu bilinen bir anomali saptanmamis
olmasina ragmen, 11. kromozomda LOH tespit edilmis olup, bu bélge KLIL’de
kot prognoz belirtici olan ATM genini igermektedir. Bu da olgunun klinigini
aciklamak igin yeterli géorinmektedir. Kopya sayis1 degisikliklerinin KLIL’deki
onemi bilinmekte olup, bu anomalilerin tespit edilmesi i¢in rutinde FISH
kullanilmaktadir. Ancak olgu 19’daki gibi LOH’larin tespiti olduk¢a 6nemli

olup, SNP array disinda bir yontemle tespit edilmesi mimkiin degildir.

Kronik lenfositik l6semi olgularinda nadir KSD’leri raporlayan array
calismalar1 yer almaktadir. Setlur ve ark.larinin yaptiklar1 c¢alismada
18p11.32-q11.1, 4p16.3-p11 kayiplar: ve 2p25.3-p11.2 artis1 saptanmis olup, bu
u¢ KSD’ninde kotii prognoz ile iligkili oldugu savunulmustur (Setlur et al.,
2010). Yaptiklar: array calismasi sonucunda KSD’leri prognostik 6nemine goére
simiflandiran Houldworth ve ark.lar1 2p, 3q, 8q, 17q artiglar ile 7q, 8p, 11q,
17p, 18p11.32 kayiplarimi kot prognostik, 1p36.32, 7p22.3, 12, 18p, 18q, 19
artiglar ile 4p15.1, 5p, 6921, 7p22.3 kayiplarini orta prognostik sinifa dahil
olduklarini belirtmiglerdir (Houldsworth et al., 2014). Bizim ¢alismamizda da
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18p11.32-p22.31 bolgesinin kaybinin tespit edildigi 3 olgumuz (olgu 6, 7, 18)
yer almakta olup, 3 olgudan 1’inin icerdigi gen bolgeleri digerlerinden farklilik
gostermektedir. Ancak bu 3 olgunun da 3. evre ve tedavi alan olgular oldugu
gozlenmigtir Bizim verilerimiz de 18p kayiplarimin kot prognostik bir

biyobelirtec olabilecegini destekler niteliktedir.

Kay ve ark.lar1 genom boyunca gézlenen kompleks KSD’lerin prognostik
onemlerini arastirdiklari calismada, on besden fazla KSD varliginin kisa
progresyonsuz yasam slresi ile iligkili oldugunu, tedaviye koti yamit
verdiklerini ve beklenmedik sekilde yiksek genomik anomalileri olan KLL
hastalarinin tedaviye kadar gecgen siirelerinin uzun oldugunu ve bunun da
olgularin terapotik kriterleri saglayincaya kadar gecen siirede genomik defekt
biriktirdigini savunmusladir. Ileride yapilacak caligmalarin bu verileri
dogrulamasi1 sonucunda KLL hastalarinin genomik karmasiklik acgisindan
izlemenin uygun olabilecegini belirtmislerdir (Kay et al., 2010). Bizim
calismamizda 4 olguda (olgu 1, 6, 7, 25) on besden fazla KSD saptanmais olup,
olgu 1 ve 25 tedavisiz izlem altinda olup, tani alali sirasiyla 73 ve 28 ay oldugu
gozlenmigtir. Diger iki olgumuz tedavi almakta olup, tedavi yamitlar
konusunda bilgiye ulasilamamistir. Sonug¢ olarak tani alali kisa siire olmus,
tedavisiz izlem altinda olan olgularin hastalik seyirlerinin ve tedavi alan
olgularin tedaviye yanitlarimin takip edilmesi gerektigini, elde edilen verilerin
array sonuclari ile  birlikte tekrar degerlendirilmesi  gerektigini

distinmekteyiz.
5.4. Log2 degerleri

Neoplazi o6rnekleri ile array c¢alismasinin en biyiik problemlerinden
birisi 6rneklerin mozaik anomaliler igermesidir. Daha 6nce de belirtildigi gibi
(bolim 2.2.1) array c¢alisilacak dokunun %25-30 timoér ytlikiinin olmasi ya da
anomalili klon buyukliginin en az %25 olmas1 gerektigi belirtilmektedir

(Higgins et al., 2008; Patel et al., 2008; Sargent et al., 2009).

Literatir verilerine baktigimizda KLL olgular: ile yapilan calismalarda
log2 degerlerinin 0,15, 0,1 (Houldsworth et al., 2014; Sargent et al., 2009) ve
0,20 (Kay et al., 2010) olarak belirlendigi gézlenmistir.
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Bizim calismamizda duretici firmanin (Agilent Teknolojilery) %20
oraninda mozaik, kopya sayis1 kayiplar: i¢cin énermis oldugu 0,15 log2 degeri
ile filtreleme yapilmistir. Ancak daha sonra DLRSD degeri yiuksek olgularda
disik log2 degeri saptanan anomalilere yonelik FISH c¢alismalarimizin
sonucunun negatif cikmasi tizerine log2 degeri 0,19 olarak filtreleme yapilarak
tekrar analiz yapilmistir. Iki farkli log2 degeri ile yapilan filtreleme

sonucunda tespit edilen anomaliler arasindaki fark sekil 5.1’deki grafikte

anlatilmaktadar.
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Sekil 5.1.: Iki farkl log2 degeri ile yapilan analiz sonuglarinin karsgilastirilmas:

Log2 degeri -0,15 oldugunda 9 olguda tespit edilen 1q42.2-q43.1
kromozom bolgesindeki kayip kisa TTFT, ge¢ evre, tedaviye baglama ile iligkili
bulunmus olup, log2 degeri -0,19 olarak yapilan filtreleme sonucunda 4 olguda
saptanmistir. Bu 4 olgunun tiimiiniin 5 yildan kisa siirede tedaviye bagladigi
tespit edilmistir. Literatiir verilerinde KLL’de array ile yapilan c¢alismalarda
1q42 kayiplar1 daha 6nce raporlanmamis olup, KLL i¢in prognostik bir marker
olma potansiyeline sahip oldugunu diisinmekteyiz.

Ancak bu verileri
destekleyecek daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ s6z konusudur.

Yine log2 degeri -0,15 olarak filtreleme yapildiginda on ii¢ olguda tespit
edilen ve kisa TTFT ile iligkili bulunan 2p12-p11.2 kromozom bélge artisi, log2
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degeri -0,19 olarak filtreleme yapildiginda 4 olguda saptanmistir. Bu 4
olgunun ikisi (olgu 7 ve 18) tani1 aninda tedaviye baslarken, diger ikisi (olgu 1
ve 3) tedavisiz izlem altindadir. Literatiir verilerine baktigimizda 2p
kromozom artiglar1 kotii prognoz ile iligkilendirilmektedir. Ancak kromozom
bolgelerine baktigimizda 2pl6, 2pll ve 2p24 olarak gesitlilik gosterdigi
gozlenmigtir (Grygalewicz et al., 2016; Houldsworth et al., 2014; Patel et al.,
2008; Pfeifer et al., 2007; Setlur et al., 2010). Houldworth kromozom 2 tim
kisa kol artigslarinin koti prognoz ile iligkili oldugunu ve ayni zamanda 18p
kayiplari ile de iligkili oldugunu belirtmistir (Houldsworth et al., 2014). Bizim
tani aninda tedaviye baglayan 2 olgumuzda da 2p artisina 18p kaybinin eslik
ettigl tespit edilmistir. Tim bu veriler dogrultusunda 2p artislarinin KLL'de
kot prognostik bir biyobelirte¢ olarak kabul edilme potansiyeli yiiksek olup,

hasta takibi acisindan 6nemli oldugu diistintilmektedir.

Sonu¢ olarak izole del(13q) KLL olgularinda  klinik heterojenite
tuzerinde del(13q) buyikliginin ve genomdaki diger KSD’lerin etkisini
aragstirdigimiz calismamizda del(13q) buylkliginiin olduk¢a heterojen
olmasinin yami sira, genomda da bircok KSD ve LOH’lar tespit edilmistir.
Calismamiz sonucunda bu heterojenligin klinik 6neminin agiga kavusmasina
yardimci olacak veriler elde edilmistir. Ancak simdiye kadar yapilan
calismalar sonucunda elde edilen verilerin klinik 6nemlerinin ortaya
koyulmasi i¢in daha fazla hasta gruplar1 ile yapilan, daha fazla calismaya
ihtiya¢c oldugu ortaya koyulmustur. Boylelikle ileride yeni prognostik 6nemi
olan anomalilerin tanimlanacagimi ve ileride yeni terapotik hedefler
belirlenecegini 6n géormekteyiz. aCGH+SNP yonteminin KSD ve LOH’lar1 tek
bir ¢alisma ile tespit edebiliyor olmasinin bu arastirmalar i¢in bir avantaj

oldugu gorilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Amaci 1y1 prognostik biyobelirte¢ olarak siniflandirilan izole del(13q)

saptanan KLL olgularindaki klinik heterojeniteye, del(13q) buytkligiinin ve

genomdaki diger KSD’lerin etkisini arastirmak olan ¢alismamiza otuz iki izole

del(13q) saptanan KLL olgusu dahil edilmistir.

(Calismamiz sonucunda;

>

Otuz iki olgunun 2’sinde DNA kalitesinin ko6tli olmasi sebebiyle
otuz olguda aCGH+SNP calismas1 tamamlanmig olup, otuz
olgunun yirmi sekizinde del(13q) saptanmaistir.

Yirmi sekiz olgunun on dordintn tip 2 del(13q) oldugu tespit
edilmigtir. Olgularin klinik bulgulari ile aralarinda bir iligki
saptanmamigtir.

FISH ile RBI gen delesyonu negatif olan 2 olguda aCGH+SNP
yontemi ile RB1 gen delesyonu saptanmigtir.

Delesyon 13 buytikliginin 0,34 - 28,81 Mb arasinda oldugu ve
icerdigi genler acisindan heterojenite gosterdigi saptanmagstir.
16p13.3 kromozom bolgesindeki kopya sayisi artisi1 8 olguda
saptanmis olup, bu durum ileri hastalik evresi ile
iliskilendirilmistir.

NOTCHI gen bolgesindeki artis on g, 14q13.1-14ql13.3
kromozom bolgesindeki kayip 7 olguda ve COLIAI gen
bolgesindeki artig 10 olguda saptanmis olup, olgularin klinik
bilgileri ile iligkili bulunamamigtir.

Kromozom 2 kisa kol artis1 ve 1q42 kayiplar1 saptanan olgularin
kot prognoza sahip oldugu gézlenmistir.

Bir olguda BIRCS3 gen delesyonu saptanmistir.

Bir olguda ATM gen bolgesini iceren LOH tespit edilmistir.

Log2 degeri 0,15 ile filtreleme yapildiginda elde edilen verilerin
bazilarimin FISH ile konfirmasyonu yapilip, array sonuclarinda

yanlg pozitif veriler elde edildigi gosterilmigtir.
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Calismamiz sonucunda array analizlerinin duyarhiligi i¢in klon
biyukliginin ve DNA kalitesinin 6nemli oldugu bir kez daha ortaya
koyulmustur. Ayrica DLRSD degeri yiiksek olgularda yanhis pozitif
sonu¢lardan kacinmak adina log2 degerinin olduk¢a O6nemli oldugu

gbézlenmigtir.

Calismamiz sonucunda del(13q) buytkliginin olduk¢a heterojen
olmasi1 sebebiyle tip 1 ve tip 2 del(13q) siniflandirmasinin yerine, delesyona
ugrayan genlerin  prognostik  etkilerinin  arastirilmasi = gerektigini

onermekteyiz.

Ayrica 13ql14 boélgesinin disinda saptanan nadir KSD’lerin prognostik
etkileri hakkinda kisith bilgi bulunmasi sebebiyle bu nadir KSD’lerin
prognostik etkilerinin de arastirilmasi gerektigi Onerilerimiz arasinda yer

almaktadir.

Ek olarak KSD go6zlenmeyen bolgelerde olusacak LOH’larin klinik
etkisinin olabilecegi gézlenmis olup, hasta takibinde LOH analizlerinin énemli

oldugu tespit edilmistir.

Sonuc¢ olarak del(13q) buytklugii ve genomdaki KSD’lerin KLL
prognozu Uzerindeki etkilerinin arastirilmasi i¢cin daha fazla calismaya ihtiyac
duyuldugu ve aCGH+SNP yontemi ile tim genomdaki KSD’ler, KSD
buytklikleri ve LOH analizleri yapilabildigi i¢in 1izole del(13q) KLL
patogenezinin ac¢iga kavusmasinda aCGH+SNP etkili bir yontem oldugu

sonucuna varilmigtir.
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EK -1: AYDINLATILMIS ONAM FORMU

TIBBI GENETIK ANABILIM DALI 20.03.2018
ASGARI BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR ONAY FORMU
VERSIYON NO:2

Calismanin adi: “Kronik Lenfositik Loésemi Olgularinda 13q Delesyon
Biiyiikligiiniin CGH+SNP-Array Yontemi Ile Arastirilmas:”

Sorumlu arastirmaci: Do¢. Dr. Beyhan Durak Aras (ESOGU, Tibbi Genetik ABD.)

“Kronik Lenfositik Losemi Olgularinda 13q Delesyon Biytikliginin SNP-Array
Yéntemi Ile Arastirilmasi” isimli, arastirma amaciyla yapilan calismaya davetli
bulunmaktasiniz. Calismaya katilmay:r kabul etmeden oOnce asagidaki bilgileri
okuyunuz. Thtiya¢ duymaniz halinde hekiminizle iletigime geciniz.

Calismanin amaci nedir?

Kronik Lenfositik Lésemi olgularinin énemli bir kismini olusturan ve hastalik seyri
i¢cin iyi olarak kabul edilen kromozom 13 kayiplarina sahip olgularin klinikleri
oldukg¢a farklidir. Bu farkliligi agiklamak amaciyla kromozom 13 kayb1 saptanan
olgularda daha ileri yontem ile bu kayiplarin farkhiliklarin1 arastirmayi ve klinige
etkisini ortaya koymayir amachyoruz. Boylelikle daha etkin tedavi secenekleri i¢in
yapilan ¢alismalara katkida bulunmay: hedefliyoruz.

Calismaya kac kisi katilacak?

Eskisehir Osmangazi Universitesi, Hematoloji Bilim Dalrnda KLL tanis1 almig,
toplam 48 kisi katilacaktir.

Arastirma tedavimi degistirecek mi?
Hayir. Sadece bir tiip kan alinacak ve laboratuarda gerekli calismalar yurttiilecektir.
Verdigim kan ornegi ile hangi calismalar yapilacak?

Alinan kan o6rneginden DNA elde edilecek. Elde edilen DNA 6rnegi genetik analiz
yontemleri ile kromozom 13 kayiplarimin farkliliklarini analiz edilip, veriler klinik
bilgiler ile istatistiksel olarak karsilastirilacak.

Kimlik bilgilerim nasil kullanilacak?

Calisma ekibi kigisel bilgilerinizi arastirmay1 ve istatiksel analizleri ylriitmek igin
kullanacaktir. Calisma sonuclari, ¢calisma bittiginde literatlirde yayimlanabilir ancak
kimlik bilgileriniz kesinlikle agiklanmayacaktir. Izleyiciler, yoklama yapan kisiler,
etik kurul, kurum ve diger ilgili saghk otoriteleri orijinal tibbi kayitlariniza
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ulagabilir. Bu formu onayladiginiz takdirde, yukarida adi gegen kurumlarin
bilgilerinize ulagsmasina onay vermis olacaksiniz ancak ilgili mevzuat geregi kimlik
bilgileriniz kesinlikle gizli tutulacaktir. Calismanin yayimlanmasi durumunda dahi
bilgileriniz gizli tutulacaktir.

Gerek duymam halinde ¢calismadan ayrilabilir miyim?

Evet. Calismadan istediginiz zaman herhangi bir yaptirim olmaksizin isteginize bagh
olarak calismadan ayrilabilirsiniz.

Calismaya katilmamin yarari ne olacaktir?

Yukarida belirttigimiz gibi, ¢alismanin amaclari arasinda yer alan, kromozom 13
kayiplarinin klinik etkisinin ortaya konulmasi ve daha etkin tedavi segenekleri i¢in
yapilacak caligmalara katki saglamak amaciyla yapilacak c¢alismamiza katkiniz
olacaktir.

Daha fazla bilgi almak istedigimde kiminle iletisime gecebilirim?
Adai: Sevgi Isik

Gorevi: Arastirma Gérevlisi (ESOGU, Tip Fak. Tibbi Genetik AD.)

Tel: 0-222-2392979 / 4441

Bilgilendirilmis gontillii olur onay formundaki tiim aciklamalart okudum. Bana
yukarida konusu ve amact hakkinda bilgi verilen ¢alisma ile ilgili sozlii ve yazili
olarak, asagida belirtilen hekim tarafindan bilgi verildi. Calismaya goniillii olarak
katildigima, istedigim zaman gerekgeli ve ya gerekgesiz ayrilabilecegimi biliyorum. Soz
konusu arastirmaya hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay:
kabul ediyorum.

Verdigim biyolojik ornegin,

[ Sadece yukarida adi gecen ¢calismada kullanilmasina izin veriyorum.

[l Egitim ve arastirma amaciyla ileride yapilacak tiim c¢alismalarda
kullanilabilecegine izin veriyorum.

0 Hicgbir sekilde érnegimin ¢alisilmasina izin vermiyorum.

Bilgi veren hekim:
Gontullinin adi, soyada:

Imza:
Tarih:

Sorumlu Arastirmaci: Do¢. Dr. Beyhan DURAK ARAS

Imza:
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