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OZET

Kromozomlarmm u¢ kisimlarmmda bulunan, genomik stabiliteyi saglayan
yapiya telomer adi verilir. Telomerler tekrarlayan TTAGGG dizilerinden olusur
ve replikasyon esnasmnda gelisebilecek kromozomal anomalileri engeller. Hiicrenin
yaslanmasiyla telomer kisalir ve hiicre Gliir. Embriyonik yasamda aktif olarak
fonksiyon goren, dofumdan sonra inaktive olan telomeraz emzimi replikasyon
sonras:1 gelisen telomerik erozyonu engeller. Buna bagh olarak hiicreler simirsiz
boliinme yetenegi kazamir. Karsinogenezde telomeraz reaktivasyonu onemli rol
oynar. Ldsemilerde telomeraz aktivitesi ile klinik prezentasyon, tedaviye yamit,
prognoz arasmda yakm iligki vardir. Ayrica sitogenetik anomaliler ile telomeraz
aktivitesi arasinda korelasyon meventtur. Hastalann takiplerinde ve prognozun
belirlenmesinde kullamilabilecek onemli bir parametredir. Bu ¢cahymada 70 16semi
hastasimin (35 akut miyeloid losemi (AML), 7 akut lenfoblastik 16semi (ALL), 18
kronik lenfositik I6semi (KLL), 10 kronik miyeloid ldsemi (KML)) periferik kan
orneginde telomeraz aktivitesi, PCR tabanh bir yontem ile aragtirldi. Yirmi
saghkh kisiden alinan kan drnekleri kontrol olarak kullanildi. Ortalama telomeraz
aktivitesi ¢caliyma grubunda 0.729 * 0.031 (0.305-1.763) iken kontrol grubunda
0.190 = 0.031 (0.148-0.265) olarak saptand: ve fark istatistiksel olarak anlamh
bulundu (p<0.001). En yiiksek telomeraz aktivitesi AML grubunda, ozellikle
refrakter ve/veya erken relaps olgularmnda bulundu. Telomeraz aktivitesi ile yas,
cinsiyet, organomegali, lenfadenopati, beyaz kiire ve trombosit sayisi, hematokrit
diizeyi gibi klinik parametreler arasinda anlamh iliski bulunmadi. Bunun nedeni
her gruba diiyen hasta sayisinmm siirh olmas: ile iligkili olabilir. Her ne kadar
telomeraz aktivitesinin prognostik énemi bu cahsmada tam olarak gisterilemedi
ise de bu enzim akut lsemilerde 6nemli bir prognoz Belirleyicisidir ve daha genis
hasta gruplarinda yapilacak ¢ahsmalar daha fazla yol gisterici olacaktir.

Anahtar sozciikler: 16semi, telomer, telomeraz aktivitesi, kansgr.




ABSTRACT

Telomere is the structure, which is present at the chromosomal ends and
provides the genomic stability. Telomeres are consist of TTAGGG tandem repeats
and they prevent the chromosomal abnormallities which may develop during
replication. When the cells become older, telomere becomes shorter and the cell
dies. Telomerase which is inactive after birth is actively functional in embryonic
period and it prevents the telomeric erosion occuring after replication. By this
way, the cells gain the capacity of unlimited division. The telomerase reactivation
has an important role in carcinogenesis. In leukemias there is a relationship
between telomerase activity with clinical presentation, outcome and prognosis.
Also there is a correlation between cytogenetic abnormalities with telomerase
activity. It is an important parameter that can be used in the patient’s follow-up
and in determining the prognosis. In this study the telomerase activity was
investigated by a PCR-based method in the peripheral blood. Seventy blood
samples taken from patients with leukemia were used for study group. Twenty
samples taken from age-matched healthy subjects were used as control. In this
study group, 35 cases had acute myeloid leukemia (AML), 7 had acute
lymphoblastic leukemia (ALL), 18 had chronic lymphocytic leukemia (CLL), 10
had chronic myeloid leukemia (CML). Mean telomerase activity was 0.729 + 0.411
(0.305-1.763) in the study group and was 0.190 £ 0.031 (0.148-0.265) in the control
group. Telomerase activity in patients was found to be higher than controls. The
highest telomerase activity was found in patients with AML, especially in
refractory and/or early relapse cases. There was no relationship between
telomerase activity and clinical parameters such as organomegaly,
lymphadenopathy, white blood cell count, hematocrit, platelet count, and response
to therapy. We could not detect an important association between telomerase vity
and clinical presentation and outcome. This was due to the limited number of
patients. Although we could not shall the prognostic value of telomerase activity,
this enzyme is an important prognostic indicator in acute leukemias and we need

larger patients group.
Key words: leukemia, telomere, telomerase activity, cancer
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1.GIRIS VE AMAC

Okaryotik kromozomlanin u¢ kisimlannda yer alan ve tekrarlayan
hekzamerik DNA dizilerinin bir araya gelmesi ile olusan yapiya telomer ad1 verilir
(4,29,30).éenomik stabilitenin korunmasimi saglar. Kromozomlarda replikasyon
esnasinda ortaya ¢ikabilecek degradasyon, fiizyon, translokasyon, rekombinasyon
gibi anomalileri engelleyerek bu gorevini yerine getirir. Her telomer ortalama 5-20
kb (kilo baz) uzunlugundadir. 1986 yilinda Cooke ve Smith, normal somatik
hiicrelerde her hiicre béliinmesini takiben, telomerik DNA’min bir miktar kisaldigint
fai'ketmislerdir (50-200 baz ¢ifti) (40). Telomer uzunlugunun belirli bir diizeye
kadar kisalmasi sonucu, hiicreler proliferasyon yetenegini kaybederek yaslanma
stirecine girerler. Sonugta hiicre 6liimii kaginilmazdir. Bu durum normal bilyiime,
gelisme ve yaslanma igin olduk¢a 6nemlidir. Aksi takdirde telomerik kisalmanin
' olmamasi, hiicrelere 6liimsiizliik yetenegi kazandirir ki bu karsinogenezin 6nemli
bir kdse tasinm olusturur. , '

Hiicrelerin yasam siirelerini ve mitotik aktivitelerini belirleyen telomerler,
molekiiler saat olarak da adlandinlirlar. Replikasyon sirasinda normal somatik
hiicrelerde belirli miktarda telomerik DNA kayb: kac;lmlmazdfr. Iste bu noktada .
telomer uzunlugunun sabit halde tutulmasim saglayan énemli bir enzim giindeme
gelir. Telomeraz ad1 verilen bu enzim, DNA nin 3' ucuna TTAGGG hekzamerlerini
ekleyen, 6zellesmis bir DNA polimeraz’dir. Normal erigkinde somatik hiicrelerde
inaktif olan bu enzim, sadece kemik iligi kok hiicreleri, kolonik kript epitel hiicresi,
erkeklerde germ hiicreleri, epidermisin bazal hiicreleri, endometrium epitel
hiicreleri, aktive T ve B lenfositleri ile embriyonik yasamdaki somatik hiicrelerde
pozitiftir. Telomeraz riboniikleoprotein yapisinda bir ‘reverse transcriptase’ dir
(20,26).Amaci fonksiyonel telomer uzunlugunun korunmasimu saglamaktir. Yapilan
aragtirmalarda, insanlardaki kanserlerin %80-90’1'nda telomeraz enzim aktivitesi
belirgin olarak yliksek bulunmustur (11,12,3‘8,50)-. Bu &zelliginden dolay:
kanserlerin tam, tedavi ve takibinde kullanilabilecek spesifik bir belirleyici
olabilecegi diiglintilmiistiir.
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Caligmanin amaci, akut ve kronik 16semilerde telomeraz enzim aktivitesiyle,
hastalifin klinik prezentasyonu, seyri, tedaviye verdigi yanit ve prognoz arasindaki

iliskiyi aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Telomerin Yapisi

Normal hiicrelerin proliferasyon kapasitesini belirleyen, kromozomlarin
ucunda yer alan, tekrarlayan TTAGGG hekzamerlerinden olugan 6zellesmis DNA
pargasina telomer adi verilir (4). Ortalama uzunlugu 5-15 kb kadardir. Molekiiler
replikometre veya endojen jenerasyonel saat olarak da adlandinilir (34).Insan
viicudunda kromozom yapisin1 ve fonksiyonlarim idame ettiren 92 adet telomer
oldugu disiiniilmektedir. Konvansiyonel DNA replikasyonundaki bazi
yetersizlikler nedeniyle (ug¢ replikasyon problemi olarak tamimlanan olaydir)
lineer DNA replikasyonu tam olarak sonuglanamaz ve 3' ucundan her hiicre
boliinmesi sirasinda belirli oranda telomerik DNA kaybi gergeklesir (yaklagik
olarak her boliinme sonucu ortalama 50-200 baz ¢ifti ). Béliinmelerin devami ile
belirli bir kisalifa erisen telomer, hiicreyi yaglanma siirecine iter. Hiicreler artik
proliferasyon yeteneklerini kaybederek Go-Gj fazina geger ve sonugta Sliirler. Bu
mekanizma tlimor siipresdér mekanizmadir. Yagh kigilerin telomer uzunlugunun
genclerden daha kisa olmasi bu teoriyi desteklemektedir (28,40).

" Normal somatik hiicrelerin belirli bir replikatif limiti vardir. Bu "Hayflick
limiti" olarak tamimlanmistir. Fibroblast i¢in 50-80 bsliinme olarak belirlenmistir.
Telomer uzunlugu kritik bir noktaya ulaginca hiicre sikliisten ¢ikarak, istirahat
fazina geger. Bolinme yetenegini yitirir. Yaslanma slirecine girer. Kritik bir
noktaya kadar kisalan telomer, beraberinde genomik instabiliteyi getirecektir. Bu
durumda kromozomal anomalilere olan egilim, aktif olarak ¢ogalan hiicrelerde
artar, Onkogen aktivasyonu, antionkogen inaktivasyonu bunlarin sonucu olarak
ortaya ¢ikabilir. Hayflick limiti ortadan kalkar. Bu asamada g¢ok biiyiik bir
olasilikla telomeraz reaktivasyonu gergeklesir. Bu olayin meydana gelmesiyle
hiicreler yiiksek bir mitotik aktiviteye sahip olarak malign proliferasyon yetenegi
kazanirlar (29).

Normal somatik hiicrelerin yaslanmadan &nce ne kadar béliinecegini
belirleyen esas faktor, telomer uzunlugudur. Hiicrelerin proliferasyon yetenegini

sinirlayan siireg, replikatif veya hiicresel yaslanma siireci olarak adlandirilir (40).
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Devamh replikasyon gozlenen somatik hiicreler arasinda, kemik iligi kok
hiicreleri, erkeklerde germ hiicreleri, kolonik kript epitel hﬁcre'leri, endometrium
epitel hiicreleri sayilabilir. Bu hiicrelerde telomer uzunlugu yagam boyu sabittir.
Ciinkii normal erigkinlerde telomerik DNA kayiplarim1 yerine koyan ve telomer
biitiinltigiinti saglayan, riboniikleoprotein yapisindaki telomeraz enzimi, sadece
bu hiicrelerde aktif olarak gorev yapmaktadir.

. Telomerik DNA’ya baglanan ve biiyiik olgiide gorevi telomeraz enzim
aktivitesinin regiilasyonu olan iki tip protein tamimlanmugtir (telomeric repeat
factorl ve 2 ; TRF1-TRF2). TRF1 telomeraz enziminin negatif diizenleyicisidir.
Hipotetik olarak TRF1’in telomeraz ekspresyonunu azalttigi diisiiniilmektedir.
Bunu destekleyen bulgu,' TRF1’in asin ekspresyonu sonucunda telomeraz
enziminin genetik ekspresyonunun belirgin olarak azalmasidir, TRF1 telomerik
kisalmay tesvik eder. Timér olusumunda sadece telomeraz reaktivasyonunun
gergeklesmesi yeterli gériinmemektedir. Ayrica TRF1 diizeyinde de birtakim yeni
diizenlemelerin ortaya ¢ikmasi gerekmektedir. TRF1 telomerik DNA’ya
baglanarak uzunlugu kontrol eder. Uzun telomerler daha fazla sayida TRFI
baglayacagindan, bu hiicrelerde telomeraz enzimi inaktiftir. Her replikasyondan
sonra telomerler belirli oranda kisaldiklar1 igin bir stire sonra TRF1 telomere
baglanamaz ve telomeraz enzimi {izerindeki inhibitér etki ortadan kalkar.
Neticede telomer uzunlugunun regiilasyonu, telomer iizerindeki TRF1 miktar1 ve

telomeraz enzim aktivitesi arasindaki dengeyle saglanir (40).

2.2. Telomeraz Enziminin Yapis1 Ve Fonksiyonlan

Telomeraz enzimi riboniikleoprotein yapisinda o6zellesmis bir ‘reverse
transcriptase’dir (20). Fonksiyonel telomer devamlilifim saglar. Bu enzim, her
hiicre boliinmesi sirasinda, ug¢ replikasyon problemi nedeniyle kaybedilen
hekzamerik yapidaki niikleotid zincirlerini (TTAGGG), telomerin 3' ucuna
ekleyen spesifik bir DNA polimerazdir. Telomerik DNA dizilerini kodlamak igin
kendi yapisinda bulunan internal RNA’y1 kalip olarak kullanir (bu &zelligi

nedeniyle ‘reverse transcriptase’ denilmektedir).
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insanlarda telomeraz iki ana komponentten olugur. ilki, kalip olarak
kullamilan RNA subiinitidir. Telomeraz, 500 niikleotidden olusan bir RNA’ya
sahiptir (hTR=human telomeric RNA). Bu komponent, TTAGGG hekzamerlerini
kodlamakia yiiktimliidiir. ikincisi ise, protein-enzimatik subiinittir (katalitik
protein). Bu komponentin ‘reverse transcriptase’ aktivitesi vardir. Telomerin 3'
ucuna TTAGGG dizilerini ekler (40).

Normal erigkinlerdeki somatik hiicrelerde telomeraz aktivitesine rastlanmaz.
Sadece yiiksek proliferasyon kapasitesine sahip olan, kemik iligi kék hiicreleri,
kolonik Kkript epitel hiicreleri, endometrium epitel hiicreleri, epidermis bazal
hiicreleri, erkekte germ hiicreleri, aktive T ve B lenfositlerde diisiik diizeyde
saptanmaktadir. Nitekim, bu saydifimiz hiicrelerin telomer uzunlugu, diger
somatik hiicrelerin telomerlerinden daha uzundur. Embriyonik yasamda tiim
hiicrelerde pozitif olan telomeraz enzim aktivitesi, dogumdan sonra regresyona
ugrar ve normal gelisim esnasinda reaktivasyon gﬁzlenm'ez. Boylece, belirli
sayida boliinme sonucunda somatik hiicrelerde telomer ‘klsal_xr, o hiicre yaslanma
slirecine girer ve olilr. Insanlarda tanimlanan tim kanserlerin %80-90’1nda timor
hiicrelerinde telomeraz aktivitesi yiiksek bulunmugtur. Bu durum bilim
adamlarini telomeraz reaktivasyonu ve karsinogenez arasinda ne gibi bir ilskinin
oldugunu aragtirmaya yoneltmigtir (5,13,41,55).

Telomeraz enzimi, telomer uzunluunu sabit halde tutarak, hiicrelerin
lumstizliik yetenegi kazanmasina neden olur. Birgok kanser tiiriinde bu enzimin
yiksek  diizeylerde  aktivite  g@stermesi, karsinogenezde telomeraz
reaktivasyonunun kritik bir evre olmasi, anti-telomeraz yaklagimlan kanser
tedavisi alaninda anti-telomeraz yaklagimlari giincel hale getirmistir. Ancak bu
durum baz1 kugkulan glindeme getirmistir. Birincisi, gogu tiimorde ortalama
telomer uzuniugu 6-10 kb’dir. Her hiicre bsliinmesinde yaklagik olarak 100 baz
¢iftinin kaybedildigi distiniiliirse, telomeraz enziminin bloke edilmesine ragmen,
hedef telomer uzunluguna ulagabilmek i¢in ortalama 60 kez hiicre bdliinmesinin
gerceklesmesi gerekmektedir. Eger hiicrenin 6liimtine neden olan telomer
uzunlugu 1kb ise 7 kb’lik bir telomere sahip tiimérle miicadele uzun zaman

alacaktir. Bu durumda anti-telomeraz tedavi segenei akut kemoterapi amagh



degil, idame tedavi amaciyla kullamlabilir. Bir diger problem, hedeflenen
telomerik kisalma elde edildiginde karsgimiza yeni bir takim sorunlann ¢ikma
olasihgidir. Bilindigi gibi telomerin asil fonksiyonu, genomik stabilitenin
korunmasidir. Eger telomer yeterli uzunluga sahip degilse, replikasyon sirasinda
gelisebilecek fiizyon, degradasyon, translokasyon, rekombinasyon gibi potansiyel
tehlike arz eden kromozomal anomalilerin gelismesini Onleyemez. Sonugta
onkogen aktivasyonu, antionkogen inaktivasyonu, anaploidi, heterozigosite kaybh
gibi karsinogenez igin gerekli bozukluklar ortaya g¢ikar. Hiicreler 6liimstizliik
yetenegi kazanabilir. Hicre siklusunun tizerindeki pozitif regiilatér mekanizmalar
gegerliligini yitirir ve sonugta kanser olugur. O halde, acaba anti-telomeraz tedavi
yaklagimlar: bu riskleri beraberinde getirebilir mi? Bu sorunun yamt1 gu anda agik
degildir (1,41).
' " Onemli bir bagka husus, telomeraz reaktivasyonunun karsinogenezin hangi
asamasinda gergeklestiginin saptanmasidir. Hiicre siklusunda Gi fazindan S
fazina gegiste telomeraz aktivasyonu ortaya ¢ikar. Baz: tiimorlerde erken evrede
cenzim inaktif, ge¢ evrede aktiftir. Telomerik kisalma sonucu ortaya gikan
kromozomal anomalilerin, tefomeraz reaktivasyonuna yol agma ihtimalinin
olmasi ayr bir tartiyma konusudur. Agiklanamayan oldukga fazla mekanizma
olmasina ragmen genel kani, telomeraz reaktivasyonunun karsinogenezin son
agamast oldugudur. Bunu destekleyen bazi deliller mevcuttur. Telomeraz
aktivitesi timdr hiicrelerinin proliferasyonu igin baglangigta gerekli degildir.
Olugan timor hiicrelerinin uzun dénemde o6limstizliik yetenegine sahip
olabilmeleri igin gereklidir. Telomeraz her zaman telomer uzuniugunu sabit halde
tutamaz. Karsinogenezin baglangicindan belirli bir siire sonra telomerik kisalma
kritik bir noktaya ulagtifinda telomeraz inhibitdrii TRF1 telomere daha az oranda
baglanacagindan telomeraz aktivasyonu gerceklegir. Daha sonra mevcut aktive
haldeki enzim telomer uzunlufunu stabil hale getirerek o hiicreye smirsiz
proliferasyon yetenegi kazandirir. Timor progresyonunda hz smnirlayan asama,
telomeraz reaktivasyonudur (29,34,40).

Telomerik kisalma kritik bir noktaya ulagtifi halde telomeraz reaktivasyonu

gergeklesmeyen timodrlerde spontan remisyonlar gdzlenebilir (6). Sonugta




telomeraz reaktivasyonu karsinogenezde kritik bir 6neme sahiptir ancak mutlaka
gerekli degildir. Ciinkii telomer uzunlugunun stabilitesinden sorumlu olan tek
faktor telomeraz enzimi degildir. Telomerazdan bagimsiz olan bu mekanizmalar

éu anda tam olarak bilinmemektedir.

2.3. Telomeraz Enziminin Klinik Onemi

Son yillarda yapilan aragtirmalar sonucunda bir ¢ok malign hastalikta
yiiksek telomeraz aktivitesinin varlidi, bu enzimin tiimér belirleyicisi olarak
kullanilabilecegini gilindeme getirmistir. Kanser hiicrelerinde belirgin olarak
yiiksek diizeyde mevcut olmasina ramen normal hiicrelerin bir kisminda da
digiik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir.

Klinik onkolojide, karsinogenezin erken evrelerde teshis edilmesi, etkin
tedavi alternatiflerinin  geligtirilmesi, tedaviye yanitin belirlenmesinde
kullamlacak giivenilir bir testin kesfedilmesi énemlidir. Bu anlamda, telomerazin
ilk bakista tiimére spesifik bir enzim niteliginde olmasi, onkoloji alaminda yeni
bir umut 15181 olarak algilanmaktadir.

Doku invazyonu baslamadan &nce lezyon]arm saptanmasi, telomeraz
taramalarinin temel amacidir. Asemptomatik bireylerin viicut sivilarinda enzim
aragtirmasi erken tani agisindan 6nemlidir. Telomeraz enziminin tespit edilmesi
icin 1994 yilinda TRAP (telomeric repeat amplification protocol) yontemi
geligtirilmigtir (9,38). Polymerase chain reaction (PCR) tabanli bir yontemdir.
Parafin _blok biopsi materyallerinde insitu hibridizasyon yontemleri
kullaniimaktadir. Ayrica son zamanlarda daha sensitif ve spesifik oldugu
anlagilan "reverse transcriptase-PCR (RT-PCR)" yontemiyle enzim tespit olanag:
elde edilmistir. Ozellikle mesane kanserlilerin idrar Srneklerinin inpelenmesi
sonucu RT-PCR’1n TRAP’a gére belirgin tistlinltigtt ortaya konmustur (33). Agiz
calkant: suyu, kolonik yikama suyu, idrar, meme ve tiroid dokularindan alinan
ince igne aspirasyon materyallerinde telomeraz enzimi tespiti yaygin olarak
kullanilmaktadir. Telomerazin yamsira telomer uzunlufunun da saptanmast
miimkiindiir. Bu  amagla  "southern  blot" yontemi  kullanilir
(2,3,8,21,24,25,45,48,53,54). '



Tiimér dokusu ile etrafindaki normal dokunun sirlarinin belirlenmesinde
telomeraz aktivitesinin tespiti Snemli bir bulgudur. Ancak bazen tiimére komsu
normal alanda inflamatuar yanit sonucu lenfosit infiltrasyonu olmugsa, buna bagh
yalanc pozitiflik yamlitici olabilir (3,5,7,18,19,27,42,47,48,56).

Metastatik kanser ve lenfoma olgularinda lenf nodunun histopatolojik
incelenmesi esnasinda patologun normal olarak degerlendirdigi dokularda
immiinohistokimyasal ve molekiiler analizlerle telomeraz aktivitesinin yliksek
oranda pozitif olmasi, mikrometastazlarin ortaya konulmasinda oldukg¢a giivenilir
bir metod olmustur. Yapilan g¢alismalarda, biitin malign ve benign lenf
nodlarinda telomeraz aktivitesi pozitif bulunmustur. Ancak benign lenf
nodlarinda aktivite major olarak germinal merkezlerdedir (aktive B ve T
lenfositlerinden dolay1). Malign lenf nodlarindaki aktivite, benign form ile
karsilastinlamayacak kadar yiiksektir. Bu nedenle ayirimlari kolaydir. Ancak bazi
caligmalarda lenfoma olguiarindaki lenf noduyla reaktif lenf nodlarindaki
telomeraz aktivitelerinin birbirine esit oldugu gosterilmistir (3,5,7,17,55).

Mesane, kanserlerinde, idrar sedimentindeki hiicrelerde telomeraz
aktivitesinin aragtirilmasi klinik anlamda 6nemli imkanlar saglamistir. Erken tam,
niiksiin daha gabuk tespit edilmesi bu yontemle miimkiin olmaktadir. Mesane
kanserinde erken evrede idrar 6rneginin sitopatolojik incelenmesi ile pozitif
sonug elde etme olasilifn dilsitktiir. Ayrica burada 6nemli olan bir baska husus,
incelemeyi yapan sitopatoloji uzmamnin klinik tecriibesinin, sonucu dogrudan
etkiliyor olmasidir. Oysa telomeraz aragtirmalart bu konuda hem daha erken
sonu¢ verir hem de kisisel tecriibeden bagimsiz olarak dofru sonug elde
edilmesini saglar. Diigiik dereceli mesane kanserlerinde yapilan patolojik
incelemelerle tan1 koyma olasiligt %20 iken telomeraz bakilarak yapilan
¢aligmalarda bu oran %80’e ¢ikmaktadir (22,24,25,33,52,54).

Meme kanserinde yapilan ¢aligmalarda, telomeraz aktivasyonunun meme
kanseri gelisiminin erken evrelerinde ortaya ¢iktii yoniinde bulgular elde
edilmigtir. Normal meme dokusunda enzim aktivitesinin sikhify %17°dir. Ancak
malign dokuda bu oran %85-95’e yiikselmektedir. Fibroadenomlarda %20 olarak

belirlenmistir. Telomeraz, insitu karsinom agamasinda tam:1 koyma imkam
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saglayan bir belirleyicidir. Metastatik meme kanserlerinde periferik kanda
dolagan epitelyal hiicreler, telomeraz aktivitesini- belirleyen y6ntemler
kullanilarak iespit edilebilir. Bdéylece ‘klinikk olarak sessiz seyirli
mikrometastazlarin bu sekilde saptanmasi hasta yonetimi agisindan avantaj
saglamaktadir (3,7,28,43,48,51).

Telomeraz enziminin erken tanida 6nemli bir belirleyici olmasinin yanisira
antikanser tedavide yeni bir hedef olmasi siirpriz degildir. Daha 6nce belirttigimiz
~'gibi, su anki bilgilerimize gore antitelomeraz tedavi akut tedavinin bir pargasi
degil, kronik idame tedavinin bir kolu olma yolundadir. Ayrica normal somatik
hiicrelerin bir gogunda telomeraz inaktif oldugu i¢in tedavinin yan etki spektrumu

simdilik oldukc¢a dar gériinmektedir.

2.4. Akut Lisemiler

Losemiler, hematopoietik sisteme ait immatiir hiicrelerin klonal, neoplastik
proliferasyonu sonucu geligirler. Hiicre diferansiasyonunun herhangi bir
asamasinda ortaya ¢ikan arrest nedeniyle aberan bir transformasyon olusur ve
hiicrenin niteligi degisir. Lésemik hiicreler kisa stirede kemik iligi boslugunu
doldurur ve normal hematopoietik hiicrelerin yerini alir. Sonugta hastalia ait
-semptom ve bulgular ortaya ¢ikar. Bunlar kemik iligi yetersizliginin bulgularidir
(anemi, hemoraji, infeksiyon). Losemik hiicreler kemik iligini isgal ettikten sonra
periferik dolagima katilirlar. Viicudun tiim dokularma yayilma ozelligine
sahiptirler. Loseminin tipine gére dominant infiltre ettikleri dokular farklilik
gosterir. Akut losemiler temel olarak lenfoblastik ve miyeloblastik olmak iizere
iki ana gruba aynlirlar (AML,ALL). Olduk¢a hizli klinik seyir gostermeleri ve
acil tedavi gerektirmeleri 6nemli 6zelliklerindendir.

Akut 18semilerde blastlar, primitif progenitor hiicrelere benzerler ve bu
hiicrelerden kéken ahirlar. Oysa kronik 16semiler fenotip olarak olduk¢a matiir
goriinen hiicrelerden koken almaktadir. Kronik myeloid 18semi zaman igerisinde
blastik faza transforme olabilir. Neticede klinik gidis ve tedavi ihtiyaci

bakimindan akut 16semiye doniigebilir.



Lsemi ("beyaz kan" anlaminda) ilk olarak 1845 yilinda Virchow tarafindan
tammlanmistir. Akut 16semiler, lizerinde en ¢ok calisilan ve oldukga iyi
karakterize edilmis bir hastalik grubudur. Morfolojik, genetik, immiinofenotipik
ozellikleri ve biyolojik davramglarina gére birgok alt gruba ayrilirlar.
Lskomogenezden sorumlu olan onkogenler tammlanmugtir. Losemik hilcrelerin
biiyiimelerini ve fonksiyonlarini diizenleyen faktorler ile ilgili oldukga genis bilgi
birikimi mevcuttur. L8semik hiicreleri 6ldiirebilme yetenegine sahip birgok ilag
kesfedilmigtir. Erigkinlerdeki l6semilerde tam remisyon ve bazen kiir ile
sonuglanan terapdtik stratejiler gelistirilmigtir. Ttim bu avantajlara ragmen, halen
akut l6semiler bir¢ok hasta igin fulminan ve tam kiir saglanamayan hastalik

olarak yerini korumaktadir.

2.4.1. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Akut l8semiler tiim kanserlerin %3’linden daha az bir kismim olugturur.
ABD’ nde 35 yas altinda kanser nedeniyle 6liimlerin birinci nedenidir. Akut
miyeloblastik 18semi insidansi, 100000°de 2.5, ALL insidansi ise 100000°de
1.3°diir. AML’de hafif bir erkek baskinlifi vardir (erkek/kadin: 1.5/1). AML,
ABD’nde bir yilda yaklagik olarak 9000 kisiyi etkilemektedir. ALL’de bu say1
4000°dir. Son 20 yilda akut losemi insidansinda belirgin bir degisiklik
g6zlenmemigtir. Yalmz, ALL tanisi alan hastalarin sayisinda hafif bir artis, AML
tanis1 alanlarda da hafif bir digiis goriilmiistiir. Akut l6semilerin insidansi tiim
diinyada hemen hemen aynidir. ALL insidans1 zencilerde beyazlara gore iki kat
daha yiiksektir. AML’de bdyle bir farklilik yoktur. Yasa spesifik insidans géz
Sniine alindiginda, ALL’de tan1 aninda ortalama yas 10 iken, AML’de 65 dir.
Yagsla beraber AML insidansinda belirgin arti dikkati geker (40 yas ve iizerinde
100000 kiside 1 iken, 75 yas ve Ustiindekilerde 100000 kiside 15°e yiikselir).
ALL insidansinda en belirgin artig 10 tag alt1 ve 70 yas iistiinde goriiliir.

Bir¢ok akut 16semi olgusunda hastalifin nedeni bilinmemektedir. Ldsemi,
klonojenik hiicrelerdeki genetik degisikliklerin sonucu geligir. Bu genetik
anomaliler (kromozomal translokasyon, delesyon, mutasyon v.b.)) baz

karsinojenlerin etkileriyl¢ ortaya ¢ikabilir. Loseminin esas nedeni ¢ok simirh
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sayidaki hasta grubunda bilinir. Bunlarin gegmisinde radyoterapi veya kemoterapi
oykiisti mevcuttur. Bu grup; sekonder l6semi grubudur. Sekonder losemilerin
%90°1 miyeloid orijinlidir ve siklikla tedavileri giigtiir. Bu hastalarda genellikle
kotit prognostik igaret olarak kabul edilen 6zel kromozom anomalileri mevcuttur.

Sekonder miyeloid 16semiler ilk kez, erken yasta tani alip tedavi goéren
Hodgkin hastalarinda goriilmiistiir. Bu konu tizerinde yapilan galigmalar, nitrojen
mustard gibi alkilleyici ajanlarin yitksek risk olusturdugunu telkin etmekteydi.
Tek basina radyoterapi, kemoterapi veya kemoterapi + radyoterapi
kombinasyonlaryla 16komogenez arasindaki iliski, dozla iligkili bulunmustur.
Son yapilan aragtirmalarda tek bagina radyoterapinin risk fakt6rii olmadigi
anlagiimigtir. Mekloretamin (nitrojen mustard), prokarbazin, siklofosfamid ve
klorambusil en 6nemli risk faktorleridir. Sekonder 16semi riski tedaviden sonraki
2 ile 9 yil arasinda en fazladir. Olgularin %85°i tedaviden sonraki 10 yilda ortaya
.glkar.

Cocukluk ¢ag1 ALL’lerin tedavisinden sonra sekonder AML gelisme riski
de vardir. Bu risk ilk 6 yilda en fazladir. En sik T hiicreli ALL’de ve
epipodofilotoksin (etoposid veya teniposid) veya alkilleyici ajan kullanimi
sonucu goriiliir. Epipodofilotoksin kullamlmayan ALL’lerde AML riski
artmamaktadir.

Hem eriskinlerde hem de ¢ocuklarda "epipodofilotoksin kullanimiyla
sekonder AML arasindaki iliski, yapilan g¢ahsmalarda tam olarak ortaya
konmustur (6zellikle 1123 kromozomal anomali;iyle karakterize monositik
16semi gibi). Ayrica, etoposid ve doksorubisin gibi kemoterapétiklerin kullanimi
sonrast t(15;17) ile karakterize promyelositik losemilerin de geligtigi
gbzlemlenmigtir. |

Sekonder AML i¢in doz bagimli risk, over ve meme kanseri olgularinda
radyoterapi ve alkilleyici ajan kullanilmasi hallerinde de ortaya konmustur.
Ayrica yiiksek doz radyoterapi ve alkilleyici ajan tedavisi sonrasinda yapilan
otolog kemik iligi transplantasyonlari sonucunda da AML siklig1 artmaktadir.

Lokomogenezden sorumlu tutulabilecek difer nedenler arasinda atom

bombast, mesleki olarak maruz kalinan diisiik doz radyasyon sayilabilir.
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Elektromanyetik alanlanin  etkisi henliz tartigmahidir. Sigara, 60 yas
iizerindekilerde spesifik kromozomal degisikliklere yol agarak, doz bagimh bir
kimyasal mutajen gibi davranabilirr. AML olgulanmin %20’si belki sigarayla
iligkili bulunabilir. '

Benzen’e maruziyet AML gelisimi i¢in ciddi bir mesleki risk faktorudiir.
Ayakkab1 ve kauguk endiistrisinde kullamlan toluen ve butadien gibi solventler
de onemli risk faktérleridir.

Bir difer etiyolojik faktor de viriislerdir. Ozellikle RNA retrovirisleri
iizerinde yogun deneysel galigmalar yapilmigtir. HTLV-1, bir insan retroviriisiidiir
‘ve insanlarda T-hiicreli 16semi/lenfoma’larin nedenidir. Epstein Barr Virus (EBV)
bir DNA viriisiidiir. Akut B hiicreli 16semi, Burkitt lenfoma ve HIV ile iligkili
lenfomalardan sorumlu tutulmaktadir. EBV, lenfoid proliferasyonu arttinr. Bu
durum "myc" onkogen aktivasyonuna yol acar. Sonugta klonal neoplastik
proliferasyon ortaya ¢ikar.

Losemiler, sonradan kazanilmug hastalik gibi goériinse de ciddi genetik ve
immiinolojik predispozisyonlar yadsinamaz. Identik ikizlerde yiiksek konkordans
gozlenir. Bazi genetik sendromlar 16semi riskini arttinr. Bunlann arasinda Down
sendromu, Bloom sendromu, Fankoni anemisi, ataksi telenjiektazi sayilabilir.
Down sendromunda 16semi gonilme sikhigi, normal populasyona gére 20 kat daha
fazladir. Bunlarda tipik olarak 3 yagin altinda megakar'yoblastik l6sem,
¢ocuklarda ve erigkinlerde ise pre-B ALL gériilme siklifi oldukea yiiksektir.

2.4.2. Akut Losemi Tamsi

Semptom ve bulgular her ne kadar nonspesifik olsa da akut l6semi tamisi
hikaye, periferik kan ve kemik ilifi aspirasyon o©meginin incelenmesiyle
kolayhkla konulur. Hastaligin y6netimi agisindan difer laboratuvar ve radyolojik
goriintileme  yontemlerinin  kullamlmas1  6nemlidir  (koagulasyon profili,
biyokimyasal profil, akciger grafisi, abdominal ultrasonografi gibi). Akut 16semi
olgularinda, hastalik bulgu ve belirtileri ortalama 1-3 ay i¢inde oturur. Yorgunluk,
halsizlik, agikar kanama odaklan, nefes darhdy, ates, kilo kaybi, kemik agris1 veya
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kanin agnsi, klinik belirtiler arasinda sayilabilir. Minor dental girisim sonras: agin
kanama veya ciddi burun kanamas: hastay1 doktora getiren ilk semptom olabilir.

Fizik muayenede tipik olarak solukluk, mukozal ve ciltalt: kanama odaklan
dikkati ¢eker. Daha az siklikla hepatosplenomegali, lenfadenopati saptamir. Ates
ve respiratuar infeksiyonlar nadir degildir. Noérolojik semptom ve bulgulara az
sikhikta rastlamir. Ozellikle ALL’de kranial noropatiler goériilebilir. Bag agrisi,
bulant: ve kusma olabilir.

Laboratuvar incelemelerinde anemi ve trombositopeni en Onemli
bulgulardandir. Olgulann yansindan ¢ogunda ciddi trombositopeni vardir (PLT <
50000/mm?®). Beyaz kiire sayis1 normal, diigilk veya yilksek olabilir. Hastalann
%20’sinden azinda beyaz kiire sayist 100000/mm3"den’ fazladir. Yine aym
orandaki hasta grubunda beyaz kiire sayis1 5000/mm*’den az bulunmugtur. Akut
monositik 16semiler ve T hiicreli l6semilerde yitksek beyaz kiire sayisina
rastlanir. Periferik yaymamn incelenmesi halinde tiim olgularda blastik hiicreler
goriiliir. Periferik kandaki miyeloblast sayisinin 100000/mm?’iin iizerinde olmasi
tibbi bir acildir (I6kostazis). Hizli davranip bu sayiyi diigiirmek igin g¢aba
gosterilmelidir. PTZ ve APTT uzayabilir. Akut promiyelositik l6semilerde
* dissemine intravaskiiler koagiilasyon (DIK) tablosu geligebilir. Subklinik DIK ‘ise
tiim akut 16semi alt gruplarinda ortaya ¢ikabilir.

Biyokimyasal incelemeler sonucunda siklikla normal degerler elde edilir.
Ozellikle akut monositik 16semili bazi olgularda renal disfonksiyon ortaya
¢tkabilir.  Ultrasonografik olarak renal infiltrasyon gosterilebilir. Hiicre
deviniminin ve hiicre éliimiiniin oldukga fazla oldugu olgularda (6rnegin matiir B
hiicreli, L3 ALL) timé6r lizis sendromu ilk bagvuruda saptanabilirr ALL
hiicrelerinin siratli yikilmasi sonucu gelisir. AML’de daha nadir olup, en sik
kemoterapi esnasinda kargilagilir. Timér lizis sendromunun laboratuvar bulgulan
arasinda hipokalsemi, hiperkalemi, hiperiirisemi ve bébrek yetersizlii sayilabilir.
Bu sendrom tedavi edilmezse fatal seyir gosterir.

Klinik bulgulara bakarak AML ile ALL arasinda aynm yapmak miimkiin

degildir. Periferik blast morfolojisi ve imminofenotiplendirme, bu konuda

yardimc1 yontemlerdir. Bununla beraber degisik akut l6semi gruplarina has gesitli.
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bulgu ve belirtiler de vardir. Kemik agris1 ve santral sinir sistemi infiltrasyonuna
ait bulgu ve belirtiler, lenf nodu ve organomegali ALL’de daha siktir. Digeti
infiltrasyonu monositik AML’de (MS5S) daha fazla goriliir. T hiicreli ALL
olgularinin %50’sinden fazlasinda mediastinel kitlé vardir. Tiim hastalara kemik
iligi aspirasyonu ve biyopsisi uygulanmali, bu rneklerde immiinohistokimyasal
ve genetik degerlendirmeler yapiimalidir.

Akut l6semiler ile diger hematopoietik hastahklai arasinda (lenfoma,
miyelodisplastik sendrom, aplastik anemi, multipl myelom, ciddi megaloblastik
anemi, EBV infeksiyonuna bagh ciddi Iex{fositoz, tiiberkiiloza bagh ciddi
monositoz, karsinom metastazina bagh gelismis myeloftizi) ayirim mutlaka
yapilmalidir. Kemik iligi incelemesiyle hemen hemen tiim olgularda l8semiler ile

hematopoietik olmayan hastaliklar birbirinden ayirilir.

2.4.3. Akut Lisemilerin Simflandirilmasi

French-American-British (FAB) grubu AML’yi 8 (M0-M7), ALL’yi de 3
(L1-L3) gruba ayirmaktadir. Bu ayinmda morfolojik ve sitokimyasal incelemeler
temeldir. Son zamanlarda immiinofenotiplendirme M0°da, elektron mikroskopisi
de M7’de kullamlmaya baslanmigtir. AML ve ALL olgularinin yénetimi ve
tedavi protokolleri farkl1 oldugu i¢in, FAB siiflandirmasi bu agidan klinisyene
yardimcidir. Ayrica bazi alt gruplarin yonetiminin digerlerinden farkli 6zelliklere
sahip olmas1 nedeniyle (M3-AML’de all-trans retinoic acid tedavisi gibi) bu
siniflandirma 6nemli bir kilavuzdur. Fakat buna ragmen %10-15 oranindaki bir
grupta altgrup tayin edilemeyebilir. Bu durumda morfolojik ve sitokimyasal
yontemlere ilave olarak immunfenotiplendirme, sitogenetik analiz, molekiiler
genetik ¢aligmalara da bagvurulmalidir. '

Sitogenetik ¢alismalar akut ldsemilerde birtakim anlamli kromozomal
anomalilerin varligina dikkati ¢ekmistir. Erigkinlerde gériilen ALL’de t(9;22),
olgularin %30’undan fazlasinda pozitiftir. Matiir B hiicreli ALL (L3-ALL) igin
t(8;14) diagnostiktir ve kotli prognostik faktdr olarak kabul edilir. AML’de
t(15;17), t(8;21), inv(16) iyi prognostik igaret iken, t(9;11), +8, del 5q,-7,del 7q,
12p’de delesyon ve translokasyon kétil prognostik faktorlerdir.
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2.4.4. Akut Losemilerde Tedavi Prensipleri

Akut lésemilerde tedavinin amaci, losemik  klonun  ortadan
kaldinimasi,normal hematopoiezin yeniden ,yapllandmlma's1d1r. Birgok olgu
baslangic tedavisine yanit vermekle beraber, baz istisnalar disinda niiksler
kagimlmazdir. Tedavi amaciyla -miyelosiipresif kemoter;lpi uygulanmaktadir.
Bununla 16semik hiicre sayist hizla azaltiirken bir yandan da kemik iligi aplazisi
gelistirilmektedir. Bu aplastik donem, normal hematopoietik progenitér
hiicrelerin yeniden proliferasyon yetenegi kazamp, poliklonal olarak ¢ogalmasi
ile atlatilir. Normal hematopoiez yeniden baglar.

Tam esnasinda viicuttaki toplam losemik hiicre sayis1 10'%dir. Standart
kemoterapi rejimleri bu sayiy1 ancak 10°-10'a indirebilmektedir. Bu saylya
ulasildiginda, yapilan incelemelerde 16semik hiicre saptanamaz. Bu doéneme tam
remisyon dénemi ad1 verilir. Morfolojik incelemelerde rezidiel 16semiye
rastlanmaz. Ancak minimal rezidiiel hastalik mevcuttur. Minimal rezidiiel
hastalik asamasinda hiicrelerin ortaya c¢ikanlabilmesi i¢in bazi laboratuvar
yontemleri geligtirilmektedir. Ancak su ana kadar ideal bir yontem
Bulunamannstlr.

Giincel tedavi stratejileri temelde ikiye aynlir;, indiksiyon ve postremisyon
tedavisi. Remisyon-indiiksiyon tedavisinin amact tam remisyon elde etmektir.
Postremisyon tedavisinin amaci ise niikslerin 6nlenmesi ve kir saglanmasidir.
Postremisyon tedavisinde farkli yaklagimlar sergilenmektedir. Konsolidasyon
tedavisi, postremisyon tedavisinin bir pargasidir. Remisyon-indiiksiyon
tedavisinden bir siire sonra uygulanir ve doz olarak hemen hemen aymdir.
Intensifikasyon tedavisi, postremisyon tedavisinin bir bagska koludur. Amag
minimal rezidilel hastah ortadan kaldirmaktir. Bu basamakta aktif
kemoterapétik ajanlar yiiksek dozlarda kullanihirlar. idame tedavisi ise uzun bir
zaman dilimine yayilarak diigitk dozda ilag vermekten ibarettir. Niiks, daha énce
normal olan hemogramin degismesi ile kendini belli eder. Periferik kanda blastik

hiicrelere sikhikla rastlanir. Nadiren izole ekstrameduller niiksler goriiliir (10).
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2.5. Kronik Miyeloid Losemi

Kromozom 9 ve 22 arasinda resiprokal translokasyon ile karakterize
, hematopoietik k&k hiicrelerin  klonal ekspansiyonu sonucu ortaya ¢ikan,
| hematolojik malignitedir. Translokasyon sonucu 22. kromozomdaki BCR
(breakpoint cluster region) geni ile 9. kromozomdaki ABL geni arasinda fiizyon
gergeklesir.

Etiyoloji net olarak aydinlatilamamigstir. Direkt viral ajan veya sitotoksik
ilag ile iliski bildirilmemigtir. Sigara igiciligi, kronik fazdan blastik faza gecisi
hizlandirarak yasam siirecine olumsuz katkld‘a bulunur. Radyasyon ile KML
arasinda bir iligkinin olabilecegini destekleyen bulgular mevcuttur. Atom
bombasindan sonra hayatta kalanlarda insidansinda hafif artig goriilmusttir.

Ber-abl fiizyon vgeninin iirini KML gelisiminin baslangic déneminde
merkezi gorev ustlenmektedir. Ber-abl fiizyon proteini (p*'®™*" onkojenik
potansiyele sahiptir. P2'®®! hematopoietik hiicreleri benign formdan malign
forma gevirmektedir. Mekanizma agik degildir. Yalmz ber-abl fiizyonundan sonra
ii¢ fonksiyonel degisiklik gerceklesmektedir: 1) Abl proteini aktif tirozin kinaz
enzimi haline gelir, 2) Abl’nin DNA proteini baglama aktivitesi azalir, 3) Abl’nin
hiicre iskeletinde yer alan aktin mikrofilamanlarina baglanma yetenegi artar.
Sonugta hiicreler negatif regiilator sinyallerden etkilenmeyerek, kontrolsiiz olarak
klonal ekspansiyon gosterirler.

Halen kronik fazdan blastik faza geg¢isin nedeni belli degildir. Kromozomal
dengesizligih rolii olabileceginin tizerinde durulmaktadir (bilinen t(9;22)ye
ilaveten, trizomi 8 veya 17p- gibi anomalilerin eklenmesi gibi). Fenotipik
transformasyon i¢in genetik ve molekiiler anomalilerin kritik §nemi vardir. P53
ve retinoblastoma gibi tiimor siipresér genlerde disfonksiyon, myc, ras gibi
onkogenlerde aktivasyon progresyona neden olabilir. Bcr-abl lokusunda
progressif denovb DNA metilasyonu blastik transformasyon habercisi olabilir.

Hastalik kronik fazda sessiz bir seyir gosterir. Baz: olgular, rutin taramalar
sirasinda tesadiifen teshis edilir. Bir bagka hasta grubunda ise yorgunluk,
- halsizlik, kilo kayb1 veya splenomegaliye bagh erken doyma ve sol iist kadran

agrisi, kitle hissi, 6n planda olabilir. Daha az stklikla graniilosit veya trombosit
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disfonksiyonuna bagh infeksiyon, tromboz veya kanama goriilebilir. Bazen ciddi
lokositoz sonucu vazookluzif hastalik, serebrovaskiiler olay, miyokard infarktiisii,
vendz tromboz, priapizm, gorme bozukluklan ve pulmoner yetersizlik ortaya
¢ikabilir.

KMIL  progresyonu  semptomlanin  siddetlenmesine neden  olur.
Agiklanamayan ateg, ciddi kilo kaybi, kronik fazda kullanilan ilag dozunda artisa
gidilmesi, kemik ve eklem agnlan, kanama, tromboz, infeksiyonlar, akselerasyon
ve blastik transformasyonun belirtileri olabilir.

Hastalanin ¢ogunun fizik muayenelerinde rastlanilan patolojik bulgu, hafif-
orta derecede splenomegali ve bazen hafif hepatomegalidir. Tedaviye ragmen
splenomegalinin devam: akselerasyon lehine yorumlanabilir. Lenfadenopati ve
ekstrameduller 16semik depozisyon (kloroma) nadirdir.Bunlanin varlig: hastaligin
ge¢ evrede oldugunu gosterir ve kétii prognostik isaretlerdir.

Laboratuvar incelemelerinde l6kositoz dikkati ceker.' Graniilositik serinin
degisik evrelerine ait elemanlar periferik kanda goéze carpar. Periferik kandaki
blast oram genellikle %5’in altindadir. Tam aminda tromb'osit -sayist hemen her
zaman yiiksektir. Hafif normokrom normositer anemi eslik edebilirr KML
hiicrelerinde karakteristik olarak lokosit alkalen fosfataz enzimi digiktiir. Tam
esnasinda ve kronik fazda fagositik fonksiyonlar genellikle normaldir. Geg
evrelerde bazofili nedeniyle histamin iiretimi artar ve ishal, yiizde kizarma

- ataklan goérilebilir.

Tam asamasinda kemik iligi sellilaritesi artmug olup primer olarak miyeloid
ve megakaryositer seride artig goritliir. Kemik iligi blast oram normal ya da hafif
yiksektir. Ilikte veya kanda bazofili eozinofili monositoz goriilebilir.
Bagslangigta miyelofibroz nadirdir.

Hastalifin akselerasyon agamasinda aneminin derinligi artar, sitogenetik
klonal gelisim olur. Promiyelosit oram %30’dan fazladir. Bazofil %20’den
yiiksektir. Trombositler 100000/mm*iin altina_ diger. Blastik kriz, akut 16semi
olarak tammlanabilir. Periferik kan ve kemik iliginde blast oram %30’u
gegmistir. Hiposegmente lokositler  (Pelger-Huet anomalisi) gorilebilir. Blastik

hiicreler miyeloid, lenfoid, eritroid veya farklilasmams hiicre karakterinde
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olabilir. Bﬁ aynnm morfolojik, sitokimyasal ve immiinofehotipik calismalarla
yapilabilir. Olgularin yaris1 AML, tigte biri ALL, %10’u akut eritroldsemi ve geri
kalan1 da siniflandirilamayan grup 16semilerdir.

Tamdan sonraki ilk 2 yilda vakalarin %10’u 8liir. Daha sonraki her yil
%20’den az1 6liir. Ortalama yasam siiresi yaklasik 4 yildir. Farkl risk gruplari
olugturarak prognozu tayin etmek amaciyla Sokal indeksi kullanilabilir. Burada,
periferik kandaki blast orani, dalak boyutu, trombosit sayisi, sitogenetik
anomaliler ve yas en Snemli prognostik belirleyicilerdir. Altmig yagin {istiinde
olmak, dalagin kosta kenarindan 10 cm’den daha agafida olmasi, trombosit
sayisinin  700000/mm?®’iin {izerinde olmasi, periferik kandaki blast oramnin
%3’in , kemik iligindeki blast oranimin ise %5’in tizerinde olmasi, akselerasyon

' fazina ait semptom ve bulgularin olmasi kétii prognostik faktorlerdir (49).

2.6. Kronik Lenfositik Losemi

Kronik lenfositik losemi (KLL) siklikla B hiicrelerinden koken alir.
Ortalama goriilme siklift 60 yas civarindadir. Asemptomatik lenfositoz seklinde
seyreder. Olgularin %40°inda anemi, lenfadenopati, organomegali olmaksizin
sadece lenfositoz mevcuttur. Araya giren infeksiyon yoksa, yaygin hastalik
_ seklinde degilse, agressif lenfomaya (diffiiz bilyiik hiiéreli lenfoma= Richter
sendromu) histolojik  transformasyon gergeklesmemisse  konstitusyonel
semptomlar stk degildir. Tim KLL olgularinin %5’ini olu§turan Richter
sendromuna sahip hastalarda hizli bliyliyen nodal ve ekstranodal kitleler olabilir.
Yaygin kemik iligi infiltrasyonu ve/veya dalak tutulumuna bagli olarak
sitopeniler ve immunsupresyon gelisir. Periferde beyaz kiire sayisi 10000-
200000/mm® civarindadir. Bunlarin %70-95’1 olgun lenfositlerdir. KLL tamsi
koymak i¢in gerekli olan minimum lenfosit sayis1 5000/mm? dir. Mutlak nétrofil
sayist genellikle normaldir. Trombosit ve eritrosit sayilar1 hafif azalabilir. Kemik
iligi tamamen infiltre olabilir ve bu tutulumun derecesi yagam siiresini belirler.
Kemik iliginde nodiller tutulumun prognozu diffiiz tutuluma gére daha iyidir.
Cogu hastanin serum immiinoglobiilin diizeyleri diigiiktiir ve hastalik ilerleyince

daha belirgin hale gelir. Olgularin %20’sinde otoimmiin fenomenlere rastlamak
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miimkiindiir. Bunlarin arasinda en sik olarak otoimmiin hemolitik anemiler ve
daha az sikhikta trombositopeni veya saf kirmizi kiire aplazisi dikkati ¢eker. B
hiicreli KLL’de hastalarin klinik olarak evrelendirilmesi prognostik oénem tagir
(Tablo I). Bunun digindaki prognostik belirleyiciler arasinda lenfosit ikilenme
.zamanimn 12 aydan kisa olmasi, baglangic mutlak lenfosit sayistnin
50000/mm?iin iizerinde olmasi ve anormal karyotip' (trizomi 12) sayilabilir.
Biitiin bunlar kotii prognostik faktorlerdir (16).

Tablo 1. B- Hiicreli KLL nin Evrelendirilmesi

Evre Klinik Ozellikler Ortalama Yagsam Siiresi
RAI
Lenfositoz 12 yil
Lenfositoz +LAP* " 9wl
Lenfositoz +SM** 7wl
Anemi 1-2 yil
Trombositopeni 1-2 yil

S WN—-0O

* Lenfadenopati = LAP
**Splenomegali = SM

2.7. Losemilerde Telomeraz Aktivitesi

Telomeraz enzim aktivasyonu ile losemiler arasindaki iligki hakkinda
yapilmig ¢ok geniy caligmalar yoktur. Mevcut aragtimalar daha ¢ok akut
16semilerle ilgilidir. Ozellikle akut miyeloid l6semilerde telomeraz aktivitesiyle
degisik klinik, laboratuvar parametreleri arasinda yakin bir iligki saptanmigtir.
Telomeraz enzim aktivitesinin en ¢ok sitogenetik anomalilerle paralellik
gosterdigi anlagilmigtir. 11q ve —5/-7 kromozomal anomalisi olan olgularin enzim
aktivitesi, digerlerine gore belirgin yiiksek bulunmustur (37).

Telomeraz aktivitesinin yiksek oldugu hastalarda tedaviye direng
(kemorezistans) dikkat gekicidir. Telomer genomik stabiliteyi ‘muhafaza eden en
o6nemli yap1 oldugu igin, etki mekanizmas1 kromozomal fragmantasyoh seklinde
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olan antineoplastik ajanlarin bu olgularda kullamlmasi, tedaviye yamti olumlu
ybnde etkileyebilir; Diferansiyasyon indiikleyicilerinin hiicre kiiltiirlerinde
kullanilmasi sonucu lésemik hiicrelerde tedavi dncesi yliksek diizeyde saptanan
enzim aktivitesinin, tedavi sonras:1 belirgin bir gekilde azaldig) ‘dikkati ¢ekmigtir.
Bunun sonucunda l8semi tedavisinde bu tiir ajanlarin ®neminin giderek
artacagina inanilmaktadir (14,15,57). '

Akut miyeloid losemilerde (AML) telomeraz aktivitesi %81.8 olarak
belirlenirken, ALL’lerde bu oran %68.6 olarak tespit edilmistir. Ayrica
AML’lerde yiiksek telomeraz aktivitesine eslik eden diger bulgular arasinda
ekstrameduller tutulum sikhiinda artis, yiiksek 16kosit sayisi, FAB
simiflandirmasi, tedaviye yanit, niiks sikhifi, iyilesme ile niiks arasinda gegen
slirenin uzunlugu yer almaktadir. Akut tedavi ile tam iyilesme saglanan olgularda
enzim aktivitesinin normale déndiigii, niikks esnasinda ise tekrar tedavi oncesi
degerlere ulastif1 gosterilmistir (37).

Kronik 16semilerde yapilmis ¢ok sayida galisma olmamakla beraber, kronik
miyeloid 16semilerde kronik fazda telomeraz aktivitesinin yiiksek oldugu, ancak
blastik fazda bu aktivitenin belirgin olarak daha da arttif1 dikkati gekmistir (39).

Miyelodisplastik sendrom (MDS) etiyopatoéenezinde genom yapisindaki
bozukluk o©nemli rol oynamaktadir. MDS oigulamnda telomer uzunlugu
ol¢iimlerinde bu hastalarin telomer uzunluklarinin belirgin olarak kisa oldugu
goze carpmistir. Kisalan telomerlerin varligi kromozomal anomalilerin gelisimine
egilimi arttirmaktadir. MDS’de hiicrelerin hizli boliinmeleri ve genellikle
telomeraz aktivitesinin diigiik olmas1 nedeniyle, telomerik kisalma kisa siirede
gergeklesir ve sonugta genom yapisinda ciddi, tehlikeli degisiklikler ortaya ¢ikar.
Terminal restriction fragment (TRF)’nin 6lgiilmesiyle telomer uzunlugu saptanir.
TRF’si kisa olanlarda hemoglobin diizeylerinin daha diigiik ve losemik
transformasyon gelisme riskinin daha yiliksek oldugu anlagilmustir. Sonugta,
MDS’de TRF’nin kisa olmas: kotii prognostik faktdr olarak kabul edilmektedir
(35,36).
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3. GEREC VE YONTEM

Ekim 1998 ile Mayis 1999 arasinda toplam 70 hasta ¢aligmaya alindi.
Bunlarin 42’si (%60) akut 16semi (35(%50) akut miyeloid 16semi, 7 (%10) akut
lenfoblastik 16semi), geri kalan 28 (%40) hasta ise kronik 16semi idi (18 (%25.7)
kronik lenfositik 18semi, 10 (%14.3) kronik miyeloid 16semi). Akut ve kronik
I6semilerde tani hikaye ve fizik muayene yanisira periferik kan ve kemik iligi
orneklerinde morfolojik inceleme ile kondu. Akut ldsemiler i¢in sudan black
(SB), PAS, peroksidaz’dan olusan histokim;'asal panel uygulandi. KML
olgularinda 16kosit alkalen fosfataz (LAP) degerlendirildi (Tablo III-b, IV-b).

Immunfenotipik inceleme igin flow cytometric yéntem uygulandi. Akut
l6semi panelinde CD3, CD4, CDS, CD7, CD8, CD1‘3, CD14, CD33, CD34,
HLA-DR degerlendirildi. KML-blastik transformasyon olgularinda aym panel
kullamldi. KLL olgularinda &zellikle CDS5, CD19 ile bazi miyeloid belirleyiciler
test edildi. KLL olgularinin evrelendirilmesinde Rai klasifikasyonu kullanildi.
Yirmi saghkl kigiden alinan kan érnekleri kontrol grubu olarak kullamldi (Tablo
III-b, IV-b, V-b,VI-b).

Caligmaya alinan akut 16semi hastalarinda, periferik kandaki blast oranimin
%80’in tizerinde olmasina dikkat edildi. Kan &rnekleri alindiktan sonra "coulter”
ile hemogram tayini yapildi. Ficoll-Hypaque gradienti ile blastik hiicreler ayirild.
Tekrar sayim yapildi. Her 6rnek igin ortalama 2x10° hiicre olacak sekilde
Eppendorf tiiplerine hiicre ekstreleri transfer edildi. Telomerase PCR ELISA kit
(Boehringer Mannheim, katalog no: 1 854 666) ile ¢alisma yapilana kadar
ornekler sivi nitrojende ~80° C’de muhafaza edildi. Calisma igin gerekli olan

hasta sayisina ulagildiktan sonra deney asamasina gegildi.
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3.1. TRAP islemi

Test edilecek her tiip igin PCR amplifikasyonuna uygun olan tiiplere 25 ul
reaksiyon kangmm ilave edildi. Uzerine 1-3 pl hiicre ekstresi eklenerek final
hacim olan 50 pl’ye ulagmak igin steril su konuldu. Biitiin bu iglemler buzlu
ortamda kulilamlan pipetlerle gerceklestirildi. Ttipler " thermal cycler ."a transfer
edildi. Daha sonra asagidaki protokole gére primer elongasyon/amplifikasyon
i'eaksiyonu gergeklestirildi.

Tablo II. Primer elongasyon ve amplifikasyon islemi (PCR)

BASAMAK SURE ISI SIKLUS SAYISI
1.primer elongasyon 10-30dk  {25°C |1
2.telomeraz inaktivasyonu 5 dk 94°C |2
3.amplifikasyon : 3-32

Denatiirasyon 30 sn 94°C

Sogutma 30 sn 50°C

Polimerizasyon 90 sn 72°C :

- 10 dk 72°C  [33

4 sonlandirma 4°C

3.2.Hibridizasyon ve ELISA Islemi

Her omek igin uygun reaksiyon tiipiine 20 pl denatiirasyon ajam transfer
edildi. Uzerine 5 pl amplifikasyon triini eklendi ve 10 dk oda isisinda inkiibe
edildi. Her tiipe 225 ul hibridizasyon tamponu konuldu ve kanstinldi. Bu
kangimdan 100 pl, MTP (microtiter plate) modiiliine aktanlidi. Buharlagmay
onlemek amaciyla tizeri aliiminyum kagit ile sanldi. MTP modiilii 2 saat boyunca
37°C’de ve 300 rpm’de kirlstmldl. Daha sonra hibridizasyon soliisyonu tamamen
uzaklagtinldi. 250 pl yikama tamponu ile toplam 3 kez ve minimum her seansta
30 saniye yikand:. Islemden sonra yikama tamponu da uzaklasgtinldi. Her 6rnege
100 wl Anti-DIG-POD soliisyonu eklendi. Sonra MTP modilii yine aliiminyum
kagitla sarildi. Oda 1sisinda (18-22°C), 300 rpm’de 30 dk kanstinldi. Anti-DIG-
POD soliisyonu sonra dikkatli bir bigimde uzaklagtinlarak 250 ul yikama
tamponuyla ornekler 5 kez ve her birinde 30 saniye g¢alkalandi. Sonra yine
yikama tamponu uzaklastinldi Bundan sonra 100 pl TMB (tetramethyl
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benzidine) soliisyonu eklendi. Oda 1sisinda renk gelisimi igin bekletildi. Bu
esnada 300 rpm’de 10-20 dk kanstinldi. Ardindan, tizerine 100 pl "stop-reagent "
ilave edilerek renk gelisimi durduruldu. MCT-ELISA okuyucusu, stop-reagent
eklenmesinden 30 dk sonra kullanildi. Orneklerin absorbanslan 6lgiildil (450 nm
dalga boyundaki absorbanslar okundu ve referans dalga boyu Agoonm olarak
belirlendi). Telomerase PCR ELISA kitinde 2 adet pozitif kontrol ve 10 adet
negatif kontrol &rnegi bulunmaktaydi. Bunlarda da aym galisma basamaklan
uygulandi.

Testin giivenirliligini belirleyen, kit igerisindeki pozitif ve negatif kontrol
gruplarindan elde edilen sonuglardir. Negatif kontrol grubunda absorbans degeri
0.25 Assonm-Agoonm Unite olmahidir. Eger bu deger daha yiiksek cikarsa biitiin
deneyin tekrarlanmasi gerekmektedir. Pozitif kontrol grubunda absorbans

degerinin 1.5 A4sonm-Agsonm linitenin lizerinde olmasi gerekir. Bu degerin altinda
; sonug elde edilirse yine test tekrarlanmalidir. Negatif kontrol grubundaki degeri
gozontinde bulunduruldugunda, telomeraz pozitif tammim kullanmak igin
¢aligilan hasta drneklerinde absorbans degerinin (AA) 0.2 A4sonm-Agoonm tinitenin
izerinde olmas1 gerekmektedir. Pozitif ve negatif kontrollerde elde edilen
absorbans degerleri yukarida s6zli edilen rakamlarla uyumlu bulundugu igin
¢alisma materyalinin sonuglar: giivenilir olarak yorumland.
3.3. Istatistiksel Yontemler

Istatistiksel yontemler icin SPSS 6.0 paket 'program1 killamldi. Sirekli
degiskenlerin analizinde , ikili grup karsilagtirmalarinda t-testi ve gerekli yerlerde
Mann-Whitney U testi uygulandi. Coklu gruplarin karsilastinlmasinda ise
Oneway ANOVA ve Kruskal-Wallis testleri kullamld.
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4, BULGULAR

Cahigsmaya toplam 70 hasta alindi. Bunlarin 42’si (%60) akut, 28°i
(%40) kronik 16semiydi. Ayrica 20 adet saglikl: kisiden alinan kan drnekleri
kontrol grubu olarak degerlendirildi. Hastalarin yas ortalamas: 50.83 +
18.48 (14-85) idi. Kurkiki akut 16seminin 35’i AML, 7°si ALL; 28 kronik
I[6seminin ise 18’1 KLL, 10’u KML idi. Akut mi);eloid losemi hastalarinin
12°si (%17.4) relaps, 23’ii (%34.9) de novo akut l6semi idi. Akut
lenfoblastik l16semilerin 2’si (%2.9) relaps, 5’1 (%7.1) de novo 18semi idi.
Kronik miyeloid l8semi hastalarinin sadece 1 tanesi blastik fazdaydi.
Hastalarin yaslan 14-85 arasindaydi. Kirkalti (%65.7) olgu erkek, 24
(%34.3) olgu kadindi. Erkek/kadin orani, 1.9 idi (E/K=1.9/1) (Tablo IIl-a,
IV-a, V-a, VI-a).

Hasta grubunda telomeraz aktivitesi (0.730 + 0.411), kontrol
grubuna gore (0.190 + 0.031) anlamhi olarak yiiksek bulundu (p<0.001)
(Tablo VII).

. Akut 16semilerde (AML, ALL) telomeraz aktivitesi (0.881+ 0.466),
kronik l6semilerden (0.502 + 0.114) daha yiiksekti (p< 0.001). AML’de
telomeraz aktivitesi 0.953 + 0.474, ALL’de 0.525 £ 0.171, KLL’de 0.461 +
0.089, KML’de 0.557 = 0.119 bulundu. AML’de telomeraz aktivitesi
istatistiksel incelemeler sonucunda diger 3 grup 18semiden daha yiiksek
bulundu (p<0.001). ALL, KLL ve KML arasinda anlamli bir farklilik
saptanmadi (p>0.05) (Tablo VII).

Calismaya alinan 42 akut l18seminin 27’si (%64.29) de novo, 15’1
(%35.71) relaps idi. De novo I§semilerdeki telomeraz aktivitesi (0.901 +
0.487) ile relaps olgulardaki telomeraz aktivitesi (0.812 + 0.405) arasinda
istatistiksel olarak anlaml: bir farklilik saptanamadi (p > Q.OS) (Tablo VII).

Yag ve cins ile telomeraz aktivitesi arasinda iliski saptanamad:
(p>0.05). Beyaz kiire, hematokrit, trombosit, lenfadenopati,
hepatosplenomegali ile telomeraz aktivitesi arasinda anlamli bir iliski
bulunamad: (p>0.05 , r = 0.497).

24



Tam remisyon saglanan olgularda telomeraz aktivitesi, refrakter
hastalik grubundakinden daha diigiik olmakla birlikte aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (tam remisyon olgularinda
0.636 + 0.290,'parsiyel remisyonda 0.719 + 0.437, refrakter hastalikta 0.756
+ 0.442, kemoterapiden sonra tam remisyona giren, ancak kisa siirede relaps
geligen olgulardaysa 0.981 + 0.401 olarak saptandi ( p > 0.05 ))(Tablo VII).
Bu sonuglara bakildiginda, tam anindaki yiiksek telomeraz aktivitesinin
tedavi sonrasi erken relapsin bir habercisi olabilecegi akla gelmektedir.

AML’de ekstrameduller tutulum ile seyreden 10 hastada telomeraz
aktivitesi 1.106 + 0.441, ekstrameduller tutulum olmayan 25 hastanin enzim
aktivitesi ise 0.891 + 0.482 idi. Ik grupta telomeraz aktivitesi daha yiiksek
olmasina ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p > 0.05)
(Tablo VII).

ALL’de ekstrameduller tutulum saptanan 3 olgudé enzim aktivitesi
0.487 £ 0.197 iken, ekstrameduller tutulum olmayan 4 olguda 0.553 £ 0.174
olarak bulundu Bu iki deger arasinda anlamh bir fark bulunamadi (p>0.05)
(Tablo VII).

Akut 16semilerde FAB simflandirmasina gore belirlenen alt gruplar
arasinda telomeraz enzim aktivitesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli
bir farkhilik saptanamad: (p>0.05).

KLL’de RAI siniflandirmasina gére yapilan evrelendirme goz éniine
alindifinda, telomeraz aktivitesinin ¢esitli evrelerdeki hasta gruplan
arasinda degisiklik gdstermedigi Belirlendi ve istatistiksel farkhilik
saptanmadi (p>0.05).

25



BIAS]d 2A preuod & ‘10g103e 294 1D 9 ‘opin} [empidy ‘p
woIes Jynisomueln o ‘edswousjdg ¢q ‘rredsworedop ‘e ‘nedouspejua (¢ ‘wmmng Jo[npaurensyy ‘g ‘omy zedaq ‘|

NS + INH a ~ B S 0008 | 0009¢ 4 | 09 S1
WS + WH a - - 6 000¥T | 0002 | TN | I | oL b1
WS + WH i | 8D | 69 | oooger | 0001s | TN | M | 6T €1
- a “lwo | L 000€€ | 00001 | TN | X | sS 2l
- a |+ mo L 0000€¥ | 00Z¥8 | SW g4 | 6F ‘11
NS + NH a w9 00018 | 009z | TN | 3 | € 01
NS + WH a + B €1 00008 | 0000c | ¥IN | 4 | 29 ‘6
S + WH a ~ o 01 000LE | 0068 | TN | 31 | 0T '8
NS + WH a B . $9 | 00090T | 000S81 | TN | A | L9 ‘L
B q ~ ~ 0l | 000Zc | 000001 | ¥WWN | A | € 9
B d B b 4 000€ | 00Z¥1 | TN | X | 0S 'S
NS d + - L 000Z€ | 0009 | TN [ 9 | o€ b
- b + - 11 00099 | 009LS IN d | v €
NS + WH d + p 6 00005 | 00€ST IN 4 | ¢ T
JAS + JAH q vl - y | ooooz | oo1o1 | o | @ | v | 1
(@onou aq PR | VLOIX | TOIX
medowowed1g | (w)sdepy | dvi|,awa | aH nd Ol | gvd | swD | Sex | wseH

"HIP{[19ZQ YYeISowap uruLren3|o [wasQ] projaATu nyy “e-I1f ojqeL,

26



vIA9d 9A prexuad’y ‘10g1o%e 94 1D ‘opny [empidgp
‘troyres ynisojnuelno ‘eSowous(dgiq ‘eSsworedsy ‘e ‘NedouspejusTic ‘wnniny Io[NPoWRNSYH T QMY ZeAag‘]

NS a + B 8 0009 | 00001 | €W 9 | 6z 0¢
NS + WH a + - T6 000€C | 000SI YN A | 91 '6C
NS + WH a + B .8 000€1 | 000ZST | ¥ a4 | ¥t 8T

- a + . S 00ogt | ooctt | v | | et ‘LT

- b - b I'L | 000101 | 00zC66 | 1IN a | L9 ‘9T

NS + WH d + | ydd 8 00081 | 000011 | TN | A | 8¢ ‘ST
NS + WH ki + | OV+D| 6 0008 | 0000C | SIW | 4 | st VT
- k: + n 14! 0001Z | 0000CI g4 | 9¢ ‘€T

- a + B S 000Z€ | 00008S | €N | A .| 9% g4

B a L uo | 89 0008 0096 N | d |19 ‘1T

- a B B 0l 0006 | 00091 | o | W | v | ot

NS + WH ki + | A 11 00001 | 00+0S 4 | 6C 61
NS a B B 9 000,01 | 0008€ | 9N | d |.¥9 81
WH d + p €1 000TL | 00891 g | LE L1

- d - - 8 000¥C | 008L N | X | w 91

“IUIGASP UTU B-[[] O[9RL

27



“BIA9]d oA preud’J ‘10810%e 94 11D ‘o rempidgip
woIes ynisojnueln‘o ‘edowous|dgiq ‘edswoledsye ‘nedouspejuaTic ‘umning ISfNpaUTEnSYF T ‘DI ZeAag ]

NS + NH a 8 000vC | 000¥S | ¥ | X | 1€ 'S¢
B d € | 000€1 | 00081 | TN q | €S "bE
- a S 000LF | 000CTI | T 4 | v €€
- a 6 | ooovo1 | 00099 | sw | a | 19 | ‘ze
S + WH a 6 | 000vZ | 00001 | ¥ | d | 29 ¢

"TUTEAS UTU -{[] O[qeL,

28

mﬁ@ﬁgrm KURULY
N Mm“n

T.C.YUKS,
DOKDMANTASY



"UOASTUIaI [aAIsIed ¢ ‘sdejor uayrg iy ‘woAstwal 19[dwoy‘|

1pewe pa], 8760 R
LERY $89°0 viv | 6 8€L | LT | 8S U v TR ot
pewepa], LA .i €1
Japyeysy 6171 ) |+l
RERIY yE0'] , LTS | VLl S |voojLes| ~ NN
Tpewepa], §9¢S°1 + I )
TpeWe paL €ST1 0 I'LE e |+ T+ 106
Iopeyoy 709'1 T19 (€61 | 1 0 | 799 | €0 jLOj1TT] T | 80 | + T+ | 8
L:b; ¥69'1 + S+ L
1RPRyY LEY'] 6L | TI18 | €89 | T88 | ¥1 | 1'E|989[99¢]| €v 9
~Ad LYS'0 926 | ss | zo | vo | 9¢ | ec |18 vz | vT | 10OI 'S
RERY P0T'1 vy | 90 Tyl 1St |98 [eTe|6vi|{vo1 | + + |+ | v
RICQ $8°0 LL | €Ly | Y0 | §9 | 90 |€6LILLT| 9 | ST | + I
Eo £95°0 vo | zev | €0 | zis | s |zsi|ese|zon | 91| + T+ T
Ry 7550 | + | T+
yuek woame | (06 | 06 | @0 | ) | ) | @) | @ | @) | (k) | (%)
ofaepa], | Zerwop] |YAVTIH|yEAD| €€dO [¥1AD| €1AD | 84D |LAD|SAD | ¥AD | €D | OAN | SVd | 9S |®isel

"LQJZI[eUR ,OLIJOWO0IAD MOTJ, 9A [eseAWIoIsTy uruLreng|o ruasqQ profoAT Yy q-11I o[qeL,

29



"UOASIWRI [pAISIRg ¢ ‘sdejos uadug iz ‘uoAsnuoa Jojdwoy’ |

b 98%°0 1t8 | 88¢ | 19 | 0 |zt e+ |+ ] oe
PRy 8£€°0 8'€9 80 |Lss! vl |vve | €L |90z 8L1 99T T+ | 6T
i 7950 9'06 ¢€1 | 6€ | 90 |89v| 60 lzeiver] T |9 F | " | + | 82
Bib: 44X\ 4+ | LT
d LTv'1 ss8 | €€€ | sT | LT | 8Ly I'8 + | F |+ | 9t
w £0S'1 Lv8 | 671 | €0 | €0 |6LL | 1T |p8s|6€| €T {LE| + | F | + | 'sT
I ¥99°0 S'1p 90 0 0 | 9sI|1s9 9'9% |6'98 vT
PRy 96€'1 €T
ud €9L'1 9L | ¥0 | 90 $'88|€°LT + | T+ | @
w SEV'0 v'LE | S0 | €0 89 |€€E + | T+ 12
Ipewe pa, weo ZT | s0 | €0 8T |ST¥ + | F |+ | ot
PRy SL6°0 . ‘61
Tpewe oL £2€°0 s0 | v1 | zo [ vo1 |evelser| ¥v6 [1¥E IR
PRgY 870 L1
PRy 9ZT'1 91

TureASp U, q-TII OIqEL

30



UOASTWIAI [oA1SIRd ¢ ‘sdejal uoyIg y “woAsturax 1ordwody|

ol L68°0 | P e O
1pewE paL 8E7°0 pe
qd 1€9°0 viL | 6vs | 6Lz | To | Lw | Ly lewloLs| 6 (sl + | T | + | €€
n 1660 69L e | vz8 | 86| L0 | L1 87C | L o+ e
T $L90 69 | ¥y | 80z |ver|res| L {ren g8l leLt| + | ~ | + |1€

"TureAdp urd,q-Ti1 0lqeL

31



Tablo I1I-c. AML’lerde uygulanan tedavi protokolleri ve tedaviyé alinan yanit.

Hasta no Uygulanan tedavi Tedaviye yanit T Telomeraz aktivitesi
L. Ara.C + Idarubicin KR 0.552
2. Ara.C + Idarubicin KR 0.563
3. Ara.C + Idarubicin KR-ER 0.825

‘4, Ara.C + Idarubicin KR-ER 1.204
5. Ara.C + Idarubicin PR 0.547
6. Ara.C + Idarubicin Refrakter 1.437
7. Ara.C + Idarubicin KR 1.694
8. Ara.C + Idarubicin Refrakter 1.622
9. Tedavi almadan 61di 1.253
10. Tedavi almadan 61di 1.565
11. Ara.C + Idarubicin KR-ER 1.034
12. Ara.C + Idarubicin Refrakter 1.219
13. Tedavi almadi ' 1.484
14, Ara.C + Idarubicin KR-ER 0.685

- 15. Tedavi almadan 61dii 0.928
16. Ara.C + Idarubicin Refrakter 1.226
17. Ara.C+Idarubicint+Vepesid Refrakter 0.484 -
18. Tedavi almadan 61di 0.323
19. FLAG® Refrakter 0.975
20. Tedavi almadan 61dii 0.342
21. Ara.C + Idarubicin KR 0.435
22. Ara.C + Idarubicin PR 1.763
23. Ara.C+Mitoxantrone+Vepesid Refrakter 1.396
24, Ara.C + Idarubicin KR 0.664

1; Hasta tedaviyi kabul etmedi ve taburcu edildi
2; Fludarabin + Ara.C + G-CSF
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Tablo ITI-c’nin devamu.

Hasta no Uygulanan tedavi Tedaviye yanit | Telomeraz aktivitesi
25. Ara.C + Idarubicin KR 1.503
26. Ara.C + Mitoxantron PR 1.427
27. Ara.C + Idarubicin KR 0.342
28. Ara.C + Idarubicin KR 0.562
29, Ara.C + [darubicin Refrakter 0.338
30. Ara.C+ldarubicintATRA KR 0.486
31. Ara.C + Idarubicin KR 0.675
32. . Ara.C + Idarubicin KR 0.994
33. Ara.C + Idarubicin PR 0.631
34. Tedavi almadan 61di 0.438
35. Ara.C + Idarubicin KR , 0.897

1; Hasta tedaviyi kabul etmedi ve taburcu edildi.
2; Fludarabin + Ara.C + G-CSF.
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Tablo VII: Cesitli degiskenlerle serum telomeraz aktivitesi

arasindaki iligki

Degisken Hasta Telomeraz P
Say1si Aktivitesi
Lésemiler 70 0.729 £ 0.411 (0.305-1.763) <0.001
Kontrol 20 0.190 + 0.031 (0.148-0.265)
Akut 16semi 42 0.881 + 0.466 (0.305-1.763) < 0.001
. Kronik 16semi 28 0.502+0.114  (0.305-0.768)

AML 35 0.953£0.474  (0.323-1.763) < 0.001

ALL 7 0.525+0.171 (0.305-0.768)

KLL 18 0.461 +0.09 (0.305-0.672)

KML 10 0.730 £ 0.411 '(0.423-0.768)
Denovoakutlosemi | 28 0901 0487  (0.323-1.763) >0.05
Relaps akut 16semi | 14 0.812+0.405  (0.305-1.484)

Tedaviye yamt:
Tam remisyon 12 0.636 + 0.290 (0.342-1.699) >0.05
Parsiyel remisyon 8 0.719 + 0.437 (0.547-1.763)
Refrakter hastalik 17 0.756 £ 0.442 (0.338-1.622)
Kisa siirede relaps 7 0.981+0.401  (0.685-1.204)
Tedavisirasindaéim 6 0.812 £ 0.596 (0.304-1.565)
Tedavi almamg 5 0.580 + 0.250 (0.323-1.484)

AML ;

Ekstrameduller 10 1.106 + 0.441 (0.435-1.622) >0.05
tutulum (+)

Ekstrameduller 25 0.891 £ 0.482 (0.323-1.763)
tutulum (=)

ALL ;

Ekstrameduller 3 0.487 £0.197 (0.305-0.697) >0.05
tutulum (+)

Ekstrameduller 4 0.553+0.174 (0.544-0.706)
tutulum (=)

*. AML diger 3 gruptan farkli; ancak ALL, KLL, KML arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir farkhlik saptanmad.
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5. TARTISMA

Telomer, kromozomlarin u¢ kisimlarinda yer alan, tekrarlayan
TTAGGG hekzamerlerinden olusan 6zellesmis bir yapidir. Amaci, genomik
kararhilig1 muhafaza etmektir (4). Ancak, her hiicre boliinmesini takiben belirli
miktarlarda telomerik erozyon gergeklesir. Normal somatik hiicrelerde
bulunmayan, tiim kanserlerin %80-90’inda 'yiiksek aktivitede saptanan
telomeraz enzimi, telomerik erozyonu 6nler. Belirli bir diizeye kadar kisalan
telomer, hiicre siklusunu durdurur ve o hiicre &liir. Bu nedenle telomeraz
enziminin aktivasyonu, karsinogenezde Onemli bir yere sahiptir. Normal
somatik hiicrelerden, sadece yiiksek proliferasyon kapasitesine sahip olanlarda
enzim aktivitesine rastlanir (kemik iligi k&k hiicreleri gibi). Embriyonik
yasamda telomeraz enzimi aktif halde iken, dogumdan sonra inaktif hale geger.
Daha sonraki yasamda enzimin yeniden aktivasyonu kanser gelisiminde
onemli rol oynamaktadir (31,32,41,44).

Tim kanserlerin %80-90'inda saptanan telomeraz enzimi, l6semi
olusumunda da dnemli rol oynar. En sik akut 16semilerde ve yiiksek histolojik
dereceli non Hodgkin lenfoma ’da goriilir (34). Caligmalar o6zellikle akut
l6semilerde yogunlagmigtir. Hastalifin biyolojik davramsiyla telomeraz enzim
aktivitesi arasinda belirgin bir korelasyon mevcuttur. Normal kemik iligi kok
hiicreleri genelde istirahat halinde olup, stimiile edildiklerinde yiiksek
proliferasyon kapasitesine sahiptir. Proliferasyona giren normal hiicrelerde
telomeraz aktivitesi artar. Hiicreler olgunlagtiktan sonra enzim aktivitesi diiser.
Buradan hareketle, 16semilerde neden yliksek telomeraz aktivitesi oldugu
kolaylikla anlagilmaktadir. Yiiksek proliferasyon yetenegine sahip l6semik
hiicreler dogal olarak yiiksek enzim aktivitesine de sahip olacaklardir.
Diferansiyasyon indiikleyici ajanlarin kullanilmasi sonucu matiirasyona
zorlahan 16semik hiicrelerde telomeraz aktivitesinin azalmast bunun kamtidir
(15,57). Olgulanmizda telomeraz aktivitesi kontrollerden belirgin olarak
yiiksek bulunmustur. Daha fazla proliferasyon kapasitesine sahip akut
16semilerde, kronik 16semilerdendaha yitksek telomeraz aktivitesi bulunmus

olmast da proliferasyon kapasitesi ile telomeraz aktivitesi arasindaki direkt
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iliskiyi destekler niteliktedir. Akut losemilerde yapilan arastirmalarda,
telomeraz aktivitesi ile g¢esitli klinik degiskenler arasinda korelasyonlar
gozlenmistir. Ozellikle Ohyashiki ve ark. tarafindan 78 akut 16semi (55 AML,
23 ALL) olgusu ile yapilan aragtirmada, AML’de beyaz kiire sayisi,
ekstrameduller tutulum, kemoterapiye alinan yanit, sitogenetik anomaliler ile
telomeraz aktivitesi arasinda iligki bulunmustur (37). Bu g¢alismaya gore,
yliksek beyaz kiire sayisi ile seyreden olgularda enzim aktivitesi fazladir. Aym
sekilde, ekstrameduller tutulumu olan (6zellikle santral sinir sistemi
infiltrasyonu ve miyeloblastom ile seyreden olgularda), kemoterapiye direng
gosteren ve degisik kromozomal anomalilerin eglik ettigi olgularda telomeraz
aktivitesi yiliksek bulunmustur. Ayni arastirmada dikkati ¢eken bir bagka husus,
remisyon-indiiksiyon tedavisinden sonra telomeraz aktivitesinin normal
diizeylere inmis olmasidir. Bu ¢aligmada, kemoterapi sonrasi tam remisyon
elde edilen, ancak telomeraz enzim aktivitesi normalden hafif yiiksek seyreden
2 olguda, erken dénemde relaps ortaya gikmustir. Relaps olgularin telomeraz
aktiviteleri, kemoterapi 6ncesi diizeylere yiikselmektedir. Zhang ve ark.’nin 56
AML vakasindan olusan bir serisinde, 11q ve —5/~7 (5. ve 7. kromozomun
monozomik delesyonu) anomalilerinin kétii prognostik isaret oldugu ortaya
konmugstur. Bu anomalilerin bulundugu hastalarda telomeraz aktivitesi
yiiksektir;ayrica kemoterapiye yamit oram da digiiktiir (37). Olgularimizin
toplam sayis1 analiz i¢in yeterli olmakla beraber, her alt gruptaki hastalarin
heterojen nitelikleri nedeniyle, klinik parametreler ve tedaviye yamt ile
telomeraz aktivitesi arasinda anlamh iligki bulunamamustir. Ornegin, tedavi
verilmeden veya verilirken kaybedilen hastalarin varligi, tedaviye yamt ile
telomeraz aktivitesi iliskisinin analizini giiglestirmistir. Erken relaps gésteren
AML olgularimizda telomeraz aktivitesinin yiiksekligi (olgu sayisi az olmakla
birlikte), yiiksek telomeraz aktivitesinin tedaviye cevabin belirlenmesinde bir
indikator olabilecegini telkin edebilir.

Lésemi olusumunda erken evrede: kromozomal translokasyonlar
gerceklesir (1(6;9) (p21;p34), t(17;19) (q21;p13), t(9;22) (q34;q11) gibi).

Bunun sonucunda telomeraz reaktivasyonu ortaya ¢ikar ve hastalik progresyon
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sathasina girer. Akut promiyelositer 16semi’lerde (APL=M3-AML) t(15;17)
ile telomeraz arasinda negatif bir korelasyon mevcuttur. Ancak, APL’de
t(15;17)’ye ragmen efer telomeraz aktivitesi yilksek ise kemoterapi
bagarisizlikla sonuglanmaktadir (10).

Losemilerde tani ve relaps aninda enzim aktivitesi yiiksektir.
Kemoterapi ile tam remisyon saglanan hastalarda telomeraz enzim
aktivitesinde ¢ok anlaml diigiisler gézlenmektedir. Tespit edilen bu enzim
aktiviteleri periferik kanda bulunan normal mononiikleer hiicrelere aittir.
Dikkati ¢eken bir baska husus, tedavi sonrasi enzim diiz§yinde belirgin azalma
gerqeklesrﬁeyen hastalarda erken relapsiann goriilmesidir. Bu durumda
telomeraz enzimi klinik pratikte oldukga degerli bir prognostik faktér olarak
kullamlabilir. Kemoterapi ile, saptanamayacak diizeylere inen telomeraz
enzimi, relaps esnasinda yeniden ilk tani anindaki diizeylere yiikselir (37).

Akut l6semilerde, periferik kan ve kemik iligi 6rneklerinde ayn ayn
bakilan telomeraz diizeyleri incelendiginde, kemik iliginde daha yiiksek
aktiviteye rastlanmigtir. Bunun nedeni, kemik iligindeki 16semik hiicre yiikiiniin
ve proliferatif kapasitenin periferik kana gére daha fazla olmasidir (14).

KML’de kronik faza gore, blastik fazda daha yiiksek telomeraz
aktivitesine rastlanmaktadir. Ayrica sitogenetik anomalilerle enzim diizeyleri
arasinda pozitif korelasyon mevcuttur. Iwama ve ark., 44 ph(+) KML (kronik
faz) hastas: {izerinde yaptiklar1 galigmada, "sputhern blot" yéntemiyle telomer
uzunlugunu (TRF = telomeric restriction fragment) incelemislerdir. Hastalarin
19’unda TRF normal olarak saptanirken, 25°inde TRF’nin kisa oldugu
gorillmiigtiir. TRF’nin normal oldugu hastalar, alfa-interferon tedavisine iyi
yamt verirken, difer grupta benzer sonuglar alinamamustir. TRF’nin kisa
oldugu grupta telomeraz aktivitesi yiikksek bulunmus ve bu hastalarin
prognozunun iyi olmadigy goriilmiistiir..Alfa-interferona iyi yamit veren ilk
grupta blastik kriz goriilme siklig1 ¢ok diigiiktiir. Telomer uzunlugunun normal
oldugu hastalarda sitogenetik remisyon olasilif yiiksektir (23).

Normal B-lenfositlerinde telomeraz aktivitesi diigiiktiir. Germinal

merkezdeki B-hiicrelerinde (sentrosit,sentroblast) daha yiiksek, hafiza B-
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hiicrelerinde: daha diigiiktiir. IL-4 gibi sitokinler tarafindan bu hiicrelerin in
vitro kosullarda stimulasyonu sonrasnda B-lenfositler aktive olarak
proliferasyon fazina gegerler. Bu agsamada tclomeraz akti'vitesi artar. Trentin ve
ark.’min yaptifi bir aragtirmada, toplam 33 hastada (15 B-hiicreli kronik
lenfositik 16semi(KLL), 13 sagh hiicreli 16semi (Hairy cell leukemia=HCL), 5
mantle cell lymphoma(MCL)) telomeraz aktivitesi incelenmigtir. HCL lerde
telomeraz aktivitesi en yiikksek bulunmugtur. KLL ve MCL’da enzim daha
diigiik aktivite gostermektedir, Aragtirmacilar bunun agiklamasini su sekilde
yapmaktadir;, HCL’de, telomeraz aktivitesi yiiksek olgiilen B-lenfositler,
normal fizyolojik kosullardaki aktive lenfositlerin malign kargiifidir. Oysa
KLL hﬁcréleri, normal istirahat halindeki matiir B-lenfositlerinden orijin alir.
Bu nedenle KLL’dé telomeraz aktivitesi HCL’ye gore daha disiktir. Bu
caligmaya dahil edilen KLL olgulannin c¢ofu (15 olgunun 13’4), Rai
simflamasina gore evrel-Ildir. Ancak 1 yillik takip sonrasinda hastalifin seyri
izlendifinde, 6 hastada progresif hastahfin gelistiSi goériilmistir. Bunlarin
telomeraz aktiviteleri, stabil hastalik olarak kabul edilen gruba goére daha
yiiksek bulunmustur. Benzer sonuglar HCL olgulannda da dikkati ¢ekmigtir.
B-hiicreli kronik lenfoproliferatif hastaliklarda telomeraz aktivitesi ¢nemli bir
prognostik faktordiir. Progresif hastalik - grubunda enzim diizeyinin yiiksek
olmasi, telomeraz enzim aktivasyonunun lenfoproliferatif hastaliklarda hastalik
progresyonunu belirleyen bir parametre olabilecegini digiindirmektedir (46).
Bizim ¢aligmamizda, hasta gruplarimn telomeraz aktiviteleri, kontrol
grubuna gore belirgin olarak yiiksek bulundu. Hastalar 4 alt gruptan
olusuyordu (AML, ALL, KLL, KML). Yapilan incelemede AML’de telomeraz
aktivitesinin diger 3 gruptan anlamli bir gekilde yiiksek oldugu goriildii. Ancak
beyaz kiire, tedaviye alinan yamt, ekstrameduller tutulum, FAB
simflandirmasi, lenfadenopati, hepatosplenomegali ile telomeraz aktiviteleri
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iligki saptanamadt. De novo olgularin
relaps olgulardan farkh olmadifi gérildii. Yine akut losemilerle kronik
l6semiler arasinda farkhlik bulunmadi (AML harig). Hastalanmzin sitogenetik
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analizleri ile ilgili kayit yetersizlifi oldugu igin, bu parametre ile enzim
arasindaki iliskiye yonelik aragtirmalar yapilamad.

Caligmamizin bu sekilde sonuglar vermesinin nedeni, hasta sayisinin
surll ve hasta grubunun oldukga heterojen olmasidir. Bu nedenle,
losemilerdeki telomeraz enzim aktivitesinin klinik onemi ile ilgili daha somut
veriler elde etmek igin bundan daha genis hasta gruplartyla yapilacak

caligmalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC

1. Akut ve kronik losemilerde telomeraz enzim aktivitesi belirgin olarak
yiiksektir.

2. AML’de telomeraz aktivitesi en yiiksek bulunmustur, ancak akut ve
kronik 16semiler arasinda telomeraz enzim aktivitesi bakimindan farklihik
bulunamamustir.

3. De novo akut I8semiler ile relaps akut I16semiler arasinda telomeraz enzim
aktivitesi agisindan farklilik saptanamamustir. Ancak relaps olgu azhig1 bu
sonugtan sorumlu olabilir.

4. Tedaviye aliman yanit ile telomeraz enzim aktivitesi arasinda iliski
saptanamamgstir. Olgu sayisimn kisithhif ve olgularin tedavi verilemeden
kaybedilmis olmasi bu sonuca neden olmustur. :

5. Akut losemilerde ekstrameduller tutulum ile telomeraz enzim aktivitesi
arasinda iliski bulunamamigtir. ' '

6. Beyaz kiire sayisi, hepatosplenomegali, lenfadenopati, FAB
siniflandirmasi, yag ve cins ile telomeraz aktivitesi arasinda iligki
saptanamamugtir. Ancak bu veriler arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmamasinin nedeni, segilen gruplardaki olgu sayisinin
azligidir. Daha fazla olgu ile yapilmasi halinde telomeraz aktivitesinin

16semi biyolojisi i¢in 6nemli bir belirleyici olacag kanisindayiz.
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