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COCUKLUK CAGI AKUT LENFOBLASTIK LOSEMILERINDE MINiMAL
REZIDUEL HASTALIGIN TANISINDA CD 49fNiN ONEMI

OZET

Amag: Cocukluk caginda en sik goriilen malignite olan akut lenfoblastik 16semide
(ALL) yeni tedavi rejimleri ile birlikte %95 tam remisyon saglanmaktadir. Buna ragmen
%25-30 hastada relaps izlenmektedir. Prognozu belirleyen en 6nemli faktér olan
minimal rezidiiel hastalik (MRD), 107°-10° I6semik hiicreyi tespit edebilmektedir.
Berlin Frankfurt Miinster grubu ALL’li c¢ocuklarda 15. giin yapilan kemik iligi
aspirasyonlarinda MRD < %0.1 olusunu diisiik, >%10 ise yiiksek risk olarak
tanimlamiglardir. Yapilan c¢alismalarda, MRD negatif hastalarda %2, MRD pozitif
hastalarda %70-100 relaps oldugu gosterilmistir.

Yapilan bir ¢alismada, normal ve ALL’li hastalarda tani ani, tedavinin 15 ve 29.
glinlerinde CD 49f ekspresyonunu degerlendirilmis, tan1 aninda orta derecede CD 49f
ekspresyonu, 15 ve 29. giin MRD pozitif hastalarda CD 49f ekspresyonu, B hiicrelerin

gelisiminin tiim evresinde hafif CD 49f ekspresyonu gosterilmistir.

CD 49f T hiicreler, monosit, trombositler, epitelyal ve endotelyal hiicreler, prekiirsér B
lenfoblastlarda eksprese edilen adhezyon molekiiliidiir. Bu ¢alisma, CD 49fnin preB-
ALL’li hastalarda MRD tespitinde yararli olup olmadigini arastirmak amaci ile yapildi

Gereg ve yontemler: Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji-Onkoloji
Bilim Dalinda Ocak 2012- Ocak 2013 tarihleri arasinda takip edilen Pre-B ALL’li 27
hastada 5 renkli akim hiicremetresi kullanilarak tani aninda immiinofenotiplendirme
yapildi ve CD 49f ekspresyonu arastirildi. Tedavinin 15. giinii kemik iligi 6rneklerinde
MRD tayini yapildi ve CD 49f ekspresyonu yinelendi. Normal dagilima uyan veriler
ortalama ile ifade edildi ve ikili karsilastirmalarda student t testi, normal dagilima
uymayan degiskenlerin karsilastirilmasinda Mann Whitney U testi uygulandi. Ikiden
fazla gruplarin verileri Kruskal-Wallis ve Chi-kare testleri ile karsilastirildi.

Bulgular: Calisma, ortalama yaslar1 79.3+58.3 ay olan 10’u kiz 17’si erkek, 27 pre-B
ALL’li hasta lizerinde yapildi. BFM risk kriterlerine gore 6 hasta standart, 14 hasta orta,
7 hasta da yiiksek risk grubunda yer almakta idi ve tedavileri risk gruplarma gore
uygulandi. Bir hastada t(9;22) saptandi. Bes hastada ise 8. giin steroid tedavisine yanit
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almamadi. On besinci giinde MRD < 9%0.1 olan hasta sayis1 11 iken 15’inde MRD
pozitifligi saptand1 ve bu hastalarin 10’unda 8. giin steroid cevabinin oldugu gézlendi.
Tan1 aninda hastalarm CD 49f ekspresyonu ortalama %38.47+22.11 iken 15.giinde
%5.49+£12.60 bulundu. On besinci giin MRD pozitifligi ile CD 49f ekspresyonu

karsilastirildig1 zaman istatistiksel olarak anlamli bir korelasyona rastlanmadi.

Sonug¢: CD 49fnin 16semik hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edildigi, 15. giinde bu
ekspresyonun azalarak devam ettigi ve 15. giin MRD degeri ile karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon olmadig1 gozlendi. MRD takibinde CD
49f ekspresyonunun kullanilabilmesi i¢in daha fazla sayida hastayr kapsayan

calismalarin gerekli oldugu kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Akut lenfoblastik 16semi, minimal rezidiiel hastalik, CD 49f



SIGNIFICANCE OF CD 49f in DIAGNOSIS OF MINIMAL RESIDUAL
DISEASE IN CHILDHOOD ACUTE LEUKEMIAS

ABSTRACT

Objective: Complete remission rate of 95% is achieved by novel therapeutic regimens
in acute lymphoblastic leukemia (ALL) which is the most commonly seen malignancy
in childhood. MRD, the most important factor predicting prognosis, can detect 10 to
10° leukemic cells. In the children with ALL, Berlin Frankfurt Miinster (BFM) group
defined MRD <0.1 % as low and MRD > 10% as high risk factor in the bone marrow
aspiration. It was shown that relapse rate was 2% in MRD negative patients whereas 70-

100% in MRD positive patients.

In a study which CD 49f expression was evaluated at diagnosis and on the days 15 and
29 after diagnosis, CD 49f expression was shown in MRD positive patients and a mild

CD 49f expression throughout all stages in the development of B cells.

CD 49f is an adhesion molecule expressed in T cells, monocytes, thrombocytes,
epithelial and endothelial cells and precursor B lymphoblasts. The present study was
conducted to evaluate whether CD 49f is useful in the detection of MRD in patients
with pre-B cell ALL.

Material and Method: Immunophenotyping and CD 49f expressions by using 5-colors
flow cytometer were performed at the time of diagnosis in 27 patients with Pre-B cell
ALL who had been followed at Erciyes University, Medicine School, Department
Pediatric Oncology & Hematology between January, 2012 and January, 2013. On the
day 15 after initiation of the treatment, MRD detection was performed on bone marrow
specimens and CD 49f expression was re-evaluated. Data with normal distribution was
expressed as mean. Student t test was used in paired comparisons, whereas Mann

Whitney U test was used to compare data without normal distribution.

Findings: This study was conducted on 27 patients with Pre-B cell ALL (10 girls, 17
boys; mean age: 79.34+58.3 months). According to BFM risk criteria, 6 patients was in
standard risk group, whereas 14 patients in moderate and 7 patients in high risk group.

All treatments were given according to risk groups. In one patient, t(9;22) was detected.
X1



On the day 8, five patients didn’t response steroid therapy. On the day 15, number of
patients with MRD > 0.1% was 11, while MRD positivity was detected in 15 patients.
Of the 15 patients with MRD positivity, response to the steroid therapy was detected in
10 patients on the day 8. The mean CD 49f expression was 38.47+22.11% at the time of
diagnosis while it was found as 5.49+12.60 on the day 15. No significant correlation
was found between MRD positivity and CD 49f expression were compared on the day

15.

Conclusion: It was observed that CD 49f was expressed in leukemic cells at a high rate;
expression was persisted on the day 15 with a gradual decrease; and it wasn’t correlated
to MRD value when compared on the day 15. It was concluded that further studies with

larger sample size is needed to use CD 49f for MRD monitoring.

Key words: Acute lymphoblastic leukemia, minimal residual disease, CD 49f
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1. GIRIS VE AMAC

Losemiler, hematopoietik Onciil hiicrelerin neoplastik degisimi sonucu ortaya ¢ikan
klonal hastaliklardir. Losemik lenfoblastlarin morfolojik, immunolojik, sitogenetik, ve
molekiiler genetik o6zelliklerinin incelenmesi ile akut lenfoblastik 16semi (ALL)’nin

biyolojik ¢esitliligi gosterilmistir (1).

Cocukluk cagindaki losemiler tiim kanserlerin %30-35 ini olustururken, iilkemizde
siklik %31,3 olarak bildirilmistir (2). Siklik bati iilkelerinde 15 yas altindaki ¢cocuklarda
yaklasik 100.000 de 4 olup, kalitsal ve ¢evresel etkenler nedeni ile en diisiik Afrika’da

olmak tizere diinyanin degisik yerlerinde 6nemli farkliliklar gosterebilmektedir (3).

Cocukluk ¢agr ALL’sinde prognostik faktorler 16kosit sayisi, tanidaki yas, cinsiyet, ik,
organomegali varlig1 ve lenfadenopatinin derecesi, mediastinal kitle, tan1 sirasindaki
hemoglobin seviyesi, tanidaki trombosit sayisi, French American British’e (FAB) gore
morfoloji, sitogenetik, immiinofenotipik alt grup, miyeloid seri antijen pozitifligi
seklinde siralanmaktadir. Serum immiinoglobulin seviyeleri, santral sinir sistemi
tutulumunun varhigi, niitrisyonel durum, lenfoblastlarin tagidig1 glukokortikoid reseptor

diizeyi ve remisyona girme siiresi de diger prognostik faktorler arasindadir (4).

Bugiinkii sitotoksik tedavi protokolleri, sitomorfolojik kriterlere gore %95-98 cocukta

tam remisyon saglamaktadir (5). Buna ragmen %25-30 hastada relaps olmaktadir.



Remisyon degerlendirmesi i¢in, morfolojik kriterler yeterli olmadigindan daha duyarl

tekniklere gerek duyulmaktadir.

Minimal rezidiiel hastaligm (MRD) tayini ile 10°-10° I6semik hiicre tespit
edilebilmektedir. Flow sitometrik ve molekiiler genetik yontemleri ile MRD tayini
yapilabilir (6-9). Yapilan genis retrospektif calismalarda ALL’li ¢ocuklarda MRD’nin
prognostik degeri gosterilmesine ragmen, calismalarin sonuglar1 tamamen uyumlu
degildir. Indiiksiyon tedavisi sonunda rezidiiel hastahigm yoklugu iyi prognoz lehinedir
(10-12). Hastalarin yarisinda, remisyon indiiksiyon sonrast MRD pozitif kalmaktadir.

B-ALL’de MRD tayininde flow sitometri ile immiinfenotipleme hizli, duyarli ve ¢ogu
vakada uygulanabilirligi kolay bir yontemdir (13). Normal ve l6semik B hiicre
prekiirsorlerinde bir veya daha fazla antijen ekspresyonunda farkliliklar vardir. Yakin
zamanda yapilan gen ekspresyon caligmalarinda integrin o’nin (CD 49f) asiri
ekspresyonu oldugu gosterilmistir (14). MRD’de saptanan CD 49f’nin kullanilabilirligi
tam olarak agiklanamamistir (15). Bu ¢alisma, CD 49f ekspresyonunun pre-B ALL’li
hastalarda MRD tayininde yararli olup olmadigini ve flow sitometrik MRD yontemi ile

uyumlu olup olmadigini aragtirmak amaci ile yapilmastir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 AKUT LOSEMIi
2.1.1.Tanim

Akut 16semi, hematopoetik Oncii hiicrelerin neoplastik degisimi sonucu hiicrelerin
farklilasma ve olgunlasma yetenegini kaybetmesi ve kemik iligini, periferik kani ve
diger dokular1 istila etmesi ile normal kan hiicrelerinin yapilamamasi ve tutulan
organlarin islev bozuklugu ile karakterize kemik iliginin malign hastalig1 olarak
tanimlanmistir (16-17). Kelime anlami ‘beyaz kan’ olan l6semi, tedavi edilmediginde

Oliimle sonuglanan genis bir hastalik grubudur (18).
2.1.2.Tarihge

Ik yazili kanser olgusunun izlerine Isa’dan dnce 1600 yillarina kadar ulasilabilmesine
ragmen, ilk l6semili olgu 1827 yilinda Velpeau tarafindan bildirilmistir. (19-21).
Mikroskobun kesfi ve hematopoetik hiicrelerin tanimlanmasindan sonra 1845 yilinda
Rudolf Virchow, John Hughes Bennet ve David Craigie tarafindan tanimlanan 16semi
hiicreleri, 1847 yilinda Alman patolog Virchow tarafindan beyaz kiire anlamima gelen

‘leukhemia’ seklinde tanimladi (19-21).

Freidreich, 1857 yilinda 6liimiinden 6 hafta 6nce basvuran 46 yasindaki erkek hastada
saptadig1 renksiz hiicrelerin l6kosit oldugunu saptadi ve olgu taniminda ‘akut 16semi’

terminolojisini  kullandi.  Paul Ehrlich, 1877 yilinda triasit boyama ile



niikleus, sitoplazma ve diger hiicresel elemanlarini inceleyerek tiim hiicrelerin tek bir
kok hiicreden ¢ogaldigmi 6ne siirdii. Neagelli ise, 1900 yilinda lenfoblastlarin lenfoid

hiicre dizisine, miyeloblastlarin ise miyeloid hiicre dizisine ait oldugunu bildirdi (19).
2.1.3.Epidemiyoloji

Bir¢ok gelismis iilkede, 15 yas altindaki ¢ocuklarda kazalardan sonra ikinci sirada 6liim
nedeni olan kanser, ililkemizde kayitlarin yeterince saglikli olmamasindan dolay1,
dordiincii sirada yer alir. Cocukluk cagi kanserleri icinde ALL siklik agisindan birinci
siradadir. Ulkemizde gocukluk ¢agi ALL sikligi % 34,9 olarak bildirilmis olup, bunu
lenfomalar ve merkezi sinir sistemi (MSS) tiimorleri izlemektedir (22) ALL, siklikla 2-5
yaslar1 arasinda goriilmektedir. Amerika Birlesik Devletinde (ABD)’de, on bes yas
altinda goriilme siklig1 39,9/1.000.000 olarak bildirmektedir (19, 23).

2.1.4.Etyoloji

Hematopoetik  sistemin  klonal bozuklugu olan akut 16seminin etyolojisi
bilinmemektedir; ancak bir hiicrede olusan mutasyonun o hiicreden gelisen nesle
aktarildig1 bilinmektedir. Olgularinin %35 kadarinda kalitsal genetik sendrom sonucu
goriilmektedir (19,24) Genetik faktorlerin rolii, ailevi olgularin bildirilmesi, kardeslerde
ozellikle de ikizlerde sikligmin genel topluma gore daha yiiksek olmasi, ALL ile yapisal
kromozamal bozukluklar, genetik instabilite sendromlar1 ve diger genetik hastaliklarla
olan iliskisinden anlagilmaktadir. Benzer sekilde ozellikle transloklasyon saptanan
hastalarin, saklanmis olan Guthrie kartlarindan elde edilen DNA orneklerinde ayni
genler oldugu gosterilmistir (25). Bu durum 16seminin baslangicinin intrauterin hayatta
basladigmma delil sayilmaktadir. Ayrica karsinojen metabolizmas1 enzimlerindeki
detoksifikasyon ve enfeksiyona karsi olusan bagisiklik cevabinda rol alan genlerdeki

polimorfizm de 16semi riskini dolayli olarak artirmaktadir (19).

Patogenezde tek bir mutasyondan daha cok ardisik birka¢ mutasyon sonrasi olusan
mutant hiicrenin ¢gogalmasi sorumlu tutulmaktadir. Bu teoriler arasinda en fazla destek
goren Knudson’un iki vurus “two hits” teorisidir (26). Bu diislinceye gore ¢ocuk heniiz
anne karninda iken ilk mutasyon olusur. Ikinci mutasyonsa postnatal donemde ¢evresel
faktorler sonucunda (enfeksiyon, radyasyon, toksin, diyet, immiin supresyon, vb)

gelismektedir. Tiim bu mutasyonlar sonucunda; tiimor baskilayici genlerde fonksiyon
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kaybt (delesyon, hipometilasyon veya mutasyon), protoonkogenlerde fonksiyon
kazanimmi (mutasyon, translokasyon, amplifikasyon) olmaktadir. Apopitoza kars1 direng
kazanan tek bir hiicrenin c¢ogalma yetenegini kaybetmeden farklilasma o6zelligini
kaybetmesi sonucu Oliimsiiz 16semik klon gelisir ve bu stirekli ¢cogalan hiicreler kemik
iligi ve organlar1 istila ettiginde l6semi, klinik olarak saptanacak duruma gelir.
Genellikle 16semi kemik iliginden baslayip diger organlara yayilir, ancak nadiren de

kemik iligi tutulumu, organ tutulumundan sonra olabilir (ekstramediiller baslangi¢) (17).

Hematopoetik hiicrelerin malign doniisiimiinden, normal proliferasyonun kontroliindeki
bozulma, farklilagsmada goriilen blok, apopitotik sinyallere diren¢ gelistirme ve artmis
hiicresel yenilenme kabiliyeti gibi 4 mekanizma sorumlu tutulmaktadir. Myc, TALI,
LYLI, LMO2, HOX 11 gibi onkoproteinlerin artmis expresyonu, blast olusumunda rol
alir. Diger 16semi olusum mekanizmasi, kromozomal translokasyonlar ile flizyon
genlerin sonucunda aktif kinazlarin kodlanmasindaki artistr (6rn: BCR-ABL
fiizyonudur). TEL-AMLI, E2A-PBXI ve MLL gibi fiizyon genlerinin olusumu diger

16semi olusum teorileri arasinda yer almaktadir.

Primer onkojenik olaylarin tek basma losemiyi tetiklemede yetersiz oldugu, ikincil
mutasyonlarm 16semi gelisimi i¢in gerekli oldugu saptanmistir. Hematopoetik
hiicrelerin normal gelisiminde rol alan FL7-3, bir tirozin kinaz reseptorii olup, asir1

ekspresyonu ikincil mutasyonlara bir 6rnektir (17,19,24,27).

Cocukluk cag1 losemilerinde ¢ok sayida kromozomal anormallikler saptanmistir. Bu
anormallikler bazi morfolojik alt gruplarda daha sik goriilmesine ragmen morfolojik alt
tipe 6zgiin degildir. Giincel calismalara gore ¢ocukluk ¢agi ALL hastalarinda en sik
gortilen resiprokal translokasyon olan t(12;21) (p13;q22) TEL ve AML genleri arasinda
fiizyona yol agmakta ve hastalarin yaklasik %25’inde goriilmektedir (28). Bu
translokasyon karyotip c¢alismalarinda saptanmamaktadir. Infant I6semisi haric

ALL’lerin yaklasik %25’inde hiperdiploidi saptanmaktadir.

Children’s Oncology Group (COG) tarafindan yapilan olgu kontrollii ¢alismada ayni
bolgede, yasitlar1 ile kiyaslandiginda ALL ve AML saptanan cocuklarda Down
sendromu, dogumsal kalp hastaligi ve ¢oklu dogum izlerinin daha sik oldugu

bildirilmistir (29). Ingiltere’den yapilan baska bir calisma ise 16semi ve lenfoma



saptanan c¢ocuklarda, solid tiimorlii ¢ocuklara gére daha az siklikta dogumsal anomali
oldugunu bildirilmistir. Bu ¢alismada, hematopoezde gorevli hiicrelerin gelisiminin geg
evrelerinde oldugu ve bu evrede olan mutasyonlarin l16semi ve lenfoma olusturdugu 6ne

stirtilmiistiir (30).

Down sendromu, Konjential agammaglobulinemi, Norofibramatozis, Poland sendromu,
Shwachman-Diamond sendromu, Ataksi Telenjiektazi, Fanconi aplastik anemisi, Li
Fraumeni sendromu, Diamond Blackfan anemisi, Kostmann sendromu ve Bloom
sendromu gibi ¢esitli genetik hastaliklarda akut 16semi sikliginda artis vardir (16-17).
Trizomi 21°de 10 yasindan once l6semi riski 1/95, Bloom Sendromu’nda 30 yasindan
once 16semi riski 1/8, Fanconi Anemisi’nde 16 yasindan once 16semi riski 1/12 olarak

saptanmustir (Tablo 1) (16-17).

Losemili hastalarda ailesel kiimelenme bilinen bir gercektir. Monozigot ikizlerde;
hayatin ilk bes yili i¢inde ikizlerden birinde 16semi gelisirse, ikinci ikizde de gelisme
riski % 20’dir. Losemili bir hastanin kardeslerinde de 16semi goriilme insidansi genel
topluma gore dort kat daha yiiksektir (16-17). Bununla beraber ABD, Ingiltere ve
Kanada’dan bildirilen ve 197 ikizden birinde 16semi saptanan olgunun sadece iigiinde
(% 1.5) es zamanh 16semi bildirilmis olup bu oran monozigotik ikizlerde % 3.9 ‘dur
(31). Losemiye yol acan bir mutasyonun ortak paylasimindan farkli olarak bir fetiiste
l6semik klonun gelistigi ve ortak plasenta dolasimi ile diger fetiise yayildigini
destekleyen molekiiler bulgular vardir. Molekiiler calismalar, 3-11 yil sonra 16semi
gelisen ikiz kardeste uzamis latent donemin eslik ettigi in-utero baslangica isaret

etmektedir (32).
2.1.5.Cevresel risk faktorleri

ALL gelisiminde 6zellikle viral olmak iizere enfeksiyonlarin da etkileri vardir. ALL ile
en yakin iliskili viriis Epstein-Barr virusu (EBV) olup Burkitt lenfoma/losemi (ALL-L3)
blastlarinin genomunda Afrika’da %95, Avrupa ve Kuzey Amerika’da %20 oraninda
latent membran proteini olmak {lizere EBV genomu gosterilmistir. Afrika tipi Burkitt
lenfoma ve 16semide plazmodyum ile EBV etkilesimi lizerinde durulmaktadir (Tablo 1)

(17,19,24).



Tablo 1. Losemi egiliminin arttig1 durumlar (17,19,24)

Losemi gelisme riski

1- Radyasyon, elektromanyetik alan
2- Kimyasal maddeler

° Benzen ve metabolitleri fenol, hidrokinon, katekol,

benzenetriol vb)

3- [laglar

. Alkilleyici ajanlar ve epipodofilotoksin

4- Genetik

o Losemili cocugun ikiz kardesi olma I1k bes yilda %20

o Losemili cocugun kardesi olma Toplumdan 4 kat fazla

Kromozom bozukluklari

o Down sendromu 1/95

. Bloom sendromu 1/8

o Fanconi anemisi 1/12

. Degisik genetik sendromlar (Konjenital agammaglobunemi, Poland sendromu,

Shwachman-Diamond, Ataksi telenjiektazi, Li-Fraumeni, Norofibromatosis, Diamond-

Blackfan anemisi, Kostmann, Wiskott- Aldrich sendromu)

Enfeksiyonlar (6zellikle EBV)

2.1.6.Klinik Bulgular

ALL de klinik bulgular kemik iliginin ve ekstra mediiller organlarin infiltrasyonuna
baglh gelismektedir. Lenfoblast infiltrasyonu sonucu kemik iligi yetmezligi bulgulari
(anemi, kanama ve enfeksiyon) goriilirken organ infiltrasyonlar1 sonucu
hepatosplenomegali ve lenfadenopati olusmaktadir. Hastalik bulgu ve belirtilerinde
bireysel farklhiliklar olabilecegi de unutulmamalidir (16-17). Ilk belirti ve bulgular ates,
letarji, asir1 yorgunluk hissi, kemik agris1 ya da istahsizlik seklindedir. Ates 16semiye
veya enfeksiyona bagli olabilir. Lenfoblastlarin kemik iligini iggal etmesi ve normal

eritropoezin bozulmasi sonucu meydana gelen anemide, solukluk, halsizlik, carpinti,
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nefes darligr ve agir durumlarda kalp yetmezligi bulgular1 gelisir. Lokopeni ve
notropenide enfeksiyonlara ait bulgular, trombositopenide ise petesi, purpura, ekimoz,

mukoza ve i¢ organ kanamalarina ait belirti ve bulgular saptanir.

Lenfadenopati siklikla vardir. Cocuklarin % 30-60’inda tani esnasinda belirgin
hepatomegali ve/veya splenomegali mevcuttur. Hepatomegali yiiksek 16kosit sayisi ile
birliktelik gostermektedir. MSS tutulumunda bas agrisi, bulanti, kusma gibi kafa ici

basinci artig1 bulgular1 goriilebilirken fokal norolojik bozukluklar da izlenebilir.

Hastalarda 6nemli bir klinik bulgu da kemik agrisi, topallama ve yliriimeyi reddetmedir.
En sik uzun kemiklerde ve sternumda agri saptanir. Agr1 l16semik hiicrelerin periostu
tutmasindan, kemik enfarktindan ya da kemik iligi mesafesinin artan blast yiiki ile
genislemesinden kaynaklanmaktadir (18,33). Belirgin kemik agrilar1 olan c¢ocuklarin
cogunda hematolojik parametrelerin normal degerde olmasi ve bazi hastalarda periferik
kanda l6semik hiicre bulunmamasi nedeniyle (alosemik 16semi) tan1 gecikebilmektedir
(16,17). Bu hastalar septik artrit, akut romatizmal ates veya romatoid artrit gibi yanlis

tanilarla izlenebilir.

Beyin omurilik sivisinda (BOS) lenfoblastlarin bulunmasi olarak tanimlanan MSS
tutulumu, yeni tan1 alan ALL’1i ¢ocuklarin % 1.5-10’unda bulunur. Tan1 aninda yiiksek
16kosit sayisi ile bagvuran ve goreceli olarak daha az rastlanan olgun B hiicreli ALL de
daha sik goriiliir. Tan1 aninda ense sertligi olmaksizin bas agrisi, kusma, géz dibi 6demi
ve letarji gibi kafa i¢i basinci artis1 bulgularma eslik eden yaygin ve fokal norolojik
bulgular MSS l6semisi olan ¢ocuklarda goriilebilir. Bazen MSS hastaliginin diger
bulgular1 olmaksizin kranial sinir felgleri saptanabilir. Bundan dolay: kranial sinir
tutulumu acisindan dikkatli norolojik degerlendirme yapilmalidir (17,19). MSS 16semisi
insidanst kullanilan tanisal kriterlere bagli olarak son derece degiskendir. Roma
Uluslararast Calisma Grubu, 1986 yilinda bir BOS’unda mm’’te 5°den fazla blast
saptanmasii1 MSS 16semisi olarak tanimlamay1 onermistir (34). Baz1 aragtirmacilar tani
aninda BOS’ta az sayida blast olmasmin daha sonra MSS l6semisi veya MSS relapsi
gelisme ihtimalinin diisiik oldugunu bildirirken, baska bir ¢caligmada diisiik sayida blast
olan (100’lik biliylitme alaninda 5’ten az) ve muhtemelen l6semik hiicrelerin sagilma
olasilig1 nedeni ile tan1 anindaki ilk lomber ponksiyonu travmatik olan hastalarda MSS

relaps riskinin arttig1 gosterilmistir (35).



ALL tedavisinde kullanilan ilaglarin ¢ogunun MSS gecisi yetersiz oldugundan 16semik
blastlar, sistemik kemoterapi uygulanmasina ragmen MSS’de kalabilir, hastaligin
tekrarmna veya tedaviye direngli klonun ortaya ¢ikmasina yol acabilmektdir. Lokalize
epidural 16semik infiltrasyon, sirt agrisi, ekstremitelerde zayiflik, paraliziler ve mesane
veya barsak inkontinansi ile seyreden spinal kord basismna yol acgabilir. Manyetik
rezonans gorintiileme, losemik infiltrasyonu gostermede ve epidural hematom ile

16semik infiltrasyona bagli vertabra korpus kollapsini ayirmada yardimcidir.

ALL’de tam1 anmda belirgin testis tutulumu goriilmesi nadirdir ve dikkatli fizik
muayene veya ultrasonografi ile saptanabilir. Tani aninda testis biyopsisi yapilan
cocuklarin yaklasik % 25’inde 16semik blastlar saptanir (36). Gizli testis tutulumu tani
aninda 16kosit sayis1 25000/mm’ olan erkek gocuklarda daha sik goriiliir. Klinik olarak
testis relapsi genellikle agrisiz ve tek taraflidir. Tek tarafli testis relapsinda yapilan
bilateral testis biyopsisinde, karsi taraf testisde de siklikla gizli/sessiz 16semik
infiltrasyon saptanir. Testikuler relaps insidansi, kan testis bariyerinin kan beyin
bariyerine benzer olmasi nedeniyle ovarian relapsa gore goreceli olarak daha yiiksektir.
Bununla beraber son yillarda metotreksatin (MTX) i¢inde bulundugu yiliksek doz
kemoterapileri igeren yogun ¢oklu ila¢ rejimlerinin yaygimn sekilde kullanilmasi testis

relapslarini belirgin olarak azaltmistir (19).
2.1.7.Tam

ALL tanisinda kemik iligi aspirasyonu tercih edilen yontemdir. Kemik iligi tutulumu
olmadan ekstra mediiller tutulum ¢ok nadir olmakla beraber bu durumlarda tutulan

organdan alinan 6rnekler ile taniya gidilebilir.
ALL olgularinda agsagidaki tanisal testlerin yapilmasi 6nerilmektedir (16,17).

Kan sayimmi

Periferik kan yaymasi
Kemik iligi aspirasyonu
Gogiis grafisi
Biyokimyasal tetkikler

BOS incelemesi

A G o

Koagiilasyon parametreleri



8. Kardiak fonksiyonlar
9. Enfeksiyon profili

10. immiinolojik inceleme

Tablo 2. Losemide MSS tutulum siniflamasi

Tamim Aciklama

MSS-1 BOS ta blast yok

MSS-2 BOS ta < 5/mm’ blast

MSS-3 BOS ta > 5 blast ve/veya kranial sinir tutulumu

2.1.8.Simiflandirma

Cocukluk ¢cag1 ALL siniflandirmas1 morfolojik, immiinolojik ve sitogenetik 6zelliklerin

bir arada degerlendirilmesi ile yapilmaktadir.
2.1.9.Morfolojik siniflandirma

Glinlimiizde ALL’nin morfolojik ayriminda en sik kullanilan ve lenfoblastlar1 hiicre
boyutu, ¢ekirdek ve sitoplazma goriiniimii gibi morfolojik 6zelliklere gore L1, L2 ve L3
olarak alt gruplarina aywran smiflama FAB siiflamasidir (Tablo 3) (19). Akut
lenfoblastik l6semiler i¢inde %85 orani ile en sik goriilen L1 morfolojisi olup, L2 (%14)

ve L3 (%1) morfolojisine gore prognozu en iyi olandir (16,17).

Degisik calismalarda ayn1t ALL olgularmin farkli hematologlar tarafindan
degerlendirmesinde FAB smiflamasmna gore farkli sonucglar bildirilmektedir. Bunun
nedeni de L1 ile L2’nin ayrimindaki kistaslarin subjektif olmasidir. L3 olgusunun

tanisinda genelde giicliik ¢cekilmez (37).
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Tablo 3. FAB’a gore ALL’de morfolojik siniflama

Lenfoblast L1 L2 L3
Biiyiikliik Kiigiik Iri, degisken Biiyiik
Kromatin Yogun Degisken Ince
Cekirdek Diizgiin Diizensiz, ¢centikli Diizgiin
Cekirdekeik Yok, kiigiik Biiyiik, belirgin Belirgin
Sitoplazma Cok dar Daha genis Genis
Sitoplazmik bazofili  Hafif, orta Degisken Koyu
Sitoplazmik vakuol ~ Degisken Degisken Belirgin

2.1.10.Histokimyasal Boyama

Blastlarin bazi boyalar ile boyanma 6zellikleri 16semi tipini belirlemek i¢in faydalidir.

Histobiyokimyasal boyamada, miyeloperoksidaz, sudan siyahi boyasi, Periodic-Asid-

Schiff, asid fosfataz, nonspesifik esteraz, terminal deoksiniikleotidil transferaz, demir

boyalar1 kullanilmaktadir. Bunlarin farkli kombinasyonlarda pozitif olmasi 16semi

tanisin1 desteklemektedir (16,17) (Tablo 4).
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Tablo 4. Akut 16semilerde histokimyasal boyanma 6zellikleri

ALL AML
Nonenzimatik
Periodic-asid-Schiff pozitif negatif
Sudan siyahi negatif pozitif
Enzimatik
Miyeloperoksidaz negatif pozitif
Alkalen fosfataz normal disiik
Esteraz
Naftol AS-D kloroasetat negatif pozitif
Naftol AS-D asetat negatif ya da zayif pozitif pozitif
Alfa naftil asetat negatif negatif
Asit fosfataz T-ALL’de pozitif negatif

2.1.11.immiinofenotiplendirme

Losemi, klonal bir hastalik oldugu icin farklilasmanin bir evresinde duraksamis
hematopoetik hiicrelerin anormal ¢cogalmalari ile ortaya ¢ikmaktadir. Florokrom isaretli
monoklonal antikorlarla hiicresel antijenlerin tanimlanmasi1 ve miktarinin saptanmasi
olarak tanimlanan immunofenotiplendirme, akim sitometrinin en 6nemli uygulama
alanlarindan biri olmustur (38). Immiinolojideki gelismeler sonucu, 1980°li yillarin
baslarinda, B ve T hiicreleri ile ilgili elde edilen yeni bilgiler, akim sitometri ile
hiicrelerin immunfenotipik olarak tanimlanmasi ve siniflandirilmasit miimkiin olmustur
(19,27,38). Lenfositlerin gelisim asamalarinda yiizeylerinde beliren ve kaybolan farkl
antijenik ylizey belirleyicilerine farklilasma kiimeleri “Cluster of differentiation” (CD)
denir. Bunlar adeta bir etiket gibi o hiicrenin hangi gelisim asamasinda oldugu hakkinda
bilgi verir. Akim sitometrinin devam eden gelisimi sayesinde akut losemilerin

biyolojisinin anlagilmasi konusunda hizli ilerlemeler olmustur. Akim sitometri, kisa
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siirede ve fazla sayida hiicrede caligma yapmaya olanak vererek objektif sayisal veri
elde edilmesini saglamaktadir. Ayrica, bir¢ok farkli hiicresel parametreleri ayni anda
saptayabilir, kaydedebilir (multiparametrik analiz) ve farkli hiicre topluluklarmi
ayirabilir. Cok az sayidaki 16semik hiicrenin, klasik morfolojik yontemlerden ¢cok daha
duyarl bir sekilde saptanmasina da olanak saglar. Az sayidaki hiicrenin analizi, sadece
16seminin ilk tanisinda degil, ayn1 zamanda tedavi edilen hastalarda, klinik belirtiler
ortaya ¢ikmadan Once relaps veya rezidiiel l6seminin saptanabilmesinde de 6nemlidir.
Ayrica akim sitometri rezidiiel 16semik hiicrelerin toplanip ileri ¢aligmalar yapilmasina

da olanak saglar.

ALL’nin hangi seriye ait hiicreden kaynaklandigini gosteren immunofenotip calismalari
ile hastalik, klinik ve biyolojik 6zellikleri farkli iki ana kisma ayrilir; 6nciil B ALL (B-
ALL) ve onciil T ALL (T-ALL). B-ALL, CD 19, CD 20, CD 22, CD 24 ve CD 79a
(sitoplazmik) gibi bir ¢cok farkli 6zgiil antijenlerin eksprese edilmesi ile karakterizedir.
B-ALL’nin biiytik bir kismi1 “common” akut lenfoblastik 16semi antijen (CALLA)
eksprese eder ve CD 10 monoklonal antikorlar1 ile isaretlenir. Losemik blastlar
tarafindan siklikla eksprese edilen diger antijenler, CD 34, HLA DR ve terminal
deoksinukleotidil transferaz gibi erken evre B hiicre onciilerinde siklikla goriilen
belirteglerdir. B-ALL, hiicrede immiinglobulin (Ig) ekspresyon sekline bagl olarak, (a)
erken pre-B, (b) pre-B, (c) gecis “transizyonel” pre-B, (d) olgun B hiicreli olarak
simiflandirilabilir. Erken pre-B (veya pro-B) ALL’ de Ig ekspresyonu yoktur, pre-B
ALL de ise Ig hafif zinciri ekspresyonu olmaksizin sitoplazmik p zinciri eksprese
edilmektedir. Gegis “tranzisyonel” pre-B-ALL’de ise Ig hafif zinciri ekspresyonu veya
kisitlamast olmaksizin, p zincirlerinde sitoplazmik ve hiicre yiizeyinde eksprese
edilmektedir. CD 34 ve Tdt ekpresyonu yoklugu gibi olgun B hiicrelerinin diger
ozellikleri ile birlikte hafif zincir kisitlamali tam IgM yiizey ekspresyonu gosterebilir
(39). B-ALL’li ¢ogu vakada, bir veya birka¢ miyeloid antijen ekspresyonu (siklikla CD
13 ve CD 33, daha az CD 11b, CD 15, vb) goriilebilir.

2.1.12.Sitogenetik ve molekiiler genetik inceleme

Glinlimiizde genetik alanindaki yeni gelismelerin kullanilmasi ile ALL’de % 90’mn
iizerindeki hastada kromozomal bozukluklar tespit edilmektedir. Sitogenetik

bozukluklar agisindan yapisal ve sayisal olmak iizere iki biiyiikk smif kromozom
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bozuklugu vardir. Yapisal bozukluklarda kromozomal materyalin kayb1 ve eklenmesi ile
DNA’nin fark edilebilir kayb1 veya kazanimi olmaksizin dengeli degisim goriiliir.
Dengeli yer degistirmeler iki veya daha fazla kromozom arasinda (translokasyon) ya da
bir kromozomun farkli parcalari arasinda (inversiyon) genetik materyalin karsilikli
degisimi seklinde olmaktadir. Kayiplar, kromozomun kismi (delesyon) veya tam kaybi
(monozomi) seklinde de kendini gdsterebilir. Kazanimlar ise kromozomlara bir parca
(duplikasyon) veya tiim kromozomun (trizomi, tetrazomi) eklenmesi seklinde olabilir.
Tanimlanamayan anormal kromozomlar hastalia 6zgii belirte¢ olarak isaretlenir.
Klasik sitogenetik inceleme (karyotipik analiz) ile elde edilen bilgiler 16semi tetigini
ceken genlerin tanimlanmasini ve lokalizasyonu hakkinda bilgi saglar. Bununla beraber
klasik sitogenetik inceleme yiiksek kaliteli metafaz preparatlar1 olusturmasina baglidir.
Kemik iligi veya periferik kandan elde edilen hiicrelerin diisiik mitotik oranlar1 veya
kiiltiirde kolaylikla ¢ogalamamasindan dolayr 6nemli 6lgiide zorluklari vardir. Tiim
bunlarin yapilmasi son derece yogun emek ve is giicii gerektirir. Ayrica, klasik
karyotipik inceleme tiim sitogenetik bozukluklar1 ve gen degisikliklerini ortaya
cikarmadigi i¢in molekiiler sitogenetik caligmalarla genetik bozukluklarin fluoresan in
situ hibridizasyon (FISH) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi daha duyarli
yontemlerin kullanim1 yayginlagsmistir (Sekil 1) (40).

Ozellikle akim sitometresi kullanimu ile hiicrelerin DNA miktari tespit edilebilmekte ve
hiicrenin hangi fazda oldugu belirlenebilmektedir. Bu yontemle belirlenen ve 50°den
fazla kromozoma sahip hiicrelerin bulundugu hiperdiploidik ALL vakalarinda
prognozun daha iyi oldugu bildirilmektedir. Hipodiploidi yani 46’dan az kromozoma
sahip ALL vakalarinda ise prognoz kétiidiir (40,41). Yapisal kromozom anomalileri
ALL’de sik olarak bulunmakta ve olgularm yaklasik % 40’inda translokasyon tespit
edilmektedir. ALL’de % 3-5 oraninda saptanan ve Philadelphia kromozomu olarak
bilinen #(9;22) ile ¢(4,11) iki 6nemli prognostik faktor olarak kabul edilmektedir. Bu iki

translokasyon kotii prognostik kriterlerdendir.

Sayisal degisiklikler agisindan, hiperdiploidi, ALL’de en sik goriilen kromozomal
bozukluktur ve prekiirsor B hiicreli ALL vakalarinin % 40’mdan daha fazlasinda
mevcuttur. Yiksek hiperdiploidi (51-56 kromozom), ALL vakalarmin yaklasik %
27’sinde goriiliir ve 6zellikle antimetabolite dayali tedaviye iyi cevap ile iliskili olup bu

vakalarmm % 85’inden fazlasinda olaysiz sag kalim (EFS) elde edildigi goriilmiistiir
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(16,40). Bu karyotip genellikle diger iyi risk oOzellikleri ile iligkilidir. Yiiksek
hiperdiploidili grup icerisinde kromozom sayist 56 ve 67 arasinda olanlar, 51-55
arasinda olan altgruptan daha iyidir ve 5 yillik EFS degeri bu gruplarda sirasiyla % 86
ve % 72 bulunmustur. Bu genler 4, 6, 10, 14, 17, 17, 18, 21 ve X kromozomunu
ilgilendirir. Dort, 6, 10 ve 17. kromozomlarin trizomisi varsa prognoz iyidir. Trizomi-5
ise, ¢ocukluk ¢ag1 ALL’sinde nadir bir bozukluk olup kotii prognoz ile iligkilidir (Sekil
1) (16,42).

DNA mikroarray Ol¢ciim teknolojisindeki son ilerlemeler, 16seminin sinifina 6zgii gen
ekspresyon goriiniisliniin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Bu teknik, daha etkin tedavi
protokolleri kullanim1 ve daha yogun tedavilerden fayda goriip goriillmeyecegini tahmin
etmede faydali olabilmektedir. Bu molekiiler genetik yaklasim, 16semi olusumunun
genetik yoniine 151k tutmakla kalmayip ayni zamanda hastaya 6zgiil gen yapisini ortaya

koyarak kisiye 0zel tedavi yaklasimlar1 gelistirilmesinin 6niinii agacaktir (16,17).

CRFL2 overaxprassion Hypardiploidy
5% >lod|=;un-

ERG deletion
s
ETVe-RUNX?
1221)
AMP21 7 ’
o 5%
Othars we
™ tE4), 28l Hes22)
Fe
BR AR E2AP8x
19;22) ;18
™ TAL
MLL rearrangemants :‘9’;""3 " ; MLLENL
og. ta22l, 1), poxnz VEIS 'R amt
tis; 1) 5q3 HOX11
LS 25%
10q24
0.3%

Sekil 1. Cocukluk ¢agi ALL hastalarinda saptanan 6zgiin genotipik bozukluklarin
tahmini siklig1 (1)

15



2.1.13.Prognostik Faktorler

Genis hasta sayisina sahip ¢ok merkezli randomize klinik ¢alismalardan elde edilen
retrospektif incelemeler sonucu, farkli tedavi gruplarindaki hastalarin tanimlanmasini
saglayan bircok Onemli prognostik faktor ortaya konulmustur (Tablo 5). Hastada
saptanan riske gore uygulanan tedavi sayesinde relaps riski daha yiiksek ¢ocuklar, daha
yogun olarak tedavi edilip, relaps riski daha diisiik olan hastalar, kranial radyasyon,
antrasiklinler gibi daha toksik kemoterapilerin azaltildigr veya tamamen kaldirildig:
protokollerle tedavi edilmiglerdir (43,44). ALL heterojen bir hastalik oldugundan
dolayi, aym1 tedavi ile hastalar, farkli prognoza sahip olabilmektedirler. Tan1 aninda
degisik klinik ve laboratuar bulgular1 prognozla iliskili olabilmektedir. Bir prognostik

faktoriin goreceli 6nemi, farkli tedavi protokolleri arasinda degismektedir.

Klasik olarak olumsuz risk faktorleri, erkek cinsiyet, organomegali ve mediastinal kitle
varligl, kemik iligi dis1 tutulumlar ve lenfadenopatinin derecesi, siyah irk, tan1 anindaki
normale yakin hemoglobin seviyesi, L3 tipi FAB morfolojisi, olumsuz sitogenetik ve
immiinofenotipik alt grup, miyeloid seri antijen pozitifligi seklinde siralanmaktadir.
Ayrica MSS tutulumunun varligi, beslenme durumu, lenfoblastlarm tasidigi
glukokortikoid reseptor diizeyi ve remisyona girme siliresi de diger prognostik

faktorlerdendir.

Tan1 anindaki 16semik hiicre yiikii ve relaps riski arasinda dogru bir iligski gosterilerek,
baslangi¢ 16kosit sayisimi 6nemi vurgulamaktadir. Lokosit sayisi ile organ tutulumu
arasinda iliski saptansa da cogu calismaya gore bunun ilave prognostik bir onemi

yoktur.

Prognozun genel olarak kizlarda erkeklere gore daha iyi oldugu bilinmektedir.
Erkeklerdeki olumsuz prognozun nedeni olarak testis niiksleri ve ileri yas, T-
immiinolojisi ve lokosit sayis1 gibi yiliksek risk faktorlerinin daha sik olmasi
gosterilmistir. Bunlara ragmen gilincel tedavi protokolleri ile erkeklerde olumsuz

prognoz ortadan kaldirilmistir (19).

Ik tan1 yas1 énemli bir prognostik faktdrdiir. Diger yas gruplarma gére bir yasindan
kiigiik siit cocuklar1 en kotii prognoza sahip iken, 2-6 yas grubu en iyi prognoza sahiptir.

Bir yas altindaki ALL grubunda yiiksek blast yiikii, #4,11) pozitifligi ve CD 10
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negatifligi gibi belli biyolojik 6zellikler tasidigindan dolay: klinik seyir kotii yondedir.
Adolesanlar, ¢cocuklarla karsilastirildiginda daha kotii prognoza sahiptir (45,46).

Coklu hiicum tedavisine veya bir haftalik steroid monoterapisine yanit, periferik kanda
mutlak 16semik blast sayisi ya da 7 veya 14.giinde kemik iligindeki blastlarin yiizdesi,
son yapilan bir¢ok ¢alismada prognozun 6nemli bir gostergesi olarak tanimlanmaktadir.
Iyi sitogenetik dzellikleri olan, tan1 aninda diisiik 16kosit sayis1 ve kortikosteroidlere
hizl1 erken cevabi olanlar gibi 1yi ya da standart risk olarak adlandirilan grupta yer
almasma ragmen uzun stireli takipte relaps izlenen hastalarin ¢ogunda MRD izlemi

yapilmasimi gerekli kilmistir.

Tablo 5 ALL’de prognostik faktorler (2-12)

Faktor Iyi prognoz Kotii prognoz

Yas 1-6 yas <1yas

Lokosit sayis1 (/mm’) <20 >100

Steroid tedavisine yanit Iyi yamt Yavas yanit
Hiicum tedavisine yanit M1 kemik iligi M2,M3 kemik iligi
Kromozom sayisi >50 <45

DNA indeksi >1.16 <1.16
Kromozomal 1(12;21) 19,22), t(4,11)
translokasyon

5 yilhk EFS >%380 %10-60

2.1.14.Tedavi

ALL’de tedaviye yanit ve sagkalim oranlar1 1960’11 yillarin baglarinda %10 diizeyine
ulagsmaz iken, bugiin ¢oklu kemoterapi ile hastalarin yaklasik olarak %80-90’inde tam
sifa saglanabilmektedir. Modern tedavi protokolleri niiks beklenilen hastalar1 daha
yogun tedavi etmeyi, diisiik risk grubundaki hastalar1 ise tedavinin ge¢ yan etkilerinden

korumay1 amaglamaktadir. Son zamanlarda 16seminin 6zellikleri, risk faktorleri yaninda
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ilag metabolizmasina etki eden enzimlerin (timidilat sentaz, glutatyon transferaz,
multidrug rezistans, sitokrom p-450 gibi) genetik polimorfizminin de prognozu
etkiledigi gosterilmistir (47). ALL tedavisi genel olarak belli kaliplar i¢inde gelistirilse
de hastanin genetik ve MRD o0zelliklerine gore kisiye 6zel bicime sokulmaya

calisilmaktadir.

ALL tedavisinde amac:

1. Klinik ve hematolojik remisyon saglamak

2. Remisyonun devamliligini sistemik kemoterapi ve MSS 1sinlamasi ile stirdiirmek
3. Hastalik ve tedavi komplikasyonlar1 ile bas etmektir.

Klinik olarak hi¢bir bulgunun kalmamasi, karaciger-dalak biiyiikliigli ve lenfadenopati

gibi fizik muayene bulgularinin olmamasi klinik remisyon olarak tanimlanir.

Labaratuar remisyonu tanimi i¢in, hematolojik olarak normal kan tablosuna sahip
olunmali (ndtrofil sayis1 mm®’de 500 den fazla, trombosit sayist mm®’de 75000 den
fazla, Hb 12 g/dL’den fazla) ve periferik kan yaymasinda blast olmamalidir. Kemik

iliginde blast sayis1 %5’den az olmalidir.

Akut lenfoblastik 16semilerde tedavi esas olarak kemoterapi, kemik iligi nakli ve destek

tedavi yaklasimlarindan olugmaktadir.
Sistemik kemoterapi

Tedavi protokolleri merkezler arasinda farklilhik gdsterse de ayni ana bagsliklar:
icermektedir. Genel olarak biitiin tedavi protokolleri, hiicum tedavisi, pekistirme, idame

ve MSS profilaksisini icermektedir

KEMIK iLiGi TRANSPLANTASYONU (KiT):

Periferik kan veya gobek kordon kanindan elde edilen kok hiicreler kullanilmaktadir.
Morbidite ve mortalitesi yiiksek oldugundan bilinen diger tedavi yontemlerine yanitsiz
hastalarda uygulanilmaktadir. Genellikle #(9;22) pozitif, indiiksiyon sonrasinda M2-M3

kemik iligi, hipodiploidi ve steroide yanitsiz ve erken niiks saptanan olgulara

onerilmektedir (48).
2.2. Minimal Rezidiiel Hastahk

Remisyon saptandiktan sonra hastalarin %20-30’unda relaps izlenmektedir. Niiksler en

stk kemik iliginden, daha nadir olarak MSS, testis ve diger organlardan
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kaynaklanmaktadir. Niikslere en sik yogun tedavi bitiminden sonraki ilk 6 ay ve tiim
tedavi sonrasindaki ilk yilda rastlanmaktadir. Kemoterapi alirken veya tanidan sonraki

1lk18-24 ay i¢indeki niiksler prognoz agisindan daha kotiidiir.

ALL’l1 hastalarin risk grubu belirlenmesinde kullanilan parametrelere ragmen, yapilan
bir caligmada relapslarm iigte ikisinin prognozu iyi olan standart ve orta risk gruplarinda
oldugu gorilmistiir (49). Losemide uygulanan yogun kemoterapi rejimleri ve
radyoterapi tedavisinin yeterli etki gosteremedigi ve bu yiizden hastaligin kisa siire
icinde tekrarlamasma neden olan bir grup hiicrenin varligi, l6semi tedavisi sonrasi

relapsa yol agan en 6nemli neden olarak gosterilmektedir.

Tedavi cevabin degerlendirilmesinde kullanilan standart yontemlerden sitomorfolojik
kriterler, %]1-5 16semik hiicreyi saptayabilmesinden dolayr degerlendirme i¢in yeterli
degildir. Bu nedenle tedavinin etkinligi ve tedavi stratejisinin yonetimi i¢in daha duyarl
tekniklere ihtiyac duyulmustur. Morfoloji ile saptanamayacak kadar diisiik sayida
blastik hiicre varligi anlamma gelen MRD, laboratuvar bazinda g¢esitli sekillerde
gosterilebilir. ALL’de hastaliksiz yasam siiresi rezidiiel hastalifin kontrol altinda

tutulmasma baglidir. Bu nedenle MRD c¢alismalar1 onem kazanmaktadir (19).

Bireysellestirilmis tedavi protokolleri i¢in, hastaya 6zgii risk faktorlerinin belirlenmesi
gerekmektedir. Losemi ¢ok heterojen bir hastaliktir ve hastalikla basa ¢ikabilmek i¢in
farkli hastalar, farkli tedavi protokollerine ihtiya¢ duyarlar, ancak ¢ogu hasta pratikte
ayn1 tedavi protokolleri ile tedavi edilmektedir. Ornegin bes haftalik indiiksiyon tedavisi
bazi hastalarda ¢ok etkin olurken, bazilar1 icin ayn1 tedavi protokolii ile etkin bir sekilde
tedavi edilemezler. MRD diizeylerinin belirlenmesi, hastaya ihtiyact oldugu kadar

tedavi verilmesini saglar, bir bagka deyisle hastanin bireysel niiks riskini belirler (49).

Minimal rezidiiel hastalik bakilmasinimn tedavi yanitinin degerlendirilmesinde ve relaps
acisindan yliksek riskli yada diisiik riskli gruplar1 saptamada daha giivenilir oldugu ve
klinik sonucglar agisindan yas, immiinfenotip, cinsiyet, l6kosit sayis1 gibi diger
prognostik gdstergelerden daha iyi bir gésterge oldugu belirtilmistir (50-52). Bu ylizden
ALL tedavisinde MRD’nin 6nemli bir prognostik faktér oldugu diisiiniilmektedir (53-
55). Bu c¢aligmalarin sonucunda MRD bakilmasi, giderek rutin tedavi protokollerinde

risk siniflamasina dahil edilebilecegi yoniindedir (56-57).

Indiiksiyon tedavisinden sonra MRD yoklugu, diisiik riski gdsterirken, MRD pozitifligi,

blast sayisi, immiinfenotip, kromozom aberasyonu, steroid cevabi gibi klasik diger
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klinik risk faktorlerinden bagimsiz en gii¢lii prognostik faktérdiir. MRD negatif olan
hastalarin sadece %2-10’unda relaps oldugu gozlenirken, MRD pozitifliginde %70-100
oraninda relaps oldugu goézlenmistir. Allojenik kok hiicre transplantasyonu Oncesi
MRD pozitifligi posttransplant relaps riski ile birliktedir. Tedavinin ilk 3 ve 5. aymnda
MRD §lgiimleri yapilmus, indiiksiyon tedavisi sonunda >107 rezidiiel hiicre
bulunmasinin, relaps riskini yaklasik on kat artiridigi bulunmustur. Tedavinin 12-15.
haftalarindan sonra yaklasik 10™ rezidiiel hiicrenin tespit edilmesi ise, iyi ve kotii risk
grubundaki hastalarin belirlenmesinde yararli bulunmustur (10,50,51). MRD saptanan
olgularda, erken donemde tedavi stratejileri degistirilebilir ya da hasta erken donemde
kemik iligi nakli i¢in yonlendirilebilmektedir. Iyi bir molekiiler cevap varliginda ise,
hastaya daha hafif bir kemoterapi rejimi sunulacak, dolayis1 ile ge¢c donem yan etki

potansiyeli azalacaktir.

Kullanilan tekniklerin duyarhiliklar1 farkli olup, 1.000.000 normal hiicrede bir malign
hiicre (10°) saptanabilmektedir (58).

MRD’ye gore ALL IC BFM nin yeni risk smiflamasi sekil 2°de gosterilmistir.

Age 1-5y and Age<1 or>=By Blasts d8 >= 1000 or
Diagnosis | WBC<20,000 or WBC==20,000 1(9:22), or t(4:11), or
Day 8 And blasts d8<1,000 | | And blasts d8<1,000 HiE)i}di;:)'ioid‘_-,r' { 45‘{:[

M1/M2/M3

All of them

BM Day 'I5\M|'M2| | M3| |m1-'w|2\ | M3

Day 15 Bmwﬂf@“ﬂf

FCM-MRD

Eaf a4 M1/ M2/M3
T e e
Risk groups | SR HR
Distribution of pis 13% 66% 21%
Est distribution of relapses =7 27% 40%

M1: Kemik iliginde <%5 blast M2: >%5-<25 blast M3: >%25 blast

Sekil 2: ALL IC BFM protokoliinde MRD’ye gore risk siniflamasi (59)
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Kullanilan MRD yontemleri su 6zelliklere sahip olmalidir:

1. Hassasiyeti en az 107, tercihen 10 olmalidr.

el

Tekrarlanabilir olmalidir.

MRD tespitinde i tip teknik kullanilmaktadir:

1.PCR yo6ntemi ile kromozomal aberasyonlarin gosterilmesi

[lgili tedavi protokoliindeki hastalarin ¢ogunda uygulanabilmelidir.

Internal kalite kontrolii ve laboratuvarlar aras1 standardizasyonu miimkiin olmalidir.

2.PCR yontemi ile klona ozgii Ig ve T cell reseptor (TCR) gen yeniden

yapilanmalarinin gésterilmesi

3.Flow-sitometrik immunfenotiplendirme (tablo 6)

Tablo 6: MRD tekniklerinin 6zellikleri (60)

Akim sitometrisi PCR PCR
Immiinfenotiplendirme Ig/TCR gen Fiizyon genlerinin incelenmesi
diizenlenmesi

Uygulanabilirlik

Pre-B ALL

infant Bilinmiyor %70-80 %60-65(MLL)
%70-95 >%95 %30-40

Cocuk

. %70-85 >%90 %40-45
Eriskin
TALL >%95 >%95 %10-20
Cocuk %95(yaklastk) >%490 %10

Eriskin

Hassasiyet 10°-10" 10*10” 10%10°

Avantaj -Hizli (1-2 giin) -Yiksek oranda DNA  -Sabit hedef
-Oldukga hastaya 6zgii stabilitesi -Onceden hazirlik -- Gerekmez
-Normal hiicre hakkinda bilgi -Tamamen hastaya 6zgli ~ -Nispeten basit
-Nispeten teknigi kolay -Hiicre bagina nispeten -Nispeten hizli(2-3 giin)
-Tek hiicre analizi sabit DNA miktart
-Hiicrelerin canlilig1 6lgiiliir.

Dezavantaj -Normal hiicre zemini -Laboratuvar yogunlugu -RNA degiskenligi

-immiinfenotipik kaymalar
-Subklonlar

-Oldukca yiiksek hassasiyet
gerektirir  (yaklagtk  5x10°
hiicre)

ve zaman kayb1
-Normal hiicre zemini
-Oldukga karigik
-subklon olugmast

-Degisken ekspresyon diizeyleri

-Kontaminasyon riski yiiksek

(hastaya 6zgii degil tlimore 6zgii)
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2.2.1. Losemik klona 6zgii kromozomal aberasyonlarin takibi

Losemi-spesifik fiizyon genleri veya transkriptler MRD tespiti i¢in ideal hedeflerdir.
Cinkii bunlar normal hiicrelerde bulunmaz ve oldukca spesifiktirler. Rekurren
kromozom translokasyonlar1 prekiirsor B-ALL’li hastalarm %30-40’mnda (BCR-ABL,
E2A-PBX1, MLL-AF4, TEL-AMLI1) ve T-ALL’lerin %10-20’sinde (SIL-TALI,
CALM-A10) olmasi nedeniyle kisithilik vardir. ALL’li hastalarin MRD tespitinde
klinikte rutin uygulanan bu metod, philadelphia kromozomunda ((Ph)"'ALL) BCR-ABL
transkripsiyonunun kantitatif tespiti icin oldukc¢a kisithdir. Bu genetik aberasyon
yetigkin hastalarin %?25’inde, ¢ocuk hastalarin %5’inde kromozom 9 ve 22 arasinda
resiprokal translokasyonla olusur ve kotii prognozla ilgilidir.

RT-PCR’in avantaji, Ph’ ALL’lerde 10 nin iizerinde duyarliligi olmasindandir.
Teknikteki zorluklar, tiimdr yiikiindeki degisiklikler veya her 16semik hiicrenin
transkript sayis1 veya her ikisinin kombinasyonu nedeniyle, transkript sayisinin
tespitinde azalma veya c¢ogalmadan ortaya c¢ikmaktadir. DNA bazhi tekniklerle
karsilastirildiginda MRD seviyesindeki kiiclik degisiklikleri yorumlamak oldukca
zordur. Ornegin kalitesi, daha az hiicreye uygun olmasi nedeniyle ve uzun transport
siiresi RNA’nin azalmasi yontemin dezavantajidir. RNA ¢ikarilmasinda, cDNA
sentezinde, genlerin diizenlenmesinde veya PCR analizindeki degisikliklerin
standardizasyonundaki eksiklikler, sonuclarin yanlis yorumlanmasima yol acabilir. Ph*
ALL i¢in en yiiksek duyarliligi olmasma ragmen RNA bazli logaritmik tekniklerle, kros
kontaminasyondan dolay1 yanlis pozitif sonuglar elde edilebilir.

DNA’daki fiizyon gen hedefleri hastalarin az bir kismi i¢in uygulanabilir ve T-
ALL’deki SIL-TALI1 delesyonu gibi, genis breakpoint bolgeleri ve/veya potansiyel
flizyon paternlerinin yiiksek sayilarindan dolay1 kolay hedefler degillerdir. Ozellikle
infant ALL’s1 i¢in Ig/TCR gen rearanjmanlari, bircok durumda oligoklonaldir ve stabil
degildir. MLL gen rearanjmanlari, hastaya 6zel MRD hedefi olarak iistiindiir (61).

DNA amplifikasyonu, Tal-1 delesyonu, Ig-cMyc flizyonu gibi, kiigiik bir alandaki
breakpoint dizisinde, sadece kromozom aberasyonlar1 i¢in kulanilmaktadir. Biitiin
flizyon transkriptleri MRD takibi i¢in belirteg olarak kullanilmaktadir. Teknigin
duyarliligt RNA calismalarmin miktarina ve transkript ekspresyonunun seviyesine
baghdir. Bu belirteglerin en belirgin avantaji I6komogenezle ilgisi olmasidir. Ozellikle

kemoterapi ve hastalik sirasinda ekpresyon seviyelerindeki farkliliklar dislanmalidir.
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Baz1 genlerin ekspresyonu, genetik anormalliklerle birlikte tanimlanan ALL ile
iliskilidir. MRD tespiti icin BCR-ABL, MLL-AFF1, TCF3-PBX1 ve ETV6-RUNXI1
kullanilmaktadir (19). Rekiirren anormallikler yetiskin ve c¢ocuk losemili vakalarin
%40’mmda bulunmaktadir (19). Hiperdiploidi ALL vakalarindaki bazi belirleyicilerin
asir1 tiretimi, CD 86, CD 97, CD 123’1 igceren, ETV6-RUNX1 vakalarinda CD 44 ve
CD 72’nin daha az tretimi, her iki genetik subtipte CD 200’lin asir1 {iretimi vardir.
TCF3-PBX1’li vakalarda mRNA’da PBX1’in asm1 {iretimi olmasma ragmen, bu
vakalarda akim sitometride PBX1 iiretimi dikkate deger degildir. Yakin donemde
IGHa-CRLF2 ve P2RYS8-CRLF2 gibi, CRLF2’yi kapsayan flizyon genleri

tanimlanmaistir.

BCL2’nin agir1 liretimi, 16semik hiicrelerin yasam siiresinin uzamasi ile ilgiliyken, bu
molekiil spesifik inhibitorlerin hedefidir (8,37,62). HSBP1 (heat shock protein 27), CD
86 (B7.2) ve CD 304 (neuropilin-1) asir1 iiretimi ise ila¢ direnci ve AML hiicrelerinde
hastaligin progresyonu ile ilgilidir (51,63).

2.2.2.PCR yontemi ile klona ozgii Ig ve TCR gen yeniden yapilanmalarimin

gosterilmesi

Erken B ve T hiicre gelisimi sirasinda Ig ve TCR genleri, degisken (variability), farklilik
(Diversity) ve birlesme (Joining) elementleri tarafindan yeniden diizenlenir. Kavsak
bolgeleri 6zel hiicreler igin spesifiktir. Genetik parmakizi, PCR ile malign lenfoid
klonun tespitinde kullanilmaktadir. Bu nedenle, her bir hasta i¢in, kullanilan MRD
analiz tekniklerinde, klonal Ig/TCR gen yeniden yapilanmalarmin siralanmasi ve
karakterizasyonu gerekmektedir. Bu metod tiim ALL’li hastalarda uygulanabilir ve
rutinde duyarliligi 10*-10™e ulasmaktadir. Bu teknigin kullanimi 1990’larm erken
donemlerine dayanmaktadir. Semikantitatif yaklasimla, PCR iiriinlerinin hibridizasyonu
veya boyanamamasi veya elektroforezde ethidium bromid ile boyama gibi post PCR,
PCR f{iriinlerinin tahmini yapilir. Bu ¢ok adimli yaklasim her PCR degerlendirilmesine
yogun dikkat gerektirmektedir. Real time kalitatif PCR (RQ-PCR) tekniklerinin ana
avantaji, uzun transport siliresine ragmen oldukca stabil analitik O6rneklerde DNA
kullanilmasidir. Bu metod prekiirsor B-ALL ve T-ALL’de genis bir aralikta
kullanilmaktadir. Flow-sitometrik MRD degerlendirmesine gore 0.5 ile 1 kat daha
yiiksek duyarlilig1 vardir (64-66).
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Buna ragmen klonal Ig/TCR yeniden yapilanmalarinin onkojenik islevleri ile baglantili
olmadigma dair goriisler de vardir. Ig/TCR genlerinin devamli yeniden yapilanmalar1
nedeniyle l6semik blastlar teknikten kacabilir. Bu nedenle 6zellikle ALL’de
saptanamayabilir. Oligoklonal hedef genlerinin ve tercihen de son-donem rearanjmanda,
V-D birlesme yerine daha stabil olan D-J birlesme yerinin kullanimi ile blastlarin
gozden kacis1 engellenebilir. Bu nedenle en az iki bagimsiz hedef calisilmasi

onerilmektedir.
2.2.3.Flow- sitometrik immiinfenotiplendirme

Losemik hiicrelerin normal hiicrelerden ayirimi i¢in gerekli yontemlerden biri anormal
durumdaki hiicre belirleyicilerinin ekspresyonudur. Bu anormal hiicre belirleyicileri en
iyl ¢ok renkli akim sitometreleri ile belirlenir. Bu yontem iki faktorden etkilenir;
birincisi 16semik hiicreler ile normal hiicreler arasindaki immiinfenotipik farkliligin
derecesi, digeri ise ¢alisma Ornegindeki hiicre sayisidir. Bu yontem ALL’de 10000
normal hiicre arasinda bir 16semik hiicreyi saptayabilecek immiinfenotipik 6zelliklere
sahiptir. Ideal sartlarda (10" ve daha fazla hiicre varhiginda) akim sitometrinin
duyarlilig1 PCR ile benzerdir. Ancak klinik 6rneklere analiz sirasinda, her bir belirteg

icin calisilan hiicre sayisi genellikle 10®’dan daha azdir (19).

Her hasta i¢in, tanida veya relaps aninda 16semi iligkili immiinfenotipler belirlenmelidir.
Bu kombinasyonlarm MRD c¢aligmalarinda kullannominda, B hiicre Onciilleri olarak
tanimlananan CD 19, CD 10 ve CD 34 (veya anti-TdT)’ yi kapsamalidir. Losemik
hiicreleri normal hiicrelerden ayiriminda kullanilan bu immiinfenotipler sadece 16semik

hiicrelerde eksprese edilmelidir (67).

Bir ¢ok caligmada aberan antijenik yapilarin, hastaliin seyri boyunca genellikle sabit
kaldig1 ve bu nedenle tani anindaki atipik kombinasyonlar esas alinarak rezidiiel
hastaligin monitorize edilebilecegi gosterilmistir. Macedo ve arkadaslari, 13 saglikli
goniilliilden alman kemik iligi 6rneklerini li¢ renkli akim sitometri ile degerlendirerek,
CD 34+ hiicrelerin CD 3, CD 20, CD 22, CD 14, CD 65 ve CD 56 eksprese
etmediklerini tespit etmis ve bunlarm CD 34 ile kombinasyonlarinin MRD

calismalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir (68).
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MRD c¢alismas1 temel olarak B-ALL’li hastalarda CD 19 eksprese eden hiicreler
iizerinden yapilir. Jmili ve ark.’(69)nin MRD ile ilgili ¢alismalarinda dort temel aberan

fenotip tanimlamiglardir (69).

1. Asenkronize antijen (Ag) ekspresyonu
Antijenlerin asir1 ekspresyonu

Anormal 151k sacilimi1

Sl

Capraz kokenli Ag ekspresyonu

B-ALL’de, 16semik hiicrelerde eksprese edilen yiiksek veya az miktarda anormal birkag
molekiiliin normal hiicrelerden ayrimi yapilmalidir. Ornegin, myeloid seri ile ilgili CD
13, CD 15, CD 33 ve CD 65 ve matiir B hiicreler ile igili CD 21 iiretimi ile CD 19, CD
10, TdT ve CD 34’ iin daha az veya daha ¢ok olmasi ve CD 38 ve CD 45’in daha az
iretimi B-ALL’de belirleyicidir (19).

Normal durumlarda kemik iliginde bulunan B hiicre Onciilleri genellikle, remisyon
indiiksiyonunun ilk 2-3 haftasinda kemoterapiye asir1 hassasiyetlerinden dolay1
saptanmazlar. Bundan dolay1 hastalarda tedavi cevabinin anlasilmasi i¢in immatiir B
hiicre belirleyicilerinden yararlanilir. Bu belirleyiciler normal ve losemik hiicrelerin
ayrmminda kolaylik saglar. Losemide, hiicre belirleyicileri asenkronize veya anormal

ekspresyonu gozlenir. B-ALL’de 16semi immiinfenotipi %95 oraninda belirlenebilir.
Losemi ile ilgili immiinfenotipler farkli kategorilerde gruplandirilabilir:

1. Ogzellikle T-ALL’de faydalanilabilen, normal dokular haricindeki immatiir
fenotiplerin gorliniimii; erken T hiicre gelisimi timusda gerceklesir ve bu
nedenle kemik iliginde veya kanda T-prekiirsdrleri (TdT' ve/veya CD 34")
bulunur.

2. Benign hematogonlarda iiretilen belirtegler 16semi ile ilgili immiinfenotipi temsil
edebilir, fakat benign hematogonlara gore ekpresyondaki kalitatif (CD 66¢, CD
13, CD 33, NG-2, CD 21 iiretimi) veya kantitatif (CD 10, CD 38, CD 45’in daha
az Uretimi ve CD 58’in asir1 tiretimi) farkliliklarla ayirim yapilabilir. Bu bilgiler
1s181nda flow-sitometri ile MRD monitorizasyonu duyarl: bir sekilde yapilabilir.

3. Losemilerde goriilen kromozomal translokasyondan kaynaklanan spesifik

fiizyon proteinleri, MRD ig¢in ilgi ¢ekici hedeflerdir. Ancak bu proteinlere karsi
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iiretilen antikorlar olmasina ragmen, rutin olarak tanida kullanilabilir antikor
yoktur. Hiicre lizatlarinda bulunan BCR-ABL proteinlerinin flow sitometri ile
tespitinin %1 kadar duyarliligi vardir, tam1 ve 16semi siniflamasi i¢in bu
yaklasim uygulanmaya c¢alisilmaktadir, fakat MRD monitorizasyonunun

duyarlilig1 i¢in veriler sinirhdir (70).

MRD c¢alismalar1 icin flow sitometri ile, CD 58, CD 38, CD 13 ve CD 34 gibi ¢ok
sayida belirte¢ kullanilmaktadir (71-74). Primer genlerin flow sitometri ile
dogrulanmas: i¢in, takibi de kapsayan kriterler saglanmalidir. ALL’1i vakalarin en az
%25 inde veya ALL’nin bir genetik subtipinin, vakalarin %40’inda ekspresyonu,
normal hiicrelerdeki maksimum degerinden en az 3 kat 10semik hiicrelerde asir1 tiretimi
veya yine normal hiicrelerdeki minimum degerinin en az 3 kat daha az 16semik
hiicrelerde iiretimi, belirli antikor konjugatlarmin akim sitometri i¢in uygun olmasi

gereklidir.

CD 58’in MRD belirteci olarak uygun oldugu bazi ¢alismalarda gosterilmistir. Ikiyiiz
yetmis B-ALL’li vakada yapilan bir calismada bu belirteglerin genetik anormalliklerle

birlikte olabilecegi gosterilmistir.

Akim sitometrisinin hassasiyeti %0.1 kadardwr. Az sayida hiicre varligimda MRD
pozitifligini belirleyememesinden dolayr molekiiler metodlara gére duyarliligi daha
azdir. Akim sitometrinin ana avantaji bir giin kadar kisa siirede hizli cevap alinmasidir.
Bu da ozellikle tedavi yonetiminde hizli diizenleme agisindan faydalidir. Yine ayni
ornekte 16semik olmayan hematopoetik hiicrelerin durumunu da belirlenmesine
yardimcidir.  MRD degerlendirilmesinde alti veya daha fazla hiicre belirteci
kullanildiginda hiicrelerde biyolojik 6nemli molekiillerin tiretimi tespit edilebilir (19).
Yalniz, 16semik lenfoblastlar ve malign olmayan lenfoid prekiirsorler arasinda,
rejenerasyon sirasindaki farkli fazlarda ve kemoterapi sonrasinda benzerlikler olmasi
nedeniyle yanlis pozitif sonuglar elde edilmesine neden olabilmektedir (75-76). Dogru
sonu¢ i¢in yeterli sayida mononiikleer hiicre (100000/mm®) gereklidir. Bu kadar
hiicrenin elde edilebilmesi i¢in de ya 2 mL kemik iligi veya 5-10 mL periferik kan

ornegi incelenmelidir.
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2.2.4.CD 49f ve ALL

CD 491 T hiicreleri, monositler, trombositler, epitelyal ve endotelyal hiicreler, perindral
hiicreler ve plasentanin trofoblastlarinda eksprese edilir. CD 49fnin prekiirsér B
lenfoblastlarda asir1 eksprese edildigi yakin donemde bazi yaymlarda bildirilmistir.

Indiiksiyon sonras1 19 ve 46. giinlerde CD 49 nin asir1 {iretimi gdsterilmistir (14).

Adezyon molekiilleri hiicreler arasi matriks ve diger hiicreler arasinda adezyonu
saglayan ligant veya reseptorden olusan heterojen bir gruptur. Heterodimer alfa ve beta
alt gruplar1 vardir. Molekiiliin fonksiyonel aktivitesi i¢cin her iki alt iinite de gereklidir,
ancak baglanma Ozgiilliiglinlin o alt {nitesi ile iligskili oldugu diisiiniilmektedir. B1
integrinler ise Ozellikle l0kositlerin endotel hiicrelerine ve hiicre dis1 matrixe
baglanmasinda gorev alirlar. Hiicre adezyonun 6nemi, immun ve inflamatuvar olaylar,
timOr hiiclerinin biliylimesi, metastaz1 ve yara iyilesmesi gibi bircok fizyolojik ve
patolojik olayda rol almasidir. Bunlarin aktivitesi ile invaziv ve metastatik potansiyel

timor hicreleri diizenlenebilir.

Lamininler, kan damari bazal membraninda yiliksek oranda eksprese edilir ve
anjiogenezde rol alirlar. A6B1 ve a6PB4 integrinler endotelyal hiicrelerde lamininler i¢in
major reseptorlerdir fakat tiimoér anjiogenezinde CD 49fnin kesin rolii tam olarak
bilinmemektedir. Normal meme dokusu ile memenin invaziv duktal karsinomu
karsilastirildiginda, duktal karsinomun damarlarinda CD 49fnin ekspresyonunun
azald1g1 gdsterilmistir. In vivo ve ex vivo ¢alismalar, endotelyal hiicrelerde a6 integrin
ekspresyonunun negatif bir anjiogenez diizenleyicisi olarak gorev yaptigmi

gostermektedir (77).

Kanser kok hiicrelerinin timor yonetimi, metastaz ve ila¢ direnci i¢in onemli rol
oynadig1 distiniilmektedir. Bu nedenle, kanser kok hiicrelerinin, ileriye doniik olarak
tanimlanmas1 ve hedeflenmesi yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi acisindan kritik
onemi vardrr. Yakin donemde yapilan bir caligmada, glioblastome kok hiicre (GSC)
orneklerinde a6 integrin kullanilarak perivaskiiler mikrogevre incelenmis ve CD 49f’nin
GSC’ler ile birlikte eksprese edildigi gosterilmistir. Yine GSC’lerde CD 49f’nin

hedeflenmesi ile, yenilenme, proliferasyon ve tiimor olusum kapasitesinin inhibisyonu
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saglanmistir. CD 49fnin GSC’ler agisindan belirteg olmakla birlikte, integrin a6’ nin

inhibisyonu ile de glioblastom tedavisinde 6nemli yeri olabilecegi diisiintilmiistiir (78).

Integrinlerin kemik iliginde de &nemli rolleri vardir. Antikor inhibisyonuyla yapilan
invitro ¢alismalarda, CD 49d/CD 29 ve CD 11a/CD 18’in her ikisinde de hematopoetik
kok hiicre ve progenitor hiicrelerin adezyonunda ve subendotelyal migrasyonda onemli

rolii oldugu gosterilmistir (15,79).
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3. GERECLER VE YONTEM

3.1.Arastirma Bilgileri

ALL tanis1 almis olan olgularda tani aninda ve tedavinin 15. giiniinde alinan MRD ve
CD 49f seviyesinin MRD takibindeki 6nemini ve hasta takibindeki etkisini arastiran bu
calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Onkoloji Bilim Dalinda
yapilan prospektif bir caligmadir.

Calisma Erciyes Universitesi BAP tarafindan TSU-12-3805 proje kodu ile desteklenmis
olup Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun onay1 (Etik kurul karar no:

2011/347, Karar tarihi: 07.06.2011) alinarak gerceklestirilmistir.
3.2. Calisma Grubunun Secilmesi

Calismaya Ocak 2012- Ocak 2013 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Hematoloji Onkoloji Bilim Dali tarafindan takip ve tedavisi yapilmakta olan
ALL’l1 olgular dahil edildi. Calisma grubuna ALL tanis1 konulmus ve TRALL BFM
2000 protokolii ile tedavi edilen 27 olgu alindi.

Tedavi protokolii indiiksiyon ve idame tedavisi olmak lizere 2 ana boliimden

olusmaktadir. Indiiksiyon tedavisi ilk 6 aylik bdliimii kapsamakta, siras1 ile protokol 1,

protokol M ve protokol 2 boliimlerinden olusmaktadir. Protokol 1°’de tedavide;

prednizolon, vinkristin, daunorubisin, L-ASP, sitarabin, 6-MP, siklofosfamid

kullanilmakta, intratekal MTX verilmektedir. Protokol M; 6-MP, 4 kez verilen yiiksek

doz MTX (1 veya 5 gr/m’) ve intratekal MTX’ten olusmaktadir. Protokol 2’de
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dekzametazon, sitarabin, vinkristin, doksorubisin, L-ASP, siklofosfamid, 6-tioguanin
kullanilmaktadir. Tedavi, idame tedavisinde haftalik kullanilan MTX ve giinliik

kullanilan 6-MP ile 2 yila tamamlanmaktadir.

Hastalardan tani aninda ve tedavinin 15. giiniinde alinan kemik iligi 6rneklerinde MRD
ve CD 49f diizeyleri ¢alisild1 ve tedavi risk grubu, cinsiyeti, yasi, tan1 anindaki 16kosit
sayisi, MSS tutulumu, tedaviye yanit, relaps, sag kalim ile iligkisi olup olmadig:

arastirildi
3.3. Orneklerin Toplanmasi

Calisma grubundaki olgulardan tam1 aninda ve 15. giinde kemik iliginden EDTA’l
tiiplere 2 ml 6rnek alindi. Alinan numuneler bekletilmeden oda 1sisinda immiinoloji

laboratuvarina ulastirildi.
3.4.Akim Sitometrisi ile Minimal rezidiiel hastahk ve CD 49f Calisilmasi
3.4.1.Minimal Rezidiiel Hastalik Cahsilmasi

Calisma oncesinde kemik iligindeki ¢ekirdekli hiicreler ¢alisildi. Kemik ilignden kan
saymmi yapildi. DNA-mesh coulter kullanilarak filtre edildi. Her tiipe 100 pL kan
konuldu. Birinci tiipe 5’er pLL Sytol16 FITC, CD 10 PE (phycoerythrin), CD 45 PC5
(phycoerythrincyanin), CD 19 PC7, ikinci tiipe CD 10 fluorescein isothiocyanate
(FITC), CD 34 PE, CD 20 PCS5, CD 19 PC7, ii¢iincii tiipe CD 10 FITC, CD 22 PE, CD
58 PCS5, CD 19 PC7 monoklonal antikorlar1 (moAb) eklenerek 10 dakika karanlikta
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra immunoprep “Coulter” lize edici reaktifler
kullanilarak eritrositler lize edildi, 16kositler stabilize edildi ve hiicre membranlar1 fikse
edildi. Her tiipe 2 mL isoflow eklenerek iki kez 5 dakika 1200 devirde yikama yapildi.
Pelletlere dokiilerek her tiipe 1 mL isoflow eklendi ve Beckman Coulter FC500
cthazinda calisildi. Her 6rnek i¢in 300000 hiicre sayildi. CXP yazilimi kullanilarak
veriler analiz edildi. 107 ve iizerindeki degerler MRD igin pozitif kabul edildi. MRD
hesab1 asagidaki formiil ile yapildi (80).
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Blast/event (%) CD 19/gvent (%)
BlastNC = X X 100 %
CD 19/event (%) Syto (NC)/events (%)
En givenliTapten Sytotipinden
WBC X Blast/NC

Blast/pl =

100 (%)

3.4.2.CD 49f Cahsilmasi

Filtre edilen kan 6rneginden 100 pL alinarak iizerine 5’er uL CD 19 PC7, CD 10 FITC
ve CD 49f PE moAb’lar1 eklendi ve 10 dakika karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra immunoprep “Coulter” lize edici reaktifler kullanilarak eritrositler lize edildi,
16kositler stabilize edildi ve hiicre membranlar: fikse edildi. iki mL isoflow eklenerek
iki kez 5 dakika 1200 devirde yikama yapildi. Pellet dokiilerek tiipe 1 mL isoflow
eklendi ve Beckman Coulter FC500 cihazinda ¢alisildi. CXP yazilimi kullanilarak

analiz edildi.
3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin normal dagilima uyup uymadigmi anlamak i¢in Shapiro Wilk testi uygulandi.
Normal dagilima uyan veriler ortalama + standart sapma, normal dagilima uymayan
veriler ortanca (minimum-maksimum) ile ifade edildi. Normal dagilima uyan
degiskenlerin ikili karsilastirmalarinda Student t testi, normal dagilima uymayan

degiskenlerin ikili karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi uyguland1. Ikiden fazla
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gruplara ait verileri karsilastirmak amaciyla Kruskal-Wallis testi ve Chi-kare testi

uygulandu.

Istatistiksel degerlendirme icin veriler “Scientific Package for Social Sciences” (SPSS
15.0) programma yliklenerek ¢oziimlemeler bu program iizerinden yapildi. P degeri
<0.05 anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsma Grubunun Ozellikleri

Calismaya Ocak 2012 — Ocak 2013 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi
Cocuk Hematoloji Onkoloji Bilim Dali tarafindan ALL tanisi alan ve TRALL BFM
protokolii ile tedavi edilen, yaslar1 14 ay — 16 yil (ortalama 6,6+4,8 yil) arasinda degisen
10’u (%37) kiz, 17°1 (%63) erkek toplam 27 hasta dahil edildi.
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N hasia zayvisr, K. kiz E: erkek
Sekil 3. Hastalarin dagilimi
Calismada degerlendirilen 27 hasta B ALL idi. TR-ALL BFM tedavi protokolii risk

smiflamasina gore 6 (%22,2) hasta standart risk grubunda, 14 (%51,9) hasta orta risk
grubunda, 7 (%25,9) hasta yiiksek risk grubunda idi (sekil 3).
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Standart risk ve MR grubunda olan hastalarda MSS tutulumu yokken, HR grubunda
olan 1 (%3,7) hastada MSS tutulumu vardi.

Calisma grubundaki hastalarin tan1 zamaninda bakilan Iokosit dagilimi 1720/mm’ -
215600/mm’ (ortanca 6090/mm), mutlak nétrofil sayis: dagilimi 30/mm’ - 8500/mm’
(ortanca 730/mm’) idi.

Hemoglobin dagilimi 1,4 gr/dl- 11,2 gr/dl (ortanca 6,7 gr/dl), trombosit dagilimi
8000/mm’ - 818000/mm’ (ortanca 78000/mm’) idi. Hastalarin takip siiresi ortalama 6,9
ay (1-13 ay) idi (Tablo7 )

Tablo 7. Hastalari tan1 an1 laboratuvar sonuglari

Ortanca (min-max) Tan1 zamani (n=27)
Lokosit (/mm’) 6090 (1720-215000)
Mutlak nétrofil(/mm’) 730 (30-8500)

Hb (gr/dL) 6,7 (1,4-11,2)
Trombosit (/mm”) 78000(8000-818000)

Calisma grubunda yiiksek risk grubunda olan 1 (%3,7) hastada mediiller relaps saptandi
ve hastaya relaps BFM protokolii uyguland:.

Calisma grubunda MRD pozitif 3 (%11,1) hasta sepsisten dolay1 61dii.
Hastalarin 1° inde (%3,7) Ph" kromozomu tespit edildi.

Sekizinci glin degerlendirilen periferik yaymada 22 (%81,5) hastada steroid cevabi
varken, 5 (%18,5) hastada steroid cevabi yoktu. Indiiksiyon tedavisinin sonunda
hastalarin 23 (%85,2)’tinde remisyon saglandi, 4 (%14,8) hastada remisyon saglanmadi.
Remisyona girmeyen 1 (%3,7) hastaya babasindan allojenik KIT yapildi. 1 hastaya da
allojenik KIT planlandi.
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MRD pozitif hasta sayis1 15 (%55,6) iken, negatif hasta sayis1 11 (%40,7) idi. 1 (%3,7)
hastada numune yatersizliginden dolayr MRD c¢alisilamadi. MRD pozitif 10 hasta
(%66,7) erkek, 5 (%33,3) hasta kiz idi. Aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildi (p=0.68) (sekil 4).

%

FATAIY HAZTA

oD

Sekil 4. MRD oranlar1

MRD pozitif hastalarin ortalama yasit 5.6 yil (14ay-16 yil), beyaz kiire degerleri
ortalama 30358/mm3 (1720-215600), hemoglobin degeri ortalama 8,9 gr/dL (3,7-13,5),
trombosit sayist ortalama 221466/mm3 (17000-818000) iken, MRD negatif olan
hastalarin ortalama yas1 8,3 yil (21ay-16 yil), beyaz kiire sayis1 ortalama 42082/mm3
(2530-185000), hemoglobin degeri ortalama 6,8 gr/dL (1,4-11,2), trombosit sayisi
106000/mm3 (8000-512000) idi.

Standart risk grubunda takip edilen hastalarin 4 (%26,7)linde, orta risk grubundaki
hastalarin 5 (%33,3)’inde ve yiiksek risk grubundaki hastalarm 6 (%40)’sinda MRD
pozitif saptandi. Yiiksek risk grubunda MRD negatif hasta yoktu. Aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamli idi (p=0.02) (sekil 5).
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Sekil 5. Risk siniflamas1 ve MRD

Sekizinci giin periferik yaymasinda remisyon saglanan 11 (%73,3) hastada MRD pozitif
iken, remisyon saglanmayan 4 (%?26,7) hastada MRD pozitif idi. Aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.11). MRD negatif 11 hastada sekizinci giin

periferik yayma degerlendirmesinde remisyon mevcuttu (%50).

Onbesinci giin kemik iligi degerlendirmesinde remisyon saglanan 11 hastada MRD
negatifken, 10 hastada MRD pozitifti. Remisyon saglanamayan hastalarda MRD
pozitifti (%33,3). Istatistiksel olarak anlamli degil idi (p=0.053).

Otuziiciincii giin kemik iligi degerlendirmesinde remisyon saglanan 25 hastanin 14’iinde
MRD pozitifligi saptandi. Remisyon olmayan 1 hastadan numune eksikliginden dolayi,
1 hastada da indiiksiyon tedavisi sirasinda 61diigii icin MRD cahisilamada. Istatistiksel
olarak otuziiciincii giinde farklilik olmadig1 i¢in degerlendirme yapilamadi. Otuziiglincii
glin degerlendirilen kemik iligi degerlendirilmesinde 25 (%92,6) hastada remisyon
varken, 1 (%3,7) hastada remisyon yok idi. Bir (%3,7) hastaya degerlendirme 6ncesinde

sepsis nedeniyle 61diigii icin kemik 1ligi aspirasyonu yapilamadi (tablo 8).
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Tablo 8. Sitomorfolojik kriterler ve MRD

MRD pozitif MRD negatif )2
n (%) n(%)

8. giin py

Remisyon + 11 (73.3) 11 (100.0) 0.11
Remisyon - 4 (26.7) 0 (0.0) 0.11
15. giin KiA

Remisyon + 10 (66.7) 11 (100.0) 0.53
Remisyon - 5(33.3) 0 (100.0) 0.53

MRD’si pozitif olan 12(%52.2) hasta remisyona girmisken, 3 hasta remisyona girmedi.
MRD pozitif hasta ile remisyon arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildi

(p=0.238).

Takip siiresi i¢cinde relaps olan 1 (%6,7) hastanin MRD’si pozitif idi, ancak MRD
pozitif olan 14 (%93,3) hastada relaps yok idi. Istatistiksel olarak anlamli degil idi

(p=1.0).

Indiiksiyon tedavisi sirasinda 6len 3 (%20) hastann MRD’si pozitifti ve istatistiksel

olarak anlamli degildi (p=0.23).

MRD pozitif 1 (%6,7) hastada Ph " idi ve takipte bu hastaya KIiT yapildi. Ancak
istatistiksel olarak anlamli degil idi (p=1.0).

Tan1 zamaninda ve 15. giin alinan CD 49f seviyeleri swrast ile 38,47 £ 22,11 ve
5,49+12,6 idi. Losemik blastlarin CD 49f ekspresyonu agisindan aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli idi (p=0.000) (tablo 9).
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Tablo 9. Olgularin tani an1 ve 15. giin CD 49f diizeyleri

Tan1 zamanm1  15. giin P
(N:26) (N:26)
CD 49f (%) Ortalama+SD 38,47 £22,11 5,49+12,6 0.000

Spearman testinde, 15. giin 6l¢iilen CD 49f diizeyi ve MRD arasindaki iligki istatistiksel
olarak anlamli degildi (p=548). Onbesinci giin MRD pozitif olan hastalarda tan1 aninda
bakilan CD 49f ekspresyonu arasinda anlamli iligski saptanmadi ( p=0.574).

MRD pozitif hastalarin tan1 an1 CD 49f degeri ortalama 38,934+24,0 iken, negatif
hastalarm CD 49f degeri ortalama 43,8+24,5 idi. Onbesinci giin CD 49f degeri, MRD
pozitif hasta grubunda ortalama 7,8+17,0 , MRD negatif hasta grubunda ortalama
2,8+2,0 idi (sekil 6 ve 7) (tablo 10).
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Sekil 6. MRD ve tan1 an1 CD 49f1n iliskisi
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CD49f15 (%)

p=0.647

negatif pozitif
MRD

Sekil 7. MRD pozitifligi ve negatifligi durumunda 15. Giin CD 49f

Tablo 10. MRD’ye gore tani an1 ve 15. giin CD 49f ekspresyonu arasindaki iliski

CD 49f 15.giin CD 49f
MRD(+)(ortalama) 38.9(4.4-88.5) 7.8(1-66)
(n:15) (n:14)
MRD(-)(ortalama) 43.8(5-79.2) 2.8(0.8-6)
(n:11) (n:11)
p 0.574 0.647

15. giin CD 49f ve MRD degerleri karsilastirildiginda korelasyon bulunmadi
(p=0.548)(sekil 8).
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5. TARTISMA

Cocukluk caginin en sik malign hastaligi olan ALL tedavisinde bugiin ¢oklu kemoterapi
ile hastalarin yaklasik %80-90’1nda sifa saglanabilmektedir. Randomize kontrollii klinik
calismalar, yogun kemoterapi kombinasyonlari, MSS profilaksisi, risk gruplarinin
belirlenip tedavi yogunlugunun diizenlenmesi sonucu son 50 yilda sagkalim oranlarinda
belirgin iyilesmeler goriilmiistiir. ALL hastalarinda prognozu etkileyen cesitli faktorler
bildirilmistir. Bu faktorlerden en ¢ok iizerinde durulanlar hastanin yasi, cinsiyeti, tani

sirasindaki 16kosit sayis1 ve steroid cevabidir (16-17).

Akut lenfoblastik 10semi, en sik 3-6 yas arasinda goriilir. Ocak 2012-Ocak 2013
tarihleri arasinda Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Onkoloji Bilim
Dali tarafindan IC BFM 2002 protokolii ile tedavi edilen 27 hastanin
degerlendirilmesinde, ¢alisma grubumuzda ortalama yas 14 ay-16 yil ( ortalama 6,6+4,8
y1l) idi. Ulkemizde Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesinde TR ALL-2000 protokolii alan
142 hastanin degerlendirildigi Hazar ve ark.’nin (81) yaptiklar1 caligmada ortalama yas

5,944,3 (min:1 ay- maks: 17) yil olarak bulunmus olup bizim ¢alismamizla benzerdir.

Gelismis iilkelerde yapilan calismalarda erkek/kiz orami 1.2-2 civarmdadir (16,17).
Calismamizda ise erkek/kiz orani 1.7 olarak bulundu. Calismamizda erkeklerin orani
%63 iken, Avrupa ¢aliymasinda bu oran %356.5, Bajel ve ark.’nin (82) Hindistan’da
BFM-95 protokolii alan 307 hasta ile yaptigi ¢alismada ise bu oran %60,9 olarak

bulunmus olup caliyma grubumuza benzerdir.
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Rezidiiel blastlarin, normal kemik iligi progenitdr hiicrelerinden ayirimi i¢in aberran
antijenik kombinasyonlarin incelenmesi gerekir. Bir¢cok arastirmaci bu amagla, normal
kemik iligi hiicreleri ile akut 16semi olgularindaki blastlarin antijenik yapisini 2 veya 3
renkli akim sitometri yontemi ile karsilastirmislardir. Bu yolla belirlenen ve normal
kemik iliginde ¢ok az (<I1x107) ya da hi¢ bulunmayan atipik antijen kombinasyonlarr,
MRD tayininde giivenilir bir sekilde kullanilmaktadir. Bunlar bagslica 4 temele
dayanmaktadir; AML’de lenfoid ve ALL’de miyeloid antijen koekspresyonlari,
asenkronize antijen koekspresyonlari, belli bir antijenin asir1 ekspresyonu ya da aberran

151k sa¢ilim 6zelliklerinin goriilmesidir (83-89).

Macedo ve ark. (68) lar1, 13 saglikli goniilliiden alinan kemik 1ligi 6rneklerini 3 renkli
akim sitometri ile degerlendirerek, CD 34+ hiicrelerin CD3, CD 20, CD 22, CD 14, CD
65 ve CD 56 cksprese etmediklerini tespit etmis ve bunlarm CD 34 ile

kombinasyonlarmin MRD c¢aligmalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir (68).

Bugiinkii sitotoksik tedavi protokolleri, sitomorfolojik kriterlere gore %95-98 ¢ocukta
tam remisyonu saglamaktadir (45,90,91). Buna ragmen %25-30 hastada relaps
olmaktadir. Sitomorfolojik kriterler, %1-5 10semik hiicreyi tespit edebilmesi nedeniyle
remisyon durumu i¢in yeterli degerlendirmeyi saglamamaktadir. Tedavi protokollerinin
smiflandirilmasi ve tedavi etkinligini degerlendirmek i¢in daha duyarl tekniklere gerek

duyulmaktadir.

Molekiiler ve hiicresel biyolojik ilerlemeler sonucu l6semiye 6zgiil DNA veya RNA ya
da 16semi ile iligkili antijenleri saptamasi ile MRD kavrami ortaya ¢ikmis ve morfolojik
veya karyotipik incelemeden daha fazla duyarhilik seviyesine ulagilmistir (58). MRD
Ol¢timiinde en sik kullanilan iki yontem, akim sitometri ile anormal immunofenotip
eksprese eden hiicrelerin saptanmasi1 ve BCR-ABL, TEL-AMLI, klona 6zgii Ig ve TCR
gen yeniden diizenlemesi gibi degisik genetik enstriimanlar ile 16semi iligkili molekiiler
hedeflerin niceliksel olarak saptanmasi ve belirli donemlerde izlenmesi prensibine
dayanir (58,92). Bu iki metodun duyarliligi farklidir. Akim sitometri kandaki ya da
kemik iligindeki 16semik hiicrelerin % 0.01°1 gibi az bir miktarint bile rutin olarak
saptayabilir. PCR’a dayali lciimler ise genellikle 10*-10° normal hiicrede bir 16semi
hiicresini saptar ve akim sitometrik yonteme goére daha hassastir. Ancak maliyet ve
uygulanabilirlik agisindan akim sitometri daha kullanmigh goziikmektedir (58,92).
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Bu calismada cocukluk cagi ALL olgularinda, MRD tayininde ve hastalifin risk
grubunun belirlenmesinde, akim sitometri ile tan1 am1 ve 15. giin CD 49f
ekspresyonunun 15. giin MRD ile karsilastirilarak kullanilabilirligi degerlendirildi ve
15. giin CD 49f ve MRD arasinda benzerlik goriilmedi. Ancak tani an1 ve 15. giin CD
49f ekspresyonunda anlamli diisme mevcut idi. Bu da losemik hiicre sayisinda

azalmayla birlikte CD 49f ekspresyonunda azalmay1 gosteriyordu.

Coustan-smith E ve ark. (55) yaptig1 bir caligmada, indiiksiyon sonrasi tam remisyon
saglanan 165 ¢cocuk ALL olgusu akim sitometri ile MRD acgisindan degerlendirildiginde
tam remisyon esnasinda kemik iliginde >%1 blast izlenen olgularda %72+21, >%0.1-
<%]1 blast izlenenlerde %43+%21, MRD negatif olgularda (blast oran1 <%0.001) ise
%10+%3 oraninda niiks izlenmistir. Bizim ¢alismamizda MRD pozitif olan 15 hastanin
I’inde relaps vardi ve 3 hasta da remisyona girmedi. Ancak takip siiresi kisa oldugu i¢in

hastalarin relaps degerlendirilmesi a¢isindan erken olabilecegi diisliniildii.

Baz1 prognostik faktorlerin 6nemi, uygulanan tedavi protokoliine gore degisebilmekle
birlikte, hi¢cbir kosulda degerini kaybetmemektedir. Bunlar yas, 16kosit sayisi, steroid
cevabidir. BFM grubuna gore 1-6 yas, NCI kriterlerine gére 1-10 yas iizeri, 16kosit
sayisinin BFM grubunda 20000 /uLL ve NCI kriterlerine gore 50000 /uL iizerinde olmasi
yiiksek risk kriteri olarak kabul edilmektedir. Calismamizda 15. giin MRD ve bu
parametreler birlikte degerlendirildiginde MRD pozitif ve negatif hastalar arasinda yas
ve beyaz kiire yliksekligi arasinda anlamhi faklilik yoktu. Sekizinci giin steroid cevabi
acisindan degerlendirilen periferik yaymalarda 1000’in altinda blast sayis1 olmasina
ragmen 11 hastanin 15. giin MRD leri 10~ ve iizerindeydi. MRD pozitif ve negatif
hastalarin tan1 anindaki degerleri birbirine benzer iken, MRD pozitif olan hastalarin Hb

degeri normale yakin idi.

Atmis sekiz cocuk ALL hastasinin degerlendirildigi bir calismada tedavinin 15.
gilinlinde kemik iliginde <%0.01 blast izlenen hastalarda hastaliksiz yasam digerlerine
gore anlaml olarak daha yiiksek saptanmustir (93). Bizim ¢alismamizda 15. giin KiA
degerlendirmesinde remisyon saglanan (<%35 blast) 21 hastanin 10’unda ve remisyon
saglanamayan 5 hastanin hepsinde MRD pozitifligi vardi. Istatistiksel olarak anlamli
degildi. Ancak relapslar, SRG ve MRG olarak takip edilen hastalarin biiyiik bir

kisminda olmaktadir.

43



Tedavi siiresi boyunca, rezidiiel 16semik hiicrelerin immiinolojik olarak belirlenmesi,
yiiksek relaps insidansi ile dnemli derecede iliskilidir ve bu parametre; 16kosit sayisi,
yas ve spesifik sitogenetik anomaliler gibi iyi bilinen prognostik faktorlerden sonra
onemli bir relaps parametresi olarak kalmaktadir. Ek olarak indiiksiyon tedavisinin
sonunda rezidiiel hastaligin varligi, Ph kromozomu ve MLL gen diizenlemeleri gibi
istenmeyen genetik anormalliklerle korele iken, MRD negatifligi hiperdiploidi ve TEL
geni anormallikleri ile koreledir (56,94). Bizim ¢alismamizda da Ph" kromozomu olan
bir hastada MRD pozitifligi mevcut idi ve tedaviye yanit olmamasi nedeniyle hastaya

KIT yapildi.

Borowitz ve ark’nin (95) yaptigi bir calismada, tan1 ve relaps sirasindaki antijen
ekspresyonunda, fenotipte bir degisikligin olup olmadigir arastirilmis ve relapstaki
16semik blastlarda, fenotipik agidan degisiklikler oldugunu gostermislerdir (95). Gaipa
ve ark’nin (96) yaptig1r calismada, antijen ekspresyonundaki fenotipik degisikliklerin
indiiksiyon tedavisinin 15. gilinli kadar erken olabilecegini ve bunun ilag tedavisi ile
iligkili oldugunu ileri stirmiislerdir . Bizim ¢alismamizda da tan1 anindaki CD 49f deki
yiikseklik ve 15. giinde anlamli azalma 16semik hiicrelerdeki CD 49f ekspresyonunu

gosteriyordu (p=0.00).

Campana ve ark’nin (67) 37 ALL hastasinda yaptiklar1 bir calismada MRD pozitif 15
hastanin tiimiinde ve MRD negatif 22 hastanin 7’sinde relaps goriiliirken, Van Dongen
ve ark (97) yaptig1 28 vakalik bir calismada MRD pozitif 12 hastanin 11’inde, MRD
negatif 16 hastanin 1’inde relaps izlenmistir (67,97). Bizim calismamizda takip
siresince 1 hastada relaps vardi ve bu hastanin 15. giin MRD’si pozitifti. Takip
siremizin kisa olmasindan dolayr diger MRD pozitif hastalarin relaps acisindan
degerlendirilmesi i¢in erken oldugunu diisiindiik. MRD, diger parametrelerden bagimsiz

prognostik bir belirtegtir.

Sahin A. ve ark (98) yaptig1 ¢alismada, kemik iliginin diizenlemesinde gorevli integrin
grubundan olan CD 49f ve CD 49d degerlendirilmis ve hematopoetik kok hiicrelerin
hedefe ulagsmasinda kisa donem etkisi olan CD 49d’nin aksine CD 49f’nin kisa ve uzun
donemde etkisinin oldugu diisliniilmiistiir. Ancak fetal karaciger hiicrelerinde yapilan
deneylerde, hem hematopoetik kok hiicreleri hem de progenitor hiicrelerin hedefe

ulasmasmda 6nemli olan CD 49d’nin aksine, CD 49f sadece hematopoetik progenitor
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hiicrelerin hedefe ulagsmasinda etkili oldugu gosterilmistir. Farelerin; CD 49f’ye yonelik
antikorlarlarla bloke edilmis kemik iligi kokenli hematopoetik kok ve progenitor
hiicrelerin transplante edildigi bir calismada kemik iligi hedeflenmesi etkilenmemistir.
Ek olarak; insan ve primat kemik iliginden elde edilen hematopoetik kok ve progenitor
hiicrelerdeki CD 49f'nin aktivitesinin bloke edilmesi, fakat periferik kan veya kord
kanindan mobilize edilememesi artmis kemik iligi hedefelenmesiyle sonuglandi. CD
49t nin roliiniin tam olarak anlasilabilmesi i¢in ek arastirmalar gerekse de bu ¢alismalar
CD 49fnin bu hiicrelerin kaynagma bagl olarak belirli hematopoetik progenitor
hiicrelerin alt gruplarmin kemik iligine ulagsmasini regiile ettigini gostermektedir (99-

102).

Integrin o’nin embriyonik delesyonunun deride ciddi biilloz lezyonlara, serebral
malformasyonlara, neonatal 6liime, farelerdeki integrin o eksikliginde hematopoezde

spesifik degisikliklere yol agabilecegini gdstermistir (99).

Pre B-ALL’li 141 ¢ocuk ve B-ALL/Non hodgkin lenfomal1 21 ¢ocukta; B1 integrinler
(CD 49c, CD 49d, CD 49¢, CD 491), B2 integrinler (CD 11a, CD 11b, CD 11c) ve CD
54’1 igeren adezyon molekiillerinin ekspresyon paternini inceleyen bir arastirmada; CD
11a, CD 49f ve CD 44 ekspresyonlarmin sikligi, CD 34(—) preB-ALL’ye gore CD 34(+)
preB-ALL’de 6nemli derecede artmistir. PreB-ALL’de CD 11a’ nin ekspreyonu CD
11b ve CD 54’iinki ile pozitif olarak korele iken CD 49¢ ve CD 49f’de pozitif olarak
koreledir. Adezyon molekiillerinin ekspresyonu B hiicre serisinin fenotipine bagli
oldugu ve bu molekiillerden bazilarinin ekspresyonu klinik 6neme sahip oldugu

bilinmektedir (79).

Calismamizda tan1 aninda 16semik hiicrelerin yiiksek oranda CD 49f eksprese ettigini
(ortalama: 38.4 £22.1) ve 15. giinde (ortalama:5.4+12.6) istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalmakla birlikte bu ekspresyonun devam ettigini tespit ettik. Ancak CD 49f
ekspresyonundaki azalmayla, MRD tayini ve risk siniflamasi arasinda bir iliskiye

rastlanmadi.

DiGiuseppe ve ark.’nin (103) 10 normal ve 15 ALL hastasinda yaptigi ¢alismada, CD
19(+) B hiicrelerde CD 49f hafif yiiksek veya saptanamamisken, 15 hastanin 11’inde

tan1 aninda orta derecede CD 49f ekspresyonunun arttig1 gosterildi. Ancak B hiicre
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gelisiminin tiim evrelerinde CD 49f pozitif oldugu ve immiinfenotipik 6zellikler ile (CD
34 pozitifligi, CD45 negatifligi) CD 49f arasinda iliski kurulamadigi gosterildi.
Postindiiksiyon 15. giin ve 29. giin MRD pozitif olan hastalarin tiimiinde CD 49f
ekspresyonu tespit edildi. Bizim calismamizda da CD 49f ekspresyonu ve diger
immiinfenotipik 6zellikler arasinda iligski yoktu. 15. giin MRD ve CD 49f ekspresyonu
arasinda iligki kurulamadi. Caligmamizda 15. Giin MRD pozitif veya negatif tiim
hastalarda CD 49f ekspresyonu, tani anina gore azalmakla birlikte devam etti. Bu da
16semik hiicrelerin azalmasiyla birlikte CD 49f ekspresyonunun azalmasini gosterebilir.
Ancak DiGiuseppe’nin yaptigi calismada, normal B hiicrelerde de CD 49f ekspresyonu
gosterildigi gibi, bizim g¢alismamizdaki CD 49f ekspresyonu normal B hiicrelerin

iretimiyle de ilgili olabilir.

Sonu¢ olarak, morfolojik remisyondaki akut 16semili olgularda, hastanin tedaviye
cevabimnin degerlendirilmesinde ve olas1 bir relapsin 6nceden tahmin edilmesine olanak
veren MRD’yi akim sitometri ile monitérize etmek miimkiindiir. Boylece rezidiiel
hastalik saptanan ve l6semik hiicrelerin sayica artig gosterdigi olgularda daha etkili
tedavi semalar1 giindeme gelmektedir. Periyodik takip i¢in en uygun zaman araliklarinin
belirlenmesine ¢alisilirken, MRD tayininde yeni belirtecler giindeme gelmektedir. MRD
tespitinde kullanilabilirligi yeni giindeme gelen CD 49f i¢in calismalar devam
etmektedir. Bu calismada CD 49fnin l6semik hiicrelerde yliksek oranda eksprese
edilmesine ragmen 15. giinde de az miktarda eksprese edildigi gosterildi. Bu ekspresyon
15. giin MRD ile karsilastirildiginda, minimal rezidiiel hastalik tayini i¢cin anlamli
degildir. Sonu¢ olarak daha fazla sayida hastanin tedavisi boyunca CD 49fnin

tekrarlanan 6lgtimleri, MRD yoniinden daha aydinlatici olabilir.
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6. SONUCLAR

MRD pozitif hasta sayis1 15 (%55,6), negatif hasta sayis1 11 (%40,7) idi.

MRD pozitif hastalarin 4 (%26,7)’ti SR, 5 (%33,3)’1t MR, 6 (%40)’s1 HR grubunda
idi. Yiiksek risk grubunda MRD negatif hasta saptanmadi.

Sitomorfolojik kriterlere gore yapilan risk smiflamasi ile MRD arasindaki iliski

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.02).

Sekizinci giin steroid cevabi olan 11 (%73,3) hastada MRD pozitif iken, steroid
cevabi olmayan 4 (%26,7) hastada MRD pozitif idi.

Onbesinci giin KIA degerlendirmesinde remisyon saglanan 11 hastanin MRD’si
negatif, 10 hastaninki pozitif idi. Remisyon saglanamayan 5 hastanin MRD’si

pozitif idi.

Tan1 an1 ve 15. giin CD 49f seviyeleri sirasi ile 38,47+22,11 ve 5,49+12,6 idi.
Losemik blastlarm CD 49f’yi yiiksek oranda eksprese ettigi saptandi.

CD 49f ekspresyonunun 15. giinde azalarak devam ettigi saptandi.

Onbesinci giin MRD ve CD 49f karsilastirildiginda istatistiksel olarak korelasyon
saptanmadi (p=0.548).
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Ek tablo 1: Calisma grubundaki hastalarin tam amindaki klinik ve laboratuvar o6zellikleri

09

Hasta Cinsiye yas(ay)  Lokosit MNS Hemoglobi Trombosit  8.giin 33.giin  Risk grubu  SSS tutulumu  translo  relaps
No t (/mm’) (/mm’) n (gr/dl) (/mm’) MNS/m  remisy kasyon
m’ on

1 Erkek 27 4140 630 11.4 27000 0 0 MRG - - -
2 Erkek 60 4170 1160 8.4 378000 147 + SRG - - -
3 Erkek 36 25620 750 8.1 17 156 + MRG - - -
4 Kiz 114 4960 3690 13.5 636 900 + MRG - - -
5 Kiz 96 108000 6550 8.3 92 120 + MRG - - -
6 Erkek 152 2540 940 11 132 0 + MRG - - -
7 Kiz 54 2710 340 9.6 61 4000 + HRG - - -
8 Erkek 48 5500 300 11.2 30 0 + SRG - - -
9 Erkek 14 6090 1260 9.2 818 278 + HRG - - -
10 Erkek 21 12990 4270 13.1 512 95 + SRG - - -
11 Kiz 168 4260 280 10.9 134 0 + MRG - - -
12 Kiz 132 215600 85000 5.1 388 >1000 + HRG - +(PH)

13 Kiz 94 25000 11000 6.5 111 >1000 + HRG + - +
14 Erkek 17 6900 720 5.8 481 0 + SRG - - -
15 Erkek 32 4840 250 7.7 140 >1000 + HRG - - -
16 Erkek 132 2810 - 6.7 10 0 + MRG - - -
17 Erkek 84 18050 250 3.3 62 550 + HRG - - -
18 Kiz 60 2530 - 1.4 97 0 + SRG - - -
19 Kiz 32 31000 - 4.8 21 200 + MRG - - -
20 Kiz 48 185000 - 6.8 8 0 + MRG - - -
21 Erkek 18 7250 50 8.1 16 2133 - HRG - - -
22 Kiz 60 3070 400 12.6 32 0 + MRG - - -
23 Erkek 192 42000 730 8.1 78 268 + MRG - - -
24 Erkek 192 127000 6100 12.6 80 287 + MRG - - -
25 Erkek 183 2780 190 6.7 38 128 + MRG - - -
26 Kiz 22 69000 5180 3.1 44 620 + MRG - - -
27 Erkek 55 1720 30 3.7 61 400 + SRG - - -



Ek Tablo 2:Hastalarin tam am ve 15.Giin EKk tablo3: Hastalarin MRD degerleri
CD 49f degerleri

Hasta Tantan1CD  15.Giin CD Hasta 15.Giin
No 49f 49f No MRD
1 38.4 2.3 1 62.0
2 4.4 1.0 2 1.0
3 41 11 3 11.0
4 49 1.5 4 4.0
5 62.5 1.0 5 0.08
6 41 6.0 6 0.1
7 11.1 7.0 7 6.0
8 26 1.8 8 13

9 52.5 1.6 9 4.0
10 8.0 2.0 10 0.1
11 57.7 3.8 11 0.02
12 44 1.0 12 40
13 22.5 2.92 13 2

14 73 66 14 78
15 88.5 - 15 18
16 30.9 1.2 16 0.06
17 49.8 4.5 17 22
18 33 0.8 18 0.16
19 79.2 3.0 19 0.01
20 56 6.0 20 0.02
21 22 1.0 21 -

22 57 1.0 22 28
23 5 5.0 23 0.1
24 11.8 1.4 24 3.0
25 74.5 2.0 25 0.01
26 35 1.0 26 0.02
27 15 7.0 27 9.0
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