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OZET

Kigiikcankurt, F. (2022). Bifenotipik Akut Loésemi Hastalarinin  Genetik
Karakterizasyonu. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD.

Doktora Tezi. Istanbul.

Akut 16semi gelisiminde merkezi bir rol oynayan yapisal kromozomal degisiklikler,
DNA kopya sayis1 degisiklikleri ve mutasyonlar ile iligkili olarak tanimlanan bir¢ok alt
tip bulunmaktadir. Gilinlimiizde, genomik arastirmalarin ilerlemesiyle 16semilerde yeni
genetik alt gruplar belirlenmistir. Bifenotipik akut 16semiler (MPAL), blastlarin hem
lenfoid hem de miyeloid soy spesifik belirteclerini birlikte ifade ettigi nadir bir 16semi
tiriidiir. Bifenotipik akut 16semi hastalariin risk smiflandirmasi, ALL ya da AML
hastalar1 gibi, klinik ya da immiinfenotipik 6zelliklere gore yapilmaktadir ancak hastalar
hem genetik ve fenotipik olarak olduk¢a heterojendirler. Hastalarin molekiiler
simiflandirmas:1  yetersizdir ve kot prognoz  gostermektedirler. MPAL’leri
siiflandirmadaki zorluklar, terapétik sonuglarla ilgili ileriye doniik olarak toplanan
verilerin eksikligi ve nadir insidans orani, hastalar icin en iyi tedavi yaklasimi
konusunda belirsizlige yol agmaktadir. Ayrica son yillarda olarak MPAL hastalarinda
hematopoetik hiicrelerde soy degisiminden sorumlu transkripsiyon faktorlerinin

anlatimlarimda bozulmalar bildirilmektedir.

Bu tez projesi kapsaminda, MPAL hastalar1 6zel bir genomik altyapiya sahiptir
hipotezinden yola ¢ikarak, 46 cocukluk ¢cagit MPAL olgusunun kemik iligi 6rneklerinde
PZR, gPZR, Sanger dizileme yaklasimlari ve enformatik analizler kullanarak aday gen
varyasyonlar1 aragtirtlmistir. Saptanan varyasyonlarin hastalarin klinik parametreleri ile

iliskisi arastirilmastir.

Cocukluk ¢agt MPAL hastalarin %39’unda (18/46) IKZF1, DUX4r, ZNF384r, 1(9;22) ve
t(12;21) genlerinden en az birinde varyasyon saptanmistir. IKZF1 ve 1(9;22)
varyasyonlarin sagkalim {izerine kot etkisi belirlenitken, DUX4r, ZNF384r
varyasyonlar1 orta risk/standart risk belirtecleri olarak saptanmistir. Soy degisimi
siirecinde kritik oneme sahip olan genlerin anlatimlar1 incelendiginde, MPAL alt

fenotiplerine spesifik bir anlatim goriilmemekle beraber MPAL hastalarinin sahip
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olduklar1 varyasyonlarin dogrudan ya da dolayli mekanizmalar ile gen anlatimlarimni
etkiledigi ve degistirdigi gosterilmistir.

MPAL hastalarinda gergeklestirilmis calisma sayisit yok denecek kadar azdir. Bu tez
projesinde elde edilen verilerin biiyilik kismi ilk defa ortaya ¢ikartilmig 6zgiin verilerdir
ve gen varyasyonlarinin sikligi ve birlikte goriilmeleri bakimlarindan BCP-ALL’den

farkliliklar goriilmistir.
Anahtar Kelimeler : Bifenotipik Akut Losemi, DUX4, IKZF, Fiizyon, Gen anlatimi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No:36661
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ABSTRACT

Kucukcankurt F. (2022). Genetic Characterizastion of Biphenotypic Acute Leukemia
Patients. Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics, PhD thesis. istanbul.

There are many subtypes defined in relation to structural chromosomal changes, DNA
copy number changes and mutations that play a central role in the development of acute
leukemia. Today, with the advancement of genomic research, new genetic subgroups
have been identified in leukemias. Biphenotypic acute leukemias (MPAL) is a rare type
of leukemia in which blasts co-express both lymphoid and myeloid lineage specific
markers. Risk classification is based on clinical or immunophenotypic characteristics of
MPAL patients, but they are highly heterogeneous both genetically and phenotypically.
The molecular classification of patients are insufficient and they show a poor prognosis.
The difficulties in classifying MPALs, the lack of prospectively collected data on
therapeutic outcomes and rare incidence of rate lead to uncertainty about the best
treatment approach for patients. Therefore, there is a need for the existence of

prognostic markers that can guide the treatment of MPAL patients.

In this thesis project, based on the hypothesis that MPAL patients have a special
genomic background, candidate gene variations were investigated in bone marrow
samples of 46 childhood MPAL cases using PCR, gPCR, Sanger sequencing approaches
and informatics analysis. The relationship of the detected variations with the clinical

parameters of the patients were investigated.

In this study, we detected variations at least one of the IKZF1, DUX4r, ZNF384r,
t(9;22) and t(12;21) in 39% (18/46) of the MPAL patients. Ectopic expression of
transcription factors responsible for lineage commitment in hematopoietic cells have
begun to be reported in MPAL patients. When the expressions of genes that have
critical importance in the lineage change process are examined, no specific expression is
observed for MPAL subgroups but it has been shown that the variations of MPAL

patients affect and change gene expressions by direct or indirect mechanisms.

The number of studies conducted in MPAL are negligible. Most of the data obtained in
this thesis project are original data that have been revealed for the first time and
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differences from BCP-ALL were observed in terms of the frequency and co-occurrence
of gene variations.
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1. GIRIS VE AMAC

Hematopoez, ortak bir hematopoietik kok hiicre popiilasyonundan (HSC'ler)
baglayarak tiim kan hiicrelerinin iretildigi ve yenilendigi siiregtir. HSC'ler, simirli
farklilagsma potansiyeli olan ve spesifik yiizey belirteglerini ifade eden soya 06zgi
progenitorlere farklilagir (1). Hiicresel diizeyde, HSC'den soya bagli hematopoietik
hiicrelere farklilasma siireci, soy-spesifik genlerin segici aktivasyonunu ve ayni
zamanda soy-yabanci genlerin ve gelisim diizenleyicilerin tanimlanmis bir sirada
susturulmasini igerir. Bu tiir karmasik soy belirleyici programlarin diizenlenmesi birkag
faktore baglidir, ancak kapsamli arastirmalar, gen diizenleyici aglarin hiicre kaderi
secimini ve soy kisitlamasini yonlendirmedeki temel roliinii vurgulamistir. Bu gen
diizenleyici aglar, soy-spesifik genlerin aktivasyonu ve soy-yabanci genlerin
baskilanmasinin yan1 sira antagonizma aracilig ile transkripsiyonel aktivitenin karsilikli
diizenlenmesini saglar (2). Giderek daralan soy potansiyeli, gen anlatimi imzalar1 ve

epigenetik modifikasyonlarin kesin bir kombinasyonundan kaynaklanir.

Erken hematopoetik multipotent progenitor hiicreler, hem belirli bir hiicre soyu
fenotipini  destekleyen hem de alternatif programlamayi baskilayan kompleks
etkilesimlere dayanan, spesifik hiicre kader secimleriyle meydana gelir. Spesifik
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlart hiicre soyu se¢iliminde gorevlidir. Hiicre
farklilagmasini diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin diizensizligi sonucundaki
anormal ifadesi, akut 16semide goriilen genetik ve epigenetik degisiklikler temelinde

gergeklesir (3).

Akut 16semiler, kemik iligi progenitor hiicrelerinin malign trasnformasyonu
sonucu ortaya g¢ikan hastalik grubudur. Akut losemilerin genetik karakterizasyonu
genellikle sitogenetik analizler ve spesifik translokasyonlarin veya mutasyonlarin
molekiiler tekniklerle tespitine dayanmaktadir (4). Giincel veriler 1s18inda akut
lenfoblastik 16semi (ALL) ve akut miyeloid 16semi (AML) hastalarinin molekiiler risk
simiflamasi i¢in prognostik oneme sahip oldugu ortaya g¢ikan birgok yeni belirteg,
yiiksek risk grubundaki hastalarin ayrigtirllmast ve uygun tedavi protokollerine

yonlendirilmesine imkan saglamaktadir.



Cocukluk ¢agi B hiicreli ALL’de (B-ALL) andploidi (hiperdiploidi,
hipodiploidi, near haploidi), kompleks kromozomal yeniden diizenlenmeler (iIAMP21),
onkogen deregiilasyonu veya yeniden diizenlenmeler sonucunda, ETV6-RUNX1, MLL
yeniden diizenlenmeleri, TCF3-PBX1 ve BCR-ABL1 gibi kimerik fiizyon onkoprotein
ekspresyonu ile sonuglanir (5). Bunlarin yami sira, ETV6-RUNX1-benzeri ALL,
ZNF384-yeniden diizenlenmeleri, DUX4-yeniden diizenlenmeleri, MEF2D-yeniden
diizenlenmeleri, NUTM1-yeniden diizenlenmeleri, TCF3-HLF, PAX5-derive ALL, Ph-
benzeri ALL gibi yeni alt gruplar tanimlanmistir (6).

DUX4-yeniden diizenlemeleri ¢ocukluk c¢agi prekiirsor B-ALL'lerin %4-5'ini
olusturur ve iyi prognozla iliskilendirilmistir. ETV6-RUNX1-benzeri ALL %1-3 siklikta
goriilmektedir ve iyi prognozla iliskilendirilmistir. ZNF384 diizenlemeleri, genellikle
bir transkripsiyonel regiilator veya EP300, CREBBP, TAF15, SYNRG, EWSR1, TCF3 ve
ARID1B gibi kromatin modifiye edici genlerin ZNF384 ile fiizyonunu icerir. ZNF384
yeniden diizenlenmeleri %1-6 siklikta goriilmektedir, miyeloid yiizey belirteci
ekspresyonu, JAK/STAT vyolak aktivasyonu ile karakterizedir ve orta derece iyi
prognozla iliskilendirilmistir (7).  Yirmi  birinci  kromozomun  kompleks
intrakromozomal amplifikasyonu (iIAMP21) cocukluk c¢agi B-ALL’lerin %2’sinde
goriilmektedir ve kotii prognoz ile iliskilidir (8). Ikincil DNA delesyonlari,
amplifikasyonlar ve mutasyonlar1 B hiicre prekiirsor ALL’nin karakteristik 6zelligidir.
Lokomogenezden IKZF1, PAX5, EBF1 gibi lenfoid transkripsiyon faktorleri,
CDKN2A/CDKNZ2B, RB1 gibi hiicre dongiisii regiilasyonu ve timor baskilanmasi ile
iligkili genler, apoptoz regiilasyonu, transkripsiyonel diizenleme ve koaktivasyondan
sorumlu ETV6 ve ERG genleri ve epigenetik varyasyonlar sorumludur. Prevalans ve
varyant tipi alt gruplar arasinda farklilik gosterir. IKZF1 mutasyonlar: ise BCR-ABL1-
pozitif ve Ph-benzeri ALL'nin ayirt edici 6zelligidir ve kotii prognoz ile iligkilidir. BCR-
ABL1-benzeri ALL'nin ortak genomik o6zellikleri, B-lenfoid transkripsiyon faktorii
genlerinin (6zellikle IKZF1 delesyonlarinin), sitokin reseptoriinii ve tirozin kinaz
sinyalinin deregiilasyonunu Saglayan genetik degisikliklerdir. Bunlar arasinda
CRLF2'nin yeniden diizenlenmesi ve mutasyonlari (yaklagik %50), ABL simifi tirozin
kinaz genlerinin yeniden diizenlenmesi (%12), JAK2'nin yeniden diizenlenmesi (%7) ve
eritropoietin  reseptér geninin (EPOR) mutasyonlart  (%3-%10), JAK-STAT
sinyalizasyonunu (%11) ve Ras sinyalizasyonunu (NRAS, KRAS, PTPN11 ve NF1 %6)



aktive edici mutasyonlar ve daha az yaygin kinaz degisiklikleri (FLT3, NTRK3, BLNK,
TYK2 ve PTK2B) goriilmektedir (7).

T-ALL, pediatrik ve yetigkin ALL'lerin sirasiyla yaklasik %15 ve %25'ini
olusturan agresif ve heterojen bir hastalik grubudur. T-ALL hastalarinin yaklasik %50'si
TLX1, TLX3, LYL1, TAL1 yeniden diizenlenmeleri (7), %15-60’inda NOTCH1, FBWX7
mutasyonlar1 ile karakterize edilmektedir (9). Ayrica, gen ekspresyon profilleme
calismalari, spesifik T hiicre transkripsiyon faktorlerinin anormal aktivasyonu ile
karakterize edilen molekiiler alt gruplara siniflandirilmasina yardimci olmustur (10).
TAL1, LMO, TLX1 deregiilasyonu iyi prognoz gostergesi iken TLX3 deregiilasyonu
kot prognoz belirtecidir (11). T-ALL’de mutasyonlar ve DNA kopya sayisi
degisiklikleri NOTCH1, FBXW7 ve MYB genleri; JAK-STAT yolagi genleri (IL7R,
JAK1, JAK3 ve STAT5B) ve Ras/PISK/AKT vyolaklarinda yer alan genlerde
(NRAS/KRAS ve PTEN); epigenetik regiilatorlerde (PHF6, SUZ12, EZH2, TET2,
H3F3A ve KDMG6A); transkripsiyon regiilatorlerinde (LEF1, WT1, BCL11B)
goriilmektedir (7).

AML'de, miyeloid sinyalizasyon, transkripsiyonel diizenlenme ve kromatin
modifikasyonu ile iliskili yolaklarda yer alan genlerin fonksiyonunu degistiren
kompleks mutasyon profilleri, kompleks klonal degisimler ve epigenetik degisimler
bulunmaktadir (12). AML’de proliferasyonu ve/veya hiicre sag kalimini arttiran FLT3,
KIT, NRAS, K-RAS, PTPN11, WT1 mutasyonlari, farklilagsmay1 bozan CEBPA ve NPM1
mutasyonlar1 tanimlanmistir (13,14). Mutasyonlarin yani sira, AML’de tekrarlayan
sitogenetik anomalilerin goriilme sikliklar, PML-RARA t(15;17) %10, RUNX1-
RUXNITL t(8;21) %10-15, CBFB-MYH11 inv(16) ise %5-10’dur ve iyi prognoz
belirtegleridir. Akut megakaryoblastik l6semilerde ise %15 siklikta gériillen RBM15-
MKL1 t(1;22) nispeten iyi prognoz belirtecidir. MLL yeniden diizenlenmeleri %15-20,
DEK-NUP214 t(6;9) %1, RPN1-MECOM inv(3) %1-2, NUP98-KDM5A t(11;12) %10,
NUP98-NSD1 t(5;11) %47 siklikta goriilmektedir ve kotii prognoz belirtecleridir.
Kromozom 7’nin kayb1 %2-5, kompleks karyotipin goériilme sikligi ise %5-10’dur ve
kotii prognoz belirtegleridir. Cocukluk ¢agi AML’de yiiksek niiks riski ile iliskili
anomaliler arasinda monozomi 7, FLT3'in i¢ tandem duplikasyonu (ITD'ler) ve
NUP98-NSD1; DEK-NUP214, KAT6A-CREBBP ve RUNX1-CBFA2T3 flizyonlar
bulunmaktadir (15).



Bifenotipik akut 16semiler hem miyeloid, hem de T/B lenfoid hiicre 6zelligi
gosteren, yiiksek risk sinifinda bir 16semi tiirii olup, tiim akut 16semilerin %2-3’{inii
kapsayan nadir bir I6semi tiiriidiir. Giinlimiizde, hastalarin molekiiler siniflandirmasi
16semi spesifik yiizey belirte¢ ekspresyonu (immiinfenotip) ve konvansiyonel olarak
16semi hastalarinda bakilan ALL ve AML’ye spesifik bir grup translokasyon ile
yapilmaktadir. Bifenotipik akut losemilerin heterojen bir hastalik olmasi ve
kullanilmakta olan tedavi protokollerinde bir fikir birligi bulunmamasi nedeniyle

hastaligin biyolojik ve molekiiler temellerinin daha iyi anlasilmasi gerekmektedir (16).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, ¢ocukluk cagi bifenotipik akut 16semi hastalari,
ALL ve AML igin prognostik dneme sahip t(4;11), 1(9;22), t(12;21), t(15;17), t(8;21),
t(1;19) translokasyonlar1 ve inv(16), DUX4-yeniden diizenlenmeleri, FLT3, NPML1,
PAX5 gen mutasyonlar1 ve IKZF1 delesyonlar igin taranarak, CRLF2, PAX5, SPI1,
NOTCH1, GATAL gen anlatim seviyeleri belirlendi. Boylece, ¢ocukluk ¢agi bifenotipik
akut 16semi hastalar tasidiklari genetik varyasyonlara gére siniflandirilarak, hastalikla

iligkili varyantlarin prognostik belirtegler ile olan iliskisi tartisildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hematopoez

Hematopoez, eritrositler, trombositler, graniilositler, lenfositler ve monositler
gibi ¢ok ¢esitli kan ve kemik iligi hiicrelerinin olusturulmas: siirecidir. Bu siireg,
multipotent bir progenitdr hiicreye boliinme veya kendini yenileme yetenegine sahip
multipotent HSC’ler ile baslar. Progenitor hiicreler, beyaz kan hiicrelerine, kirmizi kan
hiicrelerine veya trombositlerin olusmasini saglayan 6zellesmis hiicrelere bolinebilir.
Hematopoezdeki bu boliinmeler dizisi, ortak bir miyeloid progenitér veya ortak bir
lenfoid progenitore boliinen multipotent progenitdr hiicrelerle baslar. Ortak miyeloid
progenitorlerden farkli grantilosit alt kiimeleri (nétrofiller, eozinofiller ve bazofiller),
monositler, makrofajlar, eritrositler, megakaryositler ve mast hiicreleri dahil olmak
tizere morfolojik, fenotipik ve islevsel olarak farkli hiicre tiplerini olustururken, ortak
lenfoid progenitorlerden dogal 6ldiirticti (NK) hiicrelerinin yani sira B ve T lenfositler
olusur (17). Dendritik hticreler (DC'ler) ise, miyeloid veya lenfoid yollardan aktive

edilebilen bir gelisim programina sahiptir (18).

Bir hematopoietik kok hiicrenin iki kritik 6zelligi, tiim kan hiicre tiplerine
farklilagsabilme ve kendini yenileme yetenegidir. Kendini yenileme veya farklilasma
karari, kok hiicre asamasinda ve sonraki multipotent veya unipotent farklilasma
asamalarinda, bir dizi biiytime faktorleri ve stromal proteinler ile veya transkripsiyon
faktorlerinden etkilenebilen stokastik bir siirectir (19). Multipotent hiicreler kendi
kendini yenileme kapasitesinden yoksundur ve bunun yerine her zaman daha 6zel bir
hiicreye boliinmek zorundadir. Transkripsiyon faktorleri, hematopoietik progenitor
hiicrelerin gelisimi, ¢ogalmasi ve soy-sinirli farklilagmanin nasil programlandigini

anlamak i¢in 6nemli bir rol oynar (20).

Kritik transkripsiyon faktorlerinin islevlerine iliskin goriisler, agirlikli olarak
farelerdeki konvansiyonel veya kosullu gen susturma calismalarindan elde edilen

bulgulara dayanmaktadir (21-23).

Transkripsiyon faktorlerinin diferansiyel ekspresyonu HSC kaderini yonlendirir.
HSC ya kendi kendini yeniler yada CLP (ortak lenfoid progenitér) veya CMP’ye (ortak
miyeloid progenitdr) dogru yonlenir. SPI1'in ekspresyon baskinligi, HSC'leri soy



kararliligina yonlendiren en erken olaylardan biri olabilir. SPI1, hiicre yiizeyi proteinleri
(CD11b, CD16, CD18 ve CD64), sitokinler (G-CSF, GM-CSF ve M-CSF ve bunlarin
ilgili reseptorleri) dahil olmak iizere hematopoietik hiicrelerde eksprese edilen en az
3000 genin ekspresyonunu modiile edebilmektedir. Bu kapsamda, miyelopoez ve
hematopoietik kok hiicrelerin hedeflenmesi sirasinda eksprese edilen diger bir¢cok gen

hedefi olan anahtar bir farklilasma regiilatoridiir (24).

Hematopoietik kok hiicre ve progenitor hiicre gelisimi sirasinda hiicre kaderi
kararlari, SPI1 ve GATAL transkripsiyon faktorleri arasindaki capraz-antagonistik
iliskiye dayanmaktadir. Bununla birlikte, multipotent progenitorler, monosit/graniilosit
gelisimine dogru farklilagtiklarinda, GATA1l artik eksprese edilmez ve hiicre
spesifikasyonu siireci SPI1'e ve bagka bir birincil soy belirleyici olan CEBPa'ya baglidir
(25). SPI1, hiicre kaderi se¢imini yalnizca GATAL1 ve CEBPA gibi antagonistik veya
sinerjik etkilesimle veya ikincil soy belirleyicileriyle etkilesimle degil, ayn1 zamanda
kendi konsantrasyonlariyla da diizenleyebilir. Daha yiiksek SPI1 ekspresyon seviyeleri
miyeloid gelisimini desteklerken, B-hiicre gelisimi i¢in daha diisiik SPI11 ekspresyon

seviyesi gereklidir (26).

GATA1l  ekspresyonu eritroid/megakaryositik/eozinofil farklilasmasini
desteklerken, SPI1 ekspresyonu miyeloid hiicre farklilasmasini destekler. Proteinler
fiziksel olarak etkilesime girer ve birbirlerinin hareketlerini antagonize eder (27,28).
Hematopoietik soy segiliminde antagonizmin kritik katkisi, Pax5'in islev kaybi
caligmalar ile de gosterilmistir. Uygun B hiicresi gelisimi i¢in Pax5 ekspresyonu
gerekmektedir (29). Pax5 ekspresyonu yoklugunda, proB hiicreleri ¢ok potansiyelli bir
fenotip haline gelerek T hiicrelerine, NK hiicrelerine, dendritik hiicrelere, makrofajlara,
notrofillere veya eritroid onciilerine farklilasabilir. Makrofaj-koloni uyaric1 faktor (M-
CSF) reseptorii gibi Kritik biiytime faktorii reseptorlerinin  baskilanmasi, normal
hematopoetik hiicre gelisimi sirasinda soy secilimini kisitlar. Pax5 ekspresyonu,
progenitor hiicreleri B hiicre kaderine yonlendirirken, E2A ve EBP gibi diger B hiicresi
transkripsiyon faktorleri soya uygun gen aktivasyonunu saglar (1). T-lenfoid
gelisiminde Notch sinyali, SPI1 gibi transkripsiyon faktorlerini baskilar. GATA3, T
hiicresine 6zgii bir transkripsiyon faktorii olarak goriilmesine ragmen, T hiicresi

gelisimini tegvik etmek i¢in yalnizca Notch sinyali baglaminda islev gormektedir (30).



GATAL, CMP'lere olan kararliligin habercisiyken, SPI11 ekspresyonu CLP'lerde
korunur ve ayrica lenfoid gelisimi i¢in gereklidir. SPI1'in soy kararliligi {izerindeki
belirgin etkileri ¢ift yonliidiir. ilk olarak, HSC'lerin miyeloid hiicrelere bagliligini
desteklemesi i¢in daha yiiksek konsantrasyonda bir gen dozaji gereklidir (DeKoter ve
(31). ikinci olarak, hedef gen iizerindeki SPI1 aktivitesi, B lenfositlerinde eksprese
edilen ve B lenfosit baglanmasi i¢in kesinlikle gerekli olan lenfoid hiicre transkripsiyon
faktori Pax5 tarafindan negatif olarak Ayrica, CLP’ler T hiicresi gelistirme
potansiyelini korur. Pro-B hiicresinin olusumundan sonra, B hiicre soy devamliligi i¢in
Pax5 ekspresyonuna ihtiya¢ duyulur. Pax5, Notchl'i bloke ederek T hiicresi gelisimini
antagonize eder. Bu faktorler, bir gen ekspresyon programini aktive etmek ve alternatif
olanaklar1 susturmak igin birbirini ¢apraz olarak diizenler. Bu nedenle, Pax5, B soyun
gelisiminde temel ve ikili bir rol oynar, MCSFR veya MPO gibi B hiicresine 6zgii
olmayan genleri bastirirken, ayni zamanda B soyuna &zgii genleri aktive eder.
diizenlenebilir (32).

T hiicre soy taahhtidii sirasinda, SPI1 ekspresyonunun baskilanmasi ile miyeloid
hiicre kaderlerine erisim kaybi olugmaktadir (33). SPI1 eksprese eden erken donem T
hiicre prekiirsorleri (ETP) ve DN2a hiicrelerinde Notch sinyali kapatilir veya
zayiflatilirsa, miyeloid ve dendritik hiicreler olusabilir. SPI1 eksprese etmeyen ileri
fazdaki hiicrelere, SPI11'in yeniden eklenmesi bu hiicrelerin miyeloid potansiyelini geri

kazanmasini saglar (34,35,36).

Hiicreler belirli bir soya yonelirken, epigenetik ve transkripsiyonel 6zelliklerini
degistirerek  bir hiicrenin  kimligini yeniden tamimlama yetenegini gdsterir.
Hematopoetik faktorler ve kromatin ile iligkili proteinler arasindaki diger baglantilar bu
temay1 giliglendirmektedir. Bununla birlikte, ortak bir hiicre (HSC veya olgunlasmamis
progenitor) iginde farkli soylari temsil eden transkripsiyon faktorlerinin bir arada

bulunmasi, farkli kaderler arasinda gapraz iletisim potansiyeli sunmaktadir (37).

Genel olarak, transkripsiyon faktorlerinin hiyerarsik ekspresyonunun yani sira
epigenetik modiilatorlerin de isbirligi ile hiicrelerde belirli bir soy bagliligi igin geri
doniisii olmayan bir gen anlatim programinin baslatilmasina neden olur (38). TCF1,
GATAS3 ve Notch sinyali gibi T hiicre 6zellesmesinde rol alan diizenleyici faktorlerin
ortaya ¢ikisini yavaslatan iki mekanizma bulunmaktadir. Birinci mekanizma, hiicrelerin

timusa girerken tasidigi epigenetik isaretleridir. histonlar tizerindeki baskilayici



isaretler, DNA metilasyonu, kromatin kondensasyonu ve/veya intraniikleer lokalizasyon
nedeniyle T hiicresine 6zgii genlerin etrafindaki énemli genomik bolgelere erisilemez
(39,40). Diger bir kisitlayict mekanizma da, SPI1 gibi transkripsiyon faktorlerini igeren,
baslangigta T hiicresi Onciilerinde ¢alisan alternatif bir gen diizenleyici agin aktivitesidir
(41).

2.2. T Hiicre Gelisimi

T hiicre gelisimi, timus ic¢indeki ¢evresel sinyaller tarafindan indiiklenen
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon degisiklikleri ile baslatilir. T hiicreleri, kemik
iligi veya fetal karacigerdeki hematopoietik kok ve oncii hiicrelerden koken alirlar.
Multipotent progenitor hiicreler timusa gog¢ ettiklerinde T hiicresi, B hiicresi, dogal
oldiriicii (NK) hiicre veya dentritik hiicrelere doniisebilme potansiyeline sahiptirler. Bu
hiicreler, timik mikrogevreden Notch yolagi sinyallerini aldiklarinda T hiicre
farklilasmasini baglatirlar. Timus stromasi, progenitor T hiicrelerine kok hiicre faktori
(Kit ligand), FLT3 ligandi, IL7 ve Notch ligandlar1 gibi hiicre dis1 sinyaller saglayarak,

hiicrelere T hiicre 6zelligi kazandirir (42).

Timusa giren ve HSC belirteglerini eksprese eden lenfoid progenitorler, DN1
asamasina kadar Notch ve IL7 sinyalizasyonuna hazirlanir. Olgunlasmamis timositler
cift negatif 1 ve 2°ye (DN1/DN2) gecis sirasinda SPI1, TAL1, GATA2 ve CEBPA gibi
diger hiicresel soylara dogru farklilasmasina neden olan genlerin asag: regiilasyonuyla
coklu soy potansiyelini kaybeder. DN2 asamasinda, Myb, GATA-3, HEBalt, GLI-2 ve
Bclllb yukari dogru diizenlenir. DN3 asamasinda, uygun bir TCR montaj1 i¢in gerekli
olan Ragl, Rag2 ve pTa genleri eksprese olarak, B-seleksiyonuna yol agar. p-seleksiyon
kontrol noktasinin ardindan, DN4 hiicreleri tamamen TCRap+T-hiicresi soyuna baglidir
(Sekil 2-1)(43). Bu genlerin yamisira, Tcfl, T-soy spesifikasyonunun ana
diizenleyicisidir ve dogrudan ETP asamasinda Notch sinyali ile aktive edilir. Timusa
lenfoid progenitorlerin girisi iizerine Tcfl'nin yukar regiilasyonu, T hiicre gelisiminin
ilerlemesi i¢in ¢ok onemli olup, Bclllb ve Gata3 gibi temel T hiicre genlerinin
ekspresyonu igin de Tcfl gereklidir (44,45). Tcfl eksikligi olan murin hiicrelerinde
Gata3 ve Bclllb'nin ektopik ekspresyonu, transkripsiyon faktorleri arasinda iletisim
oldugunu gostermektedir. T hiicre gelisiminde Gata3’iin, erken T hiicrelerinde B ve

miyeloid farklilasmasinibaskilarken, Bclllb’nin de bozulmus T hiicre gelisimini



diizelttigi, boylece uygun sekilde diizenlenmis bir T hiicre gen ekspresyon programi

saglandigi gosterilmistir (46).
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Sekil 2-1: T hiicre gelisiminin diferansiyel gen ekspresyon profili
(Romano ve ark.,2012 yayimindan alinip degistirilerek kullanilmastir.)

T hiicresi gelisimi, DN hiicreler olarak bilinen hem CD4 hem de CD8
ekspresyonundan yoksun hiicrelerde baslar. In vivo olarak, Notch'un erken T hiicre
gelisimini baglattigi, Notch'un soy belirleyici etkilerinden ¢ogunun timik mikrogevrede
meydana geldigi bildirilmistir (47). c-Kit+ DNI hiicreleri, tiretimleri ve devamliliklar
icin Notch sinyaline ihtiyag duyarlar. Notch sinyalinin hedef genleri olan Ptcra, Dix1 ve
Notchl ve Notch3’iin ekspresyonu, DN2 ve DN3 asamalar1 arasinda maksimum
diizeyde yukar1 regiilasyona ugrayarak, Notch sinyali devamliligini saglar. DN3
timositleri, hayatta kalmak i¢in Notch sinyaline bagimhidirlar, ¢iinkii Notch sinyali c-

Myc'yi pozitif olarak diizenler (30).

T hiicre olgunlagsma basamaklarinda, T-hiicre reseptorii (THR) yeniden
diizenlemeleri olusur ve B-seleksiyon ile hiicrelerin farklilasma, proliferasyon, survisini
kontrol ederek aBTHR- veya yOTHR eksprese eden T hiicreleri iiretirler. Islevsel aBTHR
ifade eden ¢ift pozitif (DP) (CD4+ CD8+) T hiicreleri, timik hiicrelerin {izerindeki
Major Doku Uygunluk Kompleksi (MHC) molekiilleri ile etkilesime girerek pozitif
seleksiyon ve negatif seleksiyona tabi tutulur. MHC molekiilleri tarafindan taninmama
veya cok kuvvetli taninma durumunda negatif seleksiyona ugrayan hiicreler apoptoza
ugrarken, MHC-I1I tarafindan zayif tanindan CD4 hiicreleri ile MHC-I tarafindan zayif
taninan CD8 hiicreleri ile pozitif seleksiyona ugrayarak, tek pozitif (SP) CD4+ yardimci
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T hiicrelerine veya tek pozitif (SP) CD8+ sitotoksik T hiicrelerine farklilasip periferik
kana yayilirlar (48).

2.3. B Hiicre Gelisimi

B hiicre gelisimi fetal donemde Karacigerde baslar, yetiskin donemde
hematopoietik kok hiicrelerin tiretimi kemik iliginde devam eder (49). Stromal
hiicrelerden gelen sinyaller, HSC'lerin ortak lenfoid progenitor hiicrelere farklilasmasina
izin verir. Transkripsiyon faktorlerinden E2A ve EBF’nin ekspresyonlar: ile ortak

lenfoid progenitor hiicreler pro-B hiicrelere doniisiir (50).

Kemik iligindeki B hiicreleri, pro-B hiicrelerinden baslayarak, immiinoglobulin
agir ve hafif zincir igenlerinin V(D)J rekombinasyonu ile yeniden diizenlenir ve IgM
eksprese eden olgunlasmamis B hiicrelerinin  tiretilmesiyle sonuglanir  (51).
Olgunlagsmamis B hiicreleri kemik iliginden dalaga go¢ ederler ve burada 1gD ve IgM'yi
birlikte eksprese eden olgun B hiicreleri haline gelerek, antijenler tarafindan aktive
edilmeyi beklerler. Antikor salgilayan plazma B hiicrelerine farklilasma igin periferdeki
lenfoid organlardaki olgun B hiicrelerinden iki sinyal gerekmektedir. Ilk sinyal, antijen-
bagli B hiicre reseptorleri (BCR) tarafindan tretilir, ikinci sinyal ise T hiicresine bagimli
(TD) veya T hiicresinden bagimsiz (T1) bir sekilde iletilebilir. Lipopolisakkaritler (LPS)
ve glikolipidler gibi TI antijenler ¢ogunlukla diisiik afiniteli antikorlar tireten kisa
Oomiirlii plazma hiicrelerinin gelisimine yol acar. Antijenle karsilasma ve folikiiler
yardimct T (Tth) hiicreleri ile etkilesimle baslatilan TD yanitlari, B hiicrelerinin hizla
kisa omiirlii plazma hiicreleri haline gelmesine ya da plazma hiicrelerine veya bellek B
hiicrelerine farklilasmak i¢in germinal merkeze (GC) girmesine izin verir. Bu hiicrelerin
antijenlere karsi afinitesi yiiksektir (52). Antijen stimiilasyonu ile veya T hiicresi aracili
aktive olan B hiicreleri, GC'lerinolusmasina yardimci olur. GM’deki B hiicreleri, IgV
geni somatik hipermutasyonuna (SHM) ve sinif degistirme rekombinasyonuna (CSR)
maruz kalirlar ve son olarak bellek B veya antikor salgilayan plazma hiicrelerine
farklilagirlar. GC B hiicreleri, BCR genlerinin degisken bolgelerinde SHM ve klonal
genislemenin oldugu karanlik bolgeye (dark zone) polarize edilebilir veya yiiksek
afiniteli BCR'lere sahip B hiicre klonlarin1 segmek igin Tfh hiicreleri ve folikiiler
dendritik hiicreler (FDC'ler) ile etkileserek light zona gegebilir (53). Tfh hiicreleri, B
hiicresinin survisini saglamak i¢in CD40 ligandini, hiicre proliferasyonunu ve

farklilasmasini  tesvik etmek igin IL21'"i dretir (54). GC B hiicrelerinde,
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immiinoglobulinin sabit bolgesini bir izotipten digerine degistiren CSR meydana gelir.
FDC'ler tarafindan pozitif olarak secilmeyen GC B hiicreleri apoptoz ile elimine
edilirken, secilen B hiicreleri yiiksek afinite ile BCR'leri yeniden gelistirmek icin
karanlik bolgeye yeniden girebilir. GC reaksiyonu, yiiksek afinite reseptorlerine sahip B
hiicrelerinin plazma hiicrelerine veya hafiza B hiicrelerine farklilagsmasini saglar.
GC'den tiiretilen plazma hiicreleri, kemik iligine geger ve spesifik antijenlere karsi uzun
siireli koruma saglayan uzun omiirlii plazma hiicreleri haline gelmek i¢in antijene 6zgii

antikorlar salgilar (55).

B hiicre farklilagmasi, bir transkripsiyon diizenleme agi tarafindan siki bir
sekilde kontrol edilir. Antikor salgilayan ve plazma hiicresi ile ilgili genlerin
ekspresyonunu tesvik etmek ve B hiicre kimligi genlerini asagi regiile etmek icin gesitli
transkripsiyon faktorlerinin koordinasyonunu igerir. PAX5, B hiicre soyunun korunmasi
i¢in ¢ok 6nemlidir, erken B hiicresi gelisim asamalar1 boyunca ve olgun B hiicrelerinde
eksprese edilir. Ayrica, CD19, CD21 ve IgH gibi BCR genlerinin ve IRF4, IRFS,
BACH?2, Ikaros ailesi ve PRDML1 gibi B hiicreleri igin énemli olan diger transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonunu diizenler (56). B hiicre gelisimi boyunca, SPI1, lenfoid ve
miyeloid hiicre gelisimi ig¢in zemin hazirlarken, Ikaros araciligi ile de lenfoid
progenitorlerin soylari belirlenir. Bunlara ek olarak, E2A, B hiicresi gelisimi sirasinda
gen anlatiminu tesvik etmek igin kromatinleri diizenler. SMARCA4, UHRF1, DNMT1 ve
EZH2 gibi birgok epigenetik diizenleyici de B hiicre farklilasmasinin ger¢eklesmesinde
onemli yer alir (57). BLNK, B hiicre farklilasmasinda (58); EBF1 ise FOXOL1 ile
isbirligi yaparak B hiicre gelisiminin merkezi bir koordinatérii olarak yer alir (Sekil 2-2)
(59).
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Sekil 2-2: B hiicre gelisimde transkripsiyonel regiilasyon

(Fischer U. ve ark.,2020 yayinindan alinip degistirilerek kullanilmistir)
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2.4. Miyeloid Hiicre Gelisimi

Miyeloid soy, farkli graniilosit alt kiimeleri (nétrofiller, eozinofiller ve
bazofiller), monositler, makrofajlar, eritrositler, megakaryositler ve mast hiicreleri dahil
olmak tizere morfolojik, fenotipik ve islevsel olarak farkl: bir 16kosit grubunu temsil
eder. Kan ve lenfatik sistemde dolasarak, cesitli kemokin reseptdrleri araciligiyla doku
hasar1 ve enfeksiyon bolgelerine hizla yayilirlar. Dokular i¢inde fagositoz yaparlar ve
inflamatuar sitokinlerin salgilanmasi igin aktive edilirler. Béylece koruyucu bagisiklikta
onemli roller oynarlar. Ayni zamanda, gelismeyi, homeostazi ve doku onarimini kontrol

ettikleri dokularda da bulunabilir (60).

Hematopoietik onciillerin olgunlagmasi, kendini yenileme potansiyelinde azalma
ve belirli bir soy kimliginin asamali olarak kazanilmasi olmak iizere iki temel siiregle
iliskilidir. Bu karsilikli siiregler, rekabet eden genetik programlar tarafindan kontrol
edilir. Bir kok hiicre farklilasmaya baslamak icin tetiklenirse, kendini yenilemeyi
saglayan genler devre disi kalirken, farklilagsmay1 tetikleyen genler acilir (61).
Multipotent hiicrelerin miyeloid soy kararhig: i¢in farklilasmasi bir dizi genin segici
aktivasyonunu ve susturulmasini igerir. Bu programlama, transkripsiyon faktorleri
tarafindan kontrol edilen farkl gelisimsel asamalardaki ekstrinsik sinyaller ve intrinsik
sinyaller tarafindan tetiklenebilir. Transkripsiyon faktorleri, ekspresyon seviyelerine ve
zamanlamasina bagli olarak soya 0zgii programlarin etkinlestirilmesinde kilit bir rol
oynamaktadir (62). Hematopoietik farklilasma sirasinda gen anlatiminun dinamik
kaliplari, transkripsiyon faktorleri ile proksimalde promoter ve distalde enhensir gibi

diizenleyici elementler arasindaki etkilesimler tarafindan yonetilir (63,64)

Miyeloid hiicre gelisimdeki transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonlar: farelerde
yapilan gen susturma c¢aligmalar1 ile anlasilmistir. RUNX1 yoklugunda hematopoezin
bozuldugu, genin kondisyonel susturulmasinda ise megakaryotik maturasyonda
dengesizlikler ve bozulmus miyeloid proliferasyonu meydana geldigi gosterilmistir
(65,66). Hemanjiyoblastlar, HSC'ler, multipotent progenitorler, eritrositler,
megakaryositler ve mast hiicrelerinde bulunan SCL geninin yoklugunda vitelliis
kesesinde hematopoez yoklugu ve anjiyogenez eksikligi goriilirken, Kkosullu
susturulmasinda azalmig eritrositler ve megakaryositler, bozulmus ST-HSC'ler (kisa
stireli HSC) ile normal LT-HSC'ler (uzun siireli HSC) oldugu bildirilmistir
(67,68,69,70,71). HSC’ler, CMP’ler, GMPs, monositler, granulositlerde eksprese olan
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SPI1 yoklugunda matur miyeloid hiicre eksikligi, genin kosullu susturulmasinda ise
hiicrelerin CMP ve CLP asamalarindan 6nce bloke oldugu, artan graniilopoez ile
kusurlu HSC'ler olustugu bildirilmistir (72-75). HSC'ler, CMP'ler, GMP'ler ve
graniilositlerde eksprese olan CEBPA geninin yoklugunda GMP'lerin ve graniilositlerin
eksikligi, bozulmus monositler, artan olgunlagsmamis miyeloid hiicreler goriiliirken,
genin kosullu susturulmasinda bu degisimlere ilaveten kendini yenileme kapasitesinde
artis oldugu bildirilmistir (76,77). CEBPE geninin yoklugunda anormal ge¢ nétrofil
olgunlasmasi, eozinofil gelisiminde blok ve kusurlu makrofaj islevi bildirilmistir
(71,78). Miyeloid hiicre gelisiminde rol oynayan transkripsiyon faktorleri Sekil 2-3’te

verilmistir.
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Sekil 2-3: Miyeloid hiicre gelisimde rol oynayan ana transkripsiyon faktorleri
(Vegapova ER ve ark., 2018 yaymindan alip degistirilerek kullanilmustir.)

Miyeloid hiicre soyu kararlilig: i¢in SPI1 (PU1) anahtar roli oynar (31). SPI1
eksikligi olan fareler, graniilosit igeren monositlerden yoksun iken, SPIl'in asiri

ekspresyonu, miyeloid hiicrelerin gelisimini arttirir. SP11, birgok transkripsiyon faktorii
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ile etkilesime girer. Ornegin, monosit gelisimini desteklemek i¢in ICSBP'nin (interferon
konsensiis dizisi baglayicit protein) aktivitesini arttirir ve eritroid farklilasmasi igin
gerekli olan GATA1 aktivitesini inhibe ederek miyeloid hiicre 6zellesmesine katkida
bulunur (79). GATAL eritroid, megakaryosit ve mast hiicresinde ve ayrica eozinofil
hiicre soylarinda eksprese edilir. MPP'de her iki transkripsiyon faktorii saptanabilir ve
calismalar GATAL’in megakaryosit/eritrosit gelisimi icin, miyeloid/lenfoid gelisimi igin

ise SPI1'in anahtar rolleri oldugunu géstermistir (80,81).

HSC’lerden miyeloid progenitorlerin gelisimi, hematopoietik dokularin spesifik
mikrogevresinede baglidir. HSC'nin kemik iligi mikrogevresindeki stroma hiicreleri ile
yakin etkilesimi, kok hiicre faktorii/c-kit, Notch ligandlari, Wnt/Frizzled gibi ¢esitli
sinyal yolaklart HSC'nin korunmasinda onemli rol oynamaktadir. Miyeloid hiicre
olgunlasmasinin sonraki asamalarinda, G-CSF ve M-CSF gibi stromal hiicreler
tarafindan salgilanan sitokinler, homeostatik miyelopoeziyi siirdiirmek igin 6nemlidir
(82).

2.5. Lenfoid-Miyeloid Hiicre Degisimi

Hematopoez sirasinda, HSC’lerin gelisimi asamali bir sekilde kisitlanarak
unipotent progenitorlerin olusumuna yol acar. Bu soy kisitlamasi ayn1 zamanda hiicre

kaderi karar1 veya soy baglilig: olarak da adlandirilir (83).

Bir hiicrenin doniisiimii, soy transkripsiyon faktorlerinin kombinasyonlar: ve
kromatindeki epigenetik modifikasyonlar araciligiyla belirlenmektedir  Ancak,
hematopoietik hiicrelerin  bulundugu mikrogevrede, erken progenitér hiicrelerin
plastisitesini degistiren olaylar sonucunda hiicre kaderlerinin yeniden diizenlendigi
gosterilmistir  (84). Gelismekte olan hiicrelerde ektopik ekspresyon veya ana
transkripsiyon faktorlerinin kaybi ile hiicrenin mikrogevresel olaylara yaniti, hiicre

kaderini degistirebilir ve farkli hiicre dontisiimlerini tesvik edebilir (85).

Hiicre kaderinin belirlenmesinde transkripsiyon faktor agi olduk¢a onemlidir.
Bunlar arasinda, SPI1, Cebpa, Gatal, Pax5 ve Ikaros gibi soya 6zgii ana diizenleyici
transkripsiyon faktorleri bulunmaktadir. Ozellikle RUNX1, SCL, Ikaros ve GFI1, erken
gelisim ve HSC'lerden ortak miyeloid progenitorlerinin 6zellesmesi sirasinda rol oynar
(86). CMP fraksiyonu igindeki c¢esitlendirme, megakaryosit-eritroid soyu igin
GATAl'den gelen sinyallerle baglantiliyken, miyelomonosit hiicreleri yiiksek SPI1,
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GFI1, CEBPA ve/veya CEBPB seviyeleri tarafindan kontrol edilir (62). B-lenfoid ve T-
lenfoid hiicre kader se¢iminde B-hiicre gelisimi SPI1, E2A, EBF ve PAX5 tarafindan
belirlenirken, T-hiicre kaderi Pax5'in susturulmasina ve GATA-3 ve NOTCH1
ekspresyonuna baghdir. SPI1  ve CEBPA, miyeloid hiicre kaderinin ana
diizenleyicileridir ve bu transkripsiyon faktorleri yalnizca progenitdr hiicrelerin
miyeloid farklilasmasini tesvik etmekle kalmaz, aymi zamanda bu transkripsiyon
faktorlerinin ektopik ekspresyonu, T hiicresi ve B hiicresi soy hiicrelerine bir miyeloid

hiicre kaderi verir (87).

T-hiicre olusumu i¢in, hematopoietik progenitorler, alternatif soy potansiyelini
kaybettikleri ve sonunda T-hiicresi soyuna baglandiklar1 bir dizi gelisimsel durumdan
gegerler. T-hiicre kaderi, alternatif soy potansiyelini bastirmaya ve T-soy kimligini
olusturmaya hizmet eden Bclllb'nin geri doniisiimsiiz anahtar benzeri aktivasyonunu
gerektirir (88,89). Bclllb, gen lokusu iizerinde birden fazla yere baglanan Runxl,
GATA-3, TCF-1 ve Notch dahil olmak itizere bir dizi transkripsiyon faktorii tarafindan
diizenlenir (90).

E2A ve EBF1’nin kaybi, B hiicre programina girisi engellerken, PAX5’in kaybu,
B-hiicrelerini diger soylara yonlendirir (85, 91). EBF indiiksiyonu SPI1, E2A ve IL7R
tarafindan kontrol edilir ve promotorii, JAK aktivasyonunun sonucu olarak geleneksel
olarak fosforile edilen STATS5'e yamit verir ve JAK ailesinin iyelerinin genetik

degisiklikleri akut 16semilerde belirgindir (92).

Lenfoid projenitor hiicrelerde yapilan fonksiyon kazanim ve fonksiyon kaybi
caligmalarinda, EBF’nin, SPI1 ve EBP gibi miyeloid iligkili genlerin ekspresyonunu
baskilayarak, B lenfoid hiicre kaderine yonlendirdigi gosterilmistir. Ayrica SPI11'in agiri
ekspresyonunun, fare modellerinde ve yetiskinlerde miyeloid soy degisimine neden
oldugu gosterilmistir (87). Spi1l—/— farelerde, olgun makrofajlarin, nétrofillerin, B
hiicrelerinin, T hiicrelerinin, mast hiicrelerinin kaybi ve hafif eritropoez kusuruna yol
acan azalmig HSC ve progenitér hiicre havuzu goriilmistir (26,72,73,93). SPI1,
miyeloid gen anlatiminu gii¢lii bir sekilde diizenler (61) ve DN2-16seminin miyeloid ve
bifenotipik fraksiyonunda eksprese edilir, ancak T-lenfoid fraksiyonunda ifade edilmez.
EBF'nin yoklugu, erken progenitorlerin Pax5'ten bagimsiz olarak miyeloid-soy
hiicrelerine farklilagmasina izin verirken, Pax5 eksikligi olan progenitérlerde EBF'nin

stirekli ifadesi, miyeloid ve T-soy seceneklerini engeller (94).
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Progenitor B hiicrelerindeki CEBP'lerin kuvvet ifadesi, spesifik miyeloid
genlerin aktivasyonu ve makrofajlara hizli bir yeniden programlama ile sonuglanir.
Transkripsiyonel diizenleyicilere ek olarak, sitokinlerden ve biiyiime faktorlerinden
gelen indiiktif ¢evresel sinyaller, erken hiicre kaderi kararlari igin kritik Gneme sahiptir.
Kemik iliginde erken bipotansiyel B-makrofaj progenitorlerinin varhig: ve MLL-pozitif
B-ALL'min erken hematopoietik progenitorlerle uyumlu gen ekspresyon profilleri
gostermesi, erken bipotansiyel veya oligopotansiyel progenitér hiicrelerin 16kojenik
translokasyonlar i¢in hedef olma olasiligini artirmistir. Bununla birlikte, bu kemik iligi
onciil hiicreleri, miyeloid potansiyeli olan tek hiicreler degildir. Miyeloid potansiyel,
erken T hiicre gelisimini temsil eden timik CD4/CD8 DN1 ve DN2 hiicrelerinde de
bulunmaktadir (33,95). Bununla birlikte, DN1 ve DN2 hiicrelerinin in vivo fizyolojik
miyelopoeze Katkisi, soy izleme calismalariyla arastirilmistir ve DN1 hiicrelerinin
yaklasik %15'inin in vitro olarak saglam miyeloid farklilasma kapasitesine sahip oldugu
gosterilmistir. Bu da timik progenitérlerin miyeloid soy iiretebildigini dogrulamaktadir
(95). T-hiicresinden tiiretilen miyeloid blastlar, tanimlanmis bir dizi T-hiicre
transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunu koruyarak, biiytime saglayan ve miyeloid/T-
lenfoid plastisitesini yayan bir lenfoid epigenetik hafiza yaratir (96).

Hu ve arkadaslarinin 6ne siirdiigii hipoteze gore, soy degisimlerinde ve hiicre
tipi belirsiz soy (ambigious) l6semilerde yer alan 16semik klonlarin aslinda multipotent
hematopoietik hiicrelerden tiiretilmis olabilecegidir (87). Bu kavram daha sonra
Alexander ve digerleri tarafindan gergeklestirilen metilasyon c¢alismalar1 ile
desteklenmistir (97). Bir baska potansiyel soy degistirme mekanizmasi, transkripsiyon
faktorleri tarafindan 16semik hiicre yeniden programlanmasini icermektedir.
Transkripsiyon faktorlerinin normal hematopoez i¢in 6nemli oldugu ve transkripsiyonel

regiilasyonun bozulmasi 16semi gelisimine yol agabilecegi iyi bilinmektedir (97,26).

2.6. Bifenotipik Akut Losemiler

Akut losemiler, farklilasmay:r bloke eden malign miyeloid veya lenfoid
hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogaldig1 heterojen malign bir hastalik grubunu ifade eder.
Erken hematopoetik multipotent progenitor hiicreler, hem belirli bir hiicre soyu
fenotipini destekleyen hem de alternatif programlamay: baskilayan kompleks
etkilesimlere dayanan, spesifik hiicre kader secimleriyle meydana gelir. Spesifik

transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlari hiicre soyu segiliminde gorevlidir. Hiicre
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farklilasmasin1 diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin anormal ifadesi, akut 16semide

goriilen genetik ve epigenetik degisiklikler temelinde gergeklesir (98).

Belirsiz soy akut I6semiler, blastlarin ¢oklu gelisimsel soy potansiyeli gosterdigi
kesin AML veya ALL olarak siniflandirilamayan heterojen bir hematopoetik malignite
tirtidiir. Ttim akut 16semilerin %2-5’ini olusturan bu nadir 16semi tiirii kendi iginde ii¢

gruba ayrilmaktadir (99).

» Bilineal Losemi: Her biri farkli bir soyu temsil eden birden fazla blast

popiilasyonu bulunan 16semi tiiriidiir.

» Bifenotipik Losemi (MPAL): Blastlarin hem lenfoid hem de miyeloid
soy spesifik belirtecleri birlikte ifade ettigi 16semi tiiriidiir.

» Farklilasmamis Losemi: Soya 0zgii belirteglerden ve genotipik

degisikliklerden yoksundur.

MPAL ler, heterojen ve nadir bir hastalik grubu olup, tiim akut l6semilerin
yaklagik %2-3’iinli kapsamaktadir ve goriilme sikligi 0,35 olgu/1,000,000 Kisi/y1l olup
erkekler daha sik etkilenmektedir (1:1,16) (100).

MPAL  sec¢ilimi, EGIL (European Group for the Immunological
Characterization of Leukemias) ve WHO (World Health Organization) siniflandirma
kriterlerine baglh olarak belirlenmektedir (97,102). EGIL smiflandirmasinda, T hiicresi,
B hiicresi ve miyeloid hiicre soylari ile iliskili immiinolojik belirteclerin varligina gére
bir skorlama sistemi gelistirilmistir ve MPAL tanisi igin, iki farkli hiicre soyundan gelen
puan iki ve tizeri olmahdir (Tablo 2-1). EGIL kriterlerine gore yiizey belirtecleri igin
pozitiflik degeri en az %20, sitoplazmik belirtegler igin en az %10 olarak belirlenmistir
(103). MPAL hastalart EGIL kriterlerine gore B-lenfoid/Miyeloid, B-lenfoid/T-lenfoid,
B-lenfoid/T-lenfoid/Miyeloid, T-lenfoid/Miyeloid olarak siniflandirilabilirler (101).
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Tablo 2-1:MPAL hastalarinin belirlenmesinde kullamlan EGIL kriterleri

Skor B hiicre T hiicre Miyeloid hiicre

2 cCD79a, clgM, cCD22 CD3, TCR-of, TCR-yd  MPO

1 CD20, CD19, CD10 CD10, CD8, CD5,CD2  CD13, CD33, CD117, CD65
0,5 CD24, TdT CD7,CDla, TdT CD64, CD15, CD14

Tablo 2-2: MPAL hastalarinin belirlenmesinde kullanllan WHO Kkriterleri

B Hiicre soyu Giiglii CD19 ekspresyonu ve CD79a, cCD22 ve CD10 ekspresyonu
T hiicre soyu Sitoplazmik CD3 veya Yiizey CD3

Miyeloid hiicre Miyeloperoksidaz (MPO)

soyu Monositik farklilasma belirteclerinden en az 2’sinin ekspresyonu:

NSE, CD11c, CD14, CD64, lizozim

MPAL’in WHO simiflandirmasinda ise morfolojik, immiinfenotipik, prognostik
ve genetik bulgulara gore alt siniflara ayrilmaktadir. 2016 yilinda giincellenen mevcut
WHO kriterlerinde MPAL, KMT2A yeniden diizenlenmis (KMT2Ar) vakalar veya BCR-
ABL flizyon pozitif vakalar olmak tiizere iki genomik kategoriye ayrilmistir. Geri
kalanlar, baska tiirli adlandirilamayan (not otherwise specified, NOS) olarak
simiflandirilir ve T/miyeloid, B/miyeloid veya nadiren T/B/miyeloid veya T/B fenotipi
ile rapor edilir (102,104) (Tablo 2-2).

MPAL hastalarinin molekiiler siniflamasi giiniimiizde 16semi spesifik yiizey
belirteg ekspresyonu (immiinfenotip) ve konvansiyonel olarak 16semi hastalarinda
bakilan ALL ve AML’ye spesifik bir grup translokasyon ile yapilmaktadir. Akut
16semilerin nadir bir alt grubu olan MPAL igin konsensiis tedavi yaklasimi
bulunmamaktadir; bazi hastalar ALL bazilar1 ise AML protokolleri ile tedavi
edilmektedir. Bu 16semi tipinin nadir goriilmesi, Kklinik, immiinfenotipik ve genetik

bulgularin heterojenligi ile birlikte sistematik ve prospektif verilerin azligi, tek tip ve
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dogru bir tedavi Onerisi getirmeyi zorlastirmaktadir (16,97,105). Bu sinirlamalar
nedeniyle, MPAL’e uygun terapotik yaklasimlari degerlendirmek igin daha fazla
hastada yapilacak degerlendirmelere ihtiyag bulunmaktadir.

2.6.1. Bifenotipik Akut Losemilerde Genetik Degisimler

MPAL hastalarinda degisken bir sekilde AML’de ve ALL’de goriilen genetik
varyasyonlar tanimlanmistir. Hastalarin sitogenetik degerlendirilmesi ile spesifik
kromozom anomalisi tasiyan hastalarda tanimnin dogrulanmasi, hedefe yonelik tedavi
secenekleri ve prognoz bilgisi saglamasi agisindan biiylik 6nem tasimaktadir (106).
MPAL alt tipi olan KMT2A-yeniden diizenlenmeleri pediatrik MPAL olgularinda
(6zellikle bebeklerde) yaygin goriiliirken, BCR-ABL1 translokasyonlari yetiskinlerde
daha yaygindir. KMT2A yeniden diizenlenmeleri en sik AFF1 ile olurken, diger fiizyon
partnerleri de MLLT3 ve MLLT1’dir. KMT2A yeniden diizenlenmeleri diisiitk mutasyon
yiikii, kopya sayis1 degisimleri, tek niikleotid varyantlar1 veya insersiyon/delesyon ile
iligkilidir (97). MPAL’de goriilen translokasyonlardan biri olan ZNF384-yeniden
diizenlenmesi, B/Miyeloid MPAL olgularinin %48’inde gorilmektedir (108).

MPAL hastalarinin genom boyu yaklagimlar ile arastirilmasiyla hematopoetik
sinyal ileti yolaklarinda, epigenetik regiilatorlerde, tiimor baskilayict genlerde ve

transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerde varyantlar belirlenmistir (100).

Ph+ MPAL’de siklikla ALL-iliskili IKZF1 varyasyonlari bulunmaktadir. Kotii
prognoz ve yiiksek niiks risk belirteci olan IKZF1 varyasyonlarmin yani sira timor
baskilama ve hiicre dongiisii regiilasyonunda gorevli TP53, RB1 ve CDKN2A/CDKN2B
genlerinde; sitokin reseptorii ve tirozin kinazlarda (ABL1, ABL2, CRLF2, CSFI1R,
EPOR, FLT3, IL2RB, IL7R, JAK1/2/3, NTRK3 ve PDGFRB), Ras sinyalizasyonunda
gorevli NF1, KRAS, NRAS ve PTPNL11 genlerinde ve epigenetik modifikasyonda gorevli
EZH2, CREBBP, SETD2, MLL2 ve NSD2 genleri etkileyen kromozomal yeniden
diizenlemeler, delesyonlar veya amplifikasyonlar 16semi progresyonunda énemli rol

oynayan yapisal varyasyonlardir (109).

B/Miyeloid MPAL’de AML-iligkili olan TET2, EZH2 ve ASXL1 epigenetik
diizenleyicilerinde mutasyon goriilmektedir. RAS, TP53 ve ozellikle yasli hastalarda

DNMT3A mutasyonlart MPAL’de yaygin olarak goriilen diger mutasyonlardir (103).
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T/Miyeloid MPAL’in, B/Miyeloid MPAL’e gore daha fazla mutasyon yiikii
tasidigr gosterilmistir (EZH2, PHF6, DNMT3A gibi epigenetik diizenleyiciler ve
JAK/STAT sinyalizasyon proteinleri vb.). Ozellikle geng hastalarda PHF6 ve DNMT3A
mutasyonlarmin daha fazla oldugu gosterilmistir (110). Bunlarin yani sira, WT1, EZH2,
ETV6 ve FLT3 mutasyonlari, Ras ve JAK/STAT yolagi mutasyonlari, CUX1 ve CEBPA
mutasyonlarinin varlig1 da gosterilmistir. Bu nedenle, T/Miyeloid MPAL’in molekiiler
karakterinin ETP-ALL’ye (Erken prekiirsor T hiicreli ALL) benzedigi belirlenmistir.
Bunlarin yani sira, hem T/Miyeloid MPAL’de hem de ETP-ALL’de benzer siklikta
WT1, EZH2, ETV6 ve FLT3 mutasyonlari, Ras ve JAK/STAT yolagi mutasyonlari
oldugu gosterilmistirdir (111).

T/Miyeloid ve B/Miyeloid MPAL’lerin farkli metilasyon imzalari vardir.
T/Miyeloid MPAL’de daha yogun hipermetile CpG adacig1 bulunmaktadir ancak, THR
(T hiicre reseptori) iligkili genler hipometiledir. T/Miyeloid MPAL’deki CD3
ekspresyonunun da promotor hipometilasyonu nedeniyle oldugu tahmin edilmektedir
(105). MPAL’lerin gen anlatimi1 ALL ile AML arasinda essiz bir sekilde yer almaktadir.
B/Miyeloid MPAL gen ekspresyon profilinde BCR (B hiicre reseptor) yolagi, NF-kB
(niikleer faktor kappa B) yolagi ve IRF4/IRF8 hedeflerinin yukari regiilasyonu
goriilmektedir (105). T/Miyeloid MPAL’de ise ETP-ALL’ye benzer hematopoetik kok
hiicre profiline uygun THR (T hiicre reseptor) ekspresyon profili goriilmektedir
(97,105)

B/T MPAL daha nadirdir ve birkag ¢alismada mutasyonel altyapisi
gosterilmistir. Bu ¢aligmalarda en sik PHF6 mutasyonlar1 goriilmekle birlikte, WT1,
JAK3, MED12, CTCF, IL7R, NOTCH1, SF3B1, PTPN11, EZH2, DNMT3A, TP53
mutasyonlarinin varligi da gosterilmistir (104,113,114).

MPAL'in genomik altyapisinin heterojen olmasindan dolayi, hedefe yonelik
terapotik yaklasimlarin tedavide kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Giliniimiizde, akut
16semilerde yapilan tim genom ve transkriptom analizleri sonucunda, varyasyonlarin
prognostik etkisi hakkindaki bilgiler biiyiik o6l¢tide gelismistir. Yakin zamanda
tanimlanmis bu molekiiler 6zelliklerin kesfi, 16semi patobiyolojisinin anlasilmasi i¢in
tamsal ve prognostik belirteclerle ilgili yeni bakis agilar1 saglamistir (102). Ornegin,
¢ocukluk ¢agi B prekiirsor hiicreli (BCP) ALL’nin genetigi hakkinda bilgiler genom

boyu arastirmalardaki artis nedeniyle son on yilda énemli 6l¢iide artmistir. En dnemli
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yeni bulgulardan biri, rutin siniflandirma kriterlerinin yoklugu ile tanimlanan heterojen
bir grup tanimlanmasidir. B-diger ALL olarak isimlendirilen bu grup, ilag hedefine
yonelik lezyonlara ve prognostik belirteclere spesifik genetik degisimlere sahip yeni

biyolojik alt tipler olarak tanimlanmustir.

Benzersiz genetik anomalilerin varligina dayali olarak B-diger ALL iginde

birkag alt tip tanimlanmuastir :

» iAMP21 ALL
DUX4-yeniden diizenlenmis (r) ALL
ZNF384r ALL

MEF2Dr ALL

vV Vv VYV V

Gen ekspresyon imzalari: BCR-ABL1-benzeri ALL ve ETV6-RUNX1-
benzeri ALL

Bu alt tipleri tamimlayan anomalilere paralel olarak, cok cesitli ek genetik
anomaliler de tanimlanarak, yeni prognostik faktorler ve terapi hedefleri belirlenmistir
(115,98). MPAL’de var olan bu potansiyel ilag hedeflerini tanimlamak igin,
karakteristik varyantlarin agiklanmas1 gerekmektedir. Boylece, hastalarin hedefe
yonelik yaklagimlar ile tedavi olasiliklart artmaya devam edecektir (16).

MPAL leri siniflandirmadaki zorluklar, terapotik sonuglarla ilgili ileriye doniik
olarak toplanan verilerin eksikligi ve nadir insidans orani, MPAL'li hastalar i¢in en iyi
tedavi yaklasimi konusunda belirsizlige yol agmaktadir. Bu nedenle MPAL hastalarinin

tedavisini yonlendirebilecek prognostik belirteglerin varligina ihtiyag duyulmaktadir.

Hipotezimiz: MPAL hastalar1 ALL ve AML hastalarindan farkli bir genetik
altyapiya sahiptir.

Bu tez ¢aligmasinin amaci,

l. Cocukluk ¢ag1 bifenotipik akut 16semi (MPAL) hastalarindaki, ALL ve
AML igin prognostik 6nemi olan t(4;11), t(9;22), t(12;21), t(15;17),
t(8;21), t(1;19) translokasyonlart ve inv(16), FLT3, NPM1
varyasyonlarin1 konvansiyonel RT-PZR ve Sanger dizi analizi ile

belirlemek,
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DUX4r (ERG delesyonlari) olan hastalar1 saptamak,

PAX5 gen mutasyonlar1 ve IKZF1 delesyon varligin1 Sanger dizi analizi

ve PZR ile belirlemek,
CRLF2 overekspresyon durumunu gRT-PZR belirlemek,

Lenfoid-miyeloid dontistim ile iligkili transkripsiyon faktorlerinin PAX5,
SPI1, NOTCH1, GATAl gen anlatim seviyelerini qRT-PZR ile

belirlemek

flgili genler agisindan gen anlatim diizeylerinin ve iliskili varyantlarn

prognostik degerlerinin arastirilmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Bifenotipik Akut Losemi Hastalarimin Belirlenmesi:

Tez kapsaminda, Istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii, Genetik AD.’ye ALL 06n tanis1 ile basvuran, onam formu alinmis 46 akut
l6semi hastasina ait kemik iligi ornekleri ile ¢alisilmistir. Hastalarin (n=46) besi (n=5)
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’nden, yedisi (n=7) Goztepe Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nden, 17’si (n=17) Istanbul Tip Fakiiltesi’nden, biri (n=1) Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nden, biri (n=1) Bakirkdy Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nden, 8’1 (n=8) Kanuni Sultan Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden, yedisi
(n=7) Okmeydan1 Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden takiplidir. Tim hastalar, BFM-
Turkey-ALL 2000 (TRALL) tedavi protokoliine uygun olarak takip ve tedavi
edilmislerdir (157). Hastalarin takibi siiresince AML’ye doniisiim olmamustir.

Calismamiz Istanbul Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu tarafindan, 08.01.2020
tarih ve 5756 sayisi ile onaylanmustir.

Dahil olma kriterleri:

Tez calismasina, Hematoloji Bilim Dallari’nda “Akut Lésemi” tanisi almus,
immiinfenotipleme sonucu bifenotipik T/Miyeloid hiicreli akut 16semi veya bifenotipik
B/Miyeloid hiicreli akut 16semi veya B/T hiicreli akut 16semi veya B/T/Miyeloid
grubuna giren ¢ocukluk ¢agi hastalarin tan1 zaman1 6rnekleri retrospektif olarak dahil

edilmistir (99). Calismaya dahil edilen hastalarin klinik verileri Tablo 3-1’de verilmistir.

Dislanma Kkriterleri:
Immiinfenotip bulgularina gére sadece saf T-ALL veya B-ALL veya AML
belirteclerini eksprese eden ve immiinfenotip bulgularina gore tanisi kesinlesememis

hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.

3.1.2. Bifenotipik Akut Losemilerin Genetik Karakterizasyon Algoritmasi
Bu tez projesi kapsaminda, MPAL hastalarinin genetik karakterizasyonun genel
algoritmas1  Sekil 3-1’de verilmistir. Bu hasta kohortunda, ZNF384 vyeniden

diizenlenmeleri daha 6nce yapilan bir ¢alisma ile belirlenmistir.



Bifenotipik Akut
Lisemi
Hastalarimm
Genetik
Karakterizasyonu
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. N Mutasyon ve delesyonlarin
Prognostik éneme sahip belirlenmesi
yveniden diizenlenmelerin
belirlenmesi FLT3-ITD
- FLT3-D835
b NPMI 12. ekzon —
ZNF384r IEZF] D2-7
IKZF1 D4-7
T IKZF1 D4-8
PAX5-PROR.

-EGIL kriterlerine gére
skorlama

-WHO kriterlers gére
skorlama

Immiinfenotip bulgularna
gire bifenotipik akut lsemi
hastalarimn tanimlanmasi

Gen anlatimlarimn
belirlenmesi

CRIF?
NOTCHI
SPII
PAXS
GATAI

Prognostik énemi olan translokasyonlara
sahip hastalarm belirlenmesi

1(9:22): t(4:11); (12:21); t(15:17); 1(8:21) inv16:
1(1:19)

l

CNV analizi
(SNP Array)

Delesyon/duplikasyon validasyonu
(MLPA)

Sekil 3-1: Bifenotipik akut lésemi hastalarinin genetik karakterizasyon algoritmasi

3.1.3. Bifenotipik Akut Lésemi Hastalarmi Klinik Ozellikleri:
Tablo 3-1’de bifenotipik akut 16semi hastalarinin Kklinik 6zellikleri verilmistir.

Tablo 3-1:Bifenotipik Akut Lésemi Hastalariin Klinik Ozellikleri

Klinik Ozellikler Cocukluk ¢cagi MPAL (n=46)
Yas (yi)

<2 yas %15 (n=7)
2-10 yas %66 (n=31)
>10yas %17 (n=8)
Cinsiyet

Kiz %30,4 (n=14)
Erkek %69,6 (n=32)
Hepatomegali

Var %32,6 (n=15)
Yok %30,4 (n=14)
NA %37 (n=17)
Splenomegali

Var % 17,4 (n=8)
Yok % 41,3 (n=19)
NA % 43,5 (n=19)
Lenfadenopati

Var %8,7 (n=4)
Yok %32,6 (n=15)
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NA %60,9 (n=28)
MSS Tutulumu

Var %2,2 (n=1)
Yok %32,6 (n=15)
NA %69,6 (n=32)
WBC Sayis1 (109/L)

<10000 %39,1 (n=18)
10000-50000 %30,4 (n=14)
>50000 %15,2 (n=7)
NA %15,2 (n=7)
Immiinfenotip

B/M %63 (n=29)
B/T %23,9 (n=11)
B/T/M %6,5 (n=3)
/M %2,2 (n=1)
Bifenotipik ancak

siniflandirilamadi %4,3 (n=2)
Sitogenetik

t(9;22) %2,2 (n=1)
t(12;21) %19,6 (n=9)
t(12;17) %6,5 (n=3)
t(12;19) %4,3 (n=2)
1(12;22) %2,2 (n=1)
33.giin yamti

Var %50 (n=23)
Yok (n=0)
NA %50 (n=23)

MSS: Merkezi sinir sistemi, WBC: Beyaz kan hiicresi, B/M: B hiicresi/Miyeloid hiicre,
B/T: B hiicresi/T hiicresi, B/T/M: B hiicresi/T hiicresi/Miyeloid hiicresi, T/M:
T hiicresi/Miyeloid hiicre, NA:mevcut degil

3.1.4. Kullamlan Kimyasallar
Kullanilan kimyasallarin listesi tablo 3-2’de verilmistir.

Tablo 3-2: Kullamlan kimyasallar

Kimyasal Adi Firma

Agaroz Invitrogen, Isvigre



Bromfenol mavisi
Etidyum Bromiir
Etanol
Izopropanol

PBS

Tris baz

EDTA

Glasial asetik asit

3.1.5. Kullamlan Tampon ve Cozeltiler
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Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Medicago,Isveg

Sigma, Almanya
Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Kullanilan tampon ve ¢6zeltilerin listesi tablo 3-3’de verilmistir.

Tablo 3-3: Kullamlan Tampon ve Cozeltiler

Tampon ve Cozelti Adi

Etidyum Bromiir

Agaroz jel yiikleme tamponu (50X)

TAE (50X) tamponu

Soliisyon D

Firma

Stok konsantrasyonu 10mg/ml olacak
sekilde steril ddH.O ile hazirlanir.
%0,25’lik  bromfenol mavisi ve %30

gliserol eklenerek 10ml steril ddH20 ile

hazirlanir.

242 g Tris baz, 100ml 0,5M EDTA ve
57,1 ml glesial asetik asitin ddH.O iginde
karistirtlip hacmi 1000ml olacak sekilde

¢Oziilmesiyle hazirlanir.

Imi RLT  buffera  10ul  beta-



merkaptoetanol eklenerek hazirlanir.

3.1.6. Kullanilan Kitler
Kullanilan kitlerin listesi tablo 3-4’da verilmistir.

Tablo 3-4: Kullamilan Kitler

Kit Ada Firma
DNA izolasyon kiti Invitrogen, Isvigre
RNA izolasyon Kiti Invitrogen, Isvigre

LIGHTCYCLER 480 SYBR GREEN kit  Roche, Almanya

3.1.7. Kantitatif PZR Materyali

Kantitatif PZR’da kullanilan materyallerin listesi tablo 3-5’de verilmistir.

Tablo 3-5: Kullanilan kantitatif PZR Materyalleri

Materyal Adi Firma

SYBR Green boyasi Roche, Almanya
SYBR Primerleri (ileri ve geri primer) ThermoFisher, ABD
96 kuyucuklu PZR plakalar1 Roche, Almanya

Molekiiler seviye su Roche, Almanya
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3.1.8. cDNA Sentez Materyali
cDNA sentezinde kullanilan materyaller tablo 3-6’de verilmistir.

Tablo 3-6: Kullamlan cDNA sentez materyalleri

Materyal Adi Firma

Random primer Invitrogen, Isvigre
10mM dNTP miks Invitrogen, Isvigre
5X First Strand Buffer Invitrogen, Isvigre
0,IM DTT Invitrogen, Isvigre
RNaseOUT Riboniikleaz inhibitorii Invitrogen, Isvigre
MMLYV Reverse Transkriptaz Invitrogen, Isvigre
Molekiiler biyoloji sinifi su Invitrogen, Isvigre

3.1.9. Kullamlan Cihazlar
Kullanilan cihazlarin listesi tablo 3-7°da verilmistir.

Tablo 3-7: Kullamilan cihazlar

Cihaz Adx Marka

Otomatik pipetler Gilson, Eppendorf
Hassas terazi Shimadzu

Distile su cihaz1 Millipore
Buzdolab1 +4°C Sanyo

Derin Dondurucu (-20°C) Ugur

Derin Dondurucu (-80°C) Heraeus Sepatech
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Masa iistii mini santrifiij Eppendorf
Sogutmali santrifiij Eppendorf
Elektroforez cihaz Eppendorf

Giic kaynagi Stratagene

Flow kabin Thermo Scientific
Vorteks Kermanlar

PZR cihaz1 Biorad
Spektrofotometre Nanodrop

Jel goriintiileme sistemi UVP

LC480 Real Time PZR cihazi Roche

3.1.10. Kullanilan Elektronik Veritabanlari1 ve Analiz Programlar

Sekil 3-2’de gosterilen referans genom ve dizi bilgilerini igeren veritabanlar
gosterilmistir. DNA, RNA ve protein varyasyonlarini tanimlamak igin, referans genom
ile karsilagtirmali data analiz saglayan bir yazilim olan CLC Main Workbench v5.02
kullanildi.

Genomik Dizi inceleme

Veritabanlari

| |
NCBI Ensembl Genome Browser UCSC Genome Browser

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ https://www.ensembl.org/ https://genome.ucsc.edu/

Sekil 3-2: Kullanilan elektronik veritabanlari
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3.2. YONTEM

3.2.1. Lokesit Izolasyonu

Hastalardan alinan kemik iligi orneklerine, fikol-histopak yogunluk gradiyent
yontemi kullanilarak 16kosit izolasyonu yapilmistir. Kemik iligi 6rnekleri PBS ile
sulandirildiktan sonra fikoliin tizerine eklenerek 15dk. 2060rpm’de santrifiij yapilir.
Tiipte santrifiij sonras1 3 faz gozlemlenir. En alt fazda sedimantasyona ugrayan
eritrositler ve yogunluklari nedeniyle ¢oken graniilositler, ortadaki fazda buffy coat
olarak isimlendirilen mononiikleer hiicreler (trombosit, lenfosit, monosit) ve en tist
fazda plazma olarak ayrisirlar. Mononiikleer hiicreler toplanarak, iki defa PBS ile
yikanarak trombositlerden uzaklastirilir. Hasta orneklerinden elde edilen 16kositler
600ul soliisyon D igerisinde ¢oziiliir ve steril vidali kapakli tiipe konularak -80°C’de

saklanir.

3.2.2. DNA izolasyonu ve Kantitasyonu

Hastalarin 16kosit 6rneklerine, standart filtreli DNA izolasyon kit (PureLink
Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen, Isvigre) protokolii kullanilarak izolasyon yapildi.
DNA miktar 6l¢iimii Nanodrop 1100 (Thermo scientific, USA) cihaz ile yapildi. DNA
safliklar1t A260/A280 ~ 1,8 olarak saptandi. DNA stabilitesi %2’1ik agaroz jele yiikleme
yapilarak degerlendirildi.

3.2.3. RNA lizolasyonu ve Kantitasyonu

Hastalarin 16kosit orneklerine, standart filtreli RNA izolasyon kit (PureLink
RNA Mini Kit, Invitrogen, Isvigre) protokolii kullanilarak izolasyon yapildi. RNA
miktar 6l¢timii Nanodrop 1100 (Thermo scientific, ABD) cihazi ile yapildi. RNA
safliklart A260/A280 ~ 2 olarak saptandi. RNA stabilitesi %2’lik agaroz jele yiikleme
yapilarak degerlendirildi.

3.2.4. cDNA Sentezi

Hastalarin RNA oOrneklerinden (n=38) random primer ve M-MLV ters
transkriptaz enzimi (Invitrogen, Isvigre) kullamlarak cDNA elde edildi. cDNA sentezi
icin, 500ng RNA o6rnegi, 1yl dNTP miks (10mM) ve 1ul random hekzamer (25 mM)
tiipte karigtirilarak 65°C*de 5 dk inkiibe edildi ve +4°C’ye sogutuldu. Ardindan, 4ul 5X
First strand buffer, 2ul 0,1M DTT ve 1ul riboniikleaz inhibitorii eklenerek 37°C’de 2 dk
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inkiibe edildi ve 1uL (200 units) M-MLV ters transkriptaz enzimi eklendi. 25°C’de 10
dk, 37°C’de 50 dk, 70°C’de 10 dk inkiibe edilerek +4°C’ye sogutuldu.

3.2.4.1. Bifenotipik akut losemi hastalarinda prognostik 6neme sahip olan
translokasyonlarin belirlenmesi

MPAL hastalarinda, ALL ve AML ile iliskilendirilmis, prognostik 6neme sahip
translokasyonlarin belirlenebilmesi igin, hedef genlere yonelik fiizyon primerleri
kullanild1 (van-Dongen ve ark.,1999). t(4;11)(g21;923) MLL-AF4 fiizyon geni;
t(9;22)(q34;g11) BCR-ABLL1 flizyon geni; t(12;21)(p13;922) TEL-AML1 fiizyon geni ,
inv(16)(p13g22) CBFB-MYH11 fiizyon geni, t(15;17)(q24;921) PML-RARA fiizyon
geni, t(8;21)(q22;922) AML1-ETO fiizyon geni qRT-PZR ile, t(1;19)(g23;p13) TCF3-
PBX1 fiizyon geni RT-PZR ile pozitif kontrol plazmitleri veya pozitif hasta 6rnekleri

kullanilarak belirlendi.

3.2.4.2. Bifenotipik akut lésemi hastalarindaki prognostik 6neme sahip yeniden
diizenlenmelerin belirlenmesi

Hastalarda DUX4-yeniden diizenlenmelerindeki ERG delesyonlarini tanimlamak
icin, ERG geninin B hiicrelerinde en ¢ok eksprese olan NM_182918.3 transkriptine
spesifik primerlerin tasarimlari yapildi (Sekil 3-3).

Primer-F Primer-R
El:15bp E2:218bp E3:152bp  E4:20dbp E5:8lbp  Eé: 72bp ET7: 69bp E8: 57bp E9: 48bp E10: 5306p
SN S A N A A N—
5'UTR: 97bp 3'UTR: 334%bp

Sekil 3-3: ERG delesyonlarimin belirlenmesi i¢in primer tasarimi

ERG geninin tim ekzonlarin1 kapsayacak sekilde ileri ve geri primerler tasarlandi. E:ekzon,

UTR:¢evrilmeyen bdlge, bp:baz ¢ifti

cDNA’s1 bulunan 38 hasta (n=38) ornegi ile DUX4-IGH fiizyonu tasiyan ve
ERG delesyonu bulunan pre-B-ALL hiicre hattt NALM6 (n=1) pozitif kontrol olarak
kullanilarak konvansiyonel PZR yapild1 (Sekil 3-4 ve Sekil 3-5).



Ix 38x

dH20 14.25ul  [541.5ul
10x Taq Buffer with (NH4)2S04 |2.5ul 95ul
25mM |MeCh 2pl 76ul
25mM  |dNTP Mix 2ul 76ul
SuM Primer F 1ul 38ul
5uM Primer R 1ul 38ul
5U/ul Taq Polimeraz 0.25ul 9.5ul

cDNA 2ul
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Sekil 3-4: DUX4 yeniden diizenlenmelerinin tammlanmasi i¢in kullanilan PZR protokolii

Denatiirasyon |95°C 10dk 1 Déngii
95°C 30sn
Amplifikasyon|63°C 30sn 35 dongii
72°C 40sn

Uzama 72°C 10dk 1 Dongii

Sekil 3-5: DUX4 yeniden diizenlenmelerinin tanimlanmasi i¢in kullamlan PZR termal

dongii sicakliklari

3.2.4.3. Bifenotipik akut losemi hastalarindaki prognostik éneme sahip mutasyon
ve delesyonlarin belirlenmesi

FLT3-1TD ve FLT3-D835 mutasyon taramasi

Hastalarm DNA ornekleri kullanilarak (n=38) FLT3-ITD ve FLT3-D835

mutasyonlarinin taranmasi i¢in hedef genlere yonelik primerler kullanilarak RT-PZR
yapild1 (116) (Sekil 3-6 ve Sekil 3-8). PZR sonrasi ITD mutasyonu igin elde edilen

trtinler %4 agaroz jel elektroforezinde yiiriitillerek analiz edildi. Duplikasyon tagimayan

ornekler 329bp uzunlugundadir.



1x 38x
dH20 17.3ul 657.4ul

10x Taq Buffer with (NH4)2804 |2.5ul 95ul
25mM  [MgCly Tul 38ul
25mM  |dNTP Mix 2ul 76ul
10pM Primer F 0.5ul 19l
10pM Primer R 0.5ul 19l
5U/ul Taq Polimeraz 0.1pl 3.8ul
400ng DNA lul

Sekil 3-6: FLT3-1TD mutasyonlarimin belirlenmesi i¢in kullamlan PZR protokolii
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D835 mutasyonu i¢in elde edilen PZR iiriinleri %2 agaroz jelde yiiriitiilerek

amplifiye olup olmadig: kontrol edilir (Sekil 3-7 ve Sekil 3-8). PZR iiriinleri amplifiye

olduysa enzim kesimi asamasina gecilir. ECORV restriksiyon enzimi DNA’nin

GAT"ATC bolgelerini tanir. PZR sonrasi amplifiye olan iiriinler EcoRV enzimi ve R

tampon cozeltisi ile 37°C de gece boyu bekletilerek enzim kesim protokoli uygulandir

ve %2 agaroz jelde yiiriitiilerek enzim kesiminin varligi kontrol edilir.

1x 38x
dH20 34.8ul 1322 4l

10x Taq Buffer with (NH4)2S04 |5ul 190ul
25mM  [MgCly 2ul 76ul
25mM  |dNTP Mix 4ul 152ul
10pM Primer F lul 38ul
10pM Primer R lul 38ul
5U/ul Taq Poluneraz 0,2ul 7,6ul
400ng DNA lul

Sekil 3-7: FLT3-D835 mutasyonlarinin belirlenmesi icin kullanilan PZR protokolii
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Denatiirasyon 95°C 12dk 1 Déngii
94°C 30sn
Amplifikasyon 59°C 1dk 35 dongii
72°C 2dk
Uzama 72°C 10dk 1 Dongii

Sekil 3-8: FLT3-1TD ve FLT3-D835 mutasyonlarimin belirlenmesi i¢in PZR termal dongii
sicakhiklari

NPM1 geninin 12. ekzonundaki mutasyonlarin taranmasi

NPM1 geninin 12. ekzonundaki sicak bolge mutasyonlarmin taranmasi igin
spesifik primerler kullanildi (116). NPM1 geninin 12. ekzonu, hastalarin DNA 6rnekleri
(n=35) kullanilarak PZR yontemi ile amplifiye edildi (Sekil 3-9 ve Sekil 3-10) ve
%2’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi. Ornekler Sanger dizilemeye
gonderilerek veriler, CLC Main Workbench 7.5’de analiz edildi.

1x 38x
dH20 11.8ul  |448 4ul

10x DreamTaq Buffer with MgCL2 [5ul 190ul
2.5mM  [dNTP Mix 4pl 152ul
S5uM Primer F 1ul 38ul
SuM Primer R 1ul 38ul
5U/ul Taq Polimeraz 0,2ul 7.6ul
75ng DNA 2ul

Sekil 3-9: NPM1 geninin 12. ekzonundaki mutasyonlarin belirlenmesi i¢in kullamlan PZR

protokolii
Denatiirasyon |95°C 10dk 1 Déngii
95°C 30sn
Amplifikasyon|63°C 30sn 35 dongii
72°C 40sn
Uzama 72°C 10dk 1 Déngii

Sekil 3-10: NPM1 geninin 12. ekzonundaki mutasyonlarim belirlenmesi i¢in kullanilan
PZR termal dongii sicakliklar
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IKZF1 delesyonlarinin taranmasi

IKZF1 delesyonlari, IRON-II (Yeni Nesil Dizilemenin Laboratuvarlar Arasi
Saglamlig1) ¢alismasimin ALL paketi tarafindan tasarlanan, dogrulanan ve 96 kuyucuklu
plakaya cakili primer ¢iftleri ile ¢alisildi (117). Hastalarin DNA 6rnekleri (n=38) ve
kontrol olarak pozitif hasta 6rnekleri kullanilarak IKZF1 geni ekzon 2-7, ekzon 4-7,
ekzon 4-8 delesyonlar1 i¢in RT-PZR ile tarandi (Sekil 3-11 ve Sekil 3-12) ve %2’lik

agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

1x 38x

dH20 15nl 494l
10x FastStart High Fidelity Reaction Buffer 2.5ul o5ul
25mM | MgCl 4.5ul 171ul
10mM  [dNTP Mix 0,5ul 19ul

DMSO 1.25ul 47.5ul
5U/ul FastStart High Fidelity Enzyme Blend 0.25ul 9.5ul
20ng DNA lul

Sekil 3-11: IKZF1 delesyonlarimin belirlenmesi i¢in kullanilan PZR protokolii

Denatiirasyon [95°C 10dk 1 Déngii
94°C 30sn

Amplifikasyon|57°C 30sn 35 dongii
72°C 2dk

Uzama 72°C 10dk 1 Déngii

Sekil 3-12: IKZF1 delesyonlarimin belirlenmesi i¢in kullanmilan PZR termal dongii
sicakliklar:

PAX5 P80R mutasyon taramasi

PAX5 geninin {igiincli ekzon bolgesinde yer alan PBOR mutasyonunun taranmasi
icin hedefe yonelik primerler kullanildi (118). PAX5 geninin tigiincii ekzonu, hastalarin
DNA ornekleri (n=20) kullanilarak PZR yontemi ile amplifiye edildi (Sekil 3-13 ve
Sekil 3-14) ve %2’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi. Hastalarin ii¢ii (n=3)
PAX5 tglincii ekzon i¢in amplifiye olmadi. Geriye kalan 17 o6rnek (n=17) Sanger
dizilemeye gonderilerek, veriler CLC Main Workbench 7.5’de analiz edildi.



1x 38x
dH20 17.3ul 657.4ul

10x Taq Buffer with (NH«)2504 |2.5ul 95ul
25mM  |MeClL 1ul 38ul
2.5mM  |dNTP Mix 2ul T6ul
10uM Primer F 0.5ul 19ul
10uM Primer R 0.5ul 19ul
5U/ul Taq Polimeraz 0.1ul 3.8ul
75ng DNA 1ul

Sekil 3-13: PAX5-P80R mutasyonlarmin belirlenmesi i¢cin kullanilan PZR protokolii

Denatiirasyon [95°C 10dk 1 Déngii
94°C 30sn

Amplifikasyon|57°C 30sn 35 dongii
72°C 2dk

Uzama 72°C 10dk 1 Déngii

Sekil 3-14: PAX5-P80R mutasyonlarmin belirlenmesi i¢in kullanilan PZR termal dongii

sicaklhiklan

3.2.4.4. Bifenotipik akut losemi hastalarindaki gen anlatimlarinin belirlenmesi
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Hastalardaki CRLF2, PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATALl gen anlatimlarinin
belirlenmesi i¢in hedef genlere spesifik primerler tasarlanarak Roche Light Cycler 480

SYBR Green master miks protokoliine uygun olarak deneyler gergeklestirilmistir (Sekil
3-15 ve Sekil 3-16).

1x 38x
dH20 6.8ul 258 4l
10pM Primer F 0.6ul 22.8ul
10puM Primer R 0,6l 22.8ul
2x SYBR Green Master Mix |10ul 380ul
cDNA 2ul

Sekil 3-15: Gen anlatimlarimin belirlenmesi i¢in kullanilan SYBR Green PZR protokolii
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On Inkiibasyon |95°C 5dk 1 Déngii
95°C 10sn

Amplifikasyon|sgec 20sn 45 dongii
72°C 10sn

Soguma 40°C 20sn 1 Déngii

Sekil 3-16: Gen anlatimlarinin belirlenmesi icin kullamilan SYBR Green PZR termal
dongii sicakhiklar:

Gen Anlatim Analizleri ve Veri Gorsellestirilmesi

Hastalardaki CRLF2, PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATAl gen anlatimlarinin
belirlenmesi i¢in hedef genlere ve referans gen olarak kullanilan CYPA genine yonelik
primerler tasarlandi. Roche Light Cycler 480 SYBR Green master miks kullanilarak
yapilan ¢aligmada, hastalarin cDNA 6rnekleri (n=38) referans gen ve hedef genler i¢in
icin duplike olarak calisildi. Hedef gen ve referans genin PZR etkinligi LightCycler
(LightCycler software 4.1, Roche Life Science) yazilimi kullanilarak hesaplandi.
Duplike 6rneklerin ortalama Ct degerleri alindi ve hedef genlerin anlatim diizeyleri, ACt

metoduna gore normalize edilerek rolatif olarak hesaplandi (119).

Verilerin istatiksel analizi i¢in GraphPad Prism 8.0 yazilimi kullanilmistir.
Orneklerin gen anlatim verilerinin Karsilastirilmasi i¢in MPAL hastalar1 B/Miyeloid,
B/T/Miyeloid ve B/T alt gruplarina ayrildi. T/Miyeloid hasta 6rnegi 1 adet oldugu i¢in
istatiksel analizlere dahil edilemedi. B/T fenotipinde olan P44 numarali hastanin RNA
ornegi bittigi icin GATAL gen anlatim1 bakilamadi. Bu nedenle 1s1 haritas1 ile PCA
analizlerine dahil edilmedi. P16 numarali hasta ise bifenotipik olup siniflandirilamadig:

icin alt gruplarin karsilastirilmasinda yer almadi.

B/Miyeloid, B/T/Miyeloid ve B/T gruplari arasindaki gen anlatim ortalamalari
arasindaki farkliligin anlamliligini test etmek amaciyla one-way ANOVA testinin non-
parametrik karsiligi olan Kruskal-Wallis test uygulandi. Gruplar arast c¢oklu
karsilastirma testi olarak Dunn ¢oklu karsilastirma testi uygulandi. Gen anlatim verileri
ile Klinik degiskenlerin karsilastirmasinda ise non-parametrik unpaired t-test uygulandi.
Istatiksel anlamlilik olarak p<0,05 kabul edildi.
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MPAL hastalarinin sagkalim analizleri, Graphpad  Prism 8.0 yazilimi
kullanilarak Kaplan-Meier sagkalim analizi ile yapildi. Kaplan-Meier yontemi, olaya
kadar gecen siire verilerini analiz etmek igin kullanilmaktadir. Hastalarin genel sag
kalim stiresi, hastanin tan1 zamanindan son kontroliine kadar veya oliim tarihine kadar
olan siire olarak belirlendi. Relapssiz sagkalim siiresi olarak, relaps olan hastalarda
relaps tarihine kadar gegen siire veya hasta remisyona girdikten sonra son kontrol

tarihine kadar olan siire olarak belirlendi.

Ekspresyon verilerinin gorsellestirilmesi igin, Temel Bilesen Analizi (PCA)
grafikleri ve 1s1 haritalar1 olugturmayi saglayan ClustVis web araci kullanildi (120).
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4. BULGULAR

4.1. Bifenotipik  akut léosemi  hastalarinda  prognostik  6neme sahip
translokasyonlarin sikhigi

MPAL hastalarinda ALL ve AML ile iliskilendirilmis, prognostik 6neme sahip
translokasyonlar tarandi. RNA’S1 mevcut hastalarin (n=38) %2,63’tiinde (n=1) t(9;22)
fiizyonu, %23,68’inde (n=9) t(12;21) flizyonu saptandi. Hastalarin (n=28) %73,68’i
prognostik fiizyonlar i¢in yabanil tip (wild-type, WT) olarak belirlendi (Sekil 4-1).

‘11:1‘ n:WT‘ ‘11:9‘ ‘WT‘ ‘WT‘ ‘WT WT
‘ B/Miveloid ‘ B/Miveloid

Sekil 4-1: MPAL hastalarinda saptanan prognostik translokasyonlar

4.2. Bifenotipik akut losemi hastalarinda prognostik oneme sahip yeniden
diizenlenmeler

MPAL hastalarinda  DUX4-yeniden  diizenlenmesinin  belirlenmesinde
kullandigimiz ERG delesyon taramasinda belirte¢ olarak Hyperladder 50bp kullanilda.
cDNA o6rnegi olan hastalarin (n=38) %10,5’unda (n=4) ERG delesyonu saptand1 (Sekil
4-2), %7,89’u (n=3) ERG delesyonlari igin yabanil tip olarak belirlendi (Tablo 4-1),
%81,5 (n=31) 6rnegin ise ERG delesyonu tasimadigi belirlendi.
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Markir Pozitif 3 5 - 3 Negatif
Kontrol Kontrol

Sekil 4-2: MPAL hastalarinda DUX4 yeniden diizenlenmesinin belirlenmesinde kullanilan
PZR jel goriintiisii

Tablo 4-1:DUX4 yeniden diizenlenmesi olan MPAL hastalari

Hasta Kodu ERG Delesyonu Fenotip
#P38 DEL+ B/Miyeloid
#P39 DEL+ B/T/Miyeloid
#P40 DEL+ B/Miyeloid

#P2 DEL+ B/Miyeloid
#P43 WT B/T
#P19 WT B/T
#P36 WT B/Miyeloid

DUX4-yeniden diizenlenmesi tespit edilen hastalarin  klinik  6zellikleri

incelendiginde:

#P38: B/Miyeloid MPAL grubundadir. Hasta 2-10 yas arasinda, erkek,
WBC<10000 hiicre/pl’dir. Otuz tiglincii giin kemoterapi yaniti vardir. Hepatomegalisi

vardir, splenomegalisi ve lenfadenopatisi yoktur. MSS (merkezi sinir sistemi), BOS
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(beyin omurilik sivisi), mediasten veya testis tutulumu bulunmamaktadir. Standart risk

grubundadir. Hastanin son durumu remisyondadir.

#P39: B/T/Miyeloid MPAL grubundadir. Hasta 15 aylik, kiz, WBC:44700
hiicre/ul, Hb:5,5 g/dL , PIt:77000 hiicre/ul’dir. Sekizinci giin steroid yanit1 yoktur, 33.
gin kemoterapi yaniti vardir. Hepatomegalisi, splenomegalisi veya lenfadenopatisi
yoktur. DUX4-yeniden diizenlenmesinin yani sira, ZNF384-TCF3 ve ZNF384-TAF15
fiizyon genleri bulunmaktadir. Orta risk grubundadir. Hastanin son durumu

remisyondadir.

#P40: B/Miyeloid MPAL grubundadir. Hasta 2-10 yas arasinda, kiz,
WBC<10000 hiicre/ul’dir. Sekizinci giin steroid yaniti ve 33. giin kemoterapi yaniti
vardir. Hepatomegalisi, splenomegalisi veya lenfadenopatisi yoktur. MSS, BOS veya
mediasten tutulumu bulunmamaktadir. Relapsi yoktur. DUX4-yeniden diizenlenmesinin
yant sira, ZNF384-EP300 fiizyon geni bulunmaktadir. Standart risk grubundadir.

Hastanin son durumu remisyondadir.

#P2: B/Miyeloid MPAL grubundadir. Hasta yedi yasinda, kiz, WBC:3100
hiicre/ul , Hb:9,1 g/dL , PI1t:101000 hiicre/ul’dir. Sekizinci giin steroid yanit1 ve 33. giin
kemoterapi yanitt vardir. MSS tutulumu yoktur. Karyotipte hipodiploidi saptanmistir.
DUX4-yeniden diizenlenmesinin yani sira, t(12;21)(p12;q22) TEL-AML1 flizyon geni

bulunmaktadir. Hastanin son durumu remisyondadir.

4.3. Bifenotipik akut losemi hastalarindaki prognostik éneme sahip mutasyon ve
delesyonlar

FLT3-1TD ve FLT3-D835 mutasyon taramasi
FLT3-ITD mutasyon taramasi igin, FLT3 jukstamembran domainini kapsayan
14. ve 15. ekzon bolgesine hedefe yonelik primerler kullanilarak PZR ile amplifiye
edildi. Markir olarak 100bp ladder kullanildi ve %3’liik agaroz jel elektroforezinde
goriintiilenerek, duplikasyon olmayan 329bp uzunlugunda bantlar elde edildi. Hastalarin
FLT3-ITD mutasyonu i¢in yabanil tip oldugu belirlendi (Sekil 4-3 A).
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A)

Pozitif Konlt’rol

B)

Sekil 4-3: A) FLT3-1TD mutasyon taramasi ornek PZR jel goriintiisii B) FLT3-D385
mutasyon taramasi i¢in enzim kesimi jel goriintiisii

FLT3 geninin tirozin kinaz bolgesindeki D835Y nokta mutasyonu taramast igin,
FLT3’lin 20. ekzon bolgesine hedefe yonelik primerler kullanilarak PZR ile amplifiye
edildi. Markir olarak 100bp ladder kullanilarak agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi
ve 195 b¢ uzunlugunda bantlar elde edildi. Amplifiye edilen PZR iiriinlerine, ECORV
restriksiyon enzim kesim protokolii uygulanarak, gece boyunca 37°C'de inkiibe edildi
ve %4’liikk agaroz jel elektroforezine yiiklenerek goriintiilendi. Hastalarin FLT3-D835Y
mutasyonu i¢in yabanil tip oldugu belirlendi (Sekil 4-3 B)(116).

NPML1 geninin 12. ekzonundaki mutasyonlarin taranmasi

MPAL hasta ornekleri (n=35), NPM1 geninin 12. ekzonundaki mutasyonlarin
taranmasi i¢in drnekler Sanger dizilemeye gonderildi. Dizileme verileri, referans dizi ile
karsilastirarak varyasyonlari tanimlayan bir yazilim olan CLC Main Workbench 7.5’de
analiz edildi. Hastalarin (n=35) NPM1 mutasyonu igin yabanil tip olarak belirlendi.
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IKZF1 delesyonlarinin taramasi

MPAL hastalar1 (n=38) ve pozitif kontrol 6rnekleri IKZF1 geni ekzon 2-7, ekzon 4-7,
ekzon 4-8 delesyonlar1 i¢in PZR ile tarandi ve %?2’lik agaroz jel elektroforezinde
goriintiilendi. iki hastada (n=2) ekzon 2-7 delesyonu, 3 hastada (n=3) ekzon 4-7
delesyonu (Tablo 4-2), hastalarin tamami (n=38) ekzon 4-8 delesyonu igin wild-type
olarak belirlendi (Sekil 4-4). Delesyon bant boylar1 yaklasik 300bp olarak belirlendi
(117).

Sekil 4-4:MPAL hastalarinda IKZF1 delesyonlarn
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Tablo 4-2:1KZF1 delesyonu bulunan hastalar

Hasta IKZF1 Fenotip
Numarasi Delesyonu

#P11 Del4-7 B/Miyeloid
#P12 Del4-7 B/T

#P13 Del2-7 B/Miyeloid
#P16 Del2-7 NA

#P20 Del4-7 B/T

IKZF1 delesyonu tespit edilen hastalarin klinik 6zellikleri incelendiginde:

#P11: B/Miyeloid MPAL grubundadir. Hasta {i¢ yasinda ve erkektir. WBC:4318
hiicre/ul, Hb: 9,59 g/dL, PIt:177200 hiicre/ul’dir. Splenomegalisi vardir, hepatomegalisi
ve lenfadenopatisi yoktur.

#P12: B/T MPAL grubundadir. Hasta alti yaginda ve erkektir. WBC:6100
hiicre/ul, Hb: 13,2 g/dL, PIt:47000 hiicre/ul’dir. Otuz tgilincii giin kemoterapi yaniti
vardir. Hepatomegalisi vardir, splenomegali ve lenfadenopatisi yoktur. Relapsi yoktur.

Son durumu remisyondadir.

#P13. B/Miyeloid MPAL grubundadir. Hasta bes yasinda ve erkektir.
WBC:24000 hiicre/ul, Hb:6,1 g/dL, PIt:40000 hiicre/ul’dir. Sekizinci giin steroid yaniti
vardir. Otuz {igiincli giin kemoterapi yanit1 vardir. Orta risk grubundadir. Son durumu

remisyondadir.

#P16: Bifenotipik ancak siniflandirilamayan grupta yer almaktadir. Hasta bes
yasinda ve kizdir. WBC:41500 hiicre/ul, Hb:6 g/dL, PIt:50000 hiicre/pl’dir.
Hepatomegalisi, splenomegalisi ve lenfadenopatisi vardir. Orta risk grubundadir. Son

durumu remisyondadir.
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#P20: B/T MPAL grubundadir. Hasta sekiz yasinda ve erkektir. WBC:8700
hiicre/pl, Hb:6 g/dL, PIt:50000 hiicre/ul’dir. Otuz tgiincii giin kemoterapi yanit1 vardir.

Relapsi vardir ve hasta kaybedilmistir.
PAX5-P80R mutasyon taramasi

MPAL hasta ornekleri (n=17) PAX5-P80R mutasyon taramasi igin Sanger
dizilemeye gonderildi. Dizileme verileri, referans dizi ile karsilastirarak varyasyonlari
tamimlayan bir yazilim olan CLC Main Workbench 7.5’de analiz edildi. Hastalarin

(n=17) PAX5-P80R mutasyonu i¢in yabanil tipte oldugu belirlendi.

MPAL hastalarinin  fenotiplerine goére tasidiklar1 delesyonlar, yeniden
diizenlenmeler, fiizyonlar, mutasyonlarin ve klinik 6zellikler Tablo 4-3’de verildi.
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4.4. Bifenotipik akut 16semi hastalarinin prognostik éneme sahip gen anlatimlari

4.4.1. CRLF2 Gen anlatim

MPAL hastalar1 (n=38), B/Miyeloid (n=25), B/T/Miyeloid (n=3) ve B/T (n=8)
olarak tice ayrilarak CRLF2 gen anlatimlar1 agisindan Karsilastirildi. T/Miyeloid hasta
sayist bir (n=1) oldugu igin istatistiksel analize dahil edilmedi. Varyasyon tasiyan
ornekler renklendirilerek isaretlendi (IKZF1 del:turuncu, DUX4r:pembe, t(9;22):yesil,
ZNF384r:mavi).

=

E 0.1 ROC curve: ROC of CRLF2 AUC
- 100

= 0.011

< s 80

£ ~ o g

O 0.001- - —I— A £ o0

ot &

I;IL ... : g 40

m - U)

& 0.0001- e, -

,: )

E g & T T T T 1
:tg 0.00001 B;M BI+IM BIIT 0 20 40 60 80 100

100% - Specificity%

Sekil 4-5: MPAL hastalarimin alt gruplarina gore CRLF2 gen anlatimlari

MPAL hasta alt gruplart CRLF2 gen anlatimi agisindan karsilastirilarak incelendi (Kruskal
Wallis test p=0,594), (Dunn Coklu Karsilagtirma testi: B/M vs. B/T/M p>0,999 , B/M vs. B/T
p=0,988, B/T/M vs. B/T p>0,999; AUC analizi p=0,144). Dort hasta ornegi CRLF2 geni i¢in
amplifiye olmadi (#P38, #P40, #P37, #P39). Gruplar arasinda CRLF2 gen anlatimi agisindan
istatiksel olarak anlamli fark bulunamadi (Sekil 4-5).

4.4.2. Lenfoid-Miyeloid Déniisiim ile Tliskili Gen Anlatimlar

MPAL hastalart (n=37) B/Miyeloid, T/miyeloid, B/T/M ve B/T olarak dorde
ayrilarak PAX5, NOTCH1, GATA1 ve SPI1 anlatimlar igin Karsilastirildi. Bifenotipik
oldugu bilinen ancak gruplandirilamayan bir hasta ve bir T/Miyeloid hastasi, Kruskal
Wallis ve Dunn istatistiksel testlerine dahil edilemedi, ancak PCA (Sekil 4-6) ve 1s1

haritasi (Sekil 4-7) analizine dahil edildi.
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Sekil 4-6: MPAL hastalarinin temel bilesenler analizi (PCA)

PCA analizinde MPAL fenotip kodu; 0:Bifenotipik/ siniflandirilamayan, 1: B/Miyeloid,
2: BIT, 3: B/T/Miyeloid, 4: T/Miyeloid.

Sekil 4-6’da gosterilen PCA analizinde satirlara 6lgeklendirme uygulanmadi ve
hesaplama i¢in atamal tekli deger ayrisimi kullanildi. X ve Y ekseni, toplam varyansin
sirastyla %53,2'sini ve %32,1'ini agiklayan ana bilesen 1 ve ana bilesen 2'yi
gostermektedir. Tahmin elipsleri, 0,95 olasilikla, ayn1 gruptan olan 6rnekler elipsin
icine diisecek sekildedir. PCA analizi sonucunda, PAX5, NOTCH1, GATAL ve SPI1 gen
anlatimlar1 i¢cin MPAL gruplarinin heterojen bir dagilim gosterdigi, gruplar arasinda

ilgili gen anlatimlari i¢in bir sagilim gostermedigi goriilmiistiir.
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Sekil 4-7: MPAL hastalarimin gen anlatim 151 haritasi

Is1 haritasinda MPAL fenotip kodu; 0: Bifenotipik/ siniflandirilamayan, 1: B/Miyeloid,
2: BIT, 3: B/T/Miyeloid, 4: T/Miyeloid.

Is1 haritasi, renk gradyani kullanarak hiicrelerdeki degerleri gorsellestiren bir
veri matrisidir. Bu, matristeki en biiylik ve en kiigiik degerlere genel bakis saglar.
Matrisin satirlar1 ve/veya siitunlar kiimelenir, boylece satir veya siitun kiimelerindeki
orneklem gruplarinin birbiriyle ortiisiip Ortiismedigini veya ayri kiimeler olusturup

olusturmadigint gérmek miimkiin olmaktadir.

Sekil 4-7’de gosterilen MPAL hastalarinin  gen anlatim 1s1  haritasi
olusturulurken, satirlara olgekleme uygulanmadi. Satirlar, Manhattan mesafesi ve
ortalama baglant1 kullanilarak kiimelendi. Siitunlar ise, korelasyon mesafesi ve ortalama
baglanti kullanilarak kiimelendi. MPAL hastalarinin  PAX5 ve NOTCH1 gen
anlatimlarina gore iki gruba kiimelendigi goriiliirken, GATAL ve SPI1 gen anlatimlar
acisindan bir farklilik gostermedigi tespit edilmistir. PCA analizine paralel olarak,

MPAL fenotiplerine gore spesifik bir kiimelenme goriilmemistir.
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Sekil 4-8: MPAL alt gruplarinda PAX5, NOTCH1, GATAL ve SPI1 gen anlatimi

MPAL alt gruplar1 PAX5, NOTCH1, GATAL ve SPI1 gen anlatimlar1 agisindan karsilastirilarak
incelendi. A) PAX5 (Kruskal Wallis test p=0,156), (Dunn Coklu Karsilastirma testi: B/M vs.
B/T/M p=0,163, B/M vs. B/T p>0,999, B/T/M vs. B/T p=0,316). B) NOTCHL1 (Kruskal Wallis
test p=0,848), (Dunn Coklu Karsilastirma testi: B/M vs. B/T/M p>0,999, B/M vs. B/T p>0,999
,BITIM vs. B/T p>0,999). C) GATA1 (Kruskal Wallis test p=0,187), (Dunn Coklu Karsilastirma
testi: B/M vs. B/T/M p=0,336, B/M vs. B/T p>0,999, B/T/M vs. B/T p=0,210). D) SPI1
(Kruskal Wallis test p=0,351), (Dunn Coklu Karsilastirma testi: B/M vs. B/T/M p>0,999, B/M
vs. B/T p=0,663, B/T/M vs. B/T p=0,640). Varyasyon tasiyan ornekler renklendirilmistir;
IKZF1del: turuncu, DUX4r: pembe, t(9;22): yesil, ZNF384r: mavi. Hata gubuklari SEM’i

(Ortalamanin standart hatasi) temsil etmektedir.
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Sekil 4-8’de MPAL hastalart B/Miyeloid, B/T ve B/T/Miyeloid olarak 3 gruba
ayrilarak PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATAL gen anlatim seviyeleri karsilastirildi. Hasta
alt gruplarinda, PAX5, NOTCH1, GATAL ve SPI1 gen anlatimlar1 agisindan istatiksel
olarak anlaml: bir fark bulunmadi. (PAX5 (Kruskal Wallis test p=0,156 ve Dunn Coklu
Karsilastirma testi: B/M vs. B/T/M p=0,163, B/M vs. B/T p>0,999, B/T/M vs. B/T
p=0,316), NOTCH1 (Kruskal Wallis test p=0,848), (Dunn Coklu Karsilastirma testi:
B/M vs. B/T/M p>0,999, B/M vs. B/T p>0,999 , B/T/M vs. B/T p>0,999), GATA1
(Kruskal Wallis test p= 0,187 ve Dunn Coklu Karsilastirma testi: B/M vs. B/T/M
p=0,336, B/M vs. B/T p>0,999, B/T/M vs. B/T p=0,210), SPI1 (Kruskal Wallis test
p=0,351 ve Dunn Coklu Karsilastirma testi: B/M vs. B/T/M p>0,999, B/M vs. B/T
p=0,663, B/T/M vs. B/T p=0,640)).

4.4.3. Gen AnlatimVerilerinin Klinik Degiskenler ile Incelenmesi

MPAL hasta grubumuz yas, cinsiyet, beyaz kan hiicre sayisi, organ tutulumu,
MSS tutulumu, relaps durumlart agisindan incelendi ve hasta alt gruplarindaki
(B/Miyeloid, B/T, B/T/Miyeloid) PAX5, NOTCHL1, SPI1 ve GATA1 gen anlatimlarinin
yas, cinsiyet, beyaz kan hiicre sayisi ile olasi iliskileri arastirildi. Relaps, MSS tutulumu

ve organ tutulumuna sahip birer hasta oldugu i¢in istatistik analizlere dahil edilmedi.

Cocukluk ¢ag1 ALL’lerde 1yilesme oranlar1 artmasina ragmen, tani yasi
prognostik bir faktor olarak ortaya ¢ikmaya devam etmektedir. Bir yas alti cocuklar ve
on yasindan biiyiik ¢ocuklarin prognozu bir-on yas araliginda olanlara gore daha kotii
seyretmektedir (150). Bu nedenle hasta grubumuz, 1-10 yas aras1 ve 10 yas tizerinde
olarak iki gruba ayrilarak PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATAL gen anlatimlarinin yasa
gore karsilastirilmasi yapildi (Sekil 4-9).
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Sekil 4-9: MPAL hastalarimin yasa bagh gen anlatimi karsilastirmalari

MPAL hastalarinda belirlenen PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATAL gen anlatimlar1 <10 yas ve >10
yas gruplarinda karsilastirildi. On yas altindaki hasta sayis1 n=33, >10 yas hasta sayis1 n=5"dir.
A) PAX5, B) NOTCH1 ve D) GATAL gen anlatimlarinda istatiksel olarak yasa bagl bir farklilik
bulunmazken (sirasiyla p=0,146; p=0,933; p=0,952), D) SPI1 gen anlattminin <10 yas
hastalarda >10 yas grubuna kiyasla istatiksel olarak anlaml &lgiide azaldigi tespit edilmistir
(p=0,049).

Sekil 4-9’da MPAL hastalarinda belirlenen PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATAl
gen anlatimlar1 <10 yas ve >10 yas gruplarinda karsilastirildi. SPI1 gen anlatimi yasa
bagli olarak gen anlatim farklilig1 gosterirken (p=0,049) , PAX5, NOTCH1 ve GATAlL
gen anlatimlarinda yasa bagh bir farklilik bulunmamistir (sirasiyla p=0,146; p=0,933;
p=0,952).

Cocukluk ¢agi ALL’de erkeklerde kizlara kiyasla daha yiiksek bir insidans orani
goriilmekle birlikte relaps ve sekonder malignitelerin de daha sik gorildigi
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bildirilmistir (121). Bu nedenle hasta grubumuzda, PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATAl

gen anlatimlarinin cinsiyete gore karsilastirilmasi yapilmistir (Sekil 4-10).
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Sekil 4-10: MPAL hastalarinin cinsiyete gore gen anlatim karsilastirmalari

MPAL hastalarindaki PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATAl gen anlatimlar1 cinsiyete gore
karsilagtirllmistir.  MPAL hastalarindaki  cinsiyete gore gen anlatimlarinin  karsilastirma
grafiklerinde hastalarda cinsiyete bagli A)PAX5, B)NOTCH1 ve D)SPI1 gen anlatimlar
acisindan istatiksel anlamli bir fark belirlenemezken (sirasiyla p=0,831; p=0,670; p=0,808), C)
GATAL’de cinsiyete bagli gen anlatim farklilig1 belirlendi (p=0,024).

Sekil 4-10’da MPAL hastalarinin PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATALl gen
anlatimlar1 cinsiyete gore karsilastirildi. Erkek hasta sayis1 25 (n=25), kiz hasta sayisi
13 (n=13)’diir. GATAL’de cinsiyete bagli gen anlatim farklilig1 belirlenirken (p=0,024),
PAX5, NOTCH1 ve SPI1 gen anlatimlari agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (sirasiyla p=0,831; p=0,670; p=0,808).
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ALL’lerde tan1 anindaki WBC sayis1 baslica prognostik faktorlerden biridir ve
WBC sayisinin 50000 hiicre/ul’den daha az olmasi iyi prognostik belirtegken, 50000
hiicre/ul tizerindeki WBC sayilart artan relaps riski ile iliskilidir ve bu hastalara daha
yogun kemoterapi uygulanmaktadir (122). MPAL hastalarindaki WBC sayisinin PAX5,
NOTCH1, SPI1 ve GATA1 gen anlatim seviyelerine etkisini belirlemek i¢in hastalardaki
WBC sayi1s1 50000 hiicre/pl’nin iistii ve alt1 olarak iki gruba ayrilarak incelendi.

Sekil 4-11’de MPAL hastalar1 WBC sayilarina gore (<50000 hiicre/ul ve
>50000 hiicre/ul) PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATAL gen anlatimlari i¢in karsilastirildi.
Hasta grubumuzda WBC<50000 hiicre/ul olan 28 (n=28) hasta, WBC sayis1 >50000
hiicre/ul olan yedi (n=7) hasta bulunmaktadir. PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATAL gen
anlatimlarinin hastalardaki WBC sayisina bagl bir farkliligi olmadigi belirlendi (PAX5
p=0,682; NOTCH1 p=0,914; SPI1 p=0,812; GATAL p=0,257).
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Sekil 4-11: MPAL hastalarinin WBC sayisina gore gen anlatim karsilastirmalar:

MPAL hastalart WBC sayilarina gére (<50000 hiicre/ul ve >50000 hiicre/ul) PAX5, NOTCH1,
SPI1 ve GATAL gen anlatimlari i¢in karsilastirildi. WBC<50000 hiicre/ul olan 28 (n=28) hasta,
WBC sayis1 >50000 hiicre/ul olan yedi (n=7) hasta vardir. Hastalarda WBC sayisina bagli gen
anlatim farkliligi olmadigi belirlendi (PAX5 p=0,6823; NOTCH1 p=0,9143; SPI1 p=0,8129;
GATAL p=0,2576). Varyantlarin WBC sayisina etkisini gormek i¢in varyasyon tastyan drnekler
renklendirilerek isaretlendi; IKZF1del: turuncu, DUX4r: pembe, t(9;22): yesil, ZNF384r: mavi.,
WBC: beyaz kan hiicresi
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Sekil 4-12: MPAL hastalarinda bulunan varyantlarin gen anlatimina etkisi
MPAL hastalarinda bulunan DUX4r, IKZF1 delesyonu, ZNF384r ve t(9;22)’nin
A)PAX5, B)NOTCH1, C)GATAL, D)SPI1 gen anlatimina etkisi incelendi.

Sekil 4-12°de MPAL hastalarindan bulunan varyantlarin gen anlatimina etkisi
incelendiginde, fenotiplere spesifik bir anlatim goriilmemekle beraber MPAL
hastalarinin sahip olduklar1 varyasyonlarin dogrudan ya da dolayli mekanizmalar ile gen
anlatimlarin1 etkiledigi ve degistirdigi gosterilmistir. IKZF1 delesyonu ve DUXA4-
yeniden diizenlenmesi (DUX4r) tespit edilen hastalarda NOTCH1 ve SPI1 anlatim
distiklugi, t(9;22) tespit edilen hastada NOTCH1 anlatiminda artis, DUX4r tespit edilen
hastalarda PAX5 gen anlatim diistikligii, ZNF384r tespit edilen hastalarda GATAL gen

anlatim dusiikligi goriilmektedir
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Sekil 4-13’de  MPAL hastalarinda bulunan 1KZF1 delesyonlarinin genel
sagkalim ve relapssiz sagkalim iizerine olan etkisi incelendi. IKZF1 delesyonlarinin,
hastalarin genel sagkalim tzerinde istatiksel olarak anlamli bir etkisi olmadigi
belirlenirken (p=0,0734 Log- Rank test), IKZF1 delesyonu tasiyan hastalarin relapssiz
sagkalimlariin anlamli 6l¢iide kisaldig: goriildi (p=0,0056 Log-Rank test).
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Sekil 4-13: IKZF1 delesyonu olan hastalarin genel sagkalim ve relapssiz sagkalim
grafikleri

IKZF1 delesyonunun MPAL hastalarindaki A)genel sagkalim B)relapssiz sagkalim iizerine olan
etkisi incelendi. IKZF1 delesyonunun, hastalarin genel sagkalim tizerinde istatiksel olarak
anlaml bir etkisi olmadigi belirlenirken (p=0,073 Log-Rank test), IKZF1 delesyonu tasiyan

hastalarin relapssiz sagkalimlarinin anlamli 6l¢tide kisaldig: goriildii (p=0,005 Log-Rank test).
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MPAL hastalarindaki DUX4-yeniden diizenlenmesinin, hastalarin genel
sagkalimi, relapssiz sagkalimi tizerindeki etkisi incelendi (Sekil 4-13). DUX4-yeniden
diizenlenmesinin, hastalarin genel sagkalimi (p=0,845 Log-Rank test) ve relapssiz
sagkalimi (p=0,913 Log-Rank test) {izerinde anlamli bir etkisinin olmadig: belirlendi.
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Sekil 4-14: DUX4-yeniden diizenlenmesini tasiyan hastalarin genel sagkalim ve relapssiz
sagkalim grafikleri

DUX4-yeniden diizenlenmesinin MPAL hastalarindaki A)genel sagkalim, B)relapssiz sagkalim
tizerine olan etkisi incelendi. DUX4-yeniden diizenlenmesinin, hastalarin genel sagkalimi

(p=0,8455 Log-Rank test) ve relapssiz sagkalimi (p=0,9131 Log-Rank test) lizerinde anlaml
bir etkisinin olmadig: belirlendi.
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Farkli MPAL fenotiplerinin hastalardaki genel sagkalim ve relapssiz sagkalim
tizerindeki etkisi incelendi (Sekil 4-14). MPAL alt gruplarindaki farkliligin hem genel
sagkalim hem de relapssiz sagkalim {izerinde anlamli bir etkisinin olmadigi belirlendi

(swrasiyla p=0,891, p=0,437 Log-Rank test).
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Sekil 4-15: MPAL alt gruplarinin genel sagkalim ve relapssiz sagkalim grafikleri

MPAL alt gruplarmin A)genel sagkalim B) relapssiz sagkalim tizerine olan etkisi incelendi.
MPAL alt gruplarinin hem genel sagkalim hem de relapssiz sagkalim iizerinde anlamli bir
etkisinin olmadig1 belirlendi (sirastyla p=0,891, p=0,437 Log-Rank test).
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5. TARTISMA

Hematopoez siirecinde kan hiicrelerinin olgunlasmasi ve farklilasmasi, hiicre
soyunu tanimlayan spesifik belirteglerin ifadesiyle ilerler. Bu durum, transkripsiyon
faktorleri agi tarafindan yonlendirilen, siki bir sekilde diizenlenmis, ¢ok asamali,
hiyerarsik bir siirectir (3). Akut 16semiler, lenfoid veya miyeloid progenitor hiicrelerin
bir neoplazmidir. Anéploidi, kromozomal yeniden diizenlemeler, DNA kopya sayisi
degisimleri ve mutasyonlara neden olan genetik ve epigenetik degisiklikler ile
karakterize edilen ¢ok sayida farkli alt tip icerir (123). Akut losemilerin genetik
karakterizasyonu genellikle sitogenetik analizler ve spesifik translokasyonlarin veya
varyasyonlarin molekiiler tekniklerle tespitine dayanmaktadir. Giincel veriler 1s18inda
ALL ve AML hastalarinin molekiiler risk siniflamasi igin prognostik 6neme sahip
oldugu ortaya c¢ikan birgok yeni belirteg, yiiksek risk grubundaki hastalarin

ayristirilmasi ve uygun tedavi protokolleri ile tedavi edilmesine imkan saglamaktadir.

Bifenotipik akut 16semiler, multipotent primitif hiicrelerden koken alirlar, bu
nedenle genis bir genetik cesitlilige sahiptir. MPAL'in ¢ogunlugu B-lenfoid/miyeloid
olarak bulunurken (yaklasik 2/3 vaka), T-lenfoid/miyeloid immiinofenotip ikinci en
yaygin gorillen alt tiptir.  Nadiren B-lenfoid/T-lenfoid veya B-lenfoid/T-
lenfoid/Miyeloid alt tipleri olarak ortaya ¢ikabilir (102,16). Hasta grubumuz, 29’u
B/Miyeloid, 11°i B/T, ig¢ii (n=3) B/T/Miyeloid, biri (n=1) T/Miyeloid, ikisi (n=2) ise
bifenotipik ancak siniflandiritlamayan olacak sekilde dort MPAL alt grubuna ayrilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, MPAL hastalar1 fiizyon genler, tek gen
varyasyonlari, delesyonlar ve soy degisiminde rol oynayan kritik genlerdeki anlatim
degisiklikleri bakimindan incelenmistir. Oncelikle akut Idsemilerde (ALL ve AML)
prognostik 6neme sahip fiizyon genlerin  MPAL hasta grubundaki durumu
arastirilmigtir. MPAL olgularinin %64-87’sinde anormal karyotipler gézlenmektedir.
En sik tekrarlayan kromozomal anomaliler t(9;22) ve t(v;11923) olup, tipik olarak bir
B/miyeloid fenotipi ile iligkilidir. WHO 2016 MPAL smiflandirmasma; MPAL ile
1(9;22)(q34.1;,g11.2) BCR-ABL1 ve MPAL ile t(v;11g23.3); KMT2A-yeniden
diizenlenmeleri olarak 2 yeni alt grup olarak eklenmistir (102). Hasta grubumuzun
%2,1’inde (n=1) t(9;22)(q34.1;911.2) translokasyonu belirlenmistir. Diger gruptan

sadece en sik goriilen t(4;11) bakilmis ve buna gore KMT2A-yeniden diizenlenmeleri



61

olan hasta bulunmamaktadir seklinde degerlendirilmistir. Kotii prognoz belirteci olan
kromozomal yeniden diizenlenmelere sahip MPAL yiiksek risk grubunda karakterize
edilir. Pediatrik MPAL’lerin yaklasik %3’inde t(9;22) pozitifligi goriilmektedir.
Kohortumuzdaki t(9;22) sikligi literatiir ile uyumludur. Ph+ MPAL olgularinda tirozin
kinaz inhibitorleri tedaviye dahil edilmektedir (16). Hasta grubumuzdaki Ph+ MPAL

hastas1 remisyona giremeden kaybedilmistr.

Hasta grubumuzun %19,1’inde (n=9) t(12;21)(p13;q22)(ETV6-RUNX1),
%6,4’tinde  (n=3)  t(12;17)(p13;q12)(TAF15-ZNF384),  %4,3’iinde  (n=2)
t(12;19)(p13;p13)(TCF3-ZNF384), %2,1’inde (n=1) t(12;22)(p13;q13)(EP300-ZNF384)
saptanmigtir. Novakova ve arkadaslari, monositik soylara dogru erken gegise sahip bir
pediatrik BCP-ALL alt tipi tanimlamistir. B-diger ALL olarak isimlendirilen grupta
ZNF384r, PAX5-P80R ve DUX4r varyasyonlari tasiyan hastalarda monositik bir
dontisiim oldugu bildirilmistir (124).

Tugge Sudutan, tez arastirmasinda MPAL hasta grubundaki ZNF384r sikligin1 %9,5
olarak bildirmektedir (125). Son caligmalar, B/miyeloid MPAL'nin, en sik ETV6 ve
PAX5 delesyonlar1 ve B-ALL'ye benzer RNA ekspresyon paternleri ile B-ALL'ye
benzer bir mutasyon profiline sahip oldugunu gostermistir (97). ZNF384 fiizyonlari,
pediatrik B/miyeloid MPAL'nin yaklagik olarak %40’ inda bulunmaktadir. Bu da
ZNF384'tin erken hematopoietik gelisimde ve ZNF fizyon partnerleri ile
birlestirildiginde malign hematopoietik onciilerde multipotent potansiyeli stirdiirmede
bir rolii oldugunu ima etmektedir (97). B-ALL grubunda teshis edilen ZNF384 yeniden
diizenlenmelerinde yer alan flizyon ortaklari, ikincil genomik degisiklikleri ve
transkripsiyonel profilleri, B/miyeloid MPAL olarak teshis edilen ZNF384 yeniden
diizenlenmis 16semilerinkilerle aymidir. Bu da, ZNF384 yeniden diizenlemesinin,
degisken ve belirsiz soydan olusan farkli bir 16semi alt tipini tanimladigini 6ne
stirmektedir (126). ZNF384 fiizyonlarinda prognoz fiizyon partnerine gore
degismektedir. ZNF384-EP300 fiizyonu iyi prognoz ile iliskilendirilirken, TCF3-
ZNF384 fiizyonu siklikla ge¢ relaps ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (97, 127).
MPAL hasta grubumuzda ZNF384-EP300 ve ZNF384-TCF3 fiizyonu tasiyan hastalar
DUX4-yeniden diizenlenmesi de tagimaktadir. Literatiirde TCF3-ZNF384 fiizyonu geg
relaps ve orta diizeyde azalmis sagkalim ile iligkili olmasina ragmen, bu hastada heniiz

relaps goriillmemis ve hastaliksiz sagkalimi 120 aydir. DUX4-yeniden diizenlenmesinin



62

tipki IKZF1 delesyonunun Kkotii prognostik etkisini ortadan kaldirdigi gibi, bu
hastamizda da DUX4 yeniden diizenlenmesi, ZNF384-TCF3 fiizyonunun prognostik
etkisini olumlu yonde etkilemis olabilir. Ancak boyle bir sonuca varabilmek i¢in daha
genis kohortlarda analizlerin gergeklestirilmesi gerekmektedir. EP300 veya CREBBP ile
ZNF384 yeniden diizenlemelerinin deneysel modellemesinde, K9 ve K27 rezidiilerinde
bozulmus histon asetilasyonuna yol acan HDAC aktivitesinin azaldigini1 gostererek,

HDAC inhibisyonu i¢in baska bir potansiyel terapotik rolii de ortaya koymaktadir (128)

Losemilerde bilinen alt gruplarin disindaki bir grup hastanin, ayri ve tek tip bir
gen anlatim profili sergiledigi mikrodizin tabanli gen anlatimi ¢alismalar: ile
saptanmigtir. Bu yeni 16semi alt grubunda ERG delesyonlari yaygin olarak bulunmasina
ragmen, bu delesyonlarin birincil genetik anomali olmadigi disiiniilmektedir (115).
ERG delesyonlari, farkli gen anlatim profiline sahip tiim vakalarda belirlenememis ve
tan1 zamaninda subklonal oldugu, niiks zamaninda kayboldugu ya da tanidan gelen
genomik kirilma noktalarinin korunmadigr bildirilmistir. BCP-ALL'nin %4-5’inde
DUX4-yeniden diizenlenmeleri oldugu bilinmektedir. DUX4-yeniden
diizenlenmelerinde, DUX4-IGH fiizyonunun olusmasi sonucu kirpilmig DUX4 (tDUX4)
anlatim1 meydana gelir. tDUX4; ERG’in 6. ve 7. ekzonlar1 arasindaki intron bolgesine
baglanarak, ERG’in birinci ve besinci ekzonlar1 arasindaki bolgenin gen anlatiminin
kapanmasi saglar ve alternatif transkripsiyon baslama bolgesi olusturarak
transkripsiyonun 6. ekzondan baglamasina neden olur. Ancak ERG’in DNA baglanma
bolgesi degismedigi i¢gin etkilesimde oldugu genlerle iligkisi devam eder. ERG’in RAG
ile etkilesimi ile RAG alternatif kirpilma bdlgeleri yaratarak ERG’in alternatif
ekspresyonuna neden olmaktadir (129). Pediatrik BCP-ALL’lerin %4-7’iinde ERGdel
goriiliirken (130), hasta grubumuzun %10,5’unda (n=4) ERGdel saptanmistir, %7,9’u
ise (n=3) ERGdel icin yabanil tip olarak belirlenmistir. Literatirde MPAL grubu ile
yapilmis bagka bir ¢calisma heniiz bulunmamaktadir. ALL’de 6zellikle DUX4'in yeniden
diizenlenmis alt tipinde, ERG delesyonlar tekrarlar halinde ortaya ¢ikmaktadir. DUX4
yeniden diizenlemesi, hem cocuklarda hem de yetiskinlerde iyi prognoz iliskilidir.
IKZF1 delesyonlarinin varligi kotii prognoz belirteci olmasina ragmen buna ek olarak
ERG delesyon varliginin, IKZF1 delesyonu olan hastalarin prognozunu olumlu yonde
etkiledigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, ERG delesyonun neredeyse
yalnizca DUX4 B-ALL'de gerceklestigi  bildirilmistir. DUX4-yeniden

diizenlenmelerinde olusan ERG delesyonlari, ikincil bir olay1 temsil etmesine ragmen,
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DUX4 alt tipindeki ERG delesyonunun yalnizca tesadiifen meydana gelen bir yolcu
olay1r olmadigim1 ve tedavi yamitin1 etkiledigi gosterilmistir (115,131). Hasta
grubumuzdaki DUX4-yeniden diizenlenmesi tasiyan hastalarin  survi analizleri
sonucunda, DUX4-yeniden diizenlenmesi tasiyan ve tasimayan hastalar arasinda
hastaliksiz ve genel sagkalim acgisindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmemistir.

IKZF1 delesyonlarindan tiim geni etkileyenler, ikinci ekzon ve/veya 8. ekzon
dahil olmak {izere intragenik delesyonlari, birinci ekzon ve 5’ kopyalanmamis
diizenleyici bolgelerin delesyonu haployetersizlik ile sonuglanir. En yaygin olarak
ekzon 4-7 delesyonlar1 goriilmektedir ve DNA-baglama bolgesinin kaybina ve
dominant-negatif izoformlarin olusumuna yol agmaktadir. Bu durum IKAROS'un timor
baskilayic1 islevini kaybetmesine neden olur (132). Hasta grubumuz IKZF1
delesyonlar1 igin tarandiginda, hastalarin %13,2’sinde (n=5) IKZF1 delesyonlari
saptanmigtir. Bu delesyonlarin %5,3’tintin (n=2) ekzon 2-7 delesyonu, %7,9’unun da
(n=3) ekzon 4-7 delesyonu olusturmaktadir. Yan ve arkadaslarinin, 31 eriskin MPAL
hastasinda yapmis oldugu array CGH ¢aligmasinda, 31 hastanin 4’tinde (%13) IKZF1
delesyonu saptanmustir ve hastalarin 4’tiniin de Ph+ B/Miyeloid MPAL oldugunu
bildirmistir (133). Eckstein ve arkadaslari, 23 MPAL hastasinin (pediatrik ve erigkin)
tiim ekzom dizileme yontemi ile taramigtir ve sadece bir pediatrik hastada IKZF1 yanlis
anlamli mutasyonu saptamistir (113). Takahashi ve arkadaslarmin 31 erigskin MPAL
hastasin1 kopya sayis1 degisimleri i¢in taramis ve kopya sayisi degisimlerinin analizleri
sonucunda, hastalarin %3’iinde IKZF1 geninde kopya sayisi1 kaybini veya delesyonlarini
saptamustir (105). IKZF1 delesyonlarinin ALL’de yiiksek niiks riski ve kotii prognoz
ile iligkili oldugu bilinmektedir (117). Calisma grubumuzda bulunan B/T MPAL
fenotipindeki hasta IKZF1 ekzon 4-7 delesyonunu tasimaktadir ve niiksi
bulunmaktadir. Diger IKZF1 delesyonu tasiyan hastalarin relaps: bulunmamaktadir. Bu
hastalarin genel sagkalimi IKZF1 delesyonlar i¢in yabanil tip ile karsilastirildiginda
istatiksel olarak anlamli bulunamamistir ancak relapssiz sagkalimi istatiksel olarak
anlamli bulunmustur. ALL tedavisine iliskin baz1 uluslararasi ¢alisma gruplari, BCP
ALL hastalari i¢in yiiksek riskli tedavi stratejilerine IKZF1 delesyonunu erkenden dahil
ederken, digerleri bu stratejiyi izlememistir ¢ilinkii tek basina IKZF1 delesyonlarinin ¢ok
yiiksek riskli tedavinin toksik yan etkilerine maruz kalacak kadar giiclii bir prognostik
etkisinin olmadigini diisiinmektedirler (134).
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MPAL ’lerde yapilan genomik ¢alismalar, hastalarin %12-30'unda FLT3 geninin
mutasyona ugradigini ortaya g¢ikarmustir (135). FLT3, olgunlasmamis hematopoietik
hiicreler tarafindan eksprese edilen bir reseptdr tirozin kinazdir. FLT3 mutasyonu
tasiyan hastalar kotii prognoza sahip olma egilimindedir. Akut 16semilerde, cogunlukla
FLT3’tin jukstamembran domaini icindeki amino asitlerin kiigiik tandem kopyalarini
igerir (FLT3-ITD) ve bu durum Konstitiitif tirozin kinaz aktivitesi ile sonuglanir (136).
FLT3 mutasyonlar:, diger sitogenetik ve genetik degisiklikler ile birlikte ortaya
cikabilir. Bunlar, tirozin kinazlardaki aktive edici mutasyonlar dahil olmak {izere
hematopoietik progenitorlere proliferatif ve/veya hayatta kalma avantaji saglayan KIT
veya RAS mutasyonlari ve PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11 veya NPM1
ve DNMT3A mutasyonlart gibi hematopoietik farkhilasmay:r bozanlar olarak
gruplandirilirlar (137). Genomik arastirmalar ve metilasyon c¢alismalarinda, MPAL
hastalarinin ALL-benzeri ve AML-benzeri olarak ayrildigi gosterilmistir (97,105).
Hasta grubumuzdaki 6rnekler, AML i¢in prognostik énemi olan varyasyonlar agisindan
yabanil tipte bulunmustur. Bu da, hasta grubumuzun ALL-benzeri grupta kiimelendigini
gostermektedir. AML olgularinda sik goriilen FLT3-ITD, FLT3-D835 ve NPM1 12.
ekzon varyasyonlar1 ile PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11 fiizyonlarinin
hasta grubumuzda saptanmamasi bu MPAL olgularinin fenotipik verisini de

desteklemektedir.

Onceki galigmalarda ALL hastalarinda kromozomal yeniden diizenlemeye bagh
olarak CRLF2 geninin asir1 anlatiminin ALL onkogenezine ve kotii prognoza katkida
bulundugu bildirilmistir (138). CRLF2 asirt anlatimmin gorildiigii ALL olgularinimm
%43tinde IKZF1 delesyonlart da bildirilmektedir (139). MPAL olgularinin
(B/Miyeloid, B/T, B/T/Miyeloid) higbirinde CRLF2 asir1 anlatimi saptanmamustir.
Literatirde MPAL grubunda CRLF2 geninin asir1 anlatimi heniiz bildirilmemistir.
Ancak 22 yasinda bir B/Miyeloid MPAL hastasinda PAR1 delesyonu ile P2RY8—
CRLF2 fiizyonu tanimlanmistir ve bu hasta Ph-benzeri MPAL olarak literatiire
alinmistir (140).

Soy degisimi, lenfoid 16seminin miyeloid 16semiye dondistiigii bir olgudur ancak
bunun tersi de bildirilmistir. Hu ve arkadaslarinin sundugu hipoteze gore, soy
degisimlerinde ve belirsiz soy losemilerde yer alan 16semik klonlarin aslinda

multipotent hematopoietik hiicrelerden tiiretilebilecegidir (87). Bu konsept Alexander
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ve arkadaslarinin yaptigi metilasyon ¢alismalari ile de desteklenmistir (97). Bir baska
potansiyel soy degistirme mekanizmasi da, transkripsiyon faktorleri tarafindan 16semik
hiicre yeniden programlanmasini igerir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda MPAL hasta
orneklerinde (B/Miyeloid, B/T, B/T/Miyeloid) PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATAL gen
anlatimlar1 incelenmistir. Hematopoietik progenitorlerin - kader kararinda ¢esitli
transkripsiyon faktorlerinin rol oynadigi bilinmektedir (61,62). Bunlar arasinda, SPI1,
CEBPA, GATA1, PAX5 ve IKAROS gibi soy spesifik ana diizenleyici transkripsiyon
faktorleri vardir. Transkripsiyon faktorleri ve sinyal yolagi bilesenlerinin ektopik
ifadesi, birgok farklilagmis hiicre tiirinde yeni gen ekspresyon programlarinin
olusturulmasin1 saglar fakat ayn1 zamanda bu transkripsiyon faktorlerinin ektopik
ekspresyonu, T-hiicreleri, B-hiicreleri veya fibroblastlar gibi diger soylarin hiicrelerine
bir miyeloid hiicre kaderi verir (87). Genel olarak degerlendirildiginde ¢alismamizda, {i¢
fenotipik alt grup arasinda anlamli bir gen anlatim farkliligi saptanmamistir. Gen
anlatim verisinin gorsellestirilmesi i¢in kullanilan 1s1 haritasinda, MPAL hastalarinin
PAX5 ve NOTCH1 anlatimlari sonucunda iki kola kiimelendigi, SP11 ve GATAL’in ise
hastalarin kiimelendirilmesinde rol oynamadigi belirlenmistir. Erken hematopoietik
multipotansiyel progenitorler, hem belirli bir soy fenotipini destekleyen hem de
alternatif programlamay: baskilayan karmasik etkilesimlere dayanan spesifik kader
sec¢imi ile coklu soy belirteglerini eksprese ettigi gosterilmistir (20). Yiiksek diizeyde bir
PAX5 ekspresyonu, B hiicresi gelisim yolu boyunca ortak lenfoid progenitorlerin
gelisimi i¢in kritiktir, diisiik seviyeler ise miks bir fenotip ile sonuglanmaktadir (141).
Erken T hiicre soy progenitorlerinin kaderi Notch sinyalizasyonuna baglhidir. Notch
sinyalinde bir eksiklik varsa, hiicre miyeloid farklilagmaya dogru yonlenecektir
(142,143,144)

Spil ve Cebpa, miyeloid hiicre kaderinin ana diizenleyicileridir ve bu
transkripsiyon faktorleri, progenitor hiicrelerin miyeloid farklilasmasini desteklemekle
kalmaz, ayn1 zamanda bu transkripsiyon faktorlerinin ektopik ekspresyonu, T-hiicreleri,
B-hiicrelerine miyeloid hiicre kaderi verdigi gosterilmistir (34,145,146) Gatal, eritroid
hiicre kaderini vermek igin gereklidir ve eritroid hiicre kaderinin ana diizenleyicisidir.
Farelerde Gatal'in delesyonu kusurlu eritropoezise neden olurken, Gatal'in ektopik
ekspresyonu, monositik hiicreler gibi diger soylarin hiicrelerine megakaryosit/eritrosit
kaderi verir. B hiicresinin ana regiilatorii olan Pax5 ve Ikaros’un bozulmasi, B hiicre

transkriptomunu bozarak, B hiicrelerini miyeloid hiicrelerine programlar (87). Erken T
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hiicre soy progenitorlerinin kaderi Notch sinyalizasyonuna baglidir. Notch sinyalinde
bir eksiklik varsa, hiicre miyeloid farklilasmaya dogru yonlenecektir. Ektopik
ekspresyonla soy doniisiimii veya bu ana diizenleyici transkripsiyon faktorlerinin kaybi,
genellikle hiicre kaderini yoneten transkripsiyon faktorleri agindaki bir degisiklikle
iligkilidir.

PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATALl gen anlatimlart cinsiyet ve yas gruplar
acisindan incelendiginde, GATAL ekspresyonun erkeklerde kizlara gore daha fazla
eksprese oldugu bulunmustur. GATAL eritroid hiicre farklilasmasinin onemli bir
diizenleyicisi olarak tanimlanmistir, ancak giinimiizde GATA1 gen anlatiminun bu
sistemle smirli olmadigi bilinmektedir. GATAL proteini, germ hiicre farklilagmasi ve
testisteki steroidojenik aktivite i¢in 6nemli bir faktordiir (148). Bu nedenle, GATAL gen
anlattiminin erkeklerde daha fazla oldugu diistiniilmektedir. SPI1 ekspresyonun 10 yas
istli hastalarda, 10 yas altindaki hastalara gore daha fazla anlattminn  oldugu
bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda, SPI11 ekspresyonunun dokular yaslandikga arttigi

gosterilmigtir (149).

Gen anlatim verileri (PAX5, NOTCH1, SPI1, GATAL) ile hastalarin tasidiklar
varyasyonlarin (DUX4r, IKZF1del, ZNF384r) iliskisi arastirildiginda, farelerde, T-ALL-
aktive edici Notchl mutasyonlari, Ikzfl'deki fonksiyon kaybi mutasyonlar ile siklikla
ortaya  ¢iktigi  bildirilmistir  (151).  Notch’un inhibisyonu, BCR-ABL'nin
hiperaktivasyonuna yol agtigi gosterilmistir (152). IKZF1 varyasyonlari, B-lenfoid
transkripsiyonel diizenleyicileri EBF1, PAX5 ve BTGL'in aktivitesini etkileyen gen
delesyonlariyla birlikte ortaya ¢iktigi ve bunun da, B hiicresi farklilagsmasi blogu ile
sonuglandig@1 bildirilmisgtir (132). Hasta grubumuzun IKZF1 delesyonu ile hangi
varyantlari tagidig1 bilinmemekle birlikte, bu hastalarda PAX5 fiizyonlarinin varligini da
bilmiyoruz. Bu nedenle IKZF1 delesyonu tasiyan hastalarimizin heterojen gen anlatim

seviyesi gosterdigini diistinmekteyiz.

Erg, erken B lenfoid farklilagsmasi i¢in gereklidir ve V(D)J rekombinasyonunda
B hiicre reseptoriiniin olusumunda yer alan anahtar genlerin ekspresyonunu dogrudan
destekleyen ve B hiicresi soyunu tanimlayan Ebfl ile Pax5'i i¢eren bir transkripsiyonel
ag baglatir. Erg delesyonunun, yeniden diizenlenmis bir immiinoglobulin geni ile
tamamlanmasinin B soy gelisimini kurtardigi ve Erg'nin B lenfopoezi kontrol eden gen

diizenleyici agin temel ve asamaya 6zgii diizenleyicisi oldugunu gostermektedir (153).
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GATAL, IKZF1’in yukari yoniinde bir baglanma bolgesine sahiptir (154). EP300-
ZNF384 fiizyonun gen ekspresyonunu nasil etkilendigini inceledikleri caligmada,
ZNF384 etkilesimleri i¢in tiim hedeflerin ve hematopoezin ana diizenleyicisi genlerin
zenginlestigini ve genlerdeki ekspresyonun azaldigini ortaya ¢ikarmiglardir (155). SPI1
ve lkarosun, potansiyel DNA hedef bolgeleri degisen farkli hiicrelerde hem isbirlikgiler
hem de antagonistler olarak hareket edebilecegini gostermislerdir. Bunu da araci

enhensirlar tizerinden yaptig1 bildirilmistir (156).

Arastirilan genlerden PAX5, NOTCH1, SPI1 ve GATAl gen anlatimlarinin
tamaminda diisiik ekspresyon gosteren iki hasta (#P39 ve #P40) hem DUX4-yeniden
diizenlenmesi hem de ZNF384-yeniden diizenlenmesini birlikte tasiyan hastalardir. Bu
hastalardan biri ZNF384-EP300 fiizyonu ve DUX4-yeniden diizenlenmesini tasirken,
diger hasta ZNF384-TAF15, ZNF384-TCF3 fiizyonu ve DUX4-yeniden diizenlenmesini
tasimaktadir. Bu yeniden diizenlemeler, tiimor baskilayict genleri bozarak, gen kopya
sayisini degistirerek, onkogenik fiizyon proteinleri olusturarak veya bir geni baska bir
genin diizenleyici unsurlariyla yan yana getirerek genlerin ekspresyon profilini
degistirebilirler (147).

Soy degisimlerinde ve belirsiz 16semilerde yer alan l6semik klonlarin aslinda
multipotent hematopoietik hiicrelerden tiiretilmis oldugu diistiniilmektedir ve
metilasyon ¢aligmalariyla desteklenmistir. Transkripsiyon faktérlerinin - normal
hematopoez icin 6nemli oldugu ve transkripsiyonel diizenlemenin kaybi 16semi

gelisimine yol actig1 diistiniilmektedir.

Klinik aragtirmalar sonucunda, MPAL hastalarina uygulanan ALL benzeri
tedavilerin, AML veya kombine AML ve ALL yaklasimlari ile karsilastirildiginda ¢ok
daha yiiksek bir remisyon orani elde ettigi gosterilmistir (16). MPAL hasta grubumuza
ALL tedavisi uygulanmigtir ve elimizde 33. Giin yaniti olan hastalarin tamami
kemoterapiye cevap vermistir. Bunun yani sira, MPAL hastalar1 B/Miyeloid, B/T,
B/T/Miyeloid ve T/Miyeloid olarak ayrilip genel ve relapssiz sagkalim durumlari
karsilastirildigi zaman, B/T MPAL’in diger gruplardan daha az oranda genel ve

relapssiz sagkalima sahip oldugu (%85) belirlenmistir.

Giliniimiizde yiiksek verimli dizileme teknolojilerindeki ilerlemeler, 16semilerin
genomik portresini yeniden tanimlanarak siniflandirmasini diizenlemektedir. Giincel

veriler 1s18inda ALL ve AML hastalarinin molekiiler risk siniflamasi i¢in prognostik
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oneme sahip oldugu ortaya ¢ikan bir¢ok yeni belirteg, yiiksek risk grubundaki hastalarin
ayristirilmasi ve uygun tedavi protokolleri ile tedavi edilmesine imkan saglamaktadir.
MPAL’in molekiiler ¢alismalar ile alt gruplara ayrilmasi, ozellikle kotii prognostik
belirteglere spesifik tedaviler i¢in hedef olusturmaktadir. MPAL’deki alt tipleri
tanimlayan degisikliklerin altinda yatan fonksiyonel mekanizmalari aydinlatmaya
yonelik arastirmalar, kisiye Ozel tedavilerin oOniinii a¢gmak i¢in Onemli bir rol

oynayacaktir.

5.1. Sonuc¢

Tez calismasi kapsaminda, MPAL tan1 hastalart ALL ve AML i¢in prognostik
degere sahip olan belirtegler igin taranmus, lenfoid-miyeloid donisiimden sorumlu
olabilecegi diisiiniilen gen anlatimlar1 agisindan incelenmistir. Bu dogrultuda asagidaki

sonuglara ulasilmistir.

MPAL hasta grubu, B/Miyeloid, B/T, T/Miyeloid ve B/T/Miyeloid olarak 4 alt
gruba ayrilmistir ve bir B/Miyeloid fenotipindeki hasta Ph+ MPAL olarak

belirlenmistir.

MPAL gruplar arasinda en sik varyasyona sahip fenotip B/Miyeloid MPAL
olarak belirlenmistir. B-ALL’de %12-15 siklikta goriilen IKZF1 delesyonlart benzer
oranda MPAL grubunda da (%13,5) belirlenmistir. IKZF1 delesyonlar1 B-ALL’de
relaps ve kotii prognoz belirteci olarak bilinmektedir. Sag kalim analizleri MPAL
hastalarinda da IKZF1 delesyonlarmin k&tii prognostik etikisini gostermektedir. BCP-
ALL’lerde %3-5 siklikta goriilen DUX4r ‘nin MPAL hastalarinda daha sik (%10,5)
oldugu ortaya ¢ikmugtir. Sagkalim analizlerine gére MPAL’da iyi prognostik gosterge
olarak degerlendirilmistir. ZNF384r igciincii en sik goriilen varyasyondur (%9,5) ve
sagkalim analizlerine gore MPAL’da iyi prognostik gdsterge olarak degerlendirilmistir.
Bu varyasyonlarin hastalardaki lenfoid-miyeloid doniisiimiine katki sagladig:
diistiniilmektedir. Ancak bu katkinin tanimlanabilmesi i¢in fonskiyonel g¢aligmalarin
gerceklestirilmesine ihtiyag vardir. t(9;22) kotii prognostik belirteg olarak bilinmektedir
ve MPAL’de B/miyeloid fenotipi ile iligkili oldugu bildirilmistir. Hastalarimizin biri
(%2,1) Ph+ B/Miyeloid MPAL’dir ve remisyona giremeden kaybedilmistir.
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MPAL hasta grubumuzda, AML’ye spesifik fiizyonlar veya mutasyonlar
bulunmamaktadir. Calisamaya dahil edilen tim MPAL olgular BFM-ALL protokoliine
gore tedavi edilmis ve AML’ye donilisim gozlenmemistir. Bu klinik veri bizim

bulgularimizi1 da destekler niteliktedir.

MPAL hastalarinin %39’unda (18/46) IKZF1, DUX4r, ZNF384r, t(9;22) ve
t(12;21) genlerinden en az birinde varyasyon saptanmustir. Uc farkli MPAL
fenotipinden (B/Miyeloid, B/T, B/T/Miyeloid) birine spesifik belirgin bir mutasyon
dagilimi goriilmemistir. B/Miyeloid fenotipli hastalarin %48’inde (14/29) en az bir gen
varyasyonu gosterilmistir. B/T fenotipli hastalarinin %18’inde (2/11) IKZF1 delesyonu
ve bir hastada t(12;21) oldugu, B/T/Miyeloid fenotipine sahip ii¢ olgunun birinde
(%33) DUX4r ve ZNF384r birlikte gorillmiistiir.

B/Miyeloid MPAL'nin ALL benzeri genomik yapist ve ZNF384r B/M MPAL ile
B-ALL arasindaki genomik degisikliklerdeki benzerlik, B/Miyeloid MPAL hastalari
icin ALL'ye yonelik tedavinin kullanimina yonlendirir. Hastalara uygulanan ALL-
benzeri tedaviler yiiksek remisyon orami ile iliskili olup, hastalardaki prognostik

belirteglerin varligi da bu durumu desteklemektedir.

Hasta grubumuzda IKZF1 delesyonu tasiyan B/T MPAL hastasi relaps nedeniyle
kaybedilmistir. Bu da IKZF1 delesyonlarinin relaps ve kotii prognoz belirteci oldugunu

desteklemektedir.

Kot prognoz belirteci olan CRLF2 geninin asir1 anlatimmin MPAL hasta

grubumuzda olmadig1 belirlenmistir.

MPAL hastalarinda hematopoetik hiicrelerde soy degisiminden sorumlu
transkripsiyon faktorlerinin anlatimlarinda bozulmalar bildirilmeye baslanmistir. Bu tez
caligmast kapsaminda soy degisimi siirecinde kritik 6neme sahip olan genlerin
anlatimlarina da bakilmistir. Alt fenotiplere spesifik bir anlatim goriilmemekle beraber
MPAL hastalarinin  sahip olduklar1 varyasyonlarin dogrudan ya da dolayh
mekanizmalar ile gen anlatimlarini etkiledigi ve degistirdigi gosterilmistir. IKZF1del ve
DUXA4r tespit edilen hastalarda NOTCH1 ve SPI1 anlatim distkligt, t(9;22) tespit
edilen hastada NOTCH1 anlatiminda artis, DUXA4r tespit edilen hastalarda PAX5 gen
anlatim distikligii ZNF384r tespit edilen hastalarda GATALl gen anlatim diisikligii
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goriilmektedir. Bu konu ile ilgili literatiirde bir veri bulunmamaktadir ve destekleyici

daha fazla ¢caligmaya ihtiyag vardir.

Akut 16semilerde yeni biyobelirteclerin tanimlanmasi ve dolayisiyla molekiiler
temelinin daha iyi anlasilmasi, hastaligin seyrinin daha iyi izlenmesine olanak
saglamaktadir. Genetik anomalilerin  derinlemesine tanimlanmasi, niiks riskini
degerlendirmek ve riski azaltmak igin molekiiler hedefli tedavilerin gelistirilmesi ve
uygulanmasi i¢in 6nemlidir. Genomik ¢alismalardaki ilerleme ve ¢ok 6l¢ekli biyolojik
verilerin  entegre  analizi  kromozomal yeniden diizenlemeler nedeniyle
simiflandirilmamis olan ALL’lerde yeni genetik alt gruplar1 ve yolaklar1 kesfetmemize
izin vermistir. MPAL'nin tan1 kriterleri ve tedavi segeneklerindeki son gelismelere
ragmen, MPAL gelisiminde rol oynayan mekanizmalarin aydinlatilabilmesi igin daha

fazla ¢alisma yapilmasina ihtiyag bulunmaktadir.
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