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7. OZET

Kirat, E. (2021). Pediatrik Akut Lenfoblastik Losemili Hastalarda Prognostik Molekiiler
Belirteclerin Analizi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik A.D.
Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul

Akut lenfoblastik 16semi (ALL) pediatrik kanserler arasinda en sik goriilen hastalik
grubudur. Pediatrik ALL hastalarinda sagkalim oranlari her ne kadar yiiksek olsa da
hastaligin tekrar etmesine (%15-20) bagli oOliimlerin gergeklestigi bilinmektedir.
Glinimiizde ALL’nin genomik profili hakkinda 6nemli gelismelerin tanimlanmasi,
hedefe yonelik tedavi protokollerinin uygulanmasina olanak saglamaktadir. Yapilan
calismalar ile yeni genetik degisiklikler tanimlanmistir. BCR-ABL1-benzeri ALL (Ph-
like ALL) B-ALL’de 6zel bir alt grup olup bu hastalarda gen aktivasyonundan sorumiu
birgok tirozin kinaz ve sitokin reseptorlerinin yer aldigi gosterilmistir. CRLF2 (Cytokine
Receptor-Like Factor 2) geni sitokin reseptor ailesinin bir iiyesi olup bu yeni alt grubun
yaklagik yarisinda IGH-CRLF2 ve P2RY8-CRLF2 seklinde goriilmektedir. CRLF2
geninin artmig anlatimi, ALL hastalarinda olumsuz klinik tabloya katki sagladigi ve
kotii prognozla iligkili oldugu bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda, 59 pediatrik B-ALL
ve 11 pediatrik T-ALL hastasinin tan1 zamani materyalleri kullanilarak, gercek zamanl
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile relatif CRLF2 mRNA anlatim
diizeylerinin belirlenmesi ve prognostik etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Yiiksek
anlatim esik degeri ACt=8,02 olarak belirlenmistir. B-ALL hastalarinin %15’inde
(n=11) yiiksek CRLF2 (Y-CRLF2) mRNA anlatimi saptanmigtir. A Ct>8,02 olan 48 B-
ALL 11 T-ALL hastasinda normal CRLF2 (N-CRLF2) mRNA anlatim: oldugu
belirlenmistir. Y-CRLF2 ile N-CRLF2 gruplari, BFM protokolii klinik parametreleri goz
onlinde bulundurularak yapilan istatistiksel analizlerde anlamli sonug tespit
edilmemistir. Benzer sekilde, CRLF2 medyan iistii ve alti ekspresyon gosteren
hastalarin  klinik verileri arasinda anlamli fark belirlenmemistir. Y-CRLF2 gen
anlatimina sahip hastalarin yas medyan degeri 4, %6,3’li sag, %6,3’linde niiks
gozlenmedigi, %>5,4’iin tedaviye cevap verdigi, tam Idkosit <100.000(x10%L) oldugu,
%0.4’1 yiksek risk ve %0.6’sinin diigiik risk grubunda oldugu, MSS tutulumunun
olmadig1 tespit edilmistir. Genel sagkalim (cox p=0.88) ve olaysiz sagkalim (cox
p=0.81) analizlerinde anlamli sonug¢ belirlenmemistir. Pediatrik ALL’de prognostik
molekiiler belirte¢ olarak gosterilen CRLF2 geni asgir1 artmis anlatim diizeylerinin
kantitatif PZR yaklagimlar ile tespiti esik deger belirlemedeki farliliklar nedeni ile
giicliikler barindirmaktadir. Bu nedenle ilave olarak gendeki yapisal degisiklikerin de
belirlenmesi hastalarin dogru ayristirilmast i¢in 6nemlidir. Bu ¢aligmada her ne kadar
Y-CRLF2 saptanan olgularda klinik olarak anlamli ve prognostik farkliliklar
saptanmasa da Ph-benzeri hastalarin seciliminde Y-CRLF2 olgularin belirlenmesi
onemlidir. Ayrica Y-CRLF2 hastalar JAK inhibitorleri ile tedaviye aday hastalardir.

Anahtar Kelimeler: Pediatrik ALL, BCR-ABL1-benzeri ALL, CRLF2, Gen anlatimi,
Prognostik molekiiler belirtecler
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8. ABSTRACT

Kirat, E. (2021). Analysis of Prognostic Moleculer Markers in Pediatric Acute
Lymphoblastic Leukemia Patients. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Genetics. Master thesis Istanbul. 2021

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common disease group among
pediatric cancer cases. Although survival rates are increased in pediatric ALL patients,
it is known that deaths occur due to recurrence of the disease (15-20%). ALL genome
studies led to defiene various molecular markers that are important in ALL
classification and treatment decisions. One of this subtypes, BCR-ABL1-like ALL (Ph-
like ALL) is involved in gene activation which effects many tyrosine kinase and
cytokine receptors. The CRLF2 (Cytokine Receptor-Like Factor 2) gene is a member of
the cytokine receptor family. Approximately half of this new subgroup carry IGH-
CRLF2 and P2RY8-CRLF2 rearrangements. Overexpression of the CRLF2 gene has
been found as an unfovarable factor and correlated with poor outcome In our cohort,
CRLF2 gene variations had been reported in our previous studies. In this thesis, we
aimed to quantify CRLF2 mRNA expression in 59 pediatric B-ALL and 11 pediatric T-
ALL patients’ diagnosed materials by quantitative-real time polymerase chain reaction
(RT-PCR), and evaluate prognostic significance. The CRLF2 expression cut-off value
(ACt) was determined as 8.02. Consequently, CRLF2 overexpression was detected in
11 B-ALL patients (15%). ACt>8.02 represents normal CRLF2 expression level and 48
B-ALL and 11 T-ALL patients had normal CRLF2 expression. Statistical analyzes were
performed according to the BFM protocol criterias but there was no statistically
significant difference between H-CRLF2 and N-CRLF2 groups. Clinical features of the
H-CRLF2 patients; median value of age is 4 years, 6.3% alive, 6.3% no relapse,
response to treatment (5.4%), leukocyte count at diagnosis <100,000 (x10° / L), 0.4%
high risk and 0.6%low risk group, no CNS involvement. We did not detect any
statistical difference for overall survival (cox p = 0.88) and event free survival (cox p =
0.81). CRLF2 overexpression levels were detected by quantitative PCR however,
several methods have been used to define a cut-off value for CRLF2 expression in the
literature. Herein, we applied different cut-off levels and evaluated statistical analysis.
Detection of contitutional alterations in the gene are important for correct separation of
patients. In this study, although no clinically significant and prognostic differences were
found in cases with Y-CRLF2, it is important to determine Y-CRLF2 cases for the
selection of Ph-like patients. In addition, Y-CRLF2 patients are candidates for treatment
with JAK inhibitors.

Key Words: Pediatric ALL, BCR-ABL1-like ALL, CRLF2, Gene expression, Prognostic
moleculer markers



9. GIRIS VE AMAC

Diinyada en yaygin ikinci 6lim nedeni olan kanser, iilkemizde ilk dort sira
icinde yer almaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun (TUIK) sundugu rapora gore
Tiirkiye’de her bes oOlimden birinin kanser sebebiyle meydana geldigi
bildirilmistir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) paylastig1 verilere gore ise sadece 2018
yilinda, 18,1 milyon insana kanser tanist konulurken, 9,9 milyon kisinin kanserden
hayatin1 kaybettigi bildirilmistir. Son yillarda yapilan 6nemli ¢aligmalar ve gelistirilen
tedaviler neticesinde kanser kaynakli 6liimlerin %30’dan fazlasinin &nlenebilir oldugu
bildirilmistir. Pediatrik kanserlerde ise vakalarin %35’ini l6semiler olusturarak birinci

sirada yer almaktadir.

Losemi, kemik iligindeki immatiir kan hiicrelerinin olgunlasma ve boliinme
yetilerini kaybederek hizli bir sekilde ¢ogalmasi, kemik iligini ele gegirmesi, kana ve
baz1 doku ya da organlara sizmasi ile hematopoetik elemanlarin yerini alarak gelisen
malign hastalik grubudur. Trombosit, eritrosit ve graniilosit yapimi azalir. Buna bagh
olarak halsizlik, yorgunluk, solukluk, nétropeni kaynakli enfeksiyonlar ve trombositoza
bagl kanamalar gibi semptomlar ortaya ¢ikar. Klonal bir hastalik olup, kok hiicre dahil
herhangi bir farklilagsma asamasinda gercgeklesebilir. Akut ya da kronik 16semiler, koken
aldiklar1 oncii hiicrelerin tipine goére lenfoid veya miyeloid olarak ayrilirlar. Ayni
zamanda kendi iglerinde morfolojik, immiinolojik, sitokimyasal, sitogenetik ve
molekiiler acidan incelendiginde farkli alt gruplara ayrilirlar. Hastalara dogru taninin
konmasi ve uygulanacak tedavi protokoliiniin belirlenmesi agisindan bunlar 6nemli
unsurlardir. Loseminin temelinde yatan en onemli nedenlerin genetik ve epigenetik
etmenler oldugu diisiiniilmekte ve multifaktoriyel oldugu bilinmektedir. En yaygin alt
tipi olan akut lenfoblastik 16semi (ALL) siklikla pediatrik hastalarda gériilmekte olup,
tilkemizdeki yillik insidans orani 1,5/100.000°dir. Akut losemilerin insidans1 cografi
bolgelere gore degismekle beraber erkeklerde ve latin-siyah irkta daha sik
goriilmektedir. ALL, lenfositik progenitdrlerin malign hastaligi olup tek bir B yada T
hiicre klonundan koken alir. B hiicreleri humoral immiin yanittan, T hiicreleri ise

hiicresel savunmadan sorumlu lenfositlerdir.



ALL olusumunu tetikleyen ve ayni zamanda hastaligin prognozuyla da
iligskilendirilen 6nemli molekiiler ve sitogenetik degisiklikler var olup, hastaligin yeni alt
gruplar1 tanimlanmistir. Ph-benzeri ALL, yliksek risk grubunda yer alan 6nemli yeni alt
tiplerden biridir ve Ph pozitif ALL ile benzer gen anlatimina sahip fakat BCR-ABL1
onkogeni bulunmayan grup olarak tanimlanmaktadir. Bu alt tip, kotii prognoz ve
olumsuz klinik 6zellikleri ile karakterizedir. Bununla birlikte Ph-benzeri ALL’de ¢ok
sayida tirozin kinaz ve sitokin reseptor gen aktivasyonundan sorumlu genetik
degisiklikler tanimlanmistir. CRLF2 genide sitokin reseptor ailesindendir vePh-benzeri
ALL vakalarinin yaklasik yarisinda bu genin yeniden diizenlenmeleri, P2RY8-CRLF2
fiizyonu veya IHG-CRLF2 translokasyonu seklinde goriilmektedir.  Giiniimiizde
ALL’de minimal kalinti hastalik takibi, coklu kemoterapi uygulamasi, yapilan risk
siniflamasinin dogrulugu ve hastalia ait genomik profilin kesfedilmesi ile hastalardaki
sagkalim oranlarinin geg¢mis yillara kiyasla ciddi boyutta arttigi bildirilmistir. Bu tez
calismas1 kapsaminda amacimiz, pediatrik ALL hastalarinda CRLF2 gen anlatim
diizeylerini kantitatif gercek zamanli PCR (QRT-PCR) yontemi ile belirleyerek klinik

parametrelerle karsilastiritlmasi ve prognostik etkilerinin saptanmasidir.



10. GENEL BIiLGILER

10.1. LOSEMIi

10.1.1. Loseminin Tanim ve Siniflandirmasi

Losemiler kemik iliginden koken alan kan hiicrelerinde meydana gelen
olgunlagmamis blast hiicrelerinin ¢ok fazla g¢ogalmasiyla hematopoetik hiicrelerin
yerini almast ve malign transformasyonu sonucu gelisen neoplazmlardir (1).
Literatiirde ilk 16semi vakasi; erigkin bir hastanin karin agrisi, ates, halsizlik ve idrar
yolu taglarindan kaynaklanan sikayetlerini bagvurmasiyla 1827 yilinda Alfred Velpeau
tarafindan bildirilmistir. Hematopoetik hiicrelerin tanimlanmasi1 ve mikroskobun
kesfinden sonra 1845 yilinda Craigie ve Bennet tarafindan tanimi yapilan 16semi
hiicreleri, 1847 yilinda patolog Rudolf Virchow tarafindan kanin beyaz renginden
dolay1 “leukhemia” (weisses blut) seklinde isimlendirilmistir. Neumann 1870’de
16seminin dalak, miyelojen ve lenfatik 16semi olarak siniflamasini yapmis ve kemik
iliginden kaynaklandigini vurgulamistir. 1942 yilinda ise Gilman ve ark. l6semilerde
ilk kemoterapi tedavisini uygulamistir. . 1827’de ilk vaka bildiriminden bu yana
16semi hastaligi, hem klinik olarak hem de genetik arastirmalarla ilgi duyulan genis

hastalik grubu olmustur (2, 3).

Losemide kan hiicreleri kemik iligindeki kok hiicrelerden gelisirler ancak
olgunlasip farklilasamazlar. Olgunlagsma gdsteremeyen bu hiicreler kemik iliginde
prolifere olur ve normal hematopoetik hiicrelerin yerini alir. Mekanizma tam olarak
anlagilamamakla birlikte gen amplifikasyonlari, kromozomlardaki yeniden
diizenlenmeler, delesyonlar, nokta mutasyonlari, sitogenetik  degisimler,
translokasyonlar gibi DNA hasarini olusturabilecek bu genetik faktorler hiicrenin
farklilasmas1 ve proliferasyonun diizenlenmesi gibi normal biyolojik siireglerini
olumsuz yonde etkileyerek saglikli hiicre olusumunu engeller. Genetik etmenlere ek
olarak virus, ila¢ ve kimyasal ajanlar, iyonize 1sinlar gibi cevresel faktorler de 16semi
egilimini artiran unsurlardir. Losemiler, morfolojik olarak kemik iliginden kdken aldigi
hiicre tipine gére miyeloid veya lenfoid, ¢ogalan kan hiicresinin geng ya da olgunlagmis

olmasima gore akut ya da kronik olarak smiflandirilmaktadir (4). Akut 16semi “blast”



ad1 verilen olgunlagmamisg hiicrelerden kaynakli olup, hastaligin ilerleme hizi kronik
l6semiye oranla daha hizlidir. Kronik 16semide ise olgunlasmis (blastik) kemik iligi
elemanlarinin artis1 s6z konusudur, hastaligin ilerleme hizi ve hiicre sayisindaki artig
yavastir. Losemiler hiicrelerin olgunlasma derecesi ve onciil hiicrelerine gore temel

olarak dort gruba ayrilir;

Akut Lenfoblastik Losemi (ALL): Kemik iligindeki hiicrelerde olusabilecek
genomik hasar sonucu ve lenfoid progenitor hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi ile
gelisen kotii huylu bir hastaliktir. En sik pediatrik donemde goriilen ALL, nadiren 50

yas ve Ustii erigkinlerde de goriilmektedir (5).

Akut Myeloblastik Losemi (AML): Kemik iligindeki miyeloid seriye ait
progenitdr hiicrelerin kontrolsiiz olarak c¢ogalmast ile olusan klonal bir
hastaliktir. Erigkinlerde daha sik gozlenirken pediatrik akut 16semilerin %15-
20°ni olusturur. Gelistirilen tedavilere ragmen AML’deki hastaliksiz sag kalim

oran1 %50’nin altindadir (5).

Kronik Lenfositik Losemi (KLL): Viicutta bagisiklik sisteminden sorumlu
olan B ve T lenfosit hiicrelerinin kismende olsa olgun hiicre doneminden kdken
alan ancak tam olarak olgunlasamamis kiigiik lenfositlerin kan, kemik iligi,
dalak ve lenf bezine sizarak hiicre fonksiyonun bozulmasi ile karakterize olan
habis bir hastaliktir. Pediatrik donemde daha nadir olarak goriilen hastalik
genellikle 60 yas ve iistii eriskinlerde ortaya ¢ikmasina ragmen hastalarin %15°1

50 yasin altindadir (5).

Kronik Myeloid Losemi (KML): Kemik iligindeki asir1 myeloid hiperplazi ve
kanda yiiksek 16kosit sayisi ile kendini gosteren klonal myeloproliferatif bir
hastaliktir. KML’de losemi hiicreleri, akut I8semi patolojisinin aksine
farklilasma yeteneklerini kaybetmemislerdir. Philadephia kromozomu ile
karakterize t(9;22) olan hastalik eriskin I6semilerin %20°ni olustururken siklikla

erkeklerde (E/K: 1.4/1) goriilmektedir (5).



10.1.2. Akut Lenfoblastik Losemi

ALL olgunlagsma dénemindeki immatiir blastlarin lenfoblast asamasinda kalmasi
sonucu kemik 1iligi, periferik kan ve takiben diger dokularda kontrolsiiz olarak
cogalmastyla kendini gosteren habis huylu heterojen bir hastaliktir. En belirgin 6zelligi
ise farklilasma yoniinden kusur gostermeleridir. Cocukluk dénemi kanserlerinin %25-
30’unu losemiler olustururken vakalarin %75-85’ini ALL olusturmaktadir. Tablo 1’de
ALL patogenezinde rol alan faktorler gosterilmistir (6). Kizlarda 16semi sikligi
erkeklere gore 1/1.2-1.3 oranla daha az goriilmekte olup g¢ogunlukta beyaz irkta
saptanmaktadir (5, 7). Genom profillendirme analizleri sonucunda ALL prognozu ile
iligkilendirilen birgok genetik degisim ve yeni hastalik alt gruplar1 tanimlanmistir.
ALL’de ozellikle pediatrik hastalarda sagkalim oranlart yiiksektir. Giiniimiizde
hastalarin tedavi se¢iminde ve risk siniflamasinda, beyaz hiicre sayisi, cinsiyet, yas,
minimal diizeyde hastalik takibi ve ek olarak kazanilmis genetik bozukluklara gore bir
ayrim yapilmaktadir. Ulkemizde yillik insidans hiz1 milyonda 34,4 olan ALL remisyon
indiiksiyonu yani baslangi¢ tedavisi, giiclendirme tedavisi (konsolidasyon) ve idame
fazlarindan olusan bir protokol ile tedavi edilmekte ve bu uygulamalar neticesinde

giiniimiizde dort yillik sagkalim %80’in iizerinde oldugu bildirilmektedir (5, 7, 8).

Tablo 1: ALL patogenezinde etkili olan faktorler (6)

v v v v

iyonize Radyasyon  Kimyasal Maddeler ilaclar Genetik Faktorler ¢Sk
Benzen Alkilleyici ajanlar Ikiz konkordansi (%20)
Metabolitleri fenol Epipodofilotoksin Down sendromu 1/95
Hidrokinon Bloom sendromu 1/8
Katekol Fankoni anemisi 1/12
Benzenetriol Norofibramatozis

Ataksi telenjiektazi

Li-Fraumeni sendromu

Diamond-Blackfan anemisi



Akut 16semide uygulanacak tedavinin belirlenmesi amaciyla 16semik hiicrelerin
morfolojik, sitokimyasal smiflama, imminfenotipleme, molekiiler genetik ve
sitogenetik Ozelliklerini esas alarak siniflama yapilmaktadir. Bu ozellikleri baz alarak
ALL ve akut nonlenfoblastik 16semi veya akut miyoleid 16semi (ANLL-AML) olmak

tizere iki farkli grupta incelenirler.

10.1.2.1. Morfolojik Stmiflama

‘French-American-British” (FAB) smiflamasi, bir grup hematologun neoplastik
hiicreleri; hiicre goriiniimii, kromatin yapisi, ¢ekirdek sekli, sitoplazma ve c¢ekirdekeik
boyutlar1 gibi morfolojik 6zelliklerine gore farkli gruplara ayirarak yaptigi siniflamadir.
Gilinlimiizde de hiicrelerin morfolojik olarak degerlendirilmesinde bu siniflama (FAB)
kullanilmaktadir. Akut 16semilerde FAB smiflamasi1 Tablo 2’de gosterilmistir. ALL’de
strastyla; ¢ocukluk tipi L1 (%80-85), eriskin tipi L2 %15 ve burkitt tipi L3 %]1-2

oranlarinda goriilmektedir. (9).

Tablo 2: Akut Losemilerde FAB Smiflamasi

Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

L1 Cocukluk tipt ALL
L2 Eriskin tipi ALL
L3 Burkitt tipi ALL

FAB morfolojisinin ALL’nin seyrinde ©nemli bir prognostik belirteg oldugu
bildirilmistir. L1 tipi hiicreler daha uzun siireli remisyon ve siirvi gostergesidir. L2
grubu daha fazla niiks oraniyla kotii prognozu temsil eder. Prognozu en kotii olan grup

Burkitt tipi yani L3 tiir (10).

Losemi tiirlerini ve alt gruplarini tanimlama amaciyla morfolojik 6zelliklere ek
olarak sitokimyasal boyama yontemleri de uygulanmaktadir. Lenfoid ve myeloid oncii
blastlarin az ya da ¢ok boyanmasi veya hi¢ boyanmamasina bakilarak 16semi tipini
ayirmak mimkiin olmustur. Bunun icinse enzimatik ve enzimatik olmayan boyalar
kullanilmistir (11). Ornegin; lenfoblastlar, monosit ve graniilositlerin igerdikleri enzim
aktivitelerini gosteremedikleri i¢in sudan black, peroksidaz, nonspesifikesteraz ve klor
asetat esteraz gibi boyalar ile boyanmazlar ancak terminal deoksiniikleotil transferaz

(TdT) enzimi varliginda anti TdT ile boyanirlar.“TdT niikleer enzimi” yillarca tanilarda



kullanilan 6nemli bir belirteg olmustur. ALL’li vakalarin %90’dan fazlas1 bu (TdT)

enzimini igerirler ve kotii prognostik etkisi vardir (2, 11, 12).

10.1.2.2. immiinolojik Simflama

Immiinofenotiplendirme, flow (akim) sitometrisi kullanilarak yapilan ve blastin gelisim
asamasindayken duraksayip hangi basamaktan koken aldiklarini tespit etmeye yarayan
bir yontemdir (13). Miyeloid ve lenfoid hiicre yiizeylerinde yer alan “Clusterof
Differentation” (CD) vyani farklilasma demetleri olarak tanimlanan antijenler,
l6semilerin alt gruplara ayrilmasina ve etiket misali hiicrelerin hangi gelisim evresinde
oldugunu anlamaya olanak saglamistir. Akim sitometri sayesinde akut 16semilerin
biyolojik gelisimleri hakkinda diger yontemlere kiyasen daha duyarli ve kisa siirede
bilgi edinmek miimkiin olagelmistir (14). immiinolojik siniflama ile ALL hakkinda su
bilgileri siralayabiliriz;

» ALL’de immiinolojik siniflama; common ALL (CALLA), B-ALL (erken
pre-B, pre-B, ge¢is pre-B, matiir B), T-ALL (erken, orta, ge¢ timosit), non
B/non T ALL olmak iizere 4 ana gruba ayrilir.

» Pediatrik donem ALL’de (%80-85) oncii B hiicreleri ve B hiicreli
antijenler yer almakta, yine pediatrik donem ALL’nin %15’ini T hiicreli,
%2’sini matiir B hiicreli ve CD10 pozitifligi var olan alt grup “common
leukemia-associated antigen” yani CALLA (+) ya da common ALL olarak
adlandirilmaktadir.

» CALLA genelde iyi prognoza sahip olup CD10 monoklonal antikorlariyla
isaretlenmektedir. Intrasitoplazmik immiinglobulinler ve T hiicre
antijenlerine sahip degillerdir. Pre-B ALL c¢ocukluk donemi ALL’nin
%20’sini kapsamaktadir, CD10 pozitiftir. Pre —-B ALL’de niiks erken pre-
B-ALL ye gore daha siktir ve yasam siiresi daha kisadir. Matiir-B ALL’nin
kotii prognostik grupta yer alir. B-ALL, “CD19, CD20, CD22, CD24 ve
CD79a” gibi farkli antijenlerin isaretlenmesiyle karakterizedir.

» T-ALL’de ise “CD2, CDS5, CD7, sitoplazmik CD3 ve TdT” tasimakta olup
“CDI1, CD3, CD4, CD8” T hiicreli ALL i¢in spesifik belirleyicileridir.
CDI10 negatiftir ve kotli prognoza sahiptir. Pediatrik donem ALL’sinin
%10-15"de rastlanir ve erkeklerde daha siktir.



» Non B/Non T tiim akut lenfoblastik 16semilerin %15’ini olusturmakta ve
common ALL (CALLA), B-ALL veya T-ALL antijenleri goriilmeyen
hiicrelerden meydana gelmektedir (13, 14).

10.1.3. Losemilerin Molekiiler Temelleri

Hematopoetik hiicre yapimi ve gelisimi embriyogenez ile birlikte baslayip takiben
karaciger, timus ve kemik iliginde fetal donemin sonuna kadar devam etmektedir.
Kemik iligi, dogumla beraber tiim yasam siiresince kan hiicrelerinin iiretimini saglayan
organdir. Kan hiicrelerinin yapimi devamlilik gerektiren dinamik bir siire¢ olup, yapim
ve yikim arasindaki dengenin saglanmasi ve kontrolii onemlidir (15-17). Hiicre
siklusunun kontroliinde rol alan tiim genlerde (proto-onkogen ve/veya timor
baskilayic1) gerceklesecek olan mutasyonlar (delesyon, translokasyon veya
amplifikasyon), bazi sayisal yada yapisal kromozomal anomaliler ile meydana gelecek
kimerik genler, hematopoetik hiicrelerin biiytimesi, devamliligi ve farklilasmasi
arasindaki dengelerin bozulmasiyla 16semi olusumuna neden olmaktadir. Bu durum

hiicresel proto-onkogenlerin onkogen kimligi kazanmasina da yol agmaktadir (18, 19).

Gen anlatim1 kontrol mekanizmasinin bozulmasi gibi durumlarda gen fiizyonu
ve gen aktivasyonu sonucu ldsemi olusumu kagimilmazdir. Gen fiizyonu; bir proteinin
transkripsiyon faktorii veya reseptor tirozin kinazin (RTK) alakasiz bagka protein ile
birleserek onkogenik o6zellige sahip kimerik bir protein olusturmasidir. Olusan bu
kimerik protein, hiicrenin malign doniisiimiine neden olmaktadir. Buna 6rnek olarak
t(9;22)  Philedelphia  kromozomu  verilebilir.  Gen  aktivasyonunda,hiicrede
transkripsiyonu kontrol eden genlerin yanlis bir bigimde baska genlerin “enhancer” ya
da aktif promotorunun kontrolunde olmasidir. Ig veya T-hiicre reseptorlerinin

“enhancer” ya da promotorunda goriiliir (20).

Proto-onkogenler, hiicrenin mitoza girmesi ve apoptoza yoOnlenmesinde
diizenleyici rol oynayan genlerdir. Bunu da G protein sinyal yolagi, transkripsiyon
faktort, bliylime faktorii ve biiylime faktorii reseptorleri, kromatin modifikasyonlar1 vb.
araciligiyla yapar. Proto-onkogenler, mutasyonlar ve gen anlatimi degisiklikleriyle
onkogen haline doniisiirler. Onkogenler, hiicrenin biiylimesini ve proliferasyonunu

anormal sekilde arttiran mutant genlerdir (21). Timor baskilayict genler, apoptozu



indiikleyerek yaslanmig hiicrelerin yok edilmesini saglar. Proliferasyonu dogrudan
(gatekeeper) ve dolayli (caretaker) olarak baskilayan iki tip tiimor slipresor gen vardir.
Bunlardan ilki, hiicre siklusunu kontrol eder ve hiicre apoptozunu yonlendiren genler bu
grup icerisinde yer alir. Digeri ise genomdan sorumlu DNA tamir genleridir ve
mutasyonlarin ortaya ¢ikmasmi engellerler. Ozetle, onkogenler cogunlukla nokta
mutasyonu, gen amplifikasyonu veya translokasyonlar gibi genetik degisimlerle; timor
baskilayici genlerin ise nokta mutasyonu ya da delesyon gibi fonksiyon kaybettirici
genetik degisimlerle olustugu sOylenebilir (22). Kromozom  translokasyonlari,
kromozom monozomisi, nokta mutasyonlari, delesyonlar gibi genetik degisimler sonucu
timor baskilayici genlerin fonksiyon gosterememesi durumunda neoplazi olusur. Timor
baskilayict genler homozigot mutasyonlar sonucu kansere sebep olurken, onkogenlerde

bu durum heterezigot mutasyonlar sonucu ger¢eklesmektedir (20).

Hiicre popiilasyonunda hiicre miktarini etkileyen en 6nemli unsurlar, ¢cogalma
hiz1 ve 6liim hizidir. Anormal olarak gerceklesen proliferasyonun durdurulmasi, DNA
sentez isleminin ve hiicre boliinmesinin engellenmesiyle olur. Cogalmanin uygun ya da
gerekli oldugu zamanda ise inhibitor mekanizmalar engellenerek biiylime ve ¢ogalma
sinyallar1 ortaya ¢ikar. Hiicre gelisimi, baz1 hormonlar da dahil olmak {izere biiylime
faktorleri (hiicre disi), biliylime faktorii reseptorleri tirozin kinazlar (transmembran,
JAK2, IL-7R, FLT3 gibi), transkripsiyon faktorleri (PU.1, E2A, EBF, IKZF1 ve PAX5
gibi.) ve intrasitoplazmik ligandlarin onkogenik aktivasyonu ile uyarildiklarinda
gergeklesir (23). Biiyiime faktorii reseptorleri kromozomal yeniden diizenlenmeler,
mutasyonlar veya yliksek anlatim sonucundaaktive olurlar. Normal formdaki biiyiime
faktorlerinin asir1 anlatimi mutasyonlarindan daha sik goriiliir. Asir1 anlatim bazi

durumlarda gen kopyasindaki ve amplifikasyonundaki artisa eslik eder (24).

10.1.4. Lésemilerde Molekiiler Genetik Degisiklikler ve Prognostik Onem Tasiyan
Genetik Belirtecler

Losemi ve diger kanserlerin patogenezinde rol alan genetik degisiklikleri su sekilde

siralayabiliriz;



e Sayisal kromozom bozukluklar: (Hiperdiploidi, Hipodiploidi)
e Yapisal kromozom bozukluklari (Translokasyon, Inversiyon)
e Gen anlatim degisiklikleri

e Tek gen mutasyon ve delesyonlari

e Epigenetik degisiklikleri gibi.

Losemi olusumunda rol alan, prognostik agidan degerlendirmede oneme sahip
veya uygulanacak tedaviye yon vermeye yardimci olan bazi molekiiler biyobelirtegler
tanimlanmistir. Literatiirde giincel olarak bildirilmis, pediatrik progenitér B-ALL ve T-
ALL’de prognostik 6nem tasiyan aday biyobelirtecler; hiperdiploidi, hipodiploidi,
IAMP21, ETV6-RUNX1, ETV6-RUNX1-benzeri, KMT2A, KMT2A-benzeri, BCR-ABL1,
BCR-ABL1-benzeri, CRLF2, BCR-ABL1-benzeri olmayan CRLF2, IKZF1-N159Y,
TCF3-PBX1, PAX5 degisiklikleri, PAX5-P80R, DUX4, ZNF384, ZNF384-benzeri,
MEF2D, NUTM1, BCL2/MYC ve digerleri (B-ALL). T-ALL’de TAL1, TLX3, ETP,
LYL1, TLX1 olarak siralanabilir. Bu genetik degisikliklerin ¢ocuklarda diisiik risk ve
yiiksek risk smiflamasindaki goriilme orani, ergen ve geng eriskinlerde (AYA:
Adolescent and Young Adults) veyetiskinlerde ki goriilme sikliklari, T-ALL’de goriilen
genetik degisiklikler ve siklikliklar1 Sekil 1°de gosterilmistir (25-28).
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Hiperdiploidiler: kromozom sayis1 46’dan fazla olan grup olarak tanimlanmaktadir.
Kromozom sayis1 47-50 arasi olan grup disiikk hiperdiploidi, 51-67 olan ise yliksek
hiperdiploidi olarak tanimlanir. Diislik hiperdiploidide kromozom kazanimi genellikle
21, 13, ve 8. kromozomlarda goriilirken diger grupta 14, 18, 4, 21, X, 17, 6 ve 10.
kromozomlart ilgilendirdigi bildirilmistir (29). Hiperdiploidi iyi prognoz belirtecidir. Bu
grupta sagkalim oram1 5 yilda %83’lere ulasabilmektedir. Ancak bu oran erigkin
hastalarda daha diisiiktiir. Kromozom sayist 46 oldugu halde yapisal veya sayisal
anomalilerin oldugu duruma psododiploidi denmektedir. ALL vakalarin bir¢ogu
psododiploidi veya hiperdiploidi ile seyretmektedir. Vakalardan psddodiploidi olanlarin
prognozu daha kotii iken yiiksek hiperdiploidisi olanlarin ise prognozu daha iyidir.
Pediatrik ALL’lerin  %20-30’u yiiksek hiperdiploidi 6zellik gosterirken, T-ALL
hastalarmin birgogu psddodiploidi ya da diploidi gostermektedir. Bazi yapisal kromozom
anomalilerinin de dahil oldugu yiiksek hiperdiploidilerde ise prognoz farklilik
gosterebilir. Ornegin i(17)(q10), t(9;22) (q34;q11), del(6q) gibi. t(9;22)(q34;q11) ile
i(17)(q10) arasindaki birliktelik kotii prognoza belirtecidir. Hipodiploidiler 45
kromozomun altinda kromozom sayisina sahip olan gruptur. ALL hastalarinda genel

olarak goriilme sikligi %2 olup, kotii prognoz belirtecidir (27-29).

TEL(ETV6)-AML1(RUNX1) fiizyon geni t(12;21)(p13q;q22): “Translocation ETS
Leukemia” geni 12p13°te AMLI1 geni ise 21922.3 kromozom bdlgelerinde lokalizedir.
t(12;21)(p139;q22) kromozomlar1 arasindaki translokasyon sonucu
ETV6/RUNXL(TEL/AML1Y) kimerik geni olugsmaktadir. RUNX1’deki hedef olan genlerin
kontrol mekanizmasinin bozulmasi ya da ETV6 proteinin fonksiyon gosterememesi
durumunda pediatrik donemin en yaygin hastaligi olan ALL’ye neden olmaktadir.
Translokasyonlarin tespiti icin sitogenetik yontemlerden ziyade floresan in-situ
hibridizasyon (FISH) teknigi veya ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) yontemine bagvurulur. Pediatrik pre-B ALL olgularinda t(12;21) siklig1 %25 iken,
eriskin ALL hastalarinda ¢ok nadir goriilmektedir. Bunun yaninda, BCP-ALL (pro-b
hiicreli ALL)’de en c¢ok rastlanan molekiiler genetik degisimdir. Yogun tedavi
uygulandig1 taktirde prognoz iyidir. Ayrica bazi hastalarda, bu translokasyona ilave
olarak del(12p) (%50-70), +21 (%5-20), +der(21)t(12;21) (%5-15) gibi ek anomaliler de

goriilebilir. Ek degisimlerin prognostik agidan etkisi tam olarak bilinmemektedir (30-
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32). 21. Kromozomun kromozom i¢i (IAMP21) ALL vakalarmin %0,5-2sinde

goriilmektedir.

BCR-ABL1 fiizyon geni t(9;22)(q34;91l): “Breakpoint Cluster Region” geni
22q11.2°de, ABL geni ise 9q34.1°de lokalizedir. 9. Kromozomdaki q34.1 bandinin 22.
kromozomdaki q11.2 bant bolgesi ile translokasyonu sonucunda BCR-ABL fiizyon geni
olusmaktadir. Bir diger ad1 ise Philadelphia (Ph) kromozomudur. Yetiskin ALL’de daha
yaygin (%25), ¢ocuklarda ise yaklasik olarak %5 civarinda goriilmektedir. Nikks ALL’li
olgularda bu rakam %17’ye ¢ikmaktadir. Pediatrik donem ALL’de indiiksiyon tedavisi
sonucunda hastalarin yaklasik %99 oraninda remisyona ulasilmaktadir. Bes yillik
sagkalim %70-80, eriskinlerde ise %35-75 civarlarindadir. Kronik miyeloid 16semi
(KML) vakalarinin %95’inde BCR-ABL kimerik geni mevcuttur. Ug farkli kirik noktas:
vardir bunlar; p190, p210, p230°dur. KML’de her ne kadar benzeri flizyon geni
meydana gelse de olusacak tiriin farklilik gostermektedir. ALL’de en sik olarak 190 kb
iken KML’de 210 kb’dir (33, 34).

BCR-ABL1-benzeri ALL (Ph-like) Alt Grup: Ph pozitif ALL hastalarinin gen anlatim
profillerine benzerlik gosteren ancak BCR-ABL1 translokasyonu tagimayan bir alt
gruptur. Mullighan ve ark. BCR-ABL1 pozitif hastalara benzer gen anlatim profiline
sahip, siklikla IKZF1 delesyonu gbzlenen bir B-ALL alt grubu olarak tanimlamiglardir
(35). Ayn1 dénemde yapilan bir baska ¢alismada, Den Boer ve ark. pediatrik B-ALL
olgularinda gen anlatim profili analizi yaparak ayni alt grubu tespit etmis ve “BCR-
ABL1-like” olarak isimlendirmistir. B-ALL’nin%15-20’sini bu grup olusturmaktadir.
BCR-ABLbenzeri ALL grubu IKZF1, EBF1, TCF3, PAX5 gibi belirteclerin
delesyonlar1 ve artmig CRLF2 gen anlatimina sahiptir (36). BCR-ABL-benzeri ALL,
diger genetik alt tiplerin (Ph-pozitif ALL, kromozomal translokasyonlar veya gen
fiizyonlar1 ile smiflanan ALL) aksine gen anlatim profili ile belirlenmektedir. Bu
ekspresyon profiline yol agan tirozin kinaz aktivitesini tetikleyecek genetik degisimler;
JAK2, CRLF2, EPOR gen yeniden diizenlenmeleri, ABL1, ABL2, CSF1R ve PDGFRB
fiizyonu, JAK1, JAK2 ve JAKS3 ve interlokin 7 reseptor mutasyonlari vb.. TSLPR (timik
stromal lipoprotein) substrati CRLF2 reseptoriine baglanmasi ile kinaz aktivitesi
gosteren JAK1 ve JAK2’yiaktiflestirir. JAK2 ailesinin aktivasyonu, STATS sinyal yolagi
ve PI3K /mTOR araciligr ile hiicre proliferasyonunu ve biiylimeyi uyarir, hiicre

sagkalimini uzatir (Sekil 2) (37, 38). Baslangicta kotli prognoza sahip bir alt grup iken,
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giintimiizde tirozin kinaz ve JAK inhibitorlerinin tedavi protokollerine eklenmesi ile bu

grupta yer alan hastalarin = sagkalim siiresi iyilestirilmistir (27, 28).
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Sekil 2: Ph-benzeri ALL Sinyal Yolaklari (37).

BCP-ALL’de gorillen mutasyonlar, Jak/Stat sinyal yolaklari, TP53/RB1 timor
baskilayici gen yolaklart ve RAS sinyal yolaklarimi ilgilendirmektedir. RAS sinyal
yolag1 mutasyonlarinin pediatrik ALL’deki siklig1 %15-30 oranindadir. Prognostik etki
tam net degildir fakat prognozun kotii olmadigi 6n goriilmiistiir.

TP53/RB1 yolagi, bircok tiimorde bu yolaklardaki anomaliler tedaviye direng
olusturmakta ve prognoz acisindan degerlendirildiginde kotii seyrettigi bildirilmektedir.
Pediatrik donem ALL’de TP53 mutasyonlar1 artmis hastalik niiksii ve azalmis tedavi

basarist ile iligkilendirilmektedir (32, 37).

JAK/STAT Sinyal Yolagi: “Signal Transducer and Activator of Transcription Protein”
(STAT)’ler fetal gelisim, hiicrelerin gelisimi ve farklilagsmasi, apoptoz, inflamasyon,
immiin yanit ve transformasyon gibi 6nemli biyolojik islevlerde rol oynamaktadirlar.
JAK2 9p24°de lokalize olup 4 iiyesi bulunmaktadir (Tyk2, JAK1, JAK2 ve JAK3). JAK
(Janus Kinase) mutasyonlar1 pre-B-ALL’de yaklasik %10 siklikta goriilmektedir. JAK
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mutasyonlari, BCR-ABL1 benzeri gen anlatim profiline sahip B-ALL’de, lenfoid gelisim
(CDKN2A/N, IKZF1 mutasyonlar1 vb.) , ve tiimor baskilanmasi gibi pek ¢ok hiicresel
yolakta sorumlu olan genlerde var olan genetik bozukluklarla iliskilidir (39, 40).
Mutasyonlarin JAK/STAT yolagin1 aktive etmesi durumunda tedavi i¢in JAK1/2
inhibitorleri kullanilabilir. JAK2 mutasyonlari, ¢ogunlukla IKZF1 ve CDKN2A/B ile
birliktelik gostermektedir. Down sendromlu ALL’lerde CRLF2 geni yeniden
diizenlenmeleri ile birlikteligi yaklasik %60 dolaylarindadir. JAK sinyalizasyonunda
JAK1 ve JAK2, CRLF2 ve IL7R genlerinin rolii olduk¢a dnemlidir. Yiiksek risk grubu
ALL’de IKZF1 mutasyonlar1 siklikla CRLF2 ve JAK2 mutasyonlart ile birliktelik
gosterir (41).

IKZF1 (IKAROS): 7pl12.2°de lokalize olan IKZF1, (Ikaros Family Zinc Finger-1) 8
ekzondan olusan bir trankripsiyon faktoriidiir. IKZF1, lenfosit farklilagsmasinda
diizenleyici rol oynamaktadir. IKZF1 delesyonlar, BCR-ABL1 pozitif B-ALL
olgularinda %70, BCR-ABL1 negatif olgularda ise %40 siklikla goriilmektedir.
IKZF1’in delesyonlar1 6zellikle de pediatrik oncii B-ALL’de risk siiflamasi igin ele

alinan prognostik 6neme sahip molekiiler bir belirtectir (42, 43).

PAX5 (Paired Box Domain Gene 5): ): 9.p13’te lokalize olan PAX5, 6ncii-B hiicre
serisi genlerinin aktivasyonunu kontrol etmesi, lenfoid serinin baskilanmasi ve matiir B
hiicre serisinin olusumunu saglamak gibi onemli islevlere sahip bir transkripsiyon
faktoriidiir . Baskilayic1 bolgesi ve transaktivator olmasi sebebiyle, hedefindekigenleri
hem baskilama hem de aktive etme yetenegine sahiptir. BCR-ABL negatif yiiksek risk
oncii B-ALL’nin %31,7’sinde PAX5 delesyonlari saptanirken, BCR-ABL1 pozitif olan
grup i¢in ise ~ %33 olarak bildirilmistir. B-ALL nin %2-3’lindea ise PAX5 yeniden
diizenlenmeleri gozlenmektedir (44, 45).

11923 MLL geni anomalileri: “Mixed lineage leukemia” geni olarak da tanimlanan
11g23°teki MLL geni yeniden diizenlenmeleri, yenidogan ALL’lerin 2/3’ilinde, pediatrik
ve yetiskin donem ALL’lerin ise %1-10 bildirilmistir. MLL geninin eslik ettigi cok
sayida translokasyon vardir. Siklikla (46);
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e 1(11;19) (q23;p13.3)/ MLL-MLLT1 (ENL)

o 1(4;11)(g21;023)/MLL-AFF1 (AF4)

o 1(6;11)(q27;023)/MLL-AF (AF6)

o 1(10;11)(p13-15;q14-21)/MLLMLLT10 (AF10)
e 1(9;11)(p22;023)/MLL-MLLT3 (AF9)

E2A-PBX1 fiizyon geni t(1;19)(q23;p13.3): Pediatrik ALL vakalarinda, ikinci en sik
saptanan kromozomal anomalisi t(1;19)(g23;p13.3) translokasyonudur. TCF3(E2A)-
PBX1 fiizyon geni olusur. 123 ve 19pl3 kromozomlar1 arasinda gergeklesen
translokasyon dengeli/dengesiz olabilmektedir. Pediatrik ALL’de %]1-6, eriskinlerde
%1-3 oranlarinda goriildiigii bilinmektedir. B-ALL olgularinda daha siklikla
goriilmektedir. Prognostik agidan degerlendirme tam net olmamakla birlikte yogun

kemoterapi sayesinde iyi tedavi sonuglari elde edilebilmektedir.

ABL1-NUP214 fiizyonu t(9;9)(q34.1;934.3): T-ALL’de 9. kromozomda tanimlanmig
yeni bir genetik degisikliktir. Hastalarin bir ¢cogunda TLX3 yada TLX1 gen anlatimu,
t(7;10)(g35;924) veya t(10;14)(g24;911), +8, CDKN2A/B homozigot veya hemizigot
delesyonlar1 goriilebilir. Prognozu diger T-ALL alt gruplarina oranla daha iyidir (46,
47).

CALM-AF10 fiizyon geni t(10;11)(p13;q14): T-hiicreli akut lenfoblastik 16semisinde
%10 civarinda gézlenmekte olup prognozu iyi seyretmemektedir (PICALM-MLLT10).
AML ve diger losemi tiirlerinde de goriilebilir. Bu grupta, %4 oraninda MLL
mutasyonlart saptanmis olup siklikla MLL-MLLT1 t(11;19)(g23;p13) gen fiizyonu
gozlenmektedir (48).

Pediatrik ALL’de prognostik biyobelirteclerin degerlendirmesi Tablo 3’te gosterilmistir
(49).
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Tablo 3: Pediatrik akut lenfoblastik 16semide prognostik belirteclerin degerlendirilmesi.

Prognostik Risk Belirtecleri Iyi Prognozlu Katii Prognoziu

Yas 1-9 <1;>10

Irk Beyaz Latin-Siyah 1rk
Cinsiyet Kadin Erkek

Lokosit sayisi <50.000/mm? >50.000/mm?

MSS durumu MSS1 MSS 2 veya 3
Organomegali Yok Var

Immunofenotip Oncii B-ALL Olgun B-ALL, T-ALL
Sitogenetik t(4;11), t(9;22), t(1;19)
Kromozom sayist >50 <45, ozellikle 24-28
DNA indeksi >1.16 <1.16

Trizomi 4 ve 10 Var Yok

Molekiiler genetik TEL-AML1 MLL geni anomalileri
8.glinde periferik kanda blast Yok Var

7-14.giinde kemik iliginde blast Yok Var

Serum immunoglobulin seviyesi Normal Diisiik

(MSS: Merkezi Sinir Sistemi)

CRLF2 Geni

CRLF2 (Cytokine Receptor-Like Factor 2) Xp22.33’de lokalize olan ve sekiz
ekzondan olusan bir gendir. Ayni zamanda Ypl1.32 kromozom bdlgesinde de yer
almaktadir. CRLF2, Tipl sitokin reseptdr ailesinin {iyesi olup sitokin sinyallerinin
iletilmesinde aracilik etmektedir. Bu reseptor kompleksi tipik olarak ligand spesifikligi
saglayan alfa domaini ve yiiksek affinite ile baglanma ve sinyal iletiminde gorevli beta
(gama) domaininden olusan tipik heterodimerik bir yapidir. CRLF2, Timik Stromal
Lipoprotein (Thymic Stromal Lymphopoietin) (TSLP) igin reseptor gorevi istlenir.
TSLP, kromozom 5°te q22.1 bolgesinde lokalizedir. 5 ekzondan olusur (33, 37, 50, 51).

CRLF2 ve TSLP’ nin kromozom {izerindeki lokalizasyonu Sekil 3’te gosterilmistir.
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Sekil 3: CRLF2 ve TSLP’nin kromozom tizerindeki konumu.

TSLP akciger fibroblastlarinda, kas hiicrelerinde ifade edilmektedir (52). CRLF2 gen
anlatim dilizeyi en c¢ok endometrium, dendritik hiicreler, apandis, kemik iligi
dokularinda goriiliirken orta diizeyde akciger, ince bagirsak, mide, mesane, bobrek ve
daha az olarak karaciger, lenf nodu, pankreas, retina, timus dokularinda bulunmaktadir.

B hiicre ve T hiicrelerinde ise ¢ok daha az oranda eksprese oldugu goriilmistiir (53).

Sitokinler ve reseptorleri, hematopoetik siiregte hiicrenin canliligi, farklilagmasi,
proliferasyonu gibi 6nemli gorevlerde etkin rol alirlar. TSLP-CRLF sinyalizasyonu B-
hiicre gelisiminde ve inflamasyonda rol oynar. Cytokine receptor-like 2 yendien
yapilanmalar1, JAK/STAT sinyal yolagi aktivasyonu sonucu olusan en énemli genetik
degisikliklerden bir tanesidir. Digeri ise nokta mutasyonlaridir. Ayn1 zamanda bu genin
aberasyonlar1 JAK/STAT yolagim aktifleyerek hiicre proliferasyonunu tetiklemektedir.
CRLF2’deki artimis anlatim ve JAK2 mutasyonlar1 birlikteligi, hematopoetik hiicre
transformasyonu ve B-ALL olusumuna yol acgabilecegi ile ilgili calismalar
bulunmaktadir. Artmig CRLF2 gen anlatim1 profiline sahip adolesan ve ¢ocuk hastalarin
neredeyse %50’sinde JAK1/2 mutasyonlar1 birlikteligi gorilmektedir g. Literatiirde,

CRLF2-F232C mutasyonunun hematolojik ve hematolojik olmayan tiimorlerde
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“dimerization cytokine receptor” bozdugu ve JAK2’nin enzimatik inhibisyonunu ve

fosforilasyonunu engelledigi bildirilmistir (54-57).

CRLF2

CRLF2-203

Sekil 4: CRLF2 geni alternatif kirpilmalari

Wl FN3 (Fibronectin type3) bolgesi
B WSXWS motif
M Transmembran bilgesi

NP_071431.2, CRLF2 izoform 1 prokiirsér, 371 aa. I Box 1 motif

NP_001012288.2, CRLF?2 izoform 2, 259 aa.

L] ] | 1
aa 120 aa 185 aa 277 aa 370 aa|

(==

Sekil 5: CRLF2 protein yapist

CRLF2-203 ve CRLF2-201 transkript varyantlar1 371 amino asit uzunlugunda en uzun
izoformu olusturarak izoform 1 olarak adlandirilir. Izoform 1 protein dizisi dort ana
bolgeyi icermekte olup, FN3 bolge (fibronectin type3) 109’dan 207’inci amino asit
bolgesini, WSXWS motif 200°den 204’iincli amino asit bolgesini, Box 1 motif 261’den
269’uncu amino asit bolgesini ve Transmembran bolgesi 232’den 252’°nci amino asiti
kapsamaktadir. CRLF2-204 transkript varyanti, 259 amino asit ile daha kisa izoform
olusturarak CRLF2 izoform 2 adin1 alir. Sadece 7°den 76°nc1 amino asit arasindaki alani
kaplayan FN3 bdlgesi yer almaktadir (Sekil 5). CRLF2 protein diizeyinde yer alan ve

onemli islevlere sahip domainler; WSXWS: Uygun protein katlama, hiicre i¢i transfer
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ve hiicre yiizeyi reseptor baglanmasi icin gerekli. Box1: JAK-CRLF2 etkilesimi igin
onemli. FN3: Yapisal olarak diizenlenme gorevini iistlenmektedir (proteinin formunu
koruyor). Transmembran bolge: CRLF2 proteinin hiicre zar1 seviyesindeki kismi

temsil etmektedir (53).

Sekil 6: CRLF2 genin etkilesimde oldugu diger proteinler.

10.1.5. CRLF2 Gen Fiizyonlar1 ve Losemi iliskisi

CRLF2 gen varyasyonlari1 (F232C), katildig1 translokasyonlar sonucu olusan gen
fizyonlar1 ve CRLF2 artmis anlatimlar1 akut lenfoblastik I6semi hastalarinin risk
siiflandirmasinda bagimsiz ve kotii prognostik bir gosterge oldugu diisiiniilmektedir.
CRLF2 geninin katildig1 translokasyonlar sonucu P2RY8-CRLF2 ve IgH-CRLF2 gen
fiizyonlar1 olusmaktadir (Sekil 7) (58). P2RY8-CRLF2 flizyonu daha kiigiik yastaki
pediatrik hastalarda daha sik olarak gozlenirken, adolesan ve yetiskin ALL olgularinda
IgH-CRLF2 translokasyonu go6zlendigi bildirilmistir. Pediatrik ALL olgularinda

gbzlenen major sitogenetik aberasyonlarin %4'iini CRLF2 yeniden diizenlenmeleri
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olusturur. Yetiskin ALL'lerde bu oran %1 dir. Fakat Ph-benzeri ALL olgularinin
yaklagik 9%50°'sinde CRLF2 yeniden diizenlenmesi tespit edilmektedir. 14932
bolgesinde lokalize IGH geni ile Xp22.3/ Ypl1.3 bolgesinde lokalize CRLF2 geni
translokasyonu [t(Y;14)(p11;932) veya t(X;14)(p22;932)] ve 320-kb'lik delesyon
sonucu olusan P2RY8—CRLF2 fiizyon olmak iizere iki tip CRLF2 yeniden diizenlenmesi
tanimlanmistir. Ayrica literatiirde bir olguda CRLF2 geninin 5" bolgesinde promotor
bolgesini tamamini igeren 32 kb'lik delesyonun eslik ettigi CSF2RA-CRLF2
translokasyonu tanimlanmistir. Bu olguda genin yiiksek anlatima ugradigi ve CSF2RA
geninin CRLF2 anlatimin1 diizenleyebilecegi bildirilmistir. Ancak olgunun klinigi

tizerine ne gibi etkileri oldugu belirtilmemistir (33, 38, 57-60).

A
Kromozom X veya Y PAR1
SLC25A6
3 — ——— — € — 5 § P m—p- 3
— CRLF2 |—{ CSF2RAIL3R -D- ASTMLHP2RY8— — | P2RY8 | CRLF2
T B 3 —
v
B —> |CSF2RA| CRLF2
Kromozom X veya Y
CRLF2 5 > » 3
>< ——> | IGH CRLF2
Kromozom 14
c F232C
CRLF2

Sekil 7: Ph-benzeri ALL’de CRLF2 geni yeniden diizenlenmeleri. A) PARL’in
ara delesyonuyla P2RY8-CRLF2 ve CSF2RA- CRLF2 fiizyonu B) t(X;14) veya
t(Y;14) ile IGH-CRLF2 fiizyonu olusmakta. C) Nadir CRLF2 nokta
mutasyonlar
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Ph-benzeri ALL’de prevalans; irk, etnik koken, yas ve cinsiyete gore farklilik
gostermektedir. BCR-ABL1-benzeri B prekiirsér ALL, pediatrik hastalarin %12’sini, 16-
20 yas grubundakilerin %21’ini, 21-39 yas araligindaki eriskinlerin %27’sini ve 40 yas
tizerindekilerin ise %20-%24’{inii olusturdugu bildirilmistir. Ph-pozitif ALL’ye kiyasla
cocuklarda 3-4 kat fazla, eriskin gruplada hemen hemen ayni prevalansa sahiptir. Den
Boer ve arkadaslar1 Ph-benzeri yeni alt grubu tanimlamis olup bu grubun B-ALL’ye
sahip olgularin yaklasik %15-20’sinde goriildiigii ve kotii prognostik etkisinin oldugunu
bildirmiglerdir (36, 38). Ayni1 zamanda CRLF2 nin artmis anlatimlar1 VPREB1, EBF1,
PAX5, TCF3 ve IKZF1 gibi biyobelirteglerin delesyonlariyla iliskili oldugunuda
vurgulamislardir. BCR-ABL pozitif olan vakalarin neredeyse %50°si CRLF2 gen
bolgesinde kromozomal translokasyonlara sahiptir (36, 38, 61-63).

CRLF2 erken donem B-hiicre gelisiminde énemli rol oynamaktadir. CRLF2 mutasyonu
yetiskin ve pediatrik 6ncii B-ALL’de %6 oraninda goriilmektedir. Down sendromlu
ALL hastalarinin = %60'mndan  fazlasinda CRLF2 gen anlatimi degiskenligi
gozlenmektedir ki genellikle bu duruma JAK/STAT vyolagindaki aktive edici
mutasyonlar eslik etmektedir. CRLF2 yeniden diizenlenmesine sahip vakalarin yaklasik
1/3’iinde JAK mutasyonu bulunur. Bu genotip artmis niiks riski gostergesidir. Tahminen
prekiirsér B hiicreli ALL de CRLF2 yiiksek anlatimi JAK mutasyonun JAK/STAT
yolaginda onkojenik olarak aktivasyonuna zemin hazirlamaktadir. CRLF2 yiiksek
anlatimma sahip ALL hastlarinin kemoterapiye yavas cevap verdigi ve indiiksiyon
sonunda yiiksek oranda minimal kalint1 hastaliga sahip oldugu bildirilmistir. Bununla

birlikte hastalarin %70’inde niiks goriilmektedir (35, 64-67).
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) Qocukluk Cag Ph-benzer ALL'de Genetik Degisiklikler B) Yetiskin Ph-benzer ALL'de Genetik Degisiklikler

Tenmlanmang kinaz ABL fizvonlan 14% Tanmlanmamg 20%
. Yayzn olmayan fizyonlar
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5% 12%

Ras mutasyonlan

EPOR 4%

JAK? degigikhik
o

P2RYS.CRLF2 20-23% )

IGH.CRLF2 20-25%

ABL grubu fiizyonlan 13%

IGH-CRLF2 30%

P2RYS.CRLF2 20%

Sekil 8: Ph-benzeri ALL’de genetik degisikliklerin dagilimi. A) Pediatrik B) Yetiskin.

10.1.6. Losemilerde Prognostik Risk Simiflandirmasi

Gilinlimiizde hastalarin tedavi se¢ciminde ve risk siniflamasinda, beyaz hiicre
sayisi, cinsiyet, yas, minimal diizeyde hastalik takibi ve ek olarak kazanilmig genetik
bozukluklara gore bir ayrim yapilmaktadir. Prognostik risk grubunun dogru sekilde
belirlenmesi, l6semilerde tan1 aninda uygulanacak tedavinin netlik kazanmasini
saglamaktadir. Tan1 esnasindaki 16kosit sayis1 ve yas, cinsiyet ve irk, organomegali,
MSS tutulumu, tedaviye yanit, immiinfenotip, DNA indeksi, kromozom sayisi,
sitogenetik, molekiiler genetik ve minimal kalinti hastaligt prognostik risk
siiflamasinda kullanilan temel belirteclerdir. Bununla birlikte prognozu etkileyen
giincel genetik belirtegler Tablo 4’te gosterilmistir. Tim hastalar igin ortak bir tedavi
uygulanmamakta olup hastalara uygulanacak tedaviler prognostik Kkriterler ve risk
gruplarina bagl olarak degismektedir. Dolayisiyla risk gruplarina gore spesifik tedavi
protokolii uygulanmaktadir. Risk smiflamasindaki asil amag, hastalara bir an 6nce
dogru taniy1 koyabilmek ve diger alt tiplerde tedavi metodlarinda degisiklige gidilerek
ek onlemler almaktir (68-72).
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Tablo 4: Pediatrik B-ALL Hastalarinda Prognozu Etkileyen Genetik Belirtecler

Risk Grup

Genetik Belirtecler

Standart Risk

Yiiksek hiperdiploidi (51-67 kromozom)
» Trizomi 4, 10 ve 17
t(12;21)(p13q;922): ETV6-RUNX1 fiizyon geni

Yiiksek Risk

Hipodiploidi (<44 kromozom)
KMT2Ar (t[4;11] ya da digerleri)
t(9;22)(g34;911): BCR-ABL1fiizyon geni
BCR-ABL1-benzeri (Ph-benzeri) ALL
» JAK/STAT (CRLF2r, EPORr, JAKL/2/3r, TYK2r ve SH2B3, IL7R,
JAK1/2/3 genlerinin mutasyonlari)
» ABL grup (ABL1, ABL2, PDGFRA, PDGFRB, FGFR genleri yeniden
diizenlenmeleri )
» Diger (NTRKr, FLT3r, LYNr, PTK2Br)
t(17;19): TCF3-HLF fiizyon geni
iIAMP21 (Intrachromosomal amplification of chromosome 21)
IKZF1 degisiklikleri

Bu tez ¢alismasinin amaci, pediatrik B-ALL ve T-ALL hastalarinin tan1 zamani

orneklerinde CRLF2 geninin anlatim diizeylerini tespit ederek hastalarin klinik

parametreleri ile (niiks, sag kalim, tani 16kosit degerleri, tedavi yaniti vb.) arasindaki

iliskileri arastirmaktir.

Pediatrik ve yetiskin ALL hastalarina alternatif tedavi

yaklagimlarmin sunulabilmesi ve 16semi kaynakli dliimlerin Oniine gegebilmesi igin

molekiiler calismalar sonucunda ortaya ¢ikan varyasyonlarin farkli kohortlarda

validasyonlar1 6nemlidir.
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11. GEREC VE YONTEM

11.1. GEREC

11.1.1. Hasta Ornekleri ve Klinik Bilgileri

Bu tez kapsaminda caligmaya, Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi,
Cocuk Sagligr ve Hastaliklar1 Anabilim Dali ile diger Hematoloji Bilim Dali
bolimlerinden ALL tanist almis ve immiinfenotip verisi bunu destekleyen B-ALL (n=
59 ) ve T-ALL(n= 11) olmak iizere toplam 70 pediatrik ALL hastas1 dahil edilmistir.
Hastalarin 43’1 erkek ve 27’si kiz (E:K=1,59’dur), medyan yas 5 yildir (minimum 3 ay-

maksimum 18 yil).

HEB-ALL ET-ALL

Sekil 9: B-ALL ve T-ALL hasta grubu dagilim1

Pediatrik ALL &rneklerini saglayan kurumlar sirasiyla; istanbul Tip Fakiiltesi
Hastanesi (n=16), Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi (n=12), Bakirkdy Egitim ve
Arastirma Hastanesi (n=9), Memorial Hastanesi (n=1), Goztepe Egitim ve Arastirma
Hastanesi (n=7), Kocaeli Tip Fakiiltesi Hastanesi (n=10), Okmeydan1 Egitim ve
Arastirma Hastanesi (n=5), Sisli Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi (n=4), Derince

Egitim ve Arastirma Hastanesi (n=1), Kanuni Egitim ve Arastirma Hastanesi (n=5) dir.
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Sisli Etfal EAH

co —, Memarial H
1% Derince EAH e
Kanuni EAH W 25 Hastalar: Saglayan Kurumlar
T% ' . )
. ‘I . ITF
' » CTF
Okmeydani EAH A Kocaeli TF
7% ) Bakirkdy EAH
= Goztepe EAH
Goztepe EAH - . » Okmeydani EAH
10%
CTF = Kanuni EAH
17%
» Sisli Etfal EAH
ik
Kocaeli TF = Derince EAH
Bakirkéy EAH / 14% = Memarial H
13%

Sekil 10: Hastalar1 saglayan kurumlarin dagilim

Bu calisma Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul’u

tarafinca 24/01/2020 tarihli ve 02 sayili yazisi ile onaylanmis olup, kan materyali alinan

tim hastalarin ebeveyn veya yasal varislerine ¢alismanin igerigini detaylica anlatan

goniillii onam formu imzalatilmistir. Calismaya dahil olan hastalarin klinik 6zellikleri

Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5:Pediatrik ALL hasta klinik 0zellikleri.

Klinik Ozellikler

Olgu say1s1 (n=70)

Yas Medyan (min-mak)

5yl (3 ay-18 wl)

Cinsivet (Erkek: Kiz)

43:27 (EK=1.59)

K1 blast (%0) ortalama

50

Lékosit (x10°/L) Medyan (min-mak)

18940{1300-520000)

Hemoglobin (dL) Medyan (min-mak)

8.1(4-99)

Trombosit (x10°/L) Medyan min-max)

46000{4600-363000)

Sagkalim (ay) Medyan (min-max)

Genel sagkalim 48(1-156)
Olavsiz safkalim 34(0-155)
Niiks n{%)
Var 20(29)
Tok 41(58)
Bilinmiver 9(13)
Risk Grup n (%)
Yitksek 14 (200
Orta 16 (22)
Diigitk 20(25)
Bilinmivor 20(29)
Son durum n (%)
Sagf 44 (63)
Oliz 17 (24)
Bilinmiver 9(13)
33. giin kemoterapi yanifi n (%o)
Var S1{73)
"ok 3N
Bilinmiver 14 (20)
Fenotip n (%)
Pro-B ALL 9(13)
Pre-B ALL 12 (17)
Common B ALL 3854
T-ALL 11 (18)
Bilinmiver
Translokasvon n {%0)
BCR-ABLI 20D
MILL-4AF4E 3
TEL-AML 3N
E24PBX 1(2)
"ok 59 (84
CRLF2 Varvant n{%)
WVar 10 (14)
"ok 48 (69)
Bilinmiver 12 (17)
Diger Organ Tutulumlar (n (%)

Merkezi Sinr Sistenmi 5(8)
Lenfadenopatt 20(23)
Splenomegali 18 (26)
Hepatomegali 18 (26)

Diger 8(11)
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Calismada hastalar haricinde 16semi hiicre hatlar1 ve saglikli kontrol o6rnekleri
kullanildi. Kontrol grubu; saglikli bireyden alinan bir periferik kan, iki kemik iligi ve
total timus kullanildi. Lésemi hiicre hatlarindan B-ALL hiicre hatti; REH1/10, 8442-
RPMI, FLEB, NALMG6, T-ALL hiicre hatti; CEM, MOLT4 ve miyeloid hiicre hatti K-
562 kullanilmistr.

Daha onceki ¢alismalarda MLPA analizi ile saptanan CRLF2 varyasyon bilgilerine gore
hasta grubumuzun %14’tinde CRLF2 varyant1 tespit edilimis olup yiiksek CRLF2
mRNA anlatimina sahip iki hastada CRLF2 heterozigot duplikasyonu vardir. Bu iki
hastadan bir tanesine IL3RA heterozigot duplikasyonu eslik etmis olup baska bir hastada
ise X kromozomunda heterozigot duplikasyonu vardir. Ug hasta wild type olup diger
hastalarin varyasyon bilgilerine ulagilmamistir. Normal CRLF2 mRNA anlatimina sahip
hastalarin bazilarinda CRLF2 homozigot delesyon bazilarinda ise heterozigot delesyon

oldugu anlasilmigtir.

11.1.2. Kullanilan Cihazlar
e Buzdolabt ve Derin Dondurucular (+4°C, -20°C, -80°C) (Argelik, Bosch,
Sanyo)
e Otomatik pipetler (Eppendorf, Thermo Scientific)
e Masaiistii mini santrifiij (Hettich, Eppendorf)
e Vorteks (Kermanlar)
e Spektrofotometre (Nanodrop)
e (Ceker ocak (Kermanlar)
e Sogutmali santrifiij (Eppendorf)
e Otoklav (Stimer)
e Buz makinesi (Cornelius)
e Laminer Akis Kabini (Nuaire
e PZR Cihazi (Thermo-Cycler) Bio-Rad T100
e L C480 RT-PZR cihaz1 (Light Cycler480 RT-PCR, Roche)
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11.1.3. Kulllamlan Kitler
e Filtreli RNA Izolasyon, Ambion PureLink™ RNA Mini Kit
(invitrogen,USA)
e M-MLV Reverse Transcriptase 1st-Strand cDNA Sentez Kit
(ThermoFisher Scientific, USA)
e RT-PZR, Light Cycler 480 Hybr ProbMaster Mix Kit(Roche Applied

Sciences, Almanya)

11.1.4. Kantitatif RT- PZR Materyali
e LC480 Hybr ProbMaster Mix (Roche, Almanya)
e 96 Kuyucuklu Plaklar
e UPL prob (Roche, Almanya)

e UPL primer (Roche, Almanya)

11.1.5. Kullanmilan Kimyasallar

e Etil Alkol (70 ml etil alkol ve 30 ml steril distile su ile %70’lik alkol
hazirlandi). (Merck, Almanya)

e Enjeksiyonluk Steril Su, (Eczacibasi, Tiirkiye)

11.2. YONTEM

11.2.1. RNA Izolasyonu ve Miktar Tayini

Aday genlerin analizinde kullanilacak RNA’larin eldesi i¢in ambion PureLink™
RNA Mini Kit protokolii kullanilarak RNA izolasyon islemi gerceklestirildi (Invitrogen,
USA)(Sekil 11). RNA orneklerinden 1 pl alinarak kalite ve miktar tayini ol¢timleri
spektrofotometre cihazi (Nanodrop) kullanilarak yapildi. 260/280, 260/230 absorbans

degerlerine ve RNA konsantrasyonlarina bakilarak optik dansite orani 1.8 olanlar saf
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kabul edilip calismaya dahil edilmistir. RNA izolasyon asamalar1 Sekil

gosterilmistir.

<3 ] -3 o) — @ ) — a1

L O

600l 6rnek

" 2-merkaptoetanol dle hazrlanan lizis tampomu igersinde

drneklerin pargalanmasi ve homojenite islemi

600 ul rmege hacmi kadar %670'lik ethanol eldenerek
pipetaj vapildi toplama tiipin tizerine yerlegtirilmis filtreli tiipe
aktanld ve 12.000 g'de 15 sanive santrifiij edildi.

Filtreli tiiplerin iizerine swastyla;

700 pl ykama tamponu-1 /12 0000 g'de 15 sanive
500 pl ykama tampomu-2 X2

eklenerek 12.0000 g'de 15 sanive santrifiij edildi.

Filtreli titpleri kurutmak igin 12.000 g'de 2 dakika
santrifiij edildi. Toplama tiipii abld ve filtreli titp veni bir
titpe verlestirildi

3 kez tekrarlanacak sekdlde filtreli titplerin tizerine 30pl
BMNaz sz su eldendi ve oda sicaldZinda 1dakdika beldetildi.
212.000 g'de 2 dakika santrifiij edildi.

RNA dmelderi - 80 °C 'de muhafaza edildi.

Sekil 11: RNA izolasyon asamalar1

11.2.2. cDNA Sentezi

11°de

cDNA sentez islemi M-MLV RT first strand cDNA Sentez Kiti protokoliine uygun

sekilde yapildi. Calismada primer olarak Random hegzamer (50-250 ng), enzim olarak
M-MLYV ters transkriptaz enzimi (200 units/uL) (ThermoFisher Scientific) kullanild.

Bir mikrogram total RNA 6rnegi kullanilarak Tablo 6’daki protokol izlenmistir.
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Tablo 6: cDNA sentez protokolii

Icerik Konsantrasyon | Miktar Yapilan Islem

Random hegzamer |2,5 uM Tul

dNTP (10 mM) 0,5mM Tl
Toplam hacim 12ul oldu.
Karisim  65°C’de 5 dk.

RNA 1000ng 10 wl 1sinma sonrast hemen buz
tizerine alindi.

5XFirst-Strand 1X 4ul Hasta sayisina gore bu ii¢

Buffer icerigin  dahil  oldugu
karigim hazirlandi.

DTT (0.1 M) 0,01 M 2 ul
7’ser ul olarak per tiiplerine

RNaz inhibitorii 2 u/pL 1l dagitildi. 37 °C’de 2 dakika
inkiibe edildi.

(40 u/uL)

M-MLV RT enzimi |10 u/ uL 1l Son toplam hacim 20 ul

(200 units/pL)

oldu.

v' Dongii sirast ile 10 dakika 25 °C, 50 dakika 37 °C, 15 dakika 70°C olacak

sekilde PZR cihazina programlandi.

v" Sentezlenen cDNA’ lar 10 kat sulandirilip bir sonraki ¢alisma olan kantitatif

RT-PCR deneylerinde kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edildi.

11.2.3. Kantitatif RT-PZR

Pediatrik ALL hastalarinda CRLF2 geninin anlatim diizeylerinin tespiti i¢in kantitatif
gercek zamanli PZR  yontemi kullanilmistir (Lightcycler480, Roche). Normalizasyon
icin referans gen olarak CYPA (Cyclophilin A) kullanilmistir. Hedef gene 6zgii
(CRLF2) primer ve prob dizileri “universal probe library” programi kullanilarak

tasarlanmistir (Roche Applied Sciences). Her iki gen bolgesine ait primer dizileri ve

prob numaralar1 Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7: CRLF2 ve CYPA primer dizileri ve prob no

Primer dizisi

CRLF2 ileri 5’-GAG CTGCCGTCTTTCTGCT -3’

CRLF2 geri 5’-CTC ATC ACC GTT GAATCT GC -3°

CYPA ileri 5’-TAT CTG CAC TGC CAAGAC TGAGTG -3’
CYPA geri 5-CTT CTT GCT GGT CTT GCC ATT CC -3’
Prob numarasi

CRLF2 prob no 42

CYPA prob no 48

CRLF2 igin primer-prob dizileri NM 001012288.2 gore tasarlanmistir. CYPA igin
primer-prob dizileri NM_021130.4 gore tasarlanmistir.

Tiim ornekler iki tekrarli (duplike) olarak ¢alisilmistir. Tablo 8 kantitatif PZR

protokoliinii gostermektedir.

Tablo 8: QRT-PZR Bilesen Karisimi ve Is1 Kosullar

Konsantrasyon
icerik Miktar
2X LC480 Hybr Prob Master Mix | 1X S5ul
Forward Primer (20 pM) 2 uM 1l
Reverse Primer (20 uM) 2 uM 1l
Prob (10 pM) 0,2 uM 0,2 ul
dH20 - 0,8 pl
Toplam Miktar - 8l
cDNA 2 ul
Dongii Siire Sicaklik
1 10 dk 95 °C
10 sn 95 °C
45 20 sn 60 °C
1sn 72°C
1 10 sn 40°C
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11.2.4. Relatif Gen Anlatimi Hesaplama

QRT-PZR’da elde edilen verilere gore, CRLF2 ve CYPA gen bolgelerinde her 6rnek
duplike calisilmigtir. Ct (threshold/cut-off value) yani esik degeri, sistemin floresan
miktarindaki artist farketmeye basladigt ve PZR friiniiniin log-lineer fazda
eksponensiyel olarak artmaya basladig1 zamandir. Ideal olan PZR etkinlik (efficiency)

degeri 1.8-2 ve egim (slope) -3.1 -3.6 dur.

QRT-PZR kullanilarak yapilan deney ¢alismalarinda elde edilen verileri analiz
etmede iki yaygin yontem kullanilmaktadir; mutlak (absolute) kantifikasyon ve relatif
(relative) kantifikasyon. Relatif kantifikasyon, gen anlatim analizlerinde hedef olan
genin mRNA diizeylerini belirlemede referans geni ve hedef geni karsilastirarak yapilan
analiz yontemidir. mRNA ifade seviyelerinin RT-PCR ile 6l¢iimiinde delta Ct yontemi
(22t method) kullanilir. Dolayisiyla CRLF2 ve CYPA genlerine ait iki Ct degerinin
ortalamalar1 alinip relatif gen anlatim diizeyleri delta Ct metodu kullanarak asagidaki

gibi yapilmustir.

ACT = ct [Hedef]- ct [Referans]
CRLF2 CYPA

CRLF2 Gen Anlatim Seviyesi= 2'A¢t

*Esik deger (threshold value), stirekli degiskenin ‘anlamli’ olarak ‘ilk’ gosterdigi deger
olup arastirilmasi yapilan stirekli degisken icin verilecek dogru tani/karar konusunda

yon verecek bir degerdir.

Bu c¢alismada artmig gen anlatimi igin (overexpression) esik degeri belirlemede iki
yaklasim denenmistir. 1) Hastalarda saptanan CRLF2 genine ait delta Ct ve/veya gen
ekpresyon (24t %) degerleri ile gergeklestirilen AUC analizi. 2) CRLF2 fiizyonlarina

sahip hastalarin anlatim diizeylerinin esik deger olarak alinmasi.

Ayrica hastalarda saptanan CRLF2 relatif gen anlatim diizeyleri medyan deger iistii ve

alt1 seklinde de ayirilarak klinik parametreler analiz edilmistir.
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“Area Under the Curve” Analizi

Artmis anlatimi tamimlamak icin Area Under the Curve” AUC analizi
kullanilarak esik deger belirlenmistir. AUC, ROC egrisinin altinda kalan alan olarak
tanimlanmaktadir. ROC egrisi, segicilik ve duyarlilik hakkindaki iligkiyi grafiksel
olarak sunmakta olup klinik tani testi ve diger tani testlerinin yorumlanmasini
saglamaktadir. ROC egrileri degiskenin siirekli oldugu durumlarda tercih edilmekte
olup siirekli degisken i¢in kesim noktalarmin hepsini gostermektedir. Kesim
noktasindaki her bir sonug i¢in “dogru pozitif (DP), dogru negatif (DN), yanlis pozitif
(YP) ve yanlis negatif (YN)” sikliklar1 hakkinda olas1 kestirimler yapilmasini
saglamaktadir. ROC analizinde x ekseni YP orantisini y ekseni ise DP orantisini temsil
etmektedir. DPO ve YPO farkli esik degerlerinin hesaplamasinda kullanilmakta olup
ROC egrisini olustrmaktadir. Bu egri (0,0) ile (1,1) kordinatlar1 arasinda artis gdsteren
fonksiyondur. ROC, grafigin (0,1) noktasina yaklastik¢a (sol iist kose) test/lerin ayirt
edilmesi kolaylagir ve miikemmel test olarak degerlendirilir.
Dogru Pozitif Orantis1 (DPO)= Dogru Pozitif/n1=duyarlilik (sensitivite)
Yanlis Pozitif Orantis1 (YPO)= Yanlis Pozitif/n2= 1-segicilik (spesifisite)
nl= Dogru Pozitif + Yanlis Negatif
n2= Yanlis Pozitif + Dogru Negatif

ROC egrisi ve AUC
AUC = 100%
DPO DPO
AUC = 50%
YPO YPO
AUC = 90%
DPO
DPO AUC = 65%
YPO YPO

Sekil 12: ROC egrisi altinda kalan alan AUC
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ROC analizi sonrasinda testlerin tani koymadaki basarisin1 degerlendirmek igin
miikemmel test olarakta bilinen AUC analizi tercih edilmektedir. (ROC egrisi altinda
kalan alan) Bu alan degiskenin tan1 degeri giiciinii yansitmakla birlikte alan degeri 1’¢e
yaklastikca tan1 degeri yiikselir. Pratikte alacagi en kiiciik deger 0.5°tir. AUC’nin 1’e
esit olmast %100°liik tan1 performansi basarisini gostermektedir. Egri altinda kalan alan
ve %95 giiven aralig1 belirlenip, 0.5 degeri bu aralik disinda kaliyorsa eger istatistiksel
olarak “anlaml1” yorumunu yapmak miimkiin olacaktir. Yani 100 hastadan 95’1 saglam

olurken 5’inin hasta olmas1 gibi.

Istatistik Analizler

Bu tez galismasinda, ALL hastalarinin relatif CRLF2 mRNA anlatimlar1 belirlenmis
olup verilerin karsilagtirmali analizlerinde Mann-Whitney test, one-way ANOVA test,
Fisher’s exact test, yasam analzilerinde Log-rank (Mantel-Cox) test, Kaplan Maier ve
esik deger belirlemek ign AUC analizi, GraphPad Prism Demo 9 (Updating Prism
Windows 9.0.0, USA) ve SPSS (Version 21.0. Armonk, NY:IBM Corp) programlari
kullanilarak gerceklestirilmistir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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12. BULGULAR

12.1. Hiicre Hatlarinda ve Kontrollerde CRLF2 Anlatim

Lenfoblastik 16semi hiicre hatlarinda CRLF2 gen anlatim diizeyi karsilastirilmasi
yapildiginda B-ALL hiicrelerinde daha yiiksek gen anlatim diizeyleri saptanmistir. B-
ALL hiicre hatlarinda 6zellikle REH1/10 ve 8442 RPMI” da CRLF2 gen anlatim diizeyi
diger hiicre hatlarina kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. T-ALL hiicre hatlar
kendi aralarinda kiyaslandiginda en ¢ok CEM hiicre hattinda anlatima girdigi
goriilmiistiir. Lenfoblastik 16semi hiicre hatlarinda CRLF2 gen anlatiminin biiytlikten

kiigtige dogru siralamast;

REH1/10>8442-RPMI>CEM>FLEB>K-562>NALM6>MOLT4 seklindedir (Sekil 13).

0.1
0.014

0.0014

Relatif CRLF2 mRNA Anlatim (%)

Hiicre Hatlar:

Sekil 13:Lenfoblastik 16semi hiicre hatlarinda relatif CRLF2 gen anlatim diizeyleri

B-ALL hiicre hatti: REH1/10, 8442-RPMI, FLEB, NALM6
T-ALL hiicre hatti:CEM, MOLT4
Myeloid seri hiicre hatti: K-562
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Saglikli kontrol grubunda periferik kan, kemik iligi, total timus kullanilmigtir.
Kontrollerde CRLF2 gen anlatim diizeyi karsilastirilmasi yapildiginda; en yiiksek kemik
iliginde anlatima girdigi sonrasinda total timusta oldugu goriilmiistiir. Periferik kanda
ise bu diizeyin en diisiik oldugu goriilmiistiir. CRLF2 gen anlatiminin biiylikten kiiclige
dogru siralamas;; KEMIK ILIGI> TOTAL TIMUS>PERIFERIK KAN seklindedir
(Sekil 14).

2
IS
= 0.1
<
<
E 0.01
= c
N
LL
z 0.0014
G .
=
K
& 0.0001
<
QQ’&&

Kontrol Grubu

Sekil 14: Kontrol grubunda relatif CRLF2 gen anlatim diizeyleri

12.2. Hastalarda CRLF2 Anlatimlar

Esik degeri (cut-off value) belirlemek i¢in uygulananan yontemlerden biri olan AUC
analizi sonucuna gore; AUC degeri=0.541, P degeri=0.649 olarak bulundu (Sekil 15).
AUC analizine gore hastalarda istatistiksel olarak anlamli bir kirilim degeri
saptanmamustir. Ayni hasta grubunda, daha fazla 6rnekle yapilan Chen IM. ve ark ile
Chiaretti S. ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 calismalarda CRLF2 ACt degeri
ACt=8.08 ve ACt=8 olarak belirlenmistir. (65, 66). Bu calismalara parallel olarak,
CRLF2 yeniden diizenlenmelerine sahip hastalarimiz esik deger olarak alindiginda,

kohortumuzda ACt=8.02 olarak belirlenmistir. Bu dogrultuda, CRLF2 varyasyonu
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tasiyan Orneklerin gen anlatim degerlerini referans alarak, diger ¢alismalar ile benzer

esik degerini kullandik.

A) CRLF? delta Ct
100 T

80

] S
duyarkhk ;':

a4

B

Sensmmy: 312
Speciichy: 350
Crie rion 3

20

Sekil 15: AUC analizi.

AUC Analizi

B)

CRLF2 Gen Anlanmi
wo
80|
60}
duyarbildt  o@m
40}
20, -
L | [Sensrivey 155
1 Specmeey. 97 5
[ |Cmeron “s00007|  _______________._2
L 18-
) o i ] R B
0 20 40 60 80 100
100-5zgiillak



38

25+

CRLF2 ACT Degerleri

B-ALL (n=59) ve T-ALL (n=11) Hasta Grubu

Gri karo: B-ALL
Pembe: BCR/ABLI
Turuncu: MLL/AF4
Yesil: TEL/AMLI

Turuncu iicgen: T-ALL
Gri-Turuncu ii¢gen: E24/PBX

Sekil 16: ACT degerleri ile CRLF2 gen anlatim seviyelerinin heterojen dagilimi

Sekil 16’daki gosterilen grafikte B-ALL ve T-ALL hasta grubunun (n=70) CRLF2 ACt
diizeylerinin oldukg¢a heterojen sekilde dagildig1 gozlenmistir. Act<8 diisiik Ct degerleri
ile yiiksek (“overexpresse”) CRLF2 gen anlatimini, Act>8 ise yiiksek Ct degerleri ile
normal CRLF2 anlatimin1 temsil etmektedir. Fenotipik alt gruplar pro-B ALL (n=9),
pre-B ALL (n=12), common-B ALL (n=38) ve T-ALL (n=11) seklindedir.
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* WT (wild tvpe)

Hom:homozigot Gri karo: B-ALL

Het heterozigot Pembe: BCR/ABLI Turuncu ti¢gen: T-ALL

””””””””” Turuncu: MLL/AF4 Gri-Turuncu ti¢gen: E2ZA/PBX

Yesil: TEL/AMLI
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Sekil 17: CRLF2 varyasyonlari.

Het del: Heterozigot delesyon, Het dup: Heterozigot duplikasyon, Hom del:
Homozigot delesyon, Hom dup: Homozigot duplikasyon, WT: wild type

CRLF2 delta Ct degerleri ile olusturulan grafikte, dnceki ¢alismalarimizda saptadigimiz,
CRLF2 varyasyon bilgileri gosterilmektedir (Sekil 17). MLPA analizleri sonuglarina
gore artmis CRLF2 mRNA anlatimina sahip iki hastada CRLF2 heterozigot
duplikasyonu gozlenmistir. Bu iki hastadan bir tanesine IL3RA heterozigot
duplikasyonu eslik etmis olup baska bir hastada ise X kromozomunda heterozigot
duplikasyonu gozlenmistir. Ug¢ hasta wild type olup diger hastalarin varyasyon

bilgilerine ulagilamamigtir. Normal CRLF2 mRNA anlatimina sahip hastalarin
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bazilarinda CRLF2 homozigot delesyon bazilarinda ise heterozigot delesyon oldugu
goriilmiistir. Ornegin karo pembe renk, B-ALL grubu BCR-ABL1 translokasyonu
tasiyan bir hastay:r temsil etmekte ve MLPA analizi sonucuna gore bu hastada CRLF2

homozigot delesyon saptandigi gosterilmistir.
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Sekil 18: T-ALL (n=11) B-ALL (n=59) hastalarinda, hiicre hatlarinda ve kontrol
grubunda CRLF2 mRNA anlatimi.

B-ALL yiiksek CRLF2 anlatimi (kirmizi karo), B-ALL normal CRLF2 anlatimi (Siyah karo), T-
ALL_normal CRLF2 anlatimi1 (mavi karo), B-ALL BCR-ABL pozitif (pembe altigen), B-ALL
TEL-AML pozitif (yesil altigen), B-ALL MLL-AF4B pozitif (turuncu altigen), T-ALL E2A/PBX
pozitif (mavi-beyaz altigen), B-ALL hiicre hatt1 (pembe iicgen), T-ALL hiicre hatt1 (yesil iicgen),
KML hiicre hatt (siyah iiggen), KI (sar1 kare), T. Timus (koyu yesil kare), PK ( acik kahve kare)

Esik deger olarak Act:8.02 ve 2"ACt 9%: 0.385 alindiginda yiiksek CRLF2 gen anlatimina
sahip hasta sayis1 11°dir (%15) (Sekil 18).
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Sekil 19: A) Saglikli kontrol grubu ile total ALL hastalarinin ve B) T-ALL ve B-ALL
hastalarinin CRLF2 anlatimi

T-ALL hastalar1 Act<8.02 yani esik ¢izgisinin altinda kalarak normal CRLF2 gen
anlattimina, B-ALL hastalarindan 11 tanesi esik c¢izgisinin {izerinde kalarak yiiksek

CRLF2 gen anlatimina sahip oldugu gorilmistiir.

12.3. Yiiksek CRLF2 Anlatimi Gosteren Hastalarda Klinik Ozellikler

ALL hastalarinin %15’inde yliksek CRLF2 mRNA anlatimi1 (overekspresyon)
saptanmigtir. Tablo 9’ da yiiksek CRLF2 gen anlatimi gosteren hastalarin klinik
ozellikleri incelendiginde E:K=0.83 ve medyan yas degeri 4’tiir (min: 2y1l maks:15 yil).
Hastalarin hepsi B-ALL grubunda olup 9°u common-B ALL, 2’si pre-B ALL fenotipik
Ozelliktedir. Bir hastada TEL/AML1 translokasyonu farkli bir hastanin trizomi 4
kromozomal anomalisi oldugu goriilmiistiir. Baz1 hastalarin niiks, takip ve 33.gilin yanitt
gibi klinik verilerinin eksik olmasi nedeniyle kesin yorum yapilamadi ancak eldeki
veriler ile degerlendirildiginde hastalarin ¢ogunlugunda niiks gozlenmedigi, biiyiik
cogunlugunun son kontrol doneminde sag olmasi ve 33.giin kemoterapiye yanitin var
oldugu gozlenmistir. Ayn1 zamanda BFM protokoliine uygun Tablo 10°da yiiksek
CRLF2 ile normal CRLF2 grubunun karsilastirmasi Fisher’s exact test ile yapilmis olup

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir.
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Tablo 9: Y-CRLF2 gen anlatimina sahip hastalarin klinik 6zellikleri.

Hasta Yas | K/IE Fenotip Niiks Takip 33.giin Translokasyon Organ BK
No yanit
B_Al‘LL 12 | K Pre-b yok sag var yok yok 11960
B-ALL 5 N
’ 10 K Common-b yok sag yok Trizomi 4 SP, HP 59700
B-ALL 5
3 5 E Common-b var sag var yok LAP 56100
LAP, SP
B-ALL B Y
4 2 E Common-b yok sag var yok HP 82500
B-ALL -
5 4 E Common-b var oli yok yok yok 10200
B-ALL B
5 3 K Common-b yok sag var TEL/AML1 yok 30000
B-?LL 4 E Pre-b yok sag var yok yok 29800
LAP, SP
B-ALL 4 Y
3 25 K Common-b yok sag - yok HP 26550
B-ALL
9 2 K by AN - - - yok yok 2400
B-ALL
10 15 E Common-b - - - yok LAP 2300
LAP, SP
B-ALL - b
1 2 K Common-b yok ola var yok HP 39300

K: Kiz, E: Erkek, LAP: Lenfadenopati, SP: Splenomegali, HP: Hepatomegali, BK: Beyaz kiire
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Tablo 10: CRLF2 yapisal varyasyonlarina gore belirlenen esik deger analizler

. Y-CRLF? n:11 | N-CRLF?  n:59 P degeri
Klinik Ozellikler
Yaz (0-6vs 6-18) n (%) 8(73)vs 3(27) 32 (54) vs 27 (46) 03303
Cinsivet (Erkek vs Kiz) n (%) 5 (45) vs 6 (35) 38 (64) vs 21 (36) 0,3152
Likosit (x10°/L) - - - .
(=50.000 vs =50.000) n (%) 3873 17 (30) vs 40 (70) >0,9992
Hemoglobin (dL) 00550
(=5 vs <5) n (%) F(100pvs - 28 (T8 v 2240
Niiks n (%9) 0,7044
WVar 202 18035
Yok T8 363
Son durum n (%) =(.9003
Sag T(78) 37(71)
Ola 2020 13029)
Risk Grubu n{%0) 03428
Vitkzek Bisk Grup 3030 12020
Standert Fizk Grop 30300 33079
33. giin kemoterapi vamt n (%) 01335
Var a 73] 46 (92)
Yok 2023 4(8)
Translokasyon n (%) =, 98040
Var 1% 10{1n
Yok 1091} 49083)
Lenfadenopati n (%4) 02635
Var 30300 1323
Yok 5(30) 375
Diger organ tutnlumlar n (%) 07041
Var 4038) 29033%)
Yok 4(36) 19033
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12.4. Sagkalim Analizi
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Sekil 20: Y-CRLF2 ve N-CRLF2 gen anlatimi gosteren hastalarda a) Genel sagkalim,
b) Olaysiz sagkalim grafikleri.

Sagkalim analizleri Kaplan-Maier yontemi kullanilarak —gergeklestirildi.
Hastalarin sag/olii bilgilerini baz alip, genel sagkalim (GS) ve olaysiz sagkalim (OS)

stirelerini (ay) girerek grafikler olusturuldu. GS, hasta bireyin tani aldigi zaman ile vefat
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tarihine veya son kontrol edildigi tarihe kadar gegen siireyi temsil etmektedir. OS, hasta
bireyin remisyon tarihinden niiks etme tarihine veya niiks gerceklesmeden son kontrol

tarihleri arasindaki gecen siireyi temsil etmektedir.

Sagkalim analizi sonucunda e¢lde edilen verilere gore; Log-rank (Mantel-Cox)
test kullanilarak a) Genel sagkalim P= degeri 0.88 b) Olaysiz sagkalim P=0.81 olarak
bulundu. Cox analizi, son durum yani sag (0) ve oli (1) bilgilerine bagli olarak
yapilmistir. Her iki sagkalim analizi i¢in anlamli bir farklilik olmadig1 gézlenmistir

(Sekil 20).

Ek olarak medyan degerinin (median:0,023) iizerindekileri ve altindakileri
karsilagtirarak, son durum (sag/6lii) verilerinin baz alindig1 Log-rank (Mantel-Cox) testi

yapilmustir. Genel sagkalim P=0.86, Olaysiz sagkalim P=0.80 olarak bulunmustur.

a)

Normal CRLF2
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D e -+ 33.glin yanit var
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b)

Normal CRLF2

100 -*- Niks var
S —— Niiks yok
c_% -+- 33.gun yanit var
)':%n o —— 33.giin yanit yok
N -+- Translokasyon var
é —— Translokasyon yok
o MSS tutulumu var

0+ T T T 1 MSS tutulumu yok

0 50 100 150 200
Siire (ay)

Sekil 21: CRLF2 (negatif), Niiks, 33. giin yaniti, translokasyon ve MSS tutulumu Cox

analizi.

Tan1 doneminde prognostik degeri olan 33. Gilinii yaniti, translokasyon varligi,
MSS tutulumu kriterleri ile birlikte CRLF2 anlatimi i¢in Cox regresyon analizi
yapildiginda anlamli bir model olusmamuistir (Genel sagkalim p=0,358 Olaysiz sagkalim
p=0,211) (Tablo 11). Normal CRLF2 anlatim1 gosteren hastalarin prognostik Kriterlere
gore sagkalim egrileri Sekil 21 de gosterilmistir. Artmig CRLF2 anlatimi gosteren 6rnek

say1st az oldugu i¢in hastalarin sagkalim egrileri grafiksel olarak gdsterilmemistir.

Tablo 11: Yasam Analizleri Multivariate Cox Regresyon Analizi

Genel Sagkahm Olaysiz Sagkahm
Degisken P Degeri P Degeri
CRLF?2 0.74 0.55
Translokasyon 0.88 0.93
33. glin yamh 0.11 0.06
MSS tutulumu 0.45 0.60

BFM (Berlin-Frankfurt-Munster) protokoliine gore Tablo 6’da var olan tiim
klinik parametrelerin analizleri yapilmis olup P degerleri sirasiyla; yas=0.06

cinsiyet=0.08 tam1 16k0sit=0.26 translokasyon=0.97 son durum=0.81 organ
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tutulumu=0.70 organ infiltrasyonu=0.11 fenotip=0.33 niiks=0.73 risk grup=0.95 33.giin
yamt=0.91 olarak bulunmustur. Istatistiksel olarak anlamli farkhiligin olmadig1

gorilmistiir.

Ayrica hasta grubumuz medyan alti ve iistii anlatim degerleri ve klinik 6zelliklerine
gore de analiz edilmistir (Tablo 12). Hastalarda medyan CRLF2 gen anlatim (2°4¢t)
degeri 0.024 olarak belirlenmistir. Analiz sonucuna gore istatistiksel ag¢idan anlamli

kiritlimin olmadig: tespit edilmistir.

Tablo 12: Medyan degere gore klinik analizler

Klinik Ozellikler Medyan iisti -CRLF2 Medyan alti -CRLF? P degeri
n:34 n: 36
Yas (0-6vs 6-18) n (%) DEN 1269 | 1TED v 18 (53 .~
0,1574
Cinsiyet (Erkek vs Krz) n (%) 16 (47) vs 18 (33) 25 (69) v= 11 (31)
R
Lokosit (x10°/L) B24)vs 26 (74) 1235 v= 22 (63) 04334
(=50.000 vs =50.000) n (%) Y T o T
Hemoglobin {(dL) 04307
=5 vs<5) n (%) 16 (8N w2 (11) 18073 ve 6(23)
Niiks n (%) ={) 2900
Var 10(34) 1133
Yok 19 (86) 22087
Son durum n (%) 07757
Sag 2010699 4075
Ol Q31 325
Risk Grubu n {%0) 0,7563
Yiiksek Risk Grup Gi(28) 835
Standart Risk Grup 16 (75 17(65)
33. giin kemoterapi vamti n (%0) ={),9999
Var 25(89) 27 (90
Yok 311 310
Translokasvon n (%) 03152
War 4(1 7018
Yok 300(88) 28 (31
Lenfadenopati m {%4) 04254
Var 12(35) 8 (30
Yok 211063) 23070
Diger organ tutulumlar n (%) 01,1741
Var 13(41) 20(83)
Yek 14 (44) 528
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13. TARTISMA

ALL’de tedavi secimi ve risk grubunun belirlenmesi, sonradan kazanilmis genetik
bozukluklara, yasa, cinsiyete, 16kosit sayilarina ve minimal diizeyde hastalik takibine
gore yapilmaktadir. Giintimiizde gelistirilen tedaviler neticesinde ALL’de o6zellikle
pediatrik hastalarda sagkalim oranlarinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu yiiksek tedavi
basarist ¢oklu kemoterapi protokolleri, minimal kalinti hastalik takibi, hastaligin
genomik profilinin daha net anlagilmasi ve risk grubunun daha dogru belirlenmesi ile
iligkilendirilmistir. Fakat tim gelismelere karsin hastalarin yaklagik %15-20’inde
hastaligin tekrar niiks etmesi durumu ALL kaynakli liimlerin en biiyiikk nedenini
olusturmaktadir. Bu sebep ile yiiksek niiks riski tasiyan hastalarin erken donemde tespit
edilmesi ve bdyle hastalara yonelik daha yenilik¢i tedavi protokollerinin gelistirilmesi
onem tagimaktadir. Ote yandan ALL olusumunu tetikleyen, erken tani ve uygulanacak
tedavinin belirlenebilmesi igin prognostik 6neme sahip yeni biyobelirtecler ETV6-
RUNX1-benzeri, BCR-ABL1-benzeri, IKZF1-N159Y, ZNF384, ZNF384-benzeri,
CRLF2, BCR-ABL1-benzeri olmayan CRLF2, PAX5 tanimlanmaktadir. Tim
transkriptom profilleri ve baz1 tekrarlayan genetik degisiklikler baz alinarak belirlenen
ve yiiksek risk grubuna giren BCR-ABL1-benzeri yeni alt grubu B-ALL hastalarinin
yaklasik 9%15-20’sini olusturmakta ve bu hastalarin kotii prognoz gosterdigi
goriilmektedir. Bu grup hastada tirozin kinaz ile sitokin reseptor aktivasyonunu harekete
gecirecek bazi genetik varyasyonlar (JAK2, EPOR, IGH-CRLF2, P2RY8-CRLF2
fiizyonlari, JAK1, JAK2, JAK3, IL7R mutasyonlar1 ve ABL1, ABL2, CSFIR ve PDGFRB
flizyonlaridir) bulunmaktadir (10, 20, 25-28, 37, 68, 69).

Bu tez ¢alismasinda, pediatrik ALL hastalarinin tan1 zamani 6rneklerinde, kontrollerde
ve ALL hiicre hatlarinda CRLF2 gen anlatim seviyelerinin tespit edilerek hastalarin
klinik 6zellikleri ile iligkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Calismamizda, pediatrik B-

ALL (n=59) ve T-ALL(n=11) hastalarmin %15’inde (n=11) yiiksek CRLF2 gen

anlatim1 saptanmustir. Literatiirde yapilmig Onceki c¢alismalarda yetiskin ve/veya
peditarik ALL olgularinda ¢ok degisken oranlar (%7-%61) bildirilmis olup tespit
ettigmiz %15’lik oran bu bulgular ile uyumludur (38, 57, 62, 65, 67, 70, 71, 73, 74).
Yapilan ¢alismalar pediatrik ve yetiskin hastalarda CRLF2 genin artmis anlatim
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oranlarinin hemen hemen ayni diizeylerde oldugunu gostermektedir. Ancak CRLF2
geninin katildigi fiizyon genler nedeniyle hastalar arasinda gen anlatim diizeylerinde
degiskenlik gézlenmektedir. Adolesan ve yetiskin ALL hastalarinda daha sik IGH-
CRLF2 translokasyonu gozlenirken, daha kiiclik yastaki pediatrik hastalarda P2RY8-
CRLF2 fiizyonunun gozlendigi bildirilmistir. Pediatrik ve yetiskin Ph-benzeri ALL
hastalarin yaklasik yarisinda CRLF2 yeniden diizenlenmeleri bildirilmistir. Ph-benzeri
ALL grubunda CRLF2 genin artmis anlatimlar1 daha sik gézlenmektedir. Calismamizda
saptadigimiz asirt anlatim gosteren 11 hastanin Ph-benzeri hasta grubunda yer alip

almadiginin devam eden c¢aligmalarla ortaya ¢ikartilmasi amaglanmaktadir.

Mevcut calismalarda belirlenen CRLF2 gen anlatim diizeylerinde biiytik farkliliklarin
temel nedeni esik deger belirleme yaklasimlaridir. Bu calismada CRLF2 anlatim
seviyelerini degerlendirmek amaciyla iki yaklasim denenmistir; AUC analizi ve CRLF2
flizyon varligina gen anlatim diizeyleri. Literatiirde, CRLF2 ile ilgili ¢calismalarda esik
degeri belirlemek i¢in birden fazla yontemin kullanildigi gorilmiistiir. Chen ve ark.
1061 pediatrik B-ALL hastasinda, Chiaretti ve ark. 102 yetiskin B-ALL hastasinda
CRLF2 ACt degerleri ve CRLF2 varyasyonlarini da baz alarak esik deger
belirlemislerdir (ACt=8.08 ve ACt=8) (65, 66). Cui ve arkadaslarinin yapmis olduklari
bir ¢alismada esik degeri belirlemek icin CRLF2 gen anlatim degerlerini kullanarak
AUC analizi yapilmis, AUC=0.701 duyarlilik (sensitivity) %80 ve 6zgiilliik (specificity)
%65.2 olarak bulunmus ve buna bagl olarak esik degerini belirlemislerdir (67). Yano
ve ark. ile Dou ve ark. (10 kat) ve Schmah ve ark. (5 kat) artmig CRLF2 anlatimina ait
esik degeri medyana gore belirlemislerdir (70-72). Mullighan ve ark ve diger bazi
gruplar ise CRLF2 yeniden vyapilanmalari baz alarak esik degeri (ACt<6)
belirlemiglerdir (57, 62, 75). Calismamizda esik degeri belirlemek icin ilk olarak
CRLF2 ACt ve gen anlatim(%) degerlerini kullanarak AUC analizi gergeklestirdik
ancak istaitsitiksel olarak anlamli sonuca ulagsmadik. AUC analizi sonug¢larimizin Chen
ve ark. ile Chiaretti ve arkadaslarinin bulgularina uyumlu oldugu ve hasta sayisinin
azlig1 nedeni ile ististiksel anlamliliga ulasilmamistir. Bu iki yaymi referans alarak
hastalarimizin CRLF2 ACt verileri ve CRLF2 fiizyonu olan hastalar1 gen anlatimi
diizeylerini kullanarak esik Ct deger 8.02 olarak alinmistir.Yiiksek CRLFZ2 mRNA
anlatimina giren hastalarda yiiksek anlatimin hesaplamalara gore yaklasik 8 kat artmis

oldugu goriilmiistiir.
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CRLF2 geninin anlatima girdigi dokular; en ¢ok endometrium, dendritik hiicreler,
apandis, kemik iligi dokularinda goriiliirken orta diizeyde akciger, ince bagirsak, mide,
mesane, bobrek ve daha az olarak karaciger, lenf nodlari, pankreas, retina, timus olarak
bilinmektedir. B hiicre ve T hiicrelerinde ise normal kosullarda yok denecek kadar az
anlatima girdigi bilinmektedir. Kemik iligi ve timus dokusu B ve T hiicre olusumu i¢in
onemli anatomik bolgelerdir. Calismamizda saglikli kontrol olarak kemik iligi, timus
dokusu ve periferik kan ornekleri kullanilmistir. CRLF2 gen anlatiminin saglikli
hiicrelerde en yiiksek oranda kemik iliginde, takiben timus ve en diisiik oranda periferik
kanda oldugu goriilmiistiir. Sitokinler ve reseptorleri hiicrenin gelisimi, ¢ogalmasi ve
farklilasmas1 gibi Onemli islevlerden sorumludur. Dolayisiyla sitokin reseptor
genlerinde ve tirozin kinaz sinyal yolaklarindan sorumlu olan genlerde olusabilecek
varyasyonlar sonucu hiicre i¢i iglevlerin olumsuz yonde etkilenmesi kaginilmazdir. Ayni
zamanda TSLP-CRLF2 sinyalizasyonu B-hiicre gelisiminde ve inflamasyonda rol
oynadig bilinmektedir (53, 55, 76).

Caligmamizda yiiksek CRLF2 gen anlatimi gosteren hastalar klinik paramerteleri

bakimindan da degerlendirilmis ve CRLF2 anlatimlar1 ile klinik bulgular arasinda
herhangi bir prognostik iligki saptanmamistir. Artmis anlatim gosteren 11 hastanin ¢ogu
sag, indiiksiyon tedavisine yanit veren, niiks gozlenmemis olgulardir. Bunun yaninda,
Y-CRLF2 hastalarmin %22’sinde niiks gozlendigi ve kaybedildigi, yaklasik %25’inde,
indiiksiyon tedavi yanitnin olmadig1 goriilmektedir. Y-CRLF2 hastalarin hepsi pediatrik
B-ALL grubunda olup %8’i common-B ALL, %?2’si pre-B ALL hastasidir. Tablo
10’dan anlasilacag tlizere esik degere gore yapilan klinik degerlendirmede istatistiksel
olarak anlamli farklilik belirlenmemistir. Grubumuzun onceki arastirmalarinda elde
ettigi ayn1 hasta grubuna ait mutasyon verisi, bu ¢alismada elde edilen CRLF2 gen
anlatim diizeyleri ile karsilastirildiginda yiiksek CRLF2 gen anlatimi gosteren
hastalardan ikisinde CRLF2 heterozigot duplikasyonu ve bagka bir hastada da X
kromozumda heterozigot duplikasyon oldugu goriilmektedir. Yapilan Onceki
calismalarda Chen ve ark. artmis CRLF2 gen anlatimimnin yiiksek riskli hastalar ve ¢ok
kotl hastalik seyir ile iliskili oldugunu, Pastorczak ve ark. artmis CRLF2 gen anlatimi
IKZF1 delesyonuna bagli gelismis ise artmis niiks riski ile iliskili oldugunu, Schméh ve
ark. artmis CRLF2 gen anlatimi, P2RY8/CRLF2 ve IGH/CRLF2 gen aberasyonlarinin
pozitif ALL hastalarinda kotii prognoza katkida bulunabilecegini, Mullighan ve ark.
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yiiksek riskli hasta grubunda IGH-CRLF2 degisimi bulunanlarda kotii prognoz
prevelansinin belirgin dercede yiiksek oldugunu, Cui ve ark.’da yine artmig CRLF2 gen
anlattminin koti seyir ile iliskili oldugunu bildirmislerdir (57, 65, 71, 74, 77).

Genel olarak literatiirde yapilan ¢alismalar gosteriyor ki artmig CRLF2 gen
anlatimina sahip hastalarda en ¢ok bu genin aberasyonlari1 veya bu genin artigina sebep
olacak baska genlerdeki mutasyonlar ve/veya translokasyonlarin varligr ile CRLF2 gen
anlatiminin artis1 hastalarda kotli prognostik etki yaratmakta olup, bu hastalar yiiksek
risk grubunda yer alan, artmis niiks riskine sahip olup 33. giin tedaviye yanit vermeyen
ve yasam beklentileri kisalmis olgulardir (38, 60-63, 67, 72, 74, 75). CRLF2 fiizyonu
tasiyan iki hastamiz da yiiksek risk grubunda yer almakta olup bir tanesinde 33. giin
yanit1 yoktur ve niiks etmistir. Her iki olgunun da takip siireleri ¢cok uzun degildir (22ay
ve 50ay) ve klinikten alinan bilgilere gore son kontrol zamanlarinda sag olduklari
anlagilmaktadir. Yapilan bir calismada yliksek CRLF2 diizeyleri ile hiperlokositoz
(p=0.0002) ve trombositopeni (p=0.005) klinik parametreleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliligin oldugu gosterilmistir (66). Bagka bir caligmada regresyon
analizinde Y-CRLF2 hastalar ile t(4;11) t(12;21) arasinda anlamli negatif korelasyon
saptamiglardir (59). Ensor ve ark. yiiksek CRLF2 anlatimina sahip ALL hastalarinda
hepatosplenomegali goriilme olasiliginin daha yiiksek oldugunu ve ayni zamanda artmis
CRLF2 anlatimin yas cinsiyet veya tani lokosit gibi klinik parametrelerle iligkili
olmadigini ¢aligmasinda bildirmistir (56). Bizim ¢alismamizda da Y-CRLF2 hastalarin
%36’sinda organ tutulumu goriilmektedir. Yoda ve ark.’da artmig CRLF2 ve azalmig
CRLF2 seviyeleri ile yas, cinsiyet yada lokosit arasinda anlamli farklilik tespit
etmemisler fakat artmig CRLF2 ile genel sagkalim ve olaysiz sagkalimin belirgin
sekilde kotii seyrettigini bildirmislerdir (50). Cogu ¢alismada CRLF2 genin asir1 artmis
anlatimlarina sahip hastalarda siklikla ~ P2RY8-CRLF2 vel/veya IGH@-CRLF2
fiizyonlarin goriildiigii bildirilmistir (50, 59, 60, 72). Harvey ve ark. ise yiilksek CRLF2
anlatimma sahip ALL hastalarin kemoterapiye yavas cevap verdigi ve indiiksiyon
sonunda hastalarda yiiksek oranda MRD gozlendigini tespit etmislerdir (64). Bununla
birlikte bir¢cok c¢aligmada bizim bulgularimizla uyumlu olarak CRLF2 gen anlatim
diizeylerinin herhangi bir prognostik gosterge olmadigi bildirilmektedir (38, 59, 70, 73)
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Sagkalim analizine gore yiiksek CLRF2 (n=8) ve normal CRLF2 (n=48) gen
anlatim1 gosteren hastalarin genel ve olaysiz sagkalimda anlamli farkliligin olmadig:
tespit edilmistir. Ote yandan CRLF2 geni ile niiks, MSS tutulumu, BCR-ABL1 ve/veya
MLL-AF4 translokasyonlar1 ve 33. giin yanit1 gibi kotii risk parametrelerin baz alindigi
cox regresyon analizi, CRLF2 artmis anlatiminin diger kotii prognostik parametrelere
gore konumunu bize gostermektedir. Yano ve ark. yaptigi 167 hastayi igeren ¢alismada,
yiikksek CRLF2 ile total ve 5 yillik sag kalim arasinda degerlendirme yaptiklarinda
anlaml bir iligkinin olmadigimi saptamislar. Roberts ve ark. yaptigi 798 hastay1 igeren
calismada da CRLF2 yeniden diizenlenmeleri ile diger genetik degisiklikler arasinda
genel sagkalim ve 5 yillik survi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi
bildirilmistir. Farkli olarak Jain ve ark. yiiksek CRLF2 anlatimmin Yyetiskinlerde uzun
donem sag kalimda kotii prognostik bir belirte¢ oldugunu gostermislerdir (38, 62, 70).
Calismamizin tamami degerlendirildiginde o6zellikle BCR-ABL1 ve MLL-AF4B
onkogeni tasiyan, niiks gozlenen bununla birlikte CRLF2 ve/veya diger genlerde
saptanan mutasyonlar1 tagiyan hastalarin sag olmadigi, boylelikle diger genlerdeki
anomalilerle birlikte CRLF2 gen anlatimlarinin pediatrik ALL hastalarinda kotii manada

prognostik etkisinin olabilecegi yorumu yapilabilir.
Sonug olarak bu tez calismasiyla;

1. Pediatrik ALL’de prognostik molekiiler belirte¢ olarak 6ngérillen CRLF2 geni
asirt artmis anlatim diizeyleri kantitatif PZR ile tespit edilmistir. Hastalarin %15’inde

literatiir ile uyumlu olarak ¢ok yiiksek CRLF2 gen anlatim1 saptanmustir.

2. Artmisg gen anlatimina (“overexpression”) dayali aragtirmalarda esik deger
belirlenmesine dair segenekler irdelenmis ve sonraki caligmalar i¢in yaklagimlar ortaya

konmustur.

3. Calismanin daha genis hasta grubu ile gerceklesmis olmast ve ayn1 zamanda
hastalara ait klinik bilgilerin tamamina ulasilmasi, yapilacak analizleri ve yorumlamay1
onemli derecede degistirecegi goriilmiistiir. Clinkli hastalarin bazi klinik bilgilerinin
eksik olmasi hem analizleri hemde yorumlamayi olumsuz yonde etkilemis ve ozellikle
calismaya dahil edilen T-ALL (11) hasta sayisinin ¢ok az olmasi bu gruba yonelik
yapilacak agiklamalar1 kisitladigr goriilmiistiir. Bununla birlikte Y-CRLF2 mRNA

anlatimlarma sahip hastalarin (11) ¢ogunlugunun sag olarak bilinmesi, bu hastalara
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takibin en son ne zaman yapildig1 ya da bu hastalar uzun siireli takip altinda mi

sorusunu diisiindiirmiistiir.

4. Ph-benzeri olgularin tanimlanmasi zordur, sonraki calisamalar Y-CRLF2
saptanan olgularin bu alt gruba dahil olup olmadigini bize gosterecektir. (devam eden

bir diger doktora tez ¢aligmasi)

5. Bu ¢aligmada her ne kadar Y-CRLF2 saptanan olgularda klinik olarak anlamli
ve prognostik farkliliklar saptanmasa da Ph-benzeri hastalarin se¢iliminde Y-CRLF2
olgularin belirlenmesi 6nemlidir. Ayrica Y-CRLF2 hastalar JAK inhibitorleri ile

tedaviye aday hastalardir.
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