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Özet: Kronik lenfositik lösemi (KLL) ileri yaş hastalarda en sık gözlenen lösemi türü olup, hem klinik hem de genetik açıdan 
oldukça heterojen bir hastalıktır. Kronik lenfositik lösemi de tekrarlayan kromozom anomalilerinin prognostik önemleri uzun 

yıllardır bilinmekte olup, gen mutasyonlarının da klinik önemleri açığa kavuşmaya başlamıştır. NOTCH1 gen mutasyonları KLL’de 

en sık mutasyon gözlenen gen olup, tedavi direnci ve Richter Sendromuna dönüşüm ile ilişkilendirilmektedir. Son yıllarda yapılan 
çalışmalarda NOTCH1 gen amplifikasyonları çeşitli kanser tiplerinde raporlanmıştır. Bizim daha önce izole delesyon 13q saptanan 

KLL vakaları ile yaptığımız bir çalışmada NOTCH1 gen dizisini içeren kopya sayısı artışları mikroarray yöntemi ile saptanmıştır 

ancak klinik bulgular ile ilişkilendirilmemiştir. Biz de bu çalışmamızda çeşitli kromozomal anomalilere sahip ve daha fazla KLL 
olgusuna ait periferik kan örneklerinde NOTCH1 gen kopya sayısı artışlarını FISH yöntemi ile incelemeyi ve KLL’nin klinik 

heterojenitesinde NOTCH1 amplifikasyonunun etkisini araştırmayı amaçladık. Çalışmaya dahil edilen 130 KLL vakasının 4’ünde 

FISH çalışması başarısızlıkla tamamlanmış olup, geriye kalan 126 olgunun hiçbirinde NOTCH1 gen kopya sayısı değişikliği tespit 
edilmemiştir. Çalışmamız sonucunda KLL’nin klinik heterojenitesinde NOTCH1 gen amplifikasyonlarının bir etkisi olmadığı 

sonucuna varılmıştır. Ancak olgu grubumuzun büyük kısmının, iyi prognostik etkiye sahip sitogenetik belirteçlere sahip olması 

sebebiyle, kötü klinik seyre sahip, daha fazla sayıda KLL vakalarında NOTCH1 gen kopya sayısının araştırılması gerekmektedir. 
Anahtar Kelimeler: KLL, FISH, NOTCH1 gen amplifikasyonu 

 

 
 

 

 

Abstract: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common type of leukemia observed in elderly patients and is a highly 

heterogeneous disease both clinically and genetically. The prognostic significance of recurrent chromosomal abnormalities in 

chronic lymphocytic leukemia has been known for many years, and the clinical significance of gene mutations has begun to emerge. 
NOTCH1 gene mutations are the most frequently mutated gene in CLL and are associated with treatment resistance and conversion 

to Richter Syndrome. In recent studies, NOTCH1 gene amplifications have been reported in various cancer types. In a study we 

conducted with CLL cases with isolated deletion 13q, copy number increases containing the NOTCH1 gene sequence were detected 
by microarray method, but they were not associated with clinical findings.In this study, we aimed to examine the NOTCH1 gene 

copy number increases in peripheral blood samples of more CLL cases with various chromosomal anomalies by FISH method and 

to investigate the effect of NOTCH1 amplification on the clinical heterogeneity of CLL. FISH study was completed unsuccessfully 
in 4 of 130 CLL cases included in the study, and NOTCH1 gene copy number changes were detected in any of the remaining 126 

cases. As a result of our study, it was concluded that NOTCH1 gene amplifications have no effect on the clinical heterogeneity of 
CLL. However, since most of our case group has cytogenetic markers with good prognostic effect, it is necessary to investigate the 

NOTCH1 gene copy number in more CLL cases with poor clinical course. 
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1. Giriş 

Kronik lenfositik lösemi (KLL) batı 

ülkelerinde en sık gözlenen lösemi türü olup, 

insidansı 4,2/100.000/yıl’dır. Ortalama tanı 

yaşı 72’dir. Kemik iliğinde, monoklonal 

CD5+ B hücrelerin birikimi ve proliferasyonu 

ile karakterize olan KLL’de genetik 

anomaliler prognostik açıdan oldukça 

önemlidirler (1).  

Kronik lenfositik lösemilerin %82’sinde 

kromozomal anomaliler saptanmakta olup, en 

sık gözlenen (%50) kromozomal anomali 13. 

kromozomun uzun kol delesyonları 

(del13q)’dur ve KLL’nin erken evrelerinde 

gözlenmekte olup, iyi prognoz ile 

ilişkilendirilmektedir. Kromozom 11 uzun kol 

delesyonları (del11q) %18, kromozom 17 kısa 

kol delesyonları (del17p) %7 oranında 

gözlenmekte olup, kötü prognostik etkiye 

sahiptirler. Trizomi 12 (+12) ise %16 

oranında saptanmakta ve orta prognostik risk 

grubunda yer almaktadır (2).  

Gelişen teknolojiler ile yapılan analizler 

sonucunda KLL’de tekrar eden mutasyonlar 

ve epigenetik değişimler tanımlanmaya 

başlamıştır. En sık (%2-20) mutasyon 

saptanan gen NOTCH1 genidir. NOTCH1 geni 

transmembranda yer alan bir reseptör kodlar 

ve ligand reseptöre bağlandıktan sonra MYC 

proto-onkogeni de dahil olmak üzere 

proliferasyon, metabolizma ve hücrenin 

hayatta kalması ile ilgili genleri aktive eder 

(3). NOTCH1 gen mutasyonunun KLL 

vakalarında saptanma sıklığının değişkenlik 

göstermesi hastalık progresyonu ile ilişkilidir. 

NOTCH1 mutasyonları ilerlemiş hastalık ve 

trizomi 12 ilişkili bulunmuştur (3).  

NOTCH1 gen mutasyonu saptanmayan KLL 

vakalarının %3’ünde FBXW7’yi inhibe eden 

mutasyonlar saptanmıştır. Bu mutasyonlar 

NOTCH1 sinyal yoluyla benzer bir 

fonksiyonel etki göstermektedir. Bu veriler, 

NOTCH1’in mutasyondan bağımsız şekilde 

KLL patogenezinde etkili olabileceğini 

desteklemektedir (4). 

NOTCH1 mutasyonlarının KLL’de onkogenik 

aktivite gösterdiği bilinmektedir (5). Ancak 

mutasyon saptanmayan KLL vakalarında da 

NOTCH1 gen ekspresyonunun arttığı ve 

mutasyon pozitif vakalar ile aralarında 

ekspresyon açısından bir farklılık olmadığı 

belirtilmektedir (6). Yapılan bir çalışmada 

NOTCH1 mutasyonundan bağımsız olarak 

KLL vakalarındaki NOTCH1 gen 

ekspresyonunun sağlıklı donörlere göre 

yüksek olduğu gösterilmiştir (7). Onkogenik 

aktiviteye sahip NOTCH1 geninin 

aktivasyonundan sorumlu olan yolaklar 

hakkında çok az bilgi bulunmaktadır. Çeşitli 

veriler KLL hücrelerinde ligand bağımlı 

mekanizmalar yoluyla mikro-ortam 

koşullarının bu süreci kontrol ettiği 

gösterilmiştir. NOTCH1 ligandlarının 

eksprese edilmesi ile NOTCH1 aktivitesinin, 

NOTCH1 genindeki mutasyonlardan bağımsız 

olarak arttığı gösterilmiştir (8). Literatürde, 

NOTCH1 gen ekspresyonunu transkripsiyon 

faktörü olan nükleer faktör-kappa B’nin 

NOTCH1’in ligandı olan JAGGED1’in 

ekspresyonunu indükleyerek NOTCH1 

ekspresyonunun arttığı konusunda çelişkili 

bilgiler yer almaktadır (9, 10).  

Gen ekspresyonunun artışına sebep olan 

mekanizmalardan birisi de kopya sayısı 

artışlarıdır ve NOTCH1 gen amplifikasyonu 

çeşitli kanserlerde tespit edilmiştir (11-13). 

Daha önce izole del13q saptanan KLL 

vakaları ile yaptığımız bir çalışmada ise 

olguların %40’ında NOTCH1 gen dizisinin 

dahil olduğu kopya sayısı artışları 

saptanmıştır. Ancak bu kopya sayısı artışları 

ile klinik veriler arasında bir ilişki 

saptanmamıştır (14).  

Bu çalışmada NOTCH1 gen 

amplifikasyonlarının KLL’nin klinik 

heterojenitesine etkisi olup olmadığını 

araştırmak amacıyla çeşitli kromozom 

anomalileri olan ya da sitogenetik açıdan 

normal olarak değerlendirilen KLL 

vakalarında NOTCH1 kopya sayısı 

değişikliğini araştırmayı hedefledik.  

2. Gereç ve Yöntem 

Çalışmamıza, daha önce FISH yöntemi ile 

KLL paneli (del13q, del17p, del11q ve 

trizomi 12) çalışılması amacıyla periferik kan 

örneği gönderilen 130 KLL hasta örneği dahil 

edilmiştir. Çalışmaya dahil edilen olgular 

Türk popülasyonuna aittir.  
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Çalışmaya dahil edilen olguların daha önce 

KLL fısh paneli çalışmaları için gönderilen 

periferik kan örneklerinden elde edilen 

peletler kullanılarak NOTCH1 gen kopya 

sayısını değerlendirmek için FISH çalışması 

yapılmıştır.  

NOTCH1 genini hedeflemek için NOTCH1 

amplifikasyon FISH probu (Cytocell) 

kullanılmıştır.  

FISH testinin uygulanabilmesi için lamlar 

üzerine olgu peletleri damlatılmıştır. Daha 

sonra oda ısısında kuruması için 

bekletilmiştir. NOTCH1 amplifikasyon 

probunun üreticinin önerisi doğrultusunda 

FISH protokolü uygulanmıştır. Preperatlar 

37
◦
C’de bir gece hibridizasyona bırakılmış 

olup, daha sonra post yıkamaları 

gerçekleştirilmiştir. Son olarak DAPI (4′-6′-

diamidine2-phenylindole) ile karşıt boyama 

yapılarak, preperatlar -20C’de saklanmıştır. 

Analizler Olympus BC61 floresan mikrokop 

ile gerçekleştirilmiş olup, her bir olguda en az 

200 hücre analiz edilmiştir. Cut-off değeri 

demir eksikliği anemisi olan beş sağlıklı 

bireyin periferik kan örneklerinde FISH testi 

uygulanarak %8 olarak belirlenmiştir.  

Çalışmamız girişimsel olmayan klinik etik 

kurul onayı (2020-394) ile gerçekleştirilmiştir. 

3. Bulgular  

Çalışmaya dahil edilen 130 KLL olgusunun 

83’ünü erkek, 47’sini kadın olgular 

oluşturmaktaydı. Yaş bilgisine ulaşılan 116 

vakanın yaş ortalamaları 63,5 (38-91, ±11) 

idi.   

NOTCH1 genini hedef alan FISH çalışması 

126 olguda başarıyla sonuçlanmış olup, 

olguların tamamında NOTCH1 kopya sayısı 

normal olarak değerlendirilmiştir (şekil 1).  

Olguların KLL fısh paneli sonuçları 

incelendiğinde, 55 vakanın izole 13q, 12 

vakanın izole trizomi 12, 3 vakanın izole 

del11q, 4 vakanın izole del17p anomalisine 

sahip oldukları saptandı. Ayrıca del13q 

saptanan 10 vakanın 5’ine del17p, 3’üne 

del11q ve 2’sine trizomi 12’nin eşlik ettiği, 

1’er vakada da trizomi 12’ye del11q’nun ve 

del17p’nin eşlik ettiği gözlenmiştir. Bir vaka 

da hem del17p hem de del11q saptandığı ve 

geriye kalan 39 vakanın KLL FISH panelinin 

normal olarak değerlendirildiği tespit 

edilmiştir (Tablo 1).  

Tablo 1. Olgulara ait klinik ve genetik bulgular 

 Sıklık Yüzde 

Cinsiyet  

 Kadın 47 36 

 Erkek 83 64 

RAI evre 

 Düşük (0,1,2) 48 86 

 Yüksek (4, 5) 8 14 

Tedavi alımı 

 Pozitif  21 44 

 Negatif 27 56 

Genetik anomali 

 ( KLL FISH paneli)  

 Normal 39 31 

 İzole del13q 55 44 

 İzole (+12) 12 10 

 İzole del17p 4 3 

 İzole del11q 3 2 

 Del13q + (+12) 2 1,5 

 Del13q + del17p 5 4 

 Del13q + del11q 3 2 

 (+12) + del17p 1 0,7 

 (+12) + del11q 1 0,7 

 Del17p + del11q 1 0,7 
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Şekil 1. NOTCH1 genini ve sentromer 9’u hedef alan NOTCH1 amplifikasyon FISH probu ile gerçekleştirilen FISH 

analiz sonucu 

 

Şekil 2. NOTCH1 mutasyon sıklığının hastalığın klinik zaman noktasına göre gösterdiği değişiklik. (MBL: 

monoklonal B hücreli lenfositoz, KLL: Kronik Lenfositik Lösemi, R/R: tekrarlayan/refrakter KLL) (Şekil 1 Rosati ve 

ark.’larının çalışmasından (6) modifiye edilmiştir.) 

 

4. Tartışma 

Kronik lenfositik lösemi en sık gözlenen 

lösemi türü olup, her etnik kökende 

erkeklerde kadınlara göre daha sık tespit 

edildiği (1.9:1) bilinmektedir (15). Bizim 

çalışmamızda da erkek olguların sayısının 

fazla olması bu veri ile uyumluluk 

göstermekte olup, kadın ve erkek bireyler 

arasında karşılaştırmaya dayanan istatiksel bir 

hipotez testi kullanılmadığı için bu durum bir 

bias sebebi olarak değerlendirilmemiştir.  

Kronik lenfositik lösemi klinik olarak hastalık 

seyri ve tedavi yanıtları açısından oldukça 

heterojenite gösteren bir hastalık grubudur 

(16). Genetik anomaliler açısından da oldukça 

heterojenite gösteren KLL vakalarının %5-15 

kadarı NOTCH1 gen mutasyonu taşımaktadır 

ve bu mutasyonlar özellikle refrakter 

olgularda (%21) ve Richter’s transformasyonu 

gerçekleşen vakalarda (%31) 

saptanmaktadırlar (şekil 2). NOTCH1 geninde 

saptanan mutasyonlar sıklıkla PEST 

domaininde meydana gelmekte olup, kötü 

prognoz ve tedavi direnci ile 

ilişkilendirilmektedir (5). 

NOTCH1 mutasyonlarının KLL’de onkogenik 

aktivite gösterdiği bilinmektedir (5). Ancak 

mutasyon saptanmayan KLL vakalarında da 

NOTCH1 gen ekspresyonunun arttığı ve 

mutasyon pozitif vakalar ile aralarında 

ekspresyon açısından bir farklılık olmadığı 
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belirtilmektedir (6).  Gen ekspresyonunun 

artışına sebep olan mekanizmalardan birisi de 

kopya sayısı artışlarıdır. NOTCH1 geninin 

onkogenik aktivite gösterdiği kanser 

türlerinden birisi olan kolon kanseri vakaları 

ile yapılan bir çalışmada NOTCH1 gen kopya 

sayısı artışlarının metastatik kolon kanseri 

vakalarında kötü prognoz ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (11). Yapılan bir başka 

çalışmada kanserle ilişkili fibroblastlarda 

NOTCH1 gen amplifikasyonu ve 

overekspresyonu gösterilmiştir ve NOTCH1 

gen ekspresyonunun inhibe edilmesinin 

önleyici tedavi seçeneği olabileceği 

savunulmuştur (13). Entropati tip T hücreli 

lenfomalarda da NOTCH1 geninin 

amplifikasyonu gösterilmiştir ve genomik 

DNA amplifikasyonlarının primer hedefinin 

NOTCH1 geni olabileceğini savunmuşlardır 

(12). Prostat kanseri hastalarına ait idrar 

örneklerinden elde edilen serbest DNA 

moleküllerinin, tedavi yanıtı ve klinik 

sonuçların değerlendirilmesindeki etkinliğinin 

araştırıldığı çalışmada da NOTCH1 gen 

amplifikasyonları tespit edilmiştir (17). 

Yapılan çalışmalarda NOTCH1 gen 

amplifikasyonunun Notch sinyal yolağını 

aktifleyen mekanizmalardan birisi olduğu 

görülmektedir. Ancak bizim çalışmamızda 

NOTCH1 kopya sayısı değişikliği 

saptanmaması KLL olgularında NOTCH1 gen 

amplifikasyonlarının klinik heterojenite ile 

ilişkili olmadığını destekler niteliktedir. Fakat 

olgu grubumuzun büyük kısmını iyi 

prognostik belirtece sahip vakaların 

oluşturması, NOTCH1 gen 

amplifikasyonlarının saptanmamasının 

sebeplerinden birisi olabileceğini 

düşündürmektedir. NOTCH1 gen 

mutasyonlarının daha çok ileri evre ve tedavi 

direnci gösteren KLL vakalarında gözlenmesi 

Notch yolağının ileri evre hastalarda aktive 

edildiğinin bir göstergesi olabilir. Ayrıca 

Notch yolağı NOTCH1 mutasyonlarının 

dışında, notch yolağında yer alan diğer gen 

mutasyonları ile ya da başka yolaklardaki 

fizyolojik sinyaller sebebi ile de aktive 

edilebilmektedir (18). Bu veri de NOTCH1 

mutasyonu pozitif ve negatif vakalar arasında 

ekspresyon farkının gözlenmemesinin 

açıklayıcı bir nedeni olabilir. Bizim 

çalışmamızda olgu grubunun büyük kısmının 

iyi prognostik belirtçelere sahip olması 

sebebiyle, NOTCH1 gen mutasyonu 

saptanmayan, daha fazla sayıda ileri evre KLL 

hastalarında NOTCH1 gen amplifikasyonun 

araştırılması ve NOTCH1 gen mutasyonu 

saptanan vakalar ile klinik verilerinin 

karşılaştırılması çalışmalarının yapılması 

gerektiğini düşünmekteyiz.  

Daha önce yaptığımız çalışmada (14) 

saptanan NOTCH1 gen kopya sayısı artışı 

saptanan vakalarda, FISH yöntemi ile kopya 

sayısı değişikliğinin saptanmamasının 

sebepleri arasında mikroarray yönteminin 

düşük mozaiklik oranına sahip kopya sayısı 

değişikliklerini saptamasındaki etkinliği 

konusunda net verilerin olmaması (19) yer 

alabilir. Ayrıca bazı vakalarda NOTCH1 

geninin tüm dizisinin artış göstermemesi de 

FISH yöntemi ile bu artışların 

saptanmamasına sebep olmuş olabilir.  

Kronik lenfositik lösemide NOTCH1 gen 

mutasyonu saptanmayan vakalarda Notch 

yolağının nasıl aktive edildiğinin açığa 

kavuşturulması yeni tedavi hedeflerinin 

belirlenmesine yol açabilir. Bizim çalışmamız 

sonucunda NOTCH1 gen amplifikasyonunun, 

özellikle iyi prognostik genetik belirteçlere 

sahip KLL vakalarında klinik heterojenite 

üzerinde bir etkisi olmadığı sonucuna 

varılmıştır. Kronik lenfositik lösemi 

hastalarında bu klinik heterojenitenin 

açıklanması için NOTCH1 gen 

mutasyonlarının dışında, notch yolağını aktive 

eden diğer mekanizmaların açıklanması için 

daha fazla çalışmaya ihtiyaç olduğu 

gözlenmektedir. 
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