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Amag: CD5*CD19* malign B hiicrelerin kemik iligi ve kanda birikmesi
ile karakterize kronik lenfositik I6semi (KLL), Amerika ve Avrupa’da
yetiskinlerde en sk gozlenen I6semi tipidir. CD38, ZAP70
ekspresyonlari, immunoglobilin agir zincir degisken bolge (IgVH)
mutasyonlari hastaligin klinik seyri hakkinda bilgi saglasa da KLL
patogenezi heniiz net olarak tanimlanmamistir. Transmembran
proteini olan Notch reseptérleri hiicre gogalmasi, farklilasmasi ve
apoptozis sureglerinde immiin homeostazin saglanmasinda oldukga
o6nemlidir. Glncel c¢alismalar, Notch molekillerinin kanser
gelisiminde roli oldugunu gostemektedir. Bu galismada KLL tanisi
almis  hastalarda Notch seviyeleri analiz edilerek KLL
patogenezindeki rolleri incelenmistir.

Yontem: KLL tanili 15 hasta ve 9 saglikli bireyin periferik kanindan
izole edilen periferik kan monontkleer hiicrelerde akan hiicre olger
ile Notch1, Notch2, Notch3 ve Notch4 seviyeleri degerlendirildi.
Bulgular: KLL hastalarinda lenfosit, CD19* B ve CD3* T hiicrelerde
Notch1 ifadesinin arttigi, buna karsin Notch4 ifadesinin ise azaldigi
gozlendi. Hasta ve saglikli bireyler arasinda Notch2 ve Notch3
ifadeleri arasinda anlamli fark gézlenmedi.

Sonug: KLL hastalarinda yiksek Notchl mRNA ifadesinin koti
prognoz ile iliskili oldugu, Notch4 aktivasyonunun ise kemoterapiye
direng olusturdugu bildirilmektedir. Bulgularimiz akan hiicre 6lger ile
Notch ifadelerinin hastalarda hizli bir sekilde degerlendirilebilecegini
ve degisen Notchl ve Notch4 ifadelerinin KLL patogenezinde
potansiyel belirtegler olarak 6ne gikabilecegini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kronik lenfositik 16semi, Notchl, Notch2,
Notch3, Notch4

ABSTRACT

Obijective: Chronic lymphocytic leukemia (CLL), characterized by the
accumulation of CD5*CD19* malignant B cells in the bone marrow
and blood, is the most common type of leukemia in adults in the
United States and Europe. While CD38 and ZAP70 expression and
immunoglobulin heavy chain variable region (IgVH) mutations
provide insights into the clinical outcome of the disease, the
pathogenesis of CLL has not yet been fully elucidated. Notch
receptors, which are transmembrane proteins, play a critical role in
regulating cell proliferation, differentiation, and apoptosis. Recent
studies have demonstrated the involvement of Notch proteins in
various types of cancer. In this study, the levels of Notch molecules
were analyzed in CLL patients to investigate their roles in the
pathogenesis of the disease.

Methods: Notch-1, Notch2, Notch3, and Notch4 levels were
analyzed by flow cytometry in peripheral blood mononuclear cells
isolated from heparinized blood samples of 15 CLL patients and 9
healthy individuals.

Results: Compared to healthy individuals, increased Notchl and
decreased Notch4 levels were found in total lymphocytes, B cells,
and T lymphocytes in CLL patients. No significant differences were
detected in Notch2 and Notch3 expression between patients and
healthy individuals.

Conclusion: It has been reported that high Notchl mRNA expression
is associated with poor prognosis and Notch4 activation contributes
to chemotherapy resistance in CLL patients. Our findings
demonstrate that Notch expression can be rapidly analyzed in CLL
patients using flow cytometry. Additionally, our findings suggest
that Notchl and Notch4 expression can be used as potential
biomarkers in CLL pathogenesis.

Key words: Chronic lymphocytic leukemia, Notch1, Notch2, Notch3,
Notch4
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Oktelik ve ark., KLL Hastalarinda Notch Ekspresyonlari

Girig

Bat1 Ulkelerinde yetiskinlerde en sik gozlenen |6semi tiiri
olan kronik lenfositik 16semi (KLL), ¢ogalma kapasitesi
diisuk, CD5 ifade eden malign B hiicrelerin kanda, lenf
nodunda, kemik iliginde birikimiyle tanimlanir.! Malign B
hiicreleri CD5, CD19 ve CD23 ifade ederken, CD79b ve
FMC7 ifade etmezler.? Diger |6semilerden farkh olarak KLL
patogenezinde BCL-2 ve p53 genlerinde mutasyon,
imminoglobilin  agir zincir degisken bolge (IgVH)
mutasyonlari, trizomi 12, 11q, 13q ve 17p delesyonlari gibi
genetik faktorler, CD38 ve ZAP70 ekspresyon seviyeleri
hastaligin klinik gidisatini gésteren énemli belirteglerdir.
Hastalarin énemli bir kisminda hastalik yavas seyirlidir,
tedaviye ihtiya¢ duyulmamaktadir. Buna karsin hastalarin
bir kisminda tani aninda ya da sonrasinda tedavi
uygulanmaktadir.*

Epidermal biylime faktorl benzeri tekrar dizileri igeren bir
transmembran proteini olan Notch reseptori ve ligandlari,
hicresel farklilasma, apoptoz, organ gelisimi, doku
homeostazinin diizenlenmesi ve kok hicrelerin kendini
yenilemesi gibi normal biyolojik siiregleri dizenleyen,
evrim boyunca yiiksek derecede korunmus molekiillerdir.®
Notch sinyal transdiksiyonunu baslatmak icin genellikle
reseptor-ligand  etkilesimi  gerekmektedir.®  Giincel
galismalar Notch sinyal yolunun bircok kanser tiirinde
onkojenik ya da tiimor baskilayici bir faktér olarak rol
alabilecegini bildirmektedir.” Ayrica, Notch sinyal yolunun,
timor hicrelerine kemorezistans kazandirilmasinda rol
oynadigi bilinmektedir.” Bu ézellikleri Notch sinyalini hedef
alan yeni tedavi uygulamalarinin gelistiriimesine 151k
tutmaktadir.®

Notch reseptdr mutasyonlarinin T ve B hiicrelerinde
fonksiyonel bozukluklara neden olabilecegi ve hematolojik
malignitelerdeki rolleri farkli ¢alismalar ile ortaya
konulmaktadir.’ T hiicre gelisiminde &nemli rolii olan
Notchl’in T hicreli akut lenfoblastik I6semi (T-ALL)
patogenezindeki rolii t(7;9) kesfiyle ortaya c¢ikmistir.®
Marjinal zone farklilagmasi ve gelisiminde Notch2’in roli
oldugu bilinmektedir.1>*! Giincel veriler, Notch2 genindeki
mutasyonlarin marjinal zone lenfomasi (MZL) gelisimine
neden oldugunu ve hastaligin patogenezindeki kritik
roliinii vurgulamaktadir.?? KLL patogenezinde Notchl ve
Notch2 ligandlari olan Jagl ve Jag2’in sirekli olarak ifade
edildigi ve bu molekillerin apoptoza karsi malign B
hiicrelerine diren¢ kazandirdigi ifade edilmektedir.>* Bu
nedenle, farkli Notch sinyal yolaklarinin hematolojik
kanserler icin potansiyel terapotik hedefler olarak
degerlendirilebilecegi bildirilmektedir.® Notch
reseptorlerinin timorler ve kanser Uzerindeki rolleri iyi
bilinmekte olup, viral enfeksiyonlardaki etkileri de ayrintil
bir sekilde ortaya konulmustur. Ozellikle, Covid-19
enfeksiyonunu  agir  geciren  hastalarda  Notch4
reseptoriiniin, dizenleyici T hicrelerinde (Treg)
ekspresyon seviyelerinin arttigi bilinmektedir.l* Ayrica,
Notch1 reseptorinin multisistem enflamatuvar sendrom
(MIS-C) hastalarinda Treg hiicreleri tarafindan yiksek
seviyelerde ifade edildigi ve bu hiicrelerin
destabilizasyonuna yol ac¢tgl gésterilmisti.’> Tim bu
veriler, Notch sinyal yolunun énemli rolleri nedeniyle, bu
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yolu hedef alan vyeni tedavi yaklasimlarinin veya
biyobelirteglerin gelistirilmesinin hastalik patogenezinde
onemli yer tuttugunu gdstermektedir.

Bu calismada KLL tanisi almig hastalarda Notch seviyeleri
akan hiicre olger ile analiz edilerek KLL patogenezindeki
rolleri incelenmistir.

Yontem

Hasta Grubu

istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi, Hematoloji
polikliniginde takibi yapilan ve herhangi bir ilag tedavisi
almayan, 5x103/mm?3 lizerinde lenfosit ve periferik kaninda
olgun gorlinimlu ve CD5 ifade eden CD19 hiicresi olan
olan; enfeksiyonu ya da sekonder bir kronik rahatsizlig
olmayan 15 (8 erkek, 7 kadin) KLL hastasi ¢calismaya dahil
edildi. Cinsiyet ve yas uyumlu, 9 (6 erkek, 3 kadin) saghkl
eriskin ile kontrol grubu olusturuldu. Saglikli eriskinlerin
seciminde otoimminite ve kanser Oykiisi olmamasi,
ornek alindiginda enfeksiyon gozlenmemesine dikkat
edildi. Calismaya katilan tim gonullulerden bilgilendirilmis
goniillii onam formlari alindi (i.U. iTF Etik Kurulu, no:1301,
tarih:13.11.2017).

Akan Hiicre Olger Sistemi ile Notch Analizi

Olgulardan alinan periferik kan (10ml) érneklerinde ficoll
yontemi ile periferik kan mononukleer hicreler izole
edildi. Hiicreler (5x108 hiicre/ml) Gizerine anti-Notch1 FITC,
-Notch4 PE, -CD5 PECY5, -CD19 APC, -CD3 AlexaFlour700,
-Notch3 BV421 ve -Notch2 BV650 monoklonal antikorlari
eklendi. Kullanilan tim monoklonal antikorlar BioLegend
(ABD) firmasindan temin edildi. Hicreler 20 dakika
inklibasyon sonrasinda fosfat tuzlu tamponu (PBS) ile 1800
rom’de 10 dakika yikanarak hiicre pelleti Gizerine PBS
eklendi ve 6rnekler Novocyte (Agilent, ABD) akan hicre
Olger cihazindan gegirilerek  NovoExpress analiz
programinda degerlendirildi. Tim &rneklerde SSC/FSC
grafiginde lenfosit kapisinda en az 200.000 hiicre sayildi.
Lenfosit, CD19* B, CD3* T lenfosit popilasyonlari icinde
Notchl, Notch2, Notch3 ve Notch4 seviyeleri analiz edildi.

Istatistiksel Analizler

istatistiksel ~ analizler icin  GraphPad Prism 9.1
uygulamasindan yararlanildi. Gruplar arasi karsilastirma
analizleri igin veriler normalizasyon testine tabi tutuldu.
Normal dagihm géstermeyen gruplara Mann-Withney-U
Testi uygulandi. Spearman Testi ile korelasyon analizleri
gerceklestirildi. Verilerin istatiksel anlamlilik degerleri,
p<0,05 olarak kabul edildi.

Bulgular

Calismada yer alan 8 erkek, 7 kadin olmak Uzere toplam 15
KLL hastasinin yas ortalamasi 68 (59-77) yildir. Kadin
hastalarin yas ortalamasi 67 (59-73), erkek hastalarin ise
71 (66-77) yildir. Binet evreleme sistemine gére 5 hasta
evre A, 10 hasta ise evre B, Rai siniflandirmasina gore ise 4
hasta evre 0, 2 hasta evre |, 4 hasta evre |l ve 5 hasta ise
evre Il olarak degerlendirildi. Hastalarin klinik ve
demografik verileri Tablo 1’de verildi.
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Tablo 1. KLL hastalarina ait klinik ve demografik 6zellikleri

KLL Saglikli Kontrol
n 15 9
Cinsiyet Erkek (n) 8 6
Kadin (n) 7 3
Yas Ortalamasi (Yil) 68 (59 - 77) 54 (49 - 60)
(En diigtik-En yiiksek)
WBC (10°/L) (ortalama) 47.19 -
(En disiik-En yiksek) (7.7 -176)
LYM (10°/L) (ortalama) 38.03 -
(En diisiik-En yiksek) (6.3-159)
delllq (n) 0 -
dell3q (n) 0 -
Kromozomal Anomali dell7p (n) 0 -
tril2 (n) 0 -
CD38 Pozitif (n) 4 -
Negatif (n) 11 -
BINET Evre A(n) 5 -
B (n) 10 -
C(n) 0 -
0(n) 4 -
I (n) 2 -
Rai Evre Il (n) 4 -
I (n) 5 -
IV (n) - -
Tedavi Yok (n) 15 -
Var (n) 0 -
Akan hiicre olger ile Notch seviyeleri analiz edilirken 6nce grafiginde CD3* T hiicreler kapilandi. Total lenfosit, B
SSC/FSC grafiginde lenfositler kapilandi. Lenfositler icinde lenfosit ve T lenfositler icinde Notch1, Notch2, Notch3 ve
SSC/CD19 grafiginde CD19* B hicreler ve SSC/CD3 Notch4 seviyeleri analiz edildi (Sekil 1).
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Sekil 1. KLL (kirmizi renk), saglikh kontrol - SK (mavi renk) ve izotip kontrole (gri renk) ait lenfosit, CD19* B hiicre ve CD3* T
hiicrelerde Notch1, Notch2, Notch3 ve Notch4 seviyelerini gbsteren histogram gérintileri.

Total lenfositler icinde degerlendirildiginde (sirasiyla; p=0,03 ve p=0,02) (Sekil 2A). Hasta ve saglikh
Notchlseviyesinin KLL hastalarinda saglikh bireylere gore bireyler arasinda lenfositlerde Notch2 ve Notch3 seviyeleri
arttig, Notch4 seviyesinin ise azaldigl tespit edildi acisindan ise anlamli bir fark gézlenmedi. Notch seviyeleri
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B ve T lenfositler icinde analiz edildiginde saglikli bireylere
kiyasla KLL hastalarinda hem B hem de T lenfositlerde
yuksek Notchlseviyeleri gozlendi (sirasiyla; p=0,05 ve
p=0,03). Buna karsin hastalarda Notch4 seviyelerinin ise B
ve T lenfositlerde disik oldugu saptandi (sirasiyla; p=0,05
ve p=0,05) (Sekil 2B-2C). B ve T lenfosit Notch2 ve Notch3
seviyeleri incelendiginde hasta ve saglikli bireyler arasinda
fark olmadig! tespit edildi. Hastalarda Notchl, Notch2,
Notch3 ve Notch4 seviyeleri Rai ve Binet evreleme
sistemleri ve CD38 durumuna gore analiz edildiginde hasta
gruplari iginde fark gdzlenmedi.
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Sekil 2. Lenfosit, CD19* B hiicre ve CD3* T hiicrelerde
Notchl, Notch2, Notch3 ve Notch4 seviyelerinin KLL
(kirmizi renk) ve saglikli  kontrollerde (mavi renk)
karsilastiriimasi, * p<0,05, **p<0,01.

Tartisma

Bati lilkelerinde sik gbzlenen KLL yavas seyirli bir hastaliktir.
Hastalarin cogunlugu tedavi almadan sadece klinik olarak
takip edilirken, hastalarin bir kisminda tedavi uygulanir.?
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KLl'yi  diger  hematolojik  hastaliklardan  ayirici
ozelliklerinden biri akan hticre dlger ile B hicrelerinde CD5
ve CD23 pozitifligi yaninda, FMC7 ve CD79b ifadesinin
negatif olarak gézlenmesidir.? IgVH mutasyon durumu,
CD38 ve ZAP70 duzeyi ile del17p, del13q gibi kromozomal
degisikliklerin hastaligin klinik gidisi ile iliskili olduklari
bilinmektedir.!® KLL patogenezi heniiz net olarak ortaya
konulamamistir ~ ve hastaligin klinik  gidisatini
gosterebilecek parametrelerin  belirlenmesi  oldukga
onemlidir.

Hucre ¢ogalmasi, hiicre farklilagmasi, apoptoz gibi bircok
hiicresel siiregte rol alan Notch sinyal yolaginin birgok
kanserde de &nemli role sahip oldugu gosterilmektedir.” ilk
olarak T-ALlUde t(7;9) translokasyonunun Notchl
transkriptlerini kisalttigl ve hastaligin patogenezinde rol
aldigi gésterilmistir.l” Calismalar akciger skuaméz hiicreli
karsinom, meme kanseri ve anaplastik buyuk hicreli
lenfoma gibi cesitli kanserlerde onkojenik Notch gen
mutasyonlarini ortaya koymaktadir.182°

Notchlve Notch2'nin KLL'li hastalarda siirekli olarak ifade
edildigi ve malign B-KLL hicrelerini apoptoza direngli
kildiklari bildirilmektedir.? ilaveten KLL hastalarin yaklasik
%10’'unda Notchl geninde somatik mutasyonun oldugu,
refrakter hastalar ile Richter donlisimi olan hastalarda
Notchl mutasyon sikhginin daha vyiksek oldugu
bilinmektedir.2* Ayrica giincel calismalar, Notch mutasyonu
olan KLUli hastalarda difiiz buyik B hicreli lenfomaya
transformasyon  riskinin  daha  yiksek  oldugunu
gbstermektedir.??2 Tim veriler, Notch sinyal yolaginin ve
ozellikle Notchl mutasyonunun, KLUnin klinik gidisini
gosterebilecek bir biyobelirte¢ olabilecegi izlenimini
vermektedir.?® Bu veriler ile uyumlu olarak ¢alismamizda
KLL hastalarinda Notchl seviyesinin arttigi gosterilmistir.
Bu artisin hem B hem de T lenfositlerde oldugu
gozlenmistir. Calismamizin 6nemli kisitlamalarindan biri
hastalarda Notchl gen mutasyonu bakilmamasidir. Buna
karsin glincel ¢alismalar, Notch1l mutasyonu saptanmayan
KLL hastalarinda da Notchl mRNA ekspresyonunun
yukseldigini ve mRNA ekspresyonu agisindan mutasyonu
olan  hastalar ile aralarinda fark  olmadigini
bildirmektedir.2*

Notch4, agirlikh olarak kan damarlarinda ve kemik iliginde
mezenkimal stromal hiicrelerde eksprese olur. Ayrica
Notch4 knock-out hayvan calismalari, bu hayvanlarda
damar gelisimde belirgin degisiklikler goézlendigini ifade
etmektedir.2* KLL hastalarinda kemik iligi stromal
hicrelerinde Notch4 uyariminin kemoterapiye direng
olusmasina neden oldugu bildirilmektedir.® Pre-klinik
calismalar, B-ALL ve KLlUde, anti-Notch4 antikor
uygulamasinin, kemik iligi mezenkimal stromal hiicreler ile
tumor hicreleri arasindaki Notch4 sinyallesmesini bloke
ettigini ve timor hicrelerinin yasam siresini kisalthgini
gbstermektedir.®> Ayrica, azalan Notch4 seviyesinin, Treg
hicrelerinin  baskilama kapasitesini artirarak timor
hicreleriyle miicadele eden T hiicrelerinin inhibisyonuna
ve tumor hicrelerinin lizisinin engellenmesine yol
acabilecegi 6ne sirilmektedir.* Calismamizda KLL
hastalarinda Notch4 seviyesinin saglikli kontrollere gore
azaldigi gézlendi. Calismalar B-KLL hiicrelerinin IL-10, TGF-
B gibi sitokinler sekrete ettigini ve immun vyanitlan
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baskilayabilecegini gostermektedir.?®?” Bu &zellikleri ile
Treg hiicrelere benzedigi ifade edilmektedir.?’ Azalan
Notch4 seviyesinin Treg fonksiyonlarini arttirici 6zelligi ve
B-KLL hucrelerinin Treg’lere benzerligi dikkate alindiginda,
bulgularimiz KLL hastalarinda o6zellikle B hicrelerinde
azalan Notch4 seviyesinin malign B hicrelerinde IL-10 gibi
immin baskilayici sitokinlerin sekrete edilmesine neden
olarak KLL'de gozlenen T hiicre disfonksiyonuna neden
olabilecegini  disiindirmektedir.  ilaveten, Notch4
seviyesinin duslk olarak gézlenmesi ¢alismaya dahil edilen
hastalarin hem erken evre olmasi hem de herhangi bir
tedavi  uygulanmayan  hastalardan  olugmasindan
kaynaklanmis olabilecegini dislindirmektedir. Tedavi alan
ve diren¢ gozlenen hastalarda yapilacak calismalar bu
konuda daha ayrintili  sonuglar elde edilmesini
saglayacaktir.
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Sonug olarak, 6zellikle artan Notch1 seviyesinin hematoloji
laboratuvarlarinda kullanimi her gecen giin artan akan
hiicre oOlger ile tespit etmek daha ucuz maliyet ile hizh bir
sekilde sonug alinmasini saglayabilir. Guncel ¢alismalar
Notchl hedefleyen monoklonal antikor uygulamasi gibi
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