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OZET

Yanik Pehlivanoglu, S. (2021). Pediatrik Akut Lenfoblastik Losemi Olgularinda Minimal
Rezidiiel Hastaligin Molekiiler Diizeyde Degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Akut Lenfoblastik Losemi (ALL), lenfoid progenitor hiicrelerin kemik iligi ve
ekstramediiller bolgelerde klonal proliferasyonu ile karakterize bir hematolojik
malignitedir.ALL pediatrik (ortalama 5 yas) ve erigkin (ortalama 50 yas) olmak {izere
yasa bagh iki farkli dagilim gosterir ALL agirlikli olarak ¢ocuklar1 etkilerken
yetiskinlerdeki orani yaklasik %20’dir. Losemide tedaviden kagan ve niikslere yol acan
hiicreler minimal rezidiiel hastalik (MRD) olarak tanimlanir. Niiks, akut 16semilerde
oldukca ciddi bir sorundur. Giinlimiizde 16semi tedavisi sonrasi niikslere neden olan en
onemli faktoriin MRD oldugu disiiniilmektedir. Bundan dolayt MRD’nin takibi
hastaliksiz yasam acisindan oOnem tasimaktadir. Tez c¢alismasinin amact niiks
olan/olmayan Pediatrik Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) olgularindan alinan kan ve
kemik iligi 6rneklerinde CXC Kemokin Reseptorii tip 4 (CXCR4), Platelet Tiirevi
Biiyiime Faktorii Beta (PDGFRB), Kemokin Ligandi-5 (CCL5/RANTES), Sarmal-
[Imek-Sarmal Proteini 38 (TWIST1) ve Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktor Reseptorii
2 (KDR/VEGFR2) gen ifade diizeylerinin pediatrik ALL’de ve MRD’de klinik tablolara
bagli olarak biyobelirteg olarak kullanilabilirligi olup olmadigini arastirmaktir. Tez
calismasi igin gerekli olan hasta drnekleri , Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Pediatrik Hematoloji Bilim Dali servisinde tani
konmus 46 pediatrik ALL hastalarindan ve 10 saglikli kontrol grubundan saglandi.
Toplanan kan ve kemik iligi 6rneklerinden oncelikle RNA izolasyonu islemi yapildi.
Ardindan RNA o6rneklerinden Real Time PZR yontemi ile soz konusu genlerin ifade
diizeylerine bakildi. Sonugcta, pediatrik ALL’de RANTES ifade diizeyinin degistigini
saptadik. Bulgularimiz 1s18inda RANTES geninin ALL patogenezinde 6nemli rolil
oldugu ve biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilecegi diisiincesindeyiz. RANTES’in ALL
ve MRD’de biyobelirte¢ olarak kabul edilmesi i¢in daha genis kohortlarda yapilan
destekleyici ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler :  Pediatrik Akut Lenfoblastik Loésemi, MRD, RANTES
ekspresyonu, RANTES, TWIST1

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 36170
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ABSTRACT

Yanik Pehlivanoglu, S. (2021). Molecular Evaluation of Minimal Residual Disease in
Pediatric Acute Lymphoblastic Leukemia Cases. Istanbul University, Institute of Health
Science, Genetics. Master Thesis. 2021. Istanbul

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is a hematological malignancy with bone marrow
and extramedullary clonal proliferation of lymphoid progenitor cells. ALL shows two
different age-related distributions: pediatric (mean age 5 years) and adult (mean age 50
years). ALL is a malignancy that usually affects children. Cells that escape treatment and
cause relapses in leukemia are defined as minimal residual disease (MRD). Relapse is a
serious problem in acute leukemias. The most important factor causing relapses after
treatment is MRD. Therefore, follow-up of MRD is important in terms of disease-free
life. The purpose of the thesis study was to determined expression level of CXCR4,
PDGFRB, RANTES, TWIST1 and VEGFR2 in bone marrow or blood samples for
follow-up of MRD in pediatric acute lymphoblastic leukemia patients. Patient samples
were obtained from 46 pediatric ALL patients diagnosed in Akdeniz University Faculty
of Medicine, Department of Pediatric Hematology Department of Pediatric Hematology
and 10 healthy control groups. First of all, RNA isolation was performed from the
collected blood and bone marrow samples. Then, expression levels of genes were
measured from RNA samples by Real Time PCR method. As a result, we found that the
RANTES expression level changes in pediatric ALL. In the light of our findings, we think
that the RANTES gene has an important role in ALL pathogenesis and can be considered
as a biomarker. We believe that supportive studies in larger cohorts are needed for

RANTES to be accepted as a biomarker in ALL and MRD.

Key Words: Pediatric Acute Lymphoblastic Leukemia, MRD, RANTES expression,
RANTES, TWIST1

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 36170
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ZUSAMMENFASSUNG / RESUME

Dikkat bu satir1 ve asagidaki paragrafi daha sonra siliniz!

Bu sayfay1 koyacaksamz "OZET” ve “ABSTRACT” sayfalarindaki ilkeler uygun olarak
hazirlaym. Bu sayfay1 koymayacaksaniz bagligi tamamen bloklayarak siliniz.



1. GIRIS VE AMAC

Akut Lenfoblastik Losemi (ALL), lenfoid progenitdr hiicrelerin kemik iligi ve
ekstramediiller bolgelerde klonal proliferasyonu ile karakterize bir hematolojik
malignitedir.ALL pediatrik (ortalama 5 yas) ve erigkin (ortalama 50 yas) olmak {izere
yasa bagh iki farkli dagilim gosterir. ALL agirlikli olarak cocuklar etkilerken
yetiskinlerdeki oran1 yaklagik %20°dir.

ALL, T hiicreli ve B hiicreli olmak iizere iki tipte gelisebilmektedir. Eriskin
olgulardaki ALL tipi %75 oraninda B hiicre kaynaklidir. Pediatrik olgulardaki ALL tipi,
neredeyse %90’a varan iyilesme oranmna sahiptir. Bu oran, son 40 yilda gelistirilen
dozlarin ve kemoterapi programlarinin optimizasyonuyla risk odakli tedaviye baghdir.
Buna karsilik, ayn1 tedavi stratejileri eriskin ALL olgularinda yalnizca %35-45 oraninda

uzun vadeli sag kalimi saglayabilmistir.

ALL, farkli genetik temellere bagli olarak ortaya ¢ikan hematolojik bir hastaliktir.
Farkli mutasyonlar ve epigenetik degisimler prognostik diizeyi etkilemektedir. ALL
patogenezinde rol oynayan cesitli genetik degisiklikler arasinda, lenfoid gelisim genleri
(PAXS, IKZF1, EBF1, LEF1 ), tiimdr baskilayici genler (CDKN2A, CDKN2B, RB1 ve
TP53), lenfoid sinyal genleri (BTLA, CD200, TOX), transkripsiyon regiilatér ve
koaktivatorleri (TBL1XL1 ve ERG) ve ayrica kromatin yapi regiilatorleri ve epigenetik
regiilatorlerin (CTCF, CREBBP) yer alir. T hiicre kaynakli ALL, aktive edici NOTCH1
mutasyonlarimin ve TLX1 (HOXI11), TLX3 (HOXI11L2), YLY1, TAL1 ve MLL

transkripsiyon faktorlerinin yeniden diizenlenmesi ile karakterizedir.

ALL’de prognostik dnemi olan molekiiler-sitogenetik anormallikler; Philedelphia
kromozomu (Ph)-pozitif ALL, Ph-benzeri ALL, hiperdiploidi (>50 kromozom),
hipoploidi (<44 kromozom) ve translokasyon tipi t(12;21), t(9;22), t(1;9), t(4;11)’dir.
BCR-ABLI benzeri ALL hastalarinin ¢ogu IKZF1, PAX5 ve VPREBI gibi B hiicresi
gelisiminde rol oynayan genlerde degisikliklere sahiptir. BCR-ABL1 benzeri ALL,
pediatrik B-ALL’nin yaklasik %15’ini olusturur ve kotii prognoz ile iligkilidir.



Losemide tedaviden kacan ve niikslere yol agan hiicreler minimal rezidiiel hastalik
(MRD) olarak tanimlanir. MRD, morfolojik olarak tespit edilemeyecek kadar az sayida
blastik hiicre varligi anlamina gelir. Giiniimiizde 16semi tedavisi sonrasi niikslere neden

olan en 6nemli faktoriin MRD oldugu diisiiniilmektedir.

Gelismis {ilkelerde pediatrik ve eriskin ALL hastalar1 MRD temelli risk
gruplarinin belirlenmesi i¢cin, MRD tan1 protokolleri uygulanmaktadir. ALL’de ilk MRD
tanist 1980 yillarinda immiinfloresan mikroskopi yontemi ile ortaya konmaya
baslanmigtir. MRD’nin dogru, giivenilir ve hassas bir sekilde tanimlanabilmesi i¢in
%0.01 veya 1/10.000’e esit veya daha diisiik oranda ALL hiicrelerinin belirlenebilmesi
gerekir. Bunun icin kanda ve kemik iliginde aberrant immiinfenotiplerin ve spesifik gen
aberasyonlarinin (Ig/THR) saptanabilmesi i¢in akim sitometri veya PZR yontemleri
uygulanmaktadir. Gliniimiizde uygulanan klasik MRD teknikleri; Ig/THR hedefli qPZR,
Klasik multicolor akim sitometri-MRD ve flizyon gen hedefli RQ-RT PZR yontemleridir.
Bu yontemler ile T ya da B hiicreli ALL’de MRD’ye yonelik tespit i¢in 2 tip 16semi-
spesifik belirtegle analiz yapilir. Birincisi kromozomal rekombinasyonla gelisen anormal
fiizyon bolgelerinin belirlenmesi, ikincisi ise hastalifa spesifik olarak ortaya cikan
immiinglobulin (Ig) ya da T-hiicre reseptor (THR) genlerinin yeniden diizenlenmelerinin
belirlenmesidir. Klinik ¢aligmalarda genellikle hastalarda Ig veya T-hiicre reseptoriiniin
ekspresyon diizeyleri belirlenmektedir. Bu ekspresyon diizeylerini belirlemek i¢in PCR

yontemi kullanilir.

Kemik iligi mikrogevresi (nis), hematopoetik malignitelerde 6nemli bir faktordiir.
Losemilerde, kemik iligi mikrogevresinin hastaligin baslangici ve progresyonu agisindan
destekleyici bir rolii vardir. Ayrica 16semi hiicrelerinin hematopoezinin desteklenmesi
icin kritik sinyallerin olustugu en yaygin niiks bolgesidir. Hematopoetik hiicrelerdeki
kuisens, metabolizma ve sag kalim yolaklarinin tiimii kemik iligi mikrogevresinden
etkilenir. Bu yolaklar, kemik iligi nisindeki 16semik hiicreler tarafindan tedavi direncini
artirmak i¢in ortak olarak sectigi bilinen yolaklardir. Bir¢ok ¢aligsma 16semik hiicreler ile
kemik iligi arasindaki etkilesimi daha iyi anlamamiza yardimci olmustur Ancak;
hastaligin niiksii, klinik bir sorun olarak devam etmektedir. Yapilan ¢alismalar; kemik
iligi nisinin ALL proliferasyonunu ve kemoresistansin1 destekledigini kanitlamigtir.

Kemik iliginin endosteal ve perivaskiiler nislerinin ALL gen ekspresyonunu



diizenleyebildigi bilinmektedir. Bu nis bolgeleri hiicre farklilagmasi,proliferasyonu , sag

kalim1 ve perifere ¢ikis1 gibi kritik roller diizenlemektedir.

TWISTI1; heliks-loop-heliks ailesinden bir transkripsiyon faktoriidiir.
Embriyojenezde mezenkimal hiicre soylarinin gelisiminde transkripsiyonel diizenlemede
rol alir. Son yapilan ¢alismalarda, TWIST1 geninin hem hematopoietik hiicrelerin
islevinde ve gelisiminde, hem de hematolojik malignitenin gelisiminde anahtar rol
oynadig1 gosterilmigtir. Ayrica TWIST1 ekspresyonunun farkli TH1 efektor bellek
hiicrelerinde baskin oldugunu tespit edilmistir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii 2
(VEGF2), anjiyogenez ve hematopoez olusumunda ve bunda rol oynayan hiicrelerin
korunmasinda kritik 6nemi olan biiytime faktoriidiir. VEGF reseptorleri hematopoietik
hiicrelerin alt gruplarinda eksprese edilir. Son yapilan ¢aligmalarda VEGF'in sitokinlerle
uyarildiktan sonra hematopoietik kok hiicrelerden salgilandigi da belirlenmistir.
Transplante kemik iliginde VEGFR-2'nin asir1 ekspresyonu ve aktivasyonu, T hiicresi alt
soylarinda azalmaya yol acar. Yapilan bu ¢alismalar VEGFR-2’nin kanserde, anormal
hematopoezde ve immiin yetmezlikte rol oynadigini gostermistir. RANTES (CCLS);
yaslanan kok hiicrelerde yiiksek diizeyde bulunan inflamatuar bir sitokindir. RANTES’in
hematopoietik roliinii anlamak i¢in yapilan ¢alismalarda; kemik iligi progenitdrlerinde
retroviral ekspresyonla RANTES’in asir1 tiretilmesi, T hiicresi miktarinda ve T hiicre
soylarinda azalmaya yol actigi goriilmiistiir. CXCR4 geni, CXC kemokin SDF-1'in
reseptoriidiir. CXCR4, pluripotent progenitorleri iceren CD34 + hiicrelerinde eksprese
edilir ve hematopoetik kok hiicrelerin yerlesiminde gorevlidir. CXCR4 ekspresyonu,
SDF-1'in biyolojik etkileri i¢in ¢ok dnemli bir yere sahiptir. SDF'nin rolii heniiz kesin
olarak bilinmemekle birlikte hiicre biiylimesi, gog¢ii ve transkripsiyonel aktivasyonu
saglayacak ve 16semik kemik iligine katkida bulunabilecek farkli sinyal yolaklarini aktive
ettigi One siirlilmektedir. PDGFRD; hiicre ylizeyi reseptorii olarak gorev yapar ve
embriyonik gelisim, anjiyogenez, hiicre cogalmasi ve farklilasmasi, hayatta kalma dahil

olmak {izere bir¢ok biyolojik islemin diizenlenmesinde rol oynarlar.

Bu bilgiler 1s181nda tez ¢galismamizin amact; standart Ig/THR tan1 yaklagimindan
farkli olarak ALL’de niiks, kemik iligi mikrogevresinde homing ve hiicre farklilagmasi
acisindan 6nemli olabilecegini diislindiigiimiiz TWIST1, VEGFR2, RANTES, CXCR4
ve PDGFRb genlerinin ekspresyon diizeyleri arastirmak ve ¢alismamizda, MRD tanisi

alan pediatrik olgularda s6z konusu hedef genlerin ekspresyon diizeyleri ile niiks



arasindaki iligkiyi agiga kavusturmayi, MRD agisindan bilgi verici olabilecek ve tedaviye

yon verebilecek yeni belirtecler saptanmay1 amaglamaktayiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. AKUT LENFOBLASTIK LOSEMi
2.1.1 Hematopoez

Hematopoez, pluripotent Onciil hiicrelerinin matiir kan hiicresi soylarina
farklilagsmast stireci olarak tanimlanir (Sekil 2.1). Hematopoetik hiicreler siirekli
yenilenirler ve yenilenme hizlar1 viicut gereksinimlerine gore farklilik gosterir (1).
Gelisim siirecinde hematopoez, embriyonik hayatta bir ¢ok organ tarafindan

gergeklesirken, erigkin donemde genellikle kemik iliginde gergeklesir (Sekil 2-2) (2).
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Sekil 2-1: Kan Hiicrelerinin Farklilasma Siireci (2)
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Sekil 2-2: Gelisim Siirecinde Hematopoez (2)

2.1.2 Loseminin Tanimlanmasi

Losemiler, belirli bir hematopoetik farklilasma agamasina gelmis olan hiicrelerin
malign hale doniismesi ile olusan neoplastik hastaliklardir (3). Daha agik anlatilacak
olursa; beyaz kan hiicrelerinin (lokositlerin) anormal bir sekilde artmasi ile karakterize
olan, onciil hiicresine gore kan veya kemik iligi kanseri olarak; hastaligin baglama

stiresine gore ise akut 16semi veya kronik 16semi olarak siniflandirilirlar (3).
2.1.3 Loseminin Tarihcesi

Kan hiicrelerinin tanimlanmasi 17-18.yiizyillarda gerceklesmistir. Eritrositler
Anton von Leeuwenhoek tarafindan 1674’te, lokositler Joseph Lieutaud tarafindan
1749°da, lenfositler ise William Hewson tarafindan 1774 te tanimlanmistir. 1743 yilinda
hematoloji terimini ilk defa Thomas Schwenke kullanmistir. 19.ylizyilda ise halk arasinda
“kan kanseri” olarak nitelendirilen 16semi tanimlanmustir. 11k kez 16semili bir hastanin
kan hiicresi resmini Bennett 1852 yilinda yaymlanmigtir. Hemen ardindan ikinci bir
l6semi olgusunu ise Virchow yaymlamistir. Yasayan bir hastada loseminin ilk
mikroskobik tanis1 Henry Fuller tarafindan 1846’da gergeklestirilmistir. Daha sonrasinda
ise Virchow, benzer bir olgu yayinlayarak yeni bulunan bu hastalik i¢in Yunanca 16kos
(beyaz) ve aima (kan) kelimelerini birlestirerek “losemi (beyaz kan)” terimini

kullanmustir (4,5).

Virchow tarafindan 1849°da {igiincii bir olgu yaymlanmistir ve bu olguda, kronik

16seminin splenik ve lenfatik formlarinin varligini tespit etmistir. 1877°de Paul Ehrlich



kan hiicreleri arasindaki farklilagmay1 gosteren bir boyama teknigi buldu ve bu bulus tipta
cigir acgtl. Bu sayede, 1880 yilinda beyaz kan hiicrelerinin ii¢ farkli graniilosit tipi
(eozinofil, bazofil, nétrofil) oldugunu gostermistir. Yeni ortaya koyulan bu bulgu, kronik
l6semilerde hematopoetik farklilagma siirecindeki hastaliga tutulan hiicre serisinin tipine

gore, lenfoid ve miyeloid olarak siiflandirilmasini saglamistir (5).

2.1.4 Akut Lenfoblastik Losemi

Akut lenfoblastik 16semi (ALL) lenfoid projenitdr hiicrelerin kemik iligi ve
ekstramedullar bolgelerde klonal proliferasyonu ile karakterize olan, en yaygin ¢ocukluk
caginda goriilen bir hematolojik malignitedir (6). ALL pediatrik (ortalama 5 yas) ve
erigkin (ortalama 50 yas) olmak iizere yasa bagl iki farkli dagilim gosterir. ALL agirlikli
olarak ¢ocuklar etkilerken yetiskinlerdeki orani yaklasik %20°dir. ALL T hiicreli ve B
hiicreli olmak tizere iki tipte gelisebilmektedir. Eriskin olgulardaki ALL vakalarinin
%75°1 ve pediatrik ALL vakalarmin %85°1 B hiicre kaynaklidir. Pediatrik olgulardaki
ALL tipi, %90’a varan iyilesme oranina sahiptir (7).

2.1.4.1 ALL Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Akut Lenfoblastik Losemi (ALL), agirlikli olarak c¢ocuklar1 etkileyen bir
hastaliktir. Cocukluk c¢aginda goriilen kanserlerin %25’ini olusturur (6). ALL’nin
yetiskinlerdeki orani yaklasik %20°dir (7). Amerikan Kanser Dernegi’nin 2019°da
ABD’deki akut lenfoblastik 16semi (ALL) verilerine gore (¢ocuklar ve yetiskinler dahil),
yaklagsik 5.930 yeni ALL vakasi (erkeklerde 3.280 ve kadinlarda 2.650), ALL'ye bagh
yaklagik 1.500 oliim gergeklestigi (erkeklerde 850 ve kadinlarda 650) saptanmistir. Bu
calismaya gore ALL gelisme riski en fazla, 5 yasindan kiiciik cocuklarda oldugu
bildirilmistir. ALL gelisme riski 20'li yaslarin ortasina dogru azalir fakat 50 yasindan
sonra tekrar artmaya baslar. Genel olarak, tani almis her 10 ALL vakasinin 6’s1
pediatriktir (8). National Cancer Institute verilerine gore; akut lenfoblastik 16semi
vakalarinda o6lim oranlarinin 64-75 yaslar1 arasindaki bireylerde daha yiiksek

bulunmustur (9).
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Sekil 2-4: Yasa bagh ALL-AML insidans oranlari(11)

Akut 16semilerin etiyolojisi halen net olarak aydinlatilamamigtir. Akut 16semi
gelisiminde bir ¢ok ¢evresel ve genetik risk faktorii oldugu bilinmektedir. Bunlar; iyonize
radyasyon, cesitli kimyasallar (6rn.benzen), kullanilan bazi ilaglar, kromozom
anomalileri ve bazi1 genetik bozukluklar sonucu artan insidans (6rn. Ataksi Talenjiektazi,
Li-Fraumeni Sendromu, Bloom Sendromu, Norofibromatozis, Trizomi 21, Fankoni

Anemisi vb.) olarak belirtilebilir. Losemi vakalarmin ¢oguna sadece genetik yatkinligin



degil, aym1 zamanda somatik degisikliklerinde neden oldugu diisiiniilmektedir.
Losemilerde insidans artisina neden olan genetik bozukluklar tablo 2-1’de

gosterilmistir(10,11).

Tablo 2-1: ALL’de insidans artisina neden olan genetik bozukluklar (10,11)

Grup Risk Yas arahig1
Trizomi 21 (Down Sendromu) 1/95 <10 yas
Bloom Sendromu 1/8 <30 yas
Fanconi Anemisi 1/12 < 16 yas

2.1.4.2 Simiflandirma

2.1.4.2.1 Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)’de Diinya Saghk Orgiiti (WHO)

Siniflandirmasi
Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO) simflandirmasina gére,
Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) tanist “immiinfenotipleme” yontemi ile

koyulur.ALL’de WHO siniflamasi Tablo 2-2’de gosterilmistir.(12)

Tablo 2-2: ALL’de WHO simiflandirilmasi (12)

ALL'de Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Siniflandirmasi

Prekiirsor B Hiicreli ALL (Sitogenetik Alt Gruplar ve Onkogenler)

t(9;22) - BCR-ABL

t(11923) - MLL

t(1;19) - E2A/BPX1

t(12;21) - TEL/AML1

Burkitt Hiicreli Losemi

Prekiirsor T Hiicreli ALL
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2.1.4.2.2 Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)’de FAB Siniflandirmasi

FAB terimini French-American-British sOzciiklerinin bas harfleri
olusturmaktadir. FAB siniflandirmasi, akut lenfoblastik 16semi (ALL)’de neoplastik
hiicrelerin morfolojik 6zelliklerine gore yapilan bir siniflandirma sistemidir. ALL’de

FAB siiflandirmasi Tablo 2-3’te gosterilmistir (10,13).

Tablo 2-3:ALL’de FAB siniflandirmasi.

Alt Tip Ozellik

Kiigiik, Uniform, Niikleusu diizenli, Sitoplazma dar, Yogun
L (- i) niilfleer kromatin ’ :
Biiyiik, Uniform degil, Niikleusu diizensiz, Orta biiyiikliikte
sitoplazma, Daginik Kromatin.
Biiyiik, Uniform, Koyu bazofilik ve vakuollii sitoplazma,
Niikleus diizenli.

L2 (%14)

L3 (%])

2.1.4.3 ALL Patogenezinde Rol Oynayan Genetik Faktorler

ALL, farkli genetik temellere bagli olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Farkli
mutasyonlar ve epigenetik degisimler, hastaligin prognostik diizeyini etkilemektedir.
ALL patogenezinde rol oynayan g¢esitli genetik degisimler arasinda; lenfoid gelisim
genleri (PAXS5,IKZF1,EBF1 ve LEF1), tiimor baskilayict genler (CDKN2A, CDKN2B,
RB1, TP53), lenfoid sinyal genleri (BTLA, CD200,TOX), transkripsiyon regiilator ve
koaktivatorleri (TBL1XR1 ve ERG) ve ayrica kromatin yapi regiilatorleri ve epigenetik
regiilatorlerin (CTCF ve CREBBP) yer aldig1 belirlenmistir.(7).

2.1.4.4 ALL’de Prognostik Onemi Olan Molekiiler-Sitogenetik Anormallikler

Pediatrik ALL’de 16kosit miktari, cinsiyet, yas, hemoglobin seviyesi, trombosit

miktar1 ve FAB siniflamasi gibi prognostik faktorler mevcuttur (14).

ALL’de prognostik dnemi olan molekiiler-sitogenetik anormallikler; Philedelphia
kromozomu (Ph) pozitif ALL, Philedelphia benzeri ALL, hiperdiploidi (>50 kromozom),
hipoploidi (<44kromozom) ve translokasyon tipi t(12;21), t(1;19),t(9;22), t(4;11)’dir.
BCR-ABLI hastalarinin ¢ogu IKZF1, PAX5 ve VPREBI gibi B hiicresi gelisiminde rol
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oynayan genlerde degisikliklere sahiptir. BCR-ABL1 benzeri ALL, pediatrik B-ALL'nin
yaklasik % 15'ini olusturmaktadir ve kotii prognoz ile iligkilidir (7,15). Yapilan bazi
caligmalarda, ALL’nin sitogenetik incelemeleri sonucunda >50 kromozoma sahip olan
yani hiperdiploidi bulunan ALL vakalarimin daha iyi prognoza sahip oldugu
gosterilmistir. Buna bagl olarak, < 46 kromozoma sahip olan yani hipodiploidi bulunan
ALL vakalarinin ise kotii bir prognoz ile seyrettigi belirlenmistir. Ayrica 4., 10., 17., ve
18. Kromozomlarin trizomilerinin de hiperdiploidideki gibi ALL’de iyi prognoza sahip
oldugu diisiiniilmektedir.(16). ALL’de kromozom anomalileri sag kalimi ciddi oranda

etkiler.(tablo 2-4)(17).

Tablo 2-4: ALL’de kromozomal anomalilerin prognostik 6nemi(17)

Kromozomal Anomaliler Bes Yillik Sagkalim (Giiven Seviyesi)
Hiperploidi
> 50 Kromozom %80 (%65-90)
47-50 Kromozom %90 (%50-98)
Triploidiye yakin, 66-73 kromozom Tam olarak bilinmiyor, muhtemelen iyi.
Tetraploidiye yakin, 82-94 kromozom Tam olarak bilinmiyor, muhtemelen < %60
Normal diploid, 46 kromozom %80 ( %65-90)
Hipoploidi < 46 kromozom %71 (%55-85)
Pseudolipoid %73 (%55-85)
t(1:;19) %353
t(4;11) %45
t(9;22) %14

2.1.4.5 Hastaligin Klinigi ve Tedavisi

ALL’nin klinik patogenezi, kemik iligi yetersizliginin diizeyi ile ortaya
konulmaktadir (17). Cocuklarda gozlemlenen ilk semptomlar genelde letarji, kemik
agrilari, halsizlik ya da belirgin istah kaybidir. Bu semptomlar non-spesifiktir.
Gozlemlenen spesifik semptomlara ise kemik iligi infiltrasyonu neden olur. Bu
semptomlara 6rnek olarak kanama, anemi ve enfeksiyonlar verilebilir. Ayrica bu durum
normal hematopoezinde engellenmesine yol agmaktadir (18). Pediatrik ALL’de meydana

gelen bulgular Tablo 2-5’te gosterilmistir. Hasta dykiisiinde 16semiden siiphe edildiginde,
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kan sayimi ve periferik yayma c¢aligmalarinin yapilmasi, siiphelenilen vakalara daha hizli
bir sekilde tan1 koymay1 saglar. Ayrica ALL siiphesi var ise, periferik yayma ve kan
saymminin yanit sira kemik iligi aspirasyonu yapilmasi daha kesin bir sonuca ulastirir

(10,17,18).

Tablo 2-5: ALL’de meydana gelen belirtiler(17)

Anemi Belirtleri Letarji, yorgunluk, bitkinlik,cabuk yorulma, istah kaybi
Eni:ek.s1y(.)nlara Egilim Atesli hastaliklar
Belirtileri
Kal.lar.naya Egilim Purpura, Mukozal kanama, Hematom ve Morarma
Belirtileri
Kemik-Eklem agrisi, Hepatomegali, Splenomegali, generalize
Organ Infiltrasyonu lenf nodu biiytimesi,
Belirtileri mediastinal kitle ve bunu takiben siiperior vena kava
sendromu.
Sistemik Hastalik s . .
Belirtileri Nedeni bilinmeyen ates, kilo kaybi, gece terlemeleri.

Tablo 2-6: ALL ayiric1 tanisinda yer alan hastahklar

ALL Ayiric:1 Tanisinda Yer Alan Hastahklar

Aplastik Anemi ve diger kemik iligi yetmezligi sendromlari. Orn: Fanconi Anemisi
Romatolojik hastahiklar. Orn: Still Hastaligi, ARA vb.
Osteomyelit

Farkh malignitelerin kemik iligine yayllmasi. Orn:Néroblastom, Rabdomyosarkom

Myeloproliferatif,Myelodisplastik sendromlar

Viral ve diger enfeksiyonlar Orn: infeksiyoz mononiikleoz, CMV, leishmania

Lokomoid Reaksiyon. Orn: Difteri ve sepsis
Idiopatik trombositopenik purpura

ALL klinik ve genetik a¢idan heterojen bir hastaliktir. Dolayistyla, ALL nin farkli
alt tiplerine sahip olan hastalarin sikayetleri, gdstermis olduklar1 klinik belirtiler farklidir.
Bu durum, hastalara uygulanan tedavilere farkli bir sekilde yanit vermelerine sebep olur.
ALL hastalarina genellikle uygulanan standart tedavi sekillerine 6rnek olarak 15in
tedavisi, kemoterapi, radyoterapi ve hematopoetik kok hiicre nakilleri (HSCT) verilir

(19). ALL’li ¢ocuklar igin, ¢esitli tedavilerde kullanilan temel bilesenler benzerdir ve
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uygulanan bu tedaviler farkli fazlardan olusur. Uygulanan tedavi fazlarindan birincisi,
indiiksiyon tedavisidir. Indiiksiyon tedavisi genellikle 4-6 hafta siirer ve glukokortikoid
(prednizon ya da deksametazon), vinkristin, asparaginaz preparat1 ve kemoterapi igerir.
Bu agamada hastalarin ¢ok biiyiik bir kisminin remisyona girdigi goriiliir. Yinede tek
basina bu tedavi yeterli degildir. Ciinkii; ek bir tedavi uygulanmazsa, hastalarda niiks
tekrar gerceklesebilir. Uygulanan tedavi fazlarindan ikincisi yani remisyon sonrasi tedavi;
remisyonu gliglendirmek ve tekrar losemi gelismesini 6nlemek icin 6-8 ay boyunca
yogun kombinasyon igeren bir kemoterapi tedavisidir. Bunu takiben hastalar,18-30 ay
boyunca diisiik yogunluklu “anti metabolit” temelli bir bakim tedavisi alirlar. Bu terapinin
icerigi, giinliikk ag1z yoluyla alinan merkaptopurin ya da tiyoguanin ve haftalik agizdan
aliman metotreksattan olusur. Ancak tedavideki tim bu gelismelere ragmen halen
giinlimiizde kemoterapinin hastalar i¢in en etkili bilesimi ve siiresi bilinmemektedir.
Uygulanan bir diger tedavi c¢esidi, tekrarlayan ALL’de hematopoetik hiicre
transplantasyonudur (20). ALL’li c¢ocuklarin ¢ogunlukla %15-%20’sinde niiks
goriilmektedir ve sonrasi tedavi oranlari oldukca diisiiktiir. Niikkse neden olan bazi
prognostik faktdrler mevcuttur. Bunlardan birisi, niiksiin tekrarlama zamanidir. Daha kisa
bir siire icerisinde meydana gelen tekrarlar, genellikle daha kotii prognoz ile iligkilidir.
Diger bir faktor ise immiinfenotiptir. T hiicreli immiinfenotipte daha kotii prognoz ile
iligkilidir. Prognozda ¢ok 6nem arz eden bir diger faktor ise niiks bolgesidir (20,21).
ALL’de primer tedaviden sonra niiks geligme ihtimali s6z konusudur. Bu durumda
hastalarin ikinci bir remisyona girip iyilesme ihtimali %50°dir. Ancak tedavi sirasinda
meydana gelen niikslerde hastalarin ikinci bir remisyona girme sansit %50-%70’tir ve
remisyona giren hastalarin yaklasik %20-%30’u tedavi edilebilir. Niiksten sonra allojenik
hematopoetik hiicre transplantasyon tedavisi, primer tedaviye goére daha fazla tercih
edilir. Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu gerektiren durumlarin belirlenmesinde

minimal rezidiiel hastaligin (MRD) degerlendirilmesi yol gosterici olabilir (22,23,24,25).

Uygulanan tiim bu tedavilerin basarilarina deginecek olursak, ¢ocuklarda sag
kalim oranlar1 yetigkin hastalardan ¢ok daha yiiksektir. Bu farkliliga neden olan bazi
durumlar; eriskinlerde genetik alt yapinin bozulmus olmasi ve uygulanan yogun tedaviye

kars1 gelistirilen yan etkinin ¢ocuklara gore daha agir olmasidir (26,27,28).
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2.2 Minimal Rezidiiel Hastahk (MRD)

Losemilerde tedaviden kagan ve niikslere yol agan hiicreler “Minimal Residual
Disease/Minimal Rezidiiel Hastalik (MRD/MRH) olarak tanimlanmistir (29). MRD,
morfolojik acidan tespit edilemeyecek kadar diisiik sayida blastik hiicre varligi anlamini
tasir. Giiniimiizde MRD’nin 16semi tedavisi sonrasi niikslere yol actig1 diisiiniilmektedir
(30). Yapilan son ¢aligsmalarda, MRD takibinin hastaya uygulanan mevcut tedaviden en
yiiksek verimi almak ve bu tedaviden kaynaklanan toksisiteleri en aza indirmek suretiyle
tedaviyi iyilestirmede onemli bir katkis1 oldugu gézlenmistir. Boylece, son yillarda MRD
diizeyi ile tedaviye cevap arasindaki iligkinin 6nemi ortaya ¢ikmistir. Bu calismalar
1s181nda, hastalarin risk gruplarinin belirlenmesi ve risk gruplarina uygun tedavini
yontemlerinin planlanabilmesi icin MRD’nin tespiti 6nem arz etmektedir (29,31). ALL
hastalarinda remisyonda (hastaliksiz) kalma siiresi MRD’nin kontrol altinda tutulmasina
baglidir. Bazi1 gelismis iilkelerde pediatrik ve eriskin ALL hastalarinin MRD’ye bagli risk
gruplariin analizi i¢in, MRD tani protokolleri uygulanmaktadir (32,33). ALL’de ilk
MRD tanist 1980 yillarinda immiinfloresan mikroskopi yontemi ile ortaya konmaya
baslanmistir. MRD’yi dogru, giivenilir ve hassas bir sekilde belirleyebilmek, %0.01 veya
1/10.000’e esit veya daha diisiik oranda ALL hiicrelerinin bulunmasina baglidir. Bunun
icin kanda ve kemik iliginde anormal immiinfenotiplerin ve spesifik gen anomalilerinin
(Ig/THR) saptanmasi i¢in akim sitometri veya PZR yontemleri uygulanmaktadir.
Giliniimiizde uygulanan klasik MRD teknikleri ise; Ig/THR hedefli qPZR, Klasik
multicolor akim sitometri-MRD ve flizyon gen hedefli RQ-RT PZR olarak siralanabilir
(34). Bu yontemler ile T ya da B hiicreli ALL’de MRD’yi tespit etmek amaci ile
kromozomal rekombinasyonla meydana gelen anormal fiizyon bolgelerin belirlenmesi ve
16semi spesifik olarak meydana gelen T hiicre reseptdr genlerinin (THR) yeniden
diizenlenmeleri olmak tizere iki farkli belirtecle analiz yapilir (30). Klinik olarak yapilan
caligmalarda genellikle hastalarda Ig veya T-hiicre reseptorii genleri PZR’da MRD igin
hedef bolge olarak secilerek ekspresyon diizeyleri belirlenmektedir (35).

Cave ve arkadaslar tarafindan yapilmis olan 246 ¢ocuk hasta ile ¢aligilan bir arastirmada,
indiiksiyon tedavisi sirasinda >1/100 oraninda MRD (+) olan hastalarda niiks artisi
gbzlemlenmistir. Bu ¢calisma 1s181inda MRD(+)’lik, artmis niiks riski ile iligkili bulunmus,

fakat hastalik ile iligkili oldugu bilinen yas, 16kosit say1si, immiinfenotip gibi diger risk
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faktorleri ile herhangi bir iligkisi bulunmamistir(30,36). MRD’nin negatif ¢iktig1 sonuglar

bize hastalarda niiks olma riskinin de diisiik oldugunu gosterebilir.
2.3 Kemik 1ligi Mikrocevresi (NIS)

Kemik iligi mikrogevresi yani kisa adi ile nis, hematopoetik malignitelerde dnemli
bir faktordiir. Losemilerde, kemik iligi mikrogevresinin hastaligin baglangici ve
progresyonu agisindan destekleyici rolii vardir. Ayrica, 16semi hiicrelerinin
hematopoezinin desteklenmesi i¢in kritik sinyallerin olustugu en yaygin niiks bolgesidir
(37,38,39). Sekil 2-5 ‘te hematopoetik kok hiicrelerin kemik iligi nisindeki farklilasma

stireci gosterilmistir.
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Sekil 2-5: Hematopoetik Kok Hiicrelerin Kemik iligi Nisinde Farklilasma Siireci
(40)

Hematopoetik kok hiicreler, endosteal nis alanindan vaskiiler nig alanina gog
ederek farklilasmaya baglar. Kok hiicre nisinde stromal, osteoblast, osteoklast hiicreler
bulunur. Bunlar; migrasyon (go¢), homing (kokliiliikk) ve farklilasmay1 diizenlerler. Bu
stirecte pluripotent kok hiicre farklilasmaya baslayarak multipotent hale gelir ve
hematopoetik kok hiicre olarak lenfoid ya da miyeloid farklilasmaya gider (41,42).
Hematopoetik hiicrelerdeki kuisens, metabolizma ve sagkalim yolaklarinin tiimii kemik
iligi mikrocevresinden etkilenir. Bu yolaklar kemik iligi mikrogevresindeki l6semik

hiicreler tarafindan tedavi direncini artirmak i¢in ortak olarak sectigi bilinen yolaklardir
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(43). Yapilan bir ¢ok caligma kemik iligi nisinin ALL proliferasyonunu ve
kemoresistansin1 destekledigini kanitlamistir. Kemik iliginin endosteal ve vaskiiler
niglerinin ALL gen ekspresyonunu diizenleyebildigi bilinmektedir (41). Bu nis bdlgeleri
hiicre farklilagmasi, proliferasyonu, sagkalimi ve perifere ¢ikisi gibi kritik islevleri

diizenlemektedir (39,44).

2.4 ALL’Li HASTALARDA ANJiOGENEZ

Cok hiicreli organizmalarin saglikli bir sekilde yasamlarina devam edebilmeleri
icin; oksijen ve besin maddelerinin organ ve dokulara taginabilmesi ve ayn1 zamanda
dokulardaki atik maddelerinde o bolgeden uzaklastirilmasi gerekir. Bu olay bir damar ag1

sayesinde gerceklestirilir.

Anjiogenez terimi , damar olusumundan 6nce meydana gelen endotel hiicrelerinin
birikerek olusturdugu kapillerlerin daha fazla dallanmasi, genislemesi ve beraberinde
kiigiik damarlarin olugsmasidir yani, yeni damar gelisimini belirtir. Embriyonik geligme
ve yara iyilesmesi gibi temel bazi fizyolojik durumlarda anjiogenez ¢ok biiyiik bir rol
iistlenir. Ayrica anjiyogenezin progresif tiimor gelisimi, metastazi ve invazyonunda da
cok biiylik 6nem arz ettigi gosterilmistir (45,46). Boyutlar1 2mm’den kii¢iik olan tiimdrler
cevrelerindeki dokulardan beslenebilme 6zelligine sahiptir ancak, biiylik boyutlardaki
timorler ¢evre dokudan beslenemedikleri i¢in yeni damar agi olusturma ihtiyaci

hissederler (47).

Anjiyogenezin saglik bir sekilde gerceklesebilmesi proanjiyogenik (damar
olusumunu destekleyen) ve antianjiyogenik (damar olusumunu engelleyen) faktorler
arasindaki denge Onemlidir. Bu bilgiler 1sinda insanlarda anjiyogenezin olusmasi
proanjiyogenik faktorler olan vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), timor nekroz
faktor (TNF), anjiopoetin-I, fibroblast biiylime faktorleri (aFGF, bFGF) ve hepatosit
bliytime faktorleri (HGF) ve antianjiyogenik faktorler olan FVIII, trombospondin,
kolajenin ve a, B, v interferon (IFN) arasindaki denge ile iliskilidir (46,48). Tiimdrlerden
salgilanarak anjiyogenezi tetikleyen faktorler ise epidermal biiyiime faktori (EGF),
platelet biiyiime faktorii (PDGF), transforme edici biiylime faktorii (TGF), fibroblast
biiylime faktorii (FGF) ve vaskiiler endotelyal biiyltime faktorii (VEGF)’diir.
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Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), endotel hiicrelerin ¢ogalmasini,
damarlanmay tetikleyen ve anjiyogenezi diizenleyen heparin baglayict bir glikoprotein
molekiilidiir. VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3 olmak iizere ii¢ transmembran tirozin
kinaz reseptorlerine baglanarak islev gosterir. Bunlardan damar sekillenmesi ile iliskili
olanlar VEGFR-1 (fms iligkili tirozin kinaz-FLT1) ve VEGFR-2 (kinaz insert domain
reseptor-KDR), lenfatik ¢ogalma ile iliskili olan ise VEGFR-3’tlir. Hem anjiogenez (kan
damar1 olusumu) hem de hematopoez (kan hiicrelerinin olusumu) i¢in VEGF ve
transmembran tirozin kinaz reseptdrlerinin etkilesimi ¢ok biiylik 6énem arz etmektedir

(49,59).

Son zamanlarda hematolojik malignitelerde anjiyogenezin Onemini ortaya
koymak amaci ile akut ve kronik losemilerde, ayrica lenfomalarda bir ¢ok g¢alisma
yapilmistir. Akut l6semiler kemik iligi infiltrasyonu ile iligkili olduklar1 i¢in, solid
tiimorlerde gbzlenen kitle olusumu gozlenmez. Bu sebeple anjiyogenezin solid tiimdrlere
sagladig oksijen ve besin maddelerinin taginimi ve buradaki atiklarin uzaklastirilmasi
destegi, akut 16semilerdeki durumu tartigmalidir. Giiniimiizde ¢esitli caligsmalar, akut
l6semilerde anjiyogenik faktorlerin ifade diizeylerinin ve anjiyogenezin arttigini
gostermektedir. Fakat bu bulgular, anjiyogenezin losemi patogenezindeki roliiniin
netlesmesi i¢in heniiz yeterli diizeyde degildir (47,48). Bu bilgiler 151¢1nda anjiyogenezin

akut 16semilerdeki 6nemini agiga ¢ikartmak adina yeni aragtirmalara ihtiyag vardir.
2.5 TWIST1, VEGF2, RANTES(CCLS), CXCR4 ve PDGFRb Genleri
2.5.1 TWIST1

TWIST1 geni, embriyogenezde mezenkimal hiicre soylarinin gelisiminde
transkripsiyonel diizenlemede ve kanserde epitelyal mezenkimal gecis (EMT) siirecini
regiile etmede kilit éneme sahiptir (51,52). insan TWIST1 geni, heliks-loop-heliks
ailesinin iiyesidir. 7.kromozomun p21.1 bolgesinde lokalizedir, 2 ekzon ve 1 introndan
olusur. Ekzon 1 bolgesinden kodlanan protein 202 aminoasitten olusur ve 21 kDa
agirhigindadir. Kodlanan bolge 609 baz ¢ifti, intron bolgesi 536 baz ¢ifti ve 3’UTR’de yer
alan ekzon 2 bolgesi 350 baz ¢iftinden olusur. TWIST1 geninin promotor dizisinde -32
ve -110 bolgelerinde iki ayr1 TATA motifi yer alir. (GenBank Accession No.
NM _000474)(53). Sekil 2-6’da insan TWIST1 geninin sematik gosterimi verilmistir (54).
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+1 +315 +922 +1565 +1915

Glisin zengin bolge bazik HLH motif Twist Kutusu

TWIST1 Protein yapisi

Sekil 2-6: Insan TWIST1 geninin sematik gosterimi, genomdaki lokalizasyonu ve
transkriptleri (54,55)

TWISTI1, hem homodimer hem de heterodimer seklinde dimerize olarak islev
gorlir. Yapilan bazi caligmalar sonucunda olusan heterodimer yapilarin, homodimer
yapilara gore daha kararli olmasindan dolay1 daha fonksiyonel oldugu ortaya koyulmustur
(56,57).

A

§ VN ¢

TWI_ATWI_B TWI_ATWI_B E4T/TWI
Sekil 2-7: TWIST1’in homodimer ve heterodimer yapisi (56).
TWIST1, promotorlarinda E kutusu (CANNTG) bulunan genlerin

transkripsiyonunu diizenler (56,58). TWIST1’in tanima dizisi olan CANNTG (E-box)’e

baglanmasi sematik olarak Sekil 2-8’de gosterilmistir.

Insan TWIST1 geni hiicre farklilasmasinda, morfogenezde, hematopoezde,

kardiyogenezde ve timor olusumunda rol alan ¢esitli genlerin ifadelenmesini kontrol eder



19

(59,60). Baz1 proto-onkogenlerin ifade diizeyini artirirken, bazi tiimor supressor genlerin

ifadesini engeller (61,62).

TWISTT 5, “ bHLH

~)

B & Gen Ekspresyonu
a0 Regiilasyonu
ENVAVA
5O Ecox O\
-~ . ‘ | P

CANNTG

Sekil 2-8: TWIST1’in E-Kutusu’na baglanmasinin sematik gosterimi (56,58).

Kanserde TWIST!’in yiliksek diizeyde ifadelenmesi sagkalim oranlarini
diistirmektedir. Bunun sebebi, TWIST1’in hiicre proliferasyonunu ve epitelyal
mezenkimal gecisi tetiklemesidir (63). Yapilan calismalar sonucunda bir ¢ok kanser

tiirinde TWIST1 in yiiksek diizeyde ifadelendigi gdzlenmistir.
2.5.2 VEGFR2

KDR (Kinase insert domain receptor) olarakta bilinen vaskiiler endotelyal
bliyime faktorii reseptorii 2 (VEGFR2), 200-230 kDa agirliginda, endotelyal hiicre
sinyallerini ileten bir VEGF reseptoriidiir. VEGFR2 geni, 4.kromozomun q12 bolgesinde
lokalize ve 34 ekzona sahip bir gendir. VEGFR2 (KDR); VEGF ailesinden VEGFA,
VEGFB, VEGFC, VEGFD ve VEGFF ligandlar1 tarafindan giiglii bir sekilde aktive
edilebilir. Bu sayede, VEGFR2 ifade eden hiicrelerin aktin hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesini tesvik ederek hiicre migrasyonunu ve anjiyogenezi diizenler. /n vivo
hayvan modellerinde yapilan deneylerde VEGFR2 gen ifadesi baskilandiginda damar
olusumunun (vaskiilogenez) ve kan hiicrelerinin (hematopoez) gelisiminde defektlere yol

actig1 goriilmistiir (64).

Normalde VEGFR2 geninin, endotel hiicrelerinde, hematopoetik kok hiicrelerde
ve umblikal kord hiicrelerinde ifade edildigi bilinmektedir. Postnatal donemde 6zellikle
endotel hiicreleri hematopoetik kok hiicreler ve megakaryositlerde ifade edildigi

belirlenmistir. Kemik iligi (Ki), periferik kan ve kord kami ornekleri ile yapilan
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analizlerde CD34+ hiicrelerde VEGFR2 pozitifliginin %0.1-0.5 oraninda oldugu
saptanmistir. VEGF ile muamele edilen hematopoetik kok hiicrelerin %90-95’inde
multipotensi farklilagsma kabiliyetilerinin zayif bir sekilde tetiklendigi goriilmiistiir.
Periferik kan Orneklerindeki hematopoetik Oncii hiicrelerinde ise VEGFR2 geni
saptanmamistir. VEGFR2 ifade eden ve etmeyen CD34+ hematopoetik kok hiicre
fraksiyonlarinda yapilan calismalarda, VEGFR2’nin hiicrelerin kokliilik diizeyini
gosteren ve Oncil hiicrelerden ayiran fonksiyonel bir belirte¢ oldugu saptanmistir (65).
Ayrica akut 16semi hastalarinda VEGFR2 geninin ifade diizeyi, normal (kontrol) grubuna
gore daha yliksektir. Ancak bu g¢aligmalara ragmen hematolojik hastaliklarda, solid
timorler gibi kitle olusumu goézlenmedigi i¢in, anjiyogenezin mekanizmasi tam
anlagilabilmis degildir (47). Sekil 2-9°da VEGF2 (KDR) geninin kromozom

lokalizasyonu, sematik gosterimi ve transkriptleri verilmistir.

VEGFR2 Ekzon bolgeleri

VEGFR2 Protein yapisi

gl g lg2 Ig3 Ig4 1g5 Ig6 Ig7 Protein Kinaz

46-110 141-207 224-320 328-414 421-548 551-660  667-753 834-1162

Sekil 2-9: VEGF2 (KDR) geminin genomdaki lokalizasyonu, sematik gosterimi ,
transkriptleri ve protein yapisi (66,67).

Akut miyoloid 16semi (AML) hastalarinin kemik iligi blast hiicreleri ile yapilan
caligmada, remisyon hastalarinda VEGFR2 geninin yeni tani alan hastalara goére daha
diisiik seviyede oldugu belirlenmistir. Ayrica VEGFR2 ifade diizeyinin niiks goriilen
hastalarda yeni tani alanlara gore daha yiiksek oldugu saptanmistir (68).
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2.5.3 RANTES (CCLS5)

RANTES diger ad1 ile CCL-5 (C-C motif kemokin ligand-5) olarakta bilinen gen,
68 aminoasitlik bir protein kodlar (69). CCL-5, 17 kromozomun q kolunda lokalize, 3
ekzon ve 2 intron bdlgesinden olusur ve bu bdlgede bulunan kemokin genlerinden bir
tanesidir. Kemokinler, immiinregiilator ve enflamatuvar iglemlerde rol almak suretiyle

salgilanirlar (70).

RANTES (CCL-5), monositler, eozinofiller, T lenfositler i¢in kemoatraktan
gorevi goriir. Bazofillerin sitoplazmasinda bulunan graniillerin hiicre digina birakilmasini
ve T hiicrelerinin aktive olmasinit destekleyici rol oynadigi bilimektedir (71). 7
transmembran G proteini yapisinda olan spesifik reseptorlere baglanarak 16kosit
hiicrelerinin gdcilinii tetikler. CCR1, CCR3, CCR4 ve CCR5 RANTES’in aktive
edebildigi bu reseptorlere 6rnek olarak verilir (72). RANTES (CCLS), serum ve endotel
bagli bir kemokin c¢esididir. Bu kemokinler, dolasimda mevcut olan hiicrelerdeki
baglanma bolgeleri icin rekabete girerler. Daha sonrasinda endotel hiicrelerine, immiin

hiicreler i¢in yol gosterici olmak suretiyle baglanarak islev gosterirler (73).

Chr 17
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RANTES Ekzon bdlgeleri
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RANTES Protein yapisi

Sekil 2-10: CCL-5 (RANTES) geninin genomdaki lokalizasyonu, sematik gosterimi
ve transkriptleri (74,75).
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2.5.4 CXCR4

CXCR4 geni, 2.kromozomun q22.1 bolgesinde (2q22.1) lokalize olan, 2 ekzon
bolgesi bulunduran bir gendir (76). Bu gen, timusta ve kemik iliginde stromal hiicrelerden
tiiremis faktor-1 (SDF-1/ CXCL12)’e 6zgii bir CXC kemokin reseptorii kodlar (77). Bu
reseptdr, 352 aminoasitten olusur ve 39.75 kDa agirligindadir. Reseptoriin hiicre
ylizeyinde lokalize olmasini saglayan 7 transmembran bdolge igerir. Reseptor
monomerleri, homodimerler olusturarak aktive olabilmekte ve islev gorebilmektedir.

(76).
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CXCR4 Protein yapisi

Sekil 2-11: CXCR-4 geninin genomdaki lokalizasyonu, sematik gosterimi ve

transkriptleri.(78,79)

CXCR4 geni, hiicre migrasyonunun ve hematopoezin diizenlenmesinde kritik rol
oynar. Bilimsel caligmalar sonucunda CXCR4, endotelyal hiicrelerde vaskiiler dallanma
gelisiminde 6nemli rolii oldugu belirlenmistir (78). Bunun yanisira kanser metastazinda
organa Ozgii olan infiltrasyon diizenlenmesinde gorev aldigi bildirilmistir. Normal
fizyolojik kosullarda, SDF-1/ CXCR4 sinyali hem hematopoetik hiicrelerin kemik
iliginde tutunmasinda hem de T hiicreleri ve mevcut olan diger olgun hematopoetik
hiicrelerin lokalizasyonunda olduk¢a kritik bir rol oynamaktadir (80). CXCR4
sinyalizasyonu solid ve hematolojik tlimdrlerin yiizeyinde asir1 ifadelenmesi ile hastaligin
ilerlemesi arasinda korelasyon oldugu bildirilmistir. ilave olarak, T-ALL hiicre
membranlarinda CXCR4 yiiksek seviyede ifade edilmesi onkojenik NOTCH
aktivasyonunu tetikledigi saptanmistir (81,82).
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2.5.4.1 CXCR4 Geninin B-ALL Patogenezindeki Rolii

SDF-1 / CXCR4 geni, normal B hiicrelerinin lenfopoezinde, hiicrelerin gocii ve
hematopoetik kok hiicrelerin kemik iligi nislerine girmesi asamasinda kritik bir rol oynar
(83,84). SDF1/ CXCR4 geninin, hematolojik malignitelerde rolii oldugu gibi aym
zamanda bir¢ok kanser tiirtinde de kargimiza ¢ikar (80). Losemik hiicreler kemik iligi ,
karaciger, timus , lenf diigiimleri ve beyin olmak tizere SDF-1 ifade eden organlarla aktif
olarak etkilesime girerler. Bu bilgiden yola ¢ikarak hastalar ile yapilan bazi ¢aligmalar
sonucunda l6semik blastlarda ve kemik iligi infiltrasyonunda hiicre yiizeyindeki CXCR4
ifadelenmesinin artmis oldugu gézlenmistir (85,86). Bu deneysel bulgular sonucunda,
CXCR4 gen ifade seviyesinin yiiksek olmasinin, niiks insidansinin da artmasi ile korele

oldugu sonucuna varilmistir (87,88).

Mowafi ve arkadaglar1 yaptiklari caligsmalar neticesinde, ALL hastasi ¢cocuklardan
alinan serumlardaki SDF-1 diizeylerini degerlendirmisler ve SDF-1’in ¢ocukluk ¢ag1
oncesi B-ALL’de 16semik hiicrelerin proliferasyonunda ve bu hiicrelerin hayatta
kalabilmesinde rol oynayabilecegi sonucuna varmiglardir (89). Ayni zamanda, Khandany
ve arkadaslari eriskin ALL hastalarinda kemik iligi nakli 6ncesi ve sonrast SDF-1 serum
diizeylerini degerlendirmisler, bunun sonucunda ise kemik iligi transplantasyonundan
sonra SDF-1 diizeylerinin diistiigiinii ve SDF-1"in hem ALL patogenezi i¢in hem de

16semi tanisinda onemli bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegini gostermislerdir (90).

2.5.4.2 CXCR4 Geninin T-ALL Patogenezindeki Rolii

SDF1/CXCR4 aktivasyonu, ldsemik hiicrelerin kemik 1iligi mikrogevresine
tutunma ve gogii i¢in oldukca kritik bir 6neme sahiptir (91). Yapilan g¢aligmalar
sonucunda, tiim T-ALL alt tiplerinde yiiksek CXCR4 aktivasyonu oldugu
gozlemlenmistir. Losemik mikrogevrede, kemik iligi stromasi tarafindan salgilanan SDF-
I’ in timor hiicrelerinin yapisma 6zelligini arttirdigt ve T-ALL hiicrelerinin devamliligi
icin oldukea ideal bir vaskiiler endotelyal nis olusturdugu belirlenmistir. Bu bilgilere ek
olarak, CXCR4’lin T-ALL hiicrelerinin sagkalimini ve ¢ogalmalarini tetikledigi in vivo
caligmalar sonucunda ag¢iga kavusturulmustur (81,92). Ayrica, CXCR4 hedefli gen
baskilama calismalari, NOTCH kaynakl1 T-ALL tipinde, tiimor gelisimi ve kemik iligi
infiltrasyonunun CXCR4 ifadesinin baskilanmasina bagli olarak azaldigini saptamigtir

(81,92,93). Tiim bu bilgiler 1s181nda, bir CXCR4 antagonistinin, dolasimda mevcut olan



24

16semi hiicrelerine karsi T-ALL tedavisinde kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir

(80,94).

2.5.5 PDGFR-beta

PDGFR (Platelet Kaynakli Biiylime Faktorii Reseptorii), bes adet ligand izoformu
ile aktive olabilen, hiicre zarinda lokalize olan glikoproteinlerdir. Bu reseptoriin PDGFR-
a ve PDGFR-b olmak iizere iki farkl1 izoformu mevcuttur. (Yarden ve ark.,1986) Insan
PDGFR-b (Platelet Kaynakli Biiylime Faktorii Reseptorii-beta) geni, 110 aminoasitten
olusan ve 180 kDa agirliginda bir proteini kodlar. S6z konusu gen, 5. Kromozom q33

bolgesinde lokalizedir (95,96).
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~. | -

Damarlarin baglantisi, olgunlagsmasi ve yeniden modellenmesi

Sekil 2-12: PDGFR-b geninin genomdaki lokalizasyonu, sematik gosterimi ve
transkriptleri.(97)

Losemi olgular1 ile yapilan c¢aligmalar, PDGFRb geninin translokasyon
neticesinde fiizyon gen yapisina katildigini belirlemistir. Bu olgularda saptanan EBF1-

PDGFRB gen flizyonu, B hiicresi dnciisii akut lenfoblastik 16semi (ALL) vakalarinin <%
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I'inden sorumlu oldugu ve Philadelphia benzeri ALL alt tipinde de ortaya ciktigi
gozlemlenmistir(98). Bu fiizyon genin, kromozom 5q33’iin interstisyel delesyonundan ya
da dengeli kromozomal yeniden diizenlenmelerinden kaynaklandigi belirtilmistir. Bir
diger arastirmada, tam remisyon gosteren 12 hasta ¢alisiimis (ALL 97/99 ve UKALL
2003) ve bu hastalarin 10'unda indiiksiyon tedavisi sonrasinda minimal rezidiiel
hastaligin (MRD’nin) pozitif oldugu belirlenmistir. Bu hastalardan 7 tanesi tani aldiktan
18-59 ay sonra hastaligin niiksettigi belirlenmistir. Hastalarin 9’u tan1 aldiktan sonra 6-9
yil hayatta kaldiklar1 bildirilmistir. Ayrica, konvansiyonel kemoterapétik tedaviye cevap
vermeyen bu EBF1-PDGFRB pozitif hastalari, tirozin kinaz inhibitorii olan imatinib
tedavisine tam cevap verdigi saptanmistir. Bu bulgular, indiiksiyon tedavisi basarisiz
olan, 29.giine kadar remisyona girmeyen ya da 14. haftada MRD pozitif (>%0.5) olan
hastalarda EBF1-PDGFRB taramas1 yapilmasi1 gerektigini ve EBFI-PDGFRB pozitif

olan vakalarda imatinib tedavisinin uygulanabilecegini gostermistir(99).

Philadelphia kromozomu (Ph) benzeri akut lenfoblastik 16semi (ALL), cocukluk
cag1 ALL vakalarinin % 10-15"ini olusturur. PDGFRB ile yeniden diizenlenmis ALL -
olgularinin ¢ogu tirozin kinaz inhibitdrlerine (TKI), 6rnegin imatinib'e istenen tedavi
yanitin1 verir. Bununla birlikte, baz1 vakalarda TKl'lere kars: direng gelismektedir, ancak
bu mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Bir ¢alismada, yeni bir PDGFRb fiizyon
geni olan AGGF1-PDGFRB geni tanimlanmuistir. Ayrica imatinib, dasatinib, nilotinib ve
ponatinib tedavilerine direk olarak direng gelismesi ve niiks ile iligkilendirilmis C843G
mutasyonu saptanmustir. ilaca dirence neden olan bu mutasyon, cok hedefli kinaz
inhibitorii olan CHZ868 molekiiliine olduk¢a duyarlidir. Bu durum ABL TKI'lere direng
gelistiren hastalar i¢in potansiyel terapdtik segenek olarak degerlendirilebilir niteliktedir

(100).

2.6 MINIMAL REZIDUEL HASTALIK (MRH) TAKIBINDE KANTITATIF
REAL TIME PZR (QRT-PZR) YONTEMININ KULLANILMASI

Istya dayanikli polimeraz (taq polimeraz), 1980’li yillarda “thermus aquaticus”
isimli bakteriden saflastirilmistir. Taq polimerazin polimeraz zincir reaksiyonlarinda
(PZR) kullanilmasiyla, otomatik termal siklus cihazlarinin gelisimi baglamistir(101). Es

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) yontemi, 1990’Ih yillarin basinda
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florokromlarin 1s1ma 6zelliklerinin kullanilmasi ile birlikte Higuchi ve arkadaslari
tarafindan gelistirilmeye baslanmistir. RT-qPZR, geleneksel PZR ve gen analizi
yontemlerini birlestirerek PZR reaksiyonlari boyunca meydana gelen iiriin miktart ve
olusan bu iiriin miktarinin sayisal olarak 6lgiilmesini saglamistir (102). Bu yontemde
genetik materyalin reaksiyon boyunca ¢ogaltimini monitdrize eden florokrom
molekiilleri ile isaretlenmis problar veya boyalar kullanilir. Floresan isaretli prob/boya
sayesinde, genetik materyalin ¢ogalmasi ile korele olarak floresan isimada artig

gbzlemlenir(103).

Giinlimiizde RT-qPCR, hematolojik malignitelerde yaygin olarak kullanilan PZR
bazli kantifikasyon yontemidir. Bu yontem, malignitelere spesifik olan fiizyon genlerin
ya da anormal ifadelenerek malignitelere yol acan genlerin periferik kanda/kemik iliginde
sabit diizeyde ifadelenen bir genin (kontrol gen) mRNA seviyelerini dlgerek kiyaslamak
sureti ile degerlendirir. Ayrica yapilan hematolojik caligmalar sonucunda, PZR’da
meydana gelen kontaminasyon riskini ve yanlis pozitif/negatif sonu¢ ihtimalini azalttig1
icin MRH’1 degerlendirmek i¢in giivenilir yontemler arasinda oldugu gosterilmistir (104).
MRH’1n takibi, ldsemiler i¢in oldukga biiyiik bir 6nem arz etmektedir. RT-qPZR’1n MRH
takibinde tanida gen ifadesinin tespiti, l6semik hiicrelerin klonal -ekspansiyonundaki
azalmanin tespiti ve niikse neden olan 16semik klonlarin erken tespitini yapmak iizere ii¢
ana hedefi mevcuttur. RT-qPZR tiim bu tespitleri yapabilmek icin hastaliga spesifik
fiizyon genler, gen defektleri ve mutasyonlar1 kullanir. Fiizyon genlerde hassasiyet 1/10

000 000 iken agir1 ifadelenen genlerde 1/10 000 000’in altindadir (105).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 GEREC
3.1.1. Kullamlan Kimyasallar ve Kitler
RNA izolasyon Kiti (QIAGEN- RNeasy mini kit)
Taq DNA Polimeraz (Thermo Scientific)
Taq DNA Polimeraz PCR Buffer (Thermo Scientific)
dNTP
MgCI2 (Thermo Scientific)
Primerler (sentebiolab)
DNA Marker (Thermo Scientific)
Agaroz (Sigma)
Jel Loading Dye
Etidyum Bromiir
cDNA Sentez Kiti (ThermoFisher Scientific)

Sybr Green (Bioline Sensifast NO-ROX kit)

3.1.2. Kullanilan Demirbas Malzemeler

Buz Makinasi (Scotsman AF-80)
Derin Dondurucu -80°C (marka)

Derin Dondurucu -20°C (Beko)

Buz Dolab1 4°C (Beko)
Distile Su Cihazi (Direct-Q 3V)
Spektrofotometre (MultiscanGO-ThermoFisher Scientific)

Mikrodalga Firin (Vestel)
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Mikrosantrifiij (Biosan combi spin)
Otomatik Mikropipetler (Eppendorf)

PCR Cihaz1 (Biorad)

PCR Kabini (ESCO)

Real Time PCR Cihaz1 (Applied Biosystems- Quant Studio 3)
Vorteks (Biosan)

Jel Goriintiileme Cihazi (marka)
Thermocycler (Biorad)

Ceker Ocak (Niikleon Fiime Hood Cabinet)
Gel Elektroforezi (Biorad)

Gli¢ Kaynagi (Biorad)

Hassas Terazi

Eppendorf Tiipler

3.2 YONTEM
3.2.1. Kullamilan Hasta Ornekleri

Tez projemizde galismak icin gerekli olan hasta drnekleri , Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Pediatrik Hematoloji Bilim
Dal1 servisinde tant konmus 46 pediatrik ALL hastalarindan ve 6 kontrol grubundan
saglanmistir. Tez projesi icin gerekli olan etik kurul onay1 Istanbul Universitesi Istanbul
Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan (Dosya No: 2019/808,
tarih:12.09.2019) alinmistir. 18 yasindan kiigiik olan hastalarin veli/vasi’lerine ve 18
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yasindan biiyiik olan hastalarin kendilerine bilgilendirilmis onam formu imzalatilarak,
Genetik Hastaliklar ve Tan1 Merkezinde mevcut olan kan/kemik iligi / RNA o6rnekleri

kullantlmistir.
3.2.2. RNA izolasyonu

Calisma kapsamina alinan kemik iligi 6rnekleri alindigi giin igerisinde PAXgene

Kemik 1ligi RNA izolasyon kiti kullanilarak RNA’lar1 elde edilmistir. RNA eldesi igin;

Oncelikle, 6n hazirlik i¢in, PAXgene Kemik Iligi RNA Tiipleri, oda sicakliginda
kemik iligi biyopsisi dncesinde en az 2 saat inkiibe edildi. Kemik iligi 6rnegi PAXgene
Kemik iligi RNA Tiipleri igerisinde transfer edildi. Kit iceriginde mevcut olan BMR2
solisyonunda c¢okeltiler mevcut ise 370C’de c¢oziilmeleri saglandi. Kit talimati
dogrultusunda BMR4 soliisyonuna %96-100 etanol eklenerek kullanima hazir hale
getirildi. Kullanilacak olan ¢alkalayicili inkiibatdr 6nceden 550C’ye getirildi ve RNA
izolasyon kiti protokolii asagida verildigi gibi uygulandi.

1. Elde edilen yaklasik 1 mL kemik iligi 6rnegi, kit igeriginde mevcut olan PAXgen
kemik iligi RNA tiiplerine ilave edilerek 3000xg’de 10 dakika boyunca santrifiij
edildi.

2. Siipernatant uzaklastirild1 ve pellet {izerine 7 mL BMR yikama tamponu ilave
edildi.

3. Pellet c¢oziilene kadar vortekslendi ve 10 dakika 3000xg'de santrifiij edildi.
Sonrasinda siipernatant atildu.

4. Pellet tizerine 350 pl BMR1 tamponu eklendi ve pellet homojenize edilene kadar
vortekslendi.

5. Uzerine BMR2 tamponu ilave edildi, 10 saniye boyunca vortekslendi ve oda
sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi.

6. Ornegin vizkozitesi pipetlenebilir olup olmadig1 kontrol edildikten sonra pipetle
tiim 6rnek 1,5 mL’lik santrifiij tiipline alindu.

7. Ornek iizerine 40 ul Proteinaz K eklendi ve onceden ayarlanan 55°C'deki
calkalayici inkiibatérde 400 rpm’de 10 dakika boyunca calkalandi. (Calkalayici

inkiibator sonraki deney adimlarinda gerekli olacak olan 65°C'ye ayarland)
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Siire sonunda lizat, PAXgene Shredder spin column tiipline pipetle aktarildi.
Maksimum hizda 3 dakika santrifiij edildi.

Tiipteki pelleti bozmadan, slipernatant kismi yeni bir 1,5 mL’lik santrifiij tiipline
pipetlendi.Uzerine 350 pl etanol eklendi, vortekslendi ve ardindan 500 rpm’de 1-
2 saniye santrifiij edildi.

Daha sonra 700 ul 6rnek PAXgene spin kolonu tiipiine pipetlendi ve 8000 rpm’de
1 dakika santrifiij edildi. Spin kolonu yeni 2 mL’lik tiip icerisine yerlestirildi.

. PAXgene RNA spin kolonuna 350 pl BMR3 tamponu eklendi ve ardindan 8000

rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiinde, 70 pul RDD tamponu tizerine 10 pul DNase I
stok soliisyonu eklendi. Daha sonra tiipe hafifce vurarak karistirildi ve 1-2 saniye
santrifiij edildi.

Olusturdugumuz bu 80 pl inkiibasyon karigimi, PAXgene RNA spin kolonu
membranina pipetlendi ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakildi.
Tekrar PAXgene RNA spin kolonuna 350 pl BMR3 tamponu eklendi ve 8000
rpm’de santrifiij edildi. Daha sonra spin kolonu yeni bir 2 mL’lik tiipe aktarildu.
PAXgene RNA spin kolonuna 500 pl BMR4 tamponu eklenerek 8000 rpm’de
tekrar santrifiij edildi ve kolon yeni bir 2 mL’lik tiipe aktarild1.

Bagka bir PAXgene RNA spin kolonuna 500 ul BMR4 tamponu eklendi ve bu da
8000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

Kullanilan tiip atilarak PAXgene RNA spin kolonu yeni bir 2 mL’lik tlipe aktarild1
ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Sonrasinda PAXgene RNA spin kolonu 1,5 mL’lik yeni bir tlipe aktarildi.
PAXgene RNA spin kolon membranina 40 ul BMRS tamponu eklenerek, RNA’y1
ayristirabilmek icin 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen eliisyon iiriinii 65°C'de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan hemen
sonra buz lizerine aktarild1.

Elde edilen RNA oOrnekleri -80 °C'de saklanda.

3.2.3. cDNA Sentezi

Caligmamizda elde ettigimiz RNA oOrneklerinden ¢cDNA eldesi ticari olarak temin

ettigimiz High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher Scientific)

yardimt ile gergeklestirildi. cDNA eldesi gerceklestirdigimiz RNA 6rneklerindeki RNA
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miktarlar1 spektrofotometre (MultiscanGO-ThermoFisher Scientific) ile belirlendi. Her

bir drnekten en fazla 2ug RNA alinarak kit protokolii uygulandi.

1. Bunun i¢in oncelikle cDNA reaksiyonu icin gerekli olan master mix asagida

verildigi gibi hazirlandu.

2X Master Mix Icerigi 11-}:21;1811)(,;;1)

10X RT Tamponu 2.0
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8
10X RT Random Primerler 2.0
MultiScribe TM 1.0
Reverse Transkriptaz

RNase Inhibitorii 1.0
Steril H2O 3.2
Final Hacim 10.0

AN

Hazirlamis oldugumuz 2X master mix buzda bekletildi.

Her bir 6rnek i¢in 0,2 mL’lik santrifiij tiipiine 2X master mix’ten 10 ul pipetlendi.
Uzerine RNA &rneklerinden 10 pl ilave edildi ve karismasi igin pipetajlandi.
Hava kabarciklarindan kurtulmak i¢in tilipler kisa santrifiijle ¢oktiirtildi.

Tiipler thermal cycler cihazina (BioRad) yerlestirildi ve asagidaki program

uygulandi.
Thermal Cycler Programi | 1.Basamak | 2.Basamak | 3.Basamak | 4.Basamak
Sicakhik (°C) 25 37 &5 4
Zaman (Dakika) 10 120 5 o

7. Thermal Cycler programi uygulanarak elde edilen ¢cDNA 0&rnekleri deney

caligmasina kadar -20°C’de sakland.

3.2.4. Primerlerin Tasarlanmasi

Proje kapsaminda ele aldigimiz TWIST1, PDGFRB, VEGFR2, RANTES ve

CXCR4 genlerinin ekspresyonlarini belirlemeye yonelik (her bir genin tiim bolgeleri

primer dizisi tasarlamaya dahil edildi) Forward ve Reverse yonlii primerleri, Integrated
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DNA Technologies (IDT) ve NCBI primer designing tool(REFERANS ADRESI)

programlar1 kullanilarak tasarlanmistir.

Tablo 3-1: TWIST1, PDGFRB, VEGFR2, RANTES, CXCR4, ACTB Genlerine

spesifik olarak tasarlanan primer dizileri

GEN ADI FORWARD PRIMER Dizisi REVERSE PRIMER Dizisi
CXCR4 5'CAT CCT CAT CCTGGCTIT CTT 3 3'CACACCATTGCTTGATGATTTCS'
PDGFRB 5'GCT CAC CAT CATCTCCCTTATC 3' 3'CTC ACAGACTCAATCACCTTCCYS!
RANTES 5'CTT TGC CTA CAT TGC CCG CC 3' 3'TGC TGT CCCTCTCTCTTT GGC 5
TWIST1 5'GCACCATCCTCACACCTCTS' 3' TGG CACGACCTCTTG AGA ATS'
VEGFR2 5'AGC AGG ATG GCA AAG ACT AC 3' 3'TACTTCCTCCTCCTCCATACAGS'

3.2.5. Kantitatif Ger¢ek Zamanh PZR (qRT-PZR)

Hastalardan elde edilen cDNA orneklerinden kantitatif gergek zamanli PZR
(qQRT-PZR) yontemi ile ACTB, CXCR4, PDGFRB, RANTES, TWIST1 ve VEGFR2
genlerinin ifade diizeylerine bakildi. Calismamizda Applied Biosystem QuantStudio 3
cihazi ve Bioline SensiFast SYBR No-ROX Kit kullanildi. Standart egri, cDNA’larin bes
farkli 1:10 diliisyonlar1 hazirlanarak olusturuldu (Sekil 3.1). Calismaya dahil edilen tiim

ornekler en az 2 kez kontrollii olarak ¢aligilmistir.

3.2.5.1 Kantitatif Gercek Zamanh PZR (qRT-PZR) Protokolii
Ik olarak qRT-PZR reaksiyonu icin asagida belirtilen kitler ile karisim hazirland.

Karigim igeriginde ;

e 5 ul SYBR Green

e 1 ul Forward (F) Primer
e [ ul Reverse ( R) primer
e | pl cDNA 0Ornegi

e 2ulHO
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kullanilarak, final hacim 10 pl olacak sekilde her bir gen i¢in ayr1 ayr1 hazirlandi. Daha
sonra, asagida belirtilen kosullarda qRT-PZR reaksiyonu gerceklestirildi:

e Pre-inkiibasyon: 95°C’de 2 dakika (1 dongii)

e Amplifikasyon: 95°C’de 5 saniye , 60°C’de 10 saniye (40 dongii)
e Melting Curve: 95°C’de 5 saniye, 65°C’de 1 dakika ve 97°C -

e Sogutma: 4°C’de 30 saniye

Negatif kontroller i¢in, yapilan her bir qRT-PZR reaksiyonunda cDNA yerine su
koyulmustur. Normalizasyon islemi, hedef genlerin idafe degerlerinin referans

(housekeeping) genin ifade degerlerine boliinmesiyle gerceklestirilmistir.

Standard Curve

Cr
N
s

0.000001 Q.00001 0.0001 aoot Q02 a0t om a1 a2

Quantity

Target: ACTB Slope: -3.558 Y-Inter: 15.957 R2: 0.996 Eff%: 91.011 Error: 0.093

Sekil 3-1: cDNA orneklerine ait standart egri grafigi
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3.2.6 istatistiksel Analiz

Calisma sonucu elde edilen verilerin istatistiksel analizleri Jamovi 1.6.15, SPSS
25 (Statistical Package for the Social Sciences) ve GraphPad 8 programlar1 kullanilarak
yapildi. P degeri 0,05’ten kiigiik olan degerler (p<0,005), istatistiksel a¢idan anlaml
olarak kabul edildi. Calismada parametrik verilerin kiyaslanmasi amaci ile “Independent
Sample T-testi ”, parametrik olmayan verilerin kiyaslanmasi amaci ile de “ Mann Whitney
U Testi” kullanildi. Nitel verilerin korelasyonu i¢in “Ki-Kare Testi” kullanildi.Gen

ekspresyonlarinin dagiliminin tespiti i¢in *“ Shapiro Wilk-W * testi uygulandi.
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4.BULGULAR

Calismaya Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglhigi ve Hastaliklart
Anabilim Dali1 Pediatrik Hematoloji Bilim Dal1 servisinde tan1 konmus niiks olan ve
olmayan 46 pediatrik ALL hastalarindan ve 6 saglikli kontrol grubundan saglanan kemik
iligi ve periferik kan ornekleri dahil edilmistir. Toplanan kemik iligi ve periferik kan
orneklerinden minimal rezidiiel hastalik (MRH) tespiti i¢in marker olarak
kullanilabilirligini arastirmak amact ile TWIST1, VEGF2, RANTES(CCL5), CXCR4 ve
PDGFRb genlerinin ifade diizeylerine bakildi. 6 saglikli kontrolden toplanan periferik

kan orneklerinde de ayn1 5 genin ifade diizeyleri belirlendi.

Caligmaya dahil edilen toplam 46 pediatrik ALL hastasinin %52,2’si (n=24) kiz
cocuk, %47,8’1 (n=22) erkek ¢ocuktur. Ayrica saglikli kontrol grubunun %50’si (n=3)
ki1z g¢ocuk, %50’si (n=3) erkek ¢ocuktur.

Tablo 4-1: Pediatrik ALL olgularmin cinsiyet dagilim

CiNSIYET SAYI (N)- ORAN (%)

KI1Z COCUK 24 - %52,2
ERKEK COCUK 22 - %47,8

TOPLAM 46 - %100

Olgular 2-17 yas arasinda olup, %52,2’si (n=24) 6 yasindan kiiciik, %47,8’1
(n=22) 6 yasindan biiyiiktiir. Olgular klinik risk degerlendirmeleri agisindan Intermediate
Risk (IR), Standart Risk (SR) ve Yiiksek Risk (High Risk-HR) olmak iizere {i¢ kategoriye
ayrilmistir. Olgularin %30,4’1 (n=14) IR, %30,4’i (n=14) SR ve %39,2’si (n=18) HR

grubunda degerlendirilmistir.

Immiinfenotip (WHO smiflamasi) acisindan B-ALL ve T-ALL olarak
gruplandirilmigtir. Olgularin %80,4°1i (n=37) B-ALL; bu grupta yer alanlarin %75,7’si
(n=28) pre B-ALL ve %24,3’1 (n=9) pro B-ALL, %19,6’s1 (n=9) T-ALL grubuna dahil
edilmistir. Neoplastik hiicrelerin morfolojik yapisina gore (FAB Siniflamasi) ise L1 tipi,
L2 tipi ve L3 tipi olarak {i¢ gruba ayrilmistir. Olgularin %65,2’si (n=30) L1 tipi blast,
%10,9’u (n=5) L2 tipi blast, %17,4’1i (n=8) L1+L3 tipi blast ve %6,5’1 (n=3) L1+L2 tipi

blast olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 4-2: Pediatrik ALL olgularmin immiinfenotip (WHO) siniflamasi

IMMUNFENOTIP SAYI (N) - ORAN (%)
B-ALL 37 - %80,4
pre B-ALL 28 - %75,7
pro B-ALL 9-%24,3
T-ALL 9-%19,6
TOPLAM 46 - %100

Tablo 4-3: Pediatrik ALL olgularmin FAB simiflamasi

BLAST TiPi SAYI (N)-ORAN (%)
L1 30 - %65,2
L2 5-%10,9
L1+L2 3-%6,5
L1+L3 8-%17,4
TOPLAM 46 - %100

Caligmaya dahil edilen olgular niiks etme durumu agisindan Tablo 4-4’te verilen

kriterlere gore “gec niiks” ve “erken niiks” olmak {izere iki gruba ayrilmistir.

Tablo 4-4: Niiks zamani kriterleri

NUKS ZAMANI iLK TANI SONRASI | UYGULANAN TEDAVi SONRASI
GEC > 6 ay
ERKEN <18 ay <6ay

Tablo 4-4’te verilen kriterlere gore olgularin %36,9’u (n=17) ge¢ niiks, %15,2’si

(n=7) erken niiks olarak gruplandirilmigtir. Geriye kalan %47,9’unda (n=22) niiks

olmadigr gozlenmistir. Ayrica olgularin %21,7’sinde (n=10) santral sinir sistemi

tutulumu (CNS tutulumu) oldugu saptanmigtir. Calisma kapsamindaki 46 pediatrik ALL

olgularinda hastaliga bagli 6liim oran1 %13’tiir (n=6). Olgularin sagkalim oranlar1 Tablo

4-5’te verilmistir.
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SAGKALIM SAYI (N) - ORAN (%)
Sag 40 - %87
Olii 6-%13
TOPLAM 46 - %100

Pre B-ALL, pro B-ALL ve T-ALL immiinfenotipine sahip olgularin, saglikli
kontrollere gore gen ifadeleri (CXCR4, PDGFRB, RANTES, TWISTI,VEGFR2)

karsilastirildiginda, istatistiksel olarak pre B-ALL immiinfenotipine sahip olgular ile

saglikli kontroller arasinda RANTES geninde anlamli bir degisim gozlendigi Tablo 4-

6’da gosterilmistir (p=0,015).

Tablo 4-6: Vakalarin (immiinfenotip acisindan) saghkh kontrol grubu ile gen

ekspresyonlarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi

. " . P
IMMUNFENOTIP| N(SAYI) |ORTALAMA |STD.SAPMA (ANLAMLILIK)

CXCR4 pre B-ALL 28 1,403 2,305 0,415
pro B-ALL 9 0,933 2,649
T-ALL 9 1,808 2,388
Saghkh 6 2,028 0,357

PDGFRB pre B-ALL 28 7,866 3,160 0,277
pro B-ALL 9 8,673 3,186
T-ALL 9 7,876 4,093
Saghkh 6 9,095 0,504

RANTES pre B-ALL 28 7,204 2,288 0,015
pro B-ALL 9 8,295 3,228
T-ALL 9 7,680 3,083
Saghkh 6 5,803 0,526

TWIST1 pre B-ALL 28 7,788 2,866 0,302
pro B-ALL 9 9,649 2,253
T-ALL 9 7,944 3,588
Saghkh 6 8,426 0,856

VEGFR2 pre B-ALL 28 6,974 2,903 0,235
pro B-ALL 9 8,905 2,438
T-ALL 9 6,940 3,809
Saghkh 6 6,983 0,884
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Sag - takipli, sag - tedavisi devam eden, sag-tedavisi biten ve ex olan olgular

karsilagtirildiginda, sag tedavisi devam eden ve ex olan hastalar arasinda istatistiksel

olarak MRD Blast yiizdeleri agisindan anlamli bir fark gézlenmistir (p=0,003) ve tablo

4-7°de gosterilmistir.

Tablo 4-7: Sag takipli, sag tedavisi devam eden, sag tedavisi biten ve ex olan

olgularin MRD Blast yiizdesi acisindan istatistiksel olarak karsilastirilmasi

. p
SAGKALIM | N (SAYI) | ORTALAMA | STD.SAPMA |\ /b0
MRD Blast . .
Vindon Sag Takipli 21 16,46 26,783 0,105
5ag Ted. 10 213 2168
Devam
MRD Blast . .
b Sag Takipli 21 16,46 26,783 0,614
Sag Ted. Biten 9 10,89 28,950
MRD Blast . .
viizdesi Sag Takipli 21 16,46 26,783 0,053
Ex 6 44 37,491
MRD Blagt Sag Ted. 10 2,13 2,168 0,003
Yiuzdesi Devam
Ex 6 44 37.491
MRD BI
D Blast | o g Ted. Biten| 9 10,89 28,950 0,075
Yiuzdesi
Ex 6 44 37.491

Sag - takipli, sag - tedavisi devam eden, sag-tedavisi biten ve ex olan olgularin

gen

ekspresyonlari

(CXCR4,

PDGFRB, RANTES,TWISTI,

VEGFR2)

karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (p=0,318 ;
p=0,663; p=0,658 ; p=0,921 ; p=0,8635).
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Tablo 4-8: Sag takipli, sag tedavisi devam eden, sag tedavisi biten ve ex olan

olgularin gen ekspresyonlarinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi

p
SAGKALIM N (SAYI) ORTQLAM STD'ZAPM (ANLAMLILIK
)

Sag Takipli 21 0,684 2,61

CXCR4 Sag Ted. Devam 10 1,619 1,44 0,318
Sag Ted. Biten 9 2,510 2,18
Ex 6 1,799 2,53
Sag Takipli 21 7,609 3,35

PDGFRB Sag Ted. Devam 10 7,790 3,40 0,663
Sag Ted. Biten 9 9,313 3,30
Ex 6 7,944 3,32
Sag Takipli 21 6,969 2,46

RANTES Sag Ted. Devam 10 7,529 2,16 0,658
Sag Ted. Biten 9 8,111 3,03
Ex 6 8,477 3,38
Sag Takipli 21 7,930 2,93

TWIST1 Sag Ted. Devam 10 8,006 3,00 0,921
Sag Ted. Biten 9 8,765 3,59
Ex 6 8,486 2,36
Sag Takipli 21 7,283 2,94

VEGFR2 Sag Ted. Devam 10 6,722 3,17 0,865
Sag Ted. Biten 9 7,836 3,77
Ex 6 7,864 2,58

Tablo 4-9°da gosterildigi ilizere, olgularin FAB siniflamasma gore (L1, L2,
L1+L2, L1+L3) gen ekspresyonlari (CXCR4, PDGFRB, RANTES, TWIST1, VEGFR2)

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,618;
p=0,410; p=0,110; p=0,460; p=0,368).
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Tablo 4-9: Olgularin FAB smiflamasina gore gen ekspresyonlarmin istatistiksel

olarak karsilastiriimasi

FAB N(SAYI) ORTALAM | STD.SAPM P
SINIFLAMASI A A (ANLAMLILIK)

L1 30 1,403 2,47

CXCR4 L2 5 1,533 2,71 0,618
L1+L3 8 1,656 2,24
L1+L2 3 0,307 1,23
L1 30 8,572 3,15

PDGFRB L2 5 7,681 3,41 0,410
L1+L3 8 7,177 3,85
L1+L2 3 5,399 2,81
L1 30 7,779 2,62

RANTES L2 5 7,605 2,92 0,110
L1+L3 8 7,268 2,85
L1+L2 3 5,317 1,14
L1 30 8,733 2,63

TWIST1 L2 5 7,678 4,31 0,460
L1+L3 8 6,884 3,33
L1+L2 3 6,984 2,15
L1 30 7,938 2,79

VEGFR2 L2 5 6,852 4,17 0,368
L1+L3 8 5,818 3,47
L1+L2 3 6,314 1,55

Translokasyonlar  agisindan  t(9;22), t(12;21), t(6;11) ve  t(1;19)
translokasyonlarina sahip olan olgular ve translokasyonu olmayan olgularin gen
ekspresyonlar1 (CXCR4, PDGFRB, RANTES, TWIST1, VEGFR2) karsilastirildiginda;
t(9;22) translokasyonuna sahip olan hastalarin, translokasyonu olmayan hastalara gore
CXCR4 geninde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmistir (p=0,039). Ayrica
t(9;22) translokasyonu olan hastalar ve t(1;19) translokasyonu olan hastalar arasinda
RANTES gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlenmistir
(p=0,017).
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Tablo 4-10: t(9;22), t(12;21), t(6;11) ve t(1;19) translokasyonu bulunan olgular ve

translokasyonu bulunmayan olgularin gen ekspresyonlarmin istatistiksel olarak

karsilastiriimasi
TRANSLOKASYO N (SAYI) ORTALAM | STD.SAPM o]
N A A (ANLAMLILIK)

t(9;22) 3 4,114 1,218

CXCR4 t(12;21) 17 1,215 3,040 0,039
t(6;11) 3 3,670 2,207
t(1;19) 7 0,793 1,440
yok 16 0,898 1,435
t(9;22) 3 10,392 1,921

PDGFRB t(12;21) 17 7,392 4,006 0,244
t(6;11) 3 9,727 2,875
t(1;19) 7 6,468 2,804
yok 16 8,618 2,667
t(9;22) 3 9,259 1,136

RANTES t(12;21) 17 7,173 2,677 0,017
t(6;11) 3 10,043 1,599
t(1;19) 7 5,262 1,776
yok 16 8,051 2,549
t(9;22) 3 8,896 0,973

TWIST1 t(12;21) 17 7,991 2,937 0,153
t(6;11) 3 10,453 2,723
t(1;19) 7 5,612 2,780
yok 16 8,951 2,770
t(9;22) 3 7,969 0,335

VEGFR2 t(12;21) 17 7,092 3,291 0,162
t(6;11) 3 9,896 2,289
t(1;19) 7 5,146 2,908
yok 16 7,981 2,847

Trizomileri ele aldigimizda, trizomisi olan hastalar ve trizomisi olmayan hastalar,
gen ekspresyonlar1 (CXCR4, PDGFRB, RANTES, TWIST1 ve VEGFR2) ac¢isindan
kiyaslandiginda PDGFRB, RANTES, TWISTI ve VEGFR2 genlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark gbzlenmistir (p=0,007; p=0,005; p=0,009; p=0,008).
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Tablo 4-11: Trizomi tespit edilen ve trizomi tespit edilmeyen olgularin gen

ekspresyonlarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi

P
GRUP N(SAYI) |ORTALAMA | MEDYAN | STD.SAPMA (ANLAMLILIK)
CXCR4 Var 8 2,24 2,92 2,03 0,263
Yok 38 1,21 1,10 2,40
PDGFRB Var 8 10,79 11,58 1,99 0,007
Yok 38 7,44 7,95 3,24
RANTES Var 8 9,80 10,07 2,59 0,005
Yok 38 7,03 7,09 2,39
TWIST1 Var 8 10,59 10,25 1,66 0,009
Yok 38 7,68 7,81 2,91
VEGFR2 Var 8 9,89 9,65 1,58 0,008
Yok 38 6,81 7,16 3,02

Tablo 4-12°de de gosterildigi lizere, ¢alismada delesyona sahip olan hastalar ve

delesyonu olmayan hastalar, gen ekspresyonlari (CXCR4, PDGFRB, RANTES, TWIST1

ve VEGFR2) ag¢msindan kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunanamistir (p=0,275, p=0,613, p=0,599, p=0,357, p=0,270).

Tablo 4-12: Delesyonu olan ve delesyonu olmayan olgularin gen ekspresyonlarinin

istatistiksel olarak karsilastirilmasi

p
DELESYON N (SAYI) |ORTALAMA [STD.SAPMA (ANLAMLILIK)
CXCR4 Var 7 2,49 2,76 0,275
Yok 39 1,19 2,25
PDGFRB Var 7 8,80 4,37 0,613
Yok 39 7,89 3,12
RANTES Var 7 8,25 4,08 0,599
Yok 39 7,38 2,32
TWIST1 Var 7 9,22 3,06 0,357
Yok 39 8,00 2,92
VEGFR2 Var 7 8,65 3,19 0,270
Yok 39 7,11 3,01
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Olgular niikks zamanlarma gore gen ekspresyonlart (CXCR4, PDGFRB,
RANTES, TWIST1 ve VEGFR2) acisindan kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak
bir fark bulunamamistir (p=0,501, p=0,664, p=0,066, p=0,961, p=0,836).

Tablo 4-13: Pediatrik ALL olgularinin niikks zamanlarmma gore gen

ekspresyonlarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi

.. p
NUKS ZAMANI | N (SAYI) |ORTALAMA |STD.SAPMA (ANLAMLILIK)
CXCR4 Geg niiks 14 1,938 2,223
Erken nuks 7 2,164 2,292 0,501
2.kez niiks 2 0,744 2,620
Yok 23 1,006 2,384
PDGFRB Geg niiks 14 8,818 3,469
Erken niks 7 8,519 1,580
2.kez niiks 2 5,129 4,636 0,664
Yok 23 7,645 3,477
RANTES Geg niiks 14 8,030 2,608
Erken nuks 7 8,311 2,443
2.kez niiks 2 4,911 0,952 0,066
Yok 23 7,178 2,694
TWIST1 Geg niiks 14 8,514 3,005
Erken niks 7 7,812 2,415
2.kez niiks 2 8,197 1,692 0,961
Yok 23 8,092 3,244
VEGFR2 Geg niiks 14 7,768 2,773
Erken niks 7 6,498 2,786
2.kez niiks 2 7,726 1,751 0,836
Yok 23 7,313 3,444

Pediatrik ALL olgulariin risk gruplarma (HR,IR,SR) gore gen ekspresyonlari
(CXCR4, PDGFRB, RANTES, TWIST1 ve VEGFR2) kiyaslandiginda CXCR4 geninde
istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmistir (p=0,039). Ancak diger PDGFRB,
RANTES, TWIST1 ve VEGFR2 genlerinde istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir
(p=0,261, p=0,125, p=0,503, p=0,500).
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Tablo 4-14: Pediatrik ALL olgularimin risk gruplarina gore gen ekspresyonlarinin

istatistiksel olarak karsilastirilmasi

RiSK p
GRUBU N (SAYI) |ORTALAMA |STD.SAPMA (ANLAMLILIK)
CXCR4 HR 18 2,051 2,28
SR 14 0,067 2,13 0,039
IR 14 1,861 2,25
PDGFRB HR 18 8,710 3,74
SR 14 6,989 2,32 0,261
IR 14 8,181 3,48
RANTES HR 18 8,245 2,85
SR 14 6,575 1,63 0,125
IR 14 7,502 2,97
TWIST1 HR 18 8,531 3,03
SR 14 7,387 2,99 0,503
IR 14 8,529 2,83
VEGFR2 HR 18 7,612 3,19
SR 14 6,550 3,00 0,506
IR 14 7,797 2,97

Olgularin remisyona girme zamanina (8.giin, 15.glin, 33.giin ve 36.gilin) gére gen

ekspresyonlar1 (CXCR4, PDGFRB, RANTES, TWIST1 ve VEGFR2) kiyaslandiginda,

Tablo 4-15’te gosterildigi lizere, ge¢ remisyonlar (33.giin- 36.gilin) ve 8.giin remisyonu

arasinda PDGFRB ve RANTES genlerinin ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (p=0,007, p=0,015). Ancak CXCR4, TWIST1 ve VEGFR2

genlerinin ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak herhangi bir anlamli fark

bulunamamaistir (p=0,059, p=0,096, p=0,201).
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Tablo 4-15: Pediatrik ALL olgularinin remisyona girme siirelerine gore gen

ekspresyonlarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi

- p
REMISYON | N (SAYI) |ORTALAMA |STD.SAPMA |\ /s
CXCR4 8.gin 5 -0,864 1,607
15.giin 18 1,548 2,382 0,059
33.glin 15 1,771 2,413
36.glin 8 1,728 2,117
PDGFRB 8.gin 5 4,674 1,690
15.giin 18 8,627 2,631 0,007
33.glin 15 8,041 3,882
36.glin 8 8,738 3,436
RANTES 8.gin 5 5,820 0,748
15.giin 18 7,453 2,487 0,015
33.glin 15 7,688 3,230
36.glin 8 8,366 2,239
TWIST1 8.gin 5 4,847 2,818
15.giin 18 8,738 2,487 0,096
33.glin 15 8,266 3,149
36.glin 8 8,861 2,641
VEGFR2 8.gin 5 4,286 3,076
15.giin 18 7,761 2,735 0,201
33.glin 15 7,578 3,298
36.glin 8 7,885 2,619

Santral Sinir Sistemi (CNS) tutulumlari olan ve olmayan olgularin
ekpsresyonlar: (CXCR4, PDGFRB, RANTES, TWIST1 ve VEGFR2) karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel bir farklilik bulunamamistir (p=0,562, p=0,227, p=0,775,
p=0,171, p=0,250).

gen



46

Tablo 4-16: Pediatrik ALL olgularinin CNS tutulum durumlarina gore gen

ekspresyonlarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi.

CNS p
TUTOLUMU | N (SAYD) | ORTALAMA | STD.SAPMA (ANLAMLILIK)

CXCR4 Var 36 1,498 2,37 0,562
Yok 10 0,999 2,35

PDGFRB Var 36 8,386 3,11 0,227
Yok 10 6,728 3,79

RANTES Var 36 7,582 2,45 0,775
Yok 10 7,254 3,30

TWIST1 Var 36 8,523 2,85 0,171
Yok 10 6,956 3,08

VEGFR2 Var 36 7,652 2,93 0,250
Yok 10 6,241 3,37

Calismaya dahil edilen pediatrik ALL olgularinin blast tiplerine gore sag kalim
analizlerine bakildiginda, L1+L2 tipi blasta sahip olan olgularin sag kalim oranlarinin en
az oldugu tespit edilmistir. Sonra sag kalim oranlari sirasiyla (az=>¢ok) L2 tipi blastlarda,
L1+L3 tipi blastlarda ve en yiiksek sag kalim orani ise L1 tipi blasta sahip olan olgularda
tespit edilmistir (L1+L2< L2< L1+L3< L1). Blast tiplerine goére olgularin sag kalim

analizleri sekil 4-1°de gosterilmistir.

Sag kalim Olasiliklari

Zaman (AY)

Sekil 4-1: Olgularin blast tipine gore sag kalim zaman arahg.
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Pediatrik ALL olgularinin remisyon zamanina bagl olarak sag kalim analizlerine
bakildiginda, 8.gilin (erken remisyon) remisyona giren olgularda sag kalim siiresinin en
yiiksek, 33.glin (ge¢ remisyon) remisyona giren olgularin ise genellikle sag kalim

stirelerinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

““,’“,.l\‘f " o remisyonu 1f remisyvonu 3 remisvor

Sag kalim Olasiliklari

Zaman (AY)

Sekil 4-2: Olgularin remisyon zamanina gore sag kalim zaman arahgi.

Translokasyonu olmayan pediatrik ALL olgularinin sag kalim zaman araliklarinin
daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Sekil 4-3°te de gosterildigi lizere en diisiik sag kalim
zaman arali1 t(1;19) translokasyonuna sahip olgularda gozlenmistir. Daha sonra en
diisiik sag kalim t(6;11) translokasyonlu olgularda gozlemlenmistir.Ayrica t(9;22)
translokasyonlu olgularin, t(12;21) translokasyonlu olgulara gére daha uzun bir sag kalim

zamanina sahip oldugu tespit edilmistir.
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YASAM SURESI AY

TRANSLOKASYON
)27

) 50 4 12.21

611

1:19

YOK

Olasilik

YASAM SURESI (AY)

Sekil 4-3: Translokasyon tipine gore olgularin yasam siiresi (ay)

Pediatrik ALL olgularinin immiinfenotip gruplarina gore sag kalim-giincel durumlari

sekil 4-4 ve sekil 4-5teki grafiklerde gosterilmistir.

SAGKALIM

IMMUNFENOTIP

pre-B-ALL
pro-B-ALL
T-ALL
Sadlikl

counts

T
sag takipli

SAGKALIN

Sekil 4-4: Pediatrik ALL olgularimin immiinfenotip gruplarina gore sag kalimlarim

gosteren siitun grafikleri
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SAGKALIM

pre Ev--\I.L pro E;*'«LL T-ALL
IMMUNFENOTIP

Sekil 4-5: Pediatrik ALL olgularimin immiinfenotip gruplarmna gore sag

kalimlarini gosteren cizgi-kutu grafigi
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5.TARTISMA

Akut lenfoblastik 16semi (ALL) lenfoid projenitdr hiicrelerin kemik iligi ve
ekstramedullar bolgelerde klonal proliferasyonu ile karakterize olan, en yaygin ¢ocukluk
caginda goriilen bir hematolojik malignitedir(6). Akut 16semi gelisiminde bir ¢ok ¢evresel
ve genetik risk faktorii oldugu bilinmektedir fakat; etiyolojisi giiniimiizde halen net olarak

aydimnlatilamamistir (10,11).

Yapilan kombine tedaviler sonrasinda ALL hastalarinda tam bir iyilesme
(remisyon) goriilse de, bu hastaligin genellikle tekrarlama (niiks etme) riski mevcuttur.
Bazi olgularda kanserin tekrarlama riski bazi klinik ve biyobelirtecler ile tespit

edilebilmekte, fakat olgularin cogunda bu belirtegler saptanamamaktadir (106).

Losemilerde tedaviden kagan ve niikslere yol acan hiicreler sonucunda “Minimal
Residual Disease/Minimal Rezidiiel Hastalik (MRD/MRH) gelismektedir (29). Yapilan
son caligmalar gostermektedir ki, hastalarin risk gruplarinin belirlenmesi ve risk
gruplarina uygun tedavini yontemlerinin planlanabilmesi i¢in MRD’nin tespit edilmesi
cok biiylik 6nem arz etmektedir (29,31). ALL hastalarinda remisyonda (hastaliksiz)
kalma siiresi MRD’nin kontrol altinda tutulmasina bagldir (32,33). Hematolojik
malignitelerin  tespit edilebilmesi ic¢in, kanda ve kemik iliginde anormal
immiinfenotiplerin ve spesifik gen anomalilerinin (Ig/THR) saptanmas1 gerekir. Bunun
icin kullanilan yOntemlerden bazilar1 ise akim sitometri veya PZR yontemleridir.
Gilinlimiizde MRD tespiti i¢in kullanilan klasik ve yaygin kullanilan teknikler ise; Ig/THR
hedefli qPZR, klasik akim sitometri-MRD ve fiizyon gen hedefli qPZR olarak
belirtilmektedir (34). Bu yontemler araciligi ile T ya da B hiicreli ALL’de MRD’nin tespit
edilmesi amaciyla, kromozomal rekombinasyonlarla meydana gelen anormal fiizyon
bolgelerin belirlenmesi ve 16semi spesifik olarak olusan T hiicre reseptor genlerinin
(THR) yeniden diizenlenmeleri olmak tizere iki farkli belirtecle analiz yapilmaktadir (30).
Klinik olarak yapilan ¢alismalarda genellikle hastalarda Ig veya T-hiicre reseptorii genleri
PZR’da MRD i¢in hedef bdlge olarak segilerek ekspresyon diizeyleri belirlenmektedir
(35). Fakat bazi pediatrik ALL olgularinda residiiel hastaligin tespiti amaci ile
degerlendirme kriterlerine alinan molekiiler belirtecler bulunmamaktadir. Bu nedenle,
ifadeleri anormal diizeyde gozlenen genlerin belirlenmesi, residiiel hastaligin tespit ve

takip edilmesi acisindan olduk¢a biiyiikk bir 6nem arz etmektedir. Spesifik gen
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anomalileri, kromozomal rekombinasyonlar sonucu meydana gelen fiizyon genler gibi
biyobelirtecleri bulunmayan pediatrik ALL olgularinda anormal diizeylerde ifadelenen
genler, residiiel hastaliin Onceden Ongoriilebilmesi icin biyobelirte¢ olarak

degerlendirilebilir.

Bu bilgiler 15181nda tez calismamizda; standart Ig/THR tan1 yaklagimindan farkl
olarak ALL olgularinda niiks, kemik iligi mikrogevresinde homing ve hiicre farklilagmasi
acisindan 6nemli olabilecegini diisiindiigiimiiz TWIST1, VEGFR2, RANTES, CXCR4
ve PDGFRb genlerinin ifade diizeylerini arastirdik. Pediatrik ALL olgularinda s6z
konusu bu ele alinan hedef genlerin ifadelenme diizeyleri ile niiks arasindaki iligkiyi agiga
kavusturmak, s6z konusu genlerin residiiel hastalik agisindan bilgi verici ve tedaviye

yeniden yon verebilecek yeni belirtecler olup olmadigini aragtirdik.

Caligma kapsamina alinan 46 pediatrik ALL hastasinin %52,2’si (n=24) kiz
cocuk, %47,8’1 (n=22) erkek cocuktur. Ayrica 6 saglikli kontrol grubunun %50’si (n=3)
kiz ¢ocuk ve %50’si (n=3) erkek cocuktur. Hastalarin yas aralig1 2-17 yas olup, %52,2’si
(n=24) 2-6 yas, %47,8’1 (n=22) ise 6-17 yas araligindadir. Hastalar IR, SR, HR olmak
tizere ii¢ farkl risk kategorisinde degerlendirildi ve %30,4’ii (n=14) IR, %30,4’ (n=14)
SR ve %39,2’sinin (n=18) HR kategorisinde oldugu belirlendi. Ayrica immiinfenotip
acisindan hastalarin  %80,4’i (n=37) B-ALL ve geri kalan1 T-ALL olarak
siiflandirilmistir. B-ALL olgularinin %75,7°si (n=28) pre B-ALL ve %?24,3’ii pro B-
ALL’dir. Olgularin blast tiplerine bakildiginda %65,2’sinin (n=30) L1 tipi, %10,9’unun
(n=5) L2 tipi, %6,5’inin (n=3) L1+L2 tipi ve %17,4’liniin (n=8) L1+L3 tipi oldugu
saptanmistir. Relasp ile iligkili olarak, olgularin %36,9’unun (n=17) ge¢ niiks,
%15,2’sinin (n=7) erken niiks oldugu tespit edildi ve olgularin %47,9’unda (n=22) niiks

gelismedi. Calismamizdaki olgularin 6’s1 ex olmustur.

Projemizde arastirdigimiz biyobelirte¢ adayi genlerden biri CXCR4 genidir.
CXCRA4, hiicre gogii ve hematopoietik kok hiicrelerin kemik iligi nisine (mikrogevresine)
homingi sirasinda, normal B hiicrelerinin lenfopoezinde énemli rol oynar (107). L.C.J.
van den Berk ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmalarda, 16semik blast hiicrelerinde CXCR4
gen ifadesinin yliksek oldugu, bu durumun da B-ALL’de kemik iligi infiltrasyonuna
neden oldugunu o6ne siirilmiistiir. Bu deneysel bulgulara gore, CXCR4 genindeki ifade

artisl; niiks insidansimin artisi, kotii prognoz ve kisa sag kalim zamani ile
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iligkilendirmigtir. (108). Calismamizda L.C.J. van den Berk ve ark.’nin bulgulari
dogrultusunda, olgularin tamaminda CXCR4 gen ifadesinin istatistiksel olarak anlamli
olmamasina ragmen 1,55 kat artis goézlenmistir. CXCR4 ifade diizeyi ve niiks durumu
incelendiginde, erken niiks durumlarinda 2,16 kat arttig1 saptanmustir, ancak istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamstir (p=0,501). Ayrica sag kalim agisindan da CXCR4

gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (p=0,318).

Caligmamizda, aragtirma kapsamina aldigimiz genlerin ifade diizeyleri ile t(9;22),
t(12;21), t(6;11) ve t(1;19) translokasyonlar1 arasindaki iliskisi arastirildi. Bu baglamda
CXCR#4’iin t(9;22) saptanan olgularda, translokasyon gozlenmeyen olgulara gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir (p=0,039). Savii H. Ve ark.’larinin
yaptig1 calismada, ALL olgularinda, CXCR4 gen ifadesi ve iyi prognoz ile iliskili oldugu
bilinen t(12;21) arasindaki korelasyon aragtirilmig ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamaistir (109). Benzer sekilde ¢calismamizda da CXCR4 gen ifadesi ile t(12;21)

ve diger translokasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanamamustir.

Hastalarin kromozom analizi neticesinde trizomik oldugu belirlenen 8 hastada CXCR4
geninin, trizomik olmayanlara gore istatistiksel olarak degismedigini belirledik
(p=0,263). Literatirde ALL hastalarinda CXCR4 gen ifadesi ile trizomi arasindaki

iligkiyi aragtiran herhangi bir bilimsel ¢aligmaya rastlamadik.

Hastalarimizin risk siniflamasi ile iligkili olarak CXCR4 gen ifadesini inceledigimizde,
yiiksek risk (HR) grubundaki hastalarda standart risk (SR) grubunda olanlara gore
yaklagik 2 kat artis saptadik (p=0,039). Sison ve ark.’larinin yaptig1 ¢aligmaya gore,
pediatrik ALL’de CXCR4 gen ifadesinin baskilanmasi, yiiksek risk grubunda olan
olgularin tedavisi agisindan (lestaurtinib) yararli oldugu bildirilmistir (110). Bu bilgiye
ve bulgularimiza gére CXCR4’lin yiiksek risk grubu ile dogrudan iliskili oldugu

sOylenebilir.

Olgularin remisyon zamanlarina gore, ge¢ remisyon durumunda, erken remisyona gore
CXCR4’iin gen ifadesinde artis belirlendi (p=0,059). Istatistiksel olarak anlamliligin
giiclenmesi i¢cin daha genis kohortlarda ¢alisilmasinin  faydali olabilecegini

diistinmekteyiz.
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Bunun yani sira CNS tutulumu belirlenen 10 olguda tutulumu olmayanlara gére, CXCR4
ifade diizeyinde, istatistiksel anlamli olmayan, 1,5 kat artis saptadik (p=0,562). CNS
tutulumu niiks eden pediatrik ALL vakalarinda yaygin olarak goriildiigii bilinmektedir.
Marz ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada, CXCR4 gen ifadesinin baskilandigi
hiicreler (SD-1) ile kan-serebrospinal sivi bariyeri koroid pleksus epiteli arasindaki
interaksiyonunun ve transmigrasyonun azaldigi belirlenmistir (111). Buna gore ve elde
ettigimiz sonuglar dogrultusunda CXCR4’iin CNS tutulumuna ve dolayisyla kotii

prognoza katki saglayabilecegi sdylenebilir.

Ozetle; ¢alisma kapsamina aldigimiz olgularda, CXCR4 gen ifade diizeyi artist HR risk
grubu ve t(9;22) translokasyon durumlar ile istatistiksel olarak anlamli oldugunu
belirledik. Diger bulgularimizla beraber CXCR4’lin pediatrik ALL olgularimin koti
prognozu ile iligkili olarak degerlendirilebilecegini diisiiniiyoruz. Bu baglamda
CXCR4’lin niiks pediatrik ALL vakalar1 agisindan bir biyobelirteg olarak ileri

arastirmalarda degerlendirilebilecek nitelikte oldugu kanaatindeyiz.

Tez calismamizda arastirmaya dahil ettigimiz bir diger gen PDGFRB’dir. Losemi
vakalar1 ile yapilan cesitli calismalar sonucunda, PDGFRB geninin translokasyon
neticesinde fiizyon gen yapisi (EBF1-PDGFRB) olusturdugu belirtilmistir. Olusan bu
fiizyon genin, B-ALL vakalarinin <%1’inden sorumlu oldugu ve Philadelphia benzeri
(Ph-like ALL) ALL tipinde yaygin olarak gozlendigi belirtilmistir (98). Calismamizda
olgularin tamami ve kontrol gruplart PDGFRB gen ifadesi agisindan kiyaslandiginda, gen
ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememesine ragmen, yaklasik 2
kat artis gozlenmistir. Schwab ve ark.’lar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, EBF1-
PDGFRB fiizyon geni saptanan 12 hasta ¢calismaya dahil edilmis ve bu hastalardan 7’sinin
tam remisyondan 18-59 ay sonra ge¢ niiks oldugu belirtilmistir (99). Tez ¢alismamizda,
Schwab ve ark.’larinin ¢alismasinin aksine, PDGFRB gen ifade diizeyinin ge¢ ve erken
rniiksler ile istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon gostermedigini gozlemledik

(p=0,664).

Schwab ve ark.’larimin yapmis oldugu bu calismada, PDGFRB fiizyon gen ifadesinin,
hastalarin ge¢ remisyona girmesine neden oldugu belirtilmistir (99). Tez ¢calismamizda
remisyon zamanlari (8.giin, 15.giin, 33.giin ve 36.giin) ile PDGFRB gen ifade diizeyleri

arasindaki iliskiyi inceledigimizde, bu ¢aligmaya paralel olarak, ge¢ remisyona giren
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olgularda, 8.glin remisyona giren olgulara kiyasla PDGFRB gen ifade diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis saptadik (p=0,007).

L den Boer ve ark.lar1 tarafindan, 122 pediatrik ALL (64’1 PDGFRB fiizyon pozitif, 40’1
ABLI fiizyon pozitif, 10’u CSF1R filizyon pozitif ve 8’1 ABL2 filizyon pozitif) vakasi ile
yapilan bir ¢aligma sonucunda, PDGFRB fiizyonu ve diger fiizyon genleri tagiyan hastalar
arasinda sag kalim agisindan anlamli bir fark olmadigi bildirilmistir (112). Benzer sekilde
calismamizda da PDGFRB gen ifade diizeyi ile sag kalim arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir korelasyon saptamadik (p=0,663). Ayrica t(9;22), t(12;21), t(6;11) ve t(1;19)
translokasyonu saptadigimiz olgular ile translokasyonu olmayan olgular arasinda
PDGFRB gen ifade diizeylerini inceledik ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon saptamadik. Simdiye kadar, ele aldigimiz translokasyonlar ile PDGFRB ifade

diizeyi arasindaki iliskinin incelendigi herhangi bir literatiir bilgisine rastlamadik.

Bilindigi iizere PDGFRB fiizyonu, pediatrik pre B-ALL vakalarimin <%1’inden
sorumludur (98). Calismamiza dahil ettigimiz 46 pediatrik ALL olgusu ( 28’1 pre B-ALL,
9u pro B-ALL ve 9’u T-ALL) ve 6 saglikli kontrolii immiinfenotip a¢isindan
kiyasladigimizda, pre B-ALL grubu ile PDGFRB gen ifadesi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir korelasyon saptamadik (p=0,277). Yine bilindigi iizere PDGFRB fiizyonu,
pediatrik pre B-ALL vakalarinda yiiksek risk ile iligskilendirilmektedir. Ancak
calismamizda, olgularin risk gruplart (HR, SR, IR) ele alindiginda, PDGFRB ifade
diizeylerinde anlamli bir degisime rastlamadik (p=0,261).

Caligmamizdaki tiim vakalari ele aldigimizda, 1,6,8,17,21,22. kromozomlarinin trizomisi
saptanmistir. Trizomik vakalarda, trizomik olmayanlara gére PDGFRB ifade diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugunu belirledik (p=0,002). Literatiirde, PDGFRB
ifade diizeyi ile trizomiler arasindaki iliskiyi inceleyen herhangi bir calisma
bulunamamistir. PDGFRB geni 5q33°de lokalizedir. Bu trizomik durumlarda trizomi 5’1
saptamamamiza ragmen PDGFRB gen ifadesinde artig gézlenmesinin, PDGFRB sinyal
yolaginda gorevli diger kromozomlarda lokalize olan genlerin fonsiyonel bir sonucu

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Ayrica literatliirden farkli olarak calismamizda, PDGFRB gen ifade diizeyi ile CNS
tutulumu ve KIT tedavisi arasindaki iliskiyi arastirdik. PDGFRB ifade diizeyi ile
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olgularin CNS tutulumu arasinda anlamli bir korelasyon saptamadik (p=0,227). Fakat
KIT tedavisi olan ve olmayan hastalar agisindan PDGFRB gen ifade diizeylerini
inceledigimizde, istatistiksel olarak anlamli bir fark belirledik (p=0,007).

Ozetle; calismanmizda PDGFRB geni agisindan elde ettigimiz sonuglara gore, dzellikle
indiiksiyon tedavisi sonrasinda ge¢ remisyona giren hastalarda PDGFRB gen ifade
diizeyinin yiliksek olmasi, genin remisyon agisindan bir biyobelirte¢ adayr olarak
degerlendirilebilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica trizomilerde PDGFRB ifade diizeyinin
yiiksek olmast PDGFRB yolaginda gorevli farkli kromozomlarda lokalize olan genlerin

fonksiyonel bir sonucu oldugu kanaatindeyiz.

Tez kapsaminda biyobelirte¢ adayr olarak RANTES (CCL-5) geninin ifade
diizeyini arastirdik. Bilindigi iizere RANTES monositler, eozinofiller ve T lenfositler igin
kemoatraktan gorevi géormektedir ve T hiicrelerinin aktive olmasini destekleyici bir role
sahiptir (71). Calismamizda vaka-kontrol gruplar1 arasinda RANTES gen ekspresyonu
kiyaslandiginda genel kat-degisimi oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark elde
edilememistir. Literatlirde simdiye kadar, RANTES geni ile pediatrik ALL arasindaki
iligkiyi aciklayan bir ¢alisma mevcut degildir. Calismamizda RANTES gen ifade diizeyi
ile olgularin immiinfenotipleri agisindan (pre B-ALL, pro B-ALL ve T-ALL) ve hasta-
saglikli grup agisindan bir korelasyon olup olmadigini aragtirdik. Yaptigimiz istatistiksel
analizler sonucunda, RANTES gen ifade diizeyinde pre B-ALL alt grubuna sahip
hastalarda, saglikli kontrol grubuna gore anlamli bir artis gozlemledik (p=0,015).
Calisgmamizda elde ettigimiz bu veriler, ALL immiinfenotipleri ile RANTES gen
iligkisinin aydinlatilmas1 agisindan yapilacak olan c¢aligmalara 151k tutacagi

diisiincesindeyiz.

Calisgmamizdaki trizomik vakalarin RANTES gen ifadesini arastirdigimizda, trizomisi
olan vakalar ile trizomisi olmayan vakalar arasinda RANTES ifadesinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis saptadik (p=0,020). RANTES, 17. kromozomun q kolunda
lokalize olan bir gendir (10) ve pediatrik ALL hasta grubumuzda 17. kromozom trizomisi
olan hastalar mevcuttur. Bu nedenle elde ettigimiz verilere dogrultusunda, trizomiye
sahip olan bireylerde ALL acisindan, bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini
diistiniyoruz. Calismamizda ayrica RANTES gen ifade diizeylerinin ALL’de delesyon,
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sag kalim, niiks ve risk grubu ile iliskisini ilk defa biz arastirdik fakat istatistiksel olarak

anlaml1 bir korelasyon saptamadik (p=0,422, p=0,658, p=0,066, p=0,125).

RANTES geninin ALL ile iligkisinin ilk defa arastirildig1 bu tez ¢alismasinda, RANTES
gen ifade diizeyinin remisyon zamanlar1 ile ve translokasyon tipleri ile iliskisini
arastirdik. Remisyon agisindan, ge¢ remisyona (33. giin) giren vakalarin, erken remisyon
(8. Giin) goriilen vakalara kiyasla, RANTES gen ifade diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis saptadik (p=0,015). Buna ek olarak; t(9;22), t(12;21), t(6;11) ve t(1;19)
translokasyonlar1 saptanan ve saptanmayan hastalar arasinda RANTES gen ekspresyon
diizeylerini karsilagtirdik. Bulgularimiza gore, t(9;22) translokasyonu tasiyan hastalarda,
t(1;19) translokasyonu bulunan hastalara gore istatistiksel olarak anlamli bir artig saptadik
(p=0,017). RANTES, hastalarin remisyona girme zamanlarinin tahmin edilmesinde bir
biyobelirteg olarak kullanilabilecegi ve ileri c¢alismalara Onciilik edebilecegi

kanaatindeyiz.

Caligmamizda biyobelirtec adayr olarak arastirdigimiz bir diger gen ise
TWIST1’dir. TWIST], hiicre farklilasmasinda, morfogenezde, hematopoezde ve tiimor
olusumunu desteklemede rol alan ¢esitli genlerin transkripsiyonel kontroliinii
diizenlemektedir (59,60). Je E.C ve ark.’lar1, kanserde TWIST1 ifade artisinin, hastalarda
sag kalim oranlarini diigiirdiigiinii géstermislerdir (63). Calismamizda pediatrik ALL
olgularinda TWIST1 geninin ifade diizeylerini arastirdik ve hastalarin sag kalim oranlari
ile TWIST1 ifade diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptamadik (p=0,921).
Daha genis kohortlarda calisilmasi ile anlamli bir korelasyon saptanabilecegi

kanaatindeyiz.

Calismamizda trizomi agisindan TWIST1 ifade diizeyi degisimini arastirdik. Trizomik
vakalarin TWIST1 ifadesi, trizomik olmayanlara gore istatistiksel agidan anlamli bir
sekilde arttigini tespit ettik (p=0,009). Literatiirde, pediatrik ALL’de trizomiler ve
TWISTI ifadesi arasindaki iliskiyi arastiran herhangi bir bilimsel ¢alisma heniiz mevcut
degildir. Bu yonde yapilacak olan ¢alismalarin TWIST1’in ALL patogenezindeki roliinii

aydinlatacagini diisiiniiyoruz.

Calismamizda ayrica TWIST1 ifade diizeyinin pediatrik ALL’de immiinfenotip ile
iliskisi olup olmadigini arastirdik. Bulgularimiza gore, pre B-ALL, pro B-ALL, T-ALL
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immiinfenotipine sahip olgular ve saglikli kontroller arasindaki TWISTI ifade
diizeylerine baktigimizda, istatistiksel olarak anlamli bir korelasyona rastlamadik
(p=0,302). Simdilik, literatiirde bu korelasyonu inceleyen herhangi bir ¢aligma mevcut

degildir.

Bilindigi tizere TWIST1’in tiimorigenezi desteklemesi, Je E.C ve ark.lariin belirttigi
izere bir ¢cok kanser tiirlinde yliksek TWISTT1 ifadesi ve literatiirde ALL patogenezi ile
ilgili bir ¢aligma olmamasi sebebiyle, ¢caligmamizda TWIST]1 ifadesi ile niiks arasinda bir
baglantt olup olmadigini arastirdik. Sonugta, niiks durumu ile TWIST1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlemlemedik (p=0,961). Bununla birlikte, olgularin
remisyon zaman ile iligkisi olup olmadig1 konusunda da istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon saptamadik (p=0,096). Kisaca, ¢alismamizda pediatrik ALL vakalarinda bir
cok klinik parametre ile TWIST1 gen ifade diizeyi arasindaki iliski ilk defa arastirilmistir.
TWIST1’in ALL patogenezindeki roliiniin ileri c¢aligmalar ile aydinlatilabilecegi

kanaatindeyiz.

VEGFR2, bilinen diger ad1 ile KDR, endotelyal hiicre hiicre sinyallerini ileten bir
VEGEF reseptoriidiir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, VEGFR2 gen ifadesinin baskilandigi
durumlarda damar olusumu (vaskiillogenez) ve kan hiicrelerinin (hematopoez)
gelisiminde defektlere sebep oldugu tespit edilmistir (64). Poon R.T ve ark.’1ar1 tarafindan
yapilan bir ¢alismada akut I6semi hastalarinda, 6zellikle akut myeloid 16semi (AML)’de,
VEGFR2 geninin ifade diizeyinin, saglikli kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (47). Poon R.T ve ark.’larinin ¢alismasina benzer olarak calismamizda,
ALL’li pediatrik olgular ve saglikli kontrollerin VEGFR2 gen ifade diizeyi arasindaki
farki arastirdik. Literatiirden farkli olarak, pediatrik ALL olgular ile saglikli kontroller
arasinda VEGFR2 gen ifade diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlemedik.

Wang C. ve ark.’lar1, akut myeloid 16semi (AML) remisyon hastalarinda, yeni tani alan
hastalara gére, VEGFR?2 ifade diizeyinin daha diisiik seviyede oldugunu rapor etmislerdir
(68). Bundan farkl1 olarak tez ¢calisgmamizda, vakalarin remisyon durumlar1 ve VEGFR2
gen ifadesi arasindaki iliskiyi aragtirdik ve sonugta istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon saptamadik (p=0,201). Yine Wang C. ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma
sonucunda, VEGFR2 ifade diizeyinin niiks eden hastalarda, yeni tan1 alan hastalara gore

daha yiiksek oldugu bildirilmistir (68). S6z konusu ¢alismanin aksine, tez ¢aligmamizda
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niiks olan ve olmayan vakalar1 karsilagtirdik ve VEGFR2 gen ekspresyonlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlaml1 bir fark saptamadik. Daha genis capli ¢aligmalar ile aydinlatict

sonuglar elde edilecegi kanisindayiz.

Tez ¢alismamizda ayrica, trizomi saptanan ALL hastalarinda VEGFR?2 ifade diizeyini
aragtirdik. Trizomiye sahip olgularda, trizomisi olmayanlara gére, VEGFR2 ifade
diizeyinin daha yiiksek oldugunu tespit ettik (p=<0,001). Literatiirde bu ¢aligmamizi
destekleyecek herhangi bir ¢aligma mevcut degildir. Bu durumun kapsamli ¢aligsmalar ile
aydinlatilmasina ihtiya¢ duyuldugu kanaatindeyiz. Ayrica VEGFR2 ifade diizeyi ile
t(9;22), t(12;21), t(6;11), t(1;19) translokasyonlar1 arasindaki korelasyonu inceledik.
Sonu¢ olarak, translokasyon tasiyicisi vakalar ile olmayanlar arasinda VEGFR2
ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptamadik (p=0,162).
Bu konuda, literatiirde bulgularimizi destekleyecek yeterli ve ayrintili bilgi mevcut

degildir.

Immiinfenotip acisindan VEGFR?2 ifade diizeylerini inceledigimizde, pre B-ALL, pro B-
ALL, T-ALL immiinfenotip gruplari ile saglikli kontrol grubunu kiyaslandigimizda,
istatistiksel olarak anlamli bir saptamadik (p=0,235). Ayrica hastalarin FAB
simiflamasina géore VEGFR2 ifade diizeylerinin degisip degismedigini arastirdik.
Bulgularimiza gore, FAB siniflandirmasi (L1, L2, L1+L3 ve L1+L2) ve VEGFR?2 ifadesi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptamadik (p=0,368).

Sonug olarak, tez c¢alismamizda CXCR4, PDGFRB, RANTES, TWIST1 ve
VEGFR2 (KDR) genlerinin pediatrik ALL olgulari ile saglikli kontrolleri arasindaki ifade
diizeylerini karsilagtirdik. Bu tez ¢aligmasi, RANTES ve TWIST1 gen ifade diizeyleri ile
ALL patogenezi arasindaki iligkinin arastirildigi ilk caligmadir. Calismamizda, soz
konusu genler ve olgularin bir ¢ok klinik 6zellikleri arasindaki iliski arastirildi. Neticede,
her bir genin ifadesinin farkl klinik 6zelliklere gore degistigini belirledik. Bu ¢aligma ile
ALL’de RANTES ifade diizeyinin degistigini saptadik. Bulgularimiz 1s1§inda RANTES
geninin  ALL patogenezinde oOnemli rolii oldugu ve biyobelirteg olarak
degerlendirilebilecegi diisiincesindeyiz. ALL patogenezinde ve MRD’de bir ¢ok farkl
etkenin rol oynamasi nedeniyle s6z konusu genlerin bu siirecteki rollerinin aydinlatilmasi

icin daha genis ¢apta aragtirmalara ihtiya¢ duyuldugu kanaatindeyiz.
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