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Amac: WW alani iceren oksidorediiktaz (WWOX) geni kromozom 16923.3-q24.1 bolgesinde bulunmaktadir ve yaygin kromozomal frajil
bolge, FRA16D, icermektedir. WWOX geni 46 kDa molekiler agiriginda WWOX timor baskilayici proteini kodlar. Birgok insan
kanserlerinde WWOX lokusunda heterozigozite kaybi (LOH), WWOX promoter hipermetilasyonu ve sonug olarak Wwox ifadesi kaybi
veya azalmasi bildirilmistir. Ayrica, son calismalar gesitli kanser tiplerinde Wwox eksikliginin koétu prognoz ile iligkili oldugunu
gostermistir. Kronik lenfositik 16seminin (KLL) klinik 6zellikleri ve genetik anomalileri iyi tanimlanmistir, fakat molekiler detaylar halen
arastiriimaktadir. WWOX ifadesi seviyeleri KLL igin olasi bir biyobelirte¢ olabilir. Bildigimiz kadariyla literatirde KLL'de WWOX'in tani ve
prognostik énemi ile ilgili kanitlar bulunmamaktadir. Calismamizda, KLL hastalarinda ve saglikli kontrollerde WWOX ifadesi diizeylerini
tanimlamayi ve KLL hastalarinda WWOX ifadesini klinik 6zelliklerine gére analiz etmeyi amacladik.

Materyal ve Metot: Bu galismayi 40 KLL hastasinda ve 26 saglikl kontrolde gergeklestirdik. WWOX ifadesi seviyelerini ters transkriptaz
kantitatif PCR (RT-QPCR) teknigini kullanarak analiz ettik.

Bulgular: Sonuglarimiz WWOX ifadesinin KLL hastalarinda saglikli kontrol grubuna gére anlamli derecede yiksek oldugunu gdsterdi
(P<0,001). WWOX duzeyleri ile KLL'deki klinik parametreler arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulmadik (P>0,05).

Sonug: Sonug olarak, WWOX geninin anormal transkripsiyon varyantlari, anormal protein izoformlari ile iligkilendirilebilir ve bu
izoformlar, KLL hastalarinda WWOX geninin timér baskilayici etkilerini degistirebilir.

Anahtar Kelimeler: Kronik lenfositik |6semi, timér baskilayici, WWOX.

Abstract

Aim: The WW domain-containing oxidoreductase (WWOX) gene is located on chromosome 16g23.3-g24.1 and contains the common
chromosomal fragile site, FRA16D. The WWOX gene encodes a Wwox tumor suppressor protein with a molecular weight of 46 kDa.
Loss of heterozygosity (LOH) at the WWOX locus, promoter hypermethylation of the WWOX promoter, and consequently Wwox
expression loss or reduction has been reported in a large fraction of many human cancers. Also, recent studies have shown that Wwox
deficiency is associated with poor prognosis in various types of cancer. Clinical features and genetic anomalies of chronic lymphocytic
leukemia (CLL) are well defined, but molecular details are still under investigation. WWOX expression levels could be a possible
biomarker for CLL. As much as we know, there is no evidence for diagnostic and prognostic significance of Wwox in CLL. In our study,
we aimed to define the expression levels of WWOX in CLL patients and also to analyze the WWOX expression in CLL patients with
regard to their clinical characteristics.

Materials and Methods: We performed this study in 40 CLL patients and 26 healthy controls. We analyzed the WWOX expression
levels by using reverse transcriptase-quantitative PCR (RT-QPCR). Results: Our results showed that WWOX expression was
significantly higher in CLL patients compared to healthy control group (P<0.001). We did not find any statistically significant difference
between WWOX levels and clinical parameters in CLL (P>0.05).

Results: Our results showed that WWOX expression was significantly higher in CLL patients compared to healthy control group
(P<0.001). We did not find any statistically significant difference between WWOX levels and clinical parameters in CLL (P>0.05).

Conclusion: Abnormal transcription variants of WWOX gene can be associated with abnormal protein isoforms and these isoforms can
change the tumor suppressive effects of WWOX gene in CLL patients.
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GiRIS

WW alani igeren oksidorediktaz (WWOX) geni kromozom 16g23.3-g24.1 bolgesinde bulunmaktadir
ve yaygin bir kromozomal frajil bdlge, FRA16D, icermektedir. FRA16D lokusu replikasyon
stresinin éncelikli hedeflerinden bir tanesidir ve replikasyon stresi varliginda kromozomal kirilmalara ve

delesyonlara yatkin bir bolgedir. FRA16D epitel kdkenli birgok insan kanserinde en frajil lokustur?.

WWOX geni 46 kDa molekil agiriginda Wwox tiimor baskilayici proteini kodlar. Wwox proteini N
terminal alanda iki WW baglanma bdlgesi ve merkezde 283 amino asitlik bir kisa zincir
dehidrogenaz/rediiktaz (SDR) alani icermektedir®. Bu alanlarin karakterizasyonu WWOX'in hiicresel
ve fizyolojik fonksiyonlarinin tanimlanmasi igin dnemlidir. Birinci WW bolgesi (WW1) sahip oldugu
PPxY veya PPxL motifleri ile p73, Ap2y, ErbB-4, Smad3 and ATM gibi proteinleri baglayarak Wwox’in
apoptoz, proliferasyon ve kontrol noktasi aktivasyonu gibi gesitli hiicresel fonksiyonlarda goérev
almasini saglar?2. Ayrica, bizim son g¢alisma sonuglarimiz Wwox WW1 bélgesinin BRCA1 proteini ile
etkileserek cift zincir DNA onarim yoladi secimini de diizenledigini ortaya koymustur4. SDR bélgesinin

ise steroid hormon metabolizmasinda énemli bir role sahip olduguna inaniimaktadir®.

Kanserlerde kopya sayisi degisikliklerinin arastinldigi galismalarda Wwox'in insan kanserleri
arasinda Uglincli en yaygin delesyona ugrayan gen oldugu tanimlanmistiré. Birgok insan kanserlerinde
WWOX lokusunda heterozigozite kaybi (LOH), WWOX promoter hipermetilasyonu ve sonug olarak
Wwox ifadesi kaybi veya azalmasi bildirilmistir’. Cesitli caismalar meme, 6zofagus, pankreas ve tiroid
kanseri dahil olmak Uzere cesitli karserlerde WWOX ifadesinde bir azalma veya kayip oldugunu
gostermistir®-12, Ayrica, ozellikle primer hematopoietik malignitelerde WWOX ifadesinde azalma veya
kayip bildirilmistirt314, Wwox protein ifadesi eksikligi genellikle daha agresif kanserler ve daha kot
klinik sonuglar ile iligkilidir'>6. Wwox protein ifadesi eksikligi ve kanser gelisimi arasindaki iliskiyi
bildiren kanitlar bulunmasina ragmen, Wwox'un timaor baskilayici fonksiyonu henliz tam olarak agiga

kavusmamistir.

Kronik lenfoblastik 16semi (KLL), olgun klonal CD5* B lenfositlerinin kan, kemik iligi ve lenfoid
dokularinda birikmesi ile karakterize lenfoproliferatif bir hastaliktir. Kromozomal bozukluklar,

mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler KLL patogenezinde énemli rol oynamaktadir??.

Erken evre ve duslk risk KLL hastalarinda dodru diagnostik ve prognostik biyobelirtecleri tanimlamak
hastalarin hayatta kalmalarini iyilestirmek icin kritik bir dneme sahiptir. KLL'nin klinik 6zellikleri ve

genetik anomalileri iyi tanimlanmistir, fakat molekuler detaylar halen arastiriimaktadir.

Calismamizda KLL hastalarinda WWOX ifadesi duzeylerini tanimlamayi ve KLL hastalarinda WWOX

ifadesinin klinik 6zellikler ile iligkisini analiz etmeyi amagladik.
MATERYAL VE METOT

Hasta ve Kontrol Grubu

Bu vaka-kontrol ¢galismasina toplam 40 KLL hastasi ve 26 saglikli birey dahil edildi. Tekirdag Namik
Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Bilim Dali'nda tani konan ve radyoterapi veya kemoterapi
ile tedavi edilmemis KLL hastalarindan ve saglikli bireylerden EDTA’h tuplere 2 ml kan 6rnegi alindi.
KLL grubundaki hastalar ve kontrol grubundaki saglikli bireyler 18-70 yas araligindaydi. Tium hastalar

ve kontrol bireyleri calismanin amaci ve prosedurleri hakkinda tam olarak bilgilendirildi ve ¢alismaya

259



Hanci ve ark. Namik Kemal Tip Dergisi 2020; 8(2): 258 - 263

katilmadan 6nce tum hastalardan bilgilendiriimis onam alindi. Calisma, Tekirdag Namik Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Etik Kurulunun onayiyla (No. 2017/76/07/11) ve Helsinki

Bildirgesi'nin talimatlarina uygun olarak gergeklestirildi.

RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Total RNA izolasyonu, saglikli bireylerden ve KLL hastalarindan alinan periferal kandan PureLink RNA
Mini Kit (Thermo Fischer Sci.) kullanilarak gergeklestirildi. cDNA sentezi, her bir érnek igin 50 ng
RNA’dan High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Sci.) kullanilarak Greticinin

talimatlarina gére gergeklestirildi.

Ters Transkriptaz-Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Her bir cDNA 6rneginin ters transkriptaz-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-QPCR) analizi,
PowerUp SYBR ™ Green Master Mix (Thermo Fischer Sci.) kullanilarak ve G6PD normalizasyonu ile
Qiagen Rotor gen Q (Qiagen) sisteminde gergeklestirildi. RT-QPCR reaksiyonu 20 ul toplam hacimde
gercgeklestiriimistir: 10ul Power up SYBR Greeen master mix, 2,5 ul forward primer (500 nM), 2,5 ul
revers primer (500 nM), 50ng cDNA ve dH20. RT-QPCR reaksiyonu igin kullanilan WWOX ve G6PD
primer dizilerii G6PD revers primer. GGCCAGCCACATAGGAGTT, G6PD forward primer:
GCAAACAGAGTGAGCCCTTC, WWOX revers primer: TCTGGGACAGCAGCACAGTA ve WWOX
forward primer: GAGGCCTTTCACCAAGTCC. RT-QPCR reaksiyonu sicaklik dongusi: 40 dongu
olmak Uzere 95°C’de 15 sn denatirasyon, 55°C’de 15 sn annealing ve 72°C’de 1 dak uzama. Bagil

mRNA ekspresyon degisiklikleri 2-2Ct esik yontemi kullanilarak degerlendirildi.

istatistiksel Analizler

Verilerin bilgisayara aktariimasinda ve analizlerinde PASW Statistics 18 for Windows istatistik paket
programi kullanildi. Degiskenler ortalama, standart sapma, medyan, minimum-maksimum deger,
frekans ve ylzde ile ifade edildi. Degiskenlerin normal dadihma uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile
belirlendi. Ayrica, Roc Curve analizi ile cut-off ekspresyon degeri belirlendi. Degigskenlerin
karsilastirimasinda Bagimsiz Orneklem t testi kullanildi. istatistiksel olarak p<0.05 degeri anlamli
kabul edildi.

SONUGLAR

WWOX gen ifadesinin KLL hastalarinda saglikli kontrol grubuna gére anlamli derecede yuksek oldugu
saptandi (P<0,001) (Sekil 1).

Wwox ifadesi diizeyleri

KLL Kontrol
Sekil 1: KLL hastalarinda ve saglikli kontrollerde Wwox ifadesi duizeyleri
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KLL hastalari ROC egrileri analizi (0,029) kullanilarak elde edilen esik degerine gére, WWOX pozitif ve
WWOX negatif olarak iki gruba ayrildi. Genel olarak, 33 hasta WWOX mRNA ifadesi gosterdi, kalan 7
hasta cutoff degerinin altindaydi. WWOX gen ifadesi diizeyleri ile KLL prognostik faktorleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (P>0,05) (Tablo 1).

Tablo 1. WWOX negatif ve pozitif KLL hastalarinda klinik 6zellikler

WWOX Pozitif WWOX Negatif P

Hasta Sayisi 33 7
Cinsiyet E/K 21/12 6/1
Yas 59,52 60 0,9
Evre (Rai)

Evre 0 13 5

Evre 1 8 1

Evre 2 10 1

Evre 3 1 0

Evre 4 1 0
WBC (10*3/uL) 24,1812 21,0866 0,444
LY (10*3/uL) 69,7606 70,3714 0,899
HB (g/DL) 14,1515 14,1114 0,954
PLT (10*3/uL) 248,4848 237,7143 0,851
LDH (IU/L) 209,2121 180,7143 0,135
B2M (mg/L) 2,887 2,5 0,367
CD38 (%) 3,0972 3,8683 0,81

TARTISMA

Yaygin kromozomal frajil bolgeler (CFS) replikasyon stresine yatkindir. Frajil bolgelerde bir timor
baskilayici genin varligi, DNA hasarina karsi genomik stabilitenin korunmasinda énemlidiri®. Bu
bdlgelerde heterozigotluk (LOH) kaybi, homozigot delesyonlar veya tumér baskilayici gen kaybi

genomik instabiliteye ve 6zellikle onkojenik transformasyona yol agar?314,

WWOX, yaygin frajil bdlge FRA16D'yi kapsayan énemli bir timor baskilayici gendir. Calismamizda
WWOX'un KLL'deki prognostik énemi arastirdik. WWOX gen ifadesinin KLL hastalarinda saglikli
kontrollere goére anlamli derecede yiksek oldugunu goésterdik. KLL hastalarinda WWOX ifadesindeki
artis, Ozellikle genomik instabilite acisindan degerlendiriimesi gereken bir durumu gdstermektedir.
Ayrica calismamizda WWOX gen ifadesi duzeyleri ile KLL prognostik faktorleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulmadik. Birgcok ¢alisma, bir¢ok tumor tipinde WWOX geninin kaybinin, timér

agresifligi agisindan koti prognoz ile iligkili oldugunu gostermigtirt®-22,

Normal dokularda tespit edilmeyen sadece timor hicrelerinde ifade edilen anormal WWOX transkript
varyantlarinin varligi bildirilmigtir. Alternatif ekzon-ekzon kirpiimasinin neden oldugu bu anormal
transkript varyantlarinin bir sonucu olarak, Wwox protein izoformlarinin timér hucrelerinde Wwox
ifadesinin kaybi veya azalmasi ile iligkili olabilecegdi gosterilmistir. WWOX gen ifadesinin azalmasi veya
kaybi, bu anormal transkript varyantlari nedeniyle kodlanan anormal Wwox protein izoformlariyla
iliskilidirt22,

Bildigimiz kadariyla, hematopoietik bozukluklarda WWOX ifadesi ile ilgili cok az sayida blyuk o6lcekli
calisma bildirilmigtir. Cesitli calismalarda WWOX gen ifadesi ile hematolojik kanserler arasindaki
iliskiler arastinimistir. Ishii ve ¢alisma arkadaslari, akut miyeloid I6semi (AML), ALL, kronik miyeloid
I6semi (CML) ve multipl miyeloma (MM) dahil olmak Uzere hematopoietik bozukluklarda WWOX
geninin ifadesinin siklikla uyumlu bir sekilde degistigini ve WWOX degisikliginin sikligini
gostermiglerdir’3. Luo ve ark. WWOX ifadesinin farkli 16semi tiplerinde normal kontrollere kiyasla
azaldigini veya kayboldugunu gostermislerdir?3. Chen ve ark. WWOX mRNA ifadesini, akut miyeloid
I6semi (ALL) orneklerinde kontrollere kiyasla dnemli dlglide daha dislik gozlemiglerdir?*. Cui ve ark.
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WWOX mRNA ve Wwox protein ifadelerinin I6semi hastalarinda énemli dlgide azaldidini veya

kayboldugunu bildirmislerdir2s.

WWOX deregiilasyonu akciger, pankreas, mide, kemik ve cilt kanserleri gibi birtakim kanserler ile de
iliskilendirilmistir. Kuguk hicreli disi akciger tiumoér o6rneklerinde azalmis WWOX ifadesi
bulunmustur?6-27. Wwox protein ifadesi kaybi bazi histotipler ve artmis timor agresifligi ile iliskilidir28.
Pankreatik ve gastrik kanserler ayrica WWOX LOH'un yani sira primer timdrlerde ve hticre hatlarinda
ifadede azalma belirlenmistir?®3°, Ayrica WWOX transfeksiyonu apoptoz yoluyla pankreatik hiicre
koloni olusumununu baskiladigi bildirilmistir?®. insan invaziv meme karsinomu doku érneklerinde ve
meme kanseri hiicre hatlarinda 6nemli Wwox eksikligine dair kanitlar vardir3132, Ayrica, azalmis
WWOX ifadesi, Ug¢li negatif meme kanserleri, bazal fenotip ve tamoksifen direnci gibi cesitli

klinikopatolojik faktdrlerle ylksek oranda iligkili oldugu gosterilmistir33-35,

Calismamizda, KLL hastalarinda, 6zellikle hematolojik malignitelerin kronik alt gruplarinda Wwox
ifadesindeki artis, bu Wwox protein izoformlarinin kanserojen sirecteki rolii hakkinda daha fazla
arastirma yapilmasi gerektigini diisiindiirmektedir. ileriki calismalarda bu izoformlar ve WWOX

transkript varyantlari arasindaki iligkiyi arastirmak yararli olacaktir.
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