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ÖZ  
Amaç: CD5+CD19+ malign B hücrelerin kemik iliği ve kanda birikmesi 
ile karakterize kronik lenfositik lösemi (KLL), Amerika ve Avrupa’da 
yetişkinlerde en sık gözlenen lösemi tipidir. CD38, ZAP70 
ekspresyonları, immünoglobülin ağır zincir değişken bölge (IgVH) 
mutasyonları hastalığın klinik seyri hakkında bilgi sağlasa da KLL 
patogenezi henüz net olarak tanımlanmamıştır. Transmembran 
proteini olan Notch reseptörleri hücre çoğalması, farklılaşması ve 
apoptozis süreçlerinde immün homeostazın sağlanmasında oldukça 
önemlidir. Güncel çalışmalar, Notch moleküllerinin kanser 
gelişiminde rolü olduğunu göstemektedir. Bu çalışmada KLL tanısı 
almış hastalarda Notch seviyeleri analiz edilerek KLL 
patogenezindeki rolleri incelenmiştir. 
Yöntem: KLL tanılı 15 hasta ve 9 sağlıklı bireyin periferik kanından 
izole edilen periferik kan mononükleer hücrelerde akan hücre ölçer 
ile Notch1, Notch2, Notch3 ve Notch4 seviyeleri değerlendirildi. 
Bulgular: KLL hastalarında lenfosit, CD19+ B ve CD3+ T hücrelerde 
Notch1 ifadesinin arttığı, buna karşın Notch4 ifadesinin ise azaldığı 
gözlendi. Hasta ve sağlıklı bireyler arasında Notch2 ve Notch3 
ifadeleri arasında anlamlı fark gözlenmedi.   
Sonuç: KLL hastalarında yüksek Notch1 mRNA ifadesinin kötü 
prognoz ile ilişkili olduğu, Notch4 aktivasyonunun ise kemoterapiye 
direnç oluşturduğu bildirilmektedir. Bulgularımız akan hücre ölçer ile 
Notch ifadelerinin hastalarda hızlı bir şekilde değerlendirilebileceğini 
ve değişen Notch1 ve Notch4 ifadelerinin KLL patogenezinde 
potansiyel belirteçler olarak öne çıkabileceğini göstermektedir. 

Anahtar Kelimeler: Kronik lenfositik lösemi, Notch1, Notch2, 
Notch3, Notch4 

ABSTRACT 
Objective: 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 Notch1 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 Notch1 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 Notch1 and Notch4 expression can be used as potential 
biomarkers in CLL pathogenesis. 
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Giriş  
 
Batı ülkelerinde yetişkinlerde en sık gözlenen lösemi türü 
olan kronik lenfositik lösemi (KLL), çoğalma kapasitesi 
düşük, CD5 ifade eden malign B hücrelerin kanda, lenf 
nodunda, kemik iliğinde birikimiyle tanımlanır.1 Malign B 
hücreleri CD5, CD19 ve CD23 ifade ederken, CD79b ve 
FMC7 ifade etmezler.2 Diğer lösemilerden farklı olarak KLL 
patogenezinde BCL-2 ve p53 genlerinde mutasyon, 
immünoglobülin ağır zincir değişken bölge (IgVH) 
mutasyonları, trizomi 12, 11q, 13q ve 17p delesyonları gibi 
genetik faktörler, CD38 ve ZAP70 ekspresyon seviyeleri 
hastalığın klinik gidişatını gösteren önemli belirteçlerdir.3 
Hastaların önemli bir kısmında hastalık yavaş seyirlidir, 
tedaviye ihtiyaç duyulmamaktadır. Buna karşın hastaların 
bir kısmında tanı anında ya da sonrasında tedavi 
uygulanmaktadır.4 
Epidermal büyüme faktörü benzeri tekrar dizileri içeren bir 
transmembran proteini olan Notch reseptörü ve ligandları, 
hücresel farklılaşma, apoptoz, organ gelişimi, doku 
homeostazının düzenlenmesi ve kök hücrelerin kendini 
yenilemesi gibi normal biyolojik süreçleri düzenleyen, 
evrim boyunca yüksek derecede korunmuş moleküllerdir.5 
Notch sinyal transdüksiyonunu başlatmak için genellikle 
reseptör-ligand etkileşimi gerekmektedir.6 Güncel 
çalışmalar Notch sinyal yolunun birçok kanser türünde 
onkojenik ya da tümör baskılayıcı bir faktör olarak rol 
alabileceğini bildirmektedir.7 Ayrıca, Notch sinyal yolunun, 
tümör hücrelerine kemorezistans kazandırılmasında rol 
oynadığı bilinmektedir.7 Bu özellikleri Notch sinyalini hedef 
alan yeni tedavi uygulamalarının geliştirilmesine ışık 
tutmaktadır.8  
Notch reseptör mutasyonlarının T ve B hücrelerinde 
fonksiyonel bozukluklara neden olabileceği ve hematolojik 
malignitelerdeki rolleri farklı çalışmalar ile ortaya 
konulmaktadır.9 T hücre gelişiminde önemli rolü olan 
Notch1’in T hücreli akut lenfoblastik lösemi (T-ALL) 
patogenezindeki rolü t(7;9) keşfiyle ortaya çıkmıştır.9 
Marjinal zone farklılaşması ve gelişiminde Notch2’in rolü 
olduğu bilinmektedir.10,11 Güncel veriler, Notch2 genindeki 
mutasyonların marjinal zone lenfoması (MZL) gelişimine 
neden olduğunu ve hastalığın patogenezindeki kritik 
rolünü vurgulamaktadır.12 KLL patogenezinde Notch1 ve 
Notch2 ligandları olan Jag1 ve Jag2’in sürekli olarak ifade 
edildiği ve bu moleküllerin apoptoza karşı malign B 
hücrelerine direnç kazandırdığı ifade edilmektedir.9,13 Bu 
nedenle, farklı Notch sinyal yolaklarının hematolojik 
kanserler için potansiyel terapötik hedefler olarak 
değerlendirilebileceği bildirilmektedir.6 Notch 
reseptörlerinin tümörler ve kanser üzerindeki rolleri iyi 
bilinmekte olup, viral enfeksiyonlardaki etkileri de ayrıntılı 
bir şekilde ortaya konulmuştur. Özellikle, Covid-19 
enfeksiyonunu ağır geçiren hastalarda Notch4 
reseptörünün, düzenleyici T hücrelerinde (Treg) 
ekspresyon seviyelerinin arttığı bilinmektedir.14 Ayrıca, 
Notch1 reseptörünün multisistem enflamatuvar sendrom 
(MIS-C) hastalarında Treg hücreleri tarafından yüksek 
seviyelerde ifade edildiği ve bu hücrelerin 
destabilizasyonuna yol açtığı gösterilmiştir.15 Tüm bu 
veriler, Notch sinyal yolunun önemli rolleri nedeniyle, bu 

yolu hedef alan yeni tedavi yaklaşımlarının veya 
biyobelirteçlerin geliştirilmesinin hastalık patogenezinde 
önemli yer tuttuğunu göstermektedir.  
Bu çalışmada KLL tanısı almış hastalarda Notch seviyeleri 
akan hücre ölçer ile analiz edilerek KLL patogenezindeki 
rolleri incelenmiştir. 

 
Yöntem  
Hasta Grubu  
İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi, Hematoloji 
polikliniğinde takibi yapılan ve herhangi bir ilaç tedavisi 
almayan, 5x103/mm3 üzerinde lenfosit ve periferik kanında 
olgun görünümlü ve CD5 ifade eden CD19 hücresi olan 
olan; enfeksiyonu ya da sekonder bir kronik rahatsızlığı 
olmayan 15 (8 erkek, 7 kadın) KLL hastası çalışmaya dahil 
edildi. Cinsiyet ve yaş uyumlu, 9 (6 erkek, 3 kadın) sağlıklı 
erişkin ile kontrol grubu oluşturuldu. Sağlıklı erişkinlerin 
seçiminde otoimmünite ve kanser öyküsü olmaması, 
örnek alındığında enfeksiyon gözlenmemesine dikkat 
edildi. Çalışmaya katılan tüm gönüllülerden bilgilendirilmiş 
gönüllü onam formları alındı (İ.Ü. İTF Etik Kurulu, no:1301, 
tarih:13.11.2017). 
  
Akan Hücre Ölçer Sistemi ile Notch Analizi 
Olgulardan alınan periferik kan (10ml) örneklerinde ficoll 
yöntemi ile periferik kan mononükleer hücreler izole 
edildi. Hücreler (5x106 hücre/ml) üzerine anti-Notch1 FITC, 
-Notch4 PE, -CD5 PECY5, -CD19 APC, -CD3 AlexaFlour700, 
-Notch3 BV421 ve -Notch2 BV650 monoklonal antikorları 
eklendi. Kullanılan tüm monoklonal antikorlar BioLegend 
(ABD) firmasından temin edildi. Hücreler 20 dakika 
inkübasyon sonrasında fosfat tuzlu tamponu (PBS) ile 1800 
rpm’de 10 dakika yıkanarak hücre pelleti üzerine PBS 
eklendi ve örnekler Novocyte (Agilent, ABD) akan hücre 
ölçer cihazından geçirilerek NovoExpress analiz 
programında değerlendirildi. Tüm örneklerde SSC/FSC 
grafiğinde lenfosit kapısında en az 200.000 hücre sayıldı. 
Lenfosit, CD19+ B, CD3+ T lenfosit popülasyonları içinde 
Notch1, Notch2, Notch3 ve Notch4 seviyeleri analiz edildi. 
 
İstatistiksel Analizler 
İstatistiksel analizler için GraphPad Prism 9.1 
uygulamasından yararlanıldı. Gruplar arası karşılaştırma 
analizleri için veriler normalizasyon testine tabi tutuldu. 
Normal dağılım göstermeyen gruplara Mann-Withney-U 
Testi uygulandı. Spearman Testi ile korelasyon analizleri 
gerçekleştirildi. Verilerin istatiksel anlamlılık değerleri, 
p≤0,05 olarak kabul edildi. 
 

Bulgular  
 
Çalışmada yer alan 8 erkek, 7 kadın olmak üzere toplam 15 
KLL hastasının yaş ortalaması 68 (59-77) yıldır. Kadın 
hastaların yaş ortalaması 67 (59-73), erkek hastaların ise 
71 (66-77) yıldır. Binet evreleme sistemine göre 5 hasta 
evre A, 10 hasta ise evre B, Rai sınıflandırmasına göre ise 4 
hasta evre 0, 2 hasta evre I, 4 hasta evre II ve 5 hasta ise 
evre III olarak değerlendirildi.  Hastaların klinik ve 
demografik verileri Tablo 1’de verildi. 
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Tablo 1. KLL hastalarına ait klinik ve demografik özellikleri 
 

  KLL Sağlıklı Kontrol 
n  15 9 

Cinsiyet Erkek (n) 8 6 
Kadın (n) 7 3 

Yaş Ortalaması (Yıl) 
(En düşük-En yüksek) 

 68 (59 - 77) 54 (49 - 60) 

WBC (109/L) (ortalama) 
(En düşük-En yüksek) 

 47.19 
(7.7 - 176) 

- 

LYM (109/L) (ortalama) 
(En düşük-En yüksek) 

 38.03 
(6.3 - 159) 

- 

 
 
Kromozomal Anomali  
 

del11q (n) 0 - 
del13q (n) 0 - 
del17p (n) 0 - 
tri12 (n) 0 - 

CD38 Pozitif (n) 4 - 
Negatif (n) 11 - 

BINET Evre A (n) 5 - 
B (n) 10 - 
C (n) 0 - 

 
 
Rai Evre 

0 (n) 4 - 
I (n) 2 - 
II (n) 4 - 
III (n) 5 - 
IV (n) - - 

Tedavi Yok (n) 15 - 
Var (n) 0 - 

 
Akan hücre ölçer ile Notch seviyeleri analiz edilirken önce 
SSC/FSC grafiğinde lenfositler kapılandı. Lenfositler içinde 
SSC/CD19 grafiğinde CD19+ B hücreler ve SSC/CD3 

grafiğinde CD3+ T hücreler kapılandı. Total lenfosit, B 
lenfosit ve T lenfositler içinde Notch1, Notch2, Notch3 ve 
Notch4 seviyeleri analiz edildi (Şekil 1). 

 

 
Şekil 1. KLL (kırmızı renk), sağlıklı kontrol - SK (mavi renk) ve izotip kontrole (gri renk) ait lenfosit, CD19+ B hücre ve CD3+ T 
hücrelerde Notch1, Notch2, Notch3 ve Notch4 seviyelerini gösteren histogram görüntüleri. 
 
Total lenfositler içinde değerlendirildiğinde 
Notch1seviyesinin KLL hastalarında sağlıklı bireylere göre 
arttığı, Notch4 seviyesinin ise azaldığı tespit edildi 

(sırasıyla; p=0,03 ve p=0,02) (Şekil 2A). Hasta ve sağlıklı 
bireyler arasında lenfositlerde Notch2 ve Notch3 seviyeleri 
açısından ise anlamlı bir fark gözlenmedi. Notch seviyeleri 
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B ve T lenfositler içinde analiz edildiğinde sağlıklı bireylere 
kıyasla KLL hastalarında hem B hem de T lenfositlerde 
yüksek Notch1seviyeleri gözlendi (sırasıyla; p=0,05 ve 
p=0,03). Buna karşın hastalarda Notch4 seviyelerinin ise B 
ve T lenfositlerde düşük olduğu saptandı (sırasıyla; p=0,05 
ve p=0,05) (Şekil 2B-2C). B ve T lenfosit Notch2 ve Notch3 
seviyeleri incelendiğinde hasta ve sağlıklı bireyler arasında 
fark olmadığı tespit edildi. Hastalarda Notch1, Notch2, 
Notch3 ve Notch4 seviyeleri Rai ve Binet evreleme 
sistemleri ve CD38 durumuna göre analiz edildiğinde hasta 
grupları içinde fark gözlenmedi. 
 

 
Şekil 2. Lenfosit, CD19+ B hücre ve CD3+ T hücrelerde 
Notch1, Notch2, Notch3 ve Notch4 seviyelerinin KLL 
(kırmızı renk) ve sağlıklı kontrollerde (mavi renk) 
karşılaştırılması, * p<0,05, **p<0,01. 

 
Tartışma 
 
Batı ülkelerinde sık gözlenen KLL yavaş seyirli bir hastalıktır. 
Hastaların çoğunluğu tedavi almadan sadece klinik olarak 
takip edilirken, hastaların bir kısmında tedavi uygulanır.2 

KLL’yi diğer hematolojik hastalıklardan ayırıcı 
özelliklerinden biri akan hücre ölçer ile B hücrelerinde CD5 
ve CD23 pozitifliği yanında, FMC7 ve CD79b ifadesinin 
negatif olarak gözlenmesidir.3 IgVH mutasyon durumu, 
CD38 ve ZAP70 düzeyi ile del17p, del13q gibi kromozomal 
değişikliklerin hastalığın klinik gidişi ile ilişkili oldukları 
bilinmektedir.16 KLL patogenezi henüz net olarak ortaya 
konulamamıştır ve hastalığın klinik gidişatını 
gösterebilecek parametrelerin belirlenmesi oldukça 
önemlidir.  
Hücre çoğalması, hücre farklılaşması, apoptoz gibi birçok 
hücresel süreçte rol alan Notch sinyal yolağının birçok 
kanserde de önemli role sahip olduğu gösterilmektedir.7 İlk 
olarak T-ALL’de t(7;9) translokasyonunun Notch1 
transkriptlerini kısalttığı ve hastalığın patogenezinde rol 
aldığı gösterilmiştir.17 Çalışmalar akciğer skuamöz hücreli 
karsinom, meme kanseri ve anaplastik büyük hücreli 
lenfoma gibi çeşitli kanserlerde onkojenik Notch gen 
mutasyonlarını ortaya koymaktadır.18-20 
Notch1ve Notch2’nin KLL’li hastalarda sürekli olarak ifade 
edildiği ve malign B-KLL hücrelerini apoptoza dirençli 
kıldıkları bildirilmektedir.9 İlaveten KLL hastaların yaklaşık 
%10’unda Notch1 geninde somatik mutasyonun olduğu, 
refrakter hastalar ile Richter dönüşümü olan hastalarda 
Notch1 mutasyon sıklığının daha yüksek olduğu 
bilinmektedir.21 Ayrıca güncel çalışmalar, Notch mutasyonu 
olan KLL’li hastalarda difüz büyük B hücreli lenfomaya 
transformasyon riskinin daha yüksek olduğunu 
göstermektedir.22 Tüm veriler, Notch sinyal yolağının ve 
özellikle Notch1 mutasyonunun, KLL’nin klinik gidişini 
gösterebilecek bir biyobelirteç olabileceği izlenimini 
vermektedir.23 Bu veriler ile uyumlu olarak çalışmamızda 
KLL hastalarında Notch1 seviyesinin arttığı gösterilmiştir. 
Bu artışın hem B hem de T lenfositlerde olduğu 
gözlenmiştir. Çalışmamızın önemli kısıtlamalarından biri 
hastalarda Notch1 gen mutasyonu bakılmamasıdır. Buna 
karşın güncel çalışmalar, Notch1 mutasyonu saptanmayan 
KLL hastalarında da Notch1 mRNA ekspresyonunun 
yükseldiğini ve mRNA ekspresyonu açısından mutasyonu 
olan hastalar ile aralarında fark olmadığını 
bildirmektedir.21  
Notch4, ağırlıklı olarak kan damarlarında ve kemik iliğinde 
mezenkimal stromal hücrelerde eksprese olur. Ayrıca 
Notch4 knock-out hayvan çalışmaları, bu hayvanlarda 
damar gelişimde belirgin değişiklikler gözlendiğini ifade 
etmektedir.24 KLL hastalarında kemik iliği stromal 
hücrelerinde Notch4 uyarımının kemoterapiye direnç 
oluşmasına neden olduğu bildirilmektedir.9 Pre-klinik 
çalışmalar, B-ALL ve KLL’de, anti-Notch4 antikor 
uygulamasının, kemik iliği mezenkimal stromal hücreler ile 
tümör hücreleri arasındaki Notch4 sinyalleşmesini bloke 
ettiğini ve tümör hücrelerinin yaşam süresini kısalttığını 
göstermektedir.25 Ayrıca, azalan Notch4 seviyesinin, Treg 
hücrelerinin baskılama kapasitesini artırarak tümör 
hücreleriyle mücadele eden T hücrelerinin inhibisyonuna 
ve tümör hücrelerinin lizisinin engellenmesine yol 
açabileceği öne sürülmektedir.14 Çalışmamızda KLL 
hastalarında Notch4 seviyesinin sağlıklı kontrollere göre 
azaldığı gözlendi. Çalışmalar B-KLL hücrelerinin IL-10, TGF-
β gibi sitokinler sekrete ettiğini ve immün yanıtları 
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baskılayabileceğini göstermektedir.26,27 Bu özellikleri ile 
Treg hücrelere benzediği ifade edilmektedir.27 Azalan 
Notch4 seviyesinin Treg fonksiyonlarını arttırıcı özelliği ve 
B-KLL hücrelerinin Treg’lere benzerliği dikkate alındığında, 
bulgularımız KLL hastalarında özellikle B hücrelerinde 
azalan Notch4 seviyesinin malign B hücrelerinde IL-10 gibi 
immün baskılayıcı sitokinlerin sekrete edilmesine neden 
olarak KLL’de gözlenen T hücre disfonksiyonuna neden 
olabileceğini düşündürmektedir. İlaveten, Notch4 
seviyesinin düşük olarak gözlenmesi çalışmaya dahil edilen 
hastaların hem erken evre olması hem de herhangi bir 
tedavi uygulanmayan hastalardan oluşmasından 
kaynaklanmış olabileceğini düşündürmektedir. Tedavi alan 
ve direnç gözlenen hastalarda yapılacak çalışmalar bu 
konuda daha ayrıntılı sonuçlar elde edilmesini 
sağlayacaktır. 

Sonuç olarak, özellikle artan Notch1 seviyesinin hematoloji 
laboratuvarlarında kullanımı her geçen gün artan akan 
hücre ölçer ile tespit etmek daha ucuz maliyet ile hızlı bir 
şekilde sonuç alınmasını sağlayabilir. Güncel çalışmalar 
Notch1 hedefleyen monoklonal antikor uygulaması gibi 
tedavi stratejilerinin agresif seyreden KLL hastaları için bir 
seçenek olabileceğini göstermektedir.28 Çalışmamıza dahil 
edilen herhangi bir ilaç tedavisi almayan hastaların uzun 
dönem takipleri yapılarak Notch1 seviyesi ile ilaç tedavisi 
başlanması arasındaki ilişkinin ortaya konulması Notch1’in 
klinik bir gösterge olarak kullanılabilirliğinin test edilmesi 
açısından önem taşımaktadır. Ayrıca ileri çalışmalarda 
tedavi alan KLL hastalarında Notch1 seviyelerinin tedavi 
almayan hastalar ile karşılaştırılması da klinik gidiş ile 
Notch1 düzeyi arasındaki ilişkinin gösterilmesine katkı 
sunabilir.  
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