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OZET

Meningioma 1 (MN1) geni hematopoez siirecinde transkripsiyon ko-aktivatorii
olarak gorev yapip, transaktivasyon bolgeleri icermektedir. MN1 geninin 16semiyle
iliskisi ilk olarak t(12;22)(MN1-TEL) translokasyonu sonucu olusan anormal fiizyon
geninin saptanmasiyla bulunmustur.

Karsilikli genomik materyal degisimi olarak tanimlanan translokasyonlar,
kromozomal yeniden diizenlemelerdir ve farkli I6semi tiirleri i¢in prognostik degerler
tagimaktadir. Karyotipik olarak normal olan l6semi vakalarinda MN1’in asir1 ifade
diizeyleri, ATRA (All-trans retinoic acid) tedavisine diren¢ ve hastaligin kotii seyri
ile iliskilendirilmistir. Grubumuzun daha Onceki g¢alismalari; gerek MN1-TEL’in
gerekse MN1’in, fare kemik iligi hiicrelerinde asir1 ekspresyonunun Idsemi
olusturdugunu gostermistir. MN1’in myeloid neoplazilerdeki etkisini ortaya koyan
calismalar bulunmakla birlikte, lenfoblastik 16semi patogenezinde bir fonksiyonu
olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir.

Calismamizda 9 saglikli bireye ait kemik iligi 6rnegi ile 73 pediatrik B-hiicreli
akut lenfoblastik 16semi hastasina ait kemik iligi 6rnekleri MN1 gen ekspresyon
diizeyleri agisindan birbiri ile kiyaslanmistir. Hasta 6rnekleri translokasyon tasiyan
ve tagimayan olarak iki ana grupta toplanmistir. Tranlokasyon tagiyan 16semi hasta
ornekleri de kendi igerisinde; t(4;11) (MLL-AF4), t(12;21) (TEL-AML1) ve 1(9;22)
(BCR-ABL) olmak iizere ii¢ alt gruba ayrilmistir. Tiim kemik iligi 6rneklerinin MN1
gen ifade diizeyleri RT-qPCR yontemi kullanilarak belirlenip, gruplar arasinda
karsilastirilmistir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde; TEL-AML1 pozitif 27 B hiicreli ALL
hastasinin 22’sinde MN1 seviyesi daha yiiksektir. Tedavi kriterleri agisindan iyi
prognoz ile iligkili t(12;21) (TEL-AMLI) tasiyan 16semi hastalarinin MN1 gen ifade
diizeylerindeki artisin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur. Bu sonuglar MN1 geninin lenfoblastik hiicre gelisiminde bagimsiz bir

prognostik faktor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: MN1, Akut Lenfoblastik Losemi, B Lenfosit.



SUMMARY

Meningioma 1 gene (MNL1) contains transactivation regions and acts as
transcription co-activator in the hematopoietic process. The association of the MN1
gene with leukemia was first discovered by the detection of an abnormal fusion gene
resulting from t(12; 22) (MN1-TEL).

Translocations identified as reciprocal genomic material exchanges are
chromosomal rearrangements and carry prognostic value for different types of
leukemia. Overexpression levels of MNL1 in karyotypically normal leukemia cases
have been associated with resistance to ATRA (all-trans retinoic acid) treatment and
poor disease progression. The previous studies of our group showed that both MN1-
TEL and MN1 overexpression in mouse bone marrow cells causes leukemia.
Although there are studies that demonstrate the effect of MN1 in myeloid neoplasms,
it is not yet known whether it is a function in the pathogenesis of lymphoblastic
leukemia.

In our study, bone marrow samples from 9 healthy individuals and bone
marrow samples from 73 patients with pediatric B-cell acute lymphoblastic leukemia
were compared in terms of MN1 gene expression. Patient samples were collected in
two main groups as those who has translocations and those who has not. The patient
samples with translocations then divided into three sub-groups as t(4;11) (MLL-
AF4), 1(12;21) (TEL-AML1) and t(9;22) (BCR-ABL). MN1 gene expression levels
of all bone marrow specimens were determined by using the RT-gPCR method and
compared among the groups.

When the obtained data are evaluated, MNL1 is higher in 22 out of 27 patients
with TEL-AMLJ1 translocation. In terms of treatment criteria, increase in MN1 gene
expression levels of leukemia patients who has t (12; 21) (TEL-AML1) which is
associated with good prognosis were found to be statistically significant according to
the control group. These results suggest that MN1 may be an independent prognostic
factor in the development of lymphoid cells.

Key words: MN1, Acute Lymphoblastic Leukemia, B Lymphocyte
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Kisaltmalar

ABL1 : Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
AML : Akut myeloid 16semi

B-ALL : B hiicreli akut lenfoblastik 16semi

BCR : B hiicre reseptorii

CBF : Kor baglayici faktor

CD : Ayirim kiimesi “Cluster of differentiation”
cDNA : Komplementer DNA

CLP : Onciil lenfoid hiicreler

CMP : Onciil myeloid hiicreler

FGF : Fibroblast biiyiime faktorii

FISH : Florasan in situ hibridizasyonu

FLT3 : FMS benzeri tirozin kinaz 3

GFP : Yesil floresan protein

GM-CSF : Graniilosit makrofaj koloni stimule edici faktor
HSC : Hematopoetik kok hiicre

Ig : Immiinglobulin

IL : Interlokin

KLL : Kronik lenfoblastik 16semi

KML : Kronik myeloid 16semi

LAP . Lenfadenopati

MDS : Myelodisplastik sendrom

MPO : Myeloperoksidaz

MPP : Multipotent 6nciil hiicreler

PBS : Fosfat tampon ¢ozeltisi

RT-PCR : Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
T-ALL : T hiicreli akut l[6semi

TCR : T Hiicre reseptorii

TdT : Terminal deoksiniikleotidil transferaz
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1. GIRIS

Losemi kan hiicrelerinde meydana gelen miyeloid veya lenfoid hiicre
gelisiminin belirli bir basamaginda aksamasi ve klonal olarak ¢ogalmasiyla
gerceklesen malign bir grup hastalik grubu olarak kabul edilmektedir. Losemik
klonal hiicre serileri olgunlasmamis kan hiicrelerini iireterek diger hematopoetik
hiicre olusumlarini1 da etkilemektedir [Fader et al., 2010]. Akut Lenfoblastik Losemi
(ALL), ¢ocukluk ¢aginda siklikla goriilen lenfoid hiicre serisinden kéken alan bir
16semi tiirtidiir ve tiim ¢ocukluk ¢ag1 kanserlerinin yaklagik %25’ ini olugturmaktadir
[Howell et al., 2015].

Losemi; kemik iliginden koken alan, kana ve diger organlara ikincil olarak
yayilim gosteren, hematopoetik kok hiicrelerden kaynaklanan neoplazmlardir. Hiicre
boliinmesi ve farklilagmasinda etkili molekiiler kontrol mekanizmalarinda olusan
hatalar sonucu kemik iliginin yaygin olarak neoplastik hiicreler ile dolmasiyla
karakterizedir [Tasian et al., 2015]. Léseminin belirgin bir sonucu olarak kanda ¢ok
sayida olgunlasmamis kan hiicreleri saptanmaktadir ve bu anormallik kemik iligi

isgali ile baglayip diger organlara koloni olusturmalari ile sonu¢lanmaktadir.



2. IMMUN SISTEM

Immiin Sistem, bakteri ve viriisler gibi yabanc1 organizmalara kars1 gelisen ve
kendinden olan ve olmayani ayirt etme 6zelligine sahip savunma sistemidir. immiin
yanit; dogal ve edinsel immiin yanit olmak tizere 2 ana kolda incelenebilir [Santori,
2015]. Dogal immiin yanit, belli bir antijenden bagimsiz olarak ortaya g¢ikan,
sonucunda immiinolojik hafiza olusmayan sadece genel olarak viicuda karsi olani
tamimaya yonelik olan genel bir yanittir. Dogal immiin yaniti; dogal oldiriicii
hiicreler, mast hiicreleri, eozinofiller, bazofiller, notrofiller, makrofajlar ve dentritik
hiicreler gerceklestirir. Edinsel immiin yanit ise, kendinden olmayan patojenin belirli
epitoplarini taniyip, bu patojene 6zgili yanitin olugmasi ve sonucunda daha sonraki
enfeksiyonlarda hizli yanit olusturabilmek i¢in immiinolojik hafiza olusturan yanittir.
Edinsel immiin yanitin temel elemanlar1 B ve T lenfositlerdir. Her bir B ve T hiicresi
organizmadan farkli olan epitoplar1 taniyan 6zgiin bir antijen reseptoril tasirlar
[Salimi et al., 2010]. Bu kadar fazla ¢esitliligi tanimay1 saglayan bu sistem T
hiicrelerinde T hiicre reseptorii (TCR) ve B hiicrelerinde immiinglobulin genlerinin
yeniden yapilanmalar1 ile olur. Lenfosit hiicreleri 6zellesmis immiin cevap
gelistirdiginden gelisimsel ve fonksiyonel olarak myeloid hiicre serisinden ayrilirlar
[Hebeisen et al., 2010].

Viicudumuzda dogada bulunan bir¢ok antijeni taniyabilen ve bu antijenlere
Ozgii antikorlar salgilayabilecek kapasitede biiylik cesitlilige sahip B hiicreleri
iretilmektedir. B hiicrelerinin ¢ok ¢esitli antijen tanima kapasiteleri bu hiicrelerin
gelisiminin erken safhalarinda meydana gelen ve B hiicrelerine 6zgii olan V(D)J
rekombinasyonu olarak adlandirilan gen segment degisimleri ile gerceklesmektedir.
V(D)J rekombinasyonu sirasinda B hiicre antijen reseptorlerini kodlayan degisken
(variable (V)), cesitlilik (diversity-D) ve birlesme (joining-J) gen bolgeleri somatik
olarak farkli kombinasyonlar seklinde yeniden diizenlenmekte ve bdylece B hiicreleri
icin yiiksek oranda reseptor cesitliligi saglanmaktadir [Herzog et al., 2009]. Bu
mekanizmada Ig agir zincir reseptor bolgesi olusurken once D segmenti ile J
segmenti birlesir sonrasinda V segmenti ve DJ segmenti birlesir. Ig hafif zincirinde
ise D segmenti bulunmamaktadir ve yalmizca V ve J segmentleri bir araya

gelmektedir [Kuehl and Bergsagel, 2002].



3. HEMATOPOETIK SISTEM

Immiin sistem hiicrelerini de iceren kanin biitiin sekilli elemanlar1, kemik
iligindeki multipotent &6zellikteki hematopoetik hiicrelerden kdken alirlar [Chen et
al.,, 2015]. Hematopoetik gelisimin ilk asamasi bir¢ok hiicre tipine farklilagsma
yetenegine sahip kok hiicrelerin, myeloid veya lenfoid oOnciil hiicrelere
farklilagsmasiyla gerceklesir. Hematopoetik onciil hiicrelerden olgun kan hiicrelerinin
gelisimi, yani hematopoez; fetal donemin erken evresinde 4 ve 6. haftalar arasunda
vitelliis kesesinde, 6. haftadan sonra ise karaciger ve dalakta (8. hafta) gerceklesir.
Kemik iliginde tiretimi insanlarda 4-5. aydan itibaren baslar. Dogumdan sonra ise,
biitin hematopoetik fonksiyonlar sadece kemik iliginde gerceklesir. Karaciger ve
dalakta hi¢ bir hematopoetik aktivite kalmaz. Kanin biitiin sekilli elemanlar;
eritrosit, megakaryosit, lenfosit, monosit, bazofil ve eozinofiller, farklilasma yetenegi
olan multipotenet hiicrelerden koken alirlar [Lim et al.,, 2013]. Hematopoez’in
sematik gosterimi ve Onemli transkripsiyon faktorleri Sekil 3.1°de gdsterilmistir

[Orkin and Zon 2008].
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Multipotent o6zellikteki bu hematopoetik kdk hiicreler, kendi kendini
yenileyebilme (self-renewal) ve farklilasma yetenegine sahip uzun dénem (long-term
HSC) hematopoetik kok hiicrelerdir. Erken farklilasma asamasinda uzun donem
hematopoetik kok hiicreler kendi kendini yenileyebilme ozelliklerini kaybederek
oncelikle kisa-donem hematopoetik kok hiicrelere (short-term HSC) daha sonrada
hizlica multipotent Onciil hiicrelere (MPP) farklilagirlar [Bernitz et al., 2016].
Multipotent 6nciil hiicreler ¢ok kisith veya hi¢ kendi kendini yenileyebilme 6zelligi
olmayan sadece lenfoid veya myeloid seri hiicrelerine farklilasma yetenegine sahip
olan hiicrelerdir. Farklilasan bu lenfoid onciil hiicrelerden (common lymphoid
progenitor = CLP) B ve T lenfositleri ile dogal o6ldirict (“natural killer=NK)
hiicreler olusurken, myeloid onciil hiicrelerden (common myeloid progenitor=CMP)
eritroid, megakaryositik ve graniilositik/ monositik (GM) hiicreleri olusur.
Multipotent onciil hiicrelerin VCAM-1- (vascular cell adhesion molecule) eksprese
etmeyenleri GM hiicre serilerine dogru yonelirken, VCAM+ eksprese eden hiicreler
lenfoid ve diger myeloid hiicre serilerine yonelirler [Doulatov et al, 2012].

Hematopoetik hiicreler morfolojik olarak birbirlerine ¢ok benzemelerine
ragmen fonksiyonel olarak birbirlerinden ¢ok farklhidirlar. Hematopoetik hiicreler,
antikor panelleri ile tanmnabilen yiizey proteinleri ile birbirinden ayirt
edilebilmektedir. Bu proteinlerin standart adlandirtimast ‘CD’ (aymrim kiimesi =
cluster of differentitation) tanimlamasidir; bunlar belli bir hiicre serisi veya hiicre
farklilasma evresini tanimlamak i¢in kullanilir [Barnkob et al., 2014].

Kendi kendini yenileyebilme ve farklilasma O6zelligine sahip kok hiicrelerin
olgun hiicrelere farklilasmasi epigenetik diizenlemeler ve transkripsiyon faktorleri
gibi i¢ etkenler ile sitokinler, hormonlar veya adezyon molekiilleri gibi ¢evresel

faktorlerin kontrolii altinda olur [Wang and Wagers, 2011].

3.1. B Hiicre Gelisimi

B lenfositleri ilk defa 1960’11 yillarin sonlarma dogru, kuslarda Bursa
fabricius’da (Bursa fabricii) bulunmus ve antikor iiretiminden sorumlu hiicreler
olarak tanimlanmistir. B lenfositleri memelilerde kemik iliginde (“Bone Marrow”),
kuslarda ise bursa fabriciusta olgunlatigi i¢in adini bu organlarin bas harfinden alir

[Reese, 1998]. B hiicreleri ontogeninin erken evrelerinde omentum ve fotal



karacigerde tretilirken embriyonik donemin ortalarinda iiretimi kemik iliginde
gerceklesmeye devam eder. Insanlarda B hiicrelerinin farklilagsmasi ve olgunlasmasi
timiiyle kemik iliginde gergeklesir [Dzierzak and Robin, 2010]. Hematopoetik kok
hiicrelerden farklilasan genel lenfoid hiicre serisinden, B hiicre onciilleri olusur.
Genel lenfoid hiicre serisinden farklilasarak olusan ilk B hiicresi pre-pro B hiicresi,
fraksiyon A veya CLP-2 adin1 alir. Bu hiicreler B hiicrelerine 6zgii bir yiizey proteini
olan B220 proteini tasirlar. B hiicre serisi olusturacak onciil hiicreler interlokin-7 nin
etkisiyle farklilasarak CD34+, CD19-, CD22+ pro B hiicrelerine doniistirler [Pearson
et al., 2015]. Olgunlagsmanin bir sonraki basamagi olan pre B hiicreleri hala erken
donem hiicre ylizey proteini CD34{i tagisalar da olgun B hiicre belirteci CD19 ylizey
proteini agisindan pozitif hale gelmislerdir. Kromozomun agir zincir lokusundaki
immiinglobulin genleri yeniden yapilandirilarak p agir zincir proteninin olusmasini
saglar [Okuno et al., 2002]. Bu asamadaki B hiicreleri pre B II biiytik (pre B II large)
hiicreleri adim1 alirlar. Pre B hiicreler daha sonra CD34-, CD19+, CD10+, CD20-
yiizey proteinlerini tasiyan pre B II kiigiik hiicrelere doniisiirler. Bu asamada hala p
agr zincir sitoplazmik haldedir [Meffre and Nussenzweig, 2002]. B hiicreleri pre B
asamasinda iken p agir zincir proteinlerinin bir kismi1 6ncii bir B hiicre reseptorii
olusturmak {izere hafif zincire benzeyen iki degismez proteine bagl olarak hiicre
yiizeyinde bulunurlar. Bu asama B lenfositlerinin ilk denetim asamasidir. Bu
asamada p proteinin yanlis rekombinasyonu yiiziinden bu proteini iiretemeyen
hiicreler, apoptoza ugrayarak elenirler. p proteini ve erken B hiicre reseptorii
kompleksi iki islem icin sinyal saglar. Oncelikle 2. kromozomdaki Ig agir zincir
rekombinasyonu durdurulur. Bunun sebebi her bir B hiicresinin kalitimsal olarak
anne ya da babadan sadece birinin allelinden gelen immiinglobulini tiretmesidir
[Brenner et al., 2011], [Pone et al., 2012]. Allellik dislama (allelic exclusion) adi
verilen bu islem ile her bir hiicrenin tek bir 6zgiillilkte reseptor iiretmesi saglanir.
Ikinci sinyal ise lIg hafif zincir lokusunda once kappa sonra lambda zincirinin
rekombinasyonunu baslatir. Hafif zincirlerden biri iiretildiginde bu zincir agir zincir
ile birleserek hiicre zarinda IgM antijen reseptoriinii olusturur. Bu reseptdr,
cogalmay1 saglayan sinyaller gondererek hatasiz IgM reseptorii iireten hiicrelerin
korunmasini saglayip, hatali hiicrelerin apoptoza giderek 6lmelerini saglar. Bu olay
B hiicre gelisimindeki ikinci denetim agamasidir. Dogru IgM reseptorii iireten
hiicrelerin gonderdigi sinyaller sonucunda rekombinaz enzimleri durdurulur ve

rekombine olmamig diger hafif zincir lokusundaki rekombinasyonlar engellenir. Bu
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sayede her bir B hiicresi, anne veya babanin allelinden gelen kappa veya lambda
zincirinin sadece bir tanesini iretir. Hiicre yiizeyinde IgM {iireten B hiicreleri
olgunlasma basamaginin bir sonraki evresi olan olgunlasmamis (immature) B
hiicreleri adin1 alir. Olgunlasmamis B hiicreleri yiizey proteinleri agisindan CD34-,
CD19+, CD20+ hiicrelerdir. Bu hiicrelerin olgun B lenfositlerine doniismesi ise
kemik iliginde veya kemik iligini terk ettikten sonra periferik kanda gergeklesir
[Vettermann and Schlissel, 2010], [Nemazee, 2017]. B lenfosit hiicreleri gelisim
evreleri Sekil 3.2°de sematik olarak gosterilmistir [Cambier et al., 2007].
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Sekil 3.2: B lenfosit hiicresi gelisim evreleri. ProB, progenitor B hiicresi; PreB, dncii
B hiicresi; Immature B cell, olgunlagmamis B lenfosit hiicresi; Mature B cell,
olgunlagmis B lenfosit hiicresi; Transitional (T1, T2, T3) B cells, gecici (T1, T2, T3)
B lenfosit hiicreleri.



4. LOSEMI

Losemiler, bir hematopoetik hiicrede meydana gelen genetik ya da epigenetik
bozukluga bagli olarak normal miyeloid veya lenfoid hematopoezin belirli bir
basamakta duraksamas: ve bu immatiir hiicrelerde anormal olarak “klonal”
proliferasyon gelismesi sonucu olusan malign bir grup hastalik olarak
tamimlanmaktadir [Couto et al., 2005]. Losemik hiicreler, hem kemik iligini
baskilayarak ve onun yerini alarak hem de ekstrameduller bolgelerde yayilarak akut
l6semilere 6zgii klinik tabloyu olusturur. Losemiler ¢ocukluk ¢agi malignitelerinin
yaklasik % 25-30’undan sorumlu tutulmaktadir. Morfolojik yonden hastaliga tutulan
hiicre dizisinin tipine gore (myeloid ya da lenfoid) ve prolifere olan kan hiicresinin
olgunlagsmasina gore (akut ya da kronik) siniflandirmasi yapilmaktadir [Cobaleda and
Sanchez, 2009].

Akut l6semiler, olgunlagsmamis (blastik) kan hiicrelerinin artist sonucu
olugmaktadir. Akut 16semilerde kontrolsiiz ¢ogalan hiicreler lenfoid 6ncii hiicreler ise
“akut lenfoblastik (lenfoid) losemi (ALL)”, myeloid oncii hiicreler ise ‘“akut
myelositik (myeloid) 16semi (AML)” olarak tanimlanmaktadir [Terwilliger et al.,
2017].

Kronik 16semiler ise olgunlasmis kemik iligi elemanlarinin artig1 sonucu ortaya
¢ikan bir hastaliktir. Kronik losemilerde kontrolsiiz ¢ogalan hiicreler lenfoid 6ncii
hiicreler ise “kronik lenfositik (lenfoid) l6semi”, myeloid 6ncii hiicreler ise “kronik

myelositik (myeloid) 16semi” olarak tanimlanmaktadir [Whitehead et al., 2016].
4.1. Loseminin Tarihcesi

Literatiirde ilk kez 1827’de 16semili bir olgu bildirilmistir. 1827°de Velpeau
tarafindan 16semi ile ilgili ilk vaka bildiriminden bu yana, 16semi, gerek klinik
gerekse genetik incelemelerde ilgi duyulan bir neoplazm olmustur. Velpeau
tarafindan tespit edilen hastada; ates, gii¢siizliik, karin sisligi ve idrar yollar
taslarindan kaynaklanan agrilar sikayet edilmis ve hastaneye basvurusundan kisa bir
siire sonra hasta kaybedilmistir. Bu tarihten 1845 yilina kadar l6semi ile ilgili

caligmalar yeterli olmamustir. Bu tarihlerde Virchow ve Benett ayr1 ayr olgularinin



otopsisinde, kanin beyaz rengine dikkat ¢ekmis ve hastaligi tanimlamislardir [Reese
etal., 1998].

Ik tanimlanan olguda, dalak oldukca biiyiik ve 16kositoz damarlarin igindeki
sar1 beyaz kitle olarak tarif edilmistir. O donemde 16kositlerdeki yapisal 6zelliklerden
heniiz bahsedilmemektedir. Yiiksek 1okosit sayisindan &tiirii, beyaz kan terimi
(weisses blut) kullanilmis, daha sonra ise Yunanca kokenli olarak beyaz anlamina
gelen “leukos” ve kan anlamina gelen “haima” sozciiklerinden ‘‘leukemia’ terimi
tiiretilerek kullanilmaya baslanmustir. Ilk defa 1870 yilinda 16semiyi, miyelojen,
dalak ve lenfatik 16semi olarak Neumann smiflandirmistir ve kemik iliginden
kaynaklandigin1 gdstermistir. Erlich 1891 yilinda yeni boya yontemleri ile 16semi
histolojisinde yeni bir sayfa agmistir. 1903 yilinda lenfatik 16semilerin akut ve kronik
olarak ayrilmasinin ardindan Naegeli 1905 yilinda miyeloblastlar1 tarif etmistir
[Cannas and Thomas, 2015].

4.2. Akut Losemiler

Akut 16semiler, olgunlagsmamis (blastik) miyeloid ya da lenfoid dizi
hiicrelerinin  kemik 1iligi, periferik kan ve diger dokularda birikimi sonucu
olugmaktadir. Losemi hiicrelerinin kemik iligini istila etmesi sonucu normal kan
hiicrelerinin (eritrosit, graniilosit, trombosit) tiretimi engellenir ve buna bagl olarak
gelisen anemi, infeksiyon ve kanamalar hastaligin ana belirti ve bulgularini olusturur.
Kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalan hiicrelerin myeloid ya da lenfoid oncii hiicre
olmasina bagli olarak akut lenfoblastik 16semi ya da akut myelositik 16semi olarak
simiflandirilmaktadir [Cobaleda et al., 2009], [Badar et al., 2015].

4.2.1. Losemi Sikhig:

Akut Losemiler, insanda tiim kanserlerin %10 unu olusturur. Cocuklarda ve
geng eriskinlerde en sik rastlanan habis hastalik akut l6semidir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde 15 yasin altinda 16semi sikligi 100.000’de 4 olarak belirtilirken,
cografi bolgelere gore bu oran farklilik gosterebilmektedir [Boyle and Levin, 2008],
[Howlader, 2015]. Yaklasik olarak ¢ocuklarda goriilen akut 16semilerin %80°1 ALL,

eriskinlerde goriilen akut l6semilerin de %80°1t AML’dir. Akut 16semilerin insidansi



cografi bolgelere gore degismekle beraber erkeklerde ve beyaz irkta daha sik
goriilmektedir. Goriilme sikligr en fazla 3-5 yas arasindadir ve daha sonra siklik
giderek azalarak yasamin tgiincii dekatinda yeniden artmaktadir. ALL, erkeklerde
kizlardan daha sik goriiliir. Erkek predominanst T hiicreli ALL“de daha da
belirgindir [Saultz and Garzon, 2015].

4.2.2. Losemi Etyolojisi

Losemi nedenleri arasinda cesitli ¢evresel etkenler gosterilmektedir. Genetik
faktorlerin ve ailesel gecislerin yam1 sira birgok dis etkende hiicresel kontrol
mekanizmalarina etki ederek hastalik olusumunda rol almaktadir [Wiemels, 2012].

Iyonize Ismlar: Gebelik dénemlerinde rontgen incelemesi yapilan hamilelerin
bebeklerinde 16semi riskinin 1,5-2 kat arttigi goriilmiistiir. Radyasyonun hiicresel
hasarlar1 literatlirde bilinen bir olgu olmasiyla birlikte, bu hafif artisin ¢ocuklarda
16semi gelisme riskinin sadece radyasyon 1sininin dogrudan etkisine degil, anneyle
ilgili baska olas1 etmenler olabilecegini diisiindiirmektedir. Radyoaktif ortamlarda
calisan erkeklerin ¢ocuklarinda 16semi gelisme sikliginin normal popiilasyona gore
artig1 bildirilmektedir [Kuznetsova et al., 2016]. Bu bulgular iyonize edici radyoaktif
1s1malarm 16semi gelismesinde 6nemli oldugunu gostermektedir [Hattchouel et al.,
1995].

Virtisler: Losemi ile belirli bir enfeksiyon etkeni arasinda simdiye kadar
kesinlesmis dogrudan herhangi bir iligski saptanamamistir. Human T-cell leukemia
virus-1 (HTLV-I) bazi kronik lenfositer 16semi ile iliskili bulunmustur ancak bu
hastalarda 16seminin bulasiciligl gosterilememistir. Maial ve arkadaslarinin yaptig
aragtirmada; gebeliklerinde Epstein-Barr virus (EBV) IgM (+) ve Mycoplasma
pneumoniae (+) olan hamileler ile bu annelerden dogan cocuklarin ileride 16semi
olmasi arasinda iliski gosterilmistir [Chanudet et al., 2007], [Maial and Wiinsch,
2013]. Yapilan arastirmalar sonucunda ilgili enfeksiyonlarin dogrudan etkisi ile
l6semiye neden olduklar1 ya da losemi hiicrelerinde virus gen dizisi varligi
saptanamamigstir. Enfeksiyonlara bagli gecirilmis hastaliklar neticesinde ¢ocuklarin
immiin sistemlerinde var olan bir bozukluk ve ek olarak genomik bir yatkinliginin
fenotipe yansiyip 16seminin olusabilecegi ileri stiriilmistiir [Esau, 2017], [Liu et al.,
2017].



Kimyasal Madde ve Ilaglar: Sanayi ve kimyasal endiistrinin gelismesi birgok
zararli etmene de maruziyeti arttirmaktadir. Birgok endiistriyel iiriinde kullanilan
kimyasal maddelerden olan benzen ve tiirevleri akut 16semi riskini arttirmaktadir.
Genomik materyal ile etkilesimi gosterilen bu kimyasallar enzimatik birgok defekte
yol a¢maktadir ve DNA tamir mekanizmalarinin dogru islemesine engel
olabilmektedir.  Alkilleyici ajanlarla tedavi goren hastalarda, AML ve
miyelodisplastik sendrom gelisme riski yiiksek oldugu bilinmektedir. Topoizomeraz
IT inhibitorleri (Epipodofiloksin tiirevleri, antrasiklinler) ile tedavi géren ALL’li
vakalarda da Akut Myeloid Losemi (AML) gelisme riski yiikselmektedir
[Polychronakis et al., 2013].

4.3. Losemi Patogenezi

Akut 16semi, olgunlasmamis miyeloid ya da lenfoid hiicrelerin proliferasyonu
ile kendini gosteren bir hastaliktir. Akut 16semi hiicrelerinin temel o6zelligi
farklilasma yetenegini kaybetmis olmalaridir. Bu hiicrelerin olgunlagsmasi1 ALL’de
lenfoblast diizeyinde kalmistir. Genetik faktorlerin yani sira gevresel faktorler de
l6semi olusumunda sorumlu tutulmaktadir. Bunlar arasinda; viral enfeksiyonlar,
kimyasal ve alkilleyici ajanlarda hiicrelerin normal biyolojik siire¢lerini etkileyen
faktorlerdir. Bu etkenler direkt ya da immiin yetmezlik sendromlar1 olusturarak da
cocukluk ¢ag1 16semilerinde 6nemli etiyolojik faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Kanser etiyolojisinde rol oynadig1 diisliniilen viriisler normal hiicrelerin haberlesme
sinyal ve yolaklarin1 etkileyebilmektedirler. Bu etkiler hiicrelerin ¢ogalmasi ve
farklilasmas1 i¢in 6nemli olan kontrol basamaklarinin  bozulmasina yol
acabilmektedirler. Boylece hematopoezin bir basamaginda takilan hiicreler
kontrolsiiz ¢ogalip farklilasma ozelliklerini kaybedebilmektedirler [Schnerch et al.,
2012], [Okkenhaug et al., 2016].

Kan hiicreleri kemik iligindeki multipotent hemotopoietik kok hiicreden
tiremektedirler. Lenfoid kok hiicreler lenfositleri, myeloid kdok hiicrelerse
notrofilleri, monositleri, eosinofilleri, bazofilleri, eritrositleri ve trombositleri
olusturacak sekilde farklilasmaktadir. Losemik transformasyon herhangi bir
farklilasma diizeyindeki hiicrede ortaya ¢ikabilmektedir. Diferansiyasyon bozuklugu

ve agsirt proliferasyon sonucu kemik iliginde biriken 16semi hiicresi ¢evre kanina
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gecip diger dokular infiltre etmektedir. Losemiye yol agan transformasyonun biriken
genetik  ve epigenetik  degiklikler sonucu oldugu kabul edilmektedir.
Kromozomlardaki yeniden diizenlemeler, translokasyonlar, delesyonlar, gen
amplifikasyonu, nokta mutasyonlar1 gibi olaylarla, genlerin iirlinleri degisiklige
ugramaktadir. Bu yeni olusan iriinler normal hematopoez gelisiminin ve
diizenlenmesinin  bozulup hiicresel proto-onkogenlerin  onkogen karakteri
kazanmasina yol agmaktadir [Lopez et al., 2017].

Hematopoetik kok hiicrelerden dolasima katilan kan hiicrelerinin gelisiminin
diizenlenmesi; kok hiicre faktorii (stem cell factor), graniilosit-makrofaj koloni
uyarici faktor (GM-CSF), interlokin-3 (IL-3), interlosekin-7 (IL-7), eritropoetin ve
trombopoetin gibi biliylimede etkili faktorler ile saglanmaktadir. ALL etiyolojisinde
de yer alan kromozomal aberasyonlar bu biyolojik faktorlerin etkilerinde degisimler
yaratip hiicre farklilagmalarinda bozukluklara sebep olabilir. Bu agamada Oncii
hiicreler gelisim agamasini saglikli tamamlayamadan fonksiyonel olmayan 16semik
hiicrelere doniisiip, neoplastik bir karakter kazanabilmektedirler [Wiemels, 2012],
[Tabe and Konopleva, 2014].

4.3.1. Genetik ve Konjenital Faktorler

Akut 16seminin ortaya c¢ikmasinda genetik faktorlerin onemli bir¢ok rolii
bulunmaktadir. Bazi ailelerde hematopoetik hastaliklarin sik goriildiigii ve akut
16semili bazi vakalarin kardeslerinde de 16semi gelisme sikliginin beklenenden 2-4
kat fazla oldugu bildirilmistir [Mullighan, 2012], [Wiemels, 2012]. 6 yasinin
altindaki ikizlerden birinde 16semi gelismis ise diger ikizinde de 16semi hastaliginin
ortaya c¢ikma olasilig1r yaklasik olarak %20 oraninda Ongoriilmektedir. Down
Sendromlu kisilerde 16semi gelisme siklig1 normal popiilasyona gore 20 kat daha
fazla goriilmektedir [Mateos, 2015]. Baz1 genetik gecisli hastaliklarda hastaligin bir
bulgusu ya da ikincil bir sonucu olarak da akut l6semiler ortaya c¢ikabilmektedir.
Norofibromatosis, glutation rediiktaz eksikligi, pigmenti hastaliklari, immiin
yetmezlik bozukluklari, kostman sendromu, rubinstein-taybi sendromu, , fanconi
anemisi, bloom sendromu, poland anomalisi, wilms tiimorii, shwachman sendromu,
Kklinefelter sendromu, down sendromu (Trizomi 21), patau sendromu (Trizomi 13),

edward sendromu (Trizomi 18), kaposi sarkoma gibi hastaliklarda l6semi goriilme
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sikliginin artmis oldugu bilinmektedir [Stieglitz and Loh, 2013], [Brisson et al.,
2015].

4.3.2. Losemi Laboratuvar Bulgular:

Giliniimilizde hastalara akut 16semi tanis1 koymak i¢in 6ncelikle tam kan sayimi
ve periferik yayma yapilmaktadir. Siipheli klinik vakalarda tam kan sayimi
sonuglarinda 16kosit sayisinda biiylik degisiklikler gosterir. Lokosit hiicre sayilari
normal degerlerden uzak bir sekilde yiiksek ya da diisiik degerlerde olabilmektedir.
Bu mevcut kan hastaliginin tiirline ve derecesine bagli olabilmektedir. Dominant
hiicre klonunun kemik iligi ve hematopoetik organlara olan infiltrasyonuna bagh
olarak trombosit sayilarinda ise belirgin bir derecede azalma goézlenmektedir.
Laboratuvar tetkikleri kullanilarak 6zel hiicre bazli boyama yontemleri kullanilarak
periferik kan yaymasinda 16semi hiicrelerinin varligina bakilmaktadir [Kadia et al.,
2015]. Akut lenfoblastik 16semi hastalarinin karakteristik periferik kan yaymasi
bulgularinda; anemi, trombositopeni ve blastik hiicrelerin varligr ayirict taniyi
olusturmaktadir. Fakat ilk tan1 aninda vakalarin %20’sinde normal kan degerlerine
ait tablo goriilebilmektedir. Hastalar arasinda yasanan anemi en sik ve en erken
goriilen laboratuvar bulgudur. Losemik hastalarin kan degerleri arasinda trombosit
hiicre sayilar1 genellikle baslangigtan beri diisiik seyretmektedir. Olgularin yaklasik
yarisinda 50000/mm?*’iin altinda degerler goriilmektedir. Lokosit sayis1 tant aninda
yaklasik %50 olguda artmus bir sekilde izlenmektedir. Losemi olgularmin %20’sinde
ise lokosit hiicre azlig1 olarak 16kopeni durumu bildirilmektedir [Inaba et al., 2013].

Losemik hiicrelerde gerceklesen piirin metabolizmasinda olusan artis sonucu
gozlenen hiperiirisemi, tan1 aninda veya tedavi siirecinin baglarinda hiicre yikiminin
artmasma bagli olarak ortaya cikabilir. Bu vakalara ait klinik tabloya azotemi,
hiperpotasemi, hiperfosfatemi ve hipokalseminin eklenmesi ile tlimor lizis sendromu
gelisebilir. Losemik hiicrelerin yikimi sonucunda vakalarda siklikla yiliksek serum
LDH diizeylerine rastlanabilinir. Tan1 esnasinda 16semik hiicrelerin karacigeri infiltre
etmesi nedeniyle karaciger enzimlerinde ylikseklik de siklikla saptanan laboratuvar

bulgularini olusturmaktadir [Fader et al., 2010].
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4.3.3. Losemi Klinik Bulgular

Losemi hastalarinda neoplastik hiicrelerin kemik iligi ve viicudumuzun diger
organlarinda birikimi sonucunda hastaliga ait cesitli klinik belirtiler ortaya
ctkmaktadir. Kemik iligi kendi dokusu iginde ¢ogalip biriken bu olgunlagsmamis
hiicrelerden dolay1 fonksiyonunu yapamamakta ve bunun sonucunda da hastalarda
anemi, notropeni ve trombositopeni olusabilmektedir. Anemik duruma bagli olarak
hastalarda halsizlik, kolay yorulma, ¢arpinti ve nefes darlig1 gibi klinik semptomlar
goriilmektedir. Kan pihtilagmasinda 6zel bir yeri olan trombosit hiicre azligina bagh
olarak burun, diseti, konjunktiva, merkezi sinir sistemi ve retina kanamalar1 ortaya
cikmaktadir. Kanamalar zaten var olan aneminin daha da derinlesmesine yol
acmaktadir [Howell et al., 2015]. Akut l6semilerde enfeksiyonlar graniilositopeniye
bagl olarak sik goriilmektedir. Enfektif ajanlarin kontrol altina alinamamasina baglh
lenf diiglimlerinde biiylime (lenfoadenopati) ¢ocuklarda daha belirgindir. ALL tanisi
almis cocukluk cagi vakalarimin yaklasik % 30-60’inda tani esnasinda belirgin
hepatomegali ve/veya splenomegali mevcuttur. Hepatomegali ve splenomegali ayrica
yiikksek 10kosit sayimi ile birliktelik gosterir. Kemik agrist ve sternal hassasiyet
olgularin yaklasik yarisinda erken klinik semptomlar olarak kendini gostermektedir.
Ik tan1 kondugu sirada akut 16semi vakalarinda deri, karaciger, akciger, goz,
nazofarinks ve bobrekler gibi dokularin 16semi hiicreleri ile infiltrasyonuna bagh

semptom ve bulgular goriilebilmektedir [Hu et al., 2011].

4.4. Losemilerin Morfolojik Siniflandirilmasi

Losemiler, hematopoetik hiicre kaynaginin morfolojik yapisina gore miyeloid
veya lenfoid seri olarak ayrilmaktadir. Ayn1 zamanda hiicre serisinden gelisen hiicre
klonlarmin gen¢ veya olgunlasmis olmasina gore de akut ya da kronik losemiler
olarak smiflandirilmaktadir.

Akut losemiler olgunlasmamis miyeloid ya da lenfoid seri hiicrelerinin kemik
iligi, periferik kan ve diger organlarda birikimi ile tanimlanan neoplastik
hastaliklardir. Losemi hastaliginda kontrolsiiz fonksiyonel olmayan hiicre
cogalmalar1 gerceklesir ve kan hiicreleri kemik iligini istila ederler ayn1 zamanda

normal kan hiicrelerinin (eritrosit, grantilosit ve trombosit) liretimi engellerler. Buna
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bagl olarak gelisen anemi, enfeksiyonlar ve kanamalar hastaligin ana belirti ve
bulgularin1 olustururlar. Akut losemilerde, tedavi almayan hastalarin survilerinde
hizli ve 6liimciil bir seyir gozlenir [Zhang et al.,, 2015], [Whitehead et al., 2016].
Kronik 16semide ise hizli bir sekilde ¢ogalmayan fakat normal islevlerini de
yerine getiremeyen blast karakterli hiicreler bulunmaktadir. Bu durumda baglangic
asamasindaki kronik 19semi hastalarinda herhangi bir klinik semptom goézlenmez ve

hastaligin gelisim asamasi akut 16semilere gore kismen yavastir [Tasian et al., 2015].

4.4.1. FAB Simmiflandirmasi

Fransa-Amerika-Ingiltere (FAB) smiflandirmasi 1976 yilinda Fransiz-
Amerikan-ingiliz hematologlar tarafindan yapilmistir. Bu siniflandirma, hiicre
biiyiikliigi, ¢ekirdek kromatini ve sekli, ¢ekirdekgik, sitoplazma orani, bazofilisi ve
vakuol gozoniine alinarak yapilmaktadir. ALL L1, L2 ve L3 olmak iizere 3 sinifa
ayrilmaktadir. Akut miyeloid 16semi (AML) ise 2’si daha nadir olarak goriilmek
tizere (MO ve M7) toplam 8 simifa ayrilmaktadir. Cocukluk dénemi ALL’lerinde
goriilme sikliklart L1 %80-85, L2 %15, L3 %1-2 oranindadir [Bennett et al., 1976],
[Walter et al., 2013].

Losemik hiicrelerin  tanimlanmasi ve smiflandirilmasi igin uluslararasi
gegerliligi olan ve ortak bir smiflandirma modeli gelistirilmistir. French-American-
British (FAB) kriterlerine gore ¢ocukluk ¢agr Akut Lenfoblastik Losemi hastaligi;
L1, L2, L3 tipleri olarak smiflandirilmistir. Bu ayrimin yapilmasi agamasinda,
hiicrenin  boyutu, nukleus/nukleolus 0Ozellikleri, nukleus/sitoplazma orani,
sitoplazmik bazofili ve vakuol varligina gore degerlendirilip morfolojik
degerlendirmeler yapilir. Akut lenfoblastik l6semiler i¢cinde %85 orami ile en sik
goriilen grup L1 morfolojisi iken, L2 yaklasik %14 ve L3 grubu ise %]l siklikla
goriilmektedir. Morfolojilerine gore hastalik prognozu en iyi olan ALL grubu L1
olarak belirtilmektedir [Lilleyman et al., 1986], [Zhang et al., 2015].

FAB L1: Cocukluk ¢aginda gelisen ALL hastaliginin yaklasik %85’ini bu tip
olusturmaktadir. Morfolojik olarak hiicreler homojen ve kiigiik olarak izlenmektedir
ve sitoplazmalar1 hafif bazofiliktir ve dardir. Bu gruptaki 16semik hiicrelerin ¢ekirdek
smirlar1 diizenlidir ve ¢ekirdek¢ik ¢ok kiiglik/belirsizdir veya belirsizdir [Walter et
al., 2013].
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FAB L2: Cocukluk ¢agi ALL’lerin %14’linli olusturmaktadir. Bu gruptaki
hiicreler heterojen bir yapiya sahip olup, daha biiyilkk morfolojiye sahiptir ayrica
sitoplazmalar1 daha genistir. Histolojik olarak degisken derecelerde bazofilik
boyanirlar. Cekirdek sinirlar1 diizensizdir ve ¢ekirdekg¢ik daha belirgin olup bir veya
daha fazla sayida olabilir [Jaffe et al., 2001].

FAB L3: Hiicreler homojen dagilimli olup diger gruptakilere gore daha
bliytiktiir, bu gruptaki hiicrelerin sitoplazmalar1 koyu bazofilik boyanirlar ve oldukga
genistirler. Sitoplazmalarinda belirgin vakiiolizasyon yapilar1 bulunmaktadir.
Cekirdekleri yuvarlak yapida olup sinirlar1 diizenlidir. Cekirdekgik biiyiik ve belirgin
sinirlara sahip olup ¢ok sayida vezikiil icerirler. Bu hiicreler siklikla mitoz
asamasinda izlenebilir. Cocukluk ¢ag1 ALL’lerin %]1’ini olusturur. Bu grupta
siniflandirilmis neoplastik hiicreler, Burkitt lenfomasinin 16semik sekli olarak kabul

edilmektedir [Hirzel et al., 2013].

4.4.2. WHO Siniflandirmasi

World Health Organization’a (WHO) gore ALL pre-B-lenfoblastik 16semi ve
pre-T-lenfoblastik 16semi olarak 2 sinifa ayrilmaktadir. Yapilan siniflandirmada,
olgun B hiicreli ALL (FAB smiflandirmasinda:L.3) Burkitt lenfoma olarak
belirlenmis ve olgun B hiicre neoplazmalar ile ayni1 grupta yer almistir [Walter et al.,

2013].

4.4.3. Losemilerin Sitokimyasal Siniflandirmasi

Losemi tip ve alt gruplarini belirleme asamasinda morfolojik olarak
smiflandirilan FAB kriterlerini destekleme amacgli olarak sitokimyasal metodlar
kullanilmaktadir. Cesitli hiicresel kompanentlerin boyanma 06zelliklerine gore
myeloid ve lenfoid oOzellikteki hiicre gruplart kimyasal igeriklerine gore
ayrilabilmektedir. Bu amagla Asit fosfataz, Miyeloperoksidaz, Sudan siyahi, ,
Periodik Asit Schiff, Nonspesifik esteraz, Terminal deoksiniikleotidil transferaz
boyalar1 kullanilmakta ve laboratuvar incelemelerine gore kan hiicrelerinin ayrimi

yapilabilmektedir [Srivastava et al., 1983], [Zhang et al., 2015].
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Myeloperoksidaz aktivitesi (MPO), non-spesifik esteraz (NSE) ve periodik asit
schiff (PAS) reaksiyonlarin1 iceren sitokimyasal boyalar kullanilarak bazi
sitoplazmik kompanentlerin belirlenmesi yontemine dayanan siniflandirma
metodudur. Myeloperoksidaz aktivitesi graniilosit ve monosit tipindeki hematolojik
hiicrelerin  azurofilik graniillerde bulunmaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay1
lenfositlerde olmadigi i¢in myeloid ve lenfoid karakterdeki 16semilerin ayriminda
kullanilir. Lenfoblast ve myeloblastlar serideki hiicreler NSE icermektedir aym
zamanda monosit ve monositik Oncii hiicre gruplarinda sodyum florid NSE
aktivitesini inhibe etmektedir. Fakat lenfoblast ve myeloblast grubu hiicrelerde
inhibisyon olmamaktadir. Bu hiicresel 0Ozelliklerden yararlanilarak, monositik
losemilerin ~ Akut Lenfoblastik Losemiden ayrimu  histokimyasal — olarak
saglanmaktadir [Lee et al., 2015].

Periodik Asit Schiff testi, hiicrelerin sitoplazmik karbonhidratlarini,
karbonhidrat bagli proteinleri ve yag vakuollerini tespit etmekte kullanilmaktadir.
Myeloblastlar genellikle PAS boyasi i¢in negatif sonug verirken, lenfoblastlarin
sitoplazmalarindan PAS boyasi1 i¢in pozitif sonu¢ alinmaktadir. Akut lenfoblastik
16semili olgularin biyomateryallerinde 16semik blastlarin ¢ekirdekleri etrafinda PAS
pozitif alanlar goriilmektedir. Bu 6zellik yine histokimyasal metodlar ile hiicre tipi
ayriminda kullanilmaktadir [Srivastava et al., 1983].

T hiicreli losemik lenfoblastlarda asit fosfataz (AP) aktivitesi paraniiklear
bolgede tespit edilmektedir. Ayni sekilde B-glukoronidaz da benzer sekilde reaksiyon
vermektedir. Azurofilik graniiller barindiran diger atipik oOzellikteki lenfoblastlar
MPO, NSE ve SBB ile boyandiginda negatif reaksiyon gostermektedir. Losemik
lenfoblastlarin tiim tiplerinde sitoplazma yiiksek oranda RNA icermektedir, bu
durum en ¢ok L3 grubunda bulunan 16semik klonlar i¢in gecerlidir. Akut lenfoblastik
l6semili  vakalarin  %90’indan  fazlasinda 16semik lenfoblastlar terminal
deoksiniikleotidil transferaz “TdT” icermektedir. Bu histokimyasal boyalar ve
hiicrelerin verdigi reaksiyonlar hematopoetik hiicrelerin siiflandirilmasina katki
saglamaktadir. Hiicre g¢esitlerinin belirlenmesi ve hiicrelerin gdsterdigi morfolojik
farkliliklarin tespiti klinik agidan dogru teshisin konulmasina katki saglamaktadir. Bu
tir farkliliklar ayn1 zamanda tedavi rejimlerinin belirlenmesinde de sik¢a bagvurulan

yontemleri olusturmaktadir [Zhao et al., 2010], [Hirzel et al., 2013].
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4.4.4. Losemilerin immunolojik Stmflandirmasi

Akut lenfoblastik losemilerde hiicre yiizeyi belirteclerinin kullanilmaya
baslandig1 70°’li yillarda ayirtedilen immiinolojik gruplardan ilki T-ALL’dir. Bu
immunofenotipe sahip cocuklarin lenfoblastlarinda koyun eritrositleri ile rozet
olusturdugu ve buna neden olan yiizey reseptoriin CD2 antijeni oldugu saptanmustir.
Lenfoid ve miyeloid hiicrelerin yiizeylerinde antijenler tespit edilmistir. “Cluster of
Differentation” (CD) olarak adlandirilan bu antijenler, 16semilerin siniflandirilmasina
yardimcr olmaktadir Insan 16semi hiicrelerindeki antijene karsi, antiserum iiretimi
sonucu daha once non-T, non-B ALL olarak tanimlanan 16semi hiicrelerinin biiyiik
“common ALL antijen” olarak

bir kisminda ortak olarak bulunan bu antijen

tanimlanmistir. Bu antijeni tasiyan 10semiler ise common-ALL olarak

adlandirllmigtir  [Jaffe et al., 2001]. B lenfosit hiicresi gelisim asamalarinda
bulundurduklar: hiicre yiizey belirtegleri Sekil 4.1°de sematik olarak gosterilmistir

[Engel et al., 2007].
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Sekil 4.1: B lenfosit hiicresi ylizey belirtegleri. CD (Cluster of Differentation),
farklilasma kiimeleri; Transitional (T1, T2) B cells, gecici (T1, T2) B lenfosit
hiicreleri.

Immunofenotipleme ile ALL 2 gruba ayrilmaktadir. Bunlar B ve T hiicreli
ALL gruplaridar:
B Hiicre Kaynakli ALL: B-ALL lenfosit hiicrelerinin farklilasmaya basladigi

evreye (prematiire, erken, intermediate) gore alt siniflara ayrilmaktadir.
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Erken B oOncii hiicreli ALL (Pro-B-ALL): Yenidoganlarda ve 1 yas alti
cocuklarda daha siktir. FAB tipi L1/L2’dir. Tiim B immiinfenotipik 16semi grubunun
%5“lik kismini1 olusturup, CD10 antijeni (CALLA: Common ALL antijeni)
negatiftir. Infant ve yetiskinlerde siklig1 fazla olup, tan1 aninda yiiksek 16kosit sayisi
ve santral sinir sistemi (SSS) tutulumu siktir. Pro-B ALL de sitogenetik olarak MLL
gen yeniden diizenlenmesi ve t(4;11) yapisal kromozom anomali siklig1 yiiksektir.
Yasam beklentisi diger alt gruplara gére daha azdir [Cobaleda and Sanchez, 2009].

Pre-Pre-B hiicreli ALL (Common ALL): Cocuklarda ve erigskinlerde en sik
goriilen ALL alt tipidir. CD10 antijeni karakterize edilmektedir. FAB tipi L1/L2’dir
[Hirzel et al., 2013].

Pre-B hiicreli ALL: Blastik hiicreler intrastoplazmik p agir zinciri tasirlar.
Terminal deoksintikleotidil transferaz (TdT) pozitiftir ve ¢ocukluk ¢agi ALL lerinin
%15-20 sini olusturur. Bu immiinfenotipik grubun hipodiploidi, yiiksek 16kosit sayisi,
t(1;19) kromozom anomalisi ile birlikteligi sik goriilmektedir. Kemik iligi ve SSS niiks
orani fazlayken, sag kalim siiresi kisadir. FAB tipi L1/L2’dir [Walter et al., 2013].

B-ALL: Olgun B hiicrelerinden olusan ALL, g¢ocuklarda %2-3 oraninda
goriilmektedir. FAB tipi L3’tiir. Burkitt lenfomasina 6zgii kromozom anomalisi
t(8;14)(q24,q32) saptanmaktadir [Kang et al., 2016].

Fenotipik ve genotipik olarak iki ¢esit olgun B hiicreli 16semi vardir. Sik
goriilen tiirlinde hiicre ylizeyinde sitoplazmik 1gM, CD19, CD20, CD22, CD79a ve
siklikla da CD10 bulunur. CD34 ve TdT ise bulunmaz. Morfolojik olarak bu tip L3
ozelliklerini gosterirken, genetik olarak Burkitt lenfoma igin tipik olan 8. kromozom
translokasyonlari izlenir. Buna karsin daha nadir goriilen ikinci tipinde ise, yiizeyel
agir ve hafif zincirler bulunmakla birlikte, CD20 yogunlugu diisiiktiir. L1 ya da L2
morfolojisi ile uyumlu goriinim izlenmekte olup 8. kromozom translokasyonlari
bulunmaz. TdT ve CD34 pozitifligi izlenebilir. Cocuk ve eriskin ALL’lerinin %1-2
sini olusturur. SSS tutulum insidansi daha yiiksektir [Zhao et al., 2010].

T Hiicre Kaynakli ALL: T lenfositler, ylizeylerinde CD2, CD3, CDS5, CD7 ve
TdT*yi tagirlar. Bunlarin disinda CD1, CD4 ve CD8 de T hiicre belirtecidir. CALLA
antijeni genellikle negatiftir. Genellikle PAS ile boyanmazlarken, asit fosfatazla
boyanirlar. Hem g¢ocukluk hem de erigkin donem ALL olgularmin %15-20’sini
olustururlar. Cogunlukla erkeklerde ve yiiksek 10kosit sayisi ile birlikte goriiliir.

Hastalarin %50-60’1nda mediastinal kitle goriiliir. SSS tutulumu ve ekstramediiller
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tutulum, diger ALL tiplerinden daha fazla goriiliir. Sag kalim orani diger alt gruplara
gore diistiktiir [Vlierberghe and Ferrando, 2012].

T-ALL  hiicrelerin farklilasmaya basladigi evreye gore alt siniflara
ayrilmaktadir:

Pre-T-ALL: Sitoplazmik CD3, CD2, CD7 veya CD5 ve CD1 antijenlerinin
varligi ile karakterize olmaktadir [Aifantis et al., 2008].

T-ALL (intermediate): CD7, CD5, CD4, CD8, CD2, CDla ve CD45RB
antijenlerini eksprese etmektedir [Aifantis et al., 2008].

Olgun T-ALL: Olgun T hiicre fenotipi CD3 membraninin varligr ile
belirlenmektedir. CD7, CD5, CD2, CD6, CD4 veya CD8 antijenleri de pozitiftir
[Aifantis et al., 2008].
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5. LOSEMILERDE SIK GORULEN GENETIK
BOZUKLUKLAR

Timor olusumundan sorumlu olan genler, onkogenler, timdr baskilayici genler
ve diger genlerdir.

Onkogenler: Hiicre biiylimesi ve farklilasmasi ile ilgili normal genlerin
(protoonkogen) aktiflesmesi ile onkogenler ortaya ¢ikmaktadir. Aktive olmus
protoonkogenler timor olusumunda 6nemli bir etkiye sahiptir. Mutasyonlar, gen
amplifikasyonlar1 ve kromozomal yeniden diizenlenmeler gibi proto-onkogenlerin
aktiflesmesini saglayan genetik mekanizmalardir [Chiaretti et al., 2014], [Whitehead
etal., 2016].

Mutasyonlar: Bazlarin yer degistirmeleri, delesyonlar, insersiyonlar proto-
onkogenleri aktive edebilen mutasyonlardir. insan tiimérlerinde, en gok ortaya ¢ikan
onkogen mutasyonlart bir aminoasitin yerine baska bir aminoasit gegmesiyle olusan
baz yer degistirmeleridir (nokta mutasyonlar1). Nokta mutasyonlar1 siklikla RAS
genlerinde (K- RAS, H- RAS ve N- RAS) olusmaktadir. %15-20 oraninda insan
tiimdrlerinin RAS mutasyonu sonucu olustugu bildirilmistir [Couto et al., 2005].

Gen Amplifikasyonlari: Onkogenlerin artan kopyalar1 goriilmektedir. Genomik
DNA’nin asir1 replikasyonu sirasinda meydana gelen amplifikasyon sonucunda,
kiigiik kromozomlar (double-minutes (DMs)) ya da normal kromozom iginde
inversiyon yapmis homojen boyanan bdlgeler (homogeneous staining regions
(HSRs)) olusmaktadir. DMs kromozomlar sentromer igermemektedir. Amplifikasyon
sonucunda olugan DMs ve HSRs’lerde hiicre biiyiimesinde etkili olan yiizlerce DNA
kopyas1 bulunmaktadir [Wiemels et al., 2012].

Epigenetik diizenlemeler: DNA metilasyonu, genomun diizenlenmesinde ve
ozellikle karsinogenezde Onemli bir rol oynayan epigenetik modifikasyonlarin
baglica tipini olusturmaktadir. Dinamik bir degisim paternine sahip olan genomik
metilasyon genlerin ve transkripsiyon faktorlerinin ifade diizeylerini dogrudan
etkilemektedir. Farkli 16semi alt tiirlerinde yapilan calismalarda CpG adalarinda
gerceklesen metilasyon profillerinin 16semi alt tiirlerine 6zgii motifler gosterdigini
ifade etmektedir. AML de yapilan calismalarda simdiye kadar 16 farkli DNA
metilasyon Orilintiisii bildirilmistir [Yan et al.,, 2017]. Ayrica bu konuda artan
calismalar dogrultusunda bu motiflerin c¢esitlerinde ve yarattigi genomik ifade

profillerinde farkliliklarin ortaya koyulacagi ifade edilmektedir. Cesitli kanser
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tiirlerinde metilasyon dengesizlikleri bilinmektedir. Ozellikle promotor bdlgesine
yakin CpG adalarinda olusan metilasyonlar neoplastik degisimleri tetikleyebilmekte
ve epigenik kalitim ile diger nesillere aktarilabilmektedir [Figueroa et al., 2010].

Kromozomal Yeniden Diizenlenmeler: 2 ayr1 mekanizma ile hematolojik
malignitelere ~ sebep  olmaktadirlar. ~ Proto-onkogenlerin  transkripsiyonel
aktivasyonunda immunoglobulin ya da T-hiicre reseptoriine transloke olan proto-
onkogenin ekspresyonunu bozularak hiicrelerin neoplastik transformasyonuna sebep
olmaktadir. Fiizyon gen olusumundaysa kromozomal translokasyon sonucu 2 geni
kodlayan bolgelerin fiizyonu ile anormal kimerik protein ortaya ¢ikmaktadir [Tasian
et al., 2015].

Timor Baskilayict Genler: Hiicre farklilasmasi, proliferasyonu gibi hiicre
fonksiyonlarinda diizenleyici rol oynayan tiimdr baskilayici genlerin delesyon,
kromozom monozomisi, kromozomal translokasyon, nokta mutasyonu gibi olaylarla
inaktive olmast sonucunda kanser ortaya c¢ikmaktadir. Onkogenlerin etkileri
dominant bigimde olusurken, tiimor baskilayict genlerde bu etki resesif olarak
goriilmektedir. Delesyon ya da monozomi goriilmeyen durumlarda bu genlerin her
iki allelinde bir mutasyon meydana gelmektedir. Bunun bilinen en iyi 6rnegi p53 ve
Retioblastoma (RB) genleridir. DNA tamir genlerinde ve apoptoz (hiicre dliimii)
genlerinde olusan mutasyonlar sonucunda malign transformasyonlar ortaya
cikabilmektedir [Wiemels et al., 2012], [Terwilliger et al., 2017].

Kromozomal Anomaliler: ilk kromozom anomalisi 1960’11 yillarda Nowell ve
Hungerford tarafindan kronik myeloid losemi olgularinda tanimlanmis ve bu
kromozoma Philadelphia (Ph) kromozomu adi verilmistir. Ilerleyen yillarda
sitogenetikte bantlama teknikleri, FISH, PCR, RT-PCR gibi yontemlerin
gelismesiyle birliktr sitogenetik ve molekiiler genetikte anomalilerin tanimlanmasi
saglanmistir. Bu genetik ayrimlar hastalik gruplarinin ayrilmasina ve farkl
tedavilerin uygulanmasina olanak vermistir. Cocukluk ¢aginda goriilen akut
lenfoblastik 16semi hastalarinin yaklasik olarak %80’ninde kromozomal yeniden
diizenlenmeler ortaya ¢ikmaktadir. Genetik olarak (yapisal ve sayisal anomaliler) bu
anomalileri saptamak, ALL’de prognozun belirlenip, dogru tedavi rejimlerinin
uygulanmasi ag¢isindan biiylik 6nem tasimaktadir [Hanson et al., 1993], [Whitehead
etal., 2016].
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5.1. Sik Goriilen Yapisal Anomaliler

5.1.1. t(12;21)(p12-13;922)

“Translocation ETS Leukemia” olarak tanimlanan TEL geni 12pl3’te
lokalizedir. E-26 transforme spesifik (ETS) transkripsiyon faktorii ailesinden bir gen
oldugu i¢in ETV6 (ETS Varyant Gen 6) olarak da tanimlanmaktadir [Sharrocks et
al., 1997], [Kawagoe and Grosveld, 2005]. Trankripsiyon telomerden sentromer
bolgesine dogru olmaktadir. Ug tane 2400 kb’lik, 4300 kb’lik ve 6200 kb’lik
mRNA’s1 vardir ve 1356 kb’lik cDNA kodlamaktadir. TEL geni 240 kb’lik bolgeyi
kapsamaktadir. Bu gende 8 adet ekson bulunmaktadir. Iki adet alternatif baslama
kodonu ile iki farkli protein olusmaktadir. Baslama kodonlarindan bir tanesi ile 57
kDa’luk protein, digeri ile de 53 kDa’luk protein olusmaktadir TEL geni
transkripsiyonel diizenleyici olarak gorev yapmakta, kemik iligi hematopoezinde
onemli bir rol oynamaktadir [Hock et al., 2004].

Akut Myeloid Losemi 1 (AML1) geni, 21q22.3’te lokalizedir. ilk olarak 1991
yilinda t(8;21)’de 21.kromozomda saptanmistir. Bu gen RUNX1 olarak da
tanimlanmakta olup 260 kb’lik bolgeyi kaplamakta ve 12 adet ekson icermektedir.
MRNA’s1t 8 kb olan AMLI geni 20 kD ile 52 kD arasinda degisen protein
tiretmektedir. Hematopoezde, hematopoietik hiicrelerin farklilagma evrelerinde rol
oynamaktadir [Miyoshi et al., 1991],

t(12;21)(p13;922) sonucunda TEL/AML1 (ETV6/RUNXI1) flizyon geni
olusmaktadir. Translokasyon sonucunda TEL’in 5. Ekzonuyla AML1’in 2. Ya da 3.
Ekzonu birlesmektedir. Bu fiizyon gen 1995 yilinda Romana ve Gloub tarafindan
tanimlanmistir. Bu translokasyonun klasik sitogenetik yontemlerle ¢ok zor
saptanmasindan dolayi, nadir olarak ortaya c¢ikan genetik bir anomali oldugu
diistiniilmiistir. Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) yontemleri ile bu translokasyonun kolaylikla saptanmasi miimkiin
olmus ve c¢ocukluk dénemi ALL’lerinde en sik ortaya ¢ikan yapisal kromozomal
anomali oldugu goriilmiistiir. Genellikle 1 ile 10 yas arasinda olan, diisiik 16kosit
sayisina sahip, pre-B ALL fenotipli ve nonhiperdiploidi (>50) sayisal kromozom
anomalisi goriilen hastalarda %25-30 oraninda ortaya c¢ikmaktadir. Bu genlerin

fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemekle beraber, TEL/AML1 geninin ekspresyonu
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diger genlerin transkripsiyonel aktivitesini etkileyebilmektedir. TEL-AMLI1 flizyon
geni TEL proteinin fonksiyon kaybi1 veya AML1’in hedef genlerinin kontroliiniin
bozulmasiyla ALL olusumuna yol ag¢maktadir. t(12;21)(p13;922) translokasyon
varlig1 iyi prognozu gostermektedir. Cocukluk donemi ALL hastalarinda prognozun
tespitinde bu translokasyonun sikliginin belirlenmesinin 6nemli bir yeri vardir
[Romana et al., 1995], [ Golubet al., 1995], [Loh et al., 2006].

Hiperdiploidi, t(9;22), t(1;19)(q23;p13) ya da 11923 anomalileri, t(12;21)
pozitif olan olgularda ¢ok nadir olarak rastlanmaktadir. Iki yasindan biiyiik olan ve
bu translokasyona sahip g¢ocuklarda remisyon, diger sitogenetik bulgulara sahip
cocukluk donemi ALL’li hastalara goére daha uzun siireli olmaktadir [Loh et al.,
2006].

5.1.2. 1(9:22)(q34;q11)

“Breakpoint Cluster Region” olarak tanimlanan BCR geni 22ql1.2°de
lokalizedir. Yiiz otuz kb’lik bir bolgeyi kaplayan BCR geni 23 ekson igermektedir.
Iki adet 4.5 kb ve 7 kb’lik mRNA transkribe olmaktadir. Translasyon iiriinii olarak
genellikle 160 kDa’lik (1271 aminoasitlik), 130 kDa’lik ve 190 kDa’lik proteinler
olugmaktadir. Boliinme disinda olan hiicrelerde sitoplazmada lokalize olan bu
proteinler, mitoz evresinde iken kromozom g¢evresinde lokalize olmaktadir. Diger
dokularda da eksprese olmakla beraber, en ¢ok beyin ve hemotopoietik dokularda
eksprese olmaktadir [Groffen et al., 1984], [Kang et al., 2016].

“Breakpoint Cluster Region” proteinin hiicre siklusunun diizenlenmesinde rolii
oldugu disiiniilmektedir. Bu protein serin- treoninkinaz aktivitesine sahiptir. Bu
genin ilk ekzonu bir serin- treoninkinaz aktivitesi kodlamaktadir. Ug adet farkli kirik
noktast vardir. Philadelphia kromzomu (+) (bcr/abl flizyonu) saptanan ALL
olgularinin biiyiik kisminda, kirik noktasi ekzon el ile €2 arasinda intron bolgesinde
m-ber (mindr breakpoint cluster region) olarak adlandirilan bdlgede olusur. Bu
fiizyon sonucunda 190 kd agirliginda protein olusmaktadir ve p190 BCR-ABL olarak
tanimlanir. Kronik myeloid 16semili hastalarda ¢ok nadir gorilmektedir. Kronik
myeloid 16semi olgularinda en sik goriilen kirilma noktast M-bcr (major breakpoint
cluster region) bolgesinde olusan ekzon bl ile b5 arasinda kadar p210 BCR-ABL
olarak ifade edilen 210 kD agirhigindaki fiizyon proteinidir. Bu kimerik fiizyon
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proteinin apoptozu inhibe ederek proliferasyonu arttirdigi bilinmektedir. Losemilerde
nadir olarak goriilen protein ise 230 kD agirliginda olup, p230 BCR-ABL olarak
adlandirilmaktadir.

ABL1 geni 9q34.1°de lokalize olmaktadir. Abelson murine l6semi viriisiiniin
transformasyon geni olan v- abl geninin insandaki homologudur. ABLI
protoonkogeni, hiicre farklilasmasi, hiicre bdliinmesi ve hiicre adezyonu gibi
siireclerde rol oynayan sitoplazmik ve niiklear protein tirozinkinaz kodlamaktadir. C-
ABL proteini SH3 bolgesi tarafindan negatif olarak regiile edilmekte ve SH3
bolgesinin delesyonu ABL1 geninin onkogene doniismesine yol agmaktadir. Bu gen
230 kb’lik bir alan kaplamakta ve 12 ekzon igermektedir. Eksonlar 5’ ugtan
sentromere dogru uzanmakta olup la ve 1b olarak adlandirilan 5’ alternatif ekzon
bulunmaktadir. iki adet 6 kb ile 7 kb’lik mRNA transkribe olmaktadir ve 145 kd’luk
2 adet niiklear ve sitoplazmik c-ABL proteini olusmaktadir. Bu translokasyon
9.kromozomun q34.1 bant bolgesi ile 22. kromozomun ql1.2 bant bolgelerinin
translokasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Olusan fiizyon gene 1973 yilinda Rowley
tarafindan Philadelphia (Ph) kromozomu adi verilmistir. Kronik myeloid l6semi
olgularinda %90, yetiskin ALL olgularinda %20, ¢ocukluk donemi ALL olgularinda
ise yaklasik olarak %35 oraninda goriilmektedir [Heisterkamp et al., 1983], [Greuber
etal., 2013], [Hirzel et al., 2013].

Cocukluk dénemi ALL’sinde Ph (+) saptanan olgularda klinik tablo; L1 ya da
L2 FAB smiflandirmasi, B- hiicre fenotipi daha ¢ok olmakla beraber T- hiicre
fenotipi, yiiksek 16kosit sayis1 (50-150 X 109/1), genellikle CD10+, daha az CD19+
CD10- olarak tanimlanmaktadir. Bu translokasyonda, BCR genindeki kirik
bolgelerine bagli olarak farkli yapida fiizyon genleri olugmaktadir. Kronik
miyeloblastik 16semilerde sik olarak p210 BCR-ABL olarak ifade edilen 210 kD
agirh@indaki flizyon proteini olusmaktadir [Reckel et al., 2017].

Kronik myeloid 16semi hastalarinda ¢ok nadir, yetiskinlerde daha sik olmak
tizere ¢gocukluk donemi ALL olgularinda, t(9;22) sonucu olusan fiizyon proteini p190
BCR-ABL olarak tanimlanmaktadir. Cocukluk dénemi ALL’sinde Ph (+) saptanan
olgularin %90’inda p190 BCR-ABL fiizyon proteini goriilmektedir. Philadelphia
kromozomu ile beraber hastanin diger 6zelliklerine (16kosit sayisi, yasi) bagli olarak
da tedaviye verilen cevapta degisiklik goriilsede ¢ocukluk donemi ALL olgularinda

bu kromozom kotii prognoz gostermektedir [Tasian et al., 2015].
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5.1.3. t(4;11)(q21;G23)

Mixed lineage leukemia olarak tanimlanan MLL geni 11q23’te lokalizedir. Bu
gen 21 ekzon igermektedir ve mRNA’s1 13-15 kb’dir. Erken embriyonik gelisimde
ve hematopoezde transkripsiyonal diizenleyici faktor olarak gorev yapan 431
kDa’luk protein olusturmaktadir. Tan1 yontemlerine bagli olarak 1 yas altt ALL
vakalarinda MLL gen bozuklugunun goriilme sikligt %60-80 arasinda degismektedir.
Bir yas iizerinde olan ALL’li olgularda ise MLL gen yeniden diizenlenmelerinin
goriilme sikligi % 4.5 ile % 7.5 arasinda degisme gostermektedir [Linden et al.,
2015]. En sik goriilen translokasyonlardan biri olan t(4;11) ise ¢ocukluk ve eriskin
donem ALL olgularinda %3-4 oraninda goriilmektedir. Bu gen anomalisine sahip
cocukluk donemi ALL olgularinda genel olarak organomegali, yiiksek 16kosit orant,
tan1 sirasinda santral sinir sistemi (CNS) gelisimi goriilmektedir. Akut 16semili diger
olgularla karsilastirildiginda ozellikle yenidoganlarda goriilen 11g23 anomalileri
kotli prognoz gostermektedir. Mixed lineage leukemia geninin (MLL) dahil oldugu
cok sayida translokasyon bulunmaktadir. Bunlarin arasinda ALL’li olgular arasinda
en sik gorileni t(4;11)(g21- g23) ve t(11;19)(q23;p13.3)’dur [Aplan, 2006],
[Chiaretti et al., 2014].

t(4;11)(q21;923)’1n yeni dogan ALL hastalarinda (1 yas alt1) siklig1 %40-50
oranindadir. Bu oran daha biiylik yastaki ¢ocuklarda %3-4’diir. Bu translokasyon
sonucunda MLL-AF4 flizyon geni olusur. ALL1 Fused Gene From Chromosome 4
olarakta tanimlanan AF4 geni 4q21°de lokalizedir. Onbirinci kromozomun q23’te
lokalize MLL geni ile translokasyon sonucu ortaya ¢ikan hibrid gen 5' MLL- 3' AF4
yoniinde olusmakta 12kd’lik mRNA transkribe olmaktadir. Bu translokasyonun yol
actig1 1okomojenik etki bilinmemekle beraber; 11q23’te degiskenlik gosteren kirilma
noktalar1 ile MLL bdlgesinin translokasyonu sonucu 11q23’ten telomere kadar olan
parca kaybi sonucu 5 MLL geni tarafindan kodlanan der(11) fiizyonunun onkogenik
bir fiizyon proteini oldugunu diisiindiirmektedir. Losemik hiicreler olgunlagsmamis
erken (6ncii) B kokenli ya da pro-B tipindedir, genellikle CD19 pozitifligi ve CD10
negatifligi vardir. Kliniginde genel olarak organomegali, trombositopeni, asiri
yiikksek oranda blastlara sahip ¢ok miktarda I6kosit bulunmaktadir [Liedtke and
Cleary, 2009].
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5.1.4. t(1;19)(q23;p13)

Cocukluk donemindeki ALL’li olgularda t(1;19)(q23;p13) %5-6, ¢ocukluk
donemi pre-B ALL’li hastalarda ise %25 oraninda goriilmektedir. Hiicrelerin
morfolojisi genellikle ALL L1’dir. Bu translokasyon 1g23’te bulunan basic helix-
loophelix (bHLH) transkripsiyon faktorii E2A ile 19p13°te bulunan PBX1 geninin
flizyonu ile olusur. Ko6tii prognoz ile iliskilendirilmektedir [Jeha et al., 2009].

5.1.5. Kromozom 8’de Goriilen Translokasyonlar

Kromozom 8’de bulunan 8q24 bolgesi farkli kromozomlardaki genomik
bolgeler ile translokasyon yapabilir. Losemi hastalarinda bu kromozomla ilgili en sik
gozlenen translokasyonlar (8;14)(q24;0932), t(2;8)(p12;924), t(8;22)(q24;q11)’ dir.

B hiicre kaynakli ALL’lerde ve Burkitt lenfomada daha sik olmak iizere
olgularin yaklasik olarak %2’sinde goriilmektedir. Bu translokasyon, B hiicre
kaynakli ALL’lerde ortalama yas orani 11 olan erkek cocuklarinda ve ALL L3
morfolojisine sahip hastalarda daha sik ortaya ¢ikmaktadir. t(8;14)(q24;q32), 8q24°te
bulunan c-MYC onkogeninin 14g32°te bulunan immunoglobulin agir zincir geni ile
fiizyonu sonucu; t(2;8)(p12;q24), 2p12°te bulunan immunoglobulin hafif zincir geni
ile 8q24’te bulunan c-MYC onkogeninin flizyonu, t(8;22)(q24;ql1) ise 8q24’te
bulunan ¢c-MYC onkogeninin 22q11°te bulunan bulunan immunoglobulin A hafif
zincir geni ile flizyonu sonucu olusmaktadir. Bu ¢ translokasyon c-MYC
onkogeninin asir1 ekspresyonu ile sonuglanmaktadir [Grisanzio and Freedman,
2010], [Huppi et al., 2012].

5.2. Sayisal Anomaliler

Akut lenfoblastik 16semi hastalarinin yaklasik olarak yarisinda sayisal
kromozom anomalisi gozlenmektedir [Safavi et al., 2015].

Hiperdiploidi: Losemik hiicrelerin kromozom sayisinin 47-57 arasinda olmasi
hiperdiploidi olarak tanimlanmaktadir. Bu sayisal anomali ¢ocukluk donemi
ALL’sinde %20 oraninda goriilmekte olup 3-5 yas arasinda sikliginda artig

olmaktadir. Diigiik oranda beyaz hiicre sayisi, common ALL ya da oncii pre-B
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immunofenotipi ile karakterize edilmektedir. FAB tipi L1 ya da L2’dir [Paulsson et
al., 2010].

Hipodiploidi: ALL’de nadir olarak goriilen hipodiploidide kromozom sayisi
35-45 arasinda degismektedir. Eriskinlerde daha sik ortaya cikar [Salazar et al.,
2015].
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6. MN1 GENI ve LOSEMI

MNI1 (Meningiomal) geni ilk olarak meninjiomal1 bir hastada sporadik dengeli
t(4;22) translokasyonunun kirik noktasinda tespit edilmistir [Buijs et al., 1995].
MNI1, 53.22 kb biiyiikliigiine sahip 2 ekzondan olusan bir gendir ve 22q12.1
kromozom boélgesinde bulunur. MN1 mRNA uzunlugu 7555 bp olup proteini ise
1319 aa uzunlugundadir, 136 kDa agirligindadir [genecard.org]. MN1 geninin 16semi
ile iligkisi ise akut myeloid 16semide (AML) ve myelodisplastik sendromda (MDS)
MN1-TEL fiizyon geninin saptanmasiyla bulunmustur [Buijs et al., 1995]. MN1 geni
transkripsiyon Kko-aktivatorii olarak gorev yapip, transaktive edici bolgeler
icermektedir. Buijs ve arkadaglari, MSV virusii ile gegici tanskripsiyon deneyleri
(transient transcription assay) ile MN1 genine ait uzun terminal tekrarlarinin (MSV-
LTR) transkripsiyonu aktive ettiini gostererek, MNIgeninin transkripsiyon ko-
aktivatorii oldugunu bildirmislerdir [Buijs et al., 2000]. MN1’in, RAR-RXR niikleer
reseptor dimeri araciligi ile transkripsiyonun aktivasyonunda ve osteoblastlarda
vitamin D reseptoriiniin aktivasyonunda rol aldigi gosterilmistir [Van Wely et al.,
2003]. MN1 “null” farelerin kraniyel membrandz kemiklerinin gelisiminde defektler
oldugu bildirilmistir [Meester-Smoor et al., 2005]. MNI geninin asir1
ekspresyonunun in vitro kosullarda miyeloid hiicrelerin ¢ogalmasina, in vivo fare
modelinde ise miyeloproliferatif hastaligin (MPD) gelisimine sebep oldugu
gosterilmistir. Ayrica fare modellerinde yapilan deneyler ile MN1 ve CbfBMYHI11’
in birlikte anlatimimin AML (Akut Myeloid Losemi) gelisimine sebep oldugu ve
miyeloid hiicre farklilasmasini bloke ettigi de bildirilmistir [Carella et al., 2007],
[Kandilci et al., 2009].

t(12;22) sonucunda olusan MN1-TEL fiizyon geninin akut miyeloid 16semi
(AML), miyelodisplastik sendrom (MDS) ve kronik miyeloid 16semi (KML) gibi
hastaliklarla iligkili oldugu bilinmektedir [Couto et al., 2005]. MN1-TEL fiizyon geni
MNT1 geninin tamaminin, ETS transkripsiyon faktorii ailesinden olan TEL geni ile
birlesmesi sonucu olusmakta olup, MN1 geninin transaktivasyon domaini ve TEL
geninin DNA baglanma bdélgesini igerir [Buijs et al., 2000], [Belson et al., 2007].
Fare hematopoetik hiicrelerinde MNI1-TEL hematopoetik o6ncti  hiicrelerin
farklilagmasini engelleyerek, kismen de kendini yenileme kapasitesini arttirarak

16semi gelisiminde etkili olmaktadir [Kawagoe et al., 2005], [Carellaet al., 2007].
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MN1-TEL filizyon geninin NIH3T3 fibroblast hiicrelerini transforme ettigi de
gosterilmistir [Buijs et al., 2000].

AML patogenezinde MN1’in roliine dair her gegen giin artan literatiir
verilerine ragmen, MN1’in akut lenfoblastik 16semi (ALL) olusumunda da bir rolii
olup olmadigi heniiz bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda yiiriittiiglimiiz
aragtirmalarimizin uzun vadedeki amaci, MN1’in gerek normal gerekse l6semik
lenfoid hiicre gelisimindeki roliinii belirlemektir. Bu amag¢ dogrultusunda, tez
kapsaminda farkli prognoza sahip ALL alt gruplarinda MNI’in ekspresyon
seviyesinde (mRNA diizeyinde) degisiklik olup olmadiginin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu amagla, farkli kromozomal translokasyonlar1 (TEL-AML1, BCR-
ABLp190 ve MLL-AF4) tasiyan ve bu translokasyonlardan yoksun olan toplam 73
pediatrik B-ALL ve 9 saglikli bireye ait kemik iligi orneklerinde MN1 geninin
ekspresyon seviyesi tespit edilmistir. MN1’in, prognoz agisindan farklilik gosteren
bu ALL alt gruplarinda anormal olarak eksprese edilip edilmedigi hem gruplar
arasinda, hem de her bir grubun normal kemik iligi Ornegiyle karsilastirilmasi

yapilarak belirlenmistir.
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7. MATERYAL

Bu tez c¢alismasi, BAP 2012-A-04 no’lu ve “Multiple miyeloma ve akut
lenfoblastik 16semi hastalarinda DEK ve Meningiomal (MN1) genlerinin prognostik
degerlerinin belirlenmesi” baslikli GTU BAP projesi ile desteklenmistir.

7.1. Biyolojik Materyaller

Bu tez calismasi, Istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk
Sagligt ve Hastaliklari  Anabilim Dali Hematoloji/ Onkoloji Bilim Dali
birimlerinde B-ALL tanisi almis ¢ocukluk ¢agi (0-18 yas) olgularinin (n=73) kemik
iligi veya kan ornekleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Hasta materyali, 2000-
2012 willar1 arasinda 1.U. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii (DETAE) Genetik
Anabilim Dali1 boliimiine rutin tan1 hizmeti almak igin gelen c¢ocuk hastalarin
sonuglart raporlandiktan sonra arta kalan orneklerden elde edilmistir. Calisma
oncesi 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurul’'undan onay alinmis (15.02.2012
/315) ve ornekleri alinan tim hastalara ve ailelerine c¢alismanin kapsamini
detaylar: ile anlatan gonilli onay formu imzalatilmistir. Akut I16semi hastaliginin
prognostik belirteclerinden birisi de hastalarin kemik iligi blast yiizdelerinin yiiksek
olmasidir. Calismamizda hastalarin Istanbul Universitesi Patoloji Anabilim dal
tarafindan belirlenen immunofenotip sonuglari incelenerek 16semik blast oran1 %70
ve lizerinde olan hastalar ¢calismamiza dahil edilmistir. Hastalardan kemik iligi blast
yiizdesi diisiik olanlar i¢in hematologlar tarafindan klinik ve laboratuvar
parametreleri immiinfenotip bulgularina da bakilarak hastaya B-ALL teshisi
konulmus olmasi sebebiyle bu hastalar da ¢alismaya dahil edilmistir.

Calismamizda biyolojik materyal olarak, goniilli olur formu imzalatiimis
saglikli bireylere (n=9) ait kemik iliginden ayristirilan beyaz kan hiicreleri ve tani
almis B-ALL hasta ornekleri (n=73) kullanilmistir. Calisma amacimiza uygun olarak
hasta Ornekleri translokasyon tasiyan (n=43) ve translokasyon tagimayan (n=30)
olmak {izere iki ana deney grubuna ayrilmistir. Translokasyon tasiyan olgular da
kendi igerisinde; t(4;11)(MLL;AF4) (n=7), t(9;22)(BCR;ABL) (n=9) ve
t(12;21)(TEL;AML) (n=27) olmak {izere ii¢ farkli alt gruba ayrilmisir.
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7.2. Kullanilan Cihazlar

LC480 RT-PZR cihaz1
e PZR cihaz1

e Flow kabin

e Spektrofotometre

o \orteks

e Hassas terazi

e Otomatik pipetler

e Ceker ocak

e Otoklav

e Distile su cihaz1

e Buzdolab1 ve derin dondurucu
e Sogutmali santrifiij

e Masa tistii mini santrifiij

e CCD kamera- bilgisayar donanimi

e Gii¢ kaynagi

7.3. Kullanilan Kimyasallar

e Trizol

e B-Merkaptoethanol
e Etil alkol

e Etidyum Bromir
e Bromfenol mavisi
e Gliserol

e Trisbaz

e EDTA

o Glasiyal asetik asit
e Agaroz

e Hidroklorik asit

¢ Hidrojen peroksit

(Light Cycler480 RT-PCR, Roche)

(Techne)

(Thermo Scientific)
(Nanodrop)
(Kermanlar)
(Shimadzu)
(Glison, Eppendorf)
(Kermanlar)
(Kermanlar)
(Millipore)

(+4°C, -20°C, -80°C) (Argelik, Bosch)

(Eppendorf)
(Hettich, Eppendorf)
(BIO-RAD)
(Stratagene)

(Invitrogen, Isvigre)
(Sigma, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Sigma, Almanya)
(Sigma, Almanya)
(Sigma, Almanya)
(Sigma, Almanya)
(Sigma, Almanya)
(Merck, Almanya)
(Invitrogen, Isvigre)
(Sigma, Almanya)
(Sigma, Almanya)



7.4. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Eritrosit pargalama ¢ozeltisi; 4.15g NH4CL ve 0.5g KHCO3 kimyasallar1 500
ml distile suda ¢6ziildii. Sterilizasyon igin 0.2 mikronluk filtreden geg¢irildi ve oda
1s1sinda saklandi.

Etidyum bromiir; steril ddH20O ile hazirlanarak 10mg/ml olacak sekilde stok
hazirlandi.

Agaroz jel yiikleme tamponu (50X); 10 ml steril ddH20 i¢inde %0,25
Bromfenol mavisi, %30 gliserol olacak sekilde hazirlandi.

Tris-asetat EDTA-TAE (500 ml, 50X); 121 gr Tris baz, 28,5 ml glasiyal asetik
asit, 50 ml EDTA 0,5M ddH20 ile 500 ml’ye tamamlanarak otoklavlandi ve oda
1s1sinda saklandi.

Tris baz-Borik asit-EDTA-TBE (1000 ml, 5X); 60,57 g Tris baz, 30,90 g Borik
asit ve 40 ml EDTA (0.5M) distile su ile 1 It’ye tamamlandi ve otoklav ile steril
edildi.

Alkol ile hazirlanan ¢ozeltiler; oda 1si1sindaki %70 ve %100°lik alkol serisi
hazirlandi. %70’1ik alkol i¢in; 70 ml etil alkol ve 30 ml distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi. %100’lik alkol igin ise 100 ml etil alkol ile hazirlandi.
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8. YONTEMLER

8.1. Lokosit izolasyonu

Calismamiza dahil ettigimiz yukarida bahsedilen kriterlerimize uygun B
hiicreli akut lenfoblastik 16semi tanist almig hastalardan ya da kontrol bireylerinden
alman 10 ml EDTA I kan/veya kemik iligi ile ¢alisilmistir. Tani amaciyla alinan bu
materyallerden beyaz kan hiicrelerinin izolasyonu ve RNA izolasyonu rutin analiz
dahilinde DETAE’de gerceklestirlmistir. Bu asamada Ornekler eritrosit par¢alama
tamponu (lysis buffer) ve ficoll polimer soliisyonu kullanilarak (ficoll yontemi) ayri
yontemler kullanilarak hiicre izlolasyonlar1 yapilmistir. Kontrol olarak elde ettigimiz
materyallerden beyaz kan hiicresi ve RNA izolasyonu eritrosit par¢alama tamponu
(lysis buffer) ve trizol kullanilarak asagidaki sekilde gerceklestirilmistir:

EDTA’l1 (mor kapakli) kan toplama tiipii ile laboratuvara ulastirilan 10 ml
kemik iligi ilk olarak 50 ml steril tiipe dokiilmiistiir. Gelen materyal miktarmin iki kati
olacak sekilde (20 ml) eritrosit parcalama tamponu (lysis buffer) steril tiipe eklenip
en az 10 defa alt-iist edilerek karigmasi saglanmigtir. Bu karisimin inkiibasyonu igin
+4 °C de 15 dakika bekletilmistir. Ornekler daha sonra +4 °C ve 1500 rpm de 10
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 eppendorf tiipiin dibine ¢oken 16kositleri
dagitmamak i¢in yavas bir sekilde tiim kan atik kutusuna dokiilmiistiir. Tipiin
dibinde bulunan 16kositler vortekslenmistir. Daha sonra gelen materyal miktar: kadar
eritrosit pargalama tamponu tekrar tiipe eklenip ikinci defa +4 °C ve 1500 rpm de 10
dakika santrifiij edilmistir. Lysis buffer atik kutusuna yavagca dokiiliip tiipiin dibinde
kalan kiiglik miktardaki bufferin uzaklastirilmasi i¢in pipet kullanilmigtir. 1 ml PBS
(phosphate buffered saline) alinip tiiplin dibinde bulunan I16kositlerin {izerine eklenip
pipetaj yapilmistir. Bu agsamadan sonra hiicre sayimina gecilmistir. Hiicre sayimi igin
thoma lami1 kullanilmistir. 1 ml PBS ile sulandirdigimiz 16kosit ¢ozeltisinden 10 pl
alinip sayim yapilmistir. Trizol reaktifi ile yapilan hiicre izolasyonunda ¢ozeltimizin
1 mililitresinde 1-10 milyon hiicre olmasi saglanmistir. Hiicre sayimi igin
kullandigimiz PBS’1 tekrar hiicrelerden ayirmak ic¢in karisim 1500 rpm de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Pipet ile {ist fazda bulunan PBS soliisyonu toplanmistir. Son
olarak 1 ml Trizol reaktifi alinip tiipe eklenmistir. Son olarak ldkositleri fiziksel

olarak parcalamak icin enjektor ile ¢ozelti 10 defa siddetli olarak alinip verilmistir.
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Daha sonrasinda orneklerimiz 1,5 ml lik eppendorf tiiplere alinip -80 °C de

saklanmustir.

8.2. RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu Trizol reaktifi kullanilarak yapilmistir. Trizol hiicrelerden ve
dokulardan total RNA izolasyonu i¢in kullanima hazir bir kimsayaldir. Reaktif, fenol
ve guanidinizotiosiyanattan meydana gelen tek fazli bir soliisyondur. Trizol,
materyalin homojenizasyonu veya lizisi sirasinda hiicreleri pargalayip hiicre
bilesenlerini ¢ozerken RNA biitiinligiinii saglar. Kloroform eklenip ardindan
santrifiijlenince soliisyon iistte kalan siv1 faz (akdz) ve organik fazlara ayrilir.

Lokosit izolasyonu sonrast -80 °C den ¢ikartilan 1ml Trizol igerisinde bulunan
hiicre tekrarli pipetleme ve enjektor ile tekrarli olarak ¢ek-birak yapilarak hiicreler
fiziksel olarak parcalanmistir. Niikkleoporin komplekslerinin ayrismasi i¢in ornekler
10 dakika oda 1sisinda bekletilmistir. Ornekler 37 °C de 10 dakika ve 1400 rpm de
Thermo mixer e yerlestirilmistir. Daha sonra 1 ml Trizol icin 6rnek tiiplerine 0,2 ml
kloroform eklenmistir. Ornek tiipleri birbiri ardna 15 dakika en yiiksek seviyede
vortekslenip; 10 dakika 8 °C de 10600 rpm de santrifiij yapilmistir. Santrifiij ardindan
karigim, tiipiin alt kisminda pembe renkte fenol-kloroform fazina, ortada bir interfaza
ve listte renksiz akoz bir faza ayrildigi gézlemlenmistir. Hedefimiz olan total RNA
yalnizca akoéz fazda bulunmaktadir. Akéz faz homojenizasyon igin kullanilan
karisimin yaklasik %60 lik hacmini olusturmaktadir.

Akoz faz (s1vi faz) yeni streril bir tiipe aktarilmistir. Yeni tiipte kloroform ile
yikama tekrarlanmistir. Cozelti siitiimsii bir gériinlim alana kadar vortekslenmistir. 10
dakika 8 °C de 10600 rpm de santrifiij yapilmistir ve tekrar akoz faz yeni bir tiipe
almmistir. RNA lant ¢oktiirmek i¢in 0,5 ml 4 °C de %100 etanol eklenmistir. 2
dakikalik vorteks sonras1 drnekler -20 °C de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasi1 &rnekler 10 dakika 10600 rpm de santrifiij edilmistir. Bu
asamadan sonra tiipiin dibinde RNA nm jelimsi bir pellet olusturdugu
gozlemlenmistir.

Stipernatant tlipten uzaklastirilmigtir. RNA pelletlerinin lizerine 1 ml %75
etanol eklenip, kisa vorteks yapilmistir. Ornekler 5 dakika 8 °C de ve 8400 rpm de

santrifiij edilmistir. Pipet yardimu ile siipernatant 6rnek tiiptiniin dibinde gozlemlenen
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RNA pelletine dokunmadan uzaklastirtlmisgtir.

Prosediiriin sonunda RNA thermo mixer kullanilarak 37 °C de 2 dakika
kurutulmustur. Ardindan 24 pl RNase free su kullanilarak RNA pelletleri
¢Ozililmiistiir. ~ Spektrofotometre  (Nanodrop) kullanilarak  orneklerin  RNA
konsantrasyonlarina ve 260/280, 260/230 absorbans degerlerine bakilmaistir.

8.3. Agaroz Jel Elektroforezi

%1’lik konsantrasyonda agaroz jel hazirlanmasi igin 1gr agaroz tartilarak 100
ml 1X TAE soliisyonu iginde bir beherde ¢6ziilmiistiir. Karistm mikrodalga firinda
homojenize olana kadar kaynatilmistir. Takiben 55°C’ye kadar sogutularak
icerisine  10mg/ml stok olarak hazirlanmis etidyum bromiir soliisyonundan 1 ul
ceker ocak altinda eklenmistir. Sivi haldeki agaroz elektroforez tepsisine
dokilmistir. Taraklar yerlestirilip jelin donmasi igin beklenmistir. Tepsi 1X TAE
soliisyonu iceren vyatay elektroforez tankina yerlestirilmistir. Toplam 24 pul
voliimde gergeklestirilen RNA izolasyonunun kontrolii amact ile 2 p | 6rnek
alinarak 6X agaroz yiikleme tamponu ile karistirilmistir. 90 miliamper akimda
yaklasik 20 dakika yirutilip UV 1sik altinda CCD kamera ile goriintiiler
bilgisayara aktarilmistir.

8.4. cDNA Sentezi

CDNA sentezi igin Transcriptor first strand CcDNA Sentez Kiti (Roche)
kullanilmistir. Senteze baglamadan farkli konsantrasyonlarda RNA bulunan
orneklerin, RNA konsantrasyonlart 1 pg/ul olacak sekilde diliisyonlar
hazirlanmistir. CONA sentezinde her bir reaksiyon i¢in PCR tiipiine 2 pul Random
hegzamer ve ilgili ornekten 1ug total RNA eklenmis ve final voliim 11 pl olacak
sekilde dH20 ile tamamlanmistir. Bu 6nciil karisim 65° C’de 10 dakika inkiibasyon
sonrast hemen buza alinmistir. Daha sonra her 6rnek icin 4 pl ters transkriptaz
tamponu, 0,5 pl RNaz inhibitorii, 2 ul ANTP ve son olarak 0,5 pl ters transkriptaz
enzimi eklenerek hazirlanan karisim PCR tiiplerine eklenerek cDNA sentez dongiisii
baslatilmistir. Dongii siras1 ile 10 dakika 25 °C, 30 dakika 55 °C, 5 dakika 85°C

olacak sekilde programlanmistir. Sentezlenen cDNA’ lar daha sonra kantitatif RT-
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PCR deneylerinde kullanilmak tizere —20 °C’de saklanmustir.

8.5. RT-qPCR Yontemi

Ornekler 2 tekrarli (dublicate) olarak ¢alisildi ve her bir tekrar igin 10 ul 2X
Tagman Universal Master Mix, 6 pl niikkleaz igermeyen su, 1 pl primer/probe
karisimi (MN1 Hs00159202 m1, HPRT 4326321E; Applied Biosystems) ve 2 ul
cDNA o6rnegi kullanild.

Elde edilen cDNA’lar; RT-qPCR cihazinda, 50°C’de 2 dk, 95°C’de 10 dk’lik
inkiibasyonun ardindan, toplam 40 dongii olacak sekilde denatiirasyon i¢in 95°C’de
15 sn, primer baglanmasi ve uzamasi i¢in 60°C’de 1 dk’lik inkiibasyon siirelerini
iceren program uygulanarak gerceklestirildi. MN1 geni ve referans gen olarak
kullanilan HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransferasel) icin standart egri
olusturmak amaciyla, bu genleri eksprese eden HL60-MN1 hiicre hattindan elde
edilen RNA’dan cDNA sentezlendi. . Sulandirilmamis, 8 pl HL60-cDNA’s1  “1.
Standart (St 1)” olarak kullanildi (en fazla miktarda MN1 ve HPRT mRNA’s1 i¢eren
standart) ve bu standart i¢in “2” sayisal degeri secildi. Ardindan asagidaki seri-
sulandirmalar yapilarak standartlar ve bu standartlara karsilik gelen sayisal degerler

belirlendi:

+ St 1: sulandirilmamis HL60-cDNA’s1 (sayisal deger 2).

» St 2: 1/5 oraninda sulandirilmis “St 17 (sayisal deger 2/5=0.4).

+ St 3: 1/5 oraninda sulandirilmis “St 2 (sayisal deger 0.4/5=0.08).

* St 4: 1/5 oraninda sulandirilmis “St 3” (sayisal deger 0.08/5=0.016).

* St 5: 1/5 oraninda sulandirilmis “St 4” (sayisal deger 0.016/5=0.0032).

+ St 6: 1/5 oraninda sulandirilmis “St 5 (sayisal deger 0.0032/5=0.00064).

Her RT-qPCR reaksiyonunda elde edilen standart egri grafiginde, analiz edilen
orneklerin Y ekseninde yer alan Ct (threshold cycle) degerine X ekseninde karsilik
gelen “standart deger” o genin ekspresyon seviyesini belirledi. Bir 6rnekteki MNI1
ekspresyon seviyesi degeri ayni ornegin referans gen ekspresyon seviyesi degerine

boliinerek (MN1/HPRT) normalize edilmis MN1 ekspresyon seviyesi elde edildi.
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9. BULGULAR

Projemizde pediatrik B-hiicreli akut lenfoblastik 16semi (B-ALL) hastalari
(n=73) ve saglikli bireylerin (n=9) kemik iligi veya kan 6rneklerinde MN1 geninin
ekspresyon diizeyi RT-qPCR yontemiyle incelenmistir. Calisma kapsaminda, 2000-
2012 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
(DETAE)’ne genetik analiz i¢in bagvuran, yeni tani almis ve tedavi slireci
baglamamis olan t(12:21)(TEL-AML1) (n=27), t(4;11)(MLL-AF4) (n=7),
t(9;22)(BCR-ABL;p190) (n=9) translokasyonlarindan birisini tagiyan veya bu
translokasyonlara sahip olmayan (n=30) B-ALL hastalarmin 6rnekleri analiz
edilmistir.

Hastalardan tani amaciyla elde edilen biyolojik materyallere sirasi ile su

islemler uygulanmstir:

o Kemik iligi aspirasyonu veya periferik kandan mononiiklear kan hiicrelerinin
ayrimi (ticari kitler kullanilarak yapilir).

e Hiicrelerden total RNA izolasyonu.

o Elde edilen RNA dan, komplementer DNA (cDNA) sentezi.

e RT-gPCR analizi (hem hedef gen (MN1) hem de referans gen (HPRT geni
(hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) i¢in).

e Standart egri metodu kullanilarak, referans gen ekspresyonuyla normalize

edilmis MN1 ekspresyonu belirlenmesi.

MN1 mRNA Ekspresyonunun Belirlenmesi: MN1 geninin ekspresyonunun
normalize edilmesi i¢in, HPRT house keeping geni referans olarak kullanildi.
Yapilan RT-qPCR analizi sonucunda, tiim hasta ve kontrol 6rneklerinde referans
olarak kullanilan HPRT geninin eksprese oldugu gozlendi. Hedef ve referans gene ait
RT-gPCR analizinden elde edilen amplifikasyon egrileri ve kullanilan standartlara ait
curve egrileri Sekil 9.1°de ve Sekil 9.2°de gosterilmistir. Normalize edilmis MN1
ekspresyon degerleri de (MN1/HPRT) Tablo 9.1°de gésterilmistir (MN1 ekspresyonu
gozlenmeyen Orneklerde normalize edilmis MN1 degeri sifir “0” olarak kabul edildi).

Translokasyonlar sonucu olusan fiizyon gen iriinlerinden TEL-AMLI’in iyi

prognozla, BCR-ABL(p190) ve MLL-AF4’iin ise kotii prognozla iligkili oldugu
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bilinmektedir. Calisilan hastalarda erkek/kiz orani (50/26) 1.9’ dur (Tablo 9.1).
Hastalar bircok secim kriterine gore secildiklerinden dolay: cinsiyet dagilimlari
farklilik gostermektedir. Calismada kullanilan hastalar 4 ay-15 yas araliginda
bulunup tami sirasindaki ortalama yaslar1 5.7 dir. t(12;21) translokasyonuna sahip
hasta grubunun yas ortalamasi 5.3, t(4;11) yas ortalamasi 3, t(9;22) yas ortalamasi 8,
translokasyon tagimayan hasta grubunun yas ortalamasi 6.5, sagliklt (kontrol)

grubunun yas ortalamasi ise 7.2 olarak tespit edilmistir.

| Standart, saghkh ve hasta Srneklerinin amplifikasyon egrileri (MN1) |
2
" 1
2
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Sekil 9.1: MN1 geni i¢in RT-qPCR analiz sonuglarindan elde edilen amplifikasyon
egrileri ve standart egri grafigi. a) Amplifikasyon egrileri, b) Standart egri grafigi.
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Standart, saghkh ve hasta érneklerinin amplifikasyon egrileri (HPRT)
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Sekil 9.2: HPRT geni i¢in RT-qPCR analiz sonuglarindan elde edilen amplifikasyon
egrileri ve standart egri grafigi. a) Amplifikasyon egrileri, b) Standart egri grafigi.
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Tablo 9.1: Analiz edilen hastalara ait klinik ve RT-gqPCR verileri.

o Translo RT-qPCR
Ornekno | Yas | Cinsiyet | kasyon (MN1/HPRT) Blast | WBC Htc Plt Hb
Saglikli Kont. Ort.
1 | Kontrol 1 - E 1.00* 143 Saglikli
Saglikli Saglikli
2 | Kontrol 2 8 E 1.64
Saglikli Saglikli
3 | Kontrol 3 7 E 0.41
Saglikli Saglikli
4 | Kontrol 4 23 E 1.89
Saglikli Saglikli
5 | Kontrol 5 - E 0.01
Saglikli Saglikli
6 | Kontrol 6 - K 3.32
Saglikli Saglikli
7 | Kontrol 7 4 K 0.87
Saglikli Saglikli
Kontrol 8 1 K 2.67
- Saglikli Saglikli
9 | Kontrol 9 6 ay 1.05
Normalize
MN1/1.43
1 | 00-1006 3 K t(12;21) | 0.62 0.43 98 13.000 7.9 88.000 5.6
2 | 08-517 7 E t(12;21) | 0.70 0.49 97 3.900 35.1 | 348.000 | 11.9
3 | 06-825 15 E t(12;21) | 0.99 0.69 80 | 117.000 | 31.7 | 29.000 75
4 109-01 5 E t(12;21) | 1.07 0.75 70 10.700 - 173.000 6.8
5 | 06-760 4 E t(12;21) | 1.29 0.90 75 | 103.000 | 30.4 | 152400 | 5.9
6 | 00-940 6 E t(12;21) | 1.31 0.92 52 9200 - 30.000 6.1
7 | 12-552 5 E t(12;21) | 1.47 1.03 - - - - -
8 | 08-590 6 K t(12;21) | 1.58 111 94 8.000 25.6 | 29.000 8.3
9 | 07-642 4 E t(12;21) | 1.59 111 85 8000 24.8 | 269.000 | 13.0
10 | 10-860 6 E t(12;21) | 1.76 1.23 96 24.400 36.5 52.700 11.1
11 | 11-1444 1 E t(12;21) | 2.22 1.55 - - - - -
12 | 12-761 2 K t(12;21) | 2.30 1.61 93 71.900 | 234 | 210.000 | 3.7
13 | 07-1155 5 E t(12;21) | 2.42 1.69 98 | 165.000 | 37 32.000 55
14 | 10-912 4 K t(12;21) | 2.43 1.70 75 37.000 34 98.000 9.5
15 [ 12-243 2 E t(12;21) | 2.68 1.87 85 - - - -
16 | 07-497 8 K t(12;21) | 2.86 2.00 85 - - - -
17 | 09-11 5 E t(12;21) | 3.04 2.13 95 16.400 31.7 98.000 7.6
18 | 07-310 8 K t(12;21) | 3.17 2.22 94 3.600 29.3 | 259.000 | 9.9
19 | 12-927 3 E t(12;21) | 3.52 2.46 84 25.600 | 25.0 | 71.000 8.2
20 | 10-517 3 E t(12;21) | 3.68 2.57 84 - - - -
21 | 12-769 5 E t(12;21) | 3.98 2.78 75 39.900 | 30.8 | 46.100 5.8
22 | 06-763 10 K t(12;21) | 4.22 2.95 100 | 110.000 | 24.8 | 72.000 7.6
23 | 12-206 5 K t(12;21) | 4.25 2.97 90 28.200 | 13.6 | 23.000 4.5
24 | 12-399 7 E t(12;21) | 4.67 3.27 80 15.200 - 230.000 8.8
25 [ 11-1262 8 K t(12;21) | 5.00 3.50 85 62.300 | 29.5 | 55.000 | 10.6
26 | 11-662 2 E t(12;21) | 6.72 4.70 30 14900 | 27,5 | 95.000 | 124
27 | 10-82 9 E t(12;21) | 12.6 8.81 80 20.000 39 | 135.000 | 135
28 | 07-1079 3 K t(4;11) | 0.089 0.06 79 14.600 25 | 124.000 | 8.3
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Tablo 9.1: Devam

29 | 06-881 4 E t(4;,11) | 0.46 0.32 95 11.100 | 19.7 | 49.600 7.7
30 | 12-1561 4 ay K t(4;,11) | 1.83 1.28 85 | 131.000 | 15.4 | 36.900 4.5
31 | 08-131 1 K t(4;,11) | 3.44 241 85 | 138.000 | 28.1 9.000 5.6
32 | 12-1928 5ay K t(4;,11) | 5.04 3.53 75 2000 33.8 | 62.000 | 11.6
33 | 12-1483 13 E t(4;,11) | 5.05 3.53 70 | 380.000 | 16.2 | 26.000 5.4
34 | 04-1296 2 E t(4;11) | 7.11 4.97 90 97.000 | 24.0 | 83.700 6.8
35 | 08-32 6 E t(9;22) | 0.05 0.03 98 | 166.000 | 20.6 | 37.000 5.8
36 | 12-1112 5 K t(9;22) | 0.06 0.04 97 23.800 | 26.8 | 273.000 | 14.9
37 | 12-996 2 E t(9;22) | 0.35 0.24 90 - - - -
38 | 08-34 13 E t(9;22) | 0.54 0.38 94 95.000 | 30.3 | 110.000 | 5.1
39 | 08-598 12 E t(9;22) | 0.73 0.51 75 4.000 28 | 234000 | 9.9
40 |10-329 4 K t(9;22) | 1.02 0.71 80 8.400 27.2 | 17.000 4.3
41 | 08-684 13 K t(9;22) | 1.20 0.84 64 8.600 22.4 | 55.000 7.2
42 |11-331 9 E t(9;22) | 1.50 1.05 70 19.300 | 24.5 | 94.000 6.5
43 |10-518 8 E t(9;22) | 3.46 2.42 100 2600 23.7 | 154.000 | 43
44 112-1004 12 E trans(-) | 0.04 0.03 85 18.600 | 28.5 | 364.000 | 7.4
45 | 08-77 14 E trans(-) | 0.13 0.09 80 6.200 31.6 | 34.000 13
46 | 07-1190 3 E trans(-) | 0.38 0.27 90 66.400 | 15.5 | 35.000 5.3
47 | 09-356 2 K trans(-) | 0.47 0.33 99 71.000 | 26.0 | 95.000 7.6
48 | 07-911 4 K trans(-) | 0.49 0.34 90 2830 37.6 | 18.000 | 12.6
49 | 09-381 5 K trans(-) | 0.65 0.45 80 19.900 | 23.2 | 78.000 5.8
50 | 08-361 1 E trans(-) | 0.70 0.49 90 20.800 | 27.0 | 68.000 9.9
51 | 07-1073 2 E trans(-) | 0.78 0.55 87 12.700 | 30.8 | 41.000 5.4
52 | 08-359 8 K trans(-) | 0.78 0.55 75 23.500 | 26.4 | 65.000 | 10.6
53 | 08-93 2 E trans(-) | 0.81 0.57 30 8.800 33.5 | 348.000 | 114
54 |12-1024 14 E trans(-) | 1.09 0.76 80 55.000 | 34.4 | 160.000 | 8.2
55 | 12-1252 9 E trans(-) | 1.13 0.79 75 28.700 | 25.1 | 252.000 | 10.2
56 | 09-396 2 K trans(-) | 1.19 0.83 100 1.700 22.9 | 110000 | 7.1
57 | 12-1090 13 E trans(-) | 1.38 0.97 80 14.000 | 23.5 | 44.000 7.7
58 | 12-1159 15 K trans(-) | 1.55 1.08 95 67.800 | 30.8 | 118.000 | 9.5
59 | 09-414 11 E trans(-) | 1.59 111 80 3.110 28.4 | 233.000 | 9.3
60 [ 12-1245 6 E trans(-) | 1.62 1.13 68 1.900 20.7 | 14.000 7.0
61 [ 12-1367 1 E trans(-) | 1.81 1.27 80 31.200 | 22.7 | 37.900 5.9
62 | 07-644 E trans(-) 3.0 2.10 66 19.900 | 29.5 | 43.000 5.5
63 | 12-1242 2 K trans(-) | 3.06 2.14 55 5.000 31.4 | 83.000 | 10.8
64 | 09-57 6 E trans(-) | 3.11 2.18 90 23.000 | 14.6 | 37.000 4.9
65 | 09-289 3 E trans(-) | 4.35 3.04 99 60.200 | 33.2 | 68.000 | 11.1
66 | 12-1017 1 K trans(-) | 4.98 3.48 86 27.200 | 24.0 | 65.000 5.7
67 | 07-386 10 E trans(-) | 5.01 3.50 96 1800 8.8 16.000 3
68 | 08-234 13 E trans(-) | 6.08 4.25 85 69.000 | 37.7 | 63.000 10
69 | 12-1145 3 K trans(-) | 6.98 4.88 65 18.500 | 23.6 | 33.900 4.8
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Tablo 9.1: Devam

70 | 09-259 9 E trans(-) | 9.09 6.36 100 | 132.400 | 17.3 | 146.000 | 7.3
71 | 08-18 10 E trans(-) | 15.77 11.03 100 226.00 | 19.0 | 30.000 6.9
72 | 12-1065 5 E trans(-) | 20.18 14.12 75 26.200 | 25.9 | 478.000 | 55
73 | 12-1273 8 E trans(-) | 22.16 15.50 75 43.000 | 27.2 | 320.000 | 114

Ekspresyon diizeylerini belirlemede referans olarak kullanilan kontrol 6rnegi.
K: Kontrol; WBC: Beyaz kan hiicresi; Hct: Hematokrit; PIt: Trombosit.

Hastalarin klinik takipleri sirasinda 6 hastanin verilerine ulagilamamis olup, 70
hastanin hemoglobin, l6kosit sayisi, hematokrit ve trombosit verileri gruplar arasinda
karsilagtirmali olarak incelenmistir. Lokosit sayilarina bakildiginda t(4;11) MLL-
AF4 fiizyon geni tasiyan hasta grubunda diger gruplarimiza gore artis gdzlenmistir
(Tablo 9.2).

Tablo 9.2: ALL hasta gruplarinin hemoglobin (Hb), 16kosit (WBC), hematokrit (Hct)
ve trombosit (Plt) degerlerinin ortalamalar1 ve standart sapmalart.

n Hb WBC Hct PIt

TEL-AML1| 25 | 8,43+£2,71 | 39,483+43,116 | 28,5+7,43 | 121,5904+89,702
MLL- AF-4 | 7 | 7,1242,38 |110,528+132,185| 23,1+6,61 | 55,880+38,604
BCR-ABL | 8 | 7,25+3,59 | 40,962+58,874 | 25,4+3,2 | 121,750+92,609
TRANS(-) | 30 | 8,02+2,62 | 30,356+29,793 | 26+6,74 |116,590+120,992

Hastalar Tirkiye’nin ¢esitli illerinden tedavi i¢in geldiklerinden dolay1 tiim
hastalarin klinik takibi gerceklestirilememistir. Toplam 36 hastanin yasam durumu
hakkinda bilgi edinilmis olup 4 hastada 6liim gergeklesmistir. 36 hastadan 28’inin
remisyonda oldugu, 4 hastanin da relaps (niiks) oldugu belirlenmistir (2012 ya da
2013 yili itibariyle). Iyi prognoz kriterleri arasinda gosterilen TEL-AML1
translokasyonuna sahip hicbir hastada relaps/6liim belirlenmemistir (2012 yili
itibariyle). Hasta gruplarina gore remisyon yiizdeleri belirlenmistir ve Tablo 9.3’te

gosterilmistir.
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Tablo 9.3: Hastalarin remisyon, relaps, 6liim sayilarinin tasidiklari translokasyonlara
gore karsilastirilmasi.

HASTA REMISYON RELAPS | OLUM

SAYISI | (ORTALAMA AY)| SAYISI | SAYISI
TEL-AML1 9 49.7 0 0
MLL-AF4 3 64 0 1
BCR-ABL P190 5 37.6 0 2
TRANS(-) 19 455 4 1

llging olarak, hastalarn MN1 ekspresyon diizeyi, dokuz saglikli bireye ait

MNI1 ekspresyon diizeyinin Tablo 9.1°de belirtilen ortalama deger “1.43” ile

boliinerek, ekspresyon diizeyindeki degisiklik saglikli kontrollere gore kat farki

olarak hesaplandiginda

hastalarin tamaminda MN1 ifadesinin kontrol kemik iligi degerinin (1’in) altinda

oldugu belirlenmistir (Tablo 9.4).

(MN1/1.43) relaps, relaps/olim ya da olim gozlenen

Tablo 9.4: Hastalarin remisyon, relaps, 6liim sayilartyla MN1 ekspresyon diizeyinin

karsilastirilmasi.

Ornek no Translokasyon | MN1 hasta/MN1 kont. Ort. (1.4) | Yasam (ay)

Kontrol ki (n=9) 1(1.43/1.43) Saglikli
1 112-1004 trans (-) 0.03 5
2 |08-32 1(9;22) 0.03 53
3 |07-1079 t(4;11) 0.06 56 /ex
4 |08-77 trans (-) 0.09 52
5 107-1190 trans (-) 0.27 55
6 |06-881 t(4;11) 0.32 81
7 109-356 trans (-) 0.33 33/relaps
8 |o07-911 trans (-) 0.34 57
9 |08-34 1(9:22) 0.38 52/relaps; ex
10 | 09-381 trans (-) 0.45 32/relaps
11| 08-361 trans (-) 0.49 49/relaps
12| 0g-517 T(12;21) 0.49 48
13 | 08-598 £(9;22) 0.51 44
14 107-1073 trans (-) 0.55 56/ex
15 | 08-359 trans (-) 0.55 49
16 | 08-93 trans (-) 0.57 52
171 09-01 T(12:21) 0.75 42
18 | 09-396 trans (-) 0.83 32/relaps
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Tablo 9.4: Devam

19

08-684 1(9;22) 0.84 42/ex
20 | 06-760 T(12;21) 0.90 70
21 1 00-940 T(12:21) 0.92 141
22 111331 £(9;22) 1.05 16
23 | 08-590 T(12;21) 111 41
24 | 09-414 trans (-) 1.11 31
25 110-860 T(12;21) 1.23 25
26 | 07-1155 T(12;21) 1.69 64
27 | 07-644 trans (-) 2.10 60
28 | 09-57 trans (-) 2.18 40
29 | 08-131 t(4;11) 2.41 47
30 | 12-769 T(12;21) 2.78 7
31 | 09-289 trans (-) 3.04 35
32 |07-386 trans (-) 3.50 62
33 | 08-234 trans (-) 4.25 50
34 11-662 T(12;21) 4.70 10
35 | 09-259 trans (-) 6.36 36
36 | 08-18 trans (-) 11.03 53

Elde ettigimiz veriler, saglikli bireylerdeki ortalama MN1 ekspresyonuna gore

(ortalama=1.43) iki kat ve daha fazla ekspresyon artis ya da azalma dikkate alindigi

zaman, tiim hastalarin % 40’inda (29/73) MN1 ekspresyonunun arttigini; hastalarin

%21’inde ise ekspresyonun azaldigini (16/73) gostermistir. Hasta gruplarinda ayni

analiz yapildiginda; MN1 ekspresyonunda translokasyon tagimayan hastalarin
%40’1nda (12/30) artis, %23’iinde (7/30) azalma; TEL-AMLI1 pozitif olan hastalarin
%44’tinde (12/27) artis, %7’sinde azalma (2/27); MLL-AF4 pozitif olan hastalarin
%357’sinde (4/7) artis, %28’inde azalma (2/7); BCR-ABL pozitif olan hastalarin ise

%11’inde (1/9) artis, %55 indeyse azalma gdzlenmistir. Iki kat veya iizerinde artis

tespit edilen hasta gruplar1 Sekil 9.3’de gosterilmistir.
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MNT ifadesi 22 (RT-qPCR)
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Sekil 9.3: Kontrol kemik iligi ortalamasina gére MN1 ifadesi 2 kat ve daha yiiksek
olan hastalarin oran1 (Her grupta, MN1 ifadesi 2 kat ve daha yiiksek olan hasta
yiizdesinin hesaplamasi i¢in kullanilan formiil: (n>2 /n)*100).

Istatistiksel analizler (GraphPad Prism software; Mann-Whitney) sonucunda
sadece t(12;21) TEL-AMLI1 pozitif olan hastalardaki artis kontrol kemik iligi
orneklerine gore anlamli bulunmustur (P=0.02). Hasta gruplar1 arasinda yapilan
karsilastirmada ise; t(12;21) hastalarindaki artis t(9;22) BCR-ABL grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P=0.001). t(9;22) pozitif olan hastalarda,
translokasyon negatif olan hasta grubuna gére MNI1 ifadesinde istatistiksel olarak
anlaml1 diizeyde azalma oldugu belirlenmistir (P=0.04). Anlamli bulunan istatistiksel

analiz sonuglar1 Sekil 9.4’de gosterilmistir.
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Sekil 9.4: Kontrol ve hastalardaki MN1 ifade diizeyinin Mann-Whitney analiz
sonuglar1 (Sadece istatistiksel olarak anlamli bulunan karsilagtirmalar gosterilmistir).

MNI1 ekspresyon seviyesi kiiclikten biiyiige siralandigr zaman, TEL-AML1
pozitif olan hastalarda, translokasyon negatif olan hastalara oranla daha yliksek
seviyede MN1 ekspresyonu oldugu goézlenmistir (27 TEL-AMLI hastasinin 22’sinde
MN1 seviyesi daha yiiksektir). Grafiksel olarak diizey farklart Sekil 9.5°te

gosterilmistir.
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Sekil 9.5: TEL-AML-1 pozitif olan veya translokasyon tasimayan hastalarda MN1

ekspresyon seviyesi dagilimi (Kiigiikten biiylige dogru siralanmustir).

Son olarak, hastalar, yas ya da 1okosit sayis1 dikkate alinarak gruplandiginda,

MN1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (Tablo 9.5).

Tablo 9.5: B-ALL hastalarinda MN1 ekspresyon diizeyi ve yas/beyaz kan hiicresi

sayist arasindaki iligki (Her grupta MN1 ekspresyonunun medyan (median) degeri

gosterilmistir).
Hasta sayis1 / | MN1 ekspresyonu | P degeri
(%) (medyan)
YAS (n=73)
<l 2 (2.7) 3.44 0.590
1-10 56 (76.7) 2.22
>10 15 (20.5) 1.38
WBC (n=67)
1.000-10.000 18 (26.8) 1.44 0.468
10.000-50.000 29 (43.2) 1.81
>50.000 20 (29.8) 2.36
t(4;11)
positive 7 3.44 0.658
negative 30 1.57
1(9;22)
positive 9 0.73 0.042*
negative 30 1.57
1(12;21)
positive 27 2.55 0.258
negative 30 1.57
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10. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, tedaviye baslanmamis ¢ocukluk ¢agi B-ALL hastalarinin
ve saglikli cocuk bireylerin kemik iligi ya da kan 6rnekleri toplanmis ve B lenfosit
hiicreleri izole edilmistir. Hasta 6rnekleri translokasyon tasiyan ve tagimayan olarak
iki ana grupta toplanmistir. Tranlokasyon tasiyan 16semi hasta 6rnekleri de kendi
icerisinde; t(4;11) (MLL-AF4), t(12;21) (TEL-AML1) ve t(9;22) (BCR-ABL) olmak
lizere ii¢ alt gruba ayrilmistir. Tim biyolojik 6rneklerin MN1 gen ifade diizeyleri
RT-qPCR yontemi kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak
gruplar arasinda ve kontrol ile ayr1 ayrt kiyaslanmistir. Kontrol o6rneklerinin
ortalamast 1 olarak kabul edilip tiim hasta 6rneklerinin MN1 ekspresyon diizeyi
kontrole gore kat farki olarak hesaplandiginda t(12;21) (TEL-AML1)
translokasyonunu tasiyan 16semi hastalarinin MN1 gen ifade diizeylerindeki artig
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 9.4). MLL-AF4 tasiyan
7 hastadan 4’iinde de 2 kat veya lizerinde artis tespit edilmistir ancak bu artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir. Bu durum muhtemelen bu
gruptaki ekspresyon seviyelerindeki degiskenlik ve hasta sayisinin azligindan
kaynaklanmaktadir. t(9;22) pozitif olan hastalarda ise MN1 ifadesinin TEL-AML1
pozitif veya translokasyon negatif olan hastalara gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde azaldigi belirlenmistir. Bu gruptaki 9 hastadan yalnizca birinde 2 kat
tizerinde MNI1 ifadesinin arttig1 tespit edilmistir. MN1 ifadesi ve hastalarin yasam
siiresi ya da relaps durumu karsilastirildigindaysa, relaps veya oliim gerceklesen tiim
hastalarda MN1 ifade diizeyinin 1’in altinda oldugu gozlenmistir.

MN1, akut miyeloid 16semilerde (AML) hasara ugrayan genler arasinda olup,
bu hasar ya dengeli t(12;22) kromozom translokasyonu sonucu olusan anormal
MN1-TEL fiizyonu olarak ya da bazi AML alt gruplarinda asir1t MN1 ekspresyonu
olarak gozlenmektedir [Grosveld, 2007]. MN1’i yiiksek miktarda eksprese eden
karyotipik olarak normal AML hastalari, MN1’i daha az eksprese eden AML
hastalarina oranla ATRA (all-trans retinoik asit) tedavisine diren¢ gostermektedir
[Heuser et al., 2007]. Fizyolojik sartlarda, farklilasmasini tamamlamis miyeloid
hiicrelere oranla hematopoetik farklilagmasini tamamlamamis hematopoetik kok
hiicreler ve oncii miyeloid hiicrelerde MN1 ekspresyonu daha yiiksektir [Shikawa et

al., 2003]. Epitel ve osteblast hiicrelerinde ¢ogalmayr inhibe etmesine karsin,
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MN1’in asir1 ekspresyonu immatiir hematopoetik hiicrelerin anormal olarak
cogalmasima yol agmaktadir. insan 16semi hiicre hatlarinda MN1’in ekspresyonunun
baskilanmasi bu hiicrelerin ¢ogalmasini1 engellemektedir [Liu et al., 2010].
Grubumuz daha Onceki c¢alismalarinda, MN1’in gerek fare gerckse insan
hematopoetik kok/oncii  hiicrelerinde retroviral vektorler araciligi ile asir
ekspresyonu saglandiginda bu hiicrelerde miyeloid farklilasmada inhibisyon
olustugunu [Kandilci and Grosveld, 2009] farklilasamayan bu hiicrelerin asiri
miktarda ¢ogaldigini ve fare kemik iligi hiicrelerinde MN1’in asir1 ekspresyonunun
bu farelerde miyeloid 16semiye neden oldugunu géstermistir [Carella et al., 2007].

Bugiine kadar yapilan arastirmalarda MN1’in 16semi ile iliskisi agirlikli olarak
AML’de incelenmistir. Her ne kadar yakin zaman 6nce MNI geninin asir1
ekspresyonunun in vitro kosullarda fare lenfoid projenitdr hiicrelerinin asiri
¢ogalmasina sebep oldugu bir 6n-veri olarak bildirilmis olsa da [Heuser et al., 2011]
bu durumun insanda akut lenfoblastik 16semi (ALL) gelisimi agisindan biyolojik
Oonemi heniiz arastirilmamustir. Literatiirde, az sayidaki B-ALL ve T-ALL (n=7)
hastasina ait kemik iligi 6rnegi ile AML hastalarina ait 6rneklerde MN1 ekspresyon
seviyesi karsilastirilmis ve B-ALL’de MN1’in daha yliksek seviyede eksprese oldugu
tespit edilmistir ancak bu calismada farkli ALL alt gruplari ile MN1 ekspresyonu
arasinda bir iliski olup olmadigi arastirilmamustir [Liu et al., 2010].

Cekirdek baglanma faktorii (core binding factor (CBF), AML1 (RUNX1) ve
CBFb alt birimlerinden olusan heterodimerik bir transkripsiyon faktoriidiir. AML1I,
bu kompleksin DNA baglama elemanidir ve afinitesi, CBFb varliginda biiyiik 6l¢iide
artmaktadir. Hayvan deneylerinde yapilan gen susturma caligmalari, hematopoez igin
AML1 ve CBFb'nin gerekli temel elemanlar oldugunu gostermistir. Translokasyonlar
sonucu olusan anormal flizyon proteinleri TEL-AML1 (B-ALL), AML1-ETO
(AML) ve CBFb-MYHI1 (AML)’in, CBF’in DNA’ya baglanmal/transkripsiyon
aktivasyon fonksiyonunu transkripsiyon ko-repressorleri araciligiyla baskiladigi
gosterilmistir [Hart and Foroni, 2002]. Bu flizyon proteinlerinin fare kemik iliginde
ektopik olarak ifade ettirilmesi anormal ¢ogalmayla iligkili olmakla birlikte, 16semi
olusumu i¢in yeterli degildir. Ancak fare kemik iligi hiicrelerinde, CBFb-MYH11
varliginda ektopik olarak asirt MNI1 ifadesi saglandiginda AML gelismektedir. Bu
bulgu, MN1’in asir1 ifadesinin AML patogenezinde rolii oldugunu gostermektedir
[Carella et al., 2007]. Ilging olarak, AML1-ETO ya da CBFb-MYH11 pozitif olan

AML hastalarinin kemik iligi hiicrelerinin MN1°1 agir1 ifade ettigi gosterilmistir. Bu
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tez ¢aligmasi kapsaminda da, benzer durumun TEL-AMLL1 pozitif olan hastalarda da
gozlendigi tespit edilmistir (Sekil 9.3). Her li¢ fiizyon proteini de iyi prognozla
iligkilidir. Standart kemoterapi ilaglar1 boliinen hiicreleri hedef almaktadir. MN1 asir1
ifadesinin gerek miyeloid progenitor hiicrelerinin [Carella et al., 2007] gerekse oncii
B-lenfositlerinin asir1 ¢ogalmasina yol actigi dikkate alinirsa [Numata et al., 2015],
muhtemelen anormal MN1 ifadesi ile tetiklenmis olan hiicre boliinmesindeki artisin
AML ve B-ALL’de tedaviye yanit1 arttirdig1 dolayisiyla iyi prognozla iliskili oldugu
distintilebilir. Yine bu tez ¢alismasinda, MNL1 ifadesinin kontrol kemik iligindeki
degeri 1 olarak alindiginda ve hastalar MN1 ifadesini 1’in altinda veya 1’in {istlinde
ifade etmelerine gore gruplandiginda, O6liim veya relaps goriilen hastalarida MN1
ifadesinin 1’in altinda oldugu gdzlenmistir. Bu sonuglar MN1 ifadesinin B-ALL
hastalarinda translokasyonlardan bagimsiz bir prognostik fakror olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu hipotezin test edilmesini saglamak igin, Klinik verileri tam
olarak tutulmus ve erisilebilen, daha uzun siireyle izlenen daha fazla sayida hasta

orneginin ¢alisilmasi gerekmektedir.
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