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OZET

Kronik lenfositik 1osemi (KLL), cesitlilenfoid dokularda,
kemik iligi ve kanda kiiciik, boliinmeyen B lenfositlerin
birikimiyle tanimlanan, bati diinyasinda en yaygin
goriilen losemidir. Hastalik seyri heterojendir. Klinik
evreleme sistemleri (Rai ve Binet), hastalarda bireysel
terapotik kararlarin alinmasinda, prognoz ve ttimor
yuktunt tahminde kullanilir. KLL hastalarinin tam
sirasinda prognozunun o6ngoriilmesi, uzun donemli
sagkalim ve remisyon acisindan énemlidir. Bu nedenle
klasik evreleme yontemlerinin disinda molekdiler
prognostik parametrelerin gelistirilmesi giindemdedir.
KLL olgularinda gen ekspresyonlarindaki farkliliklarin
bunlarin molekiiler belirtec olarak
kullanilmasinda etkilidir.

belirlenmesi,

Diger yandan p53 timor stipresor geni ve p53 yolaginda
yer alan bircok gen cesitli malignitelerin gelisiminde
rol oynamaktadir. p53 yolagi, DNA replikasyonu ve

hticre bolinmesini kontrol ederek streslere yanit
verir. Posttranslasyonel modifikasyonlar araciligiyla
stres sinyalleri (DNA hasar1, sicak veya soguk sok,
hipoksi vb.) p53 proteinine iletilir. Hiicre dongtistintin
durmast, hticre yaslanmasi veya apoptoz programinin
baslamasinda

p53  proteininin  aktivasyonu  rol

oynamaktadir.

p53 yolaginda yer alan apoptotik genlerden BAX,
BCL-2, p53 ve hticre dongtisti genlerinden mutasyona
ugramis ataksi telanjiektazi (ATM), E2F1, PTEN ile
hticre btytimesi, proliferasyonu ve farkhilasmasindan
sorumlu olan genlerden MCL1, MDM2, MDM4tin
KLLnin prognozuna ve patogenezine olan etkisi
cesitli genetik caligmalarla ortaya konmustur. Bu
yazida p53 yolagi ve bu yolaktaki anormalliklerin KLL
gelisimindeki rolti gozden gecirilecektir.

Anahtar kelimeler: Losemi, lenfositik, B-hticre
prognoz. Nobel Med 2018; 14(2): 5-16
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THE PROGNOSTIC EFFECT OF GENES IN THE
P53 PATHWAY IN CHRONIC LYMPHOCYTIC
LEUKEMIA

ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common
leukemia in the Western world, characterized by the
accumulation of small, non-dividing B lymphocytes in
various lymphoid tissues, bone marrow and blood. The
disease prognosis is heterogenous. Clinical staging methods
(Rai and Binet) are used to make individual therapeutic
decisions in patients and to predict prognosis and tumor
burden. The prognosis of patients with CLL during
diagnosis is important in terms of long-term survival
and remission of patients. Therefore, apart from classical
staging methods, it is necessary to develop prognostic
parameters that can predict the course of the disease

genetically without predicting the prognosis of the disease.

The determination of differences in gene expressions in
CLL cases is effective in their use as molecular markers.

On the other hand, p53 tumor suppressor gene and
many genes located in the p53 pathway play a role in the
development of various malignancies. The p53 pathway
responds to stress by controlling DNA replication and cell
division. Stress signals (DNA damage, hot or cold shock,
hypoxia, etc.) are transmitted to the p53 protein through
post-translational modifications. Activation of the p53
protein plays a role in cell cycle arrest, cell senescence, or
at the onset of the apoptosis.

Among the genes responsible for cell growth, proliferation
and differentiation by MCL1, MDM2 and MDM4, and
ATM, E2F1 and PTEN from cell cycle genes and BAX,
BCL-2 and p53 from apoptotic genes located in the p53
pathway has been demonstrated by various genetic studies
Jor the effect of CLL on prognosis and pathogenesis. This
study reviews the p53 pathway and the anomalies in this
pathway that effect of prognosis and pathogenesis on CLL.

Keywords: Leukemia, lymphocytic, B-cell, prognosis.
Nobel Med 2018; 14(2): 5-16

GiRis

Kronik lenfositik 1¢semi (KLL), bir CD5+ B hiicresi
neoplazisidir. Bu neoplastik hticreler periferik kani,
kemik iligini, lenf dugtimlerini ve diger lenfoid
dokulart
stk karsilasilan losemi tipidir? KLL tanist konan

infiltre ederler! Bat toplumunda en
hastalar ortalama 70 yas civarindadir ve prognoz
oldukca degiskendir.! KLL hticreleri monoklonal B
lenfositlerinden olusur. Ytizeylerinde, CD23, CD19,
CD5 antijenlerine ek olarak, CD20, CD79b, FMC7 ve
Ig antijenlerini de az miktarlarda eksprese ederler.?

KLL olgularinin %50’sinden fazlasina erken hastalik

doneminde, genellikle rutin kan taramasinda

karsilasilan rastlantisal bir lenfositoz ile tam
konur. Binet veya Rai siniflamalari, gtnlik klinik
uygulamada kullanilan baslica evreleme sistemlerdir.
NOTCHI ve SEF3Bl gen mutasyonlart, timidin kinaz
(TK) veya serum P2-mikroglobtlin duzeylerinde
yiikselme, immiinoglobtilin agir zincir genlerinin
(IGHV) mutasyon durumu gibi biyolojik belirtecler

prognostik éneme sahiptir.?

Ancak;
yakinlarinin

KLL, sonradan edinilen bir hastalikur.

KLL hastalarinin  birinci  derece
%13,5'inde, KLL fenotipinin az oranda gortilmesi
bu hastaligin kalitsal faktorlere bagh olabilecegini
dustindiirmektedir. Otoimmiin hastaliklarda, B-hticre
malignitelerinde ve KLL1i hastalarin akrabalarinda,

KLL sikliginda artis bulunmaktadir.*

(B-KLL)nin nedeni
Spesifik  genetik
tanimlanmamistir.  Hastaligt  bagslatan

B-kronik lenfositik 1osemi

belirsizdir. anormallikler
olaylar,
ilerlemesine yol acan nedenlerden farkli olabilir. KLL
ile radyasyona maruz kalma, kimyasallar ve alkilleyici

ajanlar arasinda herhangi bir iliski bulunmamistir.*

klinik ve laboratuvar

ozelliklerine dayali olarak risk gruplarina gore

Guntimuzde, hastalar
siniflandirmak icin bashca iki klinik evreleme
sistemi kullanilmaktadir. Bu amagcla klinikopatolojik
degerlendirme yapilmaktadir’ Yaygin olarak kabul
gormiis hematolojik temelli evreleme yontemleri
Rai ve Binet sistemleri, hem hastalarda hem de
klinik arastirmalarda kullanilmistir ve birbiriyle
benzerlik tasimaktadir. Rai simiflandirmasi, periferik
(Hb)
diizeyi ve lenfadenopatinin varligi veya yoklugu

lenfositoz, trombosit sayisi, hemoglobin
tizerine kurulmustur. Binet evreleme sistemi ise,
1 cm'den biytik lenf ganglionu varhigi saptanan
lenfoid bolgelerin sayisi, organomegali, anemi ve
trombositopeninin ~ varhgina dayanir® Interfaz
Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH) kullanilarak,
KLL vakalarinin % 80’inden fazlasinda, cogunlugu
olusan kromozom

kromozomal delesyonlardan

anomalileri belirlenmektedir.”

En sik rastlanan anomaliler, P53 timor supresor
geninin bulundugu 17p13 delesyonlar1 (%8), trizomi
12 (%16), 11q22.3-q23.1(%19) delesyonlar1 ve 13q14
(%53) delesyonlaridir. 17p delesyonu (17p-) ve 1llq
delesyonu (11q-) tastyan hastalarda kisa sag kalim
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stresiyle birlikte kotti prognoz ve hastaligin hizh
ilerlemesi soz konusudur. 13q delesyonu (13g-)
hastaligin yavas ilerleyen formu ve daha iyi prognozla
iligkilendirilir.®

P53 yolag

P53 yolagi, Gl ve G2 kontrol noktalarini dtizenler
ve DNA hasarina veya diger hticresel streslere yanit
olarak apoptozu baslatir. P53 yolagindaki pozitif ve
negatif oto-diizenleyici mekanizmalarin cogu, Mdm?2
proteini araciligiyla etki etmektedir. TP53 geninin
germline mutasyonu kansere yatkinlikla iligkilidir ve
bu genin islevlerinin ¢cogu, timor supresor roltinden
kaynaklanmaktadir.

P53 mutasyonu, ilk kez Li-Fraumeni ailesel kanser
sendromlu hasta grubunda tammlanmistir. Diger
yandan, somatik P53 mutasyonu, B hiicreli lenfomalar
dahil olmak tizere lenfoid malignitelerde ve diger
kanser tiirlerinde de siklikla saptanmaktadir. P53,
strese karst hiicresel tepkinin koordinatoérii oldugu
icin, inaktivasyonu daha agresif tiimorlerin gelisimine
yol acar. TP53 mutasyonuna ugramis agresif timorleri
olan hastalarda daha koti prognoz ve daha kisa
sagkalim goriilmektedir.’

KLLde p53 ekspresyonunu delesyon veya mutasyon
yoluyla degistiren genomik aberasyonlar genellikle
agresif hastalikla iliskilidir ve diger faktorlerden
bagimsiz olarak kot prognostik gostergedirler.
17p- delesyonlu hastalar, alkile edici ajanlara ve
ptrin analoglarina ytksek diren¢ gosterirler ve
bunlarda sagkalim koéttidur. Bircok hiicresel protein
p533 ile etkilesir veya p53tn kontrolti altindadir.
Bu proteinlerin herhangi birindeki polimorfizm/
mutasyonlar da kanser riskini etkileyebilir veya
TP53 polimorfizm ve/veya mutasyonlart ile sinerji
olusturabilir.’

B-KLL hiicreleri zamanla genetik
gelistirirler. B-KLLI'de zamanla tek veya komplike
genetik karyotipler ortaya cikar. Spesifik DNA
segmentleri (+12) ortaya c¢iksa da hastalik temel
olarak DNA delesyonlar: ile karakterizedir. 13ql4,
11q22-23, 17p13, 6q21 delesyonlari en sik rastlanan
degisikliklerdir. 17p13, p53 ile iliskili iken 11¢22,
ATM ile iliskilidir.!° p53 yolagiyla ilgili KLLde goriilen
degisiklikler Tablo’da gosterilmektedir.”!*1¢

lezyonlar

P53 yolagindaki bazi genler, klinik acidan énemli
olabilecek polimorfizmleri icerir. Bu genlerden biri
olan MDM2 genindeki SNP309 polimorfizmi en
iyi tanimlanmis MDM2 gen polimorfizmidir. Bu
polimorfizm, genin birinci intronunda 309. ntikleotitte
T—G degisimi (rs2279744) olarak tanimlanmaktadir.’

Tablo 1. pb3 yolagiyla ilgili Kronik lenfositik 16semi (KLL) de gériilen degisiklikler

Genler Dedisiklikler

P53 Missense (yanlis anlamli) mutasyonlar
Delesyonlar
Insersiyonlar

Nonsense (anlamsiz) mutasyonlar

Silent (sessiz) mutasyonlar

Splicing (ug birlestirme) mutasyonlar

intronik mutasyonlar

Ekzonik SNP Kodon 72 Polimorfizmi (rs1042522)

ATM Delesyonlar
Nokta mutasyonlar (14356>T)

BAX BAX promotériiniin 5 ” UTR (translasyona ugramayan bélgesinde)
G(-248)A SNP

BCLY BCL2 promotdriinin inhibittr bélgesindeki -938A>C SNP

MCL1 MCLT promotdriiniin insersiyonu

MDM2 SNP309 Polimorfizmi (rs2279744)

PTEN miR-26a ve miR-214'tin azalmis ekspresyonu (ifadesi)

RB1 Delesyon (13 kaybr)

CDKN2A (p16M4) Inaktivasyon (delesyonlar, nokta mutasyonlari ve promator hipermetilasyon)

SNP309 polimorfizmi, MDM2 geninin p53 yanit
elementinin yakininda lokalize olur ve transkripsiyon
faktortt Spl icin daha ytksek afiniteli bir DNA
baglama bolgesi olusturarak, htcrelerde MDM2
mRNA’sinda ve proteininde artisa neden olur. MDM2
SNP309 polimorfizmi saptanan KLL hastalarinda
SNP309 polimorfizmi ile genel sagkalim arasinda
anlaml negatif korelasyon bulundugu bildirilmistir.

Heterozigot SNP309 T/G genotipinin tedavisiz
sagkalima etkisinin, p53tn delesyon ve/veya
mutasyonlarla inaktivasyonunun, KLLdeki diger

bilinen prognostik belirteclere bagh olmadig tespit
edilmistir’

Bu boltumde, KLL hastaliginda p53 yolaginda yer alan
ve hastaligin molekiiler patogenezi ve prognozuna
etkisi olan apoptoz, hiicre dongiisti, hiicre butytimesi,
proliferasyonu, farklilagsmasiyla iligkili P53, ATM,
BAX, BCL2, E2F1, MCL1, MDM2, MDM4, PTEN ve
RBI genleri hakkinda bilgi verilecektir.

TP53: Tiimor protein 53

p533, 53-kD’luk bir ntikleer fosfoproteindir ve
17p13.1’de lokalize 20 kb’lik genin trtiniidir. p53,
genomun stabilizasyonu, apoptoz indiiksiyonu ve
hticre dongiistt regtlasyonundan olusan iglevlere
sahiptir. TP53 genindeki degisiklikler, ¢cok asamali
karsinogenezde onemli rol oynamaktadir ve cesitli
timorlerin tedavisindeki yanita ve prognoza etki
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Yaslanma

17p13 delesyonlarinin ve TP53 mutasyonlarinin varligi veya yoklugu ile siniflandinlan genel sagkalimin karsilastinimasi (Sekil 1a). Kirmizi gubuklar, kromozom 17'nin kisa kolunun gogunu igeren 17p13 delesyonunun

boyutunu gastermektedir (Sekil 1b). pb3 yolaginin basitlestirilmis semasi ve DNA hasar yaniti (Sekil Tc)..

eder. Tumorlerin ¢ogunlugunda, TP53, mutasyonlar
yoluyla inaktive edilir, bu durum kararlihigi artmis
P53 proteini tiretimiyle sonuglanir.”

TP53 geninde anormallikler tasiyan KLLli hastalar,
ozellikle risk alindadir. B-KLL1li sporadik vakalarin
icinde, cogunlugumutasyonaugramamis IgVH lokusu
tastyan hastalarin %10-15’inde TP53 aberasyonlart
gortilur.!® KLUl hastalarin %10-20'sinde, P53 yolagi,
genomik TP53 mutasyonlar: ve anormal mRNA u¢
birlestirmesi nedeniyle etkilenmistir.'” KLU deki TP53
mutasyonlar1 Sekil 1'de gosterilmistir.*

TP53 mutasyonlari/varyantlar cesitlidir ve p53
kodlama dizisinin btiytik boltimtnt etkilemektedir.
TP53 mutasyonlari/varyantlarinin cogunlugu inaktiftir,
ancak bunlarin bazilar olagandis: 6zelliklere sahiptir
(ornegin; sicaklik hassasiyeti) veya anormal ug
birlestirme izoformlarini icerebilir."”

17p13 delesyonu veya TP53 mutasyonuna sahip
hastalar kot prognoza sahiptir. 17pl3 delesyonu,
FISH ile konfirme edilebilirken p53 kaybiyla
daima iliskilidir (Sekil 1'de yer alan ‘+ isareti
Coklu
aberasyonlar, kronik lenfositik l6semide p53 yolagini
hedeflemektedir. Stres yoklugunda, MDM2 ubiquitin
ligaz, p53’e baglanarak parcalanmasini hizlandirdig:

TP53  delesyonunu  gosterir). genomik

icin p53 seviyeleri dustiktiir. MDM2, kromozom 12’de
lokalize olmustur. Trizomi 12 olan KLL vakalari,
diistik p53 seviyesine sahiptir.?

Strese (DNA hasar1 gibi) yanit olarak, p53, ATM'yi
de iceren cesitli yolaklar tzerinden aktive edilir.
Tedaviye direncli KLU de TP53 kayb1 veya mutasyonu
gozlenmektedir.?® Hemizigot TP53 geni delesyonu,
KLLde en onemli olumsuz risk faktoruduir, ancak
p53 protein ekspresyonu ile iliskisi belirsizdir.
Chang ve ark. KLL vakalarinda TP53 geni delesyon

NOBEL MEDICUS 41 | CiLT: 14, SAYI: 2



durumunun p53 proteininin ¢ekirdekteki immin
reaktivitesiyle olan iligkisini arastirmislardir. FISH ile
olgularin %13,6'sinda hemizigot TP53 delesyonlar1
analizle,

tespit  edilmis,

olgularin %12,7’sinde hticre cekirdeginde p53 protein

immiinohistokimyasal

ekspresyonu tespit edilmistir. Cekirdekte p53 protein
ekspresyonu olan tim vakalar, hemizigot TP53
delesyonlarina sahiptir.?!

TP53 genindeki nokta mutasyonlar1 p53’in yikima
karsi stabilizasyonunu saglamakta ve dolayisiyla
timorlerde mutant p53 proteini yukart regtle

olmaktadir.??

Halina ve ark’nmin yapmis olduklar
B-KLL TP53 mRNA

ekspresyonu ve hastaligin ilerlemesiyle olan iligkisi

calismada, lenfositlerinde
incelenmistir. Bu amacla hastalar ytksek ve diistik
P53 ekspresyon diizeyleri olan iki gruba ayrilmistir.
Saglikli gontlltlerin periferik kan lenfositlerinde
normal p53 ekspresyonunun en yiiksek degeri,
ayirdedici bir deger olarak kabul edilmistir. P53
mRNA ekspresyon diizeyleri ytiksek olan hastalarin,
tedavi gerektirmeyen sagkalim orani diger gruba gore
daha dustiktiir.??

Yiksek p53 ekspresyonu olan hastalar, yiiksek
hastalik aktivitesini yansitan ve artmis Rai evreleri
ile korelasyon gosteren anlamli sekilde artmis PB2-
mikroglobtilin dtizeyleri ile karakterize edilmistir.
Farkll Rai evrelerindeki B-KLL hastalarinda TP53
ekspresyonunun korelasyonu, hastaligin ilerlemesinin
p53 mRNA ekspresyonundaki artislarla birlikte
oldugunu ortaya koymustur.’

FISH analizi ile rutin olarak degerlendirilen P53
geninin delesyonu, kronik lenfositik losemide kot
prognoz ile baglantuhdir. Izole P53 mutasyonunun
(delesyon olmaksizin) varligt KLL hastalarinda
sagkalimin azalmasi ile iligkilidir.** B-KLLdeki p53
delesyonlar1 ve/veya mutasyonlari hastalarin % 10 ila
% 15’iyle sinirli olup, kemoterapotik tedavinin klinik
direnci ve sagkalimi azaltmasiyla iligkilidir. Nutlin-3,
B-KLL'de apoptozu indtikleyerek hem fludarabin
hem de klorambusille sinerji olusturmaktadir. B-KLL
hticrelerini oldtirmek icin, p53/MDM2 etkilesiminin
kiiciik  bir
kullanilarak p53’tn indtiklenmesiyle, kaspaz bagimli

molekil inhibitéord olan nutlin-3
apoptotik yolagin aktivasyonu ve mitokondriyal

degisiklikler meydana gelmektedir.>
ATM: Mutasyona ugramis Ataksi Telanjiektazi

ATM, 11q22-23te kodlanan ve p53'tin aktivasyonuyla
iliskilendirilmis ytiksek molekil agirlikli bir protein
fosforile eden fosfoinositid

kinazdir. Proteinleri

3-kinaz stiper ailesinin bir tiyesidir.*°

BH3 BH1 BH2 ™

Sekil 2. Mitokondrial insersiyon igin gerekli BAX yapisal diizenlemesinin mekanizmasi
Proapoptotik proteinlerden biri olan Bax, BH1, BH2 ve BH3 domainlerini ve C-terminal transmembran domaini
(TM) igermektedir.

BAX|

Teorik  olarak P53
mekanizmalar yoluyla da p53 disfonksiyonunun (islev
kayb1) ortaya ¢ikmast mtmkiindir. P53 mutasyonu
yoklugunda B-hticreli KLUde p53 disfonksiyonunun
meydana gelebilecegi ve bu tiir bir disfonksiyonun,
p53 aktivasyonunda rol oynayan bir kinaz olan
ATMYyi kodlayan genin mutasyonu ile iligkili oldugu
iddia edilmistir. ATM geninin inaktivasyonu, KLLde

mutasyonu  icermeyen

p53 disfonksiyonunun olast bir nedenidir. Serin
376'da p53 defosforilasyonu ve serin 15'de p53
fosforilasyonu, ATM ile iliskilendirilebilmektedir;
her iki durum p53 aktivasyonu ile iligkilidir. KLLli
hastalarinin %30-40nin timor hiicrelerinde ATM
proteininin dtizeyinde azalma tespit edilmis ve bu
de ATM
mutasyonlar1 gosterilmistir. Ayrica, KLL hastalarinin
%20'sinde 11g22-23'de delesyon saptanmaktadir ve
vakalarin bir kisminda ATM allelindeki mutasyonla
iliskilidir.?”

tir durumlarin 6nemli bir bolimiinde

ATM geninin germline biallelik mutasyonlari,
ozellikle lenfoid artan malignite
insidanstyla iliskili otozomal resesif bir hastalik olan
ataksi-telanjiektaziye yol acmaktadir. 11q22-23'de

timorler  ve

heterozigozite kayb1 ve ATM proteininin yoklugu,
B-KLLde kottt prognozla iliskilidir.?®

Starostik ve ark. ATM geninde heterozigotluk kayb1
(LOH) bulunan bir kisitm vakada, Western blot
analiziyle ATM protein ekspresyonunu arastirmis ve
ATM proteininin bulunmadigini tespit etmislerdir.
Ayrica, B-KLLli %34tnde, ATM
diizeylerinin normal lenfoid hticrelerde gortilenin

vakalarin

%50’sinden daha az oldugunu gostermislerdir. ATM
protein eksikligi, B-hticre kronik lenfositik [6semisinin
agresif bir alt grubunu tanimlamaktadir. Normal ATM
ekspresyonu olan vakalar ve ATM ekspresyonunun
eksik oldugu B-KLL vakalart arasinda morfolojik
veya immtunofenotipik bir fark gozlenmemistir. KLLli
hastalardaki ATM eksikliginin, kisa sagkalim stiresi
ve daha agresif hastalikla iliskili oldugunu ve ATM'nin
B-KLL gelisiminde rol oynadigini belirlemislerdir.?’

BAX: BCL-2 iliskili X Proteini

KLLde, malign B lenfositlerinin in vivo apoptotik
direnci  kismen  apoptotik
bozukluklara bagli olarak ortaya
Bu bozukluklar, bircok apoptoz regtilatorlerinin

mekanizmadaki
cikmaktadir.
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(duzenleyiciler) anormal ekspresyonu ve genetik
degisikliklerinden kaynaklanmaktadir. Bu apoptoz
regiilatorleri arasinda Bcl2 ailesi tiyeleri merkezi bir
rol oynar.*

Proapoptotik proteinlerden biri olan Bax, BH1, BH2
ve BH3 domainlerini ve C-terminal transmembran
domaini (TM) icermektedir (Sekil 2).' Bak, Bok,
Bik, Bad, Bid’den olusan diger Bax aile tyelerinin,
hidrofobik membran domaini ve BH1 ve BH2
domainleri ¢ogunlukla olmamasina ragmen, hepsi
BH3 domainlerini icerir. Bcl-2 ailesi tyelerinin
aksine, Bax ailesi tiyelerinin mitokondriyal membran
icine dahil olmasi, sitokrom-c salinimina ve apoptotik
hticre sliimtniin indtksiyonuna neden olmaktadir.®

Bcl-2 ve Bax, yapay membranlarda iyon kanallari
olusturabilmesine  karsin, Bcl-2, pHda
(pH=7) Bax'in aktivitesini inhibe eder. Bax protein
ailesinin  tyeleri, kaspazlar tarafindan ayrilma,
protein kinazlarin inhibisyonu ve/veya fosfatazlarin
aktivasyonu ve hiicre ici pH'daki artis ile aktive
edilmektedir. Hidrofobik membran insersiyon dizisini
icermeyen Bid, kaspaz 8 tarafindan kesilerek aktive
edilir. Bu kesim, Bcl-2 aktivitesini inhibe ederek ve
Bax’1 uyararak, Bax ve Bcl-2 dimerizasyonunu saglar
ve BH3 domainini a¢iga ¢ikarir.”

notr

kronik

geni

lenfositik  1osemili
hastalarda bcl-2/Bax
ekspresyonunu ve bunlarin prognostik gostergelerle

iliskisini analiz etmislerdir. Bax mRNA'sinin ve Bcl2/

Vucicevic  ve ark.

Bax ve oraninin

Bax oranmnin KLL orneklerinde kontrollere gore
onemli dlctide daha ytiksek seviyelerde oldugu ortaya
konulmustur. Yazarlar, kontrolii bozulmus Bcl-2 ve
Bax ekspresyonunun KLInin patogenezi ve klinik
gidisi tizerinde etkili olabilecegini belirtmislerdir.*

BCL-2: B hiicre KLL/Lenfoma 2

B-KLLli ¢ogu vakada gen yeniden diizenlenmesi
olmadan Bcl-2 geninin asir oldugu
gosterilmistir.  Protoonkogen turtint olan Bcl-2,
apoptozu dtizenleyici fonksiyona sahiptir. Bcl-2
protein aktivitesinin karsit1
oranint hizlandiran homolog proteindir. B-KLLde,
B-lenfositlerinde Bcl-2 ve Bax protein seviyelerinde
onemli degisiklikler oldugu tespit edilmis ve normal
kontrollere kiyasla hem tedavi alan hem de tedavi
almayan hastalarda Bcl-2/Bax oranlarinda artis

eksprese

Bax, hiicre olim

gozlenmistir.?

Apoptozun yukart regiilatér gruplarindan biri olan
Bcl-2 ailesi, apoptotik sinyal yolunda ¢ok ¢nemli bir
hticre ici kontrol noktasi olarak rol oynamaktadir. BH
1-4 olmak tizere homoloji gosteren dort korunmus

dizi motifi tanimlanmistir. BCL-2 ailesi ti¢ alt sinifa
ayrilmistir: (a) anti-apoptotik olanlar (Bcl-2, Bcl-
XL, Bcl-W, Al ve Mcl-1) (b) multidomain’li ve pro-
apoptotik olanlar (Bax, Bak ve Bok) ve (¢) Yalnizca
BH3 domaine sahip pro-apoptotik olanlar (Bad, Bid,
Bim, Bik, Dp5/Hrk, Noxa ve Puma).”*

Kaspaz aktivasyon yolagi Sekil 3’de gosterilmistir.”
Tip 1 hticrelerde (SKW6.4, H9 gibi kaspaz 8'in hizla
kesildigi hticre soylar1), aktif kaspaz-8 dogrudan
prokaspaz-3't aktive edilebilir’* Aktif kaspaz-3,
daha sonra kaspaz aktivasyon kaskadini baslatabilir.
Tip 1I hticrelerde (Jurkat ve CEM gibi kaspaz 8'in
kesilmesinin ge¢ oldugu hticre soylari), aktif kaspaz-
8'in duzeyi az oldugunda yanlizca BH3 domaine
sahip bir BCL-2 tiyesi olan Bid’i bsler.”* Ortaya ¢ikan
15 kDa'luk tBid’in (truncated Bid), dis mitokondrial
membran icine insersiyonu ve Bax ve/veya Bak ile
oligomerizasyonu tzerinden sitokrom-c salinimini
stimiile etmesiyle mitokondriyal yolak aktive olur.
Sitoplazmada sitokrom-c apoptozom olusumunu
tesvik eder ve boylece kaspazi aktiflestirir (Sekil
3-A)%

Hiicresel stresin (DNA hasari, sitotoksik ilaclar,
sitokin  yoklugu) cesitli  sekillert,
Bak gibi hticre olumunt tesvik eden Bcl-2 aile
tyelerinin dis mitokondriyal membran insersiyonu
ve aracthiglyla mitokondriden
sitokrom-c salinimini tetikleyebilir. Mitokondriden
sitokrom-c salinimi, Bcl-2 aile tiyeleri olan Bcl-2 ve
Bel-xL gibi apoptoz inhibitorleri tarafindan inhibe
edilir (Sekil 3-B).”

Bax ve/veya

oligomerizasyonu

B-hticreli antiapoptotik ~ BCL2
onkogeni ¢nemli rol oynar. BCL2, B-KLLde stirekli
olarak eksprese edilmektedir.’® B-lenfosit Bcl-2 ve Bax
protein diizeylerinin B-KLLde anlamli olarak degistigi

malignitelerde,

ve hem tedavi edilmis hem de tedavi edilmemis
hastalarda normal kontrollerle karsilastirildiginda
artmis Bcl-2/Bax oranlart gozlemlendigi yukarida da
ifade edilmistir.>

Vucicevic  ve ark’min arastirmasindaki  hasta
kohortunda, Bcl-2 ve Bax ekspresyon seviyeleri pozitif
korelasyon gostermektedir. Bcl-2 ve Bax mRNA
ekspresyon (Bcl 2/Bax oran1) orani saglikli kontrollere
gore KLL orneklerinde anlamli derecede ytiksek
bulunmustur. Bel 2/Bax orani ve LDT (lenfosit ikiye
katlama stiresi) arasinda anlamlh negatif korelasyon
saptanmistir.*

E2F1: E2 transkripsiyon faktor 1

E2F1 geninin kodladig1 protein, E2F transkripsiyon
faktor ailesinin bir tiyesidir. E2F ailest, tiimor supresor
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protein mekanizmalarinda ve hiicre dongtst

kontroltiinde énemli bir rol oynar.*

E2F1, hticre dongtstt kontroliinde, bazen tumor
supresdr ve bazen de onkogen olarak fonksiyon
gostermektedir. E2F1, kontrol noktast ve DNA
hasar1 yanitina katilarak apoptozu indtkler ve hiicre
dongtisii tizerinde transkripsiyonel kontrol saglar.*®

Moller ve arkadaglarinin yaptiklari calismada, diistik
E2F1 ekspresyonu tedavi basarisizhigi ile iligkili
bulunmustur. Lenfomada E2F1’'in ttimor baskilayict
gen olarak rol oynadig tespit edilmistir. Dtistik E2F1
ekspresyonu ve CDKN2A inaktivasyonu, lenfomada
prognostik belirte¢ olarak rol oynamaktadir.”

MCL1:Myeloid Hiicre Losemi 1

MCL-1, Bcl-2 gibi BCL-2 ailesinin anti-apoptotik
tiyelerindendir ve bunlarin asir1 ekspresyonu B-KLL de
yaygin olarak saptanmaktadir. Duistik MCL-1 mRNA
ekspresyonu, B-hticreli kronik lenfositik losemide
uzun siireli sagkalim ile iligkilidir.**

MCL-T’'in ytksek seviyelerde ekspresyonu, tedaviye
kottt  yanitla iliskilidir.  MCL-1  geninin RNA
interferansi ile susturulmasinin, B-KLL hiicrelerinde
apoptozu indtikledigi bildirilmistir ve MCL-1 geninin
terapotik bir hedef olabilecegini diistindtirmektedir.*

B-KLL hastalarinda,
dusiik MCL-1 mRNA ekspresyonunun, uzun streli

Véronese ve arkadaslari,

sagkalimla iligkili oldugunu tespit etmislerdir.*

MCL-1 mRNA dtizeyleri, IgV mutasyonel durumu,
CD38 ekspresyonu, serum timidin kinaz ve [2-
mikroglobiilin seviyeleri, lenfosit ikiye katlanma
zamani ve insan telomeraz ters transkriptaz mRNA
B-KLLnin bilinen biyolojik
klinik
korelasyon gostermemistir. Diger yandan BCL-2

ekspresyonu  gibi

prognostik  belirtecleri  ve evrelemeyle
ve MCL-1 transkript duzeyleri arasinda anlaml
korelasyon tespit edilmistir. Dustik seviyelerdeki
MCL-1 RNA ekspresyonunun, B-KLLli hastalarin
tedavi sonrasinda tam remisyona girebilmesiyle
iliskili oldugu belirtilmistir. Progresyon riski diistik
B-KLL hastalarinda dustk MCL-1 ekspresyon
seviyeleri tanimlanmis ve erken evre B-KLLIli
olgularinda ytksek tedaviye cevap verme olasilig ile
iligkili bulunmustur.*

Johnston ve arkadaslari, KLLde MCL-1'in roltnii
degerlendirmislerdir. Hastalarin KLL hticrelerinde
MCL-1 protein diizeyleri 6l¢tilmus ve bunun klinik
degiskenler ve sagkalim ile korelasyon gosterdigi
bulunmustur. Ayrica, MCL-1 protein diizeyi ile

Sitotoksik ilaglar

Oliim reseptorii

DNA hasart

Sitokin ayrilmasi

Hiicre dongiisii

pertiirbasyonu

Kaspaz-S Oliimii tegvik eden
\ Bcl-2
. aile iyeleri
Bid
[ — .
4 G Bax
Imis Bid i
Prokaspaz-3 ayrimis Bl @ Bak

Omi/HtrA2 %+

.l.
Smac ,*

-
. .
Aktif sitokrom ¢
Kaspaz-3 1
Apoptozom

Kaspaz kaskadi

@ birlesimi

¢

Substrat Proteoliz
Hiicresel Yikim

Sekil 3. Kaspaz aktivasyon yolagi

Salinan sitokrom-c apoptotik proteaz aktive edici faktdr 1 (Apaf-1) baglanir, boylece Apaf-1'in
oligomerizasyonunu ve apoptozom olusumunu indikler. (d)ATP'nin varliginda, baslatici prokaspaz-9,
komplekse dahil edilir ve aktive edilir. Aktif kaspaz-9, hiicre dlimine neden olan kaspaz aracili bolinme
tepkimelerine yol agan, kaspaz-3 ve -7'nin y(riitiicd kaspazlarinin aktivasyonunu tetikler.

Rai evresi arasinda negatif yonli korelasyon tespit
edilmistir.*

MDM2: Mouse double minute 2 homolog

Hiicresel bir fosfoprotein olan fare double minute-2
(MDM2) geninin trtint p53 ile spesifik kompleksler
olusturmaktadir. MDM2 geni, NIH-3T3 fibroblast
hticrelerinde klonlanmis ve tanimlanmistir. MDM2
geni, transaktivatorlerde siklikla bulunan bir asidik
domain icerir ve p53 geninde oldugu gibi evrimsel
olarak korunmustur.*

[nsan MDM2 geni, kromozom 12q13-14'de lokalize
olmustur. MDM2 trtnt, fonksiyonel olarak p53tn
tanmimlanmaktadir.

negatif ~diizenleyicisi olarak

Anti-apoptotik
Bcl-2 ailesi
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Oksidasyon

Ubikitinasyon

Fosforilasyon
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Sekil 4. PTEN geni ve protein yapilan

190

T366 S370

T

.
.
o\ I
.

$229 T232 K289 T319 T321

351

401-403

C
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motifi
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PTEN proteini, protein tirozin fosfataz ailesinin Gyeleri iginde yiksek oranda korunan bir dizi motifini igerir. Yapisal olarak, PTEN proteini iki ana fonksiyonel domainden CKDD (alandan) (bir fosfataz domaini ve bir C2
domaini) ve {g yapisal blgeden (kisa bir N-terminal fosfatidilinositol [4,5] -bisfosfat [PIP2] baglayici domainden, PDZ-etkilesim motifi ve prolin-glutamik asit-serin treonin dizilerini iceren C terminal kuyruk) olusur.

MDM2 geni, p53’e baglanan ve inaktif hale getiren
bir hticresel fosfoprotein kodlamaktadir. MDM2'nin
asiri p53  geninin
inaktivasyonunun getirdigi etkilere benzemektedir.
Diustik dereceli lenfoma (%8-25) veya B-hticre
kokenli
(%21-62) ve sarkomali bir cok hastada kromozom

ekspresyonu, mutasyonel

kronik lenfositik 18semilerin bazilarinda

12 degisiklige ugramis gortinmektedir. MDM2 gen
degisikliginin ve asir1 ekspresyonunun B-hticreli
lenfoproliferatif hastaliklarin gelisiminde ¢nemli bir
rol oynayabilecegi dustintilmektedir.**

MDM2nin KLLde CD8+ otolog T lenfositleri
tarafindan ttmorle iligkili bir antijen (TAA) olarak
tanindigt  bildirilmistir. Bu da artmis MDM2
ekspresyonundan KLU de immtinoterapi hedefi olarak
yararlanilabilecegini akla getirmektedir* MDM2,
kronik lenfositik losemi hticreleri de dahil olmak
tizere cesitli malignitelerde normal B lenfositlerine
gore asirt miktarda eksprese olmaktadir. RT-PCR
kullanarak, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda
KLL vakalarinin %85’inde MDM2nin asir1 eksprese
oldugu belirlenmistir.**

MDM4: Mouse double minute 4 homolog

MDM#4 geni, p53 aktivitesinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar. MDM4tn (S-MDM4) u¢
birlestirme varyanti, ekzon 6nin delesyonuyla
ortaya ctkmaktadir ve 68 bp’lik bir i¢ delesyonla
sonuclanmaktadir.® MDM4, MDM2nin homologu

olan bir proteindir ve o da MDM2 gibi p537in

transkripsiyonel aktivasyon bolgesine baglanarak
p337t inhibe etmektedir.** MDM4 ve MDM2, RING
finger domainleri yoluyla kararli heterodimerler
olustururlar. MDM4, MDM2’ye baglanarak MDM?2
otoubikitinasyonunu ve sonrasinda degredasyonunu
engeller. DNA hasarina yanitta, MDM2, MDM4'tin
ubikitinasyonunu ve degredasyonunu tesvik eder.
MDM#tn DNA hasarina bagh degredasyonu
fosforilasyonla ve timor
supresyonu ve p53 aracithl radyasyon yanitlarinda
kritik énem tasir.*’

dtizenlenir in  vivo

ATM ile aktive edilen bir kinaz olan CHK2, MDM#4'de
yer alan ek bolgeleri fosforilize ederek MDM4tin
1433 proteinleriyle olan iliskisini kolaylastirir.
MDM2 tarafindan ubikitinlenen MDM4 cekirdekte
birikir. MDM4, CHK2 araciligiyla fosforile oldugunda,
deubikinleyici bir enzim olan “herpes virtisle iliskili
ubikuitin-spesifik  proteaz” (HAUSP)in MDM4
ile olan etkilesimi bozulur. Bu durum, MDM#iin
ubikitinasyonuna ve proteazomal degredasyona yol acar.*

MDM4 geninin asir1 ekspresyonu, kotii prognozla
iliskilidir ve KLLde potansiyel bir terapotik hedef
olabilecegi bildirilmistir* Liu ve ark. KLLde MDM#4
mRNA’sinin  ekspresyon diizeyini ve prognostik
degerini amaclamislardir.  Referans
olarak p-aktin vasitasiyla, RT-PCR MDM4
mRNA ekspresyon diizeyinin, P53 geni delesyonu
olan hastalarda P53 geni
hastalardan anlamh olarak daha ytksek bulunmus
ve aynl zamanda P53 mutasyonu olan hastalarda

arastirmay1
ile

delesyonu  olmayan
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P53 mutasyonu olmayan hastalardakinden anlamli
derecede daha ytiksek oldugu belirlenmistir. MDM4
ekspresyonunun, Binet evrelemesi ve ATM geninin
delesyonuyla onemli olctude iliskili oldugu tespit
edilmistir. MDM4'tin, KLLde 6énemli bir prognostik
gosterge oldugu soylenebilir.”

PTEN: Fosfataz ve tensin homologu

PTEN, sinyal fosfoproteinleri ve fosfatidilinositol

ikinci  habercilerinin  defosforilasyonuyla  hiicre
goctnd, bytmesini ve sagkalimini dtizenler. Tumor
supresor geni PTEN, hem protein substratlarina hem
de lipid ikinci haberci olan fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfata karsi enzimatik aktiviteye sahip bir fosfataz
kodlar. PTEN proteini yapisal olarak, fosfolipid
membranlara baglanan C-terminal dtzenleyici
domain ve N-terminal cift spesifisite fosfataz benzeri

enzim domaininden olusur.”

PTEN geni, kanserlerde en stk mutasyona ugramis
biridir. ~ PTEN
islevinin kayb1, cesitli kanser tiplerinde mutasyon,

timor  baskilayicr  genlerden
delesyon, transkripsiyonel susturma veya protein
instabilitesi yoluyla meydana gelir. Kanserlerde
PTEN eksikligi, kot sagkalim, kemoterapi direnci
ve ilerlemis hastalikla iligkili bulunmustur. PTEN
fonksiyonunun bozulmasi, fosfoinositid 3-kinaz
(PI3K)

fosfatidilinositol (34,5)-trifosfat birikimine neden

sinyalizasyonunu  antogonize eder ve
olur. Boylece rapamisinin memeli hedefi (mammalian
Target of Rapamycin; mTOR) ve protein kinaz B
(AKT) dahil olmak tizere PI3K yolaginin downstream
(asag1 akis) bilesenleri aktive olur. PTEN’in, lipid
fosforilasyon aktivitesinin yani1 sira, hticre goct,
hticresel yaglanma, kok hticrenin kendini yenilemesi,
DNA tamiri, genomik instabilitenin regtilasyonunda

kritik rolleri vardir.”?

PTEN proteini 403 amino asitten olusur ve sonda yer
alan bir PDZ etkilesim motifine, prolin-glutamik asit-
serin-treonin dizilerini iceren C-terminal kuyruguna,
bir C2 ve fosfataz domainine (alanina), N-terminal
PIP2 baglayici domaine (PBD) sahiptir. PTEN’in
fosfataz aktivitesini bozan fosfataz domainindeki
mutasyonlar, C124S mutasyonu PTEN’in hem lipit
hem de protein fosfataz aktivitesini, G129E mutasyonu
ise PTEN’in sadece lipid fosfataz aktivitesini ortadan
kaldirir. Kazein kinaz 2 (CK2) ve glikojen sentaz
kinaz 3B (GSK3p) tarafindan fosforile C-terminal
kuyruk rezidteleri Sekil 4°de gosterilmektedir.”

S380, T382 ve T383 mutasyonlart PTEN'i destabilize
PTEN’in
ubikitinasyonu K13 ve K289'da gerceklesmektedir.”?

edebilir ve fosfataz aktivitesini artirir.

RB1: Retinoblastoma 1

Retinoblastoma, cocukluk cagina 6zgti malign bir
intraoktiler timordur. Nadir gortilen bir timor tirt
olup, yeni dogan insidansi yaklasik olarak 1/20.000
olarak belirtilmektedir.”> Retinoblastoma, kalitsal bir
kanserdir. Hastaligin genetik ve epidemiyolojik analizi
iki ayr1 retinoblastoma sinifi oldugunu gostermistir.
Sporadik retinoblastoma genellikle tek tarafli ve
tek odaklidir ve ortalama iki yasinda teshis edilir.
Bu sporadik vakalarin da bir kismi muhtemelen bir
ebeveynden kalitilan bir germ hticresi mutasyonuna
baghdir ve bu nedenle kalitsal olarak siniflandirilir.
Ailesel retinoblastoma genellikle 11 aydan daha
erken yasta teshis edilir ve genellikle bilateral ve/veya
multifokaldir.’* Ailesel retinoblastoma RB1 genindeki
germline mutasyona, sporadik retinoblastoma ise
gelismekte olan retinada RB1 genindeki somatik
mutasyonlara bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir.”

1971 yilinda Knudson, retinoblastomanin temel
genetik mekanizmasini agiklamak tizere “cift vurus
hipotezi’ni ortaya atmistir”® Knudson, bilateral
(Mendel)
kaliimda oldugu gibi, etkilenen ¢cocuklarin oraninin

retinoblastomali  kisilerde =~ dominant
yaklastk % 50ye yaklastigini ortaya koymustur.
Hastaligin dominant kalitsal formunda, bir mutasyon
germ htcreleri araciligiyla kalitilir; ikinci mutasyon
ise retina hticrelerinde spontan olarak ortaya cikar.
Aksine, kalitsal olmayan formunda, her iki mutasyon
da somatik (retinal) hiicrelerde cikar.
Retinoblastomanin, bir “timor supresor geninin” her

ortaya

iki allelinin ardisik kaybina veya inaktivasyonuna
bagli kanser prototipini gosterdigi belirlenmistir.””

RBI1, hticre bolunmesi, hticresel stres yanitlari,
farkhilasma, hticresel yaslanma ve programlanmis
htcre olimt gibi 6nemli bazi hticresel streclerde
rol almaktadir. RB1 kodlayict protein (pRb), hiicre
dongtistt regiilatérit olarak bilinmektedir ve bu
fonksiyonu, pRb aracili timor supresyonu icin
onemli etkiye sahiptir. E2F1 transkripsiyon faktort,
ilk tespit edilmis hticresel pRb-baglayic1 proteindir.
Aktif, fosforile edilmemis pRb formu tercihen E2F1'ye
baghdir ve pRb/E2F1 kompleksinin bozulmast,
hiicre doéngtisintin  deregtilasyonuna neden olur.
Rbl proteini, E2F1-3 transkripsiyonel aktivatorlerine
baglanir. pRb, E2F1-3 ile kompleks olusturdugunda,
etme

transkripsiyonu  aktive

engellemektedir.”®

yeteneklerini

Hicre siklusunun diizenlenmesinde rol oynayan Rb
proteini, fosforilasyon/defosforilasyon mekanizmasiyla
fonksiyon gostermektedir. GO/G1 evresinde cogunlukla
tamam1 fosforillenmemisken, S ve G2 evresinde
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biiytik olciide fosforillenmistir. Fosforillenmemis Rb,
siklusun S fazina giris ve DNA sentezi i¢in gerekli olan
E2F transkripsiyon faktorlerini baskilayarak hiicre
siklusunu durdurmaktadir. Hiticre cogalmast icin,
gec Gl fazinda hticre ici diizeyi artan cdk4 ve cdk6
siklin bagimh kinazlar Rb proteinini fosforilleyerek S
fazina girisi saglamaktadirlar. Rb, hticre siklusunu G1
evresinde kontrol etmekte olup bu etkinin ortadan
kalkmast ttimor olusumuna yol acabilir.”®

KLLde 13ql4'deki hemizigot ve/veya homozigot
kayiplar, olgularin yarisindan fazlasinda ortaya
citkmaktadir ve KLLde en sik gortlen kromozom
anomalisini olusturmaktadir. 13ql14 delesyonlarinin
KLL patogenezinde rol oynadigi dustiniilmektedir.
Delesyon boyutu, FISH analizinde saptanan tek
degisiklik olarak prognostik ¢nem tasir. RB1 geniyle
iliskili olmayan kiiciik delesyonlu hastalar, en iyi
prognoza ve en uzun genel yasam stiresine sahiptir.
RB1 genini iceren daha buiytk delesyon bolgesine
sahip hastalar, normal karyotipi olan hastalarda
oldugu gibi orta prognoza sahiptir.”

SONUC

KLL patogenezinde etkili oldugu belirtilen genlerdeki

TP53 yolaginda yer alan sitogenetik aberasyon,
mikroRNA, IGHV durumu vb. prognostik faktorler
KLLnin patogenezi ve prognozunda onemli role
17p
delesyonu ve trizomi 12 gibi sitogenetik anomaliler

sahiptirler. 11q delesyonu, 13q delesyonu,
KLLde en yaygin goriilen anomaliler olup, KLLde
TP53 mutasyonunun 11lq delesyonuyla gtclt bir
iligkili icinde oldugu bilinmektedir.°® Bunlar arasinda
ozellikle p53 mutasyonunun btiyiik prognostik énemi
oldugu bilinmektedir. del (17p) yoklugunda da TP53
mutasyonlarinin bulundugu ve bu tiir mutasyonlarin
tek basina prognostik etkiye sahip olduklar: yapilan

calismalarla tespit edilmistir.”!

Diger yandan p53 yolaginda yer alan P53, ATM, BAX,
BCL2, E2F1, MCL1, MDM2, MDM4, PTEN ve RBI
genlerinin ekspresyon profilleme calismalarindan
hastaligin  molekiiler patogenezine 1s1k tutacak
veriler elde edilmistir. Boylelikle, KLL hastalarina
daha etkin tedaviler sunulmasi, hastalarin sagkalim
hedefe
tedavi seceneklerinin gelistirilmesi ve hastaligin

stirelerinin  uzatilmas, yonelik  yeni
prognozunun belirlenmesinde yeni gostergelerin

saptanmasl mimkun olabilecektir.

mutasyonlarin ya da ekspresyon degisikliklerinin *Yazarlar herhangi bir c¢ikar iliskisi icinde

hastaligin prognozu ile muhtemel iliskisi mevcuttur. bulunmadiklarini bildirmistir.
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