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OZET

Gelmez MY. 17pl13, 11q22.3 ve 13q34 delesyonu olan ve olmayan kronik lenfositik
16semili (KLL) hastalarda AID gen ekspresyon-mutasyon diizeyinin arastirilmasi.
Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii,
Immiinoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2011

Aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz (AID) enzimi DNA yapisindaki sitozini
urasile cevirmektedir. Sadece aktive B lenfositlerinde eksprese edilen AID, B
hiicresinde hem somatik hipermutasyon (SHM), hem de izotip doniisimii (CSR)
mekanizmasinda rol oynamaktadir. AID’in ¢esitli lenfoproliferatif hastaliklarda
translokasyonlara neden olabilecegini ortaya koyan caliymalar mevcuttur. B hiicreli
kronik lenfositik 16semi (B-KLL), monoklonal B hiicrelerinin kemik iligi ve periferik
kanda birikimiyle karakterizedir. Klinik seyri ¢ok degisken ve dnceden tahmin edilmesi
zordur. KLL'li hastalarm %30-50'sinde kromozomal anomaliler tespit edilmistir.
Translokasyonlar i¢in kirilma bolgeleri olusturdugu diisiiniilen AID’in, KLL'lI
hastalarda klinik seyirle iliskili 17p13, 11q22.3, 13q14 ve 13q34 DNA bdlgelerinde
kirilma noktalar1 olusturabilecegi ve KLL'li hastalarda goriilen bu delesyonlardan AID
geninin sorumlu olabilecegi diisiiniilerek delesyonu olan ve olmayan hastalarda AID
gen ekspresyonlar1 incelenmistir. 17p13, 11g22.3 veya 13q14 delesyonu olan hastalarin
AID ekspresyonlar1 hem kontrollere, hem de delesyonu olmayan hastalara gére daha
yilksek bulunmustur. 13q34 bolgesinde delesyonu olan hastalarda ise delesyonu
olmayan hastalara gore ekspresyonda bir artisa rastlanmamistir. Calismamiz AID genin
KLL B  hiicrelerinde meydana gelen delesyonlardan sorumlu olabilecegini
diisiindiirmekle birlikte prognozda ©Onemli yer tutan bu delesyonlarda AID gen
ifadesinin, delesyonu olmayan hastalardan daha yiiksek bulunmasi nedeniyle hastaligin
prognozunun takibinde klinik bir parametre olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz, AID, KLL.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 10990
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ABSTRACT

Gelmez MY. The assessment of the activation induced cytidine deaminase (AID) gene
expression in chronic lymphatic leukemia patients with and without 17p13, 11922.3 and
13g34 deletion. Istanbul University, Institute of Health Sciences, Experimental Medical

Research Institute, Immunology Department, Msc Thesis, Istanbul, 2011.

The activation induced cytidine deaminase (AID) is an enzyme that is induced by
activation converts the cytosine into urasil in the DNA molecule. It is only expressed by
activated B lymphocytes and plays a role both in the mechanisms of somatic
hypermutation (SHM) and isotype class switch in B lymphocyte ontogenesis. Recent
studies have shown AID can cause numerous translocations in various
lymphoproliferative diseases. B cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) is
characterized by the accumulation of monoclonal B cells in the bone marrow and
peripheral blood. Clinical course of patients with B-CLL is difficult to predict.
Eightyfive percent of B-CLL patients have chromosomal abnormalities. AID enzyme,
which is thought to create fraction segments for translocations, might also cause
fractions in the chromosomal regions of 17p13, 11q22.3, 13q14 and 13q34 that are
associated with clinical status in B-CLL patients. Therefore, we investigated the AID
gene expression in patients with and without deletion. The levels of AID expressions in
patients with the deletion of 17p13, 11g22.3 or 13ql4 were found to be higher as
compared to controls and patients without deletion. However, we found no difference
between patients without deletion and with deletion in the 13q34 region. We conclude
that AID enzyme may play a role in the generation of deletions that occur frequently in
B-CLL patients. In addition, AID gene, which is found to be expressed higher in
patients with deletion, may be a laboratory parameter in predicting the prognosis of the

disease.

Keywords: Activation induced cytidine deaminase, AID, CLL

This study is supported by the Istanbul University Experimental Research Projects
Section Project No: 10990



1. GIRIS VE AMAC

B hiicreli kronik lenfositik 16semi (B-KLL), kuzey yarim kiirede goriilen en sik
kronik 16semi tipidir. Monoklonal B hiicrelerinin, kemik iligi ve periferik kanda
birikimiyle karakterize olan KLL'nin, klinik seyri ¢ok degiskendir ve onceden tahmin
edilmesi zordur. KLL'li hastalarm c¢ogu semptomsuzdur. Hastalk tanisi, diger
hastaliklarin degerlendirilmesi veya rutin inceleme sirasinda periferik kanda mutlak

lenfositoz saptanmasi ile konur.

KLL, olgun B lenfositlerin malign doniisiimiinden kaynaklanir. Diger B lenfosit
malign doniisiimlerinin aksine, KLL hiicrelerinin biiyiik bir cogunlugunun proliferasyon
kapasiteleri olmadigindan, GO/G1 hiicre doniisiim fazinda kalirlar. Bu nedenle KLL
hastaligt B hiicrelerinin fazla ¢ogalmasindan degil, apoptoz mekanizmasinin

bozulmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Hastalarin biiylik bir ¢ogunlugu semptomsuz oldugundan, hastaligin gercek
sikligim1 belirlemek miimkiin degildir. Hastalarin biiyiik ¢cogunlugunun ortalama yasi
tan1 sirasmnda 65 olup sadece %10-15’1 50-55 yasm altindadir. Erkeklerde daha siktir.
KLL’li hastalarin yaklasik yarisinda Ig agir zincir sekanslarinda ¢ok sayida mutasyon
vardir. Immiinoglobiilin agir zincir (IgVH) genlerinde mutasyon olan hastalarda CD38
ekspresyonu yiiksek, mutasyon olmayanlarda ise diisiiktiir. KLL B hiicrelerindeki VH
genlerinde mutasyon olmasi ve yiikksek CD38 ekspresyonu yavas seyirli ve iyi bir

prognoz ile iligkilidir (4).

1999 yilinda bagimsiz iki farkli grup tarafindan yapilan ¢aligmalar sonucunda
hastalikk, immiinoglobiilin agwr zincir degisken bolgesinde (IgVH) somatik
hipermutasyonun (SHM) olup olmamasina bagli olarak klinik seyir acisindan iki alt
gruba ayrilmistir. IgVH genlerinde somatik hipermutasyon saptanmayan hastalarin,
IgVH bolgelerinde somatik hipermutasyon gozlenen hastalara gore daha kotii klinik

seyre sahip olduklar1 gosterilmistir (2).

KLL'nin molekiiler patogenezi heniiz saptanamamustir. Genetik caligmalar
sonucu, hastalarin %30-50'sinde kromozom anomalileri tespit edilmistir. En sik
gozlenen genetik degisiklikler sirasiyla dell3ql4, trizomi 12, dell1q22.3, dell7pl13 ve

dell3q34'tiir. Bircok c¢alismada kromozom anomalilerin hastaligin klinik seyri ile



iligkisi olabilecegi gozlenmistir. 17p13 ve 11q22.3 bolgelerinde delesyonu olan KLL'li
hastalarda klinik seyrin daha kotii oldugu gozlenirken, 13q34 bolgesinde delesyonu

olanlarda daha iyi oldugu gozlenmistir.

Aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz (“activation-induced cytidine
deaminase”) (AID) geni 12p13 bolgesinde lokalizedir. Bes ekzondan olusan bu gen,
198 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir. AID enzimi, sitidin deaminaz ailesinin bir

tiyesi olup DNA yapisindaki sitozini (C), urasile (U) cevirir.

AID gen ekspresyonu sadece aktive B lenfositlerinde vardir ve baglatilmasi i¢in
CD40-CD40L baglantis: ve interlokin-4 (IL-4) gibi indiikleyiciler gerekir. AID enzimi
aktive B lenfosit hiicresinde hem immiinoglobiilin (Ig) afinite matiirasyonunu saglayan
somatik hipermutasyon (SHM) mekanizmasinda, hem de Ig izotip doniistimiinii
saglayan “class-switch” rekombinasyon (CSR) mekanizmasinda rol oynamaktadir. Bu
enzimden yoksun kisilerde, izotip smif doniisiimii gerceklesememekte ve tekrarlayan
firsat¢c1 enfeksiyonlarla karakterize 2. tipte hiperimmiinoglobiilin M sendromu

(HiperIgM sendrom?2) ortaya ¢ikmaktadir.

Ig afinite matiirasyonu esnasinda; B lenfosit’in Ig agir (H) zincir degisken
(“variable”) bolgelerinde nokta mutasyonu yapan AID enzimi, antikorun antijene olan
afinitesinde artis meydana gelmesini saglayarak, antijene daha giiclii bir sekilde
baglanan antikorlarimn tiretilmesini saglamaktadir. Bu sayede, ayn1 enfeksiyon etkeniyle
yineleyen karsilasmalarda organizma; antijene daha giicli baglanan antikorlari

sayesinde daha giiclii bir sekilde korunmaktadir (12,14).

Ig izotip doniisiimii esnasinda, AID enzimi Ig Constant (sabit) (C) bolgelerinde
yer alan sitozinleri deaminasyona ugratarak urasile (U) ¢evirir ve DNA kirilma bolgeleri
icin hedef noktalar1 olusturur. Bu sayede IgM smifi antikorlarm diger Ig smifi
antikorlara (IgM—1IgG, IgA, IgE) doniisiimii saglanir. Ig izotip doniisiimii sayesinde
antikorlarin, farkli enfeksiyon etmenlerine karsi1 daha hizli ve etkili yanit olusturabilecek

Ig siniflarina doniisiimii gerceklestirilmis olur.

AID geni iizerine son yillarda yapilan bazi ¢calismalarda, AID enziminin sadece
Ig VH ve Ig C bolgelerinde degil, ayn1 zamanda diger non-immiinoglobiilin genlerde de

mutasyonlara ve kiriklara yol acabilecegi ortaya konmustur (12,14).



Ozellikle AID- transgenik hayvanlar iizerinde yapilan calismalarda, Burkitt
lenfoma gelisiminde rol alan IgH/c-myc translokasyonlarinda, bu enzimin aktif rol
oynayabilecegini diisiindiiren bulgular mevcuttur. Yine Helicobacter pylori'nin neden
oldugu enfeksiyona bagl olarak ortaya ¢ikan gastrik kanserlerde p5S3 mutasyonlarindan,
AID enziminin sorumlu olabilecegini ortaya koyan caligmalar mevcuttur. Bununla
birlikte, baz1 AID enzimi izoformlarinin, ber/abl translokasyonuna sahip hastalarda daha
fazla eksprese oldugu ve bu enzim izoformlari ile hastalik olusumunda rol alan bcr/abl
translokasyonlar1 arasinda da iliski olabilecegi ortaya koyan c¢alismalar bulunmaktadir

(1,5,20,21).

AID  geninin, c¢esitli  lenfoproliferatif =~ hastaliklarda ~ kromozomal
translokasyonlara neden olabilecegini ve hastaligin klinik seyrini etkileyebilecegini
ortaya koyan calismalar bulunmaktadir. KLL gelisiminde en 6nemli 6zelliklerden biri,
KLL hiicrelerinin apoptoz mekanizmalarindan kurtularak, hiicre 6liimlerinin
gerceklesmemesi ve yogun hiicre birikimidir. KLL'li hastalarinin bir boliimiinde,
apoptoz mekanizmasinda rol oynayan ozellikle 17p13, 11q22.3 ve 1334 kromozom
bolgelerinde delesyonlarin varligi bilinmektedir (11,14).

Cesitli lenfoproliferatif hastaliklarda translokasyonlar i¢cin kirilma bolgeleri
olusturdugu diisiiniilen AID enziminin, KLL'li hastalarda, hastaligin klinik seyri ile
iligkili 17p13, 11922.3 ve 13q34 DNA bolgelerinde kirilma noktalar1 olusturabilecegi
ve KLL'li hastalarda goriilen bu bolgelerin delesyonlarmmdan AID geninin sorumlu
olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu calismada KLL'li vakalarda 17p13, 11q22.3 ve 13q34
delesyonu olan ve olmayan hastalarda AID gen ekspresyon diizeyleri arastirilarak, bu

delesyonlar ile AID gen ekspresyon diizeyi arasindaki iliski agiklanmaya ¢alisiimistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. KLL

2.1.1. Tanim

B hiicreli kronik lenfositik 16semi (KLL), kuzey yarim kiirede en sik goriilen
16semidir. Monoklonal B hiicrelerinin, kemik iligi ve periferik kanda birikimiyle
karakterizedir. KLL B hiicrelerinde immiin goriinim CD19, CD5S ve CD23 ifadeleri
gozlenirken, CD22, FMC7, CD79b, sIgM ve IgD ifadeleri diisiiktiir. KLL hiicreleri, lenf
folikiillerinin mantle zonundan koken alir. Ancak, son yillarda hafiza B hiicrelerinden

gelistigi de iddia edilmektedir (12,23,40).

2.1.2. Sikhk

Hastalarin biiyliik bir ¢ogunlugu semptomsuz oldugundan, hastaligin gercek
sikligimi belirlemek zordur. Hastalarin biiyiik bir cogunlugunun tani sirasinda ortalama
yast 65 olup, olgularin sadece %10-15’1 50-55 yasin altindadir. Hastalik erkeklerde
kadinlara gore yaklasik 2-2,5 kat daha sik goriilmektedir. A.B.D’de her yil yeni KLL
vakasinin ortaya ¢ikma orani ortalama 100,000 kiside 3,5 (erkekler de 5, kadinlarda 3,5)
iken, Ingiltere’de bu oran her 100,000 kiside 6,15 kadardir. A.B.D’de, beyaz irkta
hastaligin goriilme siklig1 siyah irktan biraz daha yiiksek iken, Asya kokenlilerden ise
yaklasik 4-5 kat daha yiiksektir (13,30).

2.1.3. Etiyoloji

Bazi etnik gruplarda KLL'nin goriilme sikliginin daha fazla olmasi, hastaliga
yatkinlikta genetik faktorlerin rol alabilecegi izlenimini dogurmaktadir. Benzen ve diger
kimyasal toksik maddelerin KLL gelisimi iizerine muhtemelen etkisi yoktur. Her ne
kadar tarim ve asbest sektorlerinde calisanlarda KLL. daha yiiksek oranda goriilse de,
arada anlaml bir iligki gosterilememistir. Ayrica Japonya'da atom bombas1 sonrasinda,
radyasyona maruz kalmanm KLL riskinde bir artisa yol agmadigi gosterilmistir

(2,13,23,25).

2.1.4. Patogenez
KLL, olgun B lenfositlerin malign transformasyonundan kaynaklanan bir
neoplazmdir. B-KLL hiicrelerinin proliferasyon kapasiteleri ¢ok azdir ya da yok

denecek kadar azdir. Hiicrelerin ¢ogu mitozun Gy evresindedir ve sitoplazmalarinda bol



miktarda anti-apoptotik bir protein olan bcl-2 vardir. Apoptoz mekanizmasinin
bozulmasi sonucu bu hiicreler viicutta birikirler. Bu nedenle KLL hastaliginin B
hiicrelerinin fazla c¢ogalmasindan degil, apoptoz mekanizmasinin bozulmasmdan

kaynaklandig: ileri siirtilmektedir (2,14).

KLL hiicrelerinde bcl-2, mcl-1 ve XIAP gibi antiapoptotik proteinlerin arttigi,
bax gibi pro-apoptotik genlerin ekspresyonunda azalma oldugu gozlenmistir. Apoptoz

bozuklugu nedeniyle tiimor hiicrelerinin devamli olarak birikimi s6z konusudur.

KLL’li hastalarin yaklasik yarisinda immiinglobiiliin (Ig) agir zincir degisken
bolgesinde cok sayida mutasyon mevcuttur. Immiinglobiilin agir zincir (IgVg)
genlerinde mutasyon olan hastalarda CD38 ifadesi yiiksek, mutasyon olmayanlarda ise
diisiiktiir. IgVy genlerinde mutasyon bulunan ve CD38 ekspresyonu da yiiksek olan

KLL hastalarinda, hastalik yavas seyirli ve prognoz iyidir (13,46).

KLL gelisiminden sorumlu bir kok hiicre heniiz tanimlanamamis olup KLL'de
izlenen biyolojik ve genetik degisikler, (a) IgVy mutasyon durumu, (b) apoptoz
bozuklugu, (c) genetik bozukluklar ve (d) metilasyondur.

1999 yilinda birbirinden bagimsiz iki grup tarafindan yapilan c¢alismalarla
hastalik, IgVy somatik hipermutasyonun (SHM) olup olmamasina bagli olarak klinik
seyir agisindan iki alt gruba ayrilmistir. IgVy genlerinde SHM saptanmayan hastalarin,
IgVy bolgelerinde SHM gozlenen hastalara gore daha kot seyrettikleri gosterilmistir
(27,44).

Bugiine kadar yapilan ¢calismalara ragmen KLL'nin molekiiler patogenezi heniiz
saptanamamistir. Yapilan genetik caligmalar sonucu KLL'li hastalarin %30-50'sinde
kromozomal anomaliler tespit edilmistir. En sik goriilen genetik degisiklikler sirasiyla
dell3ql4, trizomi 12, dell1q22.3, dell7pl3 ve dell3q34'tiir. KLL'li hastalardaki
kromozomal anomalilerin, hastaligin klinik seyri ile iligkisi oldugu bir¢ok caligmada
gosterilmistir. 17p13 ve 11g22.3 bolgelerinde delesyonu olan KLL'li hastalar klinik
olarak daha kotii seyrederken, 13q34 bolgesinde delesyonu olan KLL'li hastalarda klinik
seyrin daha iyi oldugu gozlenmistir (40,24,51).

Metilasyonla gen ifadesinin baskilanmasi, bazi kanser ve losemi tiirlerinde,
tiimOr baskilayici genlerin ifadesini diizenler. DAPK gibi genlerin epigenetik susmalari

KLL hastalarinin %98'inde ve ailesel KLL olgularinda mevcuttur (11,23).



2.1.5. Klinik

KLL'nin, klinik seyri ¢ok degisken olup Onceden kestirilmesi zordur. KLL'li
hastalarin c¢cogu semptomsuzdur. Hastalarin %40’inda tani, baska hastaliklarin
degerlendirilmesi veya rutin inceleme sirasinda periferik kanda mutlak lenfositozun
saptanmasi ile konur. Klinik belirti ve bulgular tanmin kondugu siradaki evreye gore
degisiklikler gosterir. Yorgunluk, halsizlik, istahsizlik, kilo kayb1 ve egzersiz
toleransimin azalmasi gibi belirtilere yol acar, ancak bunlarm hi¢ biri KLL ye 0zgii
degildir. Ates, gece terlemesi ve enfeksiyonlar baslangicta nadirdir, ama hastalik
ilerledikce daha belirgin olur. En sik rastlanan fizik muayene bulgusu
lenfadenomegalidir. Splenomegali hastalarin cogunlugunda goriliir.

Hipogammaglobulinemi ve notropeniye bagh olarak infeksiyonlarda artis vardir (10).

2.1.6. Laboratuar

Tipik KLL hiicreleri ¢ok dar sitoplazmali, kiiciik yuvarlak ya da oval niikleuslu
ve olgun goriintimlii lenfositlerdir. Kromatin yapist biraz kaba olup, kromatin
kiimelesmeleri goriilebilir. Arada biraz daha iri ve daha genis sitoplazmali lenfositler
goriiniir ki bunlara prolenfosit denir. Prolenfosit sayis1 %10'un iizerine ¢ikacak olursa
hastalik KLL/PL olarak tanimlanir. Prolenfosit sayisinin %55'in {izerine ¢ikmasi
durumunda (prolenfositik 16semi) hastaligin klinik seyri daha kotii bir hal alir. Yayma
preparatlarin hazirlanmas: sirasinda KLL lenfositlerinin bir kismi parcalanir. Bunlara
kan golgesi denilmektedir. KLL hastalarinin tipik periferik yayma goriiniimleri Sekil
2.1 ve Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Sekil 2-1: Periferik yaymada KLL hiicreleri



Sekil 2-2: Periferik yaymada KLL hiicreleri

LDH ve Ca* degerleri bazi hastalarda yiiksek olarak gdzlense de, diger rutin
biyokimya tetkiklerinde herhangi bir anormallik yoktur. Hipogammaglobiilinemi
baslangicta hastalarin az bir kisminda goriilse de, hastaligin ilerlemesiyle hastalarin
tiimiine yakininda ortaya ¢ikar. Benzer bicimde evrenin ilerlemesiyle birlikte hastalarda

Coombs testinin pozitif bulunmasi da sik gozlenir (14)

2.1.7. Evre

Bugiin i¢cin KLL’de kullanilan iki evreleme sistemi vardir. Bunlar Rai ve Binet
evreleme sistemleridir. Binet evreleme sistemi daha ¢ok Avrupa’da kullanilirken, Rai
evreleme sistemi ise A.B.D’de kullanmilmaktadir. Lenfadenopati ve kemik iligi tutulumu
evre belirlenmesinde her iki evreleme sistemi i¢in de ana kistastir. Evre ilerledikce
kemik iligi tutulumu artar. Her iki evreleme sistemi i¢in tani kriterleri Tablo 2.1 ve

Tablo 2.2°de gosterilmistir (32,49).



EVRE

Evre O

Evrel

Evre 11

Evre 111

Evre IV

KLINIK Sagkahm (ay)

Lenfositoz

Lenfositoz + Biiyiimiis lenf bezleri

Lenfositoz +biiyiimiis dalak ve/veya

karaciger (biiyiimiis lenf bezi 71

saptanmayabilir)

Lenfositoz + anemi (Hb < 11g/dl)

Lenfositoz + trombositopeni

(<100.000/ mm”)

Tedavi

izleme

Progresyon olunca

Progresyon olunca

Endike (¢cogunda)

Endike (¢cogunda)

Tablo 2-1: Rai Klinik evreleme sistemi

Evre

Evre A

Evre B

Evre C

KLINIK

Palpe edilen lenf bezi bolgesi <3

Anemi ve/ veya trombositopeni bulgusu yok

Palpe edilen lenf bezi bolgesi >3

Anemi ve/ veya trombositopeni bulgusu yok

Palpe edilen lenf bezi bolgesi >3 var veya
yok. Anemi (<10 g/dl) ve/ veya

trombositopeni (<100.000/ mm®) bulgusu var

>10

Sagkahm (yil) Tedavi

izleme

Endike
(cogunda)

Endike
(cogunda)

Tablo 2-2: Binet evreleme sistemi



2.1.8. Tam

1988’de “National Cancer Institute-sponsored Working Group (NCI-WG)” ve
“International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (IWCLL)” tarafindan tan,
evreleme ve tedaviye baslama kriterleri ortaya konulmustur. IWCLL tarafindan ortaya
konan tam kriterleri; lenfosit sayismm >10.000/ mm’, kemik iligindeki hiicrelerin
%30’undan fazlasmi lenfositlerin olusturmasi ve CDS5 pozitif B lenfositlerin tipik
fenotipik Ozelliklerinin saptanmasi olarak tespit edilmistir. Kandaki lenfosit sayisi
>10.000/mm’ ise diger iki kriterden birinin varlig1 ve ya lenfosit sayis1 10.000/ mm’'den
az ise diger iki kriterin de pozitif olmasi tani i¢in gereklidir. NCI-WG tarafindan 1996
ortaya konan tani kriterleri ise; lenfosit sayismm 5.000/mm’‘iin iizerinde olmasi, CD5
yiizey antijen pozitifligi ile birlikte en az bir B lenfosit ylizey antijeninin pozitif
bulunmas: (CD19, CD20, CD23), prolenfosit sayisinin %55'den az olmasi1 ve kemik
iligindeki cekirdekli hiicrelerin %30'dan fazlasinin lenfosit olarak bulunmasidir. NCI-
WG tarafindan tani, evreleme ve tedaviye baslama kriteleri 2008 yilinda
giincellenmistir. Buna gore, B lenfositlerin sayisi periferik kanda >5.000/mm’ olmali ve
akim sitometrik yontem ile B hiicrelerinde CD19, CD20, CD23 ile birlikte CDS5
ekspresyonu gosterilmelidir (19,30).

2.1.9. Ayiric1 Tam

Kronik KLL, diger lenfoproliferatif hastaliklardan ayirt edilmelidir. Bu ayrimda
immiinofenotiplemenin 6nemi biiyiiktiir. KLL morfolojik, genotipik ve fenotipik olarak
kiigiik hiicreli lenfositik lenfoma'dan ayrilamaz. Bu iki hastalik arasindaki ayirim
periferik kandaki lenfosit sayisi ile yapilir. Lenfosit sayis1 >5.000/mm’ ise KLL, daha az
ise kiiciik hiicreli lenfositik lenfoma olarak kabul edilir. Kiiciik hiicreli lenfositik
lenfoma belirgin lenfadenopati ile karakterize iken, KLL lenfositoz ile karakterizedir.
KLL’nin diger hematolojik hastaliklardan immiinofenotipik olarak farki Tablo 2.3 ve
Tablo 2.4’de gosterilmistir.
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E CD5-
I
o o5 [CBi0+) (cp10)
CD20+ CD20++

CD22- CD22++
Sig+/- Slg++ ety cD25-
FMC7-/+ FMC7++ +H

Mantle Cell Folikuler Tuylt Hucreli Marginal Zone)
KLL
Lenfoma Lenfoma Lenfoma Lenfoma

Tablo 2-3: CD19+ lenfositoz ayirici tanisi

Hastalik Smlg CD5 CD43 CD22 CD23 CD25 FMC7 CD103 CDl1c CD10
BKLL T T
Prolenfositik L ++ T + + T - + - '!' '!'
Waldernstrom M ++ T :" + - 'f + - '!' -
Tyl Hiicreli L ++ - + + - + + + + -
Villoz lenfositli splenik lenfoma  ++ T+ + + + + + + +
Marginal zone lenfoma ++ - T T T - + - '!' _
Mantle cell lenfoma ++ + + T - T - - '!' '!'
Folikiiler lenfoma ~+ T - + + - + - + +

Tablo 2-4: KLL'nin ayiric1 tamsinda immiinfenotip profil

2.1.10. Tedavi

KLL’de tedavi secenekleri evreleme sistemlerine gore yapilmaktadir. KLL’li
hastalarin ¢ogunlugu yashdir ve klinik seyirleri degiskendir. Erken evredeki KLL’li
hastalarda hastalik yavas bir seyir gosterdiginden tedavi hastalik ilerleyinceye kadar
ertelenir. Bunun yani sira ileri evredeki ve progresyonu olan hastalarda ise tedaviye
hemen baslanir. Hastalarda sadece lenfositoz olmasi tedaviye baslamak icin gerekce
degildir. Tedaviye baslamak i¢in gerekli endikasyonlar, halsizlik, kilo kayb1 ve gece
terlemesi gibi semptomlar, lenfosit sayisinin bir yildan az bir zamanda iki kat artig
gostermesi, lenfadenopati, splenomegali, anemi ve trombositopeni ve enfeksiyonlardir

(14,25).
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KLL 1960’11 yillardan beri alkilleyici ilaglarla tedavi edilmektedir. Bunlar kendi
basma veya kortikosteroidle birlikte verilir. Klorambusil genellikle ilk tercih edilen
kemoterapotik ilagtir. 1990’larda  purin analoglarindan fludarabin kullanilmaya

baslamustir.

Giinlimiizde KLL ve lenfoma tedavilerinde, hiicrelerinin sitoplazma
membranindaki molekiillere karsi gelistirilmis monoklonal antikorlar yaygin olarak
kullanilmaktadir. Lenfoid malignitelerde ilk kullanilan monoklonal antikor CD20’ye
kars1 gelistirilen rituksimab’tir (3,18).

Bir diger antikor olan Campath-1H (alemtuzumab) CD52’ye baglanir. CD52
ekspresyonu, KLL hiicrelerinde CD20’ye gore daha fazladir. 1k calismalarda ilacin
KLL’de etkili oldugu gosterilmistir. Ancak ilag, T hiicrelerini baskilayarak, firsatci
infeksiyonlar da belirgin artisa neden oldugu gosterilmistir. Campath-1H, periferik kan
ve kemik iligini KLL hiicrelerinden temizlemede rituksimabtan daha etkili oldugu

gozlenmistir (3,46).

2.2. Tiimor Baskilayic1 Genler

Kanserdeki temel sorun hiicre ¢ogalmasmdaki kontroliin kaybolmasidir. Hiicre
cogalmas1 da genlerin kontrolii altinda oldugundan genetik faktorler cesitli kanser
tiplerinde etkilidir. Bununla beraber, bazi kanser tiirlerinde primer faktor olarak
herhangi bir anormal gen sorumlu tutulurken diger bazi kanser tiirlerinde cevresel
faktorler sorumlu tutulmakta ve dolayisiyla kontrolsiiz hiicre ¢ogalmas: sekonder faktor
durumunu almaktadir. Hangi faktdrden meydana gelirse gelsin, tiim kanser tiirlerinin
somatik hiicrelerdeki mutasyon veya mutasyonlar sonucu olustugu, bu mutasyon veya

mutasyonlar sonucu da genin ekspresyonunun etkilendigi bilinmektedir (6).

Tiimor baskilayici genler, onkogenlerin etkilerini dengeleyen ve hiicrenin asir1
sekilde ¢ogalmasini onleyen genlerdir. Bu genler arasinda, 17p13 bolgesinde yer alan
p53 geni, 13q14 bolgesinde yer alan rbI geni, 9. kromozomda yer alan p/6 geni, 6p21
bolgesinde yer alan p2] geni gibi genler bulunmaktadir. Tiimor baskilayici genlerde,
kromozomal bir delesyon veya genin fonksiyonunu yitirmesine neden olabilecek bir
mutasyonun varligi, hiicrede kontrolsiiz bir ¢ogalmaya ve bu kontrolsiiz ¢ogalmanin

durdurulamamasina neden olur. Bunun sonucunda hiicrenin kanserlesme riski artar (17).
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[Ik bulunan tiimor baskilayict gen olan Rbl geni, 13. kromozomun uzun kolu
izerine yerlesmistir ve 27 ekzondan olusmaktadir. Rb1 geni, her hiicre tipinde eksprese
edilir. Sifreledigi protein pRb olarak gosterilir ve 928 amino asit uzunlugundadir. pRb
hiicre dongiisiinii diizenlemede anahtar bir rol oynayan niikleer bir fosfoproteindir.
Fosforile formu inaktif, defosforile formu ise aktiftir. Hiicre dongiisiinde G1—S kontrol
noktasinda gorev yapar. Aktif formu transkripsiyon faktorlerini baglar ve hiicre

dongiisiinde G1—S gecisini engeller.

Son yapilan calismalarda, pRb proteinin E2F adli transkripsiyon faktorii ile
iligkiye girerek hiicre boliinmesini onledigi gosterilmistir. Transkripsiyon faktorii E2F,
hiicre dongiisiiniin  ilerlemesi i¢in gerekli olan bazi genlerin ifadelerinin
diizenlenmesinden sorumludur. E2F, pRb’ye baglandiginda inaktiftir ve hiicre G1/S
kontrol noktasinda durur. Hiicreler bu kontrol noktasinda iken bir CDK/siklin
kompleksi olusur ve pRb’ye fosfat grubu ekleyerek E2F nin serbestlesmesini ve hiicre
dongiistiniin ilerlemesini saglar. Kanserli hiicrelerde, kromozomal delesyonlar veya
mutasyonlar sonucu Rbl geninde inaktivasyon gozlenebilir. Hiicre dongiisii iizerine

E2F ile pRb arasindaki iligki Sekil 2.3’te gosterilmistir (29).

Fosforilasyon RB-P
E2F-RB e

/

inaktif
Transkripsiyon

/\

E2F

Transkripsiyon

/ G, \/ ‘‘‘‘‘‘ . Uyarimi
s Kontrol Noktasi
Uzerinden Hiicre Dongiisii
\ / ilerlemesi
G

Sekil 2-3: Hiicre dongiisii iizerinde E2F ile Rb1 iliskisi
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pS3 tiimor baskilayict geni 17p53 bolgesindedir. pS3 proteini niikleusta bulunur
ve birgok genin transkripsiyonunu kontrol eder. Fizyolojik sartlarda yar1 omrii ¢ok
kisadir. DNA hasarinda ekspresyonu artar ve DNA'ya baglanarak bir¢cok genin
transkripsiyonunu stimiile ederek hiicre dongiisiiniin G1—S gecisini engeller. Bunu
CDK (cyclin dependent kinase) inhibitorii olan p21 yapimi arttirarak gerceklestirir.
Hiicre dongiisii durunca, DNA onarimina yardimci proteinlerin ekspresyonunu arttirir.
Eger hasar onarildiysa mdm2 geni aktive olur ve p53 fonksiyonlar1 sonlandirilir
(16,54,57). Eger hasar onarillamazsa p53 geni hasarli hiicreyi apoptoza yonlendirir. Bu
nedenle genom gardiyan: olarak da adlandirilir. Insan tiimorlerinin yaklasik %50'sinde
pS3 mutasyonu bulunmaktadir. p53 inaktivasyonuna cogu olguda edinsel mutasyonlar
neden olur. “Germ-line mutant” allel ile dogan bir bireyde Li-Fraumeni sendromu s6z
konusudur. Bu olgularda 50 yas Oncesi malignite gelisme sikligi, toplumun diger

bireylerine oranla %25 daha fazladir (4,16).

Nukleotid
deplesyonu ~ Radyasyon

Hipoksi \\. // Onkogenler
Metabolik «—— DNA Hasan

Degisiklikier
Y Telemor Kisalmasi

Is1 Soku /1

Apoptoz o p53 Yaslanma

DNA Tamiri / T Hucre déngu

durdurmasi

Sekil 2-4: p53 aktivasyonunu saglayan etmenler ve p53 fonksiyonu

Bugiine kadar yapilan caligmalarda KLL’nin molekiiler patogenezi heniiz
anlasilmamis olsa da KLL’li hastalarin %30-50’sinde kromozomal anomaliler tespit
edilmistir. Bu kromozomal degisikler bazen hastaliktaki temel bozukluk olmayip
sonradan ortaya c¢ikabilir. KLL’li hastalarda en sik gozlenen sitogenetik degisiklikler
dell1qg22, del17p13, dell3q ve trizomi 12’dir.
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2.3. Aktivasyonla Indiiklenen Sitidin Deaminaz (AID)

2.3.1. Tanim

Aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz (“activation-induced cytidine
deaminase”) (AID) geni Muramatsu ve arkadaslar1 tarafindan 1999 yilinda
kesfedilmistir. AID geni 12p13 bdlgesinde lokalizedir. 5 ekzondan olusan AID geni,
198 amino asitlik bir proteini sentezlemektedir. AID proteininin 3 boyutlu yapis: sekil
2.7°de de gosterilmistir. AID, sitidin deaminaz ailesinin bir iiyesidir ve DNA’nin
yapisinda bulunan sitozini (C) urasile (U) cevirir. AID etkisiyle sitozin’in urasil’e

deaminasyonu Sekil 2.6’te gosterilmistir (9,39,42,56).

Sekil 2-5: AID geni yerlesimi
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Sekil 2-6: Sitozin'in Urasil'e deaminasyonu

Sekil 2-7: AID protein
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2.3.2. Fonksiyon

AID geni sadece aktive B lenfositlerinde eksprese edilir. Aktivasyonu i¢in
CD40-CD40L baglantis1 ve interlokin-4 (IL-4)’e ihtiyag vardir. AID, aktive B
lenfositlerinde hem Ig afinite matiirasyonunu saglayan somatik hipermutasyon (SHM)
mekanizmasinda, hem de Ig izotip doniisiimiinii saglayan "class-swicth rekombinasyon"
(CSR) mekanizmasinda rol oynamaktadir. Bu enzimden yoksun kisilerde, izotip smif
doniisiimii gergeklesememekte ve tekrarlayan firsatci enfeksiyonlarla karakterize 2. tip

hiperimmiinoglobiilin M sendromu ortaya ¢ikmaktadir (7,35,42,45,52,56).

AID, antikor hafizast olusumu i¢in anahtar bir molekiildiir. AID, switch
bolgelerine etki ederek CSR ve degisken bolgelere etki ederek SHM’yi indiiklemek i¢in
gereklidir. Antikor hafizas1 gelisimini saglayan faktorler etkilerini, B hiicresinde, AID

ve DNA tamir enzimleri gibi faktorlerin eksprese edilmesiyle gosterirler (1,22,50).

Yapilan calismalar sonucunda AID’in tek zincir DNA’ya (ssDNA) ozgii bir
sitidin deaminaz oldugu saptanmistir. AID’in cift zincir DNA (dsDNA) ve ya DNA-
RNA hibridleri iizerinde etkisinin olmadig: goriilmiistiir (8,34).

2.3.3. Aktivasyonu Icin Gereken Yiizeyli Molekiilleri

AID geni sadece aktive B lenfositlerinde eksprese edilir. Aktivasyonu i¢in
CD40-CD40L baglantis1 ve interlokin-4 (IL-4)’e ihtiya¢ vardir. B hiicresi antijeni
tantyip uyarildiktan sonra folikiil disina dogru goc etmeye baslar. Bu sirada antijen
sunan hiicreler araciligiyla ayni antijeni taniyan T hiicresi de uyarilir, yiizeyinde CD40L
belirir ve ayn1 zamanda IL-4 iiretmeye baslar. Uyarilan bu T hiicresi de folikiillerin
kenarina dogru go¢ ederek B hiicresi ile birlesir. T hiicresinden salgilanan IL-4 B
hiicresi yiizeyinde bulunan IL-4R’{i uyararak hiicre icinde transkripsiyon faktorlerinin
uyarilmasin ve AID geninin aktiflegsmesini saglar. CD40-CD40L baglanmasi da yine B
hiicre icinde transkripsiyon faktorlerinin uyarilmasini ve AID geninin aktiflesmesini
saglar. Her iki yolda kullamilan transkripsiyon faktorleri sirasiyla NF-KB ve JAK-
STAT dir. AID aktivasyonu icin gereken yiizey molekiilleri ve sitokinler Sekil 2.8°de
gosterilmistir (1,52,56).
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CD19 CD4

cD40  cpaoL 0

Sekil 2-8: AID aktivasyonu icin gereken yiizey molekiilleri

AID aktivasyonu i¢in IL-4, CD40L gibi T hiicre etkilesimlerine ihtiyag
duyulmasma ragmen, bazi caligmalar da AID geninin ekstra vaskiiler dokulardaki
mikrobiyal antijenlere kars1 T hiicresinden bagimsiz hiimoral immiin yanit olusturan
ekstra folikiiler B hiicrelerinde eksprese edildigini ileri siirmektedir. Fakat bu goriis hala

belirsizligini korumaktadir.

2.3.4. Hiicre ici Yerlesimi

AID’in 6nemli bir kismi B hiicrelerinin sitoplazmasinda bulunur. Bunun
otesinde, B hiicreleri smif ¢cevrim rekombinasyonu i¢in uyarildiginda gerek niikleustaki
gerekse sitoplazmadaki AID diizeyleri yiikselir. AID’in yiiksek oranda B hiicrelerinin
sitoplazmasinda tutulmasinin nedeni, smif c¢evrim rekombinasyonu yada somatik
hipermutasyonu uyarmasi gerekene kadar, mutasyon yapan aktivitesini kisitlamak i¢in

olabilir (9,30,34).

2.3.5. DNA Dizileri Uzerine Etkisi

AID’nin hem SHM, hem de CSR’yi meydana getirirken hedef bolgelerde yer
alan C bazlarindan hangisini hedef aldig1 veya belli bir DNA dizisi i¢cinde yer alan bir
C’1 mi hedef aldig1 yoniinde yapilan ¢alismalar sonucu iki farkli goriis ortaya ¢ikmustir.
Bir goriise gore, AID’in belli tamima dizileri iizerine etki ettigi ve hedef bolgelerde
ozellikle 5’-WRCY-3’/ 5’- RGYW DNA dizilerinde yer alan C bazini1 hedef aldigi
diistiniilmektedir. Bu DNA dizileri i¢inde ise ozellikle 5°- AGCT -3’/ 5°- AGCT -3’
tekrar dizilerini tanidig1 ve bu bolgelerde yer alan C bazini hedefleyerek deaminasyona

ugrattig1 diisiiniilmektedir. Diger bir goriise gore ise, AID aktivitesi herhangi bir tanima
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sekansina sahip degildir. Ciinkii Ig V ya da C bolgesi herhangi bir ortak DNA dizisi
icermez. Ilaveten AID’in baglanma spesifitesinin acikligi tam olarak da

gosterilememistir (5,10,33,41).

2.3.6. Fosforilasyonu

AID aktivitesi i¢in, CD40-CD40L, IL-4 gibi molekiillerin yan: sira, hiicre i¢cinde
ekspresyonunu takiben fosforilasyon mekanizmasi ile diizenlenebilecegini gosteren
caligmalar bulunmaktadir. 198 aminoasitlik AID proteinin, serin 38 ve treonin 140
bolgeleri fosforilasyon bolgeleridir. Bu bilgiyi dogrulamak amaciyla serin 38 ve treonin
140 yerine alanin tasiyan “knock-out” fareler yaratilmistir. Serin 38 yerine alanin
tastyan mutant fare de AID, hem CSR, hem de SHM icin wild tipe gore aktivitesinin
ancak %20-30’unu gosterebilmistir. Treonin 140 yerine alanin tasiyan mutant farede de
hem CSR, hem de SHM aktivitesinde azalma gozlenirken, bu azalmanim Serin 38 yerine
alanin tastyan mutant fareden daha azdir. Bu bilgi 15181 altinda AID hiicre i¢inde
eksprese edildikten sonra fosforilasyona ugradigi gozlenmistir. Fakat bunun ne ise

yaradig1 pek anlasilamamustir (5,55).

2.3.7. N Terminal ve C Terminal Bolgeleri

AID aktivitesi ve fonksiyonlar1 iizerine yapilan son c¢alismalar, SHM ve
CSR’nin birbirinden bagimsiz siirecler oldugunu ve birbirlerinin 6nkosulu olmadiklarini
ortaya koymaktadir. SHM ve CSR’de, AID proteininin farkli domainlerinin sorumlu
olabilecegini ortaya koyan ¢alismalar mevcuttur. Buna gére AID proteinin N terminal
bolgesinin SHM’de rol alirken, C terminal bolgesinin CSR’de rol aldig: ileri
siirtilmektedir (15).

2.3.8. Splice Varyantlan
AID’in hem dogal transkriptinin, hem de birka¢ splice varyant formunun B
hiicrelerinde eksprese edildigi gosterilmistir. Bu spice varyantlarin kesin fonksiyonlari

heniiz anlagilamamustir.

2.3.9. Somatik Hipermutasyon (SHM)

Ig afinite matiirasyonu esnasinda; B lenfosit’in Ig degisken (variable)
bolgelerinde nokta mutasyonu yapan AID, antikorun antijene olan afinitesinde artig
meydana gelmesini saglayarak, antijene daha giiclii bir sekilde baglanan antikorlarin

tretilmesini  saglamaktadir. Bu sayede, ayni enfeksiyon etkeniyle yineleyen
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karsilagsmalarda organizma; antijene daha giiclii baglanan antikorlar1 sayesinde, ayni
enfeksiyon etkeninin olusturacagi etkiye karsi daha giiclii bir sekilde korunmaktadir.
Enfeksiyonun belli giinlerinde Ig V bolgelerinde meydana gelen mutasyon durumlari

Sekil 2.9’da gosterilmistir (1,43).
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Sekil 2-9: Afinite Olgunlasmasinda Meydana Gelen Mutasyon Durumu

Ig afinite matiirasyonu esnasinda AID, Ig V bolgelerinde yer alan Sitozin (C)
niikleotidini deamine ederek, bu niikleotidi Urasile (U) doniistiiriir. Bu deaminasyon
islemini takiben, eger gerekli mismatch tamir mekanizmalar1 (MMR) devreye girmeden
hemen Once, hiicre replikasyona ugrarsa deaminasyon islemi sonucu U niikleotidi
olusmus zincirin komplamenter zinciri sentezlenirken U niikleotidinin karsisina Adenin
(A) niikleotidi gelir. Replikasyon sonrasinda uygun mismatch tamir mekanizmalari
(MMR) devreye girerek replike olmus DNA iizerinde hatali kodlanmis niikleotidleri
tarar ve AID tarafindan deamine edilerek urasile ¢evrilmis niikleotidi taniyarak, bu
niikleotidi DNA yapisindan ¢ikartip, bu niikleotidin komplementer zincirinde yer alan
niikleotidi (Adenin) temel alarak, urasil'in yerine timin (T) niikleotidini bu bolgeye
getirir. Bu islem sonrasinda, AID maruziyetine ugramadan once Ig V bdlgelerinde yer
alan G:C yerine A:T degisikligi olusturularak somatik hipermutasyonun gerceklesmesi
saglanir. SHM’de daha az olarak goriilen bir diger mutasyon sekli ise AID’in Ig V
bolgesinde sitozin’i urasil’e deamine etmesinden sonra ‘“Urasil DNA Glikozilaz”
(UNG) enzimi devreye girer ve DNA’nmin yapisindaki urasil bazini yapidan koparir.

Eger hiicre bu asamadan itibaren replikasyona girerse “error-prone” tamir mekanizmasi
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devreye girer ve urasil’in koparildigi bosluga bir baz ilave eder ve SHM gerceklesmis
olur. Eger UNG enzimi etkisinden sonra hiicre replikasyona girmezse “AP-
endoniikleaz” enzimi devreye girer ve urasil’in ¢ikarildig:r bolgede bir kirik olusturur.
Daha sonra uygun tamir mekanizmalari ile bu bolgeye yeniden sitozin bazi getirilir ve
DNA ilk bastaki yapisin1 korumus fakat SHM’ye ugramamis olur. AID’in SHM’deki
rolii Sekil 2.10 ve Sekil 2.11°de gosterilmistir (21,38,43,56).
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Sekil 2-10: SHM’de AID’in rolii
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Sekil 2-11: SHM

G:C yerine A:T degisikligi ile gerceklestirilen somatik hipermutasyon islemi
sonucunda, antijene hem daha gii¢lii, hem de daha zayif baglanan antikorlar olusabilir.
Enfeksiyon organizmada devam ederken, enfeksiyona yanit veren hem ilk hiicre klonu,
hem de afinite matiirasyonuna ugramis hiicre alt klonlar1 enfeksiyon etkenine kars1 yanit

vermeye devam ederler. Enfeksiyon sonlanmaya baslayip organizmada enfeksiyon
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etkeni azalmaya basladiginda, B hiicreleri baglanabilecegi antijen bulamamaya baslar.
Antijen uyarimmdan yoksun olan B hiicreleri hiicre i¢inde aktiflesen apoptoz
mekanizmalar1 ile Oliirler. Bu sekilde, enfeksiyon sonlanirken ona yanit veren B
hiicrelerinde, apoptoz mekanizmas1 1ile saymin azalmast ve enfeksiyonun
sonlandirilmasi gerceklestirilir. Bu islem sirasinda ortamda az bulunan antijeni baglama
olasiligi, afinite matiirasyonu gerceklestirmis ve antijene daha giiclii baglanan antikora
sahip hiicrelerde daha fazla olacagindan, somatik hipermutasyon ile afinite matiirasyonu
kazanmis hiicrelerin hayatta kalma ve enfeksiyon bitimi ile birlikte hafiza hiicrelerine
doniisme sans1 daha yiiksek olacaktir. Naif B hiicresinin yiiksek afiniteli B hiicresine

doniisiimii Sekil 2.12°de gosterilmistir (1,35).
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Sekil 2-12: Naif B Hiicresinin Yiiksek Afiniteli B hiicresine Doniisiimii

2.3.10. izotip Siif Déniisiimii (CSR)

Ig izotip doniisiimii esnasinda, AID Ig "Constant" sabit (C) bolgelerinde yer alan
sitozinleri deaminasyona ugratarak urasile (U) cevirir ve DNA kirilma bolgeleri i¢in
hedef noktalar1 olusturur. Bu sayede IgM sinif1 antikorlarm diger Ig smifi antikorlara

(IgM—IgG, IgA, IgE) doniisiimii saglanir. Ig izotip doniisiimii sayesinde antikorlarin,
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farkli enfeksiyon etmenlerine karsi daha hizli ve etkili yanit olusturabilecek Ig

siiflarma  doniisiimii  gerceklestirilmis olur. Izotip doniisiimiinii Sekil 2.13’de

gosterilmistir (53,56).
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Sekil 2-13: Ig Izotip Doniisiimii

Ig izotip doniisiimiinde B hiicresi, T hiicresi ile CD40-CD40L baglantis1 kurar
ve bu baglanti ile B hiicre i¢cinde NF-«xB sinyal yolu aktiflenir. Ayrica ortamda yer alan
uygun sitokinler yardimiyla B hiicre i¢cinde JAK-STAT sinyal yolu da aktiflenir. Bu
sinyal yolaklar1 sayesinde AID geni ekspresyonu saglanmakta ve AID enzimi aktif hale
gecmektedir. Aktif hale gecen AID enzimi, izotip doniisiimiinde Ig C bolgelerinde yer
alan sitozinleri deamine ederek, bunlarin urasile doniisiinii gerceklestirmektedir. Bu
deaminasyon islemi genellikle Ig C bolge lokuslarinda gerceklesmektedir (Cp,Ca,Cy).
AID enzimi bu bolgelerde yer alan sitozinleri deamine ederek, bu bolgelerin UNG
(Urasil DNA glikozilaz) enzimi tarafindan taninmasimni saglar. UNG enzimi, bu urasil
bolgelerini taniyarak buralarda yer alan urasilleri DNA bdolgesinden ¢ikartir. Urasilin
hedef bolgeden ¢ikarilmasmi takiben bu bolgeler, Apirimidinik Endoniiklez (APE)
enzimi tarafindan kesilir. Cp ve diger C bolge lokuslarinda DNA kiriklar1 olusturulur.
Bu kiriklar sonucu Cp bolgesi ve arada kalan diger bolgeler loop formu olusturularak
ortamdan uzaklastirilirken diger C gen bolgesi Cp yerine baglanarak izotip doniisiimiin
gerceklesmesi  saglanir. AID’in, CSR’deki rolii Sekil 2.14’da  goOsterilmistir
(1,21,26,34,47,56).
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Sekil 2-14: CSR’de AID’in rolii

2.3.11. AID Hastahk Iliskisi

AID geni lizerinde daha once yapilmis olan ¢aligmalar sonucunda, KLL'de
immiinglobiilin agir zincir degisken bolgesinde (IgVy) somatik hipermutasyonun olup
olmamasma bagl olarak hastalik klinik seyir agisindan iki alt gruba ayrilmistir. IgVH
genlerinde somatik hipermutasyon saptanmayan KLL'li hastalarin, IgVy bolgelerinde
somatik hipermutasyon gozlenen KLL'li hastalara gore daha kotii klinik seyre sahip

olduklar1 bilinmektedir (30,45).

Son yillarda KLL’li hastalarda AID ekspresyon diizeyi iizerine arastirmalar
yapilmistir. Bu arastirmalar neticesinde KLL’li hastalarda bu genin ifadesinde saglikl
bireylere gore anlamli artislar saptanmistir. Hastalar da evrenin ilerlemesiyle beraber

AID ekspresyonunda anlamli artislar oldugu gosterilmistir (20,39,45).

IgVu bolgelerinde somatik mutasyon olan hastalarda AID ekspresyonunun ¢ok
az veya hi¢ olmadig1 gozlenirken, IgVy bolgelerinde somatik mutasyon olmayan
hastalarda AID ekspresyonunun daha fazla oldugu goriilmiistiir. IgVy bolgelerinde
somatik mutasyon olmayan ve AID ekspresyonu yiiksek olan hastalarda prognozun

diger hastalardan daha kotii oldugu gozlenmistir.
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Bununla birlikte AID geni iizerine son yillarda yapilan bazi ¢aligmalarda, AID
enziminin sadece IgVy ve Ig C bolgelerinde degil, ayni zamanda diger non-
immiinglobiilin genlerde de mutasyonlara ve kiriklara yol acabilecegi ortaya konmustur

(44,48).

AID mutasyonlarinin hedefi Ig genleriyle smirlanmamistir, tahminen birkag
proto-onkogen mutasyona ugrar ve AID eksprese eden B hiicreli tiimorlerde Ig
lokusuyla transloke olur. Tiimor gelisimi icin kritik olan IgH-Myc gibi kromozomal
translokasyonlarin  gerceklesmesi icin  AID gerekliligi AID-yoksun farelerde
gosterilmistir (28,47,53).

Ozellikle AID" knock-out fareler iizerinde yapilan ¢calismalar sonucunda, Burkitt
lenfoma gelisiminde rol alan IgH/c-myc translokasyonlarinda, bu enzimin aktif rol
oynayabilecegini ortaya koyan calismalar mevcuttur. Yine Helicobacter pylori'nin
neden oldugu enfeksiyona baglh olarak ortaya c¢ikan mide kanserlerinde p53
mutasyonlarindan AID enziminin sorumlu olabilecegini ortaya koyan caligsmalar
mevcuttur. Bazi AID enzimi izoformlarinin, ber/abl translokasyonu bulunan hastalarda
daha fazla eksprese edildigi ve bu enzim izoformlari ile hastalik olusumunda rol alan
ber/abl translokasyonlar1 arasinda da iligki oldugunu ortaya koyan calismalar

bulunmaktadir (28,36,37,53).

[laveten transgenik sistemlerde cesitli organlarda AID’in asir1 ekspresyonu gen
mutasyonlar1 ve translokasyon sikligiyla tiimor gelisimine neden olmaktadir. Hayvan
modellerinde B hiicreli tiimor gelisimi insidansi, AID yoklugu sartlar1 altinda azalmistir.
Iiging olarak philadelphia kromozomu tarafindan kodlanan bcr-abll kinaz AID
ekspresyonunu indiikleyebilir ve daha kotii prognoza sahip ALL olusmasina neden
olabilir. Cesitli B hiicreli lenfoma ve l6semilerde AID ekspresyonu ¢alismalari, AID
ekspresyonu ile kotii prognoz arasindaki iligkiyi gostermistir. Ortak sonuglar
gostermistir ki, tiimorgenezisde AID gereklidir ve AID, B hiicreli lenfoma ve 16semili

hastaligin prognozunu etkiler (28,31,41),

AID ekspresyonunu aktive B hiicresinde sinirlandirilmasina ragmen, bircok
hiicre tipinde kazara salman AID ve takip eden DNA hasarlar1 rapor edilmistir ve
onerilmektedir ki AID daha genis hiicre cesidinden kaynaklanan tiimor gelisimini
etkileyebilir. Hem virlis ya da bakteri enfeksiyonuyla hem de proinflamatuar

sitokinlerin stimulasyonu, AID gen ekspresyonunu indiikleyebilir. EBV viriis
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infeksiyonu, hiicrese]l CD40 talidi yapan LMP-1 viral protein yoluyla AID
ekspresyonunu indiikleyebilir. Abelson murine 16semi viriis (Ab-LMV) tarafindan

kemik iligi enfeksiyonu B hiicrelerinde AID ekspresyonunu indiikleyebilir (41).

Ayrica bazi epitelyum hiicreleri, AID indiiksiyonuna meyillidirler. Endo ve ark.
TNF-a tedavisi ve/veya HCV genom transenfeksiyonu insan hepatositlerinde AID’i
indiikledigini bulmuslardir. Dikkat cekici sekilde gastrik kanser gelisimine neden olan
H.pylori enfeksiyonu, AID ekspresyonunu indiikler ve gastrik epitelyum hiicrelerinde
pS3 tiimor siipresdr geninde mutasyonlara sebep olur. Bu da AID ekspresyonu ile

bakteri enfeksiyonu arasinda iligkiyi ortaya koyar (36,37,41).

AID’in, cesitli lenfoproliferatif hastaliklarda kromozomal translokasyonlara
neden olabilecegini ve hastaligin klinik seyrini etkileyebilecegini ortaya koyan
caligmalar bulunmaktadir. KLL gelisiminde en ©Onemli Ozelliklerden biri, KLL
hiicrelerinin ~ apoptoz =~ mekanizmalarindan  kurtularak,  hiicre = Oliimlerinin
gerceklesememesi ve yogun hiicre birikimidir. KLL'li hastalarinin bir boliimiinde,
apoptoz mekanizmasinda rol oynayan ozellikle 17p13, 11922.3 ve 1334 kromozom

bolgelerinde delesyonlarin varligi gézlenmektedir (45).

Cesitli lenfoproliferatif hastaliklarda translokasyonlar i¢in kirilma bolgeleri
olusturdugu diisiiniilen AID enziminin, KLL'li hastalarda, hastaligin klinik seyri ile
iligkili 17p13, 11922.3 ve 13q34 DNA bolgelerinde kirilma noktalar1 olusturabilecegi
ve KLL'li hastalarda goriilen bu bolgelerin delesyonlarmmdan AID geninin sorumlu
olabilecegi diislintilmiistiir. Bu ¢alismada 17p13, 11q22.3 ve 13q34 delesyonu olan ve
olmayan KLL'li vakalarda AID gen ekspresyon diizeyleri arastirilarak, bu delesyonlar

ile AID gen ekspresyon diizeyi arasindaki iliski kurulmaya calisilmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalar

Calismamizda Eyliil 2010 ve Mart 2011 tarihleri arasinda istanbul Tip Fakiiltesi
I¢c Hastaliklar1 AD Hematoloji polikliniginde goriilen 44 KLL hastas1 dahil edilmistir.
50 saglikli erigkin ile kontrol grubu olusturulmustur. Calisma grubundaki hastalara,
cevre kanmdaki morfolojik olarak olgun goriiniimlii ve immiinofenotipik olarak CDS5 ve
CD19 ifade eden lenfosit sayisinn 5 x 10°/mm’‘iin iizerinde olmasi ile KLL tamis
kondu.

Rutin incelemeler sirasinda Flouresan in Situ Hibridizasyon (FISH) teknigi ile
17p13, 11922.3, 13ql4 ve 1334 bolgelerinin analizi yapilmis ve bu bolgelerde

delesyonu olan ve olmayan hastalar calismaya dahil edildi.

3.2. Metod

KLL hastalar1 ve saglikl eriskin kontrol grubununun periferik kan drneklerinden
oncelikle total RNA izolasyonu yapildi. Daha sonra bu 6rneklerden cDNA elde edildi.
Hedef gen (AID) ve referans gene (HPRT1) ait primer ve problar kullanilarak Q RT-
RCR (ger¢cek zamanh kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu) ile hedef ve referans gene

ait cDNA’lar cogaltildi. Genlerin ekspresyon diizeyleri dl¢iilerek kaydedildi.

3.2.1. Total RNA izolasyonu
Hasta ve kontrol grubundan elde edilen periferik kanlardan High Pure RNA
izolasyon kiti (Roche) kullanilarak kitin prosediiriinde belirtildigi sekilde total RNA

izolasyonu gerceklestirildi.
1. Her hasta icin iicer tane 1,5 ml’lik eppendorf tiipii hazirland1.

2. Her tiipe 600 pl hasta kani konuldu.

3. Tiiplerin her birine eritrositleri parcalamak i¢cin 800 pl “lysis buffer” (LB)
ilave edildi. Tiipler calkalanarak karistirildi.

4. LB’nin etki etmesi i¢in Ornekler 15 dakika inkiibe edildi.

5. Ornekler 2000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

6. Santrifiijden c¢ikan tiiplerdeki siipernatant kisimlar pipet yardim ile

ortamdan uzaklastirildi. Tiiplerin dibinde 16kositler kalda.
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Her hasta i¢in hazirlanan ii¢ eppendorf tiipiin dibinde yer alan lokositler,
pipet ile tek bir tiip i¢ine toplandu.

Tek tip icine toplanan lokositlerin tizerine 1000 pl LB ilave edildi.
Ortamdaki 16kositleri tiipiin dibinden kaldirmak i¢in tiipler ¢alkalandi.

2000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant kisimlar1 dokiildii.

Tiiplerin tizerine 500 pl LB ilave edildi. Tiipler ¢alkalandi.

2000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

Tiipler santrifiijden ¢ikarildi. Stipernatant kisimlar1 dokiildii.

Peletlerin tizerine 200 pl LB ilave edildi ve calkalanda.

Lokositlerin  hiicre zarinda yer alan hidrofilik ve hidrofobik kisimlari
birbirinden ayirarak hiicre zarini1 yok etmek icin tiiplere 400 pl lysis/binding
buffer ilave edildi. Tiipler calkalandi.

Ornekler 1 dakika inkiibe edildi.

Tiipler 1-2 dakika “vorteks”lendi (Vorteks sonrasinda tiipler i¢inde pihti
olustugunda, pipet yardimu ile piht1 ortamdan uzaklastirildy).

Ayr bir “stand”e hasta basina 2 tane alt tiip koyuldu. Birinci alt tiiplerin
icine elektriksel alan yaratarak niikleik asitleri tutan pozitif yiiklii filtreli tiip
konuldu.

Vorteks sonrasinda 1,5 ml’lik eppendorf tiipiin i¢indeki karisim pipet
yardimu ile alarak filtreli tiipiin i¢ine yavasca ilave edildi.

Ornekler 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Alttaki tiip atildi. Filtreli tiipler ikinci alt tiipe konuldu.

Orneklerde bulunan DNA’y1 parcalamak icin bir eppendorf tiipiin icine hasta
basina 10 pul DNaz ve 100 ul DNaz inkiibasyon tamponu konuldu.

Filtreli tiipiin i¢ine hazirlanan karisimdan 110 pl ilave edildi.

Ornekler 15 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 her tiipe 500 pl yikama soliisyonu olan “wash buffer”
(yikama tamponu) ilave edildi.

Ornekler 8000 rpm’de bir dakika santrifiij edildi.

Alt tiiplerin i¢inde biriken soliisyonlar dokiildii.

Filtreli tiiplerin tizerine 600 pl ikinci yikama soliisyonu olan “wash buffer II”

ilave edildi.
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29. Ornekler 8000 rpm’de bir dakika santrifiij edildi.

30. Alt tiipler i¢indeki soliisyonlar dokiildii.

31. Tipler 13000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

32. Ayrn bir stand’e her hasta icin bir tane 1,5 ml’lik eppendorf tiip konuldu.

33. Santrifiijden c¢ikan Orneklerin alt tiipleri atildi. Filtreli tiipler 1,5 ml’lik yeni
eppendorf tiipler i¢ine konuldu.

34. Her tiipe pozitif yiikli filtreye baglanan negatif yiikli DNA’y1 filtreden
koparip stizmek i¢in filtrenin elektriksel alanin1 bozan eliisyon soliisyondan
50 ul konuldu.

35. Ornekler 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

36. Filtreli tiipler atild1.

37. Elde edilen Orneklerin RNA yogunlugu Nanaodrop’ta spektrofotometrik
olarak ol¢iildii.

3.2.2. RNA Yogunlugunun Olciimii
Hasta ve kontrollerden elde edilen RNA’larin, cDNA sentezi Oncesinde
yogunluklar1 NanoDrop 2000c (Thermoscientific) ile spektrofotometrik olarak odl¢iildii.
Olgiim 6ncesinde blank olarak elution soliisyonu kullanildi. 2 pl elution buffer
Nanodrop’ta oOlciildii, sonraki Ol¢timler i¢in cihaz ayarlandiktan sonra izole edilen
RNA’lardan 2 pl almip Nanodrop’a konuldu. Hazirlanan 6rnegin 230, 260 ve 280 nm
dalga boylarindaki optik dansitesi 6lciildii ve konsantrasyonlar1 hesaplandi. Ornekler -

80°C’de sakland1.

3.2.3. cDNA Sentezi

Kontrol ve hastalara ait RNA orneklerinden cDNA elde etmek i¢in ticari bir kit
Fermentas, RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) kullanildi ve islemler,
tretici firmanin Onerdigi sekilde gerceklestirildi. 20 pl’lik sentez reaksiyonu igin

eklenen bilesenler, miktarlar1 ve hazirlanma sekli Tablo 3.1 ’de verildi.

Total RNA 1pg
Oligo(dT) primer 1ul
Niikleazsiz steril su 11 pl’ye tamamlanacak kadar

Toplam Voliim 11w
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Tablo 3-1: cDNA sentez bilesenleri

Hazirlanan Ornekler icinde olusabilecek gerek RNA-RNA hibridlerini gerek
RNA’nin kendi iizerinde olusabilecek katlanmalarini engellemek ve saf tek zincir RNA

elde etmek i¢in drnekler therml cycler cihazinda 65°C’de 5 dakika bekletildi.

Bu islemden sonra cihazdan cikarilan her bir Ornegin iizerine Tablo 3.2°de

gosterilen karisimdan 9 pl ilave edildi.

5X Reaction Buffer 4 ul

10 mM dNTP Mix 1ul
M-MuLV Reverse Transcriptase 2 ul
Ribolock RNase Inhibitor 2ul
Total Voliim 9 ul

Tablo 3-2: cDNA sentez bilesenleri -2

Hazirlanan 6rnek tiipleri cDNA sentezi igin 65°C’de 5 dakika, 37°C’de 60
dakika ve 70°C’de 5 dakika thermal cycler cihazinda tutuldu.

3.2.4. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Hedef gen olan AID geninin periferik kandaki anlatim diizeyini belirlemek i¢in
AID DNA’sma 6zgiin primerler (TGGACACCACTATGGACAGC ve GCGGACATTT
TTGAATTGGT) ve FAM (6-karboksifloresein) isaretli prob, ‘Probe Finder 2.45”
yazilimi ile tasarlandi (ENST00000229335) ve sentezlettirildi. Referans gen
Hipoksantin fosforiboziltransferaz 1 (HPRT1) i¢cin de primer (GACCAGTCAACAGG
GGACAT ve GTGTCAATTATATCTTCCACAATCAAG) ve prob tasarlanip
sentezlettirildi. (ENST00000298556.7)

Tablo 3.3 ’te belirtilen PZR bilesenleri ile hazirlanan 20 pl’lik reaksiyon
karisimi Tablo 3.4°de verilen cogaltim programi ile “LightCycler 480” (Roche) cihazi

kullanilarak uygulandi.
PZR Bilesenleri Voliim
Su 4 ul
Light Cycler 480 Probes Master 10 pl

Real Time Ready Assay 1ul
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cDNA Sul
Total Voliim 20 pl

Tablo 3-3: PZR bilesenleri

Program Tiirii Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
[k denatiirasyon 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 10 saniye
Baglanma 60 30 saniye 45
Uzama 72 1 saniye
Soguma 40 30 saniye 1

Tablo 3-4: PZR dongiileri

Her deneyde, yaklasik miktarlar1 Onceden bilinen kontrol cDNA’lar1 da
kullanilarak PZR verimi hesaplandi. Hedef (AID) ve referans gene (HPRTI1) ait
cogaltilan cDNA’larin miktar degerlendirmesi yapilip farklilik oranlari nicel olarak
ortaya koyuldu.

3.2.5. Gen Anlatim Diizeylerinin Tespiti

cDNA’ lar1 elde edilmis olan genlerin anlatim diizeylerindeki degisiklikler
Tagman hidroliz problari kullanilarak RT-PZR yontemi ile ve LC480 cihazinda (Light
Cycler ® 480 Real-Time PCR System, Roche Applied Science, Istanbul-Turkey)
incelenmistir. Gen anlatimlarindaki degisimleri inceleyebilmek i¢in kullanilan RT-PZR
yontemi i¢in Oncelilkle iki farkli karigim bulunmaktadir. Bunlardan birincisi Primer-
Probe Mix olan ve i¢inde bir gen i¢in secilen iki primeri ve bunlarla iligkili olan floresan

1s1ma vereen hidroliz probu iceren karigim. Digeri ise master mix olarak bilinen ve
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icinde bir PZR i¢in gerekli olan Mg, dNTP ve Buffer iceren karigim. Her bir PZR
reaksiyonu i¢in 96 kuyu iceren plaklar kullanild1.

3.2.6. Istatistiksel Analiz
Verilerin istatiksel degerlendirmesinde Mann-Whitney U, Unpaired-t ve Anova
testleri kullanildi. P degerinin 0.05’ten kiiciik olmasi istatiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda Eyliil 2010 ve Mart 2011 tarihleri arasinda Istanbul T1p Fakiiltesi
I¢c hastaliklari A.D Hematoloji polikliniginde tedavi goéren 45 KLL hastas1 dahil
edilmistir. 50 saglikli eriskin ile kontrol grubu olusturulmustur. KLL hastalarinin
medyan yas1 61 (42-73) olarak bulundu. Kontrol grubunun medyan yasi 38 olarak
bulundu. KLL’li hastalarin 25’1 (%55) erkek, 20’si (%45) kadindi. Kontrol grubunun
25’1 erkek (%50) ve 25’1 (%50’si) kadind1. Binet evrelemesine gore 33 hasta (%73) A, 4
hasta (%9) B ve 8 hasta (%18) C evresindeydi. Rai evrelemesine gore ise 21 hasta
(%47) O, 10 hasta (%22) 1, 6 hasta (%13) Rai II, 5 hasta (%11) III ve 3 hasta (%7) IV

evresindeydi.

Hasta Sayis1 %
Cinsiyet
Kadin 20 45
Erkek 24 55
Binet Evre
Evre A 33 73
Evre B 4 9
Evre C 7 18
Rai Evre
Rai 0 21 47
Rail 10 22
Rai II 6 13
Rai III 5 11
Rai IV 2 7

Tablo 4-1: KLL'li hastalarin klinik 6zellikleri
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Hasta sayis1
Del p53 5
Del 11q22.3 4
Del 13q14 16
Del 13q34 4
Delesyonu Olmayan 22

Tablo 4-2: KLL'li hastalarin sitogenetik durumlari

Calismamizda hem KLL’li hastalarin, hem de saghkli kontrollerin hedef gen
olan AID ve kontrol gen olan HPRT1 gen ekspresyon diizeyleri es zamanl kantitatif
RT-PCR cihaz1 ile 0Olgiildii. Elde edilen sonuclarin degerlendirilmesinde en sik
kullanilan yontemlerden biri olan karsilastirmali Ct metodu ile bir internal kontrol
(HPRT1) kullanilarak PCR’1n iistsel fazinda amplifikasyonlar karsilastirilarak gen ifade

diizeyleri yorumland1.

4.1. Hasta — Kontrol Grubu
Calismaya alman 44 KLL’li hasta ile 50 saglikli kontrol arasindaki AID

ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark

bulunamadi. (p: 0,2967)

0.054

0.044

0.034

0.024

AID Ekspresyon

0.014

0_00 1 IIIIII'IIIIII
KLL Hasta Kontrol

Tablo 4-3: KLL'li hasta - kontrol grubu AID ekspresyon farki
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4.2. Delesyonu Olmayan Hasta — Kontrol Grubu
Calismaya aliman 44 KLL’li hastadan delesyonu olmayan 22 hasta ile kontrol

grubu arasimndaki AID ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi ( p: 0,1652).

0.034
=
(=
Z» 0.024
g
&
2
=
2 0.014
<

0.00

Delesyon Ne gatif Kontrol
KLL Hasta

Tablo 4-4: Delesyonu olmayan hasta - kontrol grubu AID ekspresyon farki

4.3. Delesyonu Olan Hasta — Kontrol Grubu
Calismaya alinan 44 KLL’li hastadan delesyonu olan 22 hasta ile kontrol grubu

arasindaki AID ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlaml fark bulundu ( p: 0,0006).

p: 0,0006

AID Ekspresyon

Deles yoln Pozitif Kontrol

KLL Hasta

Tablo 4-5: Delesyonu olan hasta - kontrol grubu AID ekspresyon farki
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4.4. 17p53 Delesyonu Olan— Delesyonu Olmayan Hasta — Kontrol Grubu
Calismaya alinan 44 KLL’li hastadan p53 delesyonu olan 5 hasta ile kontrol

grubu arasimndaki AID ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. (p: 0,0008). p53 delesyonu olan 5 hasta ile
delesyonu olmayan 23 hasta arasindaki AID ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p:0,0424).

p: 0,0424
p: 0,0008

0.204
S 0.15-
7
£
=
Z 0.10-
=
=
<€ 0.05-

e e

= 1 1
del p53 (+) Delesyonu Olmayan  Kontrol
Hasta Hasta

Tablo 4-6: p53 delesyonu olan — delesyonu olmayan hasta - kontrol Grubu

4.5. 11q22.3 Delesyonu Olan — Delesyonu Olmayan Hasta — Kontrol Grubu
Calismaya alinan 44 KLL’li hastadan 11q22.3 delesyonu olan 4 hasta ile kontrol

grubu arasindaki AID ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. ( p: 0,0047) 11g22.3 delesyonu olan 4 hasta ile
delesyonu olmayan 22 hasta arasindaki AID ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlam siirinda bulundu (p: 0,0815).

0.15- p: 0,0815
p: 0,0047

= —

3

2 0.104

L

&

=

=

2 0.05-

<

T
del 11q(+)  Delesyonu Olmayan Kontrol
Hasta Hasta

Tablo 4-7: 11q22.3 delesyonu olan — delesyonu olmayan hasta - kontrol grubu
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4.6. 13q34 Delesyonu Olan — Delesyonu Olmayan Hasta — Kontrol Grubu
Calismaya alinan 44 KLL’li hastadan 13q34 delesyonu olan 4 hasta ile kontrol

grubu arasimndaki AID ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi. (p: 0,9473) 13q34 delesyonu olan 4 hasta
ile delesyonu olmayan 22 hasta arasindaki AID ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p:0,6395).

0.034
; —
£ 0.024
g o
&
= :
2 0.01-
< Faaaa e aa

I:.:I:-:.:I:-:.:
o.ool B pobiiiie .

T
Del 13934 (+) Delesyonu Olmayan Kontrol
Hasta Hasta

Tablo 4-8: 13q34 delesyonu olan — delesyonu olmayan hasta - kontrol grubu

4.7. 13q14 Delesyonu Olan — Delesyonu Olmayan Hasta — Kontrol Grubu
Calismaya alinan 44 KLL’li hastadan 13q14 delesyonu olan 16 hasta ile kontrol

grubu arasindaki AID ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. (p: 0,0003) 13q14 delesyonu olan 16 hasta ile
delesyonu olmayan 22 hasta arasindaki AID ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p: 0,0255).

p: 0,0003

S 0.064

>

3

[=9

2 0.04-

=

Q

< 0.02- |

0.00 I I

T
) Delesyonu Olmayan  Kontrol
Hasta Hasta

Tablo 4-9: 13q14 delesyonu olan — delesyonu olmayan hasta - kontrol grubu
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4.8. Binet Evre Ssistemine Gore Hasta Gruplarimin Karsilastirilmasi

Calismaya alinan 44 KLL’li hasta Binet evreleme sistemine gore siiflandirilan
(evre A: 33 hasta, evre B: 4 hasta, evre C: 7 hasta) hastalar arasindaki AID ekspresyon
diizeyi karsilastirildi. Evreler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamad: (p:
0,1827). Evre A’daki hastalar ile Evre B’deki ve Evre C’deki hastalar arasinda arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligki bulunamadi. (Strasiyla p: 0,5089, p:0,1214) Evre B’de

ki hastalar ile Evre C’deki hastalar arasinda istatistiksel olarak anlaml iligki bulunamadi

(p: 0,1091).

0.08-
£ 0064
>
<
2 —
2 0.04+
=
= e
< 0.02-
peCe e Ce e el
—_
0.00 i i T 1
Ewvre A Ewre B Ewre C

Tablo 4-10: Binet evre sistemine gore hasta gruplar1 arasindaki AID ekspresyon farki

4.9. Rai Evre Sistemine Gore Hasta Gruplarimin Karsilastirilmasi

Calismaya alinan 44 KLL’li hasta Rai evreleme sistemine gore siniflandirilan
(evre 0: 21 hasta, evre I: 10 hasta, evre II: 6 hasta, evre III: 5 hasta, evre IV: 2 hasta)
hastalar ile 50 saghikli kontrol arasindaki AID ekspresyon diizeyi karsilastirildi. Evreler

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p: 0,1785).

0.15-
=
[=]
2. 0.10-
g
2
2
=
2 0.05- e
- - e
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Evre 0 Ewre I Evre II Evre I Ewre IV

Tablo 4-11: Rai evre sistemine gore hasta gruplarimn karsilastirilmasi



37

S. TARTISMA

B-KLL kuzey yarim kiirede en sik goriilen 16semi tipidir. Hastalik monoklonal
B hiicrelerinin kemik iligi ve periferik kanda birikimiyle karakterizedir. Hastalik, B-
KLL hiicrelerinin asir1 cogalmasmdan degil bozulmus apoptoz mekanizmalar1 sonucu

hiicrelerin GO/G1 fazinda durarak birikimiyle karakterizedir (2,40).

KLL’nin klinik seyri oldukca degisken olup onceden tahmin edilmesi zordur.
Hastalarin biiyiik bir kismina erken evrede tami konulmaktadir. Erken evrede tani

konulan hastalar genellikle tedavi edilmezler. Diger hastalarda ise tedavi uygulanir (30).

Erken evredeki hastalarin belli bir boliimiinde hastalik hizla ilerlemekte ve
tedaviye gereksinim duyulmaktadir. Erken evredeki hastalarin hangisinde prognozun
kotiiye gidecegi ve tedaviye ne zaman baslamak gerektigi 6nemlidir. KLL’de kullanilan
Rai ve Binet evreleme sistemleri prognoz agisindan bilgi vermekle birlikte sonraki
klinik seyir acisindan gruplamada yetersizdir. Bu sebeple KLL’de evreleme sistemleri
disinda yeni prognoz kriterlerinin saptanmasi oluk¢a 6nemli bir yer teskil etmektedir

(20,40).

IgVy mutasyon durumu, CD38 ekspresyonu, ZAP-70, B2 mikroglobiilin ve
sitogenetik degisiklikler prognoz takibinde yeni kriterler olarak kullanilmaktadir. Klinik
evreden bagimsiz olarak IgVy mutasyon durumu bunlarin i¢inde en iyi belirte¢ olarak
goziikmektedir. IgVy genlerinde mutasyon olan hastalarda ortalama sagkalim yaklasik
25 sene iken, mutasyon gozlenmeyen hastalarda bu siire ortalama 8 yildir. Bu yeni
kriterler prognozun takibinde kullanilmalarina karsin tek baslarma kesin bir belirte¢

degillerdir (20).

AID sadece aktive B lenfositlerinde eksprese edilen bir gendir. AID, antikor
hafizasi olusumu icin anahtar bir molekiildiir. AID, “switch” bolgelerine etki ederek

CSR ve degisken bolgelere etki ederek SHM'yi indiiklemek icin gereklidir (7,52).

Bugiine kadar yapilan caligmalar da AID ekspresyonunun KLL’li hastalarda
anlamli sekilde arttig1 saptanmistir. Ileri evredeki hastalarda bu genin ifadesinin erken
evredeki hastalardan daha fazla oldugu yoniinde yeni bulgular bulunmaktadir. IgVy
mutasyonun olup olmamasina bagh olarak hastalik klinik seyir agisindan iki alt gruba

ayrilmistir. IgVy genlerinde somatik hipermutasyon saptanmayan hastalar, IgVy



38

bolgelerinde somatik hipermutasyon goriilen hastalara gore klinik olarak daha koti
seyreder. IgVy bolgelerinde somatik mutasyon olan hastalar da AID ekspresyonunun
cok az veya hi¢c olmadig1 goriiliirken, IgVy bolgelerinde somatik mutasyon olmayan
hastalarda AID ekspresyonunun daha fazla oldugu goriilmiistiir. IgVy bolgelerinde
somatik mutasyon olmayan ve AID ekspresyonu yiiksek olan hastalarda prognozun
diger hastalardan daha kotii oldugu gozlenmistir. Bu bulgular esliginde AID’in KLL’de
kotii bir prognostik faktor olabilecegi diistiniilmiistiir (30,45).

Son yillarda AID enziminin sadece IgVy ve Ig C bolgelerinde degil, ayni
zamanda diger non-immunoglobulin genlerde de mutasyonlara ve kiriklara yol
acabilecegi ortaya koyan calismalar bulunmaktadir. Ozellikle, 2004 yilinda Ramiro ve
arkadaslarinm , 2008 yilinda Robbiani ve arkadaslarmin yaptiklar1 “knock-out”
transgenik hayvan caligmalar1 sonucunda IgH/myc translokasyonlar: i¢in AID’in gerekli
oldugu gosterilmistir. Bu bulgulara gére, AID geninin hedefi sadece Ig genleriyle smirli
degildir. Tahminen birka¢ proto-onkogen de mutasyona ugrar ve AID eksprese eden B

hiicreli tiimorlerde Ig lokusuyla transloke olur (47,48).

Helicobacter pylorimin neden oldugu enfeksiyona bagli olarak ortaya c¢ikan
mide maltomalarinda p53 mutasyonlarindan AID enziminin sorumlu olabilecegi 6ne

stiriilmiistiir (36).

2011 yilinda Liu ve arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada bcr/abl translokasyonlari ile
AID ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski oldugunu ve AID ekspresyonunun bcr/abl
translokasyonu bulunan hastalarda daha fazla eksprese edildigini ve daha kotii prognoza

sahip hastalik olusumuna neden olabilecegini gostermislerdir (33).

Hayvan modellerinde B hiicreli tiimor gelisimi insidansi, AID yoklugu
durumunda azalmistir. Cesitli B hiicreli lenfoma ve l6semilerde AID ekspresyonu
caligmalari, AID ekspresyonu ile kotii prognoz arasindaki iliskiyi gostermistir. Ortak
sonuglar, timorgenezisde AID enziminin gerekligi oldugu ve AID’in, B hiicreli lenfoma

ile 16semi hastaliginin prognozunu etkiledigi yoniindedir (28,31,41).

KLL’li hastalarda ozellikle 17p13, 11q22.3, 13ql4 ve 13q34 bolgelerinde
delesyonlar vardir. Bu genetik degisikliklerin neden(ler)i heniiz net olarak ortaya

konamamustir.
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Delesyon tipleri ile KLL prognozu arasindaki iliski bilinektedir. 17p13, 13q14
ve 11@22.3 bolgelerinde delesyon olan hastalarda prognozun daha koti, 13q34
bolgesinde delesyon olan hastalarda ise prognozun daha iyidir. Calismamizda elde
ettigimiz sonuclara bakildiginda 17p13, 11q22.3 ve 13q14 bolgelerinde delesyonu olan
hastalarda AID ekspresyonunun hem kontrol, grubuna hem de delesyonu olmayan
KLL’li hastalara gore anlamh sekilde yiiksek oldugu saptanmustir. 13q34 bolgesinde
delesyon olan hastalarda ise kontrol grubuna ve delesyonu olmayan hasta grubuna gore
AID ekspresyonunda anlamli bir degisiklik olmamustir. Bu sonu¢ AID’in ileride
KLL’de prognostik bir faktor olarak kullanilabilecegi izlenimini vermektedir
(24,40,45,51).

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar1 su basliklar altinda degerlendirebiliriz:

1) Hancer ve arkadaslar1 KLL’li hastalarda AID gen ekspresyonu iizerine
yaptiklar1 calismada KLL’li hastalar ile saglikli kontroller arasinda anlamli bir iligki
bulmus ve hastalarda AID ekspresyonunun arttigini ileri siirmiislerdir (23).
Calismamizda ise KLL’li hastalar ile saglikli kontroller arasinda AID gen ekspresyonu

arasinda herhangi bir iligki saptanamamustir.

a) Delesyonu olan ve olmayan KLL hastalarinin AID ekspresyon diizeyini
saglikli kontrol grubu ile ayr1 ayri1 karsilastirildiginda delesyonu olmayan hastalarda
AID ekspresyon diizeyinde saglikli kontrollerle karsilastirildiginda anlamli  bir
degisiklik olmadig1 gozlenirken, delesyonu olan hastalarda ise saglikli kontrollere gore
anlamli bir iliski oldugu gozlenmistir. Buna goére AID ekspresyonunun sadece
delesyonu olan hastalarda yiiksek saptanmasi, AID’in ileride prognostik bir parametre

olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Hanger ve arkadaslarmin ¢alismasinda KLL hastalarmin delesyon bilgileri yer

almadigindan sonuclar arasindaki farklilik buradan kaynaklaniyor olabilir.

2) Calismamizda 17pl13, 13ql4 bolgelerinde AID gen ekspresyonunun hem
saglikli kontrollere, hem de delesyonu olmayan hastalara gore anlamlh bir artis
gosterdigini, 11g22.3 delesyonu olan hastalarda bu anlamliligin istatistiksel olarak
anlamlilik smirinda oldugu saptanmustir. 13q34 delesyonu olan grupta ise anlamlilik

saptamadik. Bu bilgi dogrultusunda:
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a) Hastalarda gozlenen delesyonlar ile prognoz arasindaki ilisgki g6z Oniine
alindiginda, AID gen ekspresyon diizeyinin delesyonlu hastalarda arttig1 ve prognoz
tanis1 ve takibinde ileride kisa ve kolay uygulanabilir bir parametre olabilecegi
diistiniilebilir. Calismamiz1 22’si delesyonlu olmak iizere toplam 44 hasta iizerinde
gerceklestirdigimiz dikkate alindiginda daha genis hasta gruplar1 ile prospektif
caligmalar kurularak AID ekspresyon diizeyinin KLL’li hastalarda prognostik bir

parametre olup olamayacagi daha net olarak ortaya konabilir.

b) AID ekspresyon diizeyinin sadece delesyonu olan hastalarda yiiksek oldugu
gozlenirken delesyonu olmayan hastalarda yiiksek olmamasi, hastalarda goézlenen bu
bolge delesyonlarindan bu genin etkili olabilecegi izlenimini vermektedir. Fakat elde
ettigimiz verilerle bu baglantiy1 kesin olarak kurmak miimkiin goriinmese de AID’in
DNA iizerinde kiriklar yaratabilme 6zelligi ve bu 6zelligin sadece Ig genlerinde degil
diger bazi non-Ig genlerde de olusturabildigini gosteren calismalarin bulunmasi bu
iligkiyi oldukca kuvvetlendirmektedir (47,48). Bu teoriyi dogrulamak icin transgenik
hayvan caligmalar1 olusturularak, AID ile delesyonlar arasinda bir iliski olup olmadigi

arastirilabilir.

c¢) Cesitli lenfoproliferatif hastaliklarda da belli kromozal bdlgelerde
delesyonlarin goriildiigii bilinmektedir. Bu hastaliklarda delesyonlar ile AID ekspresyon
diizeyi karsilastirilarak ¢calismadan elde edilen sonuglarin farkl hastaliklar iizerinde de

AID’in etkisi olup olmadig1 arastirilabilir.

3) Hem Rai, hem de Binet evrelemesine gore ayrilan hasta gruplarindan elde
edilen AID ekspresyon diizeyleri birbirleriyle karsilastirildiginda gruplar arasinda

anlaml bir iligki saptanmamuistir.

a) Bu sonuca gore, AID ekspresyonunun evreden tamamen bagimsiz olarak
hastaligin prognoz takibinde kullanilabilecegi sonucunu verebilir. Bu sayede erken
evrede olup hizli ilerleyen hastalik durumunda veya prognozun takibi agismndan
evrelemenin yetersiz kaldigi durumlarda AID ekspresyonu anlamlilik tasiyan bir

parametre olarak kullanilabilecegi izlenimini vermektedir.

b) Istatistiksel olarak bir anlam ifade etmese de ilerleyen evrelerde AID
degerinin azaldigi goriilmektedir. Bu durum ileri evredeki hastalarin ilag tedavisi
almasindan kaynakli olabilir. Liu ve arkadaslar1 bcr/abl translokasyonu olan KML’li

vakalarda ila¢ tedavisi almig hastalarin AID ekspresyon diizeyinin ila¢ almamis gruba
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gore anlamli derece azaldigimi gostermislerdir (58). Bu durum bizim ¢alismamiz i¢inde
yer alan ileri evre hastalar icinde gecerli olabilir. Bu sebeple ¢aligmanin genis olgu
serilerinde, tedavi Oncesi ve sonrast AID diizeyleri karsilastirilarak bu iliski ortaya

konulmalidir.

4) Yaptigimiz calismada KLL’li hastalarda gdzlenen 4 bolgedeki delesyonlarin
varlig1 ya da yoklugu dikkate alinmistir. Calismanin tiim hastalar da sitogenetik analiz
sonrast diger kromozom bolgelerinde herhangi bir degisikligin olup olmadig:
incelenerek tekrar edilmesi ¢alisma sonuglarinin ve ana fikrin dogrulanmasi yoniinde

onemli bir adim olacaktir.

Sonug olarak, KLL vakalarinda 6zellikle de delesyonu olan hasta grubunda AID
ekspresyonunun yiiksek bulunmasi, KLL’li hastalar da bu parametrenin gelecekte hizli
ve basit bir prognoz belirteci olabilecegi izlenimi vermektedir. Ayrica bu c¢alisma
sonucunda cesitli lenfoproliferatif hastaliklarda goriilen translokasyon-AID iliskisi
disinda, AID’in sadece Ig genlerinde degil non-Ig genlerde de kiriklar yaratarak

delesyonlarin olusumunda rol oynadig: diisiiniilebilir.
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FORMLAR

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

I-Arastirmayla Ilgili Bilgi Verilmesi:

Proje Adi: “17p13, 11g22.3 ve 13q34 delesyonu olan ve olmayan Kronik Lenfositik
Losemili (KLL) hastalarda AID gen ekspresyon-mutasyon diizeyinin arastirilmasi ".

Yapilacak islemin tanimi: Bu calismada, 17p13, 11g22.3 ve 13q34 delesyonu olan ve
olmayan Kronik Lenfositik Losemili (KLL) hastalarda AID gen anlatiminin
aragtirilmasi planlanmaktadir. Bu ¢aligma Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi

Hematoloji Bilim Dal1 tarafindan yiiriitiilecektir.

Arastirmanmin Amaci: Bu arastirmada, KLL hastaliginda, hastaligin klinik seyrine bazi
genlerdeki kayiplarin etkili oldugu diisiiniilmektedir, ¢calijmamizin amaci klinik seyire
etkili oldugu diisiiniilen bu gen kayiplarindan baska bir genin sorumlu olup olmadigi

arasindaki iliskinin tespit edilmesidir.

Arastirmada Kullanilacak Yontemler

e Rutin kontroliiniiz swrasinda sizden tam kan sayimi icin alinmis olan 3 cc
EDTA’l1 kan 0rnegi, ilgili laboratuar sayim caligmasini yaptiktan sonra buradan
aliacaktir.

¢ Bu calisma i¢in sizden ayrica bir kan 6rnegi alinmayacaktir.

¢ Bu islem swrasmnda gorevli olan kisi oldukca dikkatli ve titiz davranacaktir.
Alman kaniniz uygun kosullarda muhafaza edilip boliimiimiize ulastirilacaktir.
Bu kandan DNA elde edilecektir ve bu DNA ornekleri bu ¢alisma disinda baska
bir islem i¢in kullanilmayacaktir. Arastirma kapsaminda yapilacak olan
caligmanin siiresi 1 yildir ve sonucunda tedaviye yonelik bir cevap elde
edilemeyebilir.

e (Calismada, goniillii iizerinde baska herhangi bir ¢calisma yapilmayacaktir.

e Diger bir caliymada goniilli DNA’smin  kullamilmasi gerektiginde,
kendisinden izin alinacak goOniilliiniin uygulama sirasinda herhangi bir
rahatsizlik ve riskle karsilagmasi sz konusu degildir.

¢ Bu arastirmaya toplam 100 goniillii katilacaktir.

II-Goniilliiniin Haklariyla Ilgili Bilgi Verilmesi

¢ Bu caliymada goniilliiniin hi¢cbir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayip tiim
sorumluluk arastiric1 ve destekleyiciye aittir.
e (GoOniillii arzusu iizerine mali ve hukuki yiikiimliilik olmaksizin ¢aligmadan
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ayrilabilir.

¢ Bu islemler i¢in goniilliiden higbir iicret talep edilmeyecektir.

¢ Bu caligma i¢in goniillitye herhangi bir ticret 6denmeyecektir.

e (Calismaya katilmak zorunlulugunuz bulunmamaktadir, goniillii istedigi
takdirde caliymadan ayrilabilir.

e (GoOniilliiniin ¢calismaya katilmayr reddetmesi onun gelecekteki takip ve
tedavisi lizerine olumsuz etkide bulunmayacaktir.

e GOniilliiniin ¢caliymaya katilim siireci sadece goniilliden kan 6rneginin alinmasi
ile sinirhdir.

e (Calisma kabul kriterlerine ve Ozelliklerine uyum saglamadiginiz takdirde
caligmadan c¢ikarilabileceginiz durumlar olusabilir. Bu nedenle c¢alismadan
arastiricinin istegi ile ¢ikarilabilirsiniz.

® Arastirma siwrasinda elde edilen test sonuglarmin sizi ve ailenizi psikolojik veya
diger bir yonden etkileyecegini diisiinmeniz durumunda arastirmadan isteginiz
izere ayrilabilirsiniz.

e Arastirmaya katilmayi kabul etmemeniz durumunda veya herhangi bir nedenle
calisma programindan c¢ikmaniz ya da cikarilmaniz halinde hastaliginizin
tedavisi ile ilgili higbir aksama olmayacaktir.

e Kimlik bilgileriniz gizli tutulacak ve sizden alinacak kandan elde edilecek tiim
materyaller 0zel bir kodlama ile kodlanacak ve bu bilgiler iiclincii sahislara
aktarilmayacaktir.

Olasi riskler ve faydalar:

Yapilacak arastirmanin getirebilecegi olasi riskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle

gizli kalacaktir. Genetik bilginin kullanilmasma bagl olarak sosyal, ekonomik ve
psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir.

Inceleme sonunda elde edilecek sonuglar istediginiz takdirde size bildirilecektir. Ancak
bu bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin digmizda birisi

ile paylagsmamiz sadece sizin izninize bagh olacaktir.

Olas1 _yararlar :Bu incelemelerin esas amact hastaligin olusumuna yol acan

mekanizmalarin olusumunu aydinlatmaktir.
Katihmcimin/Hastanin Beyam:

Saym Dr......cccoovveveererieerenn, tarafindan Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
hematoloji AD’da tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastrma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimct”
(denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastrma sirasinda da biiyiik ©Ozen ve saygi ile yaklasilacagina
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inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda brakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacagmin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altma
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirli
tibbi miidahalenin saglanacagr konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,

Prof. Dr. Melih AKTAN’1 02124142000/32861 no’lu numaradan arayabilecegimi
biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayict bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun t1ibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar getirmeyecegini
de biliyorum.

Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Kendi basima
belli bir diisiinme siiresi sonunda ad1 gecen bu arastirma projesinde “katilimcr” (denek)
olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve
goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir. GONULLU ONAY FORMU
Yukarida, goniillilye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla sz
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1
kabul ediyorum.

Tarih:
Goniilliiniin Adi-soyadi ~ : Imzas
Goniilliiniin Telefonu
Adresi

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin Adi-soyadi, Imzasi,
Adresi (varsa telefon no. faks no,)

Aciklamalar yapan arastirmacinin
Adi-soyadi: Imzas1

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin

Adi-soyad: Imzas
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ETiK KURUL KARARI

T.C.
iSTANBUL UNIVERSITESI
iISTANBUL TIP FAKULTESI DEKANLIGI
ETiK DEGERLENDIRME KOMISYONU

Sayi : 626 Tarih :  13/09/2010

Konu : Prof.Dr. Melih AKTAN hk,

Sayin Prof.Dr. Melih AKTAN
i¢c Hastaliklani Anabilim Dali
Hematoloji Bilim Dal Ogretim Uyesi

ilgi :13.08.2010 tarihli 173 sayil yaziniz

Sorumlu arastiricihgini ustlendiginiz ve Deneysel Tip Aragtirma Enstittst Immiinoloji Anabilim Dall
yuksek lisans 6grencisi Metin Yusuf GELMEZ'in ylritecedi 2010/532-139 dosya numarali "17p13, 11922.3
ve 13q34 Delesyonu Olan ve Olmayan Kronik Lenfositik Losemili (KLL) Hastalarda AID Gen Ekspresyon-
Mutasyon Diizeyinin Arastiriimasi” tez galismasi komisyonumuzun 20.08.2010 tarihli 04 sayil
toplantisinda onaylanmis olup, tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinize saygilarimla rica ederim.

SIN
Itesi Dekanhig

Prof.Dr. A. Y&giz

istanbul Tip Fa
Etik Degerlendirm¢ Komisyon Bagkani

Eki: Tutanak
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi METIN YUSUF Soyadi GELMEZ
Dog.Yeri |BORNOVA/IZMIR Dog.Tar. 02/06/1980
Uyrugu TC TC Kim No |41279033436
Email yusufmetin@istanbul.edu.tr Tel +905334143216
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yiik.Lis. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Lisans Istanbul Unv., Cerrahpasa Tip Fak., Tibbi Biyolojik Bilimler |2004
Lise Izmir Atatiirk Lisesi 1998

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralaym)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. Biyolog Istanbul T1p Fakiiltesi 2007-
2. Biyolog Medimiks Medikal 2004-2007
3. Biyolog Yasam Hastanesi 2004-2004
Yabana |Okudugunu N . | KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puam Puam
Ingilizce |Orta Orta Orta 65,00
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam 84,458 85,471
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Windows XP,Vista Iyi
Microsoft Office Iyi

Ozel ilgi Alanlar (Hobileri): Balik tutmak, aikido




