610¢

IANAAT WHDH

1ZAL SNVSI'T MASMOA I'TVA WITISVNV IfOTOAIL 1991L

R)g
T.C. ?V'C

BURSA ULUDAG UNIVERSITESI .
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU
TIBBi BIYOLOJi ANABILIM DALI

PEDIATRIK PHILADELPHIA BENZERI

AKUT LENFOBLASTIK LOSEMILERIN BiYOLOJISI

ECEM EFENDI

(YUKSEK LISANS TEZI)

BURSA-2019




AG U
\»D Nj Ve

R

2
”v @,‘p’;‘
& .Ul D ™

TC. § XC s
o ele
BURSA ULUDAG UNiVERSITESI oL )
2

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBi BIYOLOJi ANABILIM DALI

PEDIATRIK PHILADELPHIA
BENZERI AKUT
LENFOBLASTIK

LOSEMILERIN BiYOLOJiSI

Ecem EFENDI
(YUKSEK LiSANS TEZI)
DANISMAN:

Prof. Dr. Giilsah CECENER

OUAP(T)-2019/7

BURSA-2019




J o ol
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ETIK BEYANI

Yiiksek Lisans tezi olarak sundugum “Pediatrik Philadelphia Benzeri Akut
Lenfoblastik Losemilerin Biyolojisi® adli ¢aligmanin. proje safhasindan
sonuglanmasina kadar gegen biitiin siireglerde bilimsel etik kurallarina uygun bir
sekilde hazirlandigimi  ve yararlandigim  eserlerin - kaynaklar  boliimiinde

gisterilenlerden olustugunu belirtir ve beyan ederim.

ECEM EFENDI

Tarih ve imza

(3.28. 2018

18



SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU'NE

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans 6@rencisi Ecem EFENDI tarafindan
hazirlanan Pediatrik Philadelphia Benzeri Akut Lenfoblastik Lisemilerin
Biyolojisi konulu Yilksek Lisans tezi .. {9.. /|8 ./ 2al3. . gini, .(7:%aq.. -

£2:.¢0.. saatleri arasinda yapilan tez savunma smgvinda jiiri tarafindan oy birligi/oy
goklugu ile kabul edilmistir.

Tez Damismam

Uye

...... 2Q09.423......... sayili toplantisinda alinan| ... 4S............. numarah

karari ile kabul edilmistir.

Prof. Dr. Giilgah C'ECfNER
Enstitit Miidiiri







ICINDEKILER

TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU ................. Hata! Yer isareti tanimlanmamus.
ICINDEKILER .........oooviiiiieceeeeeeeeeseee ettt \Y;
TURKCE OZET .....o.ooovioieieeeeeeeeee et nas st aan s Vil
INGILIZCE OZET ..ottt VIII
L ] 0 23 1P 9
2. GENEL BILGILER .........cocosiiiiiiiiinisns e 12
2.1 Akut Lenfoblastik LOSemi ..............cccooooiiiiiiniii e 12
2.1.1 EPIAEMIYOIOJIST vttt 13
2.1.2 ETIYOIOJIST .veevieieiie ettt 15
2.1.2.1 Cevresel FaKtorler...............cccooiiiiiiiiii e 15
2.1.2.1.1 RAAYASYON ..ottt bbbt 15
2.1.2.1.2 ENTEKSIYONIAN ......cc.ociiiiiiicc e 15
2.1.2.1.3 Kimyasal Maddeler...........cccoooiiiiiiiiiieececeee e 16
2.10.2. 1.4 DIYBL...oiiiieeieieiee ettt bbbt 16
2.1.2.2 Genetik FaKtorler................cccooiiiiiii e 16
2.1.2.2.1 Edinsel Genetik Degisimler .................ccccoooiiiiiiii 16
2.1.2.2.2 Kalitsal HastaliKIar ...............cccoooiiiii e 17
2.1.3 PALOUENEZI ...c.vvevvieee ettt ettt s te et nae s 17
2.1.4 SINHIaNAIFMIA ..o 17
2.1.4.1 Morfolojik SImflandirma ..............ccccooiiiiiiiini e, 18
2.1.4.2 immiinolojik SInIflandirma ...............cccoooeveiveviiiieiieeeee e, 18
2.1.4.3 Sitogenetik Simiflandirma................c.oooiiii 19
205 RiSK Gruplart..... ..o 20
2.2 Philadelphia Kromozomu..........ccooeiiiiiiiieeee e 22
2.2.1 Philadelphia Kromozomu Pozitif Akut Lenfoblastik Losemi................. 27
2.2.2. Philadelphia Kromozomu Benzeri Akut Lenfoblastik Losemi.............. 27
2.2.2.1. Philadelphia Benzeri Akut Lenfoblastik Losemi Tam Yoéntemleri .... 34
2.2.2.1.1 Akas (Flow) Sitometri YONtemi ...........ccccoooovvviiiiiiiiiinniiec e 34
2.2.2.1.2 Gen Ekspresyon Profilleri ..., 36
2.2.2.1.3 SITOGENETIK . ...c.vieiiiiie it 37



2.2.2.1.4 Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH) .........ccccociiiiiiiiiiiienccien, 37

2.2.2.1.5 Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)........ 37
2.2.2.1.6 Dizileme TeknoIOJIleri........ccooiiiiiiiiee e, 38
2.3 Philadelphia Benzeri Akut Lenfoblastik Losemide Etkili Olan JAK/STAT
SInYal YOIaGI.......coooiiiiiii 38
2.3.1 JAK/STAT Sinyal Yolagl .........cccooviiiiiiiiii e 39
2.4 TRUAVH ...ttt bbbttt bbbt 46
2.4.1 GENEI TEUAVI ...ttt 46
2.4.2 Philadelphia Kromozomu Pozitif Akut Lenfoblastik Losemi Tedavisi . 50
2.4.3 Philadelphia Benzeri Akut Lenfoblastik Losemi Tedavisi..................... 50
3. GEREC Ve YONTEM..........cocooiiiiiiieieeeeeeee ettt sn st 55
B < PP 55
3.1.1 Kullanilan CIhazlar ... 55
3.1.2 Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Kitler .................c.ccccooiniiininnnnnn 55
3.2 Hasta Grubu ve Klinik OzelliKIer ..................cccocooovvevreiineereceeneeeneen, 56
B2 LEUK KUNUL ..o 56
3.2.2 Hastalarin Klinik OzelliKIeri................c..ccccovovevevceiireeieeesese e 56
I 1) 1 11 11 APPSR 57
3.3.1 Kemik iliginden Total RNA 1zolasyonu..............c.ccccccocovvvurvrreeerrnrnennns 57
3.3.2 RT-PCR ile Gen Ekpresyon Analizlerinin Gerceklestirilmesi ............... 59
3.3.3 Istatistiksel ANAlIZIEY .................cc.coeviviueeiieeeeeeeee e 63
A BULGULAR ...ttt ettt e 64
5. TARTISMA Ve SONUC ..ottt ee e 94
6. KAYNAKLAR ...ttt nree s 103
7. SIMGELER ve KISALTMALAR .........c..cocoiviiiiieeeeesesee e 108
8. TESEKKUR ........cooooviiiiiiieeeeeeeee e nes st 113
9. OZGECMIS ..ottt 114

VI



TURKCE OZET
Pediatrik Philadelphia Benzeri Akut Lenfoblastik Losemilerin Biyolojisi

Philadelphia (Ph) benzeri akut lenfoblastik 16semi (ALL), yiiksek risk siniflamasinda
yer alan ve kotii prognoz gosteren B- hiicreli akut lenfoblastik 16seminin (B-ALL) alt
grubudur. Gen ekspresyon profili olarak Ph pozitif ALL’ye benzemektedir, ancak bu
alt tipte BCR-ABLL1 fiizyonu mevcut degildir. Hastalik genetik olarak heterojendir.
Ayrica, etnik kokenleri farkli olan Ph benzeri ALL vakalarinin genetik degisimleri de
farklilik gostermektedir. Ph benzeri ALL vakalarinin B-ALL’li hastalar arasindan ayirt
edilerek smiflandirilabilmesi etkin tedavi almalart i¢in énemlidir. Son yillarda, Ph
benzeri ALL alt grubuna ait vakalarin tanimlanmasi igin, B-ALL vakalarinda genetik
ve klinik bulgular degerlendirilmesinin yanisira, gen ifade farkliliklarinin analiz
edildigi panellerin tasarlanmasi giindemdedir.

Bu amagla, Ph benzeri grubun tanimlanabilmesi i¢in Bursa Uludag Universitesi Cocuk
Hematoloji AD.’na bagvuran hastalar arasindan Ph pozitif ve Ph negatif vakalar
projeye dahil edildi. Mevcut tez ¢alismasi dahilinde; Tiirk popiilasyonuna 6zgii, Ph
benzeri ALL vakalarin tanimlanmasinda kullanilacak gen panelinin olusturulmasi
amaglanmistir. 23 kemik iligi materyali ile gergeklestirilen RNA izolasyonu
sonrasinda RT-qPCR yontemi ile mRNA gen ekspresyon profilleri analiz edildi.
Calisma dahilinde hazirlanan custom mMRNA gen paneli igerisinde 96 gen
degerlendirildi ve kontrol 6rnegi ile benzer ifadeye sahip 36 gen, Ph benzeri ALL
vakalarinin tanimlanmasinda biyobelirte¢ paneli olabilecegi ongoriildii.

Mevcut ¢alismada, pediatrik B-ALL’li hastalar arasinda yer alan Ph benzeri alt gruba
ait hastalarm gen profillerinin belirlenmesi ile 6n ayiric1 tam gerceklestirildi. ileri
analizler sonucunda; Tiirk popiilasyonuna ait gen paneli ile tanimlanan Ph benzeri
ALL alt grubunun tedavi protokollerine hedefe yonelik tirozin kinaz inhibit6rlerinin
ilave edilmesi saglanarak prognozun iyilestirilmesi ve sagkalim oranlarinin
yiikseltilmesine katki saglanacaktir.

Anahtar Kelimeler: Philadelphia benzeri Akut Lenfoblastik Losemi, Pediatrik, Gen
ekspresyonu, RT-qPCR
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INGILIZCE OZET
Biology of Pediatric Philadelphia-like Acute Lymphoblastic Leukemia

Philadelphia-like acute lymphoblastic leukemia is a subgroup of B-ALL with high-
risk classification and poor prognosis. The gene expression profile is similar to
Philadelphia positive acute lymphoblastic leukemia, but this subtype does not have
BCR-ABL1 fusion. The disease is genetically heterogeneous. Besides, genetic
alterations of Ph-like ALL cases with different ethnic backgrounds differ. It is
important that ph-like ALL cases can be classified and differentiated from B-ALL
patients to receive effective treatment. In recent years, to identify cases of the Ph-like
ALL subgroup, in addition to the evaluation of genetic and clinical findings in B-ALL
cases, the design of panels in which gene expression differences are analyzed is on the
agenda.

For this purpose, to identify the Ph-like group, Ph-positive and Ph negative cases were
included in the project among the patients who applied to Bursa Uludag University
Department of Pediatric Hematology. Within the current thesis; This study aimed to
establish a gene panel to be used to identify Ph-like ALL cases specific to the Turkish
population. After RNA isolation with 23 bone marrow materials, mMRNA gene
expression profiles were analyzed by RT-qgPCR method. In the custom mRNA gene
panel prepared within the study, 96 genes were evaluated and 36 genes with a similar
expression as the control group could be a biomarker panel may be used to identify
cases of Ph-like ALL.

In the present study, a pre-differential diagnosis was made by determining the gene
profiles of the Ph-like subgroup among the pediatric B-ALL patients. As a result of
advanced analysis; By adding targeted tyrosine kinase inhibitors to the treatment
protocols of the Ph-like ALL subgroup defined by the gene panel of the Turkish
population, it will contribute to improve the prognosis and increase survival rates.

Keywords: Philadelphia-like, Acute Lymphoblastic Leukemia, Pediatric, Gene
Expression, RT-gPCR
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1. GIRIS

Cevresel ve genetik faktorlerin etkisi ile hematopoetik kok hiicrelerde meydana
gelen degisimler sonucu kemik iliginde blastik hiicreler ¢ogalmaktadir. Bu hiicreler
kan veya diger organlara yayilim gostermektedir (Tasian ve ark., 2015). Kan kanseri
olarak da bilinen 16semi bir¢ok alt gruba ayrilmaktadir. B hiicreli akut lenfoblastik
16semi (ALL), pediatrik vakalarin %85’inde goriilmektedir (Judith M. Boer ve
ark.,2017). Son yillarda dogru risk siniflamasi, etkin tedavi protokolleri ve dnemli
terapotik hedeflerin belirlenmesi ile pediatrik ALL vakalarinin sagkalim siireleri
Oonemli oranda artmistir. Gelismis tilkelerde bu oran, 5 yillik sagkalim siiresi baz
alindiginda %90 olarak belirtilmektedir. Ancak ilerleyen yillarda hastalarin %10-
12’lik diliminde relaps goriilmektedir (Ching ve ark., 2015; Woo ve ark., 2014; Judith
ve ark.,2017).

Prekiirsor B-ALL’nin sitogenetik alt tipleri incelendiginde yiiksek
hiperdiploidi, ETV6-RUNX1 ve TCF3-PBX1 fiizyonu iyi prognoz olarak
tanimlanirken, BCR-ABL1 flizyonu ve KMT2A yeniden diizenlenmesi kotii prognoz
olarak tanmimlanmaktadir (Judith ve ark.,2017). B-ALL vakalarinda BCR-ABL1
flizyonuna sahip Ph pozitif olarak tanimlanan bir alt grup mevcuttur. Son yillarda yine
vakalarin kotli prognoz ile ilerledigi yeni bir alt grup tanimlanmustir. Bu alt grup Ph
benzeri ALL’dir. Ph benzeri ALL, gen ekspresyon profili olarak Ph pozitif ALL
vakalarma benzemesine ragmen Ph negatif ALL vakalar1 gibi Ph kromozomunun
fiizyon proteinine sahip degildir. Bu grup, gen ekspresyon panelleri ile
tanimlanmaktadir ve genetik olarak heterojen bir yapiya sahiptir. Ph benzeri alt grup,
pediatrik prekiirsér B hiicreli ALL'nin %215-20'sinde bulunmaktadir. Ph benzeri
ALL’li hastalarin tanimlanmasi olduk¢a giic oldugundan, son yillarda yapilan
caligmalar ile farkli tan1 yontemleri gelistirilmistir. Giiniimiizde, farkli pediatrik
calisma gruplar1; hastalarin etnik kokenine, test edilecek hasta sayisina, tani
laboratuvarlarindaki genom/transkriptom dizileme altyapisinin kullanilabilirligine ve

klinik hedefe dayanarak Ph benzeri ALL'nin teshisi ve karakterize edilmesi i¢in farkl



stratejiler gelistirmektedir. Tan1 yontemlerini uygularken dikkat edilmesi gereken en
onemli parametreler; molekiiler karakterizasyonun dikkate alinmasi ve hedeflenen

tedaviye potansiyel olarak uygun olan molekiiler lezyonlarin tanimlanabilmesidir.

Gen ekspresyon analizi, Ph benzeri ALL’nin tanisinda “altin standart” olarak
kabul edilmektedir. Iki farkli arastirma grubu, 2009 yilinda Ph benzeri ALL
vakalarinin tanimlanmasi i¢in diisiik yogunluklu gen ekspresyon panellerini (LDA)
gelistirmislerdir. Ph benzeri vakalarin tanisinda kullanilan LDA’lar yiiksek 6zgiinliige
sahip olmasina ragmen Wells J. ve arkadaslar1 gergeklestirdikleri ¢alismada iki panelin
birbiri ile ortliisen hasta profilini %18 olarak belirlemistir. Bu oran Ph benzeri ALL
vakalari igin taninin ne kadar spesifik oldugunu ifade etmektedir (Boer ve ark.,2017).
Ph pozitif ALL vakalarmin tedavi protokollerinde ABL1 genini hedefleyen tirozin
kinaz inhibitorler bulunmaktadir ve hedefe yonelik tedaviler sayesinde sagkalim
oranlarinda artiglar gozlenmektedir. Bu duruma paralel genetik degisimlerin benzer
oldugu Ph benzeri ALL grubunda da tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanilmasi ile

tedavide olumlu cevaplarin alinacagi ongoriilmektedir (Boer ve ark.,2017).

Mevcut tez ¢alismasinda; Tiirk popiilasyonunda ilk kez Ph kromozomu negatif
ve pozitif ALL hastalarinin gen ifade profilleri incelenerek, Ph negatif ALL’li hastalar
arasindan Ph benzeri grubun tanisal ayriminin yapilmasi ve Ph pozitif hastalara verilen
etkin tedavi protokollerinden, Ph benzeri grubunun da fayda gérebilmesi igin tani ve
etkin tedaviye yonelik giincel genomik biyobelirteclerin arastirilmasit amaglanmastir.
Gruplar arast ayrimin yapilabilmesi ig¢in custom mMRNA array analizleri
gergeklestirilmistir ve benzer gen ifade profilleri saptanmigtir. Vakalarin ekspresyon
profilindeki farkliliklarina gore ilgili gruplara dahil hastalarin klinik parametreleri
istatistiksel anlamlilik acisindan karsilastirilmistir. Gergeklestirilen tez ¢alismasinda
literatiir ile popiilasyonumuza ait vakalarin gen ifade profillerindeki farkliliklar ve
benzerlikler tartisilmigtir. Onemli goriilen genlerin bazilarinin elimizdeki hasta
grubunda hi¢ eksprese olmadigi belirlenmistir. Bu durum, tani igin onaylanmis
panellerin hasta profilinin etnik kokenine gore farkliliklar igerebilecegini
gostermektedir. Ph benzeri grubun tanimlamasi amaciyla gergeklestirilen mevcut

caligmadaki bulgularimiz Tiirk toplumuna 6zgii farkliliklar: belirtmektedir.
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Ph benzeri ALL alt grubunun tanimlanmasinda ve genetik degisimlerinin
belirlenmesinde farkli deney basamaklar1 uygulanmaktadir. Yapilan calismalar
dogrultusunda, LDA prob setleri ile Ph benzeri grubun ayrimi gergeklestirilmektedir
ve tanimlanan bu alt grubun flizyon, mutasyon ve ileri analiz teknikleri (Transkriptom
profil analizi, RNAseq analizi vb.) ile genetik yapilar1 degerlendirilmektedir. Mevcut
tez calismasi ile Ph benzeri alt grubun tanimlanmasinda kullanilabilecek 6n veriler
elde edilmistir. Bu ¢alisma sonrasinda, Ph benzeri ALL grubunun daha dogru bir
sekilde tanimlanabilmesi amaci ile tam1 basamagindan sonra genetik yapilarinin

incelenebilmesi igin ileri analiz basamaklar1 planlanmustir.

Mevcut tez kapsaminda elde edilen veriler dogrultusunda, Tiirk Ph benzeri
ALL alt grubu hastalarina 6zgii ekspresyon bulgulari, klinik parametreler ve bu iki
grubun karsilastirilmasi degerlendirilmistir. Mevcut ve ileriki calismalarimizin sonucu
olarak, Tiirk pediatrik vakalarda Ph benzeri grubun molekiiler biyobelirtegler ile kesin
tan1 almasi1 saglandiginda, tedavi protokollerine tirozin kinaz inhibitdrlerinin
eklenebilmesi amaci ile T.C. Saglik Bakanligindan izin alinacaktir. Planlanan ileriki
deneyler sonucunda Ph benzeri grup i¢in hazir olacak protokol ile T.C. ilag Eczacilik
Dairesi Endikasyon dis1 ilag birimine bagvuru yapilarak Ph benzeri alt grubun etkin

tedavi almas1 saglanacaktir.
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2. GENEL BILGILER

2.1 Akut Lenfoblastik Losemi

Losemi; hematopoietik  hiicrelerin  malign transformasyonu sonucu,
hematopoezin belli bir farklilasma evresinde duraklamasi ve kontrolsiiz ¢cogalarak
anormal hiicre klonunu olusturmas: ile karakterize edilen heterojen ve neoplastik bir
hastaliktir. Bu kanser grubu, morfolojik olarak 16semik hiicre dizisinin miyeloid veya
lenfoid ve prolifere olan blastik hiicrenin geng ya da olgunlasmis olmasina gore akut
veya kronik olarak dort grup altinda siniflandirilmaktadir (Sekil 1) (Pui ve ark., 2015).

I Y
Akut =
: . Kronik o
Miyeloid || ~ Kronik Kronik
b ' enfoblastik . :
Losemi e - Miyeloid
— O Losemi
b )‘5.,' QJ ‘T.T\\ B
e.gﬁ.e vg,cr,"..—/ )
e e’ ® ‘
. )M 0!

Sekil 1: Losemi Alt Gruplart

Akut 16semiler, progenitor veya onciil B/T lenfoid hiicrelerinin farklilagmasi,
farklilasmanin ardindan lenfoid hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmas: ve kemik iliginde
blastik hiicrelerin birikmesi sonucu olusmaktadir (Malouf ve Ottersbach, 2018). Akut
lenfoblastik 16semi (ALL) ¢ocukluk ¢aginda en sik goriilen kanserdir ve gelistirilen
etkin tedavi modelleri sayesinde genel sagkalim oranlari yiiksektir. 1960'l1 yillardan
beri, ALL'li cocuklarin genel sagkalim oranlar1 <%10'dan yaklasik %90'a
yiikselmistir. Bu basarinin nedeni; tedavi protokollerinin iyilestirilmesi, ¢ok ajanl
kemoterapi rejimlerinin etkinligi, [6semi biyolojisinin daha iyi anlasilmas1 ve tedavi
yanitinin bir Ol¢iisii olarak degerlendirilen minimal rezidiiel hastaligin izlenmesidir

(Tran ve ark., 2016).
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Losemilerin %75-80’ini ALL olusturmaktadir. ALL, T- ve B-lenfosit yolaginda
kendini farklilasmaya adamis kan progenitér hiicrelerindeki ¢esitli genetik
mutasyonlar sonucu meydana gelmektedir. Bu mutasyonlar hiicrelerin kontrolsiiz
¢ogalabilme yetenegi kazanmalarina ve bunun sonucunda gelisim evrelerine 6zgii
blokaja neden olmaktadirlar. Olgunlasmamis B- veya T-lenfosit klonlar1 kemik
iliginde birikmekte ve normal hematopoez siireci baskilanmaktadir. ALL’nin %80-
85’1 B-hiicre (B-hiicre prekiirsor ALL, BCP-ALL) ve %15-20’si T-hiicre (T-ALL)
kokenlidir.  Pediatrik  ALL’nin  %75’inde  translokasyonlar saptanmaktadir.
Translokasyonlar, 16semilerde gozlenen en sik karyotipik degisikliklerdir ve hastaligin
bazi tiplerinde diagnostik amagla kullanilacak kadar sik ve spesifiktirler. Hastalarda
gbzlenen TEL-AML1 [t(12;21)(p13;922)] genlerinin fiizyonu ve yiiksek hiperploidiler
1yi prognoz gostergesi olurken, BCR-ABL1 [t(9;22)(q34;q11)] geninin fiizyonu, MLL
(11923 lokusunda) genine ait diizensizlikler ve hipodiploidi k&tii prognoz belirtisidir
(Fletcher ve ark., 1991; Graux ve ark., 2011; Hillman ve ark., 2010; Pui ve ark., 2008).

2.1.1 Epidemiyolojisi

Losemi insidansi etnik kokene ve cografik bolgeye gore degisebilmektedir ve
pediatrik kanser tiirleri i¢erisinde Diinya’da goriilme oran1 %30’dur (Sekil 2). ALL,
cocuklar arasinda en yaygin olan l9semi tiirii olarak goriilmektedir. 15 yas alt1 cocuklar
arasinda tanimlanan kanserlerin yaklasik %25°1 ve yeni tan1 losemilerde yaklasik
%75’1 ALL’dir. Losemi insidanst Kuzey Afrika ve Orta Dogu'da en diisiik,
sanayilesmis bat1 iilkelerinde en yiiksek oranda goriilmektedir. Geligmis tilkelerde
(sanayilesmis bat1 ilkelerinde) ALL en sik 2-5 yas arasindaki ¢ocuklarda
goriilmektedir ve yine bu iilkelerin endiistrilesme donemlerinin son 30 yil icerisindeki
artis1 ile hastalik agisindan %20’lik bir kiimiilatif artisin goriilmesi dikkat ¢ekmektedir.
Losemide en diisiik insidansin goriildiigii tilkeler Kuzey Afrika ve Orta Dogu'dur. Bu
durum, cevresel etkenlerin 16semi gelisimine katkisini diisiindlirmektedir. Tiirkiye’de
ise Tiirk pediatrik onkoloji grubu, cocuklarda yeni tan1 kanser olgulari iginde
16semilerin ilk sirada yer aldigini ve %30 siklikta oldugunu bildirmektedir (Sekil 3).
Amerika Birlesik Devletleri’nde 15 yasin altinda 16semi sikligir 100.000’de 4 olarak
belirtilirken, Tiirkiye’de bu siklik 100.000°de 1,5 olarak belirtilmektedir
(www.saglik.gov.tr). Akutlosemiler erkeklerde ve beyaz irkta daha sik goriilmektedir.

Cinsiyet prognoz acisindan onemli bir gdsterge olup, kizlarda yasam orami daha
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yiiksektir. En sik oran 1-4 yas arasinda saptanmaktadir. Kiz/Erkek orani ise 1/1.2-
1.3°tiir (Hrusak ve ark., 2002; Roganovic, 2012; Unal ve ark., 2004).

Losemi
78 069 (28.6%)
Diger Kanserler
97 702 (35.8%)

Testis
7 231 (2.7%) = <
Tiroid Bing-Neel Sendromu
9 926 (3.6%) 30 106 (11%)
Bobrek
12 799 (4.7%)
= Hodgkin Disi1 Lenfoma
Hodgkin Lenfoma 22 964 (8.4%)
13 806 (5.1%)

Total : 272 603

Sekil 2: Diinyadaki Farkli Kanser Tiirlerinde 0-19 Yas Araliginda Tani Almig Vaka

Sayilari
(https://gco.iarc.fr/)

Diger Kanserler Losemi
1384 (29.2%) 1408 (29.7%)

Testis

185 (3.9%)
Bébrek
185 (3.9%)

Hodgkin Lenfoma

293 (6.2%)

Bing-Neel Sendromu

591 (12.5%)

Tiroid Hodgkin Disi Lenfoma

332 (7%) 355 (7.5%)

Total : 4 733

teratcri dgancy o1 Romaarch co Camc

@

Sekil 3: Ulkemizdeki Farkli Kanser Tiirlerinde 0-19 Yas Araliginda (Kiz/Erkek) Tan1 Almis Vaka
Sayilart (https://gco.iarc.fr/)
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2.1.2 Etiyolojisi

Losemi multifaktoriyel bir hastaliktir ve nedeni tam olarak bilinememektedir.
Kalitsal bir hastalik olarak kabul edilmemekle birlikte, etiyolojisinde temel olarak
cevresel ve genetik faktorlerin rolii vardir (Puckett ve Chan, 2019). Losemi
patogenezinde geg¢mis yillarda daha c¢ok c¢evresel faktorler 6n planda tutulurken,
giinimiizde viral enfeksiyonlarin, immiin yetmezliklerin ve son yillarda genetik
faktorlerin rol oynadigi goriilmektedir. ALL nin gelisimine yol agan kesin patogenetik
nedenler bilinmemektedir. Akut l6seminin ortaya c¢ikmasinda genetik faktorlerin
onemli bir rolii oldugu vurgulanmaktadir. Bazi ailelerde bu hastalifin ¢ok sik
goriildiigl ve akut I6semili hastalarin kardeslerinde 16semi sikliginin beklenenden 2-4

kat fazla oldugu bildirilmektedir (Greaves, 1997; Lag ve ark., 1999).

2.1.2.1 Cevresel Faktorler
Losemi gelisiminde rol oynayan cevresel faktorler arasinda radyasyon,

enfeksiyonlar, kimyasal maddeler ve diyet yer almaktadir (Feychting ve ark., 1993).

2.1.2.1.1 Radyasyon

Radyasyon, ¢ift sarmal yapidaki DNA zincirinde kirilmalar gergeklestirerek
veya onkojen virlis replikasyonunu arttirarak 16semi gelisimine neden olmaktadir.
1945 yilinda Hiroshima ve Nagasaki’ye atilan atom bombasina geng yaslarda maruz
kalan bireylerin 16semi gelisimi i¢in artmis risk faktoriine sahip olduklar
belirtilmektedir. Risk oranini, radyasyon dozu, maruz kalma siiresi ve maruz kalma
sirasindaki bireyin yasi belirlemektedir (Buka ve ark., 2007; Couto ve ark., 2005;
Kusuyama ve ark., 1997).

Iyonize 1sinlar, pediatrik 16semiler igerisinden dzellikle akut miyeloid 16semiye
(AML) neden olmaktadir. Radyoaktif ortamda calisan veya gebelik doneminde
rontgen incelemesi yapilan bireylerin bebeklerinde 16semi riski 1,5-2 kat arttigi

belirtilmektedir (Belson ve ark., 2007; Couto ve ark., 2005; Greaves, 2004).

2.1.2.1.2 Enfeksiyonlar
Maligniteler ile iliskili onkojenik viriisler 16semi patogenezinde de rol
almaktadir. Annenin gebelik doneminde gecirdigi enfeksiyon, bebeklerde ¢ocukluk

cagl kanserlerinin goriilme orammi arttirmaktadir. Ozellikle gebelik déneminde
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Epstein-Barr virus (EBV) IgM pozitif ve Mycoplasma pneumoniae pozitif olan
annelerin bebeklerinde ilerleyen yillarda 16semi gelisimi arasinda iliski bulunmaktadir

(Greaves, 2004; Pui, 1996; Tsukasaki, 2012; Yamagishi ve ark., 2012).

2.1.2.1.3 Kimyasal Maddeler

Pediatrik 16semiler ile iliskili en iyi bilinen kimyasallar hidrokarbonlar ve
pestisitlerdir. En sik kullanilan hidrokarbon ise benzendir. Benzen, boya ve plastik
tiretiminde ve motor yakitlarinda bir bilesen olarak bulunan kimyasaldir. Gebelik
doneminde veya erken cocukluk yillarinda pestisit maruziyeti ev, ¢im ve bahge

alanlarinda olmaktadir (Bailey ve ark., 2015; Belson ve ark., 2007).

2.1.2.1.4 Diyet

Gebelik doneminde anne beslenmesi 6nemli goriilmektedir. Annenin demir ve
folik asit kullanim1 dogrultusunda ALL riskinin azaldigi, alkol ve esrar tiiketiminin
AML riskini arttirdigi belirtilmektedir. Anneye gebelik dncesi donemde veya gebelik
sirasinda vitamin ve folik asit takviyesinin yapilmasi, emzirme siireci uzunlugu ve
cocukluk caginda gegirilen enfeksiyonlar immiin sistemi gili¢lendirmektedir ve
cocukluk caginda I6semi goriilme riski azalmaktadir. Yapilan arastirmalar
dogrultusunda anne siitiiniin pediatrik akut 16semilere karsi1 koruyucu etkisi oldugu
bildirilmektedir (Belson ve ark., 2007; Shu ve ark., 1999; Wen ve ark., 2002;
Whitehead ve ark., 2016).

2.1.2.2 Genetik Faktorler
Genetik faktorler ise, edinsel genetik degisiklikler ve kalitsal hastaliklar olarak

iki ayr1 kategoride incelenmektedir.

2.1.2.2.1 Edinsel Genetik Degisimler

Akut 16semilerin %80’inde blastik hiicrelerin klonlarinda edinsel kromozom
degisiklikleri saptanmaktadir. Normal hiicre klonlarinda ise bu genetik bozukluklar
goriilmemektedir. Edinsel degisikliklerde sayisal ve yapisal degisiklikler
goriilmektedir. Sayisal degisikliklerde, hiperdiploidi (>50 kromozom) iyi prognoz,
hipodiploidi (<45 kromozom) ise kotii prognoz ile iliskilidir. Yapisal degisiklikler ise;
translokasyonlar, delesyonlar, inversiyonlar, gen amplifikasyonlar1 ve nokta

mutasyonlaridir. Translokasyonlar, 16semi vakalarinda en sik goriilen (%80) yapisal
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degisikliktir. Translokasyon sonucu, bir proto-onkogen aktive olmaktadir veya
kromozomda meydana gelen delesyon ile tiimor baskilayict gen kaybolmaktadir ve

blast hiicrelerinin kemik iliginde gogalmasi tetiklenmektedir.

2.1.2.2.2 Kalitsal Hastahklar

Bloom sendromu, Fanconi aplastik anemisi, Kostmann sendromu, Li-fraumeni
sendromu, Ataksi telenjiektazi, Norofibromatozis ve Poland sendromlarinda 16semi
sikligi normal popiilasyona gore daha fazla goriilmektedir. Down Sendromu’nda da

16semi normal popiilasyona oranla goriilme olasilig1 20 kat daha yiiksektir.

2.1.3 Patogenezi

Losemi gelisimi, normal hiicre ¢ogalmasini ve olgunlasmasimni kontrol eden
genetik yolaklarda meydana gelen mutasyonlar sonucu veya g¢evresel etmenlere
baglidir. Genetik degisiklikler, ALL nin patogenezinde ve klinik siniflamasinda ¢ok
onemli goriilmektedir (Inaba ve ark., 2013). Kromozomlardaki yeniden diizenlemeler,
translokasyonlar, delesyonlar, gen amplifikasyonlari, nokta mutasyonlar1 gibi
olaylarla gen iriinleri degisiklige ugramaktadir. Bu yeni olusan iiriinler normal
hematopoez gelisiminin ve regiilasyonunun bozulup hiicresel proto-onkogenlerin
onkogen karakteri kazanmasma yol agmaktadir. Kemik iliginde siirekli boliinme
ozelligi kazanmis 16semik blastlar normal hiicrelerin gelismesine engel olmaktadir ve
blast oranit toplam hiicrelerin %60’m1 astiginda klinik belirtiler goriilmeye
baslamaktadir. Klinik belirti olarak; anemi, trombositopeni, 16kopeni, 16kositoza bagh
gelisen halsizlik, solukluk, ¢abuk yorulma, kanamalar, enfeksiyonlar ve kemik agrilart
ornek verilmektedir. Losemik blastlarin organ infiltrasyonu sebebiyle hepatomegali,
splenomegali, lenfadenomegali de izlenmektedir. Ayrica santral sinir sistemi, kemik,
akciger, karaciger, gastrointestinal sistem ve lirogenital sistemde de infiltrasyona bagh

semptomlar goriilmektedir.

2.1.4 Simiflandirma
ALL’de en uygun tedavi kararinin belirlenebilmesi i¢in; 16semik hiicrelerin,
morfolojik (French-American-British; FAB), immiinolojik ve sitogenetik ozellikleri

degerlendirilerek siniflandirilmaktadir.
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2.1.4.1 Morfolojik Simiflandirma

Bennett ve ark.’nm 1976 yilinda yaymladigi Fransiz, Amerikan ve Ingiliz
hematologlarinin ortak ¢alismasi olan FAB siniflandirmasi ‘morfolojik siniflandirma’
olarak kabul edilmektedir. Bu simiflandirmada; 1sik mikroskobunda lenfoblastlar
morfolojik olarak tanimlanir. Losemik hiicreler; hiicre boyutu, niikleusun kromatin
yapisi, niikleolus sayisi, niikleus ve sitoplazma arasindaki oran ve sitoplazmik
bazofili/vakuol varligina gore smiflandirilmaktadir. Pediatrik ALL, periferik kan ve
kemik iligindeki lenfositlerin morfolojilerine gore L1, L2, L3 olarak 3 ayr1 simifta

incelenmektedir (Faderl ve ark., 2003).
FAB siniflandirmasina gore gruplar asagida agiklandigi gibi degerlendirilmektedir;

L1 tip: Dar sitoplazmali, kii¢iik ve homojen niikleusa sahip blastik hiicrelerdir.
Cocuklarda en yaygin goriilen alt tiptir ve pediatrik ALL vakalarinin %84’iinde
goriilmektedir (Roganovic, 2012).

L2 tip: Blastik hiicrelerin sitoplazmalar1 daha biiyiik ve heterojen yapidadir.
Niikleuslar1 diizensiz ve en az bir adet biiyiik nukleolus icermektedir. Erigkinlerde en
sik rastlanan ALL tipi olup, pediatrik ALL’nin yaklasik %15’ini olusturmaktadir
(Roganovic, 2012).

L3 tip: Bu morfolojideki blastik hiicrelerin sitoplazmalar1 biiyiik, homojen,
bazofilik ve vakuolliidiir. Pediatrik ALL vakalarinin %1’inde goriilmektedir

(Roganovic, 2012).

Derin bazofilik sitoplazma ve sitoplazmik vakuolizasyon i¢in dikkat ceken L3
tipi lenfoblastlar, morfolojik olarak Burkitt’in translokasyonlari igeren lenfoma

hiicreleri ile aynidir.

2.1.4.2 immiinolojik Simiflandirma

Immiinolojideki gelismeler sonucu, B ve T hiicreleri ile ilgili elde edilen yeni
bilgiler, immiinfloresans ve akim sitometrisi yontemleri ile hiicrelerin immiinfenotipik
olarak tanimlanmasina ve siniflandirilmasina imkan vermektedir. Lenfositlerin
gelisim agamalarinda ylizey belirtecleri olarak tanimlanan ve kaybolan farkli antijenik

belirteglere yiizey farklilasma antijenleri (Cluster of differentiation, CD)
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denilmektedir. CD olarak adlandirilan bu antijenler, etiket gibi o hiicrenin hangi
gelisim asamasinda oldugu hakkinda bilgi vermektedir ve 16semilerin
siniflandirilmasina yardimci olmaktadir. Bu simiflandirma klinik olarak daha
anlamhidir ve temeli 16semi hiicre yiizeyindeki CD’lerin ekspresyonuna
dayanmaktadir. Immiinofenotipleme ile ALL, B ve T hiicreli olarak 2 ana gruba ve 4

alt tipe ayrilmaktadir.

Erken Pre-B Hiicreli ALL: Pediatrik ve yetiskin ALL vakalarinin yaklasik
%701 bu grupta yer almaktadir. Hastalarin laboratuvar sonuglarinda diisiik 16kosit
sayilar1 goriilmektedir. 1 yasindan kii¢lik pediatrik vakalarin %50’si, 1 yasindan biiyiik
pediatrik vakalarin %10’u ve yetigkinlerin %210-40’1 CD10 antijenini eksprese
etmemektedir. Bu grupta yer alan vakalarda CD10 ekspresyonunun eksikligi ve
yiiksek 16kosit sayis1 kotii prognozla iligkilendirilmektedir (Roganovic, 2012).

Pre-B Hiicreli ALL: Bu grup, sitoplazmik immiinoglobulin agir zincirlerinin
ekspresyonu ile tanimlanmaktadir. Tiim ALL vakalarinin yaklasik olarak %20’si bu
alt grupta bulunmaktadir ve pre-B hiicreleri, erken pre-B hiicrelerine benzer CD10
ekspresyon  degerleri  vermektedir. Hastalarin ~ laboratuvar  bulgulart
degerlendirildiginde, hemoglobin seviyesi, l6kosit sayis1 ve laktik dehidrogenaz

seviyelerinin normale gore yiiksek oldugu belirtilmektedir.

Olgun B-Hiicreli ALL: Morfolojik olarak FAB smiflandirmasinin L3 tip
grubuna dahil olan bu grubun vakalarda goriilme oran1 %5’ten daha azdir (Yang ve
ark., 2003). Hastalarda abdominal lenfoadenopati ve siklikla merkezi sinir sistemi

(MSS) tutulumu izlenmistir.

T-Hiicreli ALL: Pediatrik ALL vakalarinin %13-15’lik kismin1 olustururlar.
Bu gruptaki hastalar ileri yas, yiiksek 16kosit sayisi, MSS tutulumu ve mediastinal

kitlelerle iliskilendirilmektedir.

2.1.4.3 Sitogenetik Simiflandirma

ALL simiflandirilmasinin bir diger temeli sitogenetik anomalilerinin varligina
dayanmaktadir. Prediatrik vakalarda sitogenetik anomaliliklerin degerlendirilmesi,
tani, risk siiflamasi, tedavi ve prognozuna onemli katkilar saglamaktadir. Pediatrik

vakalarin %70’inde sitogenetik ve molekiiler genetik teknikleri ile tanimlanabilen
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spesifik genetik degisikliklere rastlanmaktadir. Giiniimiizde kullanilan gelismis
molekiiler genetik teknikler, genetik degisimleri en dogru sekilde tespit etmemizi

saglamaktadir (Roganovic, 2012).
Sitogenetik anomalilerin varlig1 iki farkli basamakta tanimlanmaktadir:

1- Andploidi:

a) Hiperdiploidi; pediatrik hastalarda daha sik gozlenmektedir ve iyi prognoz
sergilemektedirler.

b) Hipodiploidi; pediatrik hastalarda daha seyrek goriilmektedir ve koti
prognoz sergilemektedirler.

2- Translokasyonlar: Tiim pediatrik ALL vakalarinin yaklasik yarisi tekrarlayan
translokasyonlara sahiptir. Translokasyonlar sonucu Kkimerik proteinler
meydana gelir ve 16semik hiicrelerin ivme kazanarak artmalarina neden olurlar.
Olusan translokasyonlar, hastalarin prognozlarini iyi ve/veya kotii yonde
etkilemektedir. Tedavi protokollerinin belirlenmesinde translokasyonlar goz

Oniine alinmaktadir.

2.1.5 Risk Gruplar

Hastalar ilk anemnez/klinik verilerine gore risk gruplarina ayrilmaktadir.
Smiflandirmada dikkate alinan parametreler ise laboratuvar bulgulari, sitogenetik
ozellikleri ve tedavi yanitlaridir. ALL tedavisinde farkli kohortlar, farkli tedavi
protokolleri tercih etmektedir ve tedavi protokollerine gore risk siniflamalar
degisiklik gosterebilmektedir. Gliniimiizde uygulanan protokollere 6rnek olarak BFM,
St. Jude’s, Dana Farber, Children Cancer Group-CCG protokolleri verilebilmektedir.
Giiniimiizde ALL hastalarina dogru risk siniflamasi yapilarak uygulanan protokoller
sayesinde sagkalim oranlarinda biiyiik basarilar elde edilmektedir. Hastalarin tedaviye
verdikleri yanit ve relaps gelisim siireleri protokollerin basar1 kriterlerini
olusturmaktadir. Tedavi stratejileri, hastalarin 3 alt risk grubuna ayrilmas: ile
belirlenir. Bu gruplandirma; 16kosit sayisi, yas, 8.glinde incelenen periferdeki blast
hiicre sayis1, 15. ve 33.giin degerlendirilen kemik iligi materyalindeki blastik hiicre
sayist gibi kriterlerle beraber BCR/ABL1 ve MLL/AF4 gibi translokasyonlarin

varligina gore sekillendirilmektedir.
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ALL-BFM 2009 protokoliinde hastalar 6zellikle relaps gelisim olasiliklarina

gore risk gruplarina ayrilmaktadir. Yiiksek riskli hastalar daha yogun kemoterapi ile

tedavi edilmektedir. Tedavi; remisyon indiiksiyonu, konsolidasyon, idame ve MSS

profilaksisi olmak {izere dort fazdan olugmaktadir.

ALL-BFM 2009 Protokolii Siniflandirmasi (ALL IC-BFM 2009; Kocak ve ark., 2012;

Trujillo ve ark., 2016);
1- Standart Risk (SR)

2- Orta Risk (MR)

3- Yiiksek Risk (HR) seklindedir.

Tablo 1: ALL IC-BFM 2009 Protokoliine Gore Risk Grubunun Siniflandirilmasi

Standart Risk Grubu Orta Seviye Risk Grubu Yiiksek Risk Grubu
Tani yas1 >1 yil Tani yas1 <6 yil Tani yas1 >10 yil
veya <6 yil veya >10 yil

Lokosit sayisi
<20.000/mm?3

Lokosit sayisi
>20.000/mm?3

Lokosit sayisi
>50.000/mm?3

Periferik kandaki 8. giin
blast say1s1 <1000 / mm?3

Periferik kandaki 8. giin blast sayis1
<1000 / mm?

Periferik kandaki 8. giin
blast sayis1
> 1000/mm3

Kemik iligindeki 15. giin
blast yilizdesi
<%b5 veya > %5/< %25

Kemik iligindeki 15. giin blast yiizdesi
<%b5 ya da <%5 veya >%5/<%25

Kemik iligindeki 15. glin
blast sayis1 >%25

Kemik iligindeki 33. giin
blast yiizdesi <%5

Kemik iligindeki 33. giin blast ylizdesi
<%35 veya <%5/<%25

Kemik iligindeki 33. giin
blast ylizdesi
<%S5 veya >%5/<%25 ya da
>%25

t (9;22)[BCR/ABL1] veya
t (4;11)[MLL/AF4]
pozitifligi

Hipodiploidi < 45

! Hastalar yukarida
belirtilen tiim kriterlere
dahil olmalidir.

! Standart veya yiiksek risk gruplarinin
kriterlerine tam olarak uymayan hastalar
bu sinifta yer almaktadir.

! Hastalarin yukarida
belirtilen bir kritere dahil
olmas: yeterlidir.
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2.2 Philadelphia Kromozomu

Philadelphia kromozomu (Ph), kromozom 9 ve 22’nin uzun kollar1 arasindaki
resiprokal translokasyon sonucu akrosentrik yapidaki 22. kromozom igin kullanilan
bir tanimlamadir (Sekil 4). i1k olarak 1973 te KML hasta grubunda Rowley tarafindan
Ph kromozomu olarak tanimlanmasinin ardindan kisa bir siire sonra ALL hasta

gruplarinda da kromozomun varligi saptanmustir (Tosi ve Reid, 2016).

7 " -

&= P %f@f

Ph 22qg~

Sekil 4: Kromozom 9 ve 22 Translokasyonu Sonucu Philadelphia Kromozomu Olusumu (Lydon N;
2009)

BCR GENI

“Breakpoint Cluster Region” olarak tanimlanan BCR geni 22. kromozomun g
kolunun 11.2 olarak tanimlanan boélgesinde lokalizedir (Sekil SA) (Druker, 2001). Bu
gen, 160 kDa biiyiikligiinde islevi tam anlagilamayan bir serin-treonin kinaz
sitoplazmik proteinini sentezlemektedir (Cowan ark., 2004; Kang, 2016; Tosi ve Reid,
2016). Transkripsiyon, 5° yoniinden 3" yoniine ilerlemektedir ve bu bolgeden iki adet
MRNA transkribe edilmektedir.

BCR proteini, en ¢ok insan beyin dokusunda ve hematopoetik hiicrelerde
eksprese olmaktadir. Serin-tirozin kinaz proteinleri, hiicre siklusu diizenlenmesi,
protein fosforilasyonu, kiigiik GTPase aracili proteinler ile sinyal iletimi gibi birgok
biyolojik siiregte molekiiler fonksiyona sahiptir. Yapilan ¢alismalar dogrultusunda
protein konumlar1 incelenmistir ve boliinmenin ger¢eklesmedigi hiicrelerde

sitoplazmada lokalizeyken, mitoz boliinme evresinde kromozom ¢evresinde lokalize
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halde goriilmektedir. Protein N-terminal, merkez ve C terminal ug bdlgelerinden
olugsmaktadir. N-terminal bolgesi serin-treonin kinaz kodlamaktadir. Yine bu bolgede
bulunan coiled-coil, in vivo ortamda dimer olusumuna izin veren domain olarak gorev
yapmaktadir. Merkezde dbl benzeri ve pleckstrin-homoloji (PH) bolgeleri yer
almaktadir. PH bolgeleri, Rho guanidin degisim faktorleri iizerindeki guanidin
trifosfatin (GTP) guanidin difosfata (GDP) doniisiimiinii uyarmaktadir. Rho guanidin
degisim faktorleri de NF-Kf gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu
saglamaktadir. Proteinin C-terminal bolgesi ise, RAS sinyal yolaginda yer alan
GTPazlar aktive etme yetenegine sahip bir alan1 kodlamaktadir. Bu alan Ras guanozin
trifosfat-aktivator protein (RAC-GAP) bolgesi olarak adlandirilmaktadir (Hanfstein ve
ark., 2011).

BCR geni ii¢ ana kirilma noktasina sahiptir (Hanfstein ve ark., 2011). Bunlar,

makro-bcr (M-bcr); KML hastalarimin  ¢ogunda ve Ph-pozitif ALL
hastalarinin iicte birinde goriilmektedir. Kirilma, el12 ila e16 ekzonlarini i¢ine alan 6
kb'lik bir bolgede meydana gelmektedir. Kirllma sonucunda 210 kDa agirliginda,
el3a2 veya el4a2 bolgelerinden transkripte edilen p210BCR-ABLI olarak tanimlanan
bir flizyon proteini olusmaktadir (Sekil 5B) (Rowley ve ark., 2015).

mindr-bcr (m-ber); Ph-pozitif ALL hastalarin ¢gogunlugunda ve nadiren KML
vakalarinda goriilmektedir. BCR geninin 1. ekzondan sonra “e2' ve e2” olarak
tanimlanan 54 kb’lik ekzon bolgesinde meydana gelen kiigiik kirilma alanidir. Kirilma
sonucunda 190 kDa agirliginda transkripte edilen pl90BCR-ABL1 olarak tanimlanan
bir fiizyon proteini olusmaktadir (Sekil 5B) (Rowley ve ark., 2015).

mikro-ber (p-ber); KML ve nétrofilik KML vakalarinda goriilmektedir
(Hanfstein B. vd. , 2011). Bu kirilma noktas1 19. ekzondan sonra gerceklesmektedir
ve 230 kDa biiyiikliigiinde fiizyon proteini kodlamaktadir (Sekil 5B) (Rowley ve ark.,
2015).
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Sekil 5: BCR Geninin Kromozomal Lokasyonu (A), Gen Kirilma Noktalar1 (Yan oklar ile
gosterilmistir.) ve Protein Bolgeleri (B) (https://ghr.nm.nih.gov/gene/BCR; Rowley ve ark., 2015)

ABL1 GENIi

ABL1 geni, 9. kromozomun uzun kolunda “q34.12” bolgesinde yer almaktadir
(Sekil 6A). Bu gen, v-ABL (Abelson murin Losemi Viriis) adli onkogenin insandaki
homologudur (Ailles ve ark., 2004, Apperley, 2007; Ito, 2013; Jamieson ve ark., 2004;
Kang, 2016; Tosi ve Reid, 2016). Abl1 proteini, belirli pozisyonlara oksijen ve fosfat
grubu ekleyerek diger proteinlerin aktivitesini degistiren kinaz enzimi olarak islev
gormektedir. 145 kDa biiyiikliigiinde eksprese edilen protein, hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi, hiicre farklilagmasi, hiicre adezyonu, integrin sinyal iletimi, hiicre gogii
ve hiicrenin genotoksik strese cevabi gibi bircok farkli isleve sahip sitoplazmik ve

niiklear nonreseptor tirozin kinazdir.

ABL’in tirozin kinaz aktivitesini N-terminal ucunda bulunan ii¢c SRC Homoloji
(SH) bolgesi belirlemektedir (Sekil 6B). Bu bolgeler SH1, SH2 ve SH3’tiir. SHI
bolgesi tirozin kinaz aktive bolgesidir ve SH bdlgeleri igerisinden en 6nemli olanidir
(Laneuville ve ark., 1995). SH3 bolgesi, SH1 bdlgesinin negatif diizenleyicisidir. SH2
bolgesinin  fonksiyonel bozuklugu sonucunda fosfotirozine baglanma ilgisi
kaybolmaktadir ve ABLI'in transforme olma kapasitesinde azalma meydana
gelmektedir (Deininger ve Vierra, 2000). C-terminal bolgesi ise, niikleer lokalizasyon
sinyallerini ve ayrica DNA ve aktin baglayici motifleri icermektedir. ABL1 geninin

kirilma noktalar1 ¢cogunlukla ilk ekzondaki 150 kb’lik bolgede goriilmektedir. Nadir
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durumlarda ise ekzon 1b’nin iist veya ekzon 1a’nin alt kisminda ger¢eklesmektedir.
ALL’de goriilen p190 proteini ela2 bolgesinden transkribe edilmektedir (Rowley ve
ark., 2015).

A) ISl B)

p2z.3

S MYR.

S 1 A
Q2.2 SH3 SH2 SHI NLS DNA Aktin
qz22.32 bind. bind.

ABL 242z

Sekil 6: ABL Geninin Kromozomal Lokasyonu (A), Gen Kirilma Noktalar1 (Dik oklar ile
gosterilmistir.) ve Protein Bolgeleri (B) (https://ghr.nm.nih.gov/gene/ABL1; Rowley ve ark., 2015)

BCR/ABLL1 translokasyonu (Ph kromozomu) pediatrik ALL vakalarinin yalnizca
%3-5’inde meydana gelmektedir. BCR-ABL1 fiizyon geni [t(9:22)(q34;q11)] olarak da
tanimlanmaktadir (Sarah ve ark., 2017; Tasian ve ark., 2017). Meydana gelen flizyon
proteini sonucu protein kinaz ya da transkripsiyon faktorleri aktiflesmektedir. Kirilan
BCR gen bolgesi her zaman ABL1 geninin a2 ekzon bolgesine transloke olmaktadir.
Bu nedenle ABL1'in N-terminal bolgesi harig tiim bolgeleri ifade edilmektedir. Olusan
her bir filizyon proteininde ABL tirozin kinaz ayni bolge ile kodlanmaktadir. Olusan
proteinlerdeki farklilik BCR’mn N-terminal boélgesindeki kirilma noktalarindan
kaynaklanmaktadir. Pediatrik BCR/ABL1 pozitif ALL vakalarinda 190-kb protein
(p190) iretilirken (Sekil 7), KML’de 210-kb (p210) biiyiikligiinde protein
sentezlenmektedir. Ph kromozomu, erigkin vakalarin %25’inde ve KML vakalarinin
%095’inde mevcuttur. Pediatrik ALL’de goriilen Ph kromozomu, genellikle biiyiik yas
ve tam aninda yiiksek 16kosit sayist ile iliskilidir. Immiinfenotip siniflandirmada tipik
olarak pre-B-hiicreli ALL, morfolojik smiflandirmada ise L1 ve L2 tipleri
goriilmektedir. ALL vakalari icerisinde Ph kromozomunun goriilmesi kotii prognoz ile

iliskilendirilmektedir.
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Sekil 7: ALL’de BCR-ABL1 Translokasyonu Sonucu Olusan p190 kDa Protein Semasi
(Rowley ve ark., 2015)

BCR/ABL1 fiizyon proteininin 4 yoldan malignite olusumunu tetikledigi
belirtilmektedir. Bu yollar;

1. Hiicrenin adezyon 6zelliklerini degistirmek,

2. Mitojenik aktivasyona yol agmak,

3. Apoptozu inhibe etmek,

4. Tirozin kinaz aktivitesini inhibe edici proteinlerin yikimina yol agmaktir.

Hastalarin klinik tanilarindan sonra planlanan tedavi protokollerinde Ph
kromozomunun varligr c¢ok belirleyicidir. Kromozom varliginin belirlenmesinin
ardindan etkin ilaglarin tedavi protokollerine eklenmesi, hastalarin prognostik
seyirlerini Onemli Olgiide etkilemektedir. Bu nedenle vakalarin sitogenetik
siniflandirilmasi yapilirken birgok translokasyon gbéz Oniine alinmaktadir (Tosi ve

Reid, 2016).

Pediatrik ALL vakalarinda Ph kromozomunun varligi ya da yoklugu Ph pozitif
ve/veya Ph negatif grup olarak tanimlanmaktadir. 2009 yilinda birbirinden bagimsiz
iki ¢alisma grubunun elde ettigi sonuglar dogrultusunda Ph benzeri ALL grubu
tanimlanmistir. Ph pozitif kromozom yapisina sahip ALL hastalarinda p190kB

biiyiikliigiinde fiizyon proteini Olusmaktadir ve bu protein yiiksek tirozin kinaz
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aktivitesine neden olmaktadir. Ph negatif ve Ph benzeri ALL hastalarda ise fiizyon
proteini bulunmamaktadir. Fiizyon proteinleri disinda, gruplar arasinda gen ifade
profilleri karsilastirilmistir ve Ph benzeri grubun Ph pozitif hasta grubuna benzer
profile sahip oldugu bildirilmektedir. Ph benzeri ALL grubu, fiizyon proteini a¢isindan
Ph negatif ALL gibi tanimlanan ve uygulanan tedavilere cevap alinamayip yliksek
mortalite oranlarina sahip, Ph pozitif gen ifade profillerine benzer gen ifade
profillerinin goriildiigii hasta grubu olarak tanimlanmaktadir. Ph benzeri hasta
grubunun tanimlanmasindan sonra etkin tedavi protokolleri, Ph pozitif tedavi
protokolleri ile ilerletilmekte ve sagkalim oranlarinin yiikseldigi yapilan ¢aligmalar ile

gbzlemlenmektedir.

2.2.1 Philadelphia Kromozomu Pozitif Akut Lenfoblastik Losemi

ALL’de yiiksek riskli alt grup olarak tanimlanan Ph kromozomu pozitif, yapisal
olarak aktif bir tirozin kinaz olan BCR-ABL1 fiizyon proteinini traskripte etmektedir.
BCR-ABLL1 fiizyonu, KML vakalarininin %95’inde, pediatrik ALL vakalarinin ~%3
ila %5’inde ve %25 oraninda yetiskin ALL'de goriilmektedir (Kang, 2016). Ph pozitif
ALL, tiim yas gruplarinda kotii prognoz, tanida yliksek CNS tutulumu, yiiksek 16kosit
sayist ve erken donem ¢oklu ilag direnci gelisimi ile iligkilidir ve yaklasik %70’inde

IKZF1 delesyonu bulunmaktadir (Bernt ve Hunger, 2014; Fielding, 2010).

2.2.2. Philadelphia Kromozomu Benzeri Akut Lenfoblastik Losemi

Kanserin molekiiler karakterizasyonu ve farkli alt tiplerinin kesfi; tan1 ve/veya
prognozu Ongorebilecek biyobelirtegleri tespit edilmesi, hedefe yonelik tedavilerin
gelistirilmesinin 6niinii agmistir (Pui ve ark., 2015;Wells ve ark., 2017). Tibbin
temelini olusturan molekiiler alt tiplendirmeler 1970’11 yillarda, 16semi hastalarinin
prognozunu belirlemek icin T hiicreli membran belirteclerinin kullanilmasiyla
baslamistir (Pui ve ark., 2015;Wells ve ark., 2017). Ph kromozomu olarak tanimlanan
(BCR/ABL1 fiizyonu), t(9;22)(q34;q11) translokasyonu sonucu olusan BCR/ABL1
kimerik/flizyon proteini, pediatrik ALL’nin %3-5’inde ve yetiskin ALL olgularinin
yaklasik %25’inde bulunmaktadir. Sitoplazmik tirozin kinaz ailesinde yer alan ABL1
proteininin translokasyon sonucu aktif forma donmesi ile KML’de protein agirligi 210

kd ve ALL’de protein agirhigr 190 kd olarak ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Ortaya ¢ikan
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kimerik protein, protein kinaz aktivitesini arttirarak miyeloid ve lenfoblastik
hiicrelerin asir1 ¢ogalmasina neden olmaktadir (Bernt ve Hunger, 2014).

Losemik lenfoblastlarin sitogenetik ve molekiiler genetik o6zelliklerinin
incelenmesi ile birbirinden bagimsiz iki arastirma grubu, 2009 yilinda Ph benzeri
ALL’yi tammmlamustir (Pui ve ark., 2015; Pui ve ark., 2017). Ph benzeri ALL, yeni
tanimlanmus yiiksek riskli pre B-hiicreli ALL alt tipidir. Ph pozitif ALL'ninkine benzer
bir gen ekspresyon profili ile karakterize edilmekle birlikte, bu alt tipte BCR-ABL1
flizyonu mevcut degildir (Pui ve ark., 2015;Wells ve ark., 2017). Ph benzeri ALL
prevalansi; yasa, cinsiyete, etnik kokene ve Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii’ne
(NCI) gore tanimlanmis risk gruplart ile belirlenmektedir (Pui ve ark., 2017). Ph
benzeri ALL, B-ALL’nin SR smiflamasinda yer alan gocuklarin %10'unda ve NCI’a
bagvuran ¢ocuklarin %15'inde goriilmektedir ve neredeyse Ph-pozitif ALL'den 3 kat
daha yaygindir. Minimal rezidiiel hastalik (MRD) seviyelerinin degerlendirildigi ilk
klinik ¢aligma olan St. Jude Total XV’de, Ph benzeri ve Ph benzeri olmayan ALL hasta
gruplart karsilasgtirilmistir. Cinsiyetin erkek olmasi, Down sendromlu olmasi ve
remisyon indiiksiyonu sirasinda ve/veya sonrasinda MRD’ nin yliksek seviyesi iki grup
arasindaki farki olusturmaktadir. Ph benzeri grup, Ph benzeri olmayan hasta grubuna
gore daha yiiksek MRD seviyelerine sahiptir ve bu nedenle Ph benzeri gruba daha
yogun post-remisyon tedavisi uygulanmaktadir (Ph benzeri %60, Ph benzeri olmayan
%41) (Pui ve ark., 2017). Ph pozitif ALL ile benzer sekilde Ph benzeri ALL
hastalarinda da yas artikca kotii prognoz goriilmekte ve bu hastalarda tanmi sirasinda
>50.000/uL baslangi¢ 16kosit degeri tespit edilmektedir (Loh ve Tran, 2016). Bunun
yaninda, Ching-Hon Pui ve arkadaslar1 2017°de yayinlanan ¢aligmalarinda, Ph benzeri
ALL hastalarinin  genomik degisimlerinin diger yiliksek riskli kohortlar igin
bildirilenlerden farkli olabilecegine dikkat ¢ekmistir (Pui ve ark., 2017).

Ph benzeri ALL’de goriilen genetik degisimler mevcut sitokin reseptorii veya
kinaz flizyonunun tipine bagli olarak 5 ayr alt grupta incelenmektedir:
1. CRLF2'nin yeniden diizenlenmesi ve JAK2 mutasyonlar1 (Sekil 8),
2. ABL sinifi genlerin yeniden diizenlenmeleri veya mutasyonlari (Sekil 8),

3. EPOR geninin yeniden diizenlenmesi,
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4. JAK-STAT/MAPK sinyal yolaklarin1 aktive eden delesyonlar veya dizi

mutasyonlar1 ve

5. Nadir goriilen Ras yolagi ( KRAS, NRAS, NF1, PTPN11) mutasyonlaridir.
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Sekil 8: B hiicreli ALL'de ABL ve JAK2 sinifi tirozin kinaz aktive edici fiizyonlar (Boer ve Den Boer ,
2017)

IKZF1 geni; lenfoid transkripsiyon faktorii Ikaros’u kodlamaktadir. Ikaros'taki
degisiklikler, tirozin kinaz ile aktive olan Ph benzeri vakalarinda siklikla
goriilmektedir. Delesyonlar ve mutasyonlar da dahil olmak tizere IKZF1 degisiklikleri;
ABL/JAK sinifi fiizyon vakalarinin %50-100'tinde, EPOR'un yeniden diizenlendigi
hastalarin yaklagik %78'inde ve CRLF2-yeniden diizenlenmis hastalarin ise %40-
70'inde goriilmektedir (Sekil 11). Ph benzeri hastalarda, Ph pozitif ALL hasta
gruplarindaki genetik degisimlere benzer sekilde IKZF1 degisiklikleri goriilmektedir.
Ph pozitif ALL'de en sik goriilen IKZF1 degisimleri ekzon 4 ve 7’de goriilen
delesyonlardir. Giinlimiizde, ¢esitli IKZF1 delesyon tipleri arasindaki patobiyolojik
farklar yeterince bilinmemektedir, ancak IKZF1 delesyonlarinin tiim tipleri kotii
prognoz ile iligkilendirilmistir. Deneysel modellerdeki molekiiler ¢aligmalar, Ikaros'un
Ph pozitif hiicrelerinde hiicre siklusunu durdurdugunu ve 16semi regresyonuna aracilik
eden bir timdr baskilayici olarak islev gordiigiinii belirtmektedir (Boer ve Den Boer,
2017). IKZF1’deki delesyonlar ve mutasyonlar, Ph pozitif ve Ph benzeri B-ALL’de
goriilme orani sirastyla %70 ve %40°dir (Woo ve ark., 2014). Ph benzeri ALL tanisi
almig 15 ¢ocugun dahil edildigi bir arastirmada; hastalara ait transkriptom analizleri

ve tim genom dizi analizleri gerceklestirilmistir. 15 hastada da sitokin reseptori,
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tirozin kinaz genlerinin diizenini bozan ALL kromozomal yeniden diizenlemeleri veya
dizi mutasyonlar1 tanimlanmistir (Roberts ve ark., 2014). Ayrica kinaz aktive edici
bazi smiflar da tanimlanmistir. Bunlar: JAK/STAT sinyalizasyonunu aktive eden
degisimler (CRLF2, JAK2, EPOR), ABL sinifi fiizyonlar1 (ABL1, ABL2, CSF1R,
PDGFRa, PDGFRp) ve RAS sinyal yolu mutasyonlar1 (KRAS, NRAS, NF1,
PTPN11)’dir. En biiyiik tirozin kinaz aktivasyon lezyonlari, JAK/STAT sinyal
yolunun aktiflesmesi sonucu olusmaktadir (Pui ve ark., 2017). Sitokin reseptorlerinin
ve JAK ailesi tiyelerinin rolii, B-ALL ¢alismalarinda biiyiik 6neme sahiptir. JAK ailesi,
JAK-STAT sinyal yolagi ile iligkili reseptor olmayan dort tirozin kinazi (JAK1, JAK?2,
JAK3, TYK2) kodlar. Kodlanan tirozin kinazlarda meydana gelen mutasyonlar, yiiksek
riskli pediatrik B-ALL vakalarinin yaklasik %10'unda goriilmektedir (Woo ve ark.,
2014).

CRLF2'deki degisimler (Xp22.3/Yp1l.3); pediatrik B-ALL vakalarimin
%38’inde, yiiksek riskli B-ALL vakalarinin ise %15’inde goriilmektedir. Ph benzeri
ALL hasta grubunun yaklasik %50’sinde CRLF2 yeniden diizenlenmesinin s6z konusu
oldugu tespit edilmistir. Genel olarak, CRLF2’nin asir1 ekspresyonuna neden olan

birkac genetik diizenlenme vardir. Bu diizenlenmeler 3 yolla ger¢eklesmektedir (Sekil

9):

1. P2RY8-CRLF2 fiizyonuna neden olan cinsiyet kromozomlarinin
psddoautozomal bolgesinin fokal interstisyel delesyonu,

2. CRLF2’nin, immiinoglobiilinin agir zincir arttirici bdlgesine translokasyonu
(IGH-CRLF2) veya,

3. CRLF2’yi aktiflestiren F232C nokta mutasyonu.
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Sekil 9: Ph benzeri ALL'de CRLF2 diizenlenmeleri (Tasian ve ark., 2017)

CRLF2 yeniden diizenlenmeleri, ¢ogunlukla 16komogeneze yol acan STATS
yolaginin aktivasyonuyla sonug¢lanmaktadir. Son donemde gergeklestirilen ¢aligmalar
ile, PI3K/mTOR sinyal yolagi da 16komogenez siirecine dahil edilmistir (Pui ve ark.,
2017; Woo ve ark., 2014). CRLF2 yeniden diizenlenmenin goriildiigii ¢ocukluk ve
ergenlik cagi hastalarinin yaklasik yarisinda, Janus Kinaz genleriden JAK1 ve
JAK2’nin ayn1 zamanda aktive olacagi mutasyonlar goriilmiistiir ve bu durum JAK-
STAT sinyalizasyonunun aktivasyonu ile sonuclanmaktadir. Diizenlenmenin
goriildiigli vakalarin yaklasik %40’1 JAK2 mutasyonlarin1 barindirmaktadir. En sik
goriilen mutasyon psddokinaz bolgesinde bulunan R683G nokta mutasyonudur (Pui
ve ark., 2017; Woo ve ark., 2014). Lokomogenez siirecinin incelendigi ¢alismalarda,
ABL kinaz smifi ve JAK2 genlerinin olusturdugu yeni translokasyonlar saptanmigtir ve
bu fiizyon proteinlerinin Ph benzeri gruplara 6zel oldugu belirtilmektedir. ABL sinifi
ve JAK2 fiizyon proteinleri, pediatrik ve yetiskin Ph benzeri hastalarin %18.25’inde
goriilmektedir. Fiizyon proteinlerinin subseliiler konumunun arastirilmasi ile bir¢ok
JAK?2 fiizyonu hiicresel diizeyde incelenmis ve bu proteinlerin ¢cogunun (PAX-JAK2
fiizyon proteini harig) sitoplazmik oldugu goriilmiistiir (Boer ve Den Boer, 2017).

Ph benzeri ALL’nin %13’iinii igeren ikinci ana alt grup, ABLI, ABL2, PDGFRf
ve CSF1R gibi ABL sinifi genlerin yeniden diizenlenmeleri goriilmektedir. JAK2 ve
EPOR diizenlenmelerinin birlikte goriilme orani, Ph benzeri ALL’li hastalarda
%]11°dir. Tek basina EPOR diizenlenmeleri ise Ph benzeri ALL’nin ~%4’{inde
tanimlanmistir (Sekil 10) (Loh ve Tran, 2016).
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Sekil 10: Ph Benzeri ALL’de ABL Simifi kinaz flizyonlar1 ve diger JAK sinyal yolu degisimleri (Tasian
ve ark. 2017).

Ph benzeri ALL, gen ekspresyon profillerinin analiz edildigi ¢aligmalar ile
tanimlanabilmektedir. Ayrica bu alt grup, ekspresyon profili olarak Ph pozitif alt gruba
benzer gen ifade profilleri gostermektedir. Ph benzeri hastalarin kemoterapi siirecleri
kotii progroz ile iliskilendirilmektedir. Tan1 amagh gergeklestirilen sitogenetik testler
sonucu Ph benzeri ALL hastalar1 kimerik proteini bulunmadigi i¢in Ph negatif grup
olarak tani almaktaydi. Bu nedenle Ph benzeri hasta grubuna Ph negatif tanisi almis
hastalarin klasik tedavi protokolleri uygulanmaktadir. Gergeklestirilen g¢alismalar
151g¢inda, ABL sinifi flizyonlar goriilen Ph benzeri ALL vakalarinin tedavilerine ABL
inhibitorlerinin eklenmesi ile remisyon saglandigi belirtilmistir. Ph benzeri hasta
grubunda ¢ogunlukla ABL sinift ve JAK-STAT sinyal yolag: degisiklikleri goriilse de,
ABL smifi veya JAK inhibitorleri tarafindan inhibe edilemeyen birka¢ kinaz
degisiklikleri de vardir (6rn.,BLNK, NTRK3 ve TYK2). Gelecekteki ¢alismalar, bu
kinazlar1 hedefleyebilecek inhibitorler i¢in planlanmalidir. Ph benzeri ALL nin tedavi
protokollerine Ph pozitif i¢in kullanilan tirozin kinaz inhibitorlerinin (TKI) eklenmesi
hasta grubunun etkin tedavi almasini saglamaktadir (Pui ve ark. 2017).

Tirozin kinaz aktive edici lezyonlari olan hastalarin ¢ogunlugu indiiksiyon
kemoterapisine zayif yanit verir. Pediatrik caligmalarda bu hastalara kok hiicre
transplantasyonu ile kombine edilmis yogun kemoterapi uygulandigi ve bes yillik

olaysiz sagkalim oranlarinin ABL sinifi fiizyonlarda %50-89, JAK2/EPOR/CRFL2
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sapmalari i¢in %67 oraninin altinda oldugu bildirilmistir (Sekil 9) (Pui ve ark. 2017).
Translokasyonlar sonucu olusan “flizyon” genlerinin sentezledigi yeni proteinler,
hastaligin seyrine etkisinin bilinmesi ve yeni tedavi prensiplerinin gelistirilmesi
acisindan yol gosterici olmaktadir. Spesifik kromozomal diizensizliklerin hastaligin
tanis1 ve tedavisi sonrasinda kalitatif ve kantitatif olarak saptanmasi; hastaligin takibi,
terapotik ilaca verilen yanitin degerlendirilmesi ve MRD takibi bakimindan da biiyiik

onem tagimaktadir (Pui ve ark. 2017).

2 fusions  EPOR
3 -

IKZF1 other delet®"

Sekil 11: Tirozin kinaz fiizyonuna sahip hastalarda; IKZF1 delesyonlar1 sik goriiliirken, CRLF2’nin
yeniden diizenlendigi hastalar ¢ogunlukla JAK2 mutasyonlarina sahiptir (Boer ve Den Boer, 2017).

Ph benzeri ALL’li hastalarin tan1 almasi oldukga gii¢ oldugundan, son yillarda
yapilan ¢alismalar gesitli ayirt edici tan1 yontemlerinin gelistirilmesine odaklanmistir.
2016 yilinda, Diinya Saghk Orgiiti (WHO) 2008 baskisini revize ederek bu hasta
grubunun tanisal giicliigline dikkat ¢ekmistir. Giiniimiizde, farkli pediatrik c¢alisma
gruplar1 ve merkezleri klinik ¢aligmalarin cografi yapisina, hastalarin etnik kokenine,
test edilecek hasta sayisina, tani laboratuvarlarindaki genom/transkriptom dizileme
altyapisinin kullanilabilirligine ve klinik hedefe dayanarak Ph benzeri ALL'nin teshisi
ve karakterize edilmesi i¢in farkli stratejiler gelistirmektedir. Tan1 yontemlerini
uygularken dikkat edilmesi gereken en Onemli parametreler; molekiiler
karakterizasyonun dikkate alinmasi ve hedeflenen terapiye potansiyel olarak uygun

olan molekiiler lezyonlarin tanimlanabilmesidir (Pui ve ark., 2017).
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Sekil 12: Ph benzeri ALL’de Tan1 Algoritmalari, A: Genis tabanli Ph benzeri ALL Tan1 Algoritmast,
B: Asamali Ph benzeri ALL Tam Algoritmasi (Siegele ve Nardi, 2018)

2.2.2.1. Philadelphia Benzeri Akut Lenfoblastik Losemi Tam1 Yontemleri

Ph benzeri ALL’nin patolojik tanisi ve alt siniflandirmasinda kullanilan
metodolojiler avantaj ve dezavantajlari yoniinden ele alindiginda 6 alt baglik altinda
degerlendirebilir (Sekil 12).

2.2.2.1.1 Akis (Flow) Sitometri Yontemi
Akis sitometri, B-ALL tanisi i¢in yaygin olarak kullanilan, hizli ve uygulama
kolaylig1 olan bir yontemdir. Akim sitometresi yonteminde siispansiyon halindeki

hiicre ya da partikiiller lazer 15181 ile aydinlatilan bir bélmeden gecirilir; hiicrelerin
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lazer 6niinden gecerken verdikleri sinyaller g6z oniine alinarak analiz gergeklestirilir.
Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin biiyiikliigli, graniilarite gibi fiziksel 6zellikleri
olabilecegi gibi; hiicreye baglanan ¢esitli florokromlar da olabilmektedir. Deney
sonucunda hiicre ya da partikiiliin immiinfenotipi, DNA igerigi, enzim aktiviteleri,
hiicre membran potansiyeli ve canlilig1 gibi cesitli 6zellikleri hakkinda bilgi elde
edilmektedir. Akis sitometri yonteminde perifer kan 6rnegi, kemik iligi aspirasyon
materyali ve biyopsileri, ince igne aspirasyon materyalleri ve tiim viicut sivilarindaki
hiicrelerin analizi gergeklestirilebilir. Akut losemilerin %95 i temel antikorlarin
kullanildig1 bir panel ile tanimlanmaktadir (Tablo 1). Ph benzeri ALL tanisinda akis
sitometri yonteminden faydalanmak prognostik acidan onemlidir. Ph benzeri ALL
vakalarinda da B-ALL alt tiplerindeki gibi CD19* ve CD10" varlig1 gériilmektedir. Ph
benzeri ALL vakalarinin tanisinda, yiiksek CRLF2 ekspresyon seviyeleri; JAK2/JAKL,
IL7R genlerindeki mutasyonlar da dahil olmak iizere, JAK-STAT sinyal yolundaki
genetik degisimler de degerlendirilmektedir. Her yontemde oldugu gibi akim
sitometrisinden yararlanirken de tani i¢in standardize edilmis yoOntemlerin tercih
edilmesi, cihazin optimum kosullara uygun olmasi ve cihaz kalibrasyonu testin

giivenilirligi agisindan 6nemlidir (Dalva K, 2012; Siegele ve Nardi, 2018).

Tablo 2: Akut Lésemi Tamisinda Kullanilan Temel Antikorlar ve Immiinolojik Alt Tipler

HUCRE SERiSi TiPiK BELIRTECLER
B Hiicre Serisi CD19+, CD22+, CD79a+,slg+, slgu+, slgic+ veya sigh+ ; CD19", CD34™,

CD10™, CD20™", CD22™, slgk™, slgr™"

Prekiirsor (Pre)-Pre-B - CD19+, CD22+, CD79a+, slgk+, ylgu-, HLA-DR+
CD10-
Erken Pre-B  CD10+, TdT4
Pre-B  CD10+, slg+
Common CD3+, slg-

T Hiicre Serisi CD7+, sCI3+ ; CD7", CD34™, TdT™, CD1™, CD2™, CD3"™", CD5™,
CD4™, CD8™
T Hiicreli  CD2+, CD1+, CD4+, CD8+, HLA-DR-, TdT+
Pre-T  CD2-, CD1-, CD4-, CD8-, HLA-DR+, TdT+

M Hiicre Serisi CMPO", CD13", CD33", CD34", CD117", CD11a™, CD11b™", HLA DR,
CD14™, CD68™, CD41™, CD61™", cCD235a(Gly-A)™

Temel Antikorlar; *Hiicre Seri Belirteci, **Matiirasyon Belirteci, ***Diger Karakteristik Belirtegler
sCD3: sitoplazmik CD3, slg: sitoplazmik immiinoglobulin, ylg: yiizey immiinglobulin, TdT: terminaldeoksiniikleotit transferaz,

B: B lenfosit hiicresi, T: T lenfosit hiicresi, M: Miyeloid hiicresi, “+”: pozitif, “-” : negatif, “+” : degisken

35



2.2.2.1.2 Gen Ekspresyon Profilleri

Mikroarray’ler (mikrogipler ve mikrodizilimler), birgok biyolojik sistemde
oldugu gibi, hematolojide de yliksek ciktili gen ifade analizleri i¢in rutin olarak
kullanilma amaciyla gelisen bir teknolojidir. Bu yontem ile, ayni anda bir ¢ok genin
ifadesini analizlemek miimkiindiir. Cok sayida DNA molekiiliiniin lamlar ya da naylon
membranlar iizerine noktalanmasi ile mikroarrayler olusturulmaktadir. Kullanim
alanlari, gen ifade profillerinin arastirilmasi, mutasyon taramasi ve analizi,
genotipleme caligmalari, genlerin ve klonlarin haritalanmasi, mikrodelesyon ve
kromozomal aberasyonlarin tespiti olarak siralanabilir. Hastalik tanisinda kullanilan
mikroarray platformlarinin en 6nemli avantajlari, ayni anda bir¢ok gen ile ilgili bilgi
alinmasi, hizli sonug elde edilmesi, deney siirecinin kisa olmasi, glivenilir olmasi1 ve
sistemin optimizasyonu sonrasinda diger yontemlere gore daha ucuz olmasidir.
Mikroarray’ler hematolojik malignitelerin molekiiler tanisinin dogru olarak
yapilmasinda yaygin olarak kullanilmaya aday gosterilmektedir. Ayrica mikroarray
analizleri tiimor gelisiminde hangi genlerin ve biyolojik siireglerin sorumlu
olabilecegini gostermektedirler. Mikroarray uygulamalari, giiniimiizde yaygin olarak
[llumina, Agilent ve Affymetrix platformlarinda gergeklestirilir. Ticari olarak
kullanilan mikroarrayler Affymetrix platformlaridir. Gen ekspresyon analizi, Ph
benzeri ALL’nin tanisinda “altin standart” olarak kabul edilmektedir. Yontem; mRNA
ekstraksiyonu ve ardindan gen ekspresyon analizini i¢cermektedir. Son yillarda
gerceklestirilen ¢aligmalar dogrultusunda Affymetrix platformlar ile yiiksek uyum
gosteren, TagMan tabanli, 8 veya 15 genli diisiik yogunluklu dizi (Tagman Low-
Density Array/TLDA) platformlar1 gelistirilmistir. Bu yontem sadece Klinik
Laboratuvar lyilestirme Degisiklikleri (Clinical Laboratory —Improvement
Amendments, CLIA, klinik denemeler ve temel arastirmalar hari¢, Amerika Birlesik
Devletleri'nde insanlar iizerinde yapilan tiim klinik laboratuvar testlerine uygulanan
ABD federal mevzuat standartlaridir.) onayli laboratuvarlarda Ph benzeri ALL
teshisinde kullanilmaktadir. Bu metodoloji genel olarak, hematolojik malignitelerin 6n
bilgi olmadan simiflandirilmasinda, yeni alt gruplarin belirlenmesinde, hastaligin
tanisinin  dogru olarak yapilmasinda, tedaviye cevabin ve relapsin Onceden
belirlenmesinde ve en 6nemlisi tedavi i¢in yeni hedeflerin bulunmasinda mikroarray

platformlar1 biiylik 6nem tasimaktadir (Boylu, 2012; Siegele ve Nardi, 2018).
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2.2.2.1.3 Sitogenetik

Geleneksel karyotipleme yontemi, kromozomal anomalilerin belirlenmesinde ve
bilinmeyen veya beklenmeyen yeniden diizenlenmelerin tespitinde kullanilmaktadir.
Sitogenetik yontemler ile Ph benzeri ALL vakalarinda goriilen ETV6-RUNX1 ve
CRLF2’nin interstisyel delesyonlarinin belirlenemeyecek olmasi yontemin sinirlayici
yoniinii olusturmaktadir (Siegele ve Nardi, 2018). Ayrica, Ph benzeri alt grubuna ait
cok sayida genin ifadesindeki degisikligin sitogenetik analizler ile ayirt edilebilmesi

miimkiin olamadigindan bu yontem ciddi sinirlamaya sahiptir.

2.2.2.1.4 Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH)

FISH yontemi, c¢alisilacak gen problarinin dnceden belirlenmesi kosuluyla
geleneksel karyotiplemeden daha yiiksek hiz ve ¢oOziiniirliikte kromozomal
anomalilerin tanimlanmasini saglamaktadir. Ph benzeri hastalarin tanisinda spesifik
FISH panelleri kullanilmaktadir ancak analizin pozitif bulgusu sonucunda tespit edilen
translokasyonlar1 tanimlamak ic¢in ek fiizyon problarina veya ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) gibi ek testlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Birkag
genin (0rn; inv (9) PAX5-JAK2 flizyonu, del(X)(p22p22)/del(Y)(pllpll) sonucu
olusan P2RY8-CRLF2 fiizyonu gibi) yeniden diizenlenme bulgularini es zamanh
olarak bu metodoloji ile tespit etmek miimkiin degildir ancak CLIA onayh
laboratuvarlar; Ph benzeri ALL vakalarinin tan1 ve karakterizasyon basamaklarinda

kullanilmak {izere ¢ok yonlii FISH testlerini nermektedir (Siegele ve Nardi V, 2018).

2.2.2.1.5 Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RT-PCR; RNA molekiillerinin retroviriislerden izole edilen revers transkriptaz
enzimi yardimiyla komplementer DNA (cDNA) sentezini gerceklestirmesi sonucu,
gen ekspresyon analizlerinin yapilabildigi cDNA’nin ¢ogaltimini ve liriinlerini tek bir
tipte belirlemeyr miimkiin kilan hizli, hassas ve flizyon partnerlerinin varligim
tanimlayabilmek i¢in kullanilan multipleks 6zellikte bir yontemdir. Bu metodoloji ile
reaksiyon bagina 30 veya 50 gen probu kullanilarak genis bir translokasyon aralig: testi
gerceklestirilir ancak yeni olusan flizyonlar RT-PCR yontemi ile tespit edilemez.
CLIA sertifikali laboratuvarin bazilarinda Ph benzeri ALL’nin tam1 ve
karakterizasyonu i¢in multipleks RT-PCR panelleri kullanilmaktadir (Pehlivan, 2003;
Sayitoglu, 2012; Siegele ve Nardi, 2018).
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2.2.2.1.6 Dizileme Teknolojileri

Ph benzeri ALL’de genomik diizenlenmelerin ve klinik sonuglar ile yapilacak
korelasyonlarin tespiti i¢in dizileme teknolojilerinin ¢alismalara dahil edilmesi 6nem
tasimaktadir. Ph benzeri ALL hastalarinin tanisinda kullanilan Yeni Nesil Dizileme
(Next Generation Sequencing, NGS) yontemleri birgok avantaj ve dezavantaja
sahiptir. Yeni olusan fiizyonlarin belirlenebilmesi, sekonder mutasyonlarin
analizlenebilmesi, daha hassas ve duyarli sonuglarin elde edilebiliyor olmasi sistemin
dikkat ¢eken avantajlarini olustururken, NGS tabanli bazi yontemlerde yeni fiizyon
partnerlerinin tanimlanamamasi, yiiksek maliyet, tan1 siirelerinin uzun olmasi ve altin
kural sayilan temel yontemler ile dogrulanma gerekliligi bu yontemin dezavantaji
olarak goriilmektedir. Kullanilan yontemler; Hibrit yakalama (Capture)-bazli hedefli
NGS, Kanca (Anchored) multipleks PCR-bazli hedefli NGS, Tiim ekzom dizileme,
Tiim transkriptom dizileme ve Tiim genom dizileme yontemleridir (Siegele ve Nardi,

2018).

2.3 Philadelphia Benzeri Akut Lenfoblastik Losemide Etkili Olan JAK/STAT
Sinyal Yolag:

Sinyal yolaklari, hiicre fonksiyonlarinin devamliligi igin gerekli olan iletisim
ve etkilesimde goérev almaktadirlar. Hematopoez siireci, sitokinlerin ve sitokin
reseptorlerinin - 6nemli rol oynadigr bir dizi sinyal yolag etkisi altinda
gerceklesmektedir. Hiicre-hiicre sinyallesmesinde etkili olan sitokinler, salgilanan
polipeptitler veya diisiik molekiiler agirliga sahip olan proteinlerdir ve otokrin,
endokrin veya parakrin salgilama ile etki etmektedir. Sitokinler, viicuttaki ¢cogu doku
tarafindan salgilanmaktadir ve Ozellikle immiin ve inflamatuar cevabin olusum

surecini etkilemektedir.

Kanserlesmede somatik mutasyonlar onkolojik siire¢leri uyarmaktadir. ALL
patogenezi ile iligkili hiicre i¢i sinyal yolaklarmin aktivasyonuna yol agan onkolojik
stiregler, cesitli hiicresel olaylar1 degistirerek losemogeneze neden olmaktadir.
Transkripsiyon faktorleri, hematopoez siirecinde hiicresel kokeni etkilemektedir. Bu
faktorlerde meydana gelen genetik degisimler, lenfoid farklilasmasini ve gelisimini
kontrol eden mekanizmalar1 degistirmektedir. Pluripotent hematopoietik kok

hiicrelerden lenfoid ve miyeloid hiicreler kemik iliginde olgunlagmaktadir. Lenfoid
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gelisim ve farklilasma siireclerinde rol oynayan onemli transkripsiyonel faktorler;
EBF1, ETV6, PAX5, RUNX1 ve TCF3 dir. Bu faktorler yapisal yeniden diizenlenme

mekanizmalarinda yer almaktadir.

Adrian Montafio ve ark.’nin (2018) gerceklestirdikleri ¢alismada, B hiicreli
ALL vakalarinda MYC, ERG, ETV6, IKZF1, IKZF2, IKZF3, LEF1, PAX5 ve
TBL1XR1'de somatik mutasyonlar tespit edilmistir. IKZF1 transkripsiyon faktorii, B
lenfoid hiicrelerin gelisimi i¢in 6nemli bir faktordiir. Diizenlenmesi veya mutasyona
ugramast durumunda B-ALL siirecinin hizlandig1 belirtilmektedir. Transkipsiyon
faktorlerindeki somatik mutasyonlar, sinonim olmayan tek niikleotit degisimlerin yani
sira frameshift ve nonsense mutasyonlar1 da icermektedir. Tanimlanmasi zor olan
ancak hastalik acisindan énemli goriilen ETV6, ERG, GATAS3, LEF1, LMO2, RUNX1,
TAL1(SCL) gibi genlerdeki delesyonlar NGS yontemi ile tanimlamislardir. Fokal
delesyonlar ve sekans mutasyonlart pediatrik B-ALL vakalarmin %15’inde
goriiliirken, Ph kromozomuna sahip vakalarin %80’inde goriilmektedir. Tekrarlayan
PAX5 mutasyonlari, B-ALL’nin 1/3’iinde goriilirken Ph pozitif ALL vakalarinin
yarisinda goriilmektedir. EBF1 mutasyonlar1 ise Ph pozitif ALL’nin yaklagik
%14’linde goriilmektedir. Meydana gelen mutasyonlar ile klinik anlamlilik iliskili
bulunmustur. IKZF1 delesyonlari veya mutasyonlar1 tedavi direnci ile
iliskilendirilmistir ve relapst tetikledigi bilinmektedir. Ozellikle RUNX1’in RUNT ve
TAD domainlerinde meydana gelen mutasyonlar kétii prognoz ile iligkilendirilmistir

(Mullighan ve ark., 2009)

2.3.1 JAK/STAT Sinyal Yolag:
JAK/STAT sinyal yolu sitokinler tarafindan aktiflestirilmektedir. Sitokinler,
kan ve immiin sistemindeki hiicrelerin biiyiime ve farklilagsmasinda, hiicre gocii ve

apoptoz gibi hiicresel siireglerde 6nemli roller almaktadir.

Insan genomu, sitokin reseptdr siiper ailesine ait 30'dan fazla sitokin reseptorii
tarafindan sinyallesmeye aracilik eden, sitokin reseptorleri ile birlesen reseptor
olmayan tirozin kinazlar olarak tanimlanan dort JAK (JAK1, JAK2, JAK3 ve tirozin
kinaz 2 [TYK2]) ve SH2 bolgesine sahip, JAK kinazlarin en &nemli hedefleri
konumundaki yedi STAT (Statl, Stat2, Stat3, Stat4, StatbA, StatbB ve Stat6)

proteinini kodlamaktadir (Vainchenker ve Constantinescu, 2013).
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JAK proteinleri, 7 adet Janus homoloji domaini (JH1-7) igeren 120-140 kDa
biiytikliigline sahip proteinlerdir (Sekil 13). Kinaz aktivitesine sahip domain JH1 dir.
JH2 domaini, psoddkinaz domaini olarak bilinmektedir ve bu domain kinaz
aktivitesine sahip degildir. JH2 domaini, JHI1 aktivitesini diizenledigi
diistiniilmektedir. Janus Kinaz ailesinden JAK1 geni kromozom 1, JAK2 geni

kromozom 9, JAK3 ve TYK2 genleri kromozom 19 iizerinde konumlanmaktadir.

HN[[JH7 | [JH6 || JHS || JH4 | JH3 | (dnase) || COOH

Sekil 13: JAK proteini ve domainleri (Johnson ve ark., 2014)

STAT proteinlerinin her biri farkli hiicrelerdeki farkli genleri aktive
etmektedir. Memeli hiicrelerindeki interferon sinyal yolaginda tanimlanan ilk STAT
proteinleri Statl ve Stat2’dir ve ilerleyen yillarda Stat3, Stat4, StatbA, Stat5B ve Stat6
proteinleri tanimlanmustir (Sekil 14). STAT proteinlerini kodlayan genler 3 farkli
kromozom tizerinde lokalizedir. STAT1 ve STAT4 kromozom 2; STAT3, STATHA ve
STAT5B kromozom 17; STAT2 ve STAT6 da kromozom 12 tizerinde bulunmaktadir
(Benekli ve ark., 2009). STAT proteinleri yaklagik 700-850 amino asit uzunlugunda,
N-terminal DNA baglanma bolgesi, sitokin reseptorlerinin sitozolik bolgelerine
baglanan SH2 bolgesi ve trans-aktivasyon bdlge olarak tanimlanan kritik tirozin
aminoasiti tastyan C-terminal bolgesini igermektedir. Reseptore baglanan STAT
proteininin C-terminal bolgesi JAK kinaz tarafindan fosforillenmektedir. Bu
fosforillenmeye 6rnek olarak eritropoietin reseptdriiniin Stat5 proteinini aktiflestirmesi
verilmektedir. Fosforillenen STAT reseptorden ayrilir ve fosforillenmis iki STAT
proteininin SH2 bolgeleri, fosfotirozine baglanacak sekilde resiprokal baglanma ile
dimer olusturmaktadir. Dimerlesme sonucunda niiklear yerlesim bolgesi acikta kalir
ve olusan STAT dimeri, hedef genlerini kontrol eden enhancerlara baglanabilmek i¢in

nukleusa ge¢cmektedir (Schindler ve Plumlee, 2008).
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Sekil 14: STAT protein ailesi (Johnson ve ark., 2014)

Sinyal molekiilleri arasinda sitokinler, interferonlar ve biliyiime faktorleri
bulunmaktadir. Bu molekiiller, tirozin kinaz aktivitesi olmayan tek gecisli ylizey
reseptorlerine baglanmaktadir (Sitokin reseptor siiper ailesi) ve bu yiizey reseptorleri
sinyali iletebilmek igin tirozin kinaz aktivitesine sahip JAK proteinlerine ihtiyag
duymaktadir. Ligand reseptore baglandiginda iki reseptér dimer olusturur ve
sitoplazmik kisimda JAK proteinleri reseptorlere baglanmaktadir. Eritropoetin ya da
biiyiime faktorleri baglandiginda reseptérler homodimer olusturmaktadir. Interferon
ve interlokinler baglandiginda ise reseptorler heteromultimerler olusturmaktadir (Sekil

15) (Harrison, 2012).



Receptor (O Ligand (Epo)
EpoR

Cell membrane

Nucleus

gene —»

Sekil 15: JAK2'nin Epo aracili aktivasyonu, dimerizasyonu ve nukleusa tasinmasi (Klipp ve

Liembermeister, 2006)

Mucleus .)

STATGSTAT Gene transcription
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Sekil 16: Sitokinler araciligiyla JAK/STAT sinyal yolag: aktivasyonu (Lartigue, 2018)

JAK proteinleri birbirlerine yakin konuma gelince fosforillenerek
aktiflesmektedir. Tirozin bolgelerine fosfor baglanan reseptorler, STAT proteinlerinin
SH2 domainleri aracilifiyla baglanma i¢in uygun hale gelir. Reseptore baglanan STAT
proteinleri JAK tarafindan fosfat baglanarak aktiflesmektedir. Aktiflesen STAT
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proteinleri serbest kalarak dimer olusturmaktadir ve dimerlesmenin ardindan hiicre
cekirdegine transloke olmaktadir. Cekirdege transloke olan STAT proteinleri hedef
genleri aktiflestirmektedir (Sekil 16-17) (Kang, 2016).

Tyrosine phosphorylation of

©- Ligand Receptor
ke —~
\_/
.\1 1/ T tPlasma
membrane
JAK
STAT

/

/ Nucleus

Sekil 17: Genel olarak ifade edilen, aktiflesmis JAK/STAT sinyal yolagi semasi (Levy ve Darnell,
2002)

EGF, PDGF (platelet kaynakli biiyiime faktorii ) ve FGF (fibroblast biiyiime
faktorii) gibi intrinsik tirozin kinaz aktivitesine sahip reseptorler, JAK lar araciligi ile
dolayli yoldan veya dogrudan STAT proteinlerini aktive etmektedir (Garcia ve ark.,
2001; Yuh ve ark., 2001).

JAK/STAT sinyal yolu inaktivasyonu birgok sekilde negatif olarak
diizenlenmektedir. SHP-2 (SH2 bdlgesi icermektedir) fosforile olan JAK ya da
reseptore baglanip defosforilasyon araciligiyla sinyalin iletilmesini engelleyen

fosfotazdir (Lim ve Cao, 2006).

SOCS protein ailesinin 8 iiyesi bulunmaktadir ve bu proteinler SH2 bolgelerine
sahiptir. JAK/STAT sinyal yolagi hedef genlerinin tirtinleridir ve negatif diizenleyici
dongiistinii olusturmaktadir. Eksprese olan SOCS proteinleri STAT veya JAK’lar
baskilamaktadir ya da reseptore baglanmak icin birbirleri ile yarigarak inhibe

etmektedir (Vainchenker ve Constantinescu, 2013).
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Negatif diizenlenme dongiisii li¢ fakli basamakta ele alinmaktadir:

1- SOCS-1, dogrudan JAKI1 tirozin kinaz ile etkileserek aktivitesini
baskilamaktadir.

2- SOCS-3, ilk olarak fosforillenmis reseptor ile, ardindan JAK’larla etkilesime
girerek dogrudan JAK1’in aktivitesini baskilamaktadir.

3- CIS proteini ise STAT proteinleri ile fosforile sitokin reseptorlerindeki

baglanma bolgesi i¢in yarismaktadir (Lartigue, 2018; Lim ve Cao, 2006).

IL-6R
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Sekil 18: JAK/STAT sinyal yolag: inaktivasyonu. JAK/STAT yolag: inaktivasyonu i¢in sitokinler
reseptore baglanmaktadir ve reseptorlerde oligomerizasyon gergeklesmektedir. Dimerizasyon sonucu
JAK’lar aktiflesmektedir ve STAT’larin  yardimi ile reseptdriin  sitoplazmadaki alani
fosforillenmektedir. Sitoplazmadaki alan, SHP-2 ve SOCS/CIS proteinlerinin baglanma bolgesidir.
SHP-2 proteini JAK1 tarafindan aktive edilirse, reseptor JAK ve STAT’1 defosforile etmektedir.
STAT’larin JAK ’lar tarafindan aktive edilmesi, negatif feedback dongiisii ile gergeklesmektedir. STAT
aktivitesini inhibe eden fosforeseptor i¢in SOCS/CIS proteinlerinin ekspresyonu ve c¢ekirdege
translokasyonu gozlenmektedir. SOCS-1, dogrudan JAK ile etkileserek JAK aktivitesini
baskilamaktadir. SOCS-3, ilk olarak fosforoillenmis reseptor ile daha sonra JAK’lar ile dogrudan
etkilesime girerek aktivitelerini baskilamaktadir. CIS proteini ise, STAT proteinleri ile fosforile sitokin
reseptorlerindeki baglanma bolgesi i¢in yarigmaktadir (Harrison, 2012; Lim ve Cao, 2006)

Lenfoblastik hiicrelerin gelisiminde JAK/STAT sinyal yolagi énemli bir rol
almaktadir. JAK/STAT sinyal yolagi genlerinde meydana gelen mutasyonlar (JAKL,
JAK2, JAK3, IL7R) B-ALL ve T-ALL'de gozlenmistir. JAK kinazlardaki ve IL7R'deki
mutasyonlar, JAK-STAT yolaginin aktiflesmesine neden olmaktadir. Yapilan
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calismalar dogrultusunda, IKZF1 delesyonlar1 veya mutasyonlari, CRLF2 yeniden
diizenlenmeleri gibi genetik degisimler JAK genlerini (6ncelikle JAK2, daha sonra
JAK1 ve JAK3) aktive eden mutasyonlar ile iligkili bulunmaktadir. JAK mutasyonlari,
en sik psddokinaz bdlgesinde missense mutasyonlar olarak goriilmektedir. R683
noktasindaki missense mutasyon JAK2 geninde yaygindir ve JH2 bolgesinin yapisini
degistirmektedir. Bu mutasyon, hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir ve B-ALL
vakalar1 i¢in biyobelirte¢ onemi tagimaktadir. Son caligsmalar, JH2 alaninin N ve C
loblar1 arasindaki bolgede bulunan amino asit kalintisi p.R683'in, JAK2'nin
aktivitesini, yapisal stabilitesini ve katlanmasini korumak i¢in Onemli oldugunu

gostermistir (Vainchenker ve Constantinescu, 2013).

B-hiicre farklilagmasi igin gerekli olan transkripsiyon faktori IKZF1’de
meydana gelen degigsimler sonucu fonksiyon kaybi goriilmektedir. IKZF1 degisimleri
tirozin Kkinaz sinyal yolaklarin1 aktive etmektedir ve B hiicrelerinde artmis
proliferasyon ve hiicre sagkalimina neden olmaktadir (Sekil 19) ( Marke ve ark.,
2018).

Progenitor B Hiicreleri B-hiicreli Prekiirsor ALL
Sitokin-bagimh Aktive sitokin
reseptor sinyali reseptor sinyalleri
e : it [l s e |l i SRR
7R’ A Aktive tirozin
IL7R/ - IL7R*/ EPORA
ELTS l CRLF2 G LS CRLF2+ -PDGFR kinaz sinyalleri
JAK JAK .‘z!@
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o ~ o —‘—_
" » STAT STAT (@™
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Sekil 19: Losemi patogenezinde IKZF1 degisimleri ile isbirligi yapan JAK/STAT yolagi. Soldaki
semada, B hiicrelerin normal kosullardaki farklilagsma ve sitokin reseptorlerinin aktiflesmesinde gorev
alan sinyal yollar1 gosterilmektedir. Sagdaki semada ise, bu yolaklarda meydana gelen degisimler
sonucu b-hiicreli prekiirsér akut lenfoblastik 16semiye neden olmaktadir. Sagdaki semada, IKZF1
delesyonlar1, FLT3,IL7R, JAK2 de meydana gelen aktive edici mutasyonlar, CRLF2(+)’nin ve EPOR
(™)’ u up-regiilasyonu, PDGFR, CSFIR(-) ve BCR’nin kromozomal translokasyonu sonucu meydana
gelen flizyon proteinleri STAT aktivasyonuna neden olmaktadir. Ayrica IKZF1 de meydana gelen
degisiklikler, B-lenfoid transkripsiyonel regiilatorlerin aktivitelerini etkiler ve bu durum B hiicre
farklilasmasina engel olmaktadir (Marke ve ark., 2018).
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JAK1 mutasyonlar1 T-ALL vakalarinda ve JAKZ2 mutasyonlart Down
sendromlu vakalarda goriilmektedir ve her iki gende meydana gelen mutasyonlar,
siklikla yiiksek riskli B-ALL vakalarinda tespit edilmektedir. Ph benzeri ALL
vakalarinda da siklikla JAK gen mutasyonlari, CRLF2 yeniden diizenlenmeleri ve
yiikksek seviyede sitokin-sinyal anomalilikleri goriilmektedir (Montafio A ve ark.,
2018). CRLF2 yeniden diizenlenmeleri, JAK2 mutasyonlari ile koreledir. Ph benzeri
ALL vakalarinda goriilen (%50) CRLF2’nin yiiksek ekspresyon seviyesi ve JAK
mutasyonlari (%30 JAK2 mutasyonu) bu yolagin aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu
genler, kinaz aktivasyonunu indiikleyerek JAK/STAT yolaginin aktiflesmesine ve

16semik hiicrelerin gelismesini kolaylagtirmaktadir (Montafo A ve ark., 2018).

Stat proteinlerinin aktivasyonu, 6zellikle Stat5S ve Stat3, lenfoid ve miyeloid
malignitelerin patogenezinde Oonemli goriilmektedir. Aktiflesen JAK/STAT sinyal
yolagi 16semi hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasini tetiklemektedir ve hastalarin klinik
seyirleri kotii prognoz ile ilerlemektedir. JAK1/2 genlerini hedefleyen inhibitérler ve
diger epigenetik ilaclar, JAK/STAT sinyal yolu mutasyonlarini barindiran vakalarin
tedavi protokollerine eklenmektedir ve olumlu sonuglar elde edilmektedir (Montafio

A ve ark., 2018).

2.4 Tedavi

2.4.1 Genel Tedavi

ALL multifaktoriyel bir hastaliktir ve prognostik faktorleri belirlenmistir. Bu
faktorler goz Oniine alinarak risk gruplarina gore tedavi protokolleri gelistirilmektedir.
ALL’de radyoterapi, kemoterapi, immiinoterapi, kemik iligi nakli baglica tedavi
modelleridir. ALL’nin tedavisi remisyon indiiksiyonu, konsolidasyon ve rezidiiel
hastalig1 yok etmek i¢in idame tedavisinden olusur (Pui ve Evans, 2006). Uygulanan
protokoller arasinda fikir birligi saglanan ve tedavide yiiksek oranlarda basariya

ulasilan 16semi grubu B-hiicreli ALL dir.

Vinkristin, Prednizon, Asparaginaz, Daunorubisin, Methotrexate, 6-
Merkaptopurin, Siklofosfamid ve Sitozin Arabinozid ALL tedavisi protokollerinde yer
alan ilaglardir (Hillman ve ark., 2005). Tedavide yiiksek dozlarda Metotreksat,
Sitarabin ve Siklofosfamid’den olusan kisa siireli, yogun kemoterapi bloklari

uygulanmaktadir. Ayrica hastalarda MSS relapsin1 6nlemek icin klinik seyrin erken
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asamalarinda, genellikle konsolidasyon fazinin arkasindan MSS’ye yonelik tedavi

protokolleri dahil edilmektedir.

Ik basamak olan indiiksiyon tedavisinde amag, 18semik hiicrelerinin
%99’undan fazlasin1 yok etmek ve normal hematopoez siirecini yeniden saglamaktir.
Bu yaklasim bir glukokortikoid (prednisone ve dexamethasone), vinkristin ve ti¢iincii
bir diger ilacin (asparaginaz, antrasiklin veya her ikisinin birden kullanilmasi)
uygulanmasim icermektedir. Uclii ilag kombini ile ilerletilen indiiksiyon tedavisi,

standart riske sahip hastalar i¢in yeterli goriilmektedir (Pui ve ark., 2008).

Ikinci basamak olarak konsolidasyon (reindiiksiyon/intensifikasyon) tedavisi,
ilaca direngli rezidiiel 16semik hiicreleri ortadan kaldirmak amaciyla indiiksiyon
tedavisinin ardindan uygulanmaktadir. Boylece hastalarda relaps riskinin azaltilmasi
ongoriilmektedir. Yogun gecen konsolidasyon tedavisi, pediatrik ALL’de oldukca
onemlidir. Tedavide kullanilan yiiksek doz metotreksat (veya diger ilag
kombinasyonlari) ile B-hiicreli ALL vakalarmin yaklasik %70-80’inde remisyon
saglanmaktadir (Pui ve ark., 2008).

MSS koruyucu tedavi; MSS relapslarini 6nleyebilmek igin 1970°1i yillardan
itibaren yiiksek doz (2400cGy) kranial ve spinal 1sin tedavileri uygulanmaktadir.
Rapyoterapi sonrasi hastalarda, yiiksek oranda morbidite ve ge¢ komplikasyonlar
goriilmektedir. Bu dogrultuda, standart ve orta risk grubuna dahil olan ALL
hastalarinin yogun intratekal bolgesi radyoterapi yerine metotreksat ile tedavi
edilmektedir. Radyoterapideki kranial 1sinlama dozlar1 1800 ve 1200 cGy
diizeyindedir. Gliniimiizde kullanilan genel protokollerdeki kranial isinlama ile tedavi,
MSS relapsi i¢in yiiksek risk olusturan hastalar ile sinirlandirilmaktadir (Moéricke ve
ark., 2008; Smith ve Han, 2006).

Protokollerdeki son basamak genellikle idame tedavisidir. Tiim kanser tiirleri
igerisinde uzun siireli idame tedavisi sadece ALL’de gerekmektedir. 24 ay veya daha
kisa siirdiiriilen idame tedavisi, remisyon oranlarini olumlu sekilde etkilememektedir
ve yapilan ¢alismalar dogrultusunda, 3 yil veya 3 yildan uzun tutulan tedavi siireci de
gereksiz goriilmektedir. i{dame tedavisinde genel prensip, belirlenen ve hastanin dahil

oldugu risk gruplarina uygun olacak sekilde relapst 6nlemektir. ALL’deki tiim hastalar
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2-2,5 yil tedavi almaktadir. Uzun siireli idame tedavi protokoliinde yer alan ilaglar ise
hastalarin giinliik kullandiklar1 6-merkaptopiirin ve haftada bir alinan metotreksat’tir

(Moricke ve ark., 2008; Pui ve Evans, 1998; Pui ve ark., 2004).

Tedaviye yanit alinamayan pediatrik ALL vakalarinda ve bazi 6zel durumlarda
(%5-10 oraninda) kemik iligi nakli (KiT) uygulanmaktadir. Hastalara allojenik, kemik
iligi doku bilgi bankasi aracilifiyla veya gdbek kordonu kami temin edilebilecek
saglikli donérlerden KIT gergeklestirilmektedir. Allojenik KIiT, genellikle ilk
indiiksiyon tedavisine iyi yanit vermeyen veya hematolojik relapstan sonra remisyon
saglanan hastalara uygulanmaktadir. Otolog KiT yontemi, pediatrik I6semilerde etkin
cevap saglamadigindan tercih edilmemektedir (Pui CH, Evans WE, 1998; Pieters R,
Carroll WL, 2008). Ph pozitif ALL tedavisinde saglikli akraba veya kemik iligi doku
bankasindan uygun donérii bulunan hastalara allojenik KIT yapilmaktadir ve
hastalarin hem olaysiz sagkalim hem de ortalama toplam sagkalim siirelerinde belirgin
iyilesmeler goriilmektedir. Diger 16semilerde KIT’in sagladig: fayda hala tam olarak

ispatlanamamustir (Balduzzi ve ark., 2005).

Klinik veriler degerlendirildiginde yiiksek 16kosit sayisi, yliksek perferik blast
say1st, B-hiicreli ALL de Ph kromozomu varligi, L3 morfolojik yap1 ve birden fazla
indiiksiyon ile remisyon tedavisinin goriilmiis olmasi sagkalim oranlarini olumsuz
etkileyen faktorler olarak belirtilmektedir. Standart riskli hastalarda uzun siireli
sagkalim oran1 %70 iken, yiiksek riskli hastalarda bu oran %30 olarak

belirlenmektedir.

Pediatrik vakalara uygulanan tedavilerden alinan yanitlar ile olaysiz
sagkalimlarin orant %g85'lere ulasmaktadir. Giinlimiize kadar yapilan kanser genom
caligmalar1 ve biiyiik Olgekli gerceklestirilen entegre analizlerin ilerletilmesi
sonucunda, ALL’nin yeni alt tipleri belirlenmis ve ALL’de goriilen genetik
mekanizmalar hakkindaki bilgiler genisletilmistir. Gergeklestirilen bu ¢alismalar
dogrultusunda onemli oranda fayda saglayacak ilag denemelerinin temelini olusturan

terapotik hedeflere ulasilmaktadir.

Ph kromozomunun tedavi protokolleri ele alindiginda, glinlimiize kadar erigkin

Ph pozitif ALL vakalarinda standart kemoterapi rejimleri ile ortalama sagkalim siiresi
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sadece 9 ay olarak belirtilmektedir. Bu hastalarda tek kiiratif tedavi yonteminin de
allojenik kok hiicre nakli oldugu kabul edilmektedir. Gelisen tedavi protokolleri
sayesinde hedefe yonelik gerceklestirilen tedaviler, olaysiz ve ortalama sagkalim

oranlarini yiikseltmektedir (Gleissner ve ark., 2002).

Monoklonal antikor tedavileri sayesinde giiniimiize kadar uygulanmis
geleneksel tedaviler ile karsilasilan smirlamalar asilmaktadir. Imatinib ilk nesil
TKI’dir ve BCR/ABLL1 onkoproteinini inhibe eden ticari bir ilagtir (Golemevic ve ark,
2005). imatib, ABL proteininin katalik bdlgesine yani Adenozin trifosfatin (ATP)
yerine baglanarak BCR/ABL1 otofosforilasyonunun ve substrat fosforilasyonunun
inhibisyonunu gergeklestirip, hiicrelerin proliferasyonunu engelleyerek, apoptozun
indiiklenmesi araciligiyla translokasyon sonucu olusan flizyon proteinini bloke etme

mekanizmasi ile galismaktadir (Sekil 20) (Corbin ve ark., 2003).

BCR-ABL BCR-ABL

o lS:ubstrate Imatinib Substrate

4 2 l mesylate @

' |
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ATP \ ! )
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P P 5 w g

Sekil 20: Imatinib’in BCR-ABL1’e etki mekanizmas: (Sholikah, 2017)

Tedavi siirecinde imatinibten istenilen etkinin saglanamamasi ve ilaca direng
gelisimi nedeni ile ikinci ve iiciincii nesil TKI'ler gelistirildi. ikinci nesil TKI,
Dasatinib, Nilotinib ve Bosutinib’tir. Dasatinibin avantajlari, ATP baglanma bdlgesine
daha kuvvetli ve kolay baglanmasi ve ABL kinazin hem inaktif hem de aktif formuna
baglanabilme yetenegine sahip olmasidir. Nilotinib BCR/ABL1’in sadece inaktif
formuna baglanmaktadir. Uciincii nesil TKI’i olan Ponatinib biitiin TKI’lere direng
gelistiren T315] mutasyonunu hedef alan bir ajandir. Hedef mekanizmasi olarak

Imatinib’e benzemektedir.
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2.4.2 Philadelphia Kromozomu Pozitif Akut Lenfoblastik Lésemi Tedavisi

Pediatrik Ph pozitif ALL'de, 3 yillik olaysiz sagkalim yaklasik %25 idi. Bu
hastalar yiiksek risk smifinda yer almaktadir. Klinik seyirleri kotii prognoz ile
ilerlemektedir ancak gelistirilmis tedavi protokolleri sayesinde (imatinib ve diger
ABLI kinaz inhibitdrlerinin eklenmesi ve kemik iligi nakli) sagkalim oranlarinda artig
goriilmektedir. Ph pozitif ALL hastalarina uygulanan tedavi protokolleri yogun
kemoterapi, hedefe yonelik tirozin kinazlarin kullanimi ve KiT’tir. ABL TKI’nin
gelismesinden 6nce, Diinya genelinde Ph pozitif ALL'nin tedavisi konusunda ortak bir
fikir birligi bulunmamaktaydi (Pui ve ark.,2015). Yapilan c¢aligmalar 1s1ginda,
pediatrik vakalarin tedavi protokollerine birinci nesil TKI’# imatinibin eklenmesi ile
%80 olaysiz sagkalim oranlari elde edilmektedir. imanitib direnci goriilen hastalarda
gelistirilen diger (ikinci ve tglincii nesil) TKI’ler kullanilmaktadir. Ph pozitif
hastalarda kullanilan TKI’ler, BCR-ABL1 translokasyonunda ABL1’in tirozin kinaz
aktive bolgesini hedeflemektedir (Fielding, 2010; .

Yiiksek riskli kromozomal anomalilikleri olan pediatrik vakalar, ister yiiksek
risk grubu isterse standart risk grubunda yer alsin giiniimiizde yogun kemoterapi
protokolleri ile tedavi edilmektedir. Yeni nesil tirozin kinazlarin (6rnegin, imatinib,
dasatinib, nilotinib vb.) tedavi protokollerine eklenmesi ile pediatrik ve yetiskin ALL
gruplarinda gercgeklestirilen vaka calismalari, geleneksel kemoterapi ve kok hiicre
nakli ile elde edilen sonuclara gore daha 1yi tedavi cevabi sagladigi bulgular1 elde
edilmektedir. Bu sayede KIT gerektiren vakalarin sayis1 azalmaktadir (Tasian ve ark.,
2017).

2.4.3 Philadelphia Benzeri Akut Lenfoblastik Losemi Tedavisi

Pediatrik l6semilerde risk grubuna bagli olmakla beraber 5 yillik olaysiz
sagkalim %480, genel sagkalim %85 oranlarindadir. Bu oranlar yiiksek riskli hasta
gruplarinda oldukca diisiiktiir. Risk siniflamasinda yiiksek risk grubunda yer almayan
ancak yiiksek riske benzer hatta ¢ok yiiksek riskli hastalar gibi kemoterapi yaniti alinan
Ph benzeri ALL grubunun sagkalim oranlar1 ¢ok diisiiktiir. Bu grubun aldig1 etkin
tedavi hala Diinya genelinde net degildir ve bu grup cok heterojendir. Tedavi

algoritmalarinda tam olarak nerede olduklar1 bilinmemektedir. Potansiyel tedavilerle
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dogru hastalart eslestirmek i¢in, Ph benzeri alt grubunun dahi smiflandirilmaya

ihtiyaci vardir (Roganovic, 2012; Wells ve ark., 2017).

Ph benzeri hastalara uygulanan risk odakli terapi (yogun kemoterapi
protokolleri ve allojenik kemik iligi nakli) olumsuz prognostik durumu ortadan
kaldirabilmektedir. Ching-Hon Pui ve ark.’larmin 2015 yilinda gergeklestirdikleri
calismada, transplantasyona gerek kalmadan hastalarin biiyliik ¢ogunlugunda ABL
kinaz inhibitorleri ve potansiyel olarak JAK inhibitérleri ile inhibe edilmeye uygun
genomik degisikliklerin oldugu belirtilmektedir (Pui ve ark., 2015).

Yapilan ¢alismalar 1s183inda, BCR-JAK2 translokasyonuna sahip ksenograft
fare modellerine uygulanan, JAK2 inhibitérii olan Ruxolitinib’in tiimér olusumunu
azalttig1 gosterilmektedir. Ayn1 zamanda CRLF2’nin yeniden diizenlendigi ve JAK2
mutasyonlu losemik hiicrelerin in vitro tedavisinde umut verici sonuglar elde

edilmektedir (Woo ve ark., 2014).

Tedavi siirecinde ALL hastalarina uygulanan ilk protokol indiiksiyon
tedavisidir. Genetik degisimlerine gore tedaviye eklenecek ilaclarin belirlenmesi ve
uygulanmasi gereken basamak konsolidasyon tedavi basamagidir. Bu basamaga kadar
Ph benzeri ALL’li hastalarin teshis edilmesi gerekmektedir. Ph benzeri alt grubunun
ayirict tanisinin gergeklestirilip, sagkalim oranlarinin arttirilmasi igin klasik tedaviye
hedefe yonelik yeni ilaglarin eklenmesi gerekmektedir (Sekil 21) (Roberts ve ark.,
2014; Tasian ve ark., 2017).
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Sekil 21: Cocuk Onkoloji Grubu tarafindan kullanilan Giincel Ph-benzeri ALL genetik test algoritmasi
(Roberts ve ark., 2014; Tasian ve ark., 2017).

Ph benzeri ALL tanis1 almig vakalarda saptanan mutasyona gore tedaviye
Tablo 3’deki ilaglarin eklenmesinin yasam siirelerine olumlu etkisi oldugu
bildirilmektir. Bunlarin yani sira tedaviye eklenebilecek yeni ilaglarla ilgili calismalar

da devam etmektedir (Roberts ve ark., 2014; Tasian ve ark., 2017).
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Tablo 3: Ph benzeri ALL’de Tanimlanan Kinaz Fiizyonlar1 ve inhibitorleri.

Kinaz Tirozin Kinaz Fiizyon Hasta 5 Genler
Geni inhibitorii Partnerleri
ABL1 Dasatinib 6 14 ETV6, NUP214, RCSD1,

RANBP2, SNX2, ZMIZ1

ABL2 Dasatinib 3 7 PAG1, RCSD1, ZC3HAV1
CSF1R Dasatinib 1 4 SSBP2
PDGFRB Dasatinib 4 11 EBF1, SSBP2, TNIP1, ZEB2

CRLF2 JAK?2 inhibitorii 2 30 IGH, P2RY8

JAK2 JAK?2 inhibitorii 10 19 ATF7IP, BCR, EBF1, ETVS,
PAX5,  PPFIBP1, SSBP2,
STRN3, TERF2, TPR

EPOR JAK2 inhibitorii 2 9 IGH, IGK

DGKH Bilinmiyor 1 1 ZFAND3

IL2RB JAK1 inhibitori, 1 1 MYH9

JAKS inhibitorii ya
da ikisi birden

NTRK3 Krizotinib 1 1 ETV6

PTK2B FAK inhibitorii 2 1 KDM6A, STAG2

TSLP JAK2 inhibit6rii 1 1 IQGAP2

TYK2 TYK2 inhibit6rii 1 1 MYB

Ph benzeri ALL vakalarina genel tedavi protokollerinin yaninda TKI’lerinin
eklenmesi, kotil prognoz ve diisiik sagkalim oranlarini iyi prognoz ve yiiksek sagkalim
oranlarina doniistiirmektedir. Relaps goriilen pediatrik ve yetiskin ALL'de en 6nemli
prognostik faktor, tedavi protokoliindeki ilk remisyon siiresidir. Pediatrik vakalarda
goriilen CDKN2A/2B delesyonlar1 yapilan ¢alismalar dogrultusunda erken relaps ile
iliskilendirilmektedir. Relaps odakli spesifik genetik degisiklikleri inceleyen ilk
kapsamli ¢aligma, CREBBP'de tekrarlayan mutasyonlar1 tanimlamaktadir. CREBBP
mutasyonlar1 genellikle CREBBP'nin histon asetiltransferaz etki alani i¢inde meydana
gelmektedir, 6zellikle relaps sirasinda histon deasetilaz inhibitorleri ile tedaviye cevap

verilebilmektedir. Tanimlanan diger mutasyonlar, yeni klonlarda ortaya ¢ikan RAS ve
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PRPS1 mutasyonlaridir. Ozellikle NT5C2 mutasyonlarmin kemoterapiye bir cevap
olarak ortaya c¢iktigi tarif edilmektedir. Erken relapsta CDKN2A/B ve PTPRD
degisimleri, geg relaps hastalarinda ise daha fazla IKZF1 degisikligi goriilmektedir. Ph
benzeri alt grup ile iliskili ZNF483 (n=3;Ph benzeri alt tip) mutasyonlar1 yeni
tanimlanmistir ve sadece bir IKZF1 mutasyonu sonucu ger¢eklesmektedir (Harrison,
2013).

B-hiicreli ALL hastalarinda relapsin goriilmesi morbidite ve mortalitenin
onemli bir nedeni olmaya devam etmektedir. TKI tedavisinin tiim Ph pozitif hastalar
igin etkili olduguna dair kanitlara dayanarak, Ph benzeri ALL olarak tanimlanan ve Ph
pozitif hasta grubuna benzer yeniden diizenlemelere sahip olan hastalarin TKI

tedavisine cevap vermesi muhtemel goriilmektedir (Tablo 4).

Tablo 4: Ph benzeri ALL grubundaki genetik degisimler ve potansiyel ila¢ hedefleri (Harrison, 2013)

Degisim Gen(ler) flac Islevi
Ph benzeri ALL
ABL1 flizyonlar1 NUP214-ABL1, diger Imatinib ve tiirevleri TKI
ABL1 fiizyonlar
PDGFRB fiizyonlar1 ~ EBDF1-PDGFRB, diger Imatinib ve tiirevleri TKI
PDGFRB fiizyonlar1
CRLF2 yeniden CRLF2, JAK2 Ruxolitinib JAK Inhibitrii
diizenlenmeleri
IGH@-EPOR EPOR Ruxolitinib JAK Inhibitrii
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

YV V V VYV V V VYV V V VYV V V V V V

Sogutmali1 Santrifiij ( Beckman Coulter, ABD)
Sogutmali Santrifiij ( Labogene, Danimarka)

Plate Santrifiij (Thermo, ABD)

Isiticil1 blok (DB-2A) (Techne, ingiltere)

Vorteks (VELP Scientifica, Italya)

-80°C derin dondurucu (Panasonic, Japonya)

-80°C derin dondurucu (Niive, Tiirkiye)

-20°C derin dondurucu (Bosch, Tiirkiye)

-20°C derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

+4°C Buzdolab1 (Samsung, Tiirkiye)

UV-Vis Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman Coulter, ABD)
Yatay Elektroforez (Biorad, Kaliforniya, ABD)

UV Goriintiileme Cihazi ( Vilber Lourmat, Almanya)
PCR UV Kabini (Biosan, Latvia)

Light Cycler (LC) 480 II (Roche, Isvicre)

3.1.2 Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Kitler

>

>
>
>
>

Trizol (Hibrigen, Tiirkiye)

Kloroform (Sigma Aldrich, ABD)

Izopropil Alkol (Sigma Aldrich, ABD)

Etanol (Sigma Aldrich, ABD)

LightCycler® EvoScript RNA Probes Master Mix 1000 reaksiyon (Roche,
Isvigre)

RealTime ready Custom Panel 384-96 (Roche, isvicre)
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3.2 Hasta Grubu ve Klinik Ozellikler

Mevcut tez ¢aligmasina; yeni B-ALL tanili, radyoterapi ve kemoterapi almamis,
laboratuvar bulgular1 ve genetik-sitogenetik testleri gerceklestirilmis, goniillii olur
formu ile bilgilendirilerek onaylar1 alinmis 22 Ph kromozomu negatif hasta dahil
edildi. Bunun yaninda kontrol olarak saglikli olur formu onayr alinmis 1 Ph

kromozomu pozitif hasta ¢alismaya dahil edildi.

3.2.1 Etik Kurul

Hastalarin projeye dahil edilebilmesi icin gerekli olan etik kurul onayi, Bursa
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 20.02.2018
tarinli ve 2018-4/11 nolu karari ile alind:.

3.2.2 Hastalarn Klinik Ozellikleri
Mevcut tez ¢alisma grubuna dahil edilen vakalarin klinik 6zellikleri Tablo 5’te
belirtildi.

Tablo 5: Mevcut Calismaya Dahil Edilen Pediatrik Vakalarm Klinik Verileri

Lokosit Sayisi Hasta
Sayis1
<10.000 16
10.000-49.999 6
>50.000 1
Hemoglobin
<7.0 3
7.0-11.0 15
>11 5
Trombosit
<20.000 0
20.000- 99.999 19
>100.000 4
Prognostik Ortalama
Degerler
Yas 6 yi1 42 ay
Boy 128 cm
Kilo 24,99 kg
Cinsiyet
Kiz 13
Erkek 10
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3.3 Yontem

3.3.1 Kemik iliginden Total RNA izolasyonu

Tanm1 amaciyla alinan kemik iligi materyalinden arta kalan EDTA’l1 tiip
icerisindeki materyal -80°C’de saklanir. Taninin belirlenmesini takiben -80°C’de
saklanan materyal ebeveyninden hastanin bilgilendirilmis olur formu onay1 alindiktan
sonra projeye dahil edildi. -80°C’de bekleyen kemik iliginden total RNA izolasyonu
yapildi. Kontrol ve hasta materyalleri olarak tanimlanan kemik iligi 6rnekleri i¢in birer
ependorf tiip hazirland1 ve Trizol (HibriGen) protokolil ile izolasyon gergeklestirildi.
Trizol reaktifi, RNA izolasyonunun tek adimda yapilmasina olanak saglayan fenol ve
guanidyum izotiyosiyanatin tek fazli bir ¢ozeltisidir. Orneklerden 300 ul materyal
ependorfa aktarildi. Materyal iizerine 1000 pl Trizol reaktifi eklenerek maksimum
hizda 15 saniye vorteks islemi uygulandi. Oda 1si1sinda 2-3 dakika inkiibe edilen 6rnek
tizerine 200 pl kloroform reaktifi eklendi ve tekrar maksimum hiz seviyesinde
homojen olana kadar vorteks islemi uygulandi. +4'C’ye alinan mikrosantrifiij
cihazinda 6rnekler 12000 rpm hiz ile 15 dakika santrifiij edildi. Kloroform ilavesinden
sonra yapilan santrifiij islemi ile birlikte sollisyon organik ve sulu faz olmak tizere iki
faza ayrilir ve Gst kissim RNA fazi, ara kissm DNA ve en alt faz protein olarak
tanimlanmaktadir (Sekil 21). Total RNA izolasyonunun gerc¢eklesebilmesi i¢in, her
hastanin RNA igeren faz1 temiz ependorflara aktarildi. Sulu fazin transferinden sonra
RNA, izopropil alkol ile ¢oktiiriilerek geri kazanilir. RNA materyali tizerine 500 pl
izopropil alkol eklenerek hafif galkalama islemi yapildi ve 10 dakika oda 1sisinda
inkiibe edildi. Ornekler 12000 rpm hiz ile 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Olusan
RNA pelletine ¢ok yaklagilmamasina dikkat edilerek siipernatant kismi atildi. Pellet
tizerine 1000 ul soguk %75°lik etanol eklenerek yikama islemi baslatildi. Yavasga alt
iist edilen tiipler 7500 rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Etanol ile yikama
basamaklar1 2 defa tekrarlandi. Etanoliin ugurulmasini takiben pellet 100 pul RNaz

icermeyen Su ile ¢oziildii.
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Sekil 21: Trizol ile izolasyon Sirasinda Elde Edilen Fazlar

Elde edilen total RNA oOrneklerinin safligimin  ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde 230, 260 ve 280 nm’deki dalga boylarinda yapilan 6lgiimleri ve bu dalga
boylarindan elde edilen degerlerin birbirlerine olan oranlar1 kullanildi. RNA’larin
konsantrasyon hesaplanmasi 260 nm’deki absorbansa dayanmaktadir ve safliklari
degerlendirilirken Azso/Azso Ve Azeo/Az30 Oranlari esas alinmaktadir. RNA safliginin
diisiik olmas1 protein kontaminasyonunun gostergesidir (Okamoto ve Okabe, 2000)

Mevcut tez ¢alismasinda izole edilen RNA’larin miktar1 ve kalitesi, UV-Vis
Spektrofotometre (Beckman Coulter, ABD) cihazi kullanilarak 6l¢iildii (Tablo 5) ve
kullanilan panel protokoliinde 6nerilen Azeo/Azso oraninin 1.8-2.0 araliginda olmasi

g0z Online alinarak 6rnekler -80°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 6: UV-Vis Spektrofotometre Cihaz ile Vakalara Ait Materyallerden Elde Edilen RNA Miktarlari
ve Kaliteleri

OD1 | CON1| OD2 | CON2 | OD3 | CON3 | OD4 | CON4
HASTA 1 1,83 65 1,95 99 1,72 224 1,75 294
HASTA 2 1,98 346 1,93 413
HASTA 3 1,93 32 1,98 203 1,63 484 1,85 527
HASTA 4 1,96 646 1,96 603
HASTA 5 2,01 549 1,99 435
HASTA 6 1,85 71 1,92 62 1,64 169 1,7 66
HASTA 7 1,83 37 1,7 178 1,68 240
HASTA 8 191 | 486 1,87 738
HASTA 9 1,82 181 1,59 148
HASTA 10 1,92 311 1,72 551 1,74 571
HASTA 11 19 598 1,92 166

HASTA 12 19 578 1,86 523
HASTA 13 1,83 574 1,81 782
HASTA 14 1,72 29 1,95 94 1,7 195 1,67 237
HASTA 15 1,84 | 446 1,83 652
HASTA 16 1,84 | 499 1,94 155
HASTA 17 1,7 184 1,84 73
HASTA 18 1,81 174 1,86 160 1,76 179
HASTA 19 1,87 586 1,76 82
HASTA 20 1,78 240 19 210
HASTA 21 1,87 173 1,95 218 1,85 196 1,93 542
HASTA 22 1,93 128 19 210
KONTROL 1 | 1,94 236 1,95 432

3.3.2 RT-PCR ile Gen Ekpresyon Analizlerinin Gergeklestirilmesi

Elde edilen total RNA materyalinden LightCycler® EvoScript RNA Probes
Master mix protokolii ile gen ekspresyon testleri i¢in yiiksek o6zgiilliik ve yliksek
hassasiyet saglayan tek basamakta RT-PCR analizi gergeklestirildi. Kit igeriginde
“Vial 1” ve “Vial 2” olarak tanimlanmus iki tiip bulunmaktadir. Vial 1; reaksiyon igin
gerekli tampon (buffer), enzim, dATP, dCTP, dGTP, dUTP ve Mg(OAC).yi
icermektedir. Vial 2 ise su igermektedir. 384 kuyuluk plate protokoliinde belirtilen son
hacim miktari, kuyu bagina 10 pl olarak belirlendi. Bir reaksiyon igin gerekli olan sarf
malzemelerin miktar1 ve analiz i¢in kullanilacak program Tablo 7 ve Tablo 8’de
belirtildi. Hazirlanan karisim, genlerin oligoniikleotidlerinin implante edildigi custom

panel iizerine yiiklendi.

59



Tablo 7: RT-PCR Reaksiyonu I¢in Olusturulan Reaksiyon Bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri

Primer 0,5 ul
Prob 0,5 ul
Vial 1 “Probes Master” 2 ul

Vial 2 “Water” 4,5 ul
RNA o6rnegi 2,5 pl
Toplam: 10 pl

Reaksiyona dahil edilen RNA 0Ornegi amplifikasyon basamagindan once

cDNA’ya doniismektedir.

Tablo 8: MRNA Ekspresyon Analizi I¢in Kullanilan RT-PCR Programi

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
(C)

Ters (Revers)Transkripsiyon 60 15 dk 1
Pre-Inkiibasyon 95 10 dk 1

95 15sn
Amplifikasyon 45

58 30 sn
Soguma 40 30sn 1

Mevcut calismada, B-hiicreli Ph benzeri ALL grubunun tani siirecinde énemli
goriilen mRNA’larin degerlendirilmesi amaclandi. Bu amag¢ dogrultusunda yapilan
literatlir aragtirmalar1 ile mRNA’lar belirlendi. Belirlenen 96 farkli genin kontrol ve
hasta grubu arasinda gen diizeyinde ifade farkliliklar1 degerlendirildi. Kontrol
materyali 3 tekrarli olarak ¢alisildi. Calismada ayirici taniy1 olusturmak amaciyla
belirledigimiz genler icin dizayn edilen ve her biri 384 kuyudan olusan panel
(RealTime ready Custom Panel 384-96/Roche), 4 farkli 6rnegin degerlendirilmesine
uygun olarak diizenlendi. Panel iizerinde, 4 ayr1 drnek i¢in 93 gen ve 3 housekeeping
gen (GAPDH, G6PD, ACTB) ve yer almaktadir (Tablo 9).
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Tablo 9: Dizayn Edilen 384 Kuyulu Custom Panel Diizeni
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RealTime ready Custom Panelleri, 96 ve 384 kuyucuk seceneklerine sahip
insan, fare ve sigan tiirlerine 6zel gen hedefleri i¢in kullanima hazir haldeki test
platformlaridir. Her kuyucukta hedefli gen i¢in planlanmis primer implante haldedir.
Reaksiyon i¢in gerekli diger reaktiflerin hazirlanmasi ve kuyucuklara yliklenmesinin

ardindan paneller RT-PCR analizi i¢in cihaza yerlestirilir.

Goreceli miktar tayin analizi, bir 6rnekteki iki farkli hedef genin ifadelerini
karsilastirir. Karsilastirma sonucu elde edilen deger bu hedef genlerin oranidir.
Karsilastirma yapilirken tercih edilen ikinci gen referans gen olarak secilmektedir. Bu
gen tiim test kosullar1 altinda sabit kopya sayilarina sahip olan referans gendir.
Endojen kontrol olarak da bilinen referans gen calisilan ornekler arasindaki
farkliliklarin normallestirilmesine temel olugturmaktadir. LightCycler® 480 Software
1.5, goreceli miktar tayin analizi yaparken, her amplifikasyon egrisinin dongii esik
degerini (Ct) belirleyerek her 6rnek igin ornek/referans oranlarini otomatik olarak
hesaplamaktadir. RealTime Ready Custom Paneli (384 kuyulu) i¢in birden fazla farkli
referans genin kullanilmas1 gerekmektedir. Referans gen sayis1 belirlenirken
istatistiksel anlamlilikta minimum sayi ii¢ oldugu igin, paneli tasarlarken en az ii¢ adet
referans genin se¢ilmesi zorunludur. Calismamizda ham verilerden elde edilen Ct

degerleri referans genler ile normalize edildi.

. Hedef konsantrasyonu Hedef Konsantrasyonu
Normalize Oran: ( f 24 )Ornek : ( ! z

)Kontrol Gen

Referans konsantrasyonu Referans Konsantrasyonu

Esik deger (Threshold cycle) olarak tanimlanan Ct degeri, floresan 1s1mada
(ARn) artisin basladig: ilk siklusu ifade eder. Rn(+), yiiklenen 6rnegin reaksiyona
giren tim komponentlerin floresan emisyonu, Rn(-) ise negatif kontroliin ve
reaksiyonu gerceklesmeyen Orneklerin floresan emisyonu olarak tanimlanmaktadir.
ARn, Rn(+) ve Rn(-) arasindaki fark olup, Ct degerinin hesaplanmasinda kullanilan
temel gostergedir. RT-PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen veriler, web tabanli
“RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programi kullanilarak 2-*CT metodu ile
degerlendirildi.
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3.3.3 Istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler ve hastalarin klinik 6zellikleri Bagimsiz T testi (parametrik,
non-parametrik) ve Chi-Square testleri kullanilarak karsilastirildi. Elde edilen
kantitatif sonuglara gore tiim istatistiksel analizler i¢in SPSS 25.0 ve GraphPad Prism
8.1 (ABD) programlart kullanildi. mRNA ekspresyon seviyeleri ve kat degisimleri,
web tabanli “Data Analysis Center-QIAGEN” platformundan yararlanilarak
analizlendi. Tiim analizler %95 giiven araliginda (%95 CI) gerceklestirildi ve p<0,05

degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Klinik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Mevcut tez ¢aligmasina, 2018-2019 yillar1 arasinda Bursa Uludag Universitesi
Cocuk Hematoloji AD’na basvuran 18 yas alti pediatrik grup olarak tanimlanan
prekiirsor B-hiicreli ALL tanis1 almis ve tedavi siireci baslamamis toplam 23 vakanin
kemik iligi materyali ¢alismaya dahil edildi. Hasta profilindeki Klinik bulgularin
dagilimlari incelendiginde; pediatrik vakalarin yas araligi 2-17 arasinda olup, ortalama
yas 6 y1l 5 ay olarak belirlendi. Calismamiza dahil edilen vakalarin 13’1 kiz (%56),
10’u erkek (%43) ¢ocuktur. Vakalarin hastaneye basvuru sikayetlerine iliskin klinik
bulgulara ait oranlar Sekil 22°de belirtildi. Vakalar ile ilgili diger klinik 6zellikler ve
laboratuvar bulgular1 Tablo 5, Sekil 23 ve Sekil 24’de gosterildi. Vakalar, klinik
verilerine gére ALL 1C-BFM 2009 protokoliinde yer alan siniflandirma kriterleri baz
alinarak degerlendirildi ve ¢aligmaya dahil edilen vakalarin %48’1 standart, %351 orta
ve %17°si yiiksek risk grubu olarak smiflandirildi (Sekil 25).

mABn
= Ates
= Halsizlik
Dokiinti
= Morluk

Sekil 22: Vakalarin Hastaneye 1k Bagvuru Bulgular1 ve Yiizdeleri

17%
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Ell mL2

Sekil 23: Vakalarin FAB Simiflandirmasia Goére Yiizde Oranlari

120%

100%

80%

60%

A0%

20% ‘

- ILHIthLnHHJLun““Jﬂl

Hastalar

Yiizdelik Orani

mTani ®m15.Gin

Sekil 24: Vakalarin Tani ve 15. Giin Blast Oranlar1

m Standart = Orta = Yiiksek

Sekil 25: Vakalarin Klinik Verilerine Gore ALL IC-BFM 2009 Protokoliinde Yer Alan Risk
Smiflandirmasi (Vakalarin tam yasi, tam anindaki WBC degerinin 20.000 mm®’ten diisiik veya yiiksek
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olmasi, 15. ve 33. giin blast oranlar1, kromozomal translokasyon gibi parametreler degerlendirilerek
“ALL IC-BFM 2009” protokoliinde verilen risk siniflandirilmas: (ALLIC_BFM_2009.pdf)).

Tan1 materyalindeki ortalama WBC degerleri 10,72 K/uL, HGB degerleri 11,1
g/dL ve PLT degerleri 113,3 K/uL olarak belirlendi.

4.2. Mevcut Tez Cahismasina Dahil Edilen Vakalarin Ekspresyon Bulgularinin
Degerlendirilmesi

Ph benzeri ALL’ nin tanisal ayriminin yapilabilmesi amaciyla énemli goriilen
genlerin implante edildigi custom paneller dizayn edilerek, 23 prekiirsér B-hiicreli
ALL’de 96 farkli genin ekspresyon analizi Real-Time PCR yontemi ile
gerceklestirildi. Ph negatif vakalarin belirlenen genlere ait ekspresyon seviyeleri ile Ph
pozitif kontrol vakalarin ekspresyon seviyeleri web tabanli “Data Analysis Center—
QIAGEN?” platformu, SPSS 25.0 ve GraphPad Prism 8 programlari ile karsilastirildi
ve istatistiki degerler analiz edildi. Kullanilan testler istatiksel parametreler 1s1g1nda
veri tiirline gore secildi. Uygulanan istatistiksel analiz testleri; Pearson Chi-Square,
Kruskal-Wallis H, ANOVA, Mann-Whitney U, Fisher's Exact ve Bagimsiz T
Testi’dir.

Mevcut tez calismasinin hipotezine uygun ilk analiz basamagimiz, kontrol
ornek ile hasta grubu arasindaki benzerlik oraninin belirlenmesidir. RT-qPCR yontemi
ile analiz edilen 96 gen igerisinde hasta ve kontrol 6rnegine ait elde edilen gen
ekspresyon analiz degerleri incelenerek, hasta ve kontrol 6rneginde ifadesi olmadigi
icin analiz edilemeyecek olan 41 gen sonraki analizlere dahil edilmedi. Ekspresyonu
belirlenen 55 genin ekspresyon verileri web tabanli Data Analysis Center—QIAGEN
platformu (Student’s T testi) kullanilarak degerlendirildi ( Tablo 10) (Sekil 26).
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Tablo 10: Kontrol ve Hasta Materyallerinde mRNA Ekspresyon Verilerinin Karsilastirilmasi (p deger
siitunu *p<0,05; kat degisim siitunu “+” degerler yiiksek eksprese, “-” degerler diisiik eksprese olan genlerdir. Referans gen olarak
GAPDH secilmistir.)

Kontrol Hasta Grubu
Genler 27(-Awg.(Delta(Ct)) |2 (-Awg.(Delta(Ct))| Kat Degisimleri 95% CI p Degeri [Kat Regiilasyonu
Hs|MPL|149709 3,109 1,803 0,580 (0.08,1.08) 0,787 -1,725
Hs|IKZF2|149711 0,833 0,157 0,189 (0.01,0.37) 0,579 -5,304
Hs|FBXW7|141249 3,655 0,874 0,239 (0.12,0.36) 0,015* -4,182
Hs|CHD1|129936 0,029 0,005 0,181 (0.00001, 0.46) 0,234 -5,513
Hs|IRF8|116597 0,187 0,076 0,406 (0.14,0.67) 0,653 -2,463
Hs|IDH1]|140471 0,233 0,089 0,383 (0.17,0.59) 0,882 -2,615
Hs|ETV6|113106 1,2 0,432 0,360 (0.02,0.70) 0,429 -2,779
Hs|1GJ|136803 10,079 3,551 0,352 (0.11,0.59) 0,618 -2,839
Hs|FLT3]103512 0,019 0,045 2,286 (0.48,4.10) 0,282 2,286
Hs|EPOR|140936 4,326 1,157 0,267 (0.09,0.44) 0,960 -3,740
Hs|JAK2]|105921 0,581 0,166 0,286 (0.00001, 0.81) 0,006* -3,503
Hs|KDM6A|148763 0,163 0,086 0,528 (0.00001, 1.37) 0,341 -1,894
Hs|JAK3]140909 1,236 0,011 0,009 (0.00001, 0.02) 0* -110,859
Hs|KRAS|148778 7,516 1,976 0,263 (0.00001, 0.56) 0,659 -3,803
Hs|IL7R|114202 0,023 0,003 0,140 (0.00001, 0.29) 0,022* -7,150
Hs|ABL1|144473 0,067 0,006 0,085 (0.00001, 0.22) 0,348 -11,751
Hs|FGFR1|146442 0,86 0,143 0,167 (0.00001, 0.38) 0,831 -6,005
Hs|IFITM1]103121 64,296 26,547 0,413 (0.16,0.66) 0,843 -2,422
Hs|CSF1R|105951 0,034 0,000 0,009 (0.00001, 0.02) 0* -116,970
Hs|IDH2|131078 2,508 1,246 0,497 (0.35,0.64) 0,055 -2,012
Hs|IKZF1|115033 0,031 0,000 0,005 (0.00001, 0.01) 0* -210,596
Hs|JAK1]106437 1,322 0,328 0,248 (0.09,0.41) 0* -4,037
Hs|BCL6|100108 0,408 0,027 0,065 (0.01,0.12) 0* -15,411
Hs|AICDA|149701 174,853 106,119 0,607 (0.00001, 1.26) 0,774 -1,648
Hs|HOXA10]149704 0,27 0,081 0,299 (0.00001, 0.66 ) 0,978 -3,349
Hs|BCL11B|127362 0,886 0,037 0,042 (0.00001, 0.10) 0* -23,953
Hs|P2RY8|148773 0,107 0,038 0,354 (0.00001, 0.86 ) 0,870 -2,822
Hs|SEMA6A|120510 0,032 0,015 0,442 (0.00001, 1.20) 0,507 -2,260
Hs|RUNX1|110894 0,237 0,358 1,509 (0.03,2.99) 0,505 1,509
Hs|PTK2B|105977 0,092 0,033 0,357 (0.20,0.51) 0,016* -2,799
Hs|NUDT4|139289 0,154 0,001 0,008 (0.00001, 0.02) 0* -128,796
Hs|PAX5|112185 0,581 0,154 0,266 (0.01,0.52) 0,011* -3,762
Hs|SOCS2|142892 0,011 0,001 0,131 (0.00001, 0.30) 0,004* -7,627
Hs|TLX3]146471 0,426 0,034 0,079 (0.00001, 0.19) 0,954 -12,601
Hs|NRAS|111040 0 0,000 0,160 (0.00,0.32) 0,201 -6,259
Hs|TAL1|147632 9,021 3,871 0,429 (0.15,0.71) 0,979 -2,330
Hs|PDGFRA|105613 0,07 0,001 0,012 (0.00001, 0.04) 0,662 -82,963
Hs|STAT3]|110694 0,134 0,016 0,122 (0.00001, 0.31) 0* -8,178
Hs|PBX1|148167 8,979 0,218 0,024 (0.00001, 0.09) 0,774 -41,208
Hs|PDCD1|148304 4,346 1,587 0,365 (0.06, 0.67 ) 0,814 -2,740
Hs|PAG1]|140406 0,371 0,230 0,619 (0.00001, 1.75) 0,529 -1,616
Hs|PTPN1|104822 0,169 0,011 0,067 (0.00001, 0.16 ) 0* -15,032
Hs|PDGFRB|105627 0,192 0,007 0,034 (0.00001, 0.08) 0* -29,468
Hs|ABL2|149692 0,038 0,004 0,112 (0.00001, 0.34) 0* -8,893
Hs|DNTT|149686 0,149 0,260 1,741 (0.00001, 4.97) 0,654 1,741
Hs|NT5C2|149694 0,03 0,010 0,332 (0.00001, 0.82) 0,744 -3,015
Hs|NUP98|149696 2,834 0,873 0,308 (0.00001, 0.62) 0,479 -3,246
Hs|PTPN11|149688 0,001 0,001 0,328 (0.00001, 0.72) 0,707 -3,046
Hs|RAG2|149668 0,565 1,112 1,967 (0.42,352) 0,472 1,967
Hs|SOX11]149719 0,125 0,114 0,908 (0.00001, 1.82) 0,639 -1,101
Hs|TYK2|149677 0,017 0,013 0,718 (0.00001, 1.88) 0,623 -1,393
Hs|BCR|149716 8,359 5,348 0,640 (0.14,1.13) 0,804 -1,563
Hs|IFITM2|149698 0,462 0,179 0,387 (0.00001, 0.88) 0,805 -2,583
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Sekil 26: Hasta ve Kontrolde Degerlendirilen mRNA’larin Is1 Analiz Haritas1 (HeapMap)

Ph benzeri grubun tanimlanmasi i¢in; Ph negatif ve Ph pozitif vakalarin mMRNA
ekspresyon profilleri karsilastirildiginda, Ph benzeri grubun Ph pozitif grup ile benzer
ekspresyon profili gostermesi beklenmektedir. Bu nedenle istatistiksel analizlerde fark
vardir tamimlamasi ile anlamlilik ifade eden Ho hipotezi calisma grubumuzda
anlamlilik ifade etmemektedir. Mevcut tez ¢aligmasinda istatistiksel anlamliligr; “fark
yoktur” hipotezi dogrulamaktadir. Calismamizda analiz edilen hastalarda 55 gene ait
MRNA ekspresyon diizeyleri degerlendirildi ve 37 genin Ph pozitif kontrol 6rnegi ile

benzer ekspresyon diizeylerine sahip oldugu belirlendi.

68



Hasta Grubunun Ph Pozitif Kontrol Ornegine Gore Benzerlik Oranlar1 (Kat

Ir

ine gore

Her Bi

Tablo 11

benzerlik oranlar belirlendi.)

lasyon verileri 6

regii

au 09y pLOp %71 pLOp £967 %71 1028 652 pLOp 852 865 1991 09y %71 181 109 7581 £9%6¢ 1581 652 nm
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LA [RLL
OIL N TTNdLd NI
TIX0S LI 48 LI 86dNN 48
86N | TIXOS TINdld O 8 408 94N TIX0S
Q8N | T9vd ey 86N | TINdld | 86dN OIL 44490d 86dNN
f8v | 1000d TNdld 4l 86N | LING AU 1000d 94N
TNdld Tl 19vd MNdld | LING TXed 19vd ELVIS 8y
19vd SYAN SN 1000d 4kl ELYLS TX8d ¥4490d 19vd
1000d | SXvd EXL Tl | §4490d | Tl Tl Tl 404 SYaN
SN | doild SXvd on EXL 19%d el 25908 SYAN TINdld SXvd
Bl | TXNNY GoMld | 86dN 40id | 700Qd | ¢S00S | AOMd | CALHI GX¥d 86dN LR{EN
Goild | OTVXOH TN | LING TXNNY SYAN Bhded | TXNRY | TIXOS doild LI 8N BrdZd
(04N | SMId | vAO¥ YOYNES | 1Y OTYXOH | €XIL | OTWXOH | BAdZd 9y TXNNY 408 NdLd OTVXOH
10vd | OTWXOH | CHOI 9108 SXvd A GoMld | YOOI | OIWXOH | LING LRL{EN on 1000d Yagwy
W490d | 9108 | TALHI =N R EN Sy TXNY DI Yaly 19vd Al (OGN | CALHI | ELVLS OIL Hai
15008 HOI | Y9N TN | BAYZd O | YOWNS | ZHaI Hal TX8d SN Tl TIX0S Tl [RLL TieY
9¥d | TALEL | OMC LAl DIV YONQY | OTWXOH | TALHI | Tdd0d GXvd NI | YINaX TIX0S | doMld Gl SWAN 6N LAl
PIONN | T894 | 4043 | ALl | WX Hal 94N e ¥agly SN SN TN | LING Ot (OGN | LING Bed [ COGN | TWLHN | LN [ VSWOX
40ild Nl (9l OIL ONC [ TALH | 7OV 4043 9108 | VINQX 9l BAYCd ey 4043 1IN TXad Yaoly LINd 4043 44 Ot 19vd
TN | S THI LINa 40d3 e TXNNY 93 TN 40d3 E Yagwy GXvd (9l TX8d goild Hal Hal (9l 19vd PN TXNNY
YOWN3S | onvl Bl TXNNY 9l e it THaI LAl 93 THAI fHal BAdCd Bl TN | YAy T1av T4494 93 BAdCd 93 BAdZd
41480 | d0d3 | XG4 | BA¥ed N3 19l Hal 8 St 8 Bl YIaX {Hal 10H (Hal SN | YOnaX AN TGH | TXNNY THI e
Ot (9l a4l IR T0H) 93 | YONGY | TQHD L7 I < R e ¢ WY& | YINOY | ¥0dd 93 93 e | T 10H) 8
LRkl THI N 8 [erAl Bl 93 N N TdW TdW 10H) 93 N AE! £l Bl Bl lerAl 93 TN 10H)
(O | TCMSRH | OCBIRH | GTBSH | STRIRH | [T®ISEH | OT®IRH | GTBNEH | yTUNH | CTRIRH | CT®IRH | TIOH | (TUSH | GUSH | QRIRH | [BSH | OUSH | GUSH | RSN | CHSH | 7HSH | THSY
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Tablo 12: Ph Negatif Grubu Arasinda Ph Pozitif Grup ile Istatistiksel Anlamlilig1 Belirlenemeyen
Benzer Genlerin Ekspresyonlari

Benzer Genler Hasta Grubu p Degerleri
Hs|MPL|149709 0,787
Hs|IKZF2|149711 0,579
Hs|CHD1|129936 0,234
Hs|IRF8|116597 0,652
Hs|IDH1|140471 0,881
Hs|ETV6|113106 0,428
Hs|1GJ|136803 0,617
Hs|FLT3|103512 0,281
Hs|EPOR|140936 0,96
Hs|KDM6A|148763 0,34
Hs|KRAS|148778 0,659
Hs|ABL1|144473 0,348
Hs|FGFR1|146442 0,83
Hs|IFITM1|103121 0,843
Hs|IDH2|131078 0,054
Hs|AICDA|149701 0,774
Hs|HOXA10]|149704 0,978
Hs|P2RY8|148773 0,87
Hs|SEMA6A[120510 0,507
Hs|RUNX1|110894 0,505
Hs|TLX3|146471 0,954
Hs|NRAS|111040 0,201
Hs|TAL1|147632 0,979
Hs|PDGFRA|105613 0,662
Hs|PBX1|148167 0,773
Hs|PDCD1|148304 0,813
Hs|PAG1|140406 0,529
Hs|DNTT|149686 0,654
Hs|NT5C2|149694 0,744
Hs|NUP98|149696 0,479
Hs|PTPN11|149688 0,707
Hs|RAG2|149668 0,471
Hs|SOX11]|149719 0,638
Hs|TYK2|149677 0,623
Hs|BCR|149716 0,803
Hs|IFITM2|149698 0,804
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Ekspresyon verilerimizden elde edilen kat regiilasyon degerlerine gore hasta
gruplari arasindaki benzerlik yiizdeleri degerlendirildi (Tablo 13C). Kontrol ve hasta
gruplarinin ekspresyon bulgulari normal dagilim testi ile analiz edildi (Tablo A:
Gruplarin Normal Dagilim Test Parametreleri (Anlamlilik diizeyleri *p<0,05;
**p>0,05). Elde edilen veriler dogrultusunda anlamlilik degeri p<0,05 ise non-
parametrik, p>0,05 ise parametrik testler se¢ildi. Vakalarin Ph pozitif kontrol 6rnegine
benzerlik seviyelerini belirleyebilmek igin kontrol ornegine goére hasta grubunun
Avarage Delta Ct degerleri T testi ile karsilastirild1 (Tablo 13B). Elde edilen bulgular
1s181inda Hasta 5, Hasta 8 ve Hasta 13 Bagimsiz T testi ile analiz edildi. Geri kalan
hasta gruplar1t Mann-Whitney U testi ile analiz edildi (Tablo 13A). Ph benzeri ALL
vakalarinin tanimlanmasinda kullanilabilecek benzerlik simiflandirmasi i¢in, hasta ve
kontrol gruplari arasindaki p degerleri normal dagilim testleri ile analiz edildi. p=0,05
degeri benzerlik siniflandirmasinda smir olarak kabul edildi. Analiz sonucunda,
kontrol 6rnegine gore istatistiksel olarak fark igeren (p<0,05) vakalar Ph pozitif
kontrol 6rnegimize benzerligi diisiik olarak tanimlandi. Kontrol o6rnegine gore
istatistiksel olarak fark igermeyen (p>0,05) degerindeki vakalar ise Ph pozitif kontrol
ornegine yiiksek benzerlik gosterdigi belirtildi (Tablo 13D: Kontrol Ornegi
Ekspresyon Degerlerine Gore Benzerlik Gruplamasi (p=0,05 esik deger olarak baz
alindi.).
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B; Kontrol Ornegine Gore Hasta Gruplarmin T Testi Ile Belirlenen p Degerleri, C; Hasta Gruplarmin
Benzerlik Yiizdeleri, D; Kontrol Orneginin Ekspresyon Degerlerine Gére Benzerlik Gruplamasi

Tablo 13: A; Gruplarin Normal Dagilim Test Parametreleri **; Bagimsiz T Testi, *; Mann-Whitney U,
*p<0,05)
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1428aq d

Benzerlik Tablosu
Yitksek Benzerlik

4
1
Hasta 22
Hasta 18
Hasta
Hasta13
Hasta 2 Hasta21
Hasta 14 Hastad
Hasta12 Hastal7
Hastals I
0,05 Gruplar
Hastall Hastal0 I
Hastas
Hasta6
Hasta 20
Hasta8
Hastal
Hasta7
Hasta 16
Hasta 19
N Hasta3
v

Diistik Benzerlik

Sekil 27: Gruplarin p Degerlerine Gore Kontrol Ornegine Benzerlik Dagilim Tablosu
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Tablo 14: Kontrol Ornegi ile Ekspresyon Profili Bakimindan Benzerlik Gosteren Genler ve Bu Genlerin
Hasta Grubunda Goriilme Frekanslari.

Genler Frekans %
Hs|ETV6]113106 13 59,1
Hs|RUNX1|110894 13 59,1
Hs|IDH2|131078 12 545
Hs|IRF8]116597 11 50,0
Hs|P2RY8|148773 11 50,0
Hs|PAG1|140406 11 50,0
Hs|JAK2|105921 10 455
Hs|PTK2B|105977 10 455
Hs|DNTT|149686 10 455
Hs|NT5C2|149694 10 455
Hs|IFITM2]|149698 10 455
Hs|KDMG6A|148763 9 40,9
Hs|EPOR|140936 8 36,4
Hs|KRAS|148778 8 36,4
Hs|AICDA|149701 8 36,4
Hs|PAX5[112185 8 36,4
Hs|ABL2|149692 8 36,4
Hs|NUP98|149696 8 36,4
Hs|MPL|149709 7 31,8
Hs|CHD1|129936 7 31,8
Hs|1GJ|136803 7 318
Hs[IFITM1]|103121 7 318
Hs|HOXA10|149704 7 31,8
Hs|NRAS|111040 7 31,8
Hs|TAL1]|147632 7 31,8
Hs|RAG2|149668 7 318
Hs|BCR|149716 7 318
Hs|IL7R|114202 6 27,3
Hs|SEMABA|120510 6 27,3
Hs|PDCD1|148304 6 273
Hs|SOX11|149719 6 27,3
Hs|ACTB|143636 6 27,3
Hs|FBXW7|141249 5 22,7
Hs|IDH1]|140471 5 22,7
Hs|FLT3]103512 5 22,7
Hs|TLX3|146471 5 22,7
Hs|PBX1|148167 5 22,7
Hs|TYK2|149677 5 22,7
Hs|IKZF2[149711 4 18,2
Hs|PTPN1|104822 4 18,2
Hs|PTPN11|149688 4 18,2
Hs|FGFR1|146442 3 13,6
Hs|JAK1]|106437 3 13,6
Hs|BCL6|100108 3 13,6
Hs|SOCS2|142892 3 13,6
Hs|STAT3|110694 3 13,6
Hs|JAK3|140909 2 9,1
Hs|ABL1|144473 2 9,1
Hs|CSF1R|105951 2 9,1
Hs|PDGFRA|105613 2 9,1
Hs|PDGFRB|105627 2 9,1
Hs|IKZF1]|115033 1 45
Hs|NUDT4|139289 1 4,5
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Hasta grubu, web tabanli ‘Data Analysis Center-QIAGEN’ platformu
kullanilarak kontrol 6rnegi ile karsilastirildi ve her hastanin kontrol 6rnegine gore
mRNA ekspresyon diizeyleri; yiiksek (upregulated), benzer (unchange) ve diisiik
(downregulated) olarak sagilim grafigi (scatter plot) tizerinde gosterildi (Sekil 28-49).
Sagilim grafiginde belirtilen noktalar genlerin kontrol 6rnegi ve hasta gruplar
arasindaki iliskiyi ifade etmektedir. Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, Ph
negatif icerisinden Ph benzeri olarak tanimlanabilecek hasta gruplari arasinda benzer
genlerin sayis1 bakimindan benzerligi en yiiksek olan hastalar 9 ve 21°dir (Sekil 36 ve

Sekil 48).

Hs|CHD1]129936
Hs|IRF8|116597
Hs|JAK2|105921

10 {Normalized

Hs|P2RYS[148773
Hs|RUNX1|110894
Hs|PAG1]140406

Hs|GAPDH|141139

0910 {Normalized Expression Group 1)

® Upregulated @ Unchanged @ Downregulated

Sekil 28: Hasta 1 ve Kontrol Ornegi Sacilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e”
olarak gosterildi.)(Kirmiz1 noktalar; yiiksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik
eksprese olan genleri ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)
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Group)

Contro!

Log10 (Normalized Expr

Logl0 (Normalized Expression Group 2)

Hs|MPL|149709
Hs|CHD1]129936
Hs|IDH1|140471
HS|ETV6|113106
Hs|FLT3]103512
Hs|JAK2| 105921
Hs|KDMBA| 148763
Hs|ILTR|114202
Hs|ABL1[144473
Hs|IDH2]131078
Hs|AICDA|149701

Hs|HOXA10[149704

Hs|P2RY8[148773
Hs|SEMABA|120510
Hs|PAX5|112185
Hs|NRAS|111040
Hs|PAG1|140406
Hs|ABL2|149692
Hs|NT5C2[149694
Hs|NUP98|149696
Hs|GAPDH|141139
Hs|SOX 11149719
Hs|BCR|149716
Hs|IFITM2|149698

Sekil 29: Hasta 2 ve Kontrol Ornegi Sacilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.)(Kirmizi noktalar; yiiksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri
ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)

4 3 2 1

Logl0 {Normalized Expression Group 3)

® Upregulated @ Unchanged & Downregulated

Hs|ETVE|113106
Hs|IKZF1]115033
Hs|P2RYS|148773
Hs|RUNX1|110894
Hs|PAG1|140406
Hs|ABL2|149692
Hs|DNTT|149686
HS|NT5C2|149694
Hs|GAFPDH| 141139
HS|RAG2|149668
Hs|TYK2|149677

Sekil 30: Hasta 3 ve Kontrol Ornegi Sacilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmizi noktalar; yliksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri
ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)
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prmalized Expre

Sekil 31: Hasta 4 ve Kontrol Ornegi Sacilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte

Logle (Normalized Express

® Upregulated @ Unchanged @& Downregulated

Hs|IKZF2|149711
Hs|FBXWT7|141249
Hs|CHD1|129936
Hs|ETWVE|113106
Hs|IGJ|136803
Hs|EPOR|140936
Hs|IFITM1]103121
Hs|TAL1]147632
Hs|STAT3|110694
Hs|PDCD1|148304
Hs|PTPN1|104822
Hs|NT5C2|149694
Hs|NUP98|149696
Hs|GAPDH|141139
Hs|BCR|149716

[T
L]

olarak

gosterildi.)(Kirmizi noktalar; yiiksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri

ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)

Logl® {Normalized Expression Control Group)

2 1

Logld {Narmalized Expressian Group 5)

® Upregulated @ Unchanged & Downregulated

Hs|IRF8|116597
Hs|ETVE[113106
Hs|FLT3[103512
Hs|FGFR1|146442
Hs|IDH2[131078
Hs|DNTT[149686
Hs|NT5C2|149694
Hs|GAPDH|141139
HS|RAG2|149663
Hs|SOX11]149719

Hs|IFITM2|149698

Sekil 32: Hasta 5 ve Kontrol Ornegi Sacilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.)(Kirmizi noktalar; yiiksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri

ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)
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o

-]

Logl0 (Normalized Expression Control Group)

Sekil 33: Hasta 6 ve Kontrol Ornegi Sacilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmizi noktalar; yiiksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiikk eksprese olan genleri
ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)

Normalized Exprodsion Con

-
Loglo

Sekil 34: Hasta 7 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmizi noktalar; yliksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri
ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)

2 1 o

Logl0 (Normalized Expression Group 6]

® Upregulated @ Unchanged & Downregulated

Log 10 (Normalized pression Group 7)

® Upregulated & Unchanged & Downregulated

78

Hs|IRF8|116597
HS|ETVE[113106
Hs|KDMGA| 148763
Hs|ABL1[144473
Hs|IDH2|131078
HSs|AICDA] 149701
Hs|P2RY8|148773
Hs|PTK2B|105977
Hs|TAL1]|147632
HS|NTSC2|149694
Hs|GAPDH|141139
Hs|RAG2| 149668
Hs|BCR]|149716
Hs|IFITM2|149698

Hs|FLT3]103512
Hs|EPOR]| 140936
Hs|KRAS| 148778
Hs|AICDA]149701
Hs|PTK2B|105977
Hs|PBX1]148167
HS|DNTT|149686
HS|GAPDH|141139
Hs|SOX 11149719

[P



roup)

Contrel Gi

o910 (Mermalized Expression C

Hs|ETVE]113106

Hs|KDMGA| 148763

Hs|IDH2[131078

Hs|RUMNX1]110824

Hs|PBX1]148167

Hs|DNTT|149686

Hs|NT2C2[1496294

Hs|GAPDH|141139

2 1 o

Logl0 (Normalired Expression Group 8)

@ Upregulated @ Unchanged @& Downregulated

Sekil 35: Hasta 8 ve Kontrol Ornegi Sacilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmizi noktalar; yiiksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiikk eksprese olan genleri

ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)

up)

vtrol Gro:

Logl0 (Normalized Expression Con

Sekil 36: Hasta 9 ve Kontrol Ornegi Sacilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte

Logl0 (Nermalized Expression Group 9)

Hs|MPL|149709
Hs|FBXW7|141249
Hs|CHD1|129936
Hs|IRF8| 116597
Hs|IGJ]136803
Hs|EPOR| 140936
Hs|JAK2|105921
Hs|KDMGA|148763
Hs|KRAS|148778
Hs|IL7R|114202
Hs|SEMAGA| 120510
Hs|RUNX1|110894
Hs|PTK2B|105977

Hs|PAX5[112185
Hs|NRAS|111040
HS|TAL1|147632
Hs|PDGFRA|105613
Hs|STAT3|110694
Hs|PDCD1|148304
Hs|PDGFRB|105627
Hs|NTSC2|149694

Hs|NUP98|149696
Hs|PTPN11|149688

Hs|GAPDH|141139
Hs|RAG2| 149668
Hs|BCR[149716

[IP%L]
L]

olarak

gosterildi.) (Kirmizi noktalar; yiiksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri

ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)
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a Contral Group)

Logl0 (Nermalized Expressio

Hs|ETWE|113106
Hs|FLT3|103512
Hs|IDH2|131078
Hs|P2RYS|148773
Hs|PAXS5]112185
Hs|ABL2|149692
Hs|DNTT|149686
Hs|GAPDH|141139
Hs|IFITMZ2|149698
Hs|ACTB|143636

Loglo (Nosrmalized Expression Group 10}

® Upregulated @& Unchanged @& Downregulated

Sekil 37: Hasta 10 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmiz1 noktalar; yiliksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri

ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)

=
a
E
3

& 1} 2 1 o

Leogl0 (Normalired Expression Group 11}

@ Upregulated @ Unchanged & Downregulated

Hs|CHD1]129936
Hs|JAK2|105921
Hs|KDMBA|148763
Hs|IDH2|131078
Hs|AICDA[149701
Hs|P2RY8|148773
Hs|RUNX1|110894
Hs|PAX5]112185
Hs|PBX1|148167
Hs|PAG1]|140406
Hs|DNTT|149686
Hs|GAPDH|141139
Hs|RAG2| 149668
Hs|SOX11|149719
Hs|IFITM2]|149698

Sekil 38: Hasta 11 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmizi noktalar; yliksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri

ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)
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(Nermalized Expression Cantrel Group)

6510

Hs|MPL|149709
Hs|FBXWT[141249
Hs|IRF8|116597
Hs|IDH1140471
HS|ETV6[113106
Hs|IGJ[136803
Hs|KRAS| 148778
Hs|FGFR1[146442
Hs|IDH2|131078
Hs|AICDA|149701
Hs|HOXA10[149704
Hs|P2RY8[148773

4 3 2

Logl0 (Normalized Expression Group 12}

Hs|RUNX1|110894
Hs|PTK2B|105977
Hs|SOCS2|142892
Hs|TAL1|147632
Hs|PBX1|148167
Hs|PAG1]140406
HS|GAPDH| 141139
Hs|RAG2|149668
HS|TYK2|149677
Hs|BCR|149716
Hs|IFITM2|149698
HS|ACTB|143636

Sekil 39: Hasta 12 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmizi noktalar; yiiksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diigiik eksprese olan genleri
ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)

Hs|MPL[149709

Hs|FEXWT7|141249 Hs|SOCS2|142892

HSlIRF8[116597 HS|TLX3{146471

HSIETVEITI3106  Liqimar1j147632

Hs|EPOR[140936 Hs|STAT3|110694

Hs|KDMBA| 146763 Hs|PEX 1148167

HS{KRAS|145770 Hs|DNTT|149686

HSIFITMIN03121  Lionpos149696
Hs|IDH2|131078

Hs|GAPDH|141139
Hs|BCR|149716

Hs|AICDA|149701 Hs|ACTB| 143636
Hs|HOXA10]|149704

Hs|JAKA|106437

Hs|P2RY8|148773

4 3 2 1 ] 1 2

Logl0 (Normalized Expression Group 13)

Sekil 40: Hasta 13 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmiz1 noktalar; yiiksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri
ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)
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Hs|TLX3|146471

Hs|PDCD1]148304

Hs|MPL|149709

Hs|IKZF2[149711

Hs|PAG1|140406
Hs|KRAS|148778

Hs|PDGFRB|105627

ession C

Hs|IL7R[114202
Hs|ABL2|149692

i (e Hs|IFITM1]103121
e Hs|DNTT|149686
Hs|BCL6[100108
= Hs|NUP98|149696
E Hs|AICDA|149701
Hs|PTPN11|149688
Hs|HOXA10|149704
i le

i Hs|GAPDH|141139
Hs|SEMAGA|120510

Hs|TYK2|149677
Hs|RUNX1]110894

Hs|BCR|149716
Hs|PTK2B|105977

Hs|IFITM2|149698

Logl0 (Nermalized Expression Group 14)

Sekil 41: Hasta 14 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmizi noktalar; yiiksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiikk eksprese olan genleri
ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)

Hs|MPL|149709

Hs|HOXA10]149704
Hs|CHD1]129936

Hs|RUNX1|110894
Hs|IRF8|116597

Hs|PTK2B[105977
Hs|IDH1|140471

Hs|TLX3|146471
Hs|ETV6[113106

Hs|TAL1]147632
Hs|EPOR|140936

Hs|PDCD1]148304
Hs|JAK2]105921

Hs|PTPN1|104822
Hs|KDMBA|148763

Hs|ABL2|149692
Hs|JAK3|140909

Hs|NUP98|149696
Hs|KRAS| 148778

Hs|GAPDH|141139
Hs|IL7R|114202

4 3 2 1

Legl0 (Notmalized Expression Group 15)

Sekil 42: Hasta 15 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmiz1 noktalar; yiliksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diigiik eksprese olan genleri
ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)

82



Controd Group)
3

Hs|ETWV&[113106
Hs|KDMBA|148763

g0 : Hs|IDH2[131078

T : Hs|JAK1]106437

z ‘ Hs|RUNX1]110894

g . Hs|PAG1|140406
3 L ]

Hs|NT5C2|149694
Hs|GAPDH| 141139

4 3 2 1 o

Logl0 (Normalized Expression Group 16)

® Upregulated @ Unchanged @ Downregulated

Sekil 43: Hasta 16 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmizi noktalar; yiiksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiikk eksprese olan genleri
ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)

s Hs|IRF8|116597
HS|ETV6|113106
L ]

2 Hs|IGJ|136803
' Hs|JAK2|105921
Hs|JAK3|140909
Hs|IFITM1]103121
Hs|IDH2|131078
Hs|JAK1|106437
Hs|P2RYS8|148773
Hs|SEMAGA| 120510
Hs|PAXS5|112185

Hs|ABL2|149692
Hs|DNTT|149686

Hs|NUP98|149696
Hs|GAPDH|141139
s Hs|RAG2|149668

4 } 2 1 a

Logld (Normalized Expression Group 17) Hs|ACTB|143636

® Upregulated @ Unchanged @ Downregulated

Sekil 44: Hasta 17 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmizi noktalar; yiliksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri
ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)
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Hs|IKZF2|149711
Hs|CHD1|129936
Hs|ETV6|113106
Hs|IGJ|136803
Hs|EPOR| 140936

Hs|JAK2]105921
Hs|KRAS| 148778
Hs|IL7R|114202

Logl0 (Normalized Expression Control Group)
[]

Hs|IFITM1]103121
Hs|CSF1R|105951

Hs|BCL6|100108
4 Hs|SEMABA|120510
Hs|RUNX1]|110894

4 3 2 1 Q@ 1 2 3

LoglO (Normalized Expressio

Hs|PTK2B|105977
Hs|PAX5]112185
Hs|TLX3146471
Hs|PAG1|140406
Hs|PTPN1|104822
Hs|ABL2|149692
Hs|GAPDH| 141139
Hs|IFITMZ2]|149698

Sekil 45: Hasta 18 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmiz1 noktalar; yiliksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diigiik eksprese olan genleri

ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)

Hs|IRF8|116597
Hs|FLT3]103512
Hs|KDMGA|148763
Hs|P2RYB|148773
HS|RUNX1|110894
Hs|DNTT|149686
Hs|GAPDH|141139
Hs|TYK2|149677

4 Hs|IFITM2]|149698

& 3 2

Legld (Narmalized Expression Group 19)

® Upregulated @ Unchanged @& Downregulated

Sekil 46: Hasta 19 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmizi noktalar; yliksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri

ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)
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0510 (Normalized Expression Control Group)

2

Log10 (Normalized Express

@ Upregulated @ Unchanged @& Downregulated

Hs|MPL|149709
Hs|IKZF2|149711
Hs|FBXW7[141249
Hs|IRF8|116597
Hs|IDH1]140471
Hs|IGJ]136803
Hs|EPOR| 140936
Hs|JAK2]105921
Hs|KDMBA|148763
Hs|IFITMA]103121
Hs|IDH2|131078
Hs|AICDA|149701

Hs|HOXA10]149704
Hs|RUNX1|110894
Hs|PTK2B[105977
Hs|PAX5[112185
Hs|TAL1|147632
Hs|PDCD1]|148304
Hs|PAG1|140406
Hs|GAPDH|141139
Hs|SOX11|149719
Hs|ACTB|143636

Sekil 47: Hasta 20 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmuzi noktalar; yiiksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri

ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)

g
4]

Leg10 (Nermalized Expressior

Lagl0 (Nermalized

Hs|IDH1]140471
Hs|IGJ|136803
Hs|EPOR| 140936
Hs|JAK2]105921
Hs|KRAS|148778
Hs|IL7R|114202
Hs|FGFR1[146442
Hs|IFITM1]103121
Hs|IDH2|131078
Hs|BCL6|100108
Hs|HOXA10|149704
Hs|P2RY8|148773

Hs|PTK2B|105977
Hs|TLX3|146471
Hs|PDCD1|148304
Hs|PAG1|140406
Hs|PTPN1|104822
Hs|ABL2|149692
Hs|NTSC2|149694
Hs|NUP98| 149696
Hs|GAPDH|141139
Hs|SOX11]149719
Hs|TYK2|149677
Hs|IFITM2|149698
HS|ACTB|143636

[T

Sekil 48: Hasta 21 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte “e” olarak
gosterildi.) (Kirmizi noktalar; yliksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri

ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)



Hs|IRF8|116597
Hs|JAK2]105921
Hs|CSF1R|105951

®  Hs|IDH2|131078
HS|SEMABA|120510
HS|RUNX1]110894

Hs|PTK2B|105977

S ofe

= Hs|NUDT4|139289
E L]

E1|e Hs|PAXS5|112185

: ' Hs|SOCS2|142892

Hs|PDGFRA|105613
Hs|PAG1]140406

HS|NT5C2]149694
Hs|GAPDH|141139

10 (Normalized Expression Group 22

® Upregulated @ Unchanged @ Downregulated

[
°

Sekil 49: Hasta 22 ve Kontrol Ornegi Sagilim Grafigi (Benzerlik belirlenen genler grafikte olarak

gosterildi.) (Kirmiz1 noktalar; yiiksek eksprese olan genleri, yesil noktalar; diisiik eksprese olan genleri
ifade etmektedir. X ekseni: Hasta grubu; Y ekseni: Kontrol 6rnegi)

Kontrolin ve hasta gruplarimin karsilastirildigt mRNA  ekspresyon
profillerinden elde edilen veriler ile 17 genin mRNA ekspresyon diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlendi (p<0,05). mRNA’larin anlamlilik
degerleri Tablo 15°de verildi. Anlamli bir fark elde edilen 17 genin kontrol 6rnegine
gore kat degisim degerleri web tabanli ‘Data Analysis Center—QIAGEN’ platformu ve
GraphPad Prism programi kullanilarak analiz edildi. Students’s T Testi ile elde edilen
veriler Sekil 50°de gosterildi. Iki grup arasinda anlamlilik elde edilen 4 genin (CSFR1,
IKZF1, NUDT4, JAKS3) kat degisim farklarinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle uygun

grafik gorseli sunulamadi.
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Tablo 15: Kontrol Ornegine Gore Hasta Gruplar1 Arasinda Istatiksel Olarak Anlamli Bir Fark Bulunan
Genlerin Kat Degisimleri, Giiven Araliklar1 (95%CI), p Degerleri ve Kat Regiilasyon Degerleri (*;

p<0,05)

Hasta Grubu
Genler
Delgizmi 95%Cl p Degeri Regﬁlfziistyonu

Hs|FBXW?7|141249 0,239 (0.12,0.36) 0,015* -4,181

Hs|JAK2|105921 0,285 (0.00001,0.81) | 0,006* -3,502
Hs|JAK3|140909 0,009 (0.00001, 0.02) 0* -110,858

Hs|IL7R|114202 0,139 (0.00001,0.29) | 0,022* -7,15
Hs|CSF1R|105951 0,008 (0.00001, 0.02) 0* -116,97
Hs|IKZF1]115033 0,004 (0.00001, 0.01) 0* -210,595

Hs|JAK1|106437 0,247 (0.09,0.41) 0* -4,037
Hs|BCL6|100108 0,064 (0.01,0.12) 0* -15,411
Hs|BCL11B|127362 0,041 (10.00001, 0.10) 0* -23,952

Hs|PTK2B|105977 0,357 (0.20,0.51) 0,016* -2,798
Hs|NUDT4|139289 0,007 (10.00001, 0.02) 0* -128,795

Hs|PAX5|112185 0,265 (0.01,0.52) 0,011* -3,762

Hs|SOCS2|142892 0,131 (0.00001,0.30) | 0,004* -7,626

Hs|STAT3|110694 0,122 (0.00001, 0.31) 0* -8,178
Hs|PTPN1|104822 0,066 (0.00001, 0.16 ) 0* -15,032
Hs|PDGFRB|105627 0,033 (0.00001, 0.08) 0* -29,467

Hs|ABL2|149692 0,112 (0.00001,0.34) | 0,044* -8,893
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Sekil 50: Ph Negatif ve Ph Pozitif Hasta Arasinda Istatistiksel Olarak Anlamlilik Belirlenen Genlerin
Ekspresyon Farkliliklar1 (*; p<0,05, ***; p<0,001)
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Anlamlilik tespit edilen 17 genin ekspresyon degerleri web tabanli Data
Analysis Center—QIAGEN ptalformu kullanilarak analiz edildi. Elde edilen Average

Delta(Ct) degerleri ile olusturulan Clustogram goriintiisii Sekil 51°de gosterildi.

?

dnoun jo1quoy

£ dnougy
T dnoun
£T dnouny
6T dnoun
¢ dnoun
9T dnouny
17 dnoun
7 dnoug
T dnouny
TT dnoun
g1 dnoun
77 dnoun
£ dnougy
0T dnoun
+ dnouny
ZT dnoun
5 dnougy
o7 dnoun
+T dnoun
g dnoun
g dnouny
£ dnoun

———————————— Hs|FBXW7|141249
L . Hs|S0CS2|142892

Hs|IKZF1| 115033
———  Hs|BCLG|100108
L Hs|PDGFRE|105627

Hs|BCL11E| 127362
Hs|STAT3|110694
Hs|JAK3| 140909
Hs|JAK1| 106437
Hs|CSF1R| 105951
Hs|NUDT4|139289

Hs|PTK2E| 105977

Hs|JAKZ| 105921

Hs| PAXS5|112185

Hs| PTPN1| 104822
I ——
Hs| ABL2| 149692

Magnitude of gene expression

min avg max
Sekil 51: Gen Ekspresyon Analizleri ile Anlamli Fark Elde Edilen Genlere Ait Clustogram Goriintiisii
4.3. Ekspresyon Bulgularimin ve Klinik Bulgularin Karsilastirilmasi

Hasta gruplari, ekspresyon verilerine gore pozitif kontrol 6rnegine benzerlik
gosteren ve gostermeyen olarak ikiye ayrildi. Ph benzeri ALL grubuna benzer
oldugunu 6ngordigiimiiz gruplarin klinik bulgular istatistiksel olarak karsilagtirildi.
Ekspresyon degerlerine gore yapilan benzerlik gruplamasinin dogrulugunu arttirmak
icin uluslararas1 kosullarda kabul goéren ALL IC-BFM 2009 protokoliiniin risk
siniflamasina gore hastalar standart, orta ve yiiksek risk siniflar1 olarak gruplandirildi
ve genetik bulgular ile elde edilen benzerlik siniflamasi dahilinde ALL IC-BFM

protokoliindeki risk siniflandirmasi arasinda fark olup olmadigi incelendi.

[lk olarak ¢alisilan mRNA custom gen paneli sonucu kontrol érnegine en yakin
mRNA ekspresyon profili gdsteren hastalar, benzerlik oranlarina goére yiiksek ve diisiik
olarak smiflandirildi (p>0,05). Bu siniflamaya gore 15. giin blast orani, WBC, HGB,
PLT ve RBC degerlerinin genel dagilim grafikleri Sekil 52-56’da gosterildi.
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Sekil 52: Vakalarin Benzerlik Siniflandirilmasina Gore 15. Giin Blast Oranlari Genel Dagilimi
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Sekil 53: Vakalarin Benzerlik Siniflandirilmasina Gére WBC Degerlerinin Genel Dagilimi.
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Sekil 54: Vakalarin Benzerlik Siniflandiriimasina Gére HGB Degerlerinin Genel Dagilimi
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Sekil 55: Vakalarin Benzerlik Siniflandirilmasina Gére PLT Degerlerinin Genel Dagilim1
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Sekil 56: Vakalarin Benzerlik Siniflandirilmasina Gore Tamt Materyali RBC Degerlerinin Genel
Dagilimi

Ph pozitif kontrol 6rnegi ile yiiksek ve diigiik benzerlik goésteren gruplar
arasinda klinik bulgularinin karsilastirilacag testlere karar verilebilmesi i¢in bulgular
once normal dagilim testi ile daha sonra Mann-Whitney U ve Bagimsiz T Testi ile
analiz edildi (Tablo 16 A).
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Tablo 16: A: Gruplar Arasinda Klinik Bulgularin Normal Dagilim Test Parametreleri, B: Vakalarin

Klinik Bulgular1 ile Benzerlik Durumlarinin Karsilagtiritlmasi

A B
Normal Dagilim Testi Klinik Bulgular p Degeri
Shapiro-Wilk Tan1 Blast Oran1 0,097
Grup — -
Statistic df Sig. Uygulanak test 15. giin Blast Oran1 0,65
BZE'Z‘::I';k 0,898 9 0,241 WBC 0375
PLT Diis ik Mann-Whitney U
usux 08 10 0,015 PLT 0,511
Benzerlik
BZEk::II.‘k 9 0 HGB 0,832
Tam Blast DZ I\I Mann-Whitney U
A 0714 10 0,001 RBC 0,46
Benzerlik
B:‘r:k::ll_‘k 0,727 9 0,003
Blast 15 D"Zs I‘I Mann-Whitney U
s ik
—— 0,816 10 0,022
BY“"“II_‘k 0,642 9 0
WBC e Mann-Whitney U
s 0,633 10 0
Benzerlik
BY“kseI'_‘k 0938 9 %0,563
HGB i;]zerkl Bagmmsiz T Testi
usux 0,986 10 *0,990
Benzerlik
BY;"Z‘srcI'i‘k 0,901 9 *0,255
RBC i) e"k Bagmmsiz T Testi
usu
- 0,957 10 *0,748
Benzerlik

(*p>0.05)

Mann-Whitney U ve Bagimsiz T Testi analiz verilerine gore anlamlilik elde
edilemedi (p degerleri Tablo 16 B’de verildi.). Elde edilen bulgular dogrultusunda Ph
benzeri ALL vakalariin belirlenmesinde klinik parametreler yeterli degildir. Klinik
bulgular ve ekspresyon seviyelerine gore yapilan siniflandirmada gruplar aras1 (diistik-

yiiksek benzerlik) istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.

Mevcut tez calismasinda elde edilen ekspresyon bulgulart ve ALL IC-BFM
2009 risk siniflandirilmasina goére olusturulan benzerlik gruplart klinik degerler
acisindan karsilagtirildi. Sadece 15. giin blast oraninda ALL IC-BFM 2009 risk
smiflandirilmasina gore standart ve yiiksek risk gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik belirlendi (p=0,01). Diger klinik veriler ve hasta gruplarindaki
yiiksek-diisiik benzerlik bulgularimiz arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi. Genel
orintii incelendiginde; klinik parametrelerin mozaik yapida oldugu goriilmektedir
(Tablo 17 ve Sekil 57).
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Tablo 17: Hasta Gruplarmin Ekspresyon Bulgulari ve ALL IC-BFM 2009 Protokoliine Gore
Gergeklestirilen Risk Siniflamasi Parametrelerinin Klinik Bulgular ile Kargilagtirilmasi

Ekspresyon Benzerik Simiflandimasi ALL IC-BFM 2009 Risk Simiflandiriimasi

Klinik Bulgular Uygulanan Test p Degeri Uygulanan Test p Degeri
FAB Fisher's BExact Test I Pearson Chi-Square 0,42
Tan1 Anindaki Blast % Mann-Whitney U 0,10 Kruskal-Wallis H 0,20
15. Giin Blast % Mann-Whitney U 0,65 ANOVA 0,01*
Basvuru Sikayet Pearson Chi-Square 0,97 Pearson Chi-Square 0,73
WBC Mann-Whitney U 0,38 ANOVA 0,11
WBC Kategorik Pearson Chi-Square 0,14 Pearson Chi-Square 0,07
HGB Bagimsiz T Testi 0,83 ANOVA 0,73
HGB Kategorik Fisher's BExact Test 0,50 Pearson Chi-Square 0,59
PLT Miktar Mann-Whitney U 0,51 ANOVA 0,98
PLT Miktan Kategorik Fisher's Bxact Test 0,50 Pearson Chi-Square 0,33
RBC Bagimsiz T Testi 0,46 ANOVA 0,21
RBC Kategorik Fisher's Exact Test 0,50 Pearson Chi-Square 0,59

Vaka Sayisi

o N B OO

Yiiksek Benzerlik Duslk Benzerlik

Benzer Grup Siniflamasi

B Standart ®Orta HYiksek

Sekil 57: Ekspresyon Verilerine Gére Iki Farkli Gruplama Sistemin Dagilimlarinin

Karsilastirilmasi
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5. TARTISMA ve SONUC

Mevcut tez calismasinda ilk kez Tiirk toplumuna 6zgii Ph benzeri ALL
vakalarmin tanimlanabilmesi igin gen ekspresyon profil analizinin gergeklestirilmesi
amaglanmistir. Ph benzeri grubun tanimlanmasi ile vakalarin tedavi protokollerine
TKTI’leri eklenerek etkin tedavi almalari miimkiin olmaktadir. Bu vakalarin erken

doénemde belirlenmesi sagkalim ve prognozlarini olumlu bir sekilde etkilemektedir.

ALL’nin genetik alt tipleri ve ilag direncinin biyolojik temelleri hakkindaki
bilgiler mRNA gen ekspresyon ¢alismalart ile elde edilebilmektedir. ALL vakalarinda
gerceklestirilen ¢alismalarda >%95 dogruluk orani ile gen ekspresyon profillerinin
analizleri kullanilarak alt siniflamanin gergeklestirilebilecegi belirtilmektedir (Den
Boer ve ark., 2009; EJ ve ark., 2002).

Monique L. Den Boer ve ark., gen ekspresyon profilleri ile gergeklestirdikleri
analizler sonucunda T-ALL, TEL-AML1 pozitif, hiperdiploid ve E2A yeniden
diizenlenmis alt gruplari en yiiksek dogruluk ile siniflandirabileceginin miimkiin
oldugunu gostermislerdir. Iki farkli arastirma grubunun (Cocuk Onkoloji Grubu
(COG) -TARGET-St Jude konsorsiyumu ve Hollanda Cocuk Onkolojisi Grubu) pre-
B ALL vakalarinda gerceklestirdikleri gen ekspresyon profili ¢alismalarindan elde
edilen bulgular dogrultusunda, 2009 yilinda Ph benzeri ALL alt grubu tanimlanmastir.
Bu grup, Ph pozitif ALL vakalarina benzer gen ekspresyon profili vermektedir, ancak
t((9;22)(g34.1;q11.2)) olarak tanimlanan Ph kromozomunun flizyon proteininden
yoksundur (Den Boer ve ark., 2009; Pui ve ark., 2017).

Ph benzeri ALL grubu ilk olarak pediatrik vakalarda tanimlanmistir. ALL nin
diger genetik alt tiplerinin aksine, Ph benzeri grup gen ekspresyon profili ile
tanimlanabilmektedir ve diger alt gruplara gore genetik olarak daha heterojen bir
yapiya sahiptir (Tasian ve ark., 2017; Wells ve ark., 2017). Ph benzeri alt grubun
tanimlanmasinda oncii olan bu iki arastirma grubu, aym1 vakalarin ayriminit %100

giivenilirlikte gergeklestirememistir. Wells ve ark.’nin ¢alismasinda bu iki grubun
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prob setleri degerlendirilmis ve Ph benzeri vakalar tanimlanmistir. Ancak vakalarin
sadece %18’1 iki prob seti ile ortiismektedir. Gen ekspresyon profilleri incelendiginde
ise, sadece 7 gen kiimesinin (CCND2, SH3BP5, ABL1, SOCS2, DUSP6, LST1,
EGFLY7) ortiistiigii goriilmektedir. COG-TARGET-St Jude aragtirma grubu ilk once
Gen Seti Zenginlestirme Analizi ile Ph pozitif vakalara benzer gen ekspresyon
profiline sahip yiiksek risk siniflamasindaki B-ALL vakalarinin bulundugu bir alt grup
tamimlamustir ve bu grup icerisinde Ph benzeri grubu tanimlamak igin, 257 problu
Affymetrix gen ekspresyon analiz yontemi ile Ph pozitif hasta grubu ve yiiksek riskli
B-ALL hasta grubunun mikroarray verilerini mikroarray tahmin analizi (PAM) ile
degerlendirilmistir. Diger aragtirma grubu ise (Den Boer ve ark.), ana pediatrik ALL
alt tiplerinin (T-hiicresi, ETV6-RUNX1, yiiksek hiperdiploid, TCF3-PBX1, MLL)
siiflandirilabilmesi icin 110 prob seti igeren hiyerarsik kiime ¢dziimlemesi

gerceklestirilmistir (Pui ve ark., 2017; Wells ve ark., 2017).

Ph benzeri ALL’ nin prevalansi yas, cinsiyet, 1rk, etnik koken ve Ulusal Kanser
Enstitiisii (NCI) tarafindan tanimlanan risk gruplarina gore farklilik gostermektedir.
Pediatrik pre B-ALL vakalarinin yaklasik %12’si Ph benzeri ALL’dir. Pediatrik Ph
benzeri grubun prevalansi, Ph pozitif vakalara gore 3-4 kat daha fazladir. Ph benzeri
alt grubun tanimlanmasinda kullanilan gen ekspresyon panelleri ile ilgili bulgular
birikmesine  ragmen  rutin  olarak  Kklinik  uygulamalarda  kullanimi
yayginlastirilamamigstir. Bu vakalar genetik olarak heterojen yapida olduklari i¢in
tanimlamak oldukca giictiir. Ayrica etnik kdkene gore genetik yapinin degisiklik
gostermesi yine hastaligin tanimlanmasinda yasanilan zorluklardan biridir (Marke ve

ark., 2018; Pui ve ark., 2017).

Ph benzeri ALL vakalari, klinik bulgular ile degerlendirilirken tani yasinin
yiiksek olmasina ek olarak yliksek WBC degerine de sahip olduklar: bildirilmektedir.
Bu alt grubun tan1 yasinin diger alt gruplardan farklilik géstermemesi nedeniyle risk
faktorii olarak degerlendirilmesi uygun degildir. Ancak, bu grupta WBC degerleri
diger gruplara gore 2-3 kat daha yiiksek goriilmektedir. St.Jude aragtirma grubunun
gerceklestirdigi ¢alismada, ortalama yas ve ortalama WBC degerleri ile Ph benzeri ve
Ph benzeri olmayan hasta gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamamustir. Ilaveten,

NCI’1n tanimladig risk grup dagilimlarinda da anlamlilik elde edilememistir. Mevcut
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tez ¢aligsmasinda, Klinik bulgular1 degerlendirilen tiim hastalar arasindan WBC degeri
115.0 K/uL ve tani yast olan 16 bir vaka hem NCI hem de ALL IC-BFM 2009 risk
siniflamasi protokoliine gore uygundur. Calismada kontrol 6rnegine gore yiiksek ve
disiik benzerlik smiflamast yapilmistir. Bu simiflamalar g6z Oniline alinarak
degerlendirilen bulgular ile (p>0,05) anlamlilik elde edilmemistir. Ph benzeri ALL,
yiiksek risk grubu olarak tanimlanmasina ragmen COALL ve DCOG ¢aligmalarindaki
mevcut risk kriterlerine gore bu alt grup diisiik ve orta risk simmiflamasinda da yer
almaktadir. Literatiirde yer alan Ph benzeri vakalarin diger alt tiplerdeki vakalara gore
relaps orani1 daha fazla olup, hastaliksiz sagkalim oranlart da olduk¢a diisiiktiir.
Geleneksel kemoterapi ile tedavi edildiginde klinik bulgular agirlasarak, kotli prognoz
ile ilerlemektedir (Den Boer ve ark., 2009; Maese ve ark., 2017; Pui ve ark., 2017).

B hiicre gelisiminde gorev alan genler Ph benzeri ALL vakalarinda yiiksek
oranda anomaliye sahiptir. Bu grupta goriilen genetik degisiklikler yas gruplarina gore
farklilik gostermektedir. Pediatrik ve geng erigkin vakalarda yetigkinlere gore kinaz
flizyonlar1 daha fazla goriiliirken, geng ve yetiskin vakalarda ise nokta mutasyonlari
ve delesyonlar, pediatrik vakalara gore daha fazla goriillmektedir (Den Boer ve ark.,
2009; Pui ve ark., 2017; Severson ve ark., 2017).

Mevcut calismada Ph benzeri vakalarda gen ekspresyon profilinde belirlenen
benzer ifade olan genler; MPL, IKZF2, CHD1, IRF8, IDH1, ETV6, 1GJ, FLT3, EPOR,
KDM6A, KRAS, ABL1, FGFR1, RAG2, SOX11, TYK2, BCR, IFITM2, IFITM1, IDH2,
AICDA, HOXAL0, P2RY8, SEMAGA, RUNX1, TLX3, NRAS, TAL1, PDGFRA, PBX1,
PAG1, PDCD1, DNTT, NT5C2, NUP98 ve PTPN1l’dir. Mevcut calisma igin
tasarlanan custom gen panelinde; Ph benzeri ALL i¢in Onemli goriilen prob
setlerindeki genler, literatiirde yer alan farkli 1rklarda belirlenmis genetik
degisikliklere ait genler ve ticari olarak hizmete sunulan ArcherFusion-Plex
l16semi/lenfoma panelindeki genler yer almaktadir. Prob iceren LDA panelleri %93
hassasiyet, %89,7 ozgiilliige sahiptir. LDA prob setlerindeki genlerden iki grup
arasinda benzer ekspresyon degeri belirlenen genler; 1GJ, SEMAGA ve IFITM1 dir.
Ticari panelden segilen genler arasindan benzer ifadeye sahip olan genler ise; PTPN1,
SOX11, TLX3, AICDA, DNTT, FLT3 HOXA10, BCL6, IRF8, TAL1 dir.
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DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi ALL gelisiminde etkili
epigenetik degisikliklere ilave olarak IDH1/2 genlerinde somatik mutasyonlar da
goriilmektedir. Ph benzeri vakalarda da IDH1 ve IDH2 genlerindeki mutasyonlarin
onemli oldugu belirlenmistir (Montafio ve ark., 2018). Bu genlerde goriilen
mutasyonlar onkojenik stirecleri aktiflestirmektedir. Mevcut ¢aligmada bu genlerin
ekspresyon analizlerinden elde edilen p degerleri sirasiyla p=0,881 ve p=0,054"tiir.
Mevcut calismanin vaka sayisi arttirildiginda IDH2’nin anlamlili§i yakalanabilir

niteliktedir.

B-ALL vakalarinda IKZF2 ve ETV6 genlerinde somatik mutasyonlar
goriilmektedir. 1KZF2’de goriilen mutasyonlar, diisiik hiploidi B-ALL’nin
belirleyicisidir (Montafio ve ark., 2018). ETV6 geni flizyon partneri olarak da ALL
patogenezinde yer almakta olup; RUNX1 geni ile translokasyon sonucu fiizyon
proteini olusturmaktadir. ETV6-RUNX1 translokasyonu B-ALL vakalarinda iyi
prognoz ile iliskilendirilmektedir (Zaliova ve ark., 2016).

Ph benzeri vakalar heterojen genetik yapiya sahip olup, diger alt gruplarda
goriilen TEL-AML1 translokasyonu, MLL ve E2A yeniden diizenlenmesi, hiperdiploidi
ve BCR-ABL1 translokasyonu bu grupta goriilmemektedir. Altta yatan genetik
degisikliklerin siklig1 ve genisligi, farkli yas araliklarinda ve popiilasyonlar arasinda
farklilik gostermektedir. Ph benzeri ALL vakalarinin %80-90’1nda tanimlanmis olan
sitokin reseptorleri ve tirozin kinaz sinyal yolaklaria dahil olan genlerde yeniden
diizenlenmeler goriilmektedir. Ph benzeri ALL vakalarinda siklikla kromozom 9p ve
20q bolgelerinde delesyonlar goriilmektedir (Den Boer ve ark., 2009; Maese ve ark.,
2017).

ABL smuft flizyonlari, Ph benzeri pediatrik vakalarda %10 ve yetiskin
vakalarda ise %15 oraninda goriilmektedir. Bu alt grupta en sik goriilen ikinci
degisiklik ABL smifi fiizyonlaridir (ABL1, ABL2, CSF1R, PDGFRA ve PDGFRB)
(Maese ve ark., 2017; Pui ve ark., 2017). Mevcut ¢alismada ABL1 ve PDGFRao
(p=0,662) genlerinin ekspresyon degerleri kontrol drnegine benzer iken, ABL2 (p=
0,044), CSFR1 (p=0,000) ve PDGFRf (p=0,000) genlerinde istatistiksel olarak
anlamlilik belirlenmistir. Mevcut ¢alismada Ph negatif hasta grubunda ABL2 geni 8
kat, CSFR1 geni 116 kat, PDGFRp geni ise 29 kat diisiik eksprese oldugu gosterildi.
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Yapilan ¢alismalarda, kotii prognoz ile ilerleyen ALL vakalarinin B hiicre
gelisim basamaklarinda etkin olan genlerde delesyonlarin mevcut oldugu ifade
edilmektedir. Ph benzeri ALL vakalarinda ise %80 oraninda bu genlerde delesyonlarin
oldugu gorilmektedir. Kromozom 9 {izerindeki delesyona ugramis bolgeler
incelendiginde, 30 Ph benzeri vakanin 5’inde PAX5 gen boélgesinde kirilmalar
goriilmektedir. PAX5 geni, B hiicre gelisimin normal siirecinde gorev alan
transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir. Ph benzeri vakalarin %32’sinde PAX5
mutasyonu goriilmekte olup, bu mutasyonlar ilgili grupta kotii prognostik faktor olarak
yorumlanmamaktadir. PAX5’te meydana gelen degisiklikler hem 16seminin hem de
ilag direncinin gelisimine katki saglamaktadir. Ph pozitif vakalarda ise, PAX5 geninde
yiksek oranda anormallikler gozlenmistir. Mevcut galismada; PAX5 istatsitiksel
olarak anlamlilik (p=0,011) elde edilen genler arasinda yer almaktadir. Bu genin ilgili
hasta grubunda 3 kat daha diisiik eksprese oldugu belirlenmistir. B hiicre gelisiminde
gorev alan diger genlerin fokal delesyonlar1 incelendiginde, Ph benzeri vakalarin
%82’sinde bir veya daha fazla delesyonun gerceklestigi belirlenmistir. Diger pre-B
ALL alt gruplarinda bu delesyonlarin goériilme olasilig1 %36’dir. Delesyon goriilen
genler, IKZF1, E2A (TCF3), EBF1 ve VPREB1’dir (Den Boer ve ark., 2009;
Mullighan ve ark. 2009; Tasian ve ark., 2017).

IKZF1 geni, B-hiicre farklilagmasinda gorev alan en onemli transkripsiyon
faktori IKAROS’u kodlamaktadir. Ph benzeri vakalarda IKZF1’de meydana gelen
fokal delesyonlar ve mutasyonlar olduk¢a yaygindir. Bu delesyonlar, l6semi
patogenezinde ve hastalik siirecinin ilerlemesinde 6nemli goriilmektedir. Pediatrik B
ALL vakalarinin %15’inde, Ph pozitif alt grupta %70 ve Ph benzeri alt grupta ise %40
oraninda |IKZF1 delesyonlar1 veya mutasyonlar1 goriilmektedir. Mullighan ve
ark.’larmin 2009 yilinda gergeklestirdikleri ¢alismada, 1KZF1 geninde meydana gelen
degisiklikler tedavi siirecine direng gelisimi ile iliskilendirilmistir. Ph benzeri alt
grupta, yliksek relaps riski, yiiksek MRD seviyeleri ve IKZF1 degisimleri arasinda bir
korelasyon vardir. Ancak korelasyonun nedeni heniiz agiklanamamistir (Montafio ve
ark. 2018; Mullighan ve ark. 2009; Woo ve ark., 2014;). Mevcut calismada,
literatiirdeki c¢aligmalardan ¢ok daha yiiksek IKZF1 ekspresyon farkliliginin

belirlenmesinin nedeni, Ph pozitif hasta sayisinin az olmasindan kaynaklandig
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diistiniilmektedir. IKZF1 geninin anlamlilik diizeyi p=0,000’dir ve kontrol drnegine

gore 210 kat diistik ekspresyon seviyesine sahiptir.

Ph benzeri ALL vakalarinin yaklasik yarisinda CRLF2 yeniden diizenlenmeleri
veya nokta mutasyonlar1 goriilmektedir. Gen ekspresyon profilleri ile Ph benzeri tanisi
alan vakalarda ek analizler (fiizyon ve mutasyon taramasi) gerceklestirilmektedir.
CRLF2 geninin yiiksek ya da diisiik ekspresyon seviyeleri RT-gPCR ve FISH
analizleri ile incelenmektedir. Bu gende meydana gelen yeniden diizenlenmeler, IGH-
CRLF2 ve P2RY8-CRLF2 translokasyonlar1 ve nokta mustasyonlaridir. P2RY8-
CRLF?2 fiizyonu standart riskli vakalarda, IGH-CRLF2 fiizyonu ise yiiksek riskli hasta
grubunda daha fazla goriilmektedir. CRLF2 yeniden diizenlenmeleri hispanik etnik
koken ile yakindan iligkili bulunmustur. Ayrica, CRLF2 yeniden diizenlenmelerin
goriildiighi vakalarda JAK1 ve JAK2 mutasyonlart mevcuttur. CRLF2 geninin asiri
ekspresyonu, JAK1/JAK2 mutasyonlari ve diger genomik lezyonlar blastik hiicrelerin
olusumunu uyarmaktadir. CRLF2 yeniden diizenlenmenin goriildiigi vakalarin
yaklasik %40’inda JAK2 geninde nokta mutasyonlar1 goriilmektedir. CRLF2, IL7R,
JAK2 ve EPOR genlerinde goriilen genetik degisimler JAK-STAT yolaginin
aktiflesmesine neden olmaktadir. CRLF2 yeniden diizenlenmeleri sonucu STAT5
aktive edilir ve 16semik blastlarin olusumu goriilmektedir. CRLF2 ekspresyonunun
diisiik oldugu vakalarin %45’inde ABL sinifi degisimleri goriilmekte iken, yiiksek
eksprese olan vakalarin sadece %5’inde ABL sinifi degisiklikleri elde edilmistir (Den
Boer ve ark., 2009; Mullighan ve ark. 2009; Pui ve ark., 2017; Wells ve ark., 2017;
Tasian ve ark., 2017). Mevcut tez calismasinda gerceklestirilen yiiksek ve diisiik
benzerlik siniflamalar igerisinde, CRLF2 geninin istatistiksel anlamliligi analiz
edilmistir. Diisiik benzerlik sinifina gore Ph benzeri alt gruba yiiksek benzerlik
gosteren vakalarda CRLF2 geninin ekspresyon seviyesi 1.08 kat yiiksek olarak
bulunmustur (p=0,318). Elde edilen veriler dogrultusunda; yiiksek ekspresyon
degerine sahip vakalarda ileri analizler planlanmakta olup, fiizyon ve mutasyon

analizlerinin gergeklestirilmesi 6ngoriilmektedir.

CRLF2 yeniden diizenlenmelerin goriildiigii vakalarin yaklasik %40’1inda
JAK1 ve JAK2 mutasyonlart goriilmektedir. JAK2 geni, sitokin reseptdr sinyal
yolaklarinda yer alan protein tirozin kinazdir. Ph benzeri ALL vakalarinda, CRLF2
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yiiksek ekspresyonunun goriildiigli vakalarda JAK2 mutasyonu veya JAK2 fiizyonu
goriilmektedir. CRLF2 yeniden diizenlenmeleri ve JAK mutasyonlari, normal lenfoid
gelisim i¢in gerekli goriilen IKZF1 degisikliklerinin varligi ile oldukcga iliskili
bulunmustur (Pui ve ark., 2017; Tasian ve ark., 2017; Woo ve ark., 2014).

Ph benzeri vakalar1 yaklasik %7’sinde JAK2, %5’inde EPOR yeniden
diizenlenmeleri goriilmektedir. JAK genlerinde goriilen yeniden diizenlenmeler
sonucunda, B hiicrelerin ylizeylerinde bulunan EPO reseptorii stabil bir sekilde
eksprese olmaktadir. Reseptoriin hiicre i¢i sinyal yolaklara ilettigi sinyaller
sonucunda JAK/STAT sinyal yolag1 aktiflesmektedir (Pui ve ark., 2017; Tasian ve
ark., 2017). JAK-STAT sinyal yolagmnin aktiflegsmesi, 16semi hiicrelerinin kontrolsiiz
olarak ¢ogalmasina neden olmaktadir ve kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir. JAK
kinaz (JAK1, JAK2, JAK3) genlerinde meydana gelen mutasyonlar, JAK-STAT
yolaginin aktivasyonuna neden olmaktadir (Montafio ve ark., 2018). Mevcut ¢alisma
dahilinde JAK1 (p=0,000), JAK2 (p=0,006), JAK3 (p=0,000) genlerinde de
istatistiksel anlamlilik elde edilmistir. Karsilagtirilan gruplar igerisinde JAK1 geni 4
kat, JAK2 geni 3 kat, JAK3 geni 110 kat down regiile bulunmustur. Tiirk vakalarinda
Oonemi potansiyel olmasi nedeniyle, yakin gelecekte yapilandiracagimiz kapsaml

projemiz dahilinde JAK2 geni i¢in mutasyon ve flizyon taramalari 6ngoriilmektedir.

IL7R geninden kodlanan protein, interlokin 7 reseptoriidiir ve bu protein
lenfosit gelisim basamaklarinda 6nemli role sahiptir. Shalini C. Reshmi ve ark.’nin
1389 B-ALL vakasi ile gerceklestirdikleri calismada 284 vaka Ph benzeri ALL olarak
tanimlanmistir. Ph benzeri ALL alt grubu igerisinden 173 vakada IL7R mutasyonu
tespit etmislerdir. IL7R geninde insersiyonlar veya delesyonlar goriilmektedir ve
goriilen bu genetik degisiklikler JAK/STAT sinyal yolagi aktivasyonuna neden
olmaktadir (Reshmi ve ark., 2017; Tasian ve ark., 2017). Mevcut ¢alismada IL7R geni
(p=0,022) 7 kat down regiile belirlenmistir.

EPOR geni, sitokin reseptor ailesinin bir iiyesi olan eritropoietin reseptoriinii
kodlamaktadir. Eritropoietinin baglanmasi ile EPO reseptorii, JAK2 tirozin kinazi
uyararak farkl hiicre i¢i sinyal yolaklarin1 (Ras/MAPK, PI3K ve STAT transkripsiyon
faktorleri) aktiflestirmektedir. Yapilan galismalar dogrultusunda Ph benzeri ALL
vakalarinin yaklasik %1’inde EPOR geninin yiiksek eksprese oldugu belirtilmektedir.
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Ancak, hasta grubumuzda EPOR geni ekspresyon seviyeleri normal degerler arasinda
belirlenmistir. JAK2 ve EPOR yeniden diizenlenmeleri ve diger JAK-STAT sinyal
yolaginda etkili olan genlerde meydana gelen degisiklikler en sik 21-39 yas arasinda
“geng eriskin” olarak tanimlanan siifta goriilmektedir (Maese ve ark., 2017; Tasian
ve ark., 2017). Mevcut ¢alismada 18 yas alt1 vakalarin degerlendirilmesi nedeniyle,

EPOR geniyle ilgili bulgu literatiire benzer niteliktedir.

Ph benzeri ALL vakalarinin %3,9’unda FLT3’i aktive eden degisiklikler
meydana gelmektedir (Reshmi ve ark., 2017). Mevcut ¢alismada, FLT3 geninin

ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p=0,281) .

Mevcut tez calismasinda elde edilen ekspresyon bulgulart ve klinik
parametrelere gore gerceklestirilen risk smiflamalar1 arasindaki istatistiksel fark

degerleri incelenmistir ve anlamli bir fark elde edilememistir (p>0,05).

Ph benzeri ALL vakalarinda goriilen bu genetik degisimler 5 yillik genel
sagkalim siireclerinde farkli prognostik oneme sahiptir. Ornegin; JAK2 ve EPOR
yeniden diizenlenmelerinin goriildiigli vakalarda 5 yillik genel sagkalim oranlari
%26,1°dir. Ras sinyal yolaginda goriilen genetik degisimler ise %86’lik olumlu
prognostik sonuglar ile iligkilendirilmistir. Yetigkin vakalarda goriilen yiiksek CRLF2
ekspresyonu, 5 yillik genel sagkalim degerlendirilmesi yapildiginda %20’den diisiik
sagkalim oranlar ile iligkilendirilmistir. Relaps ile iligkili olarak NT5C2 geninde
goriilen spesifik mutasyonlar pediatrik B-ALL vakalarinda tanimlanmig olup, NT5C2
geninin mevcut ¢alisma dahilinde Ph pozitif kontrol 6rnegi ile benzer ekspresyona
sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar 1518inda, halen pediatrik Ph benzeri
ALL vakalarinda %10-11 bilinmeyen degisiklikler bulundugu belirtilmektedir (Den
Boer ve ark., 2009; Woo ve ark., 2014).

Mevcut tez ¢alismasinda, literatiir taramasi ile belirlenen Ph benzeri grubun
ayirtedilmesinde potansiyel énemi olan genler (96 gen) mRNA gen ekspresyon
profilleri ile analiz edilmistir. Literatiirde de belirtildigi gibi, bu alt grubun
tanimlanmasi oldukga giictiir ve tek tan1 basamagindan olusmamaktadir. Gen ifade
profilleri ile ayirt edilerek Ph benzeri ALL siiphesi tasiyan vakalarin kesin tanisi igin,

ileri genetik analizlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Ileri analizler sonrasinda Ph benzeri
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ALL grubun dogrulugu ifade edilmektedir. Ph benzeri ALL vakalarinin
ayirtedilmesine katki saglayabilecek gen ifade profillerine sahip benzerlik degerinin
en yliksek oldugu vakalar, ileri analizlere dahil edilecek vakalar olarak tanimlanmustir.
Tez calismasinda elde edilen veriler dogrultusunda; Tiirk Ph benzeri ALL alt grubu
hastalarina 6zgii ekspresyon bulgulart ve klinik parametreler degerlendirilmistir.
Calismaya dahil edilen grup igerisinde gen ekspresyon bulgularina gore
gergeklestirilen benzerlik siniflamasinda Ph benzeri olma potansiyeli tagiyan 2 vaka
belirlenmistir. Klinik parametrelere gore degerlendirme yapildiginda; yiiksek risk
smiflamasinda yer alan Ph benzeri olma potansiyeli olan 1 vaka tespit edilmistir.
Mevcut tez ¢alismasi ile ilk kez Tirk hastalarinda Ph benzeri ALL vakalarinin
tanimlanmasinda 6nemi potansiyel 36 gen belirlenmistir. Tez ¢aligmasi dahilinde elde
edilen bulgular 1s181inda; belirlenen genler Ph benzeri ALL grubunun tanimlanabilmesi
icin On veri niteliginde olup, gergeklestirilecek ileri analizler ile Tiirk Ph benzeri ALL
alt grubu hastalarina 6zgii gen panellerinin olusturulmasi planlanmaktadir. Boylece;
Ph benzeri alt grubun tanimlanmasini takiben klasik ALL tedavi protokoliiniin revize
edilerek hastalarin hedefe yonelik yeni ilaglarin ilave edildigi etkin tedavi
protokollerinin yapilandirilarak tedaviden bireye 6zgl fayda saglamasi ve sagkalim

oranlarinin arttirilmasi mimkiin olacaktir.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

ABL1: Proto-onkogen 1, reseptor olmayan tirozin kinaz, v-Abl Abelson Murine
Ldsemi Viral Onkojen Homolog 1

ABL2: Proto-onkogen 2, reseptér olmayan tirozin kinaz, v-Abl Abelson Murine
Losemi Viral Onkojen Homolog 2

ACTB: Aktin Beta
AICDA: Aktivasyon Indiiklenen Sitidin Deaminaz
ALL: Akut Lenfoblastik Losemi

BCL11B: Radyasyona Bagli Tiimor Baskilayict Gen 1 Protein, BAF chromatin
remodeling complex subunit BCL11B

BCL2: Apoptoz Regiilatorii

BCLG6: Transkripsiyon Baskilayici

BCP-ALL: B Hiicre Prekiirsor Akut Lenfoblastik Losemi
BCR: RhoGEF ve GTPase aktive edici Protein

BLNK: B Hiicre Baglayici

BRAF: B-Raf Proto-Onkogen, Serin/Treonin Kinaz

CAG: Karbonik Anhidraz 6

CCG: Cocuk Kanser Grubu

CD274: CD274 molekiili

CD99: CD99 molekiilii

CHD1: Kromodomain Helikaz DNA baglayic1 Protein 1
CNS: Santral Sinir Sistemi

CREBBP: CREB Baglayic1 Protein

CRLF2: Sitokin Reseptor Benzeri Faktor 2, TSLP Reseptorii
CSF1R: Koloni Uyarict Faktor 1 Reseptorii

CTLAA4: Sitotoksik T-Lenfosit iliskili Protein 4

DNM2: Dynamin 2
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DNTT: DNA Niikleotidileksotransferaz

EBF1: EBF Transkripsiyon Faktor 1

EPOR: Eritropoietin Reseptor

ETV6: ETS Variant 6

FAB: French-American-British Siniflamasi

FBXW?7: F-Box ve WD Tekrarlayan Domain Iceren 7
FGFR1: Fibroblast Biiylime Faktorii Reseptor 1

FISH: Floresan In-Situ Hibridizasyon

FLT3: Reseptor Tip Tirozin Protein Kinaz

G6PD: Glikoz-6-Fosfat Dehidrogenaz

GAPDH: Gliselaldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz
GPR110: G Protein Baglantili Reseptor 110

HGB: Hemoglobin

HOXA10: Homeobox A10

HOXA9: Homeobox A9

IDH1: izositrat Dehidrojenaz (NADP (+)) 1, Sitosolik
IDH2: izositrat Dehidrojenaz (NADP (+)) 2, Mitokondriyal
IFITM1: Interferon Kaynakli Transmembran Proteini 1
IFITM2: Interferon Kaynakli Transmembran Proteini 2
IKZF1: Cinko parmak proteini, alt ailesi 1A

IKZF2: Cinko parmak proteini, alt ailesi 2A

IKZF3: Cinko parmak proteini, alt ailesi 3A

IL7R: Interlokin 7 Reseptor

IRF4: Interferon Diizenleyici Faktor 4

IRFS8: Interferon Diizenleyici Faktor 8

JAK1: Tirozin-Protein Kinaz JAK1

JAK2: Tirozin-Protein Kinaz JAK?2

JAKS: Tirozin-Protein Kinaz JAK3
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JCHAIN: Immiinoglobulin J Polipeptid, immiinoglobulin Alfa ve Mu Polipeptidler
I¢in Baglayict

KDMG6A: Lisin Demetilaz 6A

KiT: Kemik 1ligi Transplantasyonu
KLF2: Kruppel Benzeri Faktor 2
KML: Kronik Miyeloid Losemi
KMT2A: Lisin Metiltransferaz 2A
KRAS: Proto-Onkogen, GTPase
LMOL1: LIM etki alan1

LYL1: Temel Helix-Loop-Helix Aile Uyesi, Lenfoblastik Losemi Iligkili Hematopoez
Regiilatori 1

MLLT4: AFDN, Afadin, Adherens Junction Formation Factor

MPL: Proto-onkogen, Trombopoietin reseptor, Miyeloproliferatif Losemi Viriisii
Onkogen

MRD: Minimal Rezidiiel Hastalik

MSS: Merkezi Sinir Sistemi

MUC4: Miisin 4, Hiicre Yiizeyi liskili

MYC: Proto-onkogen, BHLH Transkripsiyon Faktortii
NCI: Ulusal Kanser Enstitiisii

NF1: Neurofibromin 1

NGS: Yeni Nesil Dizileme

NOTCH1: Notch Receptor 1

NRAS: NRAS Proto-Onkogen, GTPase
NT5C2: 5'-Niikleotidaz, Sitosolik II

NTRK3: Norotrofik Reseptor Tirozin Kinaz 3
NUDTA4: Nudix Hidrolaz 4

NUP214: Niikleoporin 214

NUP98: Niikleoporin 98

P2RY8: P2Y Reseptor Aile Uyesi 8
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PAG1: Glikosfingolipid Mikro Etki Alanlari ile Fosfoprotein Membran 1
PAX5: Paired Box 5, B-Cell Lineage Spesifik Aktivator

PBX1: PBX Homeobox 1, Pre-B-Hiicreli Losemi Transkripssiyon Faktorii 1
PDCD1: Programlanmis Hiicre Oliimii 1

PDCD1LG2: Programlanmis Hiicre Oliimii 1 Ligand 2

PDGFRA: Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorii Reseptor Alfa

PDGFRB: Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorii Reseptor Beta

Ph: Philadelphia Kromozomu

PICALM: Fosfatidilinositol Baglayici Clathrin Birlestirici Proteini

PLT: Trombosit, Platelet

PTK2B: Protein Tirozin Kinaz 2 Beta

PTPNL1: Protein Tirozin Fosfataz Reseptor Olmayan Tip 1

PTPN11: Protein Tirozin Fosfataz Reseptor Olmayan Tip 11

RAG1: Rekombinasyon Aktive 1, V(D)J Rekombinasyon-Aktive Edici Protein 1
RAG2: Rekombinasyon Aktive 2, V(D)J Rekombinasyon-Aktive Edici Protein 2
RBC: Kirmiz1 Kan Hiicresi, Erisrosit

RT-PCR: Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RUNX1: RUNX ailesi transkripsiyon faktorii 1

SEMAGA: Semaphorin 6

SETD2: SET Domain Containing 2, Histone Lysine Metiltransferaz
SH2B3: SH2B Adaptor Protein 3

SOCS1: Sitokin Sinyalini Baskilayici 1

SOCS2: Sitokin Sinyalini Baskilayic1 2

SOX11: SRY-Box 11
STATS3: Sinyal Transdiiseri ve Transkripsiyonun Aktivatorii 3

STATS5B: Sinyal Transdiiseri ve Transkripsiyonun Aktivatorii SB
STIL: Centriolar Birlestirme Proteini

TALZ1L: Eritroid Farklilasma Faktorii
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T-ALL: T Hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi

TCF3: Transkripsiyon Faktor 3, Immiinoglobulin Transkripsiyon Faktor 1
TLX1: T Hiicreli Losemi Homeobox 1

TLX3: T Hiicreli Losemi Homeobox 3

TP53INP1: Tiimér Proteini P53 Indiiklenebilir Niikleer Protein 1

TYK2: Tirozin Kinaz 2

WABC: Beyaz Kan Hiicresi

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

WT1: Transkripsiyon Faktorii

ZCCHCT: Cinko Parmak CCHC Tipi Igeren 7
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8. TESEKKUR

Yiksek lisans egitimim ve tez projemin planlanmasi ve yiiriitilmesi siireclerinde,
pozitif diislince ve enerjisi ile karsilastigimiz tiim olumsuz durumlarda destegini,
deneyimini, saygisini ve bilimsel katkilarin1 esirgemeyen ¢ok sevgili danigman hocam
Sn. Prof. Dr. Giilsah CECENER ’e sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Anabilim dalimizin degerli hocalar1; Anabilim Dali Baskanimiz, Sn. Prof. Dr. Unal
EGELI’ye ve Sn. Prof. Dr. Berrin TUNCA’ya yiiksek lisans egitim siirecim boyunca
gosterdikleri ilgi, sabir, sefkat ve bilimsel katkilardan dolay1 tesekkiir ve saygilarimi
sunarim.

Biricik kizlarinin bugilinlere gelmesinde biiyiik emek harcayan, hayatimin her
asamasinda maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen, benimle iiziillip yine benimle
sevinen ve sevgileriyle her zaman gii¢ buldugum canim annem Sn. Giilten EFENDI
ve canim babam Sn. Mustafa EFENDI’ye sonsuz saygi ve sevgilerimi sunarmm.

Hayatim boyunca her daim yanimda oldugunu bildigim, bu siiregteki tiim sikintilarima
ve isyanlarima katlanip destek olan Sn. Emre Ufuk ERDEM’e sonsuz sevgilerimi
sunarim.

Yiiksek lisans egitimime basladigim giinden beri manevi destekleriyle yanimda olan,
beraber ¢alismaktan mutluluk duydugum Sn. Havva TEZCAN, Sn. Dilara Kamer
COLAK, Sn. Melis MUTLU, Sn. Ufuk UNAL ve Sn. Cagla TEKIN’e, anabilim
dalimizdaki yardimei1 personellere ve desteklerinden dolayi tiim sevdiklerime tesekkiir
ve saygilarimi sunarim.

Son olarak, tez ¢alismami sevgili anneannem Sn.Emine OGUZHAN ve sevgili dedem
Sn.Mustafa OGUZHAN’a ithaf ediyorum.
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