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WiIiLM’S TUMOR 1 (WT1), VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU (VEGF) ,
VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTOR RESEPTORU 2 (KDR/VEGFR2), SURViVIN
(BIRC5) VE NOROPILiN1 (NRP1) GEN EKSPRESYONUNUN MiNiMAL REZiDUEL
HASTALIK TAKIiBiNDE KULLANILABILIiRLiGININ ARASTIRILMASI

OZET

Akut 16semiler tiim kanserlerin yaklasik olarak %3’iinii olusturur. Amerika’da kanserden oOliimlerin
%1.2’si akut 16semi kaynaklidir. Akut l16semilerin tedavisindeki ilerlemeler hastalardaki tedaviye yanit
oranlarmi artirmakta ve pek cok hastada hastaliksiz sag kalimi uzatmaktadir. Ancak akut 16semilerde
niiksiin varligi hala ciddi bir sorun olarak siirmektedir. Diizenli minimal rezidiiel hastalik takibi ile niiksiin
erken tanimabilecegi kabul goren bir yaklasimdir. AML’de hastaliksiz yasam siiresi rezidiiel hastaligin
kontrol altinda tutulmasina baghdir. Bu nedenle MRH takibi 6nem kazanmaktadir. Son 10 yilda Wilm’s
tumor 1 gibi 16semide asir1 eksprese edildigi gosterilen genlerin MRH takibinde kullanilabilirligi ile ilgili
caligmalar yapilmistir.

Bu arasgtirmanin amaci Akut Myeloblastik Losemi (AML) ve Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)
hastalarindan alman KI/PK 6rneklerinde Wilm’s Tiimor 1 (WT1), Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
(VEGF) , Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktor Reseptorii 2 (KDR/VEGFR?2), Survivin (BIRCS) ve
Noropilinl (NRP1) genlerinin ekspresyonlarnin  MRH takibi i¢in kullanigli bir markir olup
olmayacagininin arastirilmasidir.

Erciyes ve Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim Dali Hematoloji Bilimdali’ndan ALL
ve AML tanisi alan hastalar calismaya dahil edildi. 15 AML, 10 ALL hastasindan 92 periferik kan 6rnegi
ve 13 AML ve 4 ALL hastasindan toplam 42 kemik iligi ornegi toplandi. Hastalardan tan1 aninda, ilk
remisyonda ve sonrasinda ortalama 2-3 ay ara ile Ki/PK 6rnegi alindi. Kontrol grubu olarak 25 saglikli
bireyden PK 6rnegi toplandi. Orneklerden ilk olarak RNA izole edildi. RNA 6rneklerinden Real Time
PZR metodu ile ekspresyon ¢aligmasi yapildi.

Sonug olarak akut 16semide hem KI hem de PK 6rneklerinden WT1 ekspresyonun niiksii erken tespit
etme acisindan MRH tespitinde kullanilabilecegi yoniinde kuvvetli deliller elde edildi. Ayrica erigkin
ALL hastalarinda baska molekiiler markirlarin varligi ya da yoklugunda, VEGF ekspresyonunun niiksiin
erken tanisinda kullanilabilir bir MRH markir1 olabilecegini sonucuna varildi.

Yaptigimiz calismanin VEGF ve reseptorleri ile Survivin’in hematolojik malignitelerin patofizyolojisini
ve AML progresyonundaki roliinii anlamaya katki saglayacagma inaniyoruz. VEGF’iin minimal rezidiiel
hastalik (MRH) gostergesi olarak kabul edilmesi igin ¢alismamizi destekleyecek daha fazla calismaya
ihtiya¢ oldugu kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Akut 16semiler, MRH, WT1 ekspresyonu, survivin, VEGF



v

THE INVESTIGATION OF AVAILABILITY OF WILMS’ TUMOR GENE (WT1), VASCULAR
ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR (VEGF), VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH
FACTOR RECEPTOR 2 (VEGFR2), SURVIVIN (BIRC5) AND NEUROPILIN1 (NRP1) GEN
EXPRESSIONS FOR THE FOLLOW-UP OF MINIMAL RESIDUAL DISEASE
ABSTRACT

Acute leukemias consist of approxiamately 3% of all cancers worldwide. In USA, 1.2% of cancer-
originated deaths occur due to acute leukemias.Advanced strategies in treatment of acute leukemias rise
response rates to treatment and also disease-free survival rates of the patients.Nevertheless, presence of
relapse still remains as a serious problem.It is an accepted approach that early relapse might be detected
by proper follow-up o minimal residual disease (MRD). In AML, disease-free survival depends on the
control of the disease so the follow-up of MRD is important.In the last decade, some studies have been
performed about availability of overexpressed genes in follow-up of MRD such as Wilm’s tumor 1 and
EVI 1 in leukemias.

The aim of this study was to determine the availability of WTI1, VEGF, KDR/VEGR2,
SURVIVIN(BIRC) and NP1 expressions in bone marrow/blood samples for follow-up of MRD in
patients with AML and ALL.

Patients with AML and ALL were included in the study from Erciyes University Department of
Hematology and Gaziantep University Department of Hematology. A total of 92 blood samples were
collected from 15 patients with AML and 10 patients with ALL. Also, 42 bone marrow samples were
collected from 13 patients with AML and 4 patients with ALL. The samples were collected at the time of
diagnosis, first remission and repeatedly every 3 months. Blood samples of 25 healthy persons were
collected as the control group.First, RNA isolations were performed and expressions were detected by
real-time PCR.

As a result, we had significant evidence that WTlexpression in blood and bone marrow could be
performed as a useful marker in the follow-up of MRD in acute leukemias. Also, in adult patients with
ALL, together with or without other molecular markers , it was showed that VEGF expression could be
used as a useful MRD marker in the diagnosis of early relapse.

We believe that this study could help us to understand the role of VEGF receptors and BIRCS in
progression of AML and pathophysiology of hematological malignancies. Further studies are required for

agreement on the availability of VEGF as a marker of MRD.

Key words: Acute leukemias, MRD,WT1 expression, survivin, VEGF.
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1.GIRIS VE AMAC

Akut losemiler tiim kanserlerin yaklasik olarak %3’tinii olusturur. Amerika’da
kanserden Oliimlerin %1.2°si akut l6semi kaynaklidir. Hematolojik malignitelerin
tedavisindeki ilerlemeler hastalardaki tedaviye yanit oranlarimi artirmakta ve pek cok
hastada hastaliksiz sag kalimi uzatmaktadir. Losemi tedavisinde son yillardaki

gelismelere karsin, niiksiin varligi hala ciddi bir sorun olarak siirmektedir.

Hastaya uygulanan tedaviden (radyoterapi, kemoterapi, kemik iligi nakli) kurtulan ve
niiks gelismesine sebep olan hiicrelerin varligi “minimal rezidiiel hastahk-MRH”
olarak tanimlanmistir. Diizenli MRH nin tesbiti ile niiksiin erken taninabilecegi kabul
goren bir yaklagimdir. AML’de hastaliksiz yasam siiresi rezidiiel hastaligin kontrol

altinda tutulmasina baghdir. Bu nedenle MRH takibi onem kazanmaktadir.

Akut 16semilerde MRH’nin klinik relaps oncesi belirlenebilmesi, 16semi hastalarinin
tedavisinde ve yasam siiresinin uzatilmasinda son derece onemlidir. Ozellikle spesifik
sitogenetik ya da molekiiler markir1 olmayan hastalarin MRH takibinde yeni markirlarin
bulunmasma ihtiya¢c duyulmaktadir. AML vakalarinin ¢ogu morfolojik remisyon
sonrasinda MRH i¢in hassas bir markira sahip degildir. Eger hastaligm tekrar1 MRH
takibiyle morfolojik relaps Oncesi gosterilebilirse donor I6kosit infiizyon (DLI)

kullanimi veya immunsupresif tedavi gibi yaklasimlar tam vaktinde uygulanabilir.
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Son 10 yilda Wilm’s tumor geninin bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi losemide de asir1
eksprese edildigini gosteren caligmalar yapilmistir. Bunu takiben ozellikle AML
hastalarnm kemik iligi (KI) orneklerinde WT1 ekspresyonunun MRH takibi igin
kullanilabilirligini ileri siiren caliymalar yaymlanmistir. Normal periferik kan (PK)
orneklerinde ve uzun siiredir tam remisyonda olan 16semi hastalarinin periferik kaninda
WTT1 ekspresyonun cok diisiik olmas1 ya da bulunmamasi relapsi tespit etme agisindan
periferik kanmn, kemik iliginden daha hassas olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunu
gosteren caligmalar az da olsa tibbi literatiirde mevcuttur. Bu durumun bagka
orneklerle de gosterilmesi gerekir, soyle ki Ki yerine PK’dan calisilmas1 hastalarin
uyumunu arttiracak, ayni zamanda molekiiler ¢alismalarin daha sik yapilarak niiksiin

erken tanisini kolaylastirabilecektir.

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF); VEGFR-1 ve VEGFR-2 olmak iizere 2
adet transmembran tirozin kinaz reseptorlerine baglanarak temel biyolojik etkisini
gosterir. Gerek kan damarlarinin (anjiyogenez), gerekse kan hiicrelerinin (hematopoez)
olusumu icin, VEGF ve reseptorlerinin etkilesimi gerekmektedir. Normal kan yapim
sirecinin yani sira hematopoietik neoplazilerde de VEGF ve VEGF reseptorlerinin es
zamanli ekspresyonunu gosterilmistir. Son yillarda solid tiimorlerin 6zelligi oldugu
bilinen anjiogenezisin hematolojik malignitelerde de rolii oldugu konusunda ¢aligmalar
yapilmustir. Literatiirde 6zellikle VEGFA ve VEGFR2 (KDR, Flk1)’in akut l6semilerde
kontrol grubuna gore daha yiiksek eksprese edildigini gosteren yayinlar mevcuttur.
Ancak anjiogenezisin hematolojik malignitelerdeki rolii hala tam olarak
aydmlatilamamistir. VEGF ekspresyonu, bir taraftan lokomogenezde anjiyogenezin
rolii, diger taraftan antianjiyojenik tedavi yaklasimlarmin klinikte uygulanabilirliginin

belirlenmesi acisindan ¢ok onemlidir.

Noropilinler (NRP1 ve NRP2), VEGF’iin reseptorii olarak tanimlanmistir ve non-tirozin
kinaz transmembran reseptor ailesindendir. NRP’ler endotelyal hiicreler kadar tiimor
hiicrelerinde de eksprese edilmektedir. Loseminin ilerlemesinde NRP’nin roli
bilinmemektedir. Ancak literatiirde AML hastasinda NRP1 mRNA ekspresyonunu
varligin1 gosteren yayinlar mevcuttur. Artmig NRP-1 ekspresyonu AML hastalarinin
kemik iliginde ve periferik kanindaki blast ytizdesi ile direk iligkili bulunmustur. Bu
bilgiler NRP-1 in AML hastalarinda daha yiiksek seviyede eksprese edildigi ve NPP-

I’in VEGF’e cevapta 16semi hiicrelerinin kemotaksisini ve proliferasyonunu arttirdigini
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gostermistir. NRP-1 fonksiyonlarinm inhibisyonunun, AML’nin tedavisinde yeni

terapotik strateji saglayacagini ileri siiriilmektedir.

AMLde tedavi basarisizliginin primer sebebi erken relaps ve tedaviye direngtir. Zamani
geldiginde Olmesi gerektigi halde apoptotik kontrol mekanizmalarindaki bozukluklar
nedeniyle Olemeyen hiicreler genomlarinda biriktirdikleri mutasyonlarla malign
transformasyona aday hiicrelerdir. Apoptozisin azalmast malign hastaliklarin
gelisiminde oldugu kadar tedavi direncinde de onemlidir. Genellikle tiimoér dokusunda

proliferasyonun artmasina bagli olarak apoptoziste de artis izlenir.

Survivin, ‘baculoviral inhibitor of apoptosis repeat-containing 5’ olarakta adlandirilan
BIRCS geni tarafindan sentezlenir. Survivin bifonksiyonel bir proteindir. Yani, anti-
apoptotik etkilerine ek olarak hem normal hiicrelerde hem de malign hiicrelerde mitozu
diizenler. Survivin mitozun sadece G/2 fazinda eksprese edilir. Survivin proteini mitoz
boyunca tiibilin ile etkilesimde bulunarak mitotik igde lokalize olur ve boylece mitozun
diizenlenmesine katkida bulunur. Pek c¢ok kanser tiiriinde survivin asir1 eksprese
edilmektedir. Literatiirde l6semi hastalarinda tani1 aninda survivin overekspresyonunu
gosteren ¢calismalar mevcuttur. Uzun siire tam remisyonda olan hastalarda ise survivin

ekspresyonu sabit kalmaktadir.

Bu calismanin amaci, AML ve ALL hastalarinda niiksiin erken tespitini saglayan,
MRH takibinde kullanilabilecek potansiyel yeni markirlar1 belirlemektir. WT1 tiimor
stipressor geninin Ozellikle AML hastalarinin ¢ogunda tan1 aninda asir1 eksprese
edildigi, Kantitatif Real Time Polimeraz Zincir Reasiyonu (RT-PZR) ile MRH takibinde

bu gen ekspresyonunun kullanilabildigi ¢esitli yayinlarla gosterilmistir.

Calismamizda hematolojik malignitelerdeki rolii tam ag¢ikliga kavugsmamis anjiogenesis
geni VEGF ve onun 2 reseptorii ve bir antiapoptotik gen olan BIRCS gen
ekspresyonlarmin WT1 geni gibi MRH takibinde kullanilabilir birer markir olup
olamayacagi arastirildi. Elde edilecek verilerin AML ve ALL hastalarinda esas gorevi
anjiogenezis olan VEGF ve reseptorlerinin 16semilerdeki roliiniin belirlenmesine ve
16semide antianjiogenik tedavi yaklasimlarinin degerlendirilmesine katki saglayacagi

kanisindayiz.

Calismamizda bu amacla Akut Myeloblastik Losemi (AML) ve Akut Lenfoblastik
Losemi (ALL) hastalarinin Ki/PK 6rneklerinde Wilm’s Tiimor 1 (WT1), Vaskiiler
Endotelyal Biiytime Faktorii (VEGF) , Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktor Reseptorii 2
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(KDR/VEGFR?2), Survivin (BIRCS) ve Noropilinl (NP1) genlerinin ekspresyonlar:
belirlendi. Hastalardan ortalama 6-12 ay siire ile alman Ki/PK orneklerinden WTI,
VEGF, VEGFR2, NRP1 ve Survivin (BIRCS5) gen ekspresyonlar1 calisilarak bu gen
ekspresyonlarin MRH takibi i¢in kullanish bir markir olup olmayacag arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1.AKUT LOSEMILER

Akut losemiler, hematopoetik sistemin immatiir hiicrelerin olgunlagsma asamasindaki
duraklama sonucu malign 0zellikteki klonlarin ¢ogalmasi ile karakterize olan heterojen

bir hastaliktir (1).

Bu immatiir ve kontrolsiiz ¢ogalan 16semik hiicreler basta kemik iligi ve periferik
dolasim olmak {iizere retikiiloendotelyal sistem, merkezi sinir sistemi ve diger viicut
bolgelerinde birikir. Kemik iliginin kontrolsiiz olarak ¢ogalan 16semik hiicrelerle infiltre
olmas1 sonucu anemi, trombositopeni ve notropeni gelisir. Sonucta hastaligin belirtileri
olan solukluk, halsizlik, kanamalar, kemik agrilar1 ve hayati1 tehdit eden enfeksiyonlar

ortaya c¢ikar (2).

Akut l6semiler temel olarak akut lenfoblastik 16semi (ALL) ve akut myeloid 16semi
(AML) olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Tedavi ve prognozun birbirinden ¢ok farkli
olmast nedeniyle akut loseminin degerlendirilmesinde en 6nemli adim tani aninda
lenfoid, myeloid ayriminin yapilmasidir. Akut 16semiler olduk¢a hizli klinik seyir

gosterirler ve kisa zamanda tedaviye baglanmazsa 6liim ka¢milmazdir.
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Akut losemiler ‘French-American-British cooperative grup’ (FAB) kriterlerine gore
hiicrelerin sitogenetik boyanma ve morfolojik boyanma 6zelliklerine gore Akut Myeloid
Losemi (AML) ve Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) olarak smiflandirilmis ve ¢esitli alt

gruplar1 tanilanmustir.

FAB klasifikasyonuna gore AML kendi arasinda 8 farkli gruba ayrilir. (MO, M1, M2 ,
M3, M4 M5, M6, M7 ). ALL ise, immiinolojik ve morfolojik olarak iki farkl sekilde
siniflandirilabilir. Immiinolojik olarak koken aldig: hiicreye gore T ve B olmak iizere

ikiye ayrilirken morfolojik olarak L1, L2, L3 olarak siniflandirilir (3,4).

Akut Iosemiler tiim kanserlerin yaklasik olarak %3’iinii olusturur (5). AML insidansi
cocuk ve erigkinlerde 1/150000 , ALL insidanst ise 100000°de 1.3’diir (6). Geligsmis
tilkelerde akut l6semilerin % 83’iinii ALL, % 17sini AML olusturmakta olup, insidansta
bolgesel farkliliklar goriilebilir. Ulkemizde kesin olmamakla birlikte, ALL siklik
acisindan yine birinci sirada yer almakta ve cesitli merkezlerde tedavi goren ¢ocuk

hastalarin en az % 27’sini olusturmaktadir (7-9).
2.2.ETIYOLOJi

Losemilerin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte miiltifaktoriyel oldugu
diisiiniilmektedir. Etkiledigi herkeste 16semiye neden olan bir faktor heniiz
belirlenmemistir. Iyonize edici 1sinlar, kimyasal karsinojenler ve infeksiyoz ajanlar,
losemi etiyolojisinden sorumlu tutulan c¢evresel faktorlerdir (10-12). Radyasyonun
etiyolojideki rolii, tan1 ve tedavi amaciyla 1s1n alan ya da atom bombasimin etkisinde
kalan bireylerin incelenmesiyle ortaya konmustur. Iyonize radyasyon ve alkilleyici
ajanlar ¢ift sarmalli DNA’da kirilmalara yol acgarlar ki bu da genomik delesyonlar, nokta

mutasyonlar1 ve kromozom translokasyonlarina neden olur.

Kimyasal karsinojenlerden benzen gibi organik solvent veya petrol {iriinlerine maruz
kalmanin erigkin 16semilerinin etiyolojisinde rolii oldugu gosterilmistir. Deri, lastik ve
petrol endiistrilerinde ¢alisanlar, kamyon soforleri ve benzin istasyonu gorevlileri gibi
uzun siire benzen ve/veya tiirevlerine maruz kalanlarda AML gelisme olasiligi
artmugtir. Alkilleyici ajanlar topoizomeraz II inhibitdrii gibi kanser tedavisinde

kullanilan ilaglar da AML’ye yol acabilir.(13-16)
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Giinlimiizde en ¢ok viral etiyoloji lizerinde durulmaktadir. Kanser etiyolojisinde rol
oynadig diisiiniilen viriisler: Retroviriisler, EBV (endemik Burkitt, nasofarengeal Ca),
HTLV-I (Adult T hiicreli 16semi), HTLV-II (Hairy cell 16semi)’dir (20). Ayn1 zamanda
baz1 genetik bozukluklar da 16semi insidansi artmaktadir. Bunlar; ataksi- telenjiektazi,
Bloom sendromu, Fanconi anemisi, Down sendromu Konjenital agamaglobulinemi,
Poland sendromu, Shwachman-Diamond sendromu, Li-Fraumeni sendromu (p53
mutasyonu), Norofibromatozis, Diamond-Blackfan anemisi, Kostmann hastaligidir

(10,17,18).
2.3.PATOGENEZ

Biitiin hematopoetik hiicreler ortak multipotent ana hiicrelerden kaynaklanir.
Eritrositler, polimorfoniikleer graniilositler, monositler ve trombositler gibi periferik
kandaki olgun hiicreler kemik iligindeki progenitor hiicrelerden tek bir hat {izerinde
olgunlasarak gelisir. Losemi myeloid veya lenfoid progenitér hiicrelerin malign
transformasyona ugramasi ve bu transforme hiicrenin ¢ogalarak gittikce biiyiliyen bir
klon olusturmasi sonucu gelisir. Akut l6semi hiicrelerinin temel karakteristik ozelligi
farklilasma yetenegini kaybetmis olmalaridir. Losemiye yol acan malign
transformasyonun mekanizmasi net olarak bilinmemekle birlikte temelde genlerdeki

defektler sonucu gelistigi diisiiniilmektedir.

Sitogenetik c¢aligmalar, losemilerin yaklasik yarisinda sik tekrarlayan kromozom
anomalilerinin bulundugunu gostermistir. Bu yapisal kromozom anomalilerinin
translokasyonlar, inversiyonlar ve delesyonlar seklinde oldugu ve etkilenen bolgelerde
bulunan genlerin de lokomogenezde rol oynadiklar1 gosterilmistir. Bu genler
incelendiginde ayni zamanda hematopoetik sistemin gelisimi ve normal fonksiyonu
esnasinda da rol oynadiklar1 ortaya ¢ikmaktadir. Losemilerde diger tiimorlerde oldugu
gibi tiimor siipresor gen inaktivasyonu ve/veya onkogen aktivasyonu gozlenir. Wilms
timor stipresor gen, p53, pl6INK4 baskilandigi gosterilmis tiimor siipresor genlerdir.

RAS proto onkogenlerinin aktivasyonlarinda artig gosterilmistir (19,20).

Kromozomal translokasyonlar 10komogenezde kritikk Oneme sahiptir. Bu
translokasyonlar hiicrede baslica iki yolla lokomogenezi aktive eder. Birincisi gen
fiizyonudur. Gen fiizyonu, genellikle bir transkripsiyon faktorii ya da reseptor tirozin
kinaz proteinini kodlayan gen bolgesi ile bunlarla ilgisi olmayan bir proteini kodlayan

gen bolgesinin fiizyona ugrayarak kimerik bir protein olusturmasidir. Bu kimerik
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protein hiicrenin malign transformasyonuna neden olur. Bir diger mekanizma ise gen
aktivasyonudur. Translokasyonlar sonucunda hiicrede normalde transkripsiyonu kontrol
eden bir gen, uygun olmayan bir bicimde baska bir genin aktif promotor ya da

enhansirinin kontrolii altina girer ve gen ekspresyon kontrolii bozulur (21)

Hematopoietik hiicrelerin proliferasyonu, farklilasmasi ve fonksiyonel hale gelmesi,
sitokin ve hormon olarak siiflanabilen bir dizi ekstraseliiler molekiil tarafindan kontrol
edilmektedir. Sinyal ileti sisteminin major ii¢ iiyesi bulunmaktadir; kinazlar, adaptor ya
da “docking” proteinler ve transkripsiyon faktorleri. Sinyal ileti yollarinda olusan
bozukluklar proliferasyon ve farklilasmada defektlere yol acar. Ornegin losemik
blastlarda sitokin sentezi ve otokrin/parakrin yolla JAK/STAT yolunun uyarilmasi, akut
myeloid 16semide devamli STAT aktivasyonu nedeni olabilecek mekanizmalar arasinda
sayilmaktadir. STAT3 aktivitesi Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

diizeyinin artisina yol acarak, tiimor anjiyogenezisinde de rol oynamaktadir (10,22,23).
2.4.AKUT MYELOID LOSEMI

Akut myeloid losemi (diger adlariyla akut myeloblastik losemi veya akut
nonlenfoblastik 16semi) ALL’ye nazaran olduk¢a heterojen bir hastaliktir. Akut myeloid
16semi, graniilositik, eritroid, megakoryositer veya monositer serilerin herhangi birinden
kaynaklanabilecegi gibi karma farklilasma da (hem granulositik, hem megakaryositik)

gosterebilir.

ABD’de AML’nin yillik insidans1 yaklagik 2.4/100000°diir. Akut myeloid 16semi her
yasta goriilebilmekle beraber temelde ileri yas eriskin hastahgidir. Insidans yasla
birlikte artar ve 65 yas iizerinde 100000’de 12.6’ya ulasir. Eriskinlerde akut 16semilerin
%85’1, ¢cocuklarda %15°i AML’dir (16).

AML molekiiler mutasyonlar ve sitogenetik aberasyonlarin kompleks bir ag1 sonucu
ortaya c¢ikar. Bu genetik mutasyonlar bir markir olarak kullanilir ve hastalifin alt

gruplara ayrilmasinda, teshis ve tedaviye karar verilmesinde son derece 6nemlidir.

AML de prognostik ongorii ve alt siniflandirma hastalarin %55’inde tanimlanan
sitogenetik bozukluklarla yapilir. Bu kromozomal anomaliler heterojendir ve dengeli
translokasyonlar gibi yapisal anomaliler kadar biitiin kromozomlarin kazanimi veya
kaybolmas1 gibi sayisal anomalileri igerebilir. En sik yinelenen kromozomal

degisiklikler klinik profil ile yakindan iliskilidir (7, 24)
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AML’1i hastalarin %15’inde t(8;21)(q22q22) goriilir ve FAB M2 sinifina girer (Tablo
2.1). AMLI-ETO fiizyon geni olarak adlandirilir. AML’li hastalarin %15 inde inv(16)
ve t(16;16) goriilir. AML M4’de CBFB-MYH11 kimerik proteini goriiliir. t(15;17) ise
daha ¢ok M3 tip AML de goriiliir ve retinoik asit reseptdr o geni (17q21 de RAR «
geni) ve PML geni (15921) dengeli translokasyon ile olusur. Bu molekiiler
anormalliklerin klinik 6nemi vardir ve translokasyona sahip bireyler, trans-retinoik asit
ile RAR o reseptorii baglanarak tedavi edilebilir. AML1-ETO veya CBFB-MYHI11
saptanmasi durumunda yiiksek doz sitozin arabinozid tedavisi sonrasi yiiksek oranda

uzun dénem remisyon goriiliir (7, 25).

Tablo 2.1. AML’de sik goriilen genetik degisiklikler

Hastahk Kromozomal degisiklik Gzlzfztil;l):::ien Siklik (%) | Prognoz zﬁsg;lii
t(15;17) PML-RARA 13 Iyi M3
t(8;21) AMLI1-ETO 7-15 Iyi M2
AML Inv16 veya t(16;16) CBFB-MYHI11 5-15 Iyi M4
t (8;16) MOZ-CBP <l Kaotii
t (9;22) BCR-ABL <l Kaotii
t (6;9) DEK-CAN 1 Kaotii

Ayrica son yillarda normal karyotip gozlenen AML hastalariin %45 inde prognostik
ongorii ve alt siniflandirmalara izin veren yeni molekiiler markirlar da tanimlanmustir.
Bu yinelenen markirlardan biri FLT3 geninin uzunluk mutasyonlari/internal tandem
duplikasyonlaridir (FLT3/LM). Bundan baska CEPBA gibi transkripsiyon faktor
sifreleyen genlerdeki degisiklikler veya niikleofosmin (NPM1) mutasyonlar1 gibi tiimor

stipressor yolak ile iliskili mutasyonlar ortaya ¢cikmaktadir (7).

Bugiinkii calismalar, 16komogeneziste rolii oldugu diisiiniilen ek molekiiler markirlara
yonelmistir. Zinc finger DNA binding protein sifreleyen Wilms’ Tiimor geni (WT1)
bunlardan biridir. Bu tiimor supressor gen cesitli 16semi tiplerinde, dzellikle AML’de,
asir1 eksprese edilmektedir. Ayrica normal karyotipli hastalarin %10 ‘u WT1 mutasyonu

tastmaktadir. Bu mutasyonu tasiyan hastalarin tam remisyona girmelerinde sikinti
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vardir ve bu yiizden WT1 mutasyonu normal karyotipli hastalarda risk katlanmasma

neden olabilir (26,27)

BAALC geni, ERG (ETS-releted) and EVI (ecotropic virus integration-1) genlerinin agir1
ekspresyonu normal karyotipli AML hastalarinda kétii prognoz ile iliskili oldugu

gosterilmistir (28-31).

VEGF geninin tiimor anjiogenezisle iligkili oldugu ve solid tiimorlerde ekspresyonunda
arttis meydana geldigi bilinmektedir. Bununla birlikte yeni veriler VEGF ve

reseptorlerinin hematolojik malignitelerde artmis ekspresyonunu gostermistir (32).

2.5.AKUT LENFOBLASTIK LOSEMi

Akut lenfoblastik 16semi, akut losemilerin % 75’ini olusturur. 3-4/100000 siklikla

goriilmektedir. Akut lenfoblastik 16semi, cocukluk caginda en sik goriilen malignite
olup Amerika Birlesik Devletleri’'nde 15 yas altinda tam alan kanserlerin %?23’{inii

olusturdugu bildirilmektedir (20,22,33)

ALL lerde tan1 sirasinda saptanan belli klinik ve laboratuar bulgular1 prognostik dneme
sahiptir. Bu faktorlerin saptanmas1 modern tedavi stratejilerinin planlanmasi agisindan
Oonem tasgimaktadir. Prognostik faktorler temel alinarak hastalar farkli risk gruplarina
ayrilmakta ve tedavileri planlanmaktadir. Cocukluk ¢ag1 ALL’sinde prognostik faktorler
lokosit sayisi, yas, cinsiyet, irk, mediastinal kitle, tan1 sirasindaki hemoglobin seviyesi
ve trombosit sayisi, FAB morfolojisi, sitogenetik, immiinofenotipik alt grup seklinde

siralanmaktadir (33)

Kromozomal bantlama ve kiiltiir yontemlerindeki gelismelere paralel olarak ALL
olgularinin %90’dan fazlasinda sayisal veya yapisal kromozomal anomaliler
saptanmugtir. ALL’de yapilan sitogenetik incelemelerde 50’den fazla kromozoma sahip
hiicrelerin bulundugu (hiperdiploidi) ALL vakalarinda prognozun daha iyi oldugu bazi
merkezlerce kabul edilmektedir. Hipodiploidi yani 46’dan az kromozoma sahip ALL
vakalarinda ise prognoz kotiidiir. Kromozom 4, 10, 17 ve 18 in trizomileri ALL
vakalarinda 1yi prognozdur. Yapisal kromozom anomalileri ALL’de sik olarak
bulunmakta ve vakalarin yaklasik %40’inda translokasyon tespit edilmektedir. Bu
translokasyonlarin 16semi patogenezinde rol oynadigi ve bazilarmin kotii prognozla

birlikte oldugu bilinmektedir (tablo 2.2)(34).
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Tablo 2.2. ALL’de sik goriilen genetik degisiklikler

Hastalik | Kromozomal degisiklik | Genetik yeniden diizenlenme | Siklik (%) | Prognoz
t (1;19) E2A-PBX1 3 Iyi
B-ALL t (12;21) TEL-AMLL1 2 Iyi
t (9;22) BCR-ABL 25 Kotii
1p32del SIL-SCL 25 Kot
t (1;14) TCRD-SCL 3
T-ALL £ (10;14)
TCR-HOX11 5
t (7;10)
t (5;14) TCRD-HOX11L2 20 Iyi

Sitogenetik degisiklikler tanida anormal hiicrelerde bulunur, remisyonda kaybolur ve
niikslerde bazen ek degisikliklerle beraber ortaya ¢ikar. Tablolarda goriilen kromozomal
anomalilerin belli biyolojik ve klinik ozellikler ile iliskisi net olarak bilinmemektedir.
Buna ragmen, gelismis karyotipleme yontemlerini icerse de, sitogenetik incelemeler ile
yetinmemek, molekiiler defektleri de incelemek gerekir (34). Bunun nedenlerinden biri,
genetik yeni diizenlemelerin bircogunun karyotipleme ile gosterilememesidir. t(9;22)
yetiskin ALL hastalarin1 %25 inde, ¢ocuk ALL hastalarinin %5 ‘inde goriiliir ve kotii
prognoz gostergesidir. Ancak, sitogenetik olarak tespiti giic olmasindan dolay1
molekiiler tekniklerle bcr-abl geninin varhigi veya FISH metodu ile pozitiflik
saptanabilmektedir. B prekiirsor ALL de t(1;19)/E2A-PBX1 ve t(4;11)/MLL-AF4
fiizyonu kotii prognoz ile iliskilendirilmisken, t(12,21)/TEL/AMLI iyi prognoz ile
iligkilidir.

Son yillarda gen ekspresyon profili ¢alismalar1 T-ALL vakalarinin biiyiik kisminda bir
veya daha fazla onkogenin ekspresyonunu prognoz ile iliskilendirmistir.  Bu
onkogenlerden en sik gozlenenleri HOX11, LMO2 ile LMOI1, TAL1 ile LMO2 veye
LMOI1, HOX11L2 ve MLL-ENL dir. Hem B-ALL hem T-ALL’de HDM?2 onkogeninin

asir1 ekspresyonu ve mutasyonlari ile P53 anomalleri kétii prognoz ile iligkilidir (35-37)

Yapilan calismalarda ALL hastalarinda tanm1 aninda yiiksek WT1 ekspresyonu
gosterilmistir. WT1 ekspresyonundaki artis daha kisa yasam ve daha yiiksek relaps ile
iliskilendirilmistir (38).



12

2.6. LOSEMILERDE MINIiMAL REZIDUEL HASTALIK TAKIiBi

Akut losemili hastalar tan1 aninda yaklagtk 10'2-10" Iosemi hiicresine sahiptir.
Remisyon-indiiksiyon tedavisi (leri) ile hastalarin biiyiilk ¢ogunlugu tam remisyonu
(complete remission=TR) basarir. Kemik iliginde blast sayis1 morfolojik olarak % 5’in
altinda kabul edildiginde hematolojik tam remisyon tanimlamasi kullanilir. Tam
remisyonda viicuttaki I6semik hiicre tamamen yok olmaz, yaklasik 10'* I6semik hiicre
kalir. Tam remisyondan itibaren klinik belirgin l6semik niikse kadar gecen siirede
viicuttaki 16semik hiicre yiikii biiyiik oranda bilinmez. Bu nedenle de 10" 15semik
yiikten itibaren hastalar benzer veya farkli rejimlerle 16semik yiikii azaltilmasi, belki de

tamamen yok edilmesi i¢in donem donem tedavi almaktadirlar (39).

Hematolojik malignitelerinin tedavilerindeki ilerlemeler yanit oranlarini artirmakta ve
pek ¢ok hastada hastaliksiz sagkalimi uzatmaktadir. Akut lenfoblastik 16semide (ALL)
yaklasik % 80- 90’ninda ve akut miyeloblastik 16semili (AML) yetiskinlerin % 70-
80’inde ilk sira tedaviler ile tam remisyon elde edilmektedir. Fakat hastalarin yaklagik

% 60-70’1 tedavi sonrasi rezidiiel hastalik nedeniyle niiks etmektedir.

Hastaya uygulanan tedaviden (kemoterapi, kemik iligi nakli) kacan ve niikse neden olan
hiicrelerin  varligt  “minimal rezidiiel hastaik-MRH” tanimlamasin1  giindeme

getirmektedir.

Akut losemi hastalar1 icin prognoz c¢ok heterojendir. Hastalarin ¢ok azi relaps riski
acisindan biyolojik ve klinik dl¢iimlere sahip olmasina ragmen kalan biiyiik cogunlugu
icin agik bir prognostik faktor ancak teshiste tanimlanabilir. Hastaliga cevabin derecesi
bu hastalar i¢in sonucun bilgi verici bir prediktorii olabilir. Minimal residiiel hastalik
gibi, geleneksel morfolojik tekniklerle bulunamayan 16semi hiicrelerini bulmada
modern teknikler tedaviye cevabin degerlendirilmesi icin gelistirilmektedir. AML i¢in
kurulan modern MRH teknikleri genetik anomalilerin PZR amplifikasyonu ve anormal

immunofenotipleri bulan akim sitometri temelline dayanir (41).

Yiiksek sensitiviteye sahip bir metod olan akim sitometri (MFC multiparameter flow
cytometry) ile 16semi iliskili aberant immiinofenotiplerin (LAIPs) belirlenmesi MRH

takibinde sikca kullanilan bir metoddur. Sitogenetik bir yontem olan karyotip analizi ile
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sayisal ve biiyiik yapisal anomalilerin belirlenmesi, fluoresan in situ hibridizasyon
(FISH) ve PZR yontemi ile fiizyon gen transkriptlerinin tespiti, PZR ile anormal genler
veya anormal eksprese edilen genlerin, klona 0zgii Ig ve TCR gen yeniden

yapilanmalarinin gosterilmesi giiniimiizde kullanilan yontemlerdir (Tablo 2.3) (42).

PZR yontemi MRH saptamada en duyarli yontemdir. Pek cok hematolojik malignitede
klinik sonu¢ ile PZR yontemiyle saptanabilen cok diisiik diizeyde hastaliga 0zgii

belirleyiciler arasinda 6nemli oranda iliskili oldugu gosterilmistir.

Bu hedeflerin bazis1 sadece 16semi hiicrelerine 6zgiildiir ve normal hiicrelerde cok
diisiik veya hi¢ yoktur. Bu PZR hedeflerine bagvurma ve yontemin duyarliligi 16semi
tipine gore degisir. Kronik miyelositer 16semi ve ALL’de saptanan bir PZR hedefi tiim
hastalarda normalde diisiik diizeyde bulunabilir iken, AML’ye 6zgii PZR hedefleri
yalnizca hastalarin % 30-40’inde saptanir. AML ya da ALL’ye 0zgii molekiiler
markirlar MRH takibinde rutin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda bu molekiiler
markirlara ilaveten asir1 eksprese edilen bazi genlerin MRH takibinde kullanilabilecegi

ileri siiriilmektedir (43,44).

Tablo 2.3. Hematolojik malignitelerde RT-PZR ile MRH bulunmasi

Ig/TCR yeniden diizenlenmeleri | Fiizyon genler WT1

Duyarlilik 10* -10° 10* 10*
B hiicre % % %
Onciil B-ALL ¢ocuk 95 40-50 Veri yok
Onciil B-ALL yetiskin 90 35-45 70-90
T hiicre

Onciil T-ALL ¢ocuk >95 10-25

Onciil T-ALL ¢ocuk 90 5-10 75

Miyeloid seri

AML ¢ocuk 5-10 20-40 85-100

AML eriskin 5-10 10-20 85-100
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2.7. MRH ‘IN iIZLENMESINDE OVEREKSPRESE GENLER

Bugiin icin AML vakalarmin yaklasik %40’inda sitogenetik ve molekiiler genetik
anomaliler belirlenememekte ve MRH takibi icin genetik hedefleri bulunmamaktadir.
Boyle vakalarda AML de yiiksek oranda eksprese edilen genler MRH hedefleri olarak
ele alinabilir. Bununla birlikte tiim bu genlerin normal hiicrelerde bile temel ekspresyon
seviyesi olmasi, dolayisiyla fiizyon gen veya gen mutasyonlar1 gibi ‘asla tespit
edilemez’ degildir. Bu nedenle tam1 aninda bazi vakalarda sensitivitesi 1/1000 ile
1/10000 arasinda degisebilir. Cogu ¢alisma bu markirlarin kullanilabilirligini gostermis
olsa da fiizyon gen yada mutasyon spesifik markirlari olmayan birka¢ vakada WT1 veya

EVIi1 gibi markirlar yiiksek ekspresyon gosterebilir.

MRH calismalar1 i¢in gosterilen ilk overekspresyon markirt WT1’dir. Wolfgang ve
arkadaslari AML de hemen her vakada WT1’in overeksprese oldugunu ve bu sebeple
WT1 overekspresyonunun malign hiicrelerin spesifik 6zelligi oldugunu ileri siirmiistiir.
WT1 ekspresyonu i¢in 1/10000 nin altinda bir sensitivite yakalamislardir. Eriskinler
kadar cocuklar icin de yiiksek, rediiktif degerler tespit etmislerdir. Ayrica diisiik
sensitivite degerleriyle birlikte, WT1’in sadece flizyon geni olmayan ve spesifik

mutasyonu bulunmayan vakalarda kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir (42).
2.8. MRH TAKIBININ KLiNiK DEGERI

ALL’deki cogu MRH caligmasi c¢ocuklarda yapilmistir. Baslangicta kiiclik hasta
gruplarinda yiiriitiilen ¢calismalarin sonuclart MRH varligimin 6nemini gostermis, ancak
bulgular tam bir paralellik i¢inde bulunmamistir Bunun sitostatik tedavi ile uygulanan
tekniklerdeki farklardan kaynaklandigi diistiniilmiistiir. Daha sonra yiiriitiilen biiyiik
prospektif caligmalarda MRH takibinin klinik degeri kanitlanmis, ve giincel tedavi

protokollerinde risk siniflamasina dahil edilebilecegi sonucuna varilmistir (34,43)

Tedaviden kacan bu rezidiiel hiicrelerin saptanmast ve varhiginm klinik Snemi
konusunda giderek yeni teknolojilerin de eklenmesiyle 6nemli gelismeler olmustur. Bu
nedenle MRH saptanmasi ve degerlendirilmesi i¢in cesitli laboratuvar yontemleri

kullanima girmistir.
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AML de MRH m takibinin klinik 6nemi cesitli calismalarla gosterilmistir (4,5,7).
Inv(16), t(15;17) li hastalarda AMLI-ETO ve CBFbeta/MYH11 bulunmasi icin
kantitatif PZR calisilmis, relaps riski yiiksek hastalarin tespiti bu teknikle gosterilmistir
(41).

Indiiksiyon tedavisi sonunda immiinfenotipleme veya PZR ile diisiik diizeyde saptanan
veya hi¢ saptanamayan MRH olmasi, iyi prognoz gostergesidir. Foroni L ve
arkadaslarinin (1999) MRH calismalarinin meta-analizi ALL’li cocuklarin yaklagik
9%50’sinin indiiksiyon sonunda MRH pozitif oldugunu ve bu hastalarin yaklagik
%45’ inin niiks edecegini gostermiglerdir. Niiks riski, saptanan MRH diizeyi ile dogru
orantili bulunmustur. Ayrica, immiinfenotipleme ile saptanan MRH diizeyi, olumsuz
prognostik  6zelligi  bilinen kromozom anomalilerinin varhigi ile korelasyon
gostermektedir (98).Indiiksiyon sonunda saptanan MRH diizeyinin en gii¢lii prognostik
faktor oldugu bulunmustur. Ustelik, bu degerin yas, 16kosit sayisi, prednisolon yaniti,
kromozom anomalileri ve immiinfenotip gibi bilinen risk faktorlerinden de bagimsiz
oldugu belirtilmektedir. Gerek cocuk, gerek eriskinde ki akut losemilerde giiniimiizde

MRH risk hesaplamasina temel olusturacak kadar yayginlik kazanmistir (45).

Fusion transkriptlerinin amplifikasyonu tarafindan MRH tespiti yapilirken, spesifik
losemik alt tiplerin belirlenmesininde akim sitometri (ASM) genis bir uygulama
potansiyeline sahiptir. San Miguel ve arkadaslar1 (46) morfolojik remisyondaki yetiskin
AML hastalarinda indiiksiyon kemoterapisi sonrasinda alinan ilk kemik iliginde MRH
gostermistir. Calismada MRH seviyeleri bakimindan hastalar 4 gruba boliinmiis; %0.01
losemik hiicreden daha az 8 hastanin biri relaps olurken, %1 16semik hiicreye sahip 17
hastada relaps orant %84 olarak tespit edilmistir. %0.01-%0.1 16semik hiicreli hasta
(n=37) ve %0.1-%1 1i (n=64) 16semik hiicreli hasta orta seviyede relaps oranina sahip

bulunmustur (41).
2.9. AML’DE MRH TESPITi

AML icin giincel tedavi protokolleri FLT3, NPM1 gibi molekiiler bozukluklar, spesifik
kromozomal aberasyonlar, immunofenotipik profiller beyaz kiire miktar1 ve yasi da
iceren prognostik faktorlere dayalidir. MRH nin izlenmesi AML hastalarinda, hastanin
relaps riskinin bulunmasinda ve tedaviye cevabin degerlendirilmesinde dnemli tanisal

arag¢ olarak kullanilmaktadir (47).
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AML vakalarmnin ¢ogu morfolojik remisyon sonrasinda MRH i¢in hassas bir markira
sahip degildir. Eger hastaligin tekrar1 morfolojik relaps Oncesi gosterilebilirse donor
lokosit inflizyon (DLI) gibi kulanimi veya immunosupressif terapi gibi teropatik

yaklasimlar tam vaktinde uygulanabilir (48).

AML de MRH’in molekiiler saptanmasi, tanimlanan kromozomal anormallikler ve
fiizyon genleri ile smirhidir. Son bes yilda AML’de MRH saptamada kantitatif-revers
transkriptaz PZR (QRT-PZR) en sik kullanilan PZR yontemidir. AML’de ii¢ tane sik
onemli resiprokal rearanjman iireten flizyon genleri t(15;17), inv(16)/t(16;16) ve t(8;21)
dir. Bu yeniden diizenlenmeler tiim AML hastalarinin % 20’sinde saptanir ve iyi
prognozu gosterir. Bu genleri tasiyan hastalarin ¢ogu tam remisyona ulasir, ancak % 10-

30’u sonunda niiks eder (49-52).

AML’de bu fiizyon transkriptleri PML-RARA, CBFB-MYHI1 ve AMLI-
ETO(RUNXI1-MTGS8) olup, en cok calisilan ise PML-RARA’dir. Kantitatif olmayan
PZR ile yapilan ilk caligmalarda akut promiyelositik 16semide (APL) PZR negatifliginin
uzun donem remisyonu gosterirken PZR pozitifligi yiiksek oranda relapsla sonuglanir
(54-59). Residiiel PML-RARA pozitif hiicreler hastalik niiksiinii ongoriir ve bu nedenle
de tedavi kararlarinda 6nemli bir parametredir (96, 103-106). Kantitatif olmayan PZR
APL’de olduk¢a 6nemli olmasina ragmen, siirli bir parametredir, tiimor yiikii hakkinda
kesin bir bilgi vermez. Residuel CBFB-MYHI1 veya AMLI-ETO transkriptlerinin
morfolojik tam remisyonda saptanmasi heniiz aydinlatilamamistir. t(8;21)(+) AML’li
hastalarda konvansiyonel ve nested PZR ile tanimlanan MRH verileri, uzun donem
remisyonlarda siirekli pozitif olan pek ¢ok olguda eslik ettigi gosterilmistir. Ayrica
MLL-AF9 ve diger MLL-fiizyon transkriptlerininde 6nemini gosteren az sayida ¢alisma
da vardir (60-61).

Giiniimiizde QRT-PZR ile AML’de tanimlanan MRH diizeylerinin prognostik etkisi
tizerine toplanan veriler takiplerde 16semik transkriptlerin dogru degerlendirmesine izin
Verir.

Herhangi bir tedaviye baslamadan once ilk tamida bu flizyon genlerinin miktarmi
Olcmek Onemlidir. Bu molekiiler diizeyde degistigi gibi, flizyon genin alttipini
degerlendirme esasen Onemlidir. Ayrica, tandaki ilk deger MRH degerlendirme

noktalarinda bazal deger olusturmak i¢in zorunludur. Referans genlere gore tanida bu

ilk oranlarin herhangi bir prognostik etkisi gosterilememistir. Ancak, CBFB-MYH11-
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pozitif AML’li 14 hasta ile yapilan bir caligmada yiiksek transkript oranlarmin yiiksek
blast sayist ve kisa sagkalima eslik ettigi gosterilmistir (62).

Krauter ve arkadaslar: indiiksiyon tedavisi sonras1t MRH > % 1 saptanmas: ile niikse
kadar gecen siirenin ortalama 3 ay oldugunu, bu nedenle de bu vakalarda tedaviye
yiiksek riskli hastalar gibi devam edilmesini 6nermektedirler (63). Bagka bir calismada
niikks eden hastalarinda morfolojik tam remisyondaki Orneklerinde CBFB-MYHI11
transkript diizeyi (ortanca 151-dagilim 1-1632) niiks etmeyenlere gore (ortanca 0O-
dagilim 0-133) yiiksek oldugu (p<0,0001) ve sonugta siirekli tam remisyon icin PZR
negatifliginin elde edilmesi gerektigini gostermektedir. Ayrica, l.tam remisyondaki
hastalar1 CBFB-MYH11 kopya/ 10000 ABL kopyasi esigine gore (10-4) yiiksek ve
diisiik riskli olarak ikiye ayirdiklarinda, esik degerin altinda kalan hastalarin takip
periyodunda tam remisyonlarin devam ettigini gozlemislerdir. Diger bir calismada
inv(16)/CBFB-MYHI11 pozitif AML’ye odaklandiginda, smirli sayida hastada
remisyonun herhangi bir zamaninda %0,25 kritik bir transkript oraninin niiksi

belirledigi gosterilmistir (64).
2.10. ALL’DE MRH TESPITI

Kromozom anormallikleri ile birlikte birka¢c akut losemi tiimore-6zgii fiizyonlara
sahiptir. Ornegin BCR-ABL fiizyon gen transkriptleri t(9;22)’ye sahip yetiskin ALL
vakalarinda, t(1;19)’a sahip cogu pre-B-ALL’de E2A-PBXI1, t(4;11)’li infant pro-B-
ALL’de yiiksek siklikta MLL-AF4 fiizyon gen transkriptleri ve t(12;21)’li ¢ocukluk
prekiirsor-B-ALL’de TEL-AMLI1 fiizyon gen transkriptleri gibi. Boylece RT-PZR ile
losemiye-6zgii gen transkriptleri prekiirsor-BALL’de MRH saptamada kullanilabilir.

T-ALL’li hastalarin % 10’u kadarinda SIL-TALI1 fiizyon gen transkriptleri RT-PZR
analizi ile saptanabilir; hatta yine T-ALL’lilerin %10’unda CALM-AF10 flizyon gen
transkriptleride saptanabilir (65-67).

MRH takibinin standart olarak her hastaya uygulanabildigi merkezlerde takriben ALL
hastalarin %90 da MRH degerlendirmesi i¢in bir hedef bulma sans1 vardir. MRH negatif
hastalarin prognozunu daha iyi oldugu bilinmektedir. Buna ragmen %10-20 hastada
MRH negatif iken niiksler goriilebilmektedir. Eriskinlerde MRH negatiflesmeye daha
yavas baslamakta ve pek az hasta MRH negatif olabilmektedir. ALL caligmalar1

indiiksiyon tedavisinden sonra MRH diizeyinin 10> olmast durumunda niiks oranmin
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%60 ciktigii gostermistir. Bir y1l i¢inde miimkiin oldugunca sik MRH takibinin hasta
takibinde daha giivenilir oldugu gosterilmistir (68).

Sonug olarak; yeni tani almis her 16semi hastasinda mutlak suretle klasik konvansiyonel
yotemlerle sitogenetik analiz, yapilabiliyorsa FISH ve PZR ile de molekiiler diizeyde
genetik analiz yapilmalidir. Remisyon elde edildikten sonra da relaps durumunu erken
saptama ve sonraki tedavinin planlanmasi icin MRH takibi hastaliga uygun belirteglerle

ve her hastalik icin uygun araliklarla yapilmalidir.
2.11.MRH’IN SAPTANMASINDA PZR ICIN YENI HEDEFLER

Normal karyotipli veya fiizyon transkripti saptanmayan AML hastalarinda PZR
kullanimi olas1 degildir. Normal karyotipli AML’de veya diger prognostik orta derece
anormallikler, trizomi 8 veya 11 ve del(9q), FLT-3 geninde uzunlamasina mutasyonlar
(FLT3-LM) ve MLL geninin parsiyel tandem duplikasyonu (MLL-PTD) siklikla
saptanir ve¢ MRH tanimlanmasinda iimit vaat eden belirleyicilerdir. Ayrica, WT1 geni
veya EVI1 geninin anormal ekspresyonu gibi onemli belirleyiciler sinirli sayida
caligmada kullamilmistir. Boylece, sensitif PZR esashi degerlendirilebilen hasta sayisi

giinlimiizde artmaktadir (Tablo 2.4) (69).

Tablo 2.4. AML’de MRH Degerlendirmede Farkli PZR Hedefleri

PZR hedef Veni am AML'de | AMI e
pozitiflik % pozitiflik % pozitiflik %

PML-RARA 7-8 i i
AMLI-ETO 7-8 i ]
CBFB-MYHI1 7-8 i ]
MLL-AF10 5 i i
MLL-PTD 6 10 2
FLT3-LM 23 40 2

WTI 100 100 100

EVil 20 10 10




19

2.12.WiLMS’ TUMOR 1 GENi

Wilms’ tiimor 1 geni yeni doganlarda Wilms tiimoriine neden olan gen olarak
kesfedilmistir. WT1 geni kromozom 11pl3°de lokalize bir tiimor supressér gendir.
Insan WT1 geni 10 exondur ve yaklasik 50 kb’lik bir gendir. Bu gen bir¢ok biiyiime
faktorii i¢in transkripsiyonel repressor yada aktivator olarak fonksiyon goren bir ¢inko
parmak transkripsiyon faktor sifreler.  Ayn1 zamanda insiilin benzeri biiyiime
faktoriiniin  (insulin-like growth factor-I1 (IGF-11) gii¢clii bir transkripsiyon
baskilayicisi, platelet tiirevli biiyiime faktor A (platelet-derived growth factor-A
(PDGF-A)) zinciri, 5 koloni stimiile edici faktor-1 (5 colony-stimulating factor-1 (CSF-
and IGF-reseptor (IGF-R)) geni olarak fonksiyon goriir (70-71).

WTT1 in en 6nemli 6zelliklerinden biri alternatif splicing, alternatif translasyon baslama
siteleri ve RNA editingin kombinasyonu tarafindan {iiretilen isoformlarin coklugudur.
En az 24 farkl varyant bu lokustan iiretilir. RNA editing insan, fare ve rat mRNA sinda
gozlenmistir. Gozlenen edited RNA’nin orami farkli caligmalarda ¢esitlilik gdstermistir.
Alternatif translasyona baglama bolgelerinden iiretilen izoformlar hakkinda ¢ok az sey

bilinmektedir (70).

RB1 ve p53 gibi diger tiimor supressor genlerin ekspresyonundan farkli olarak WT1
ekspresyonu ¢ok az doku ile sinirhidir. Fare deneyleri ve insanlardaki mutasyon
analizleri WT geninin viicut fonksiyonunun siirdiiriilmesi ve gelisim esnasinda onemli
gorevleri oldugunu gostermistir. WT1 memeli embriyonik gelisimi esnasinda {irogenital
sistem, karaciger, beynin belli alanlar1, spinal kord, mezotelyal organlar gibi pek cok
dokuda eksprese edilir. Ayrica WT1 ince barsak, kalp, akciger gibi organlarda da

eksprese edilir. Bunlar disindaki organlarda ise eksprese edilmez (72).

Wilms tiimorii genindeki mutasyonlar ¢esitli hastaliklarla neden olur. WT1 ve WT2
genlerindeki delesyonlar Wilms Tiimorii (¢ocukluk ¢aginda en sik goriilen renal tiimér)
ile iligkilidir. Ayrica WT1 mutasyonlar1 ve overekspresyonunun meme kanseri, akciger
kanseri, retinoblastoma gibi malignansiler ve Denys- Drash, Frasier, WAGR sendromu

gibi cesitli hastaliklarla iliskisi gosterilmistir (70,73).
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AML ve ALL gibi c¢esitli hematolojik malignansilerde WT1 mRNA’smin
overekspresyonu gosterilmistir. WT1’in bodbrek bozukluklarmin gelisimindeki roli
bilinmesine ragmen insan hematopoiezindeki fonksiyonu hala tam olarak
aciklanamamugtir. Ancak WT1’in kan hiicre gelisimine katki sagladigi ve l6semi
kokenli hiicre serileri ve primer kan hiicrelerinin farklilagsmasina neden oldugu ileri

siirtilmektedir (72).

Lokomogenesis prosesinde WT1’in roli tartismalidir. AML ve ALL’de WT1 asir1
eksprese edilmesi, bu tumor supressor genin hematopoietik hiicrelerde onkogenik
aktivitesi olabilecegini ileri siirmektedir. Yapilan c¢alismalarda WT1’in hematopoietik
prekiirsor alt gruplarina olan etkisinin daha ¢ok evreye spesifik oldugu goriilmektedir,
buda oOnciil hiicrelerde hiicresel aktiviteyi arttirirken hiicresel farklilasmay1 da

tetikledigini gostermistir (72).

Son yillarda yapilan bir calismada WT1 antisens oligoprimerlerin taze insan losemik
hiicrelerinde biiylimeyi inhibe ettigini fakat normal koloni sekillendiren graniilosit
makrofj iinitesini (CFU-GM) etkilemedigini gostermistir. Tim bu sonuclar

lokomogenesise WT1 geninin katilimini gii¢clendirmektedir (71).

WTT1 ekspresyonunun 16semide panlosemik markir olarak kullanilabilirligi ilk kez Inoue
ve arkadaslar1 tarafindan ileri siiriilmiis ve olgunlasmamis hiicrelerin karakteristik bir

markir1 olarak gosterilmistir (72)

Akut l16semilerin biiyiik ¢ogunlugunda (%70-90) WT1 overeksprese edilmektedir. Bu
yiizden akut losemide potansiyel teropatik hedef ve uygun MRH markir1 olarak

tanimlanmustir. Ayni1 zamanda WT1 over ekspresyonu kotii prognostik faktordiir.

Kemik iliginde WT1 mRNA seviyesinin AML de MRH 1n varligimi yansittigi, ancak
morfolojik bulgularin tam remisyonda durdugu rapor edilmistir. Periferik kanda da
WT1 mRNA’sinin MRH bulunmasinda, 16semi tipine aldirmadan allojenik kok hiicre
nakli (AKIT) sonrasi relapsin tahmininde kullanilabilecegi gosterilmistir. WT1 geninin
overekspresyonu KML nin ileri sathasi, ALL, AML, myeloblastik sendrom gibi pek ¢ok

16semi tipinde gosterilen bir panlosemik molekiiler markirdir (48).
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QRT-PZR’1mn gelistirilmesi ile WT1 mRNA’s1 AML hastalarinda MRH’m bir markir1
olarak kullanilmaya baglanmistir. WT1 gen ekspresyon seviyeleri AML de sagkalim
icin de prognostik bir faktordiir. Inoue ve arkadaslar1 diisik WT1 ekspresyonu, daha
yilksek tam remisyon orami ve daha uzun sagkalim siiresi arasinda iliski oldugunu

gostermistir (71,73).

Inoue ve arkadaslar1 (1996) yaptiklar1 calismada WT1 ekspresyon seviyesinin
kantitasyonu tarafindan MRH teshisinde en 6nemli avantajinin, WT1’in 16semi alt
tipine bakmaksizin hemen her vakada veya bcr/abl, PML/RARA ve AMLI/ETO gibi
DNA markirlarinin varhigi ve yoklugunda da uygulanabilirli§i oldugunu gostermistir

(71).

Ancak daha sonra WTI1 ekspresyonunun ozellikle spesifik bir molekiiler markiri
olmayan AML ve ALL hastalarinda MRH takibinde kullanilabilecegini ileri siiren
yayinlar da ¢ikmustir.

Losemi hastalarinda MRH’nin dogru degerlendirilmesi tedavi rejiminin etkinligi, olas1
yakin niiksiin erken tanis1 ve bireysel tedavi protokoliinii belirlemede son derece
onemlidir. Losemik hiicrelerde yaklasik olarak WT1 ekspresyon seviyeleri, normal
Ki’ndekinden 10° daha fazla ve PK den 10° kez daha fazladir. Normal ve I6semik
hiicreler arasinda WT1 ekspresyon seviyelerinde ki bu carpici fark PK’ da 1/10° ve KI
de 1/10° kadar diisiik frekansta MRH bulunmasini miimkiin kilar (71).

Losemik ve normal hiicrelerde WT1 transkriptleri arasindaki ayrimi agik¢a yapan QRT-
PZR, MRH degerlendirilmesinde WT1’in cok kullanish bir markir olarak
kullamilabilecegini gosterilmistir. Ozellikle sitogenetik bir markir1 olmayan hastalarda
takip boyunca losemik klonun davranisini izleme ve tedaviye cevabin belirlenmesinde

yardimci1 olabilmektedir.

MRH markir1 olarak WT1’in roliiniin degerlendirilmesi icin yapilan bir ¢alismada QRT-
PZR’da bir fiizyon transkripti olan hastanin bu markir1 ile birlikte es zamanli olarak
WTT1 ekspresyonu caligilarak takip edilmistir. WT1 seviyesi MRH monitorizasyonu i¢in
kullanilan diger molekiiler markir ile siki bir paralellik gdstermistir. AML hastalarinin
takibinde, normal PK veya normal Ki’de de bulunan WTI ekspresyonunun hasta
ornegindeki artisin hematolojik relapsin habercisi olabilecegi bulunmustur. WT1’deki
artistan kisa siire sonra relaps goriiliiliir, relapsin kinetigi cok farklilik gosterir. Bu

durumun aksine normal WT1 degeleri uzun siireli remisyonla iliskilidir. WT
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ekspresyonunun degerlendirilmesi biitiin AML hastalarinda oldukca sensitiftir ve ¢cogu

vakada bu sensitivite 10° ve 10™*e ulasir (72)
2.13.AKUT LOSEMILi HASTALARDA ANJiOGENEZIS

Cok hiicreli organizmalarin yasamlarim siirdiirebilmeleri; besin ve oksijenin organ ve
dokulara tasinmasini bunun yaninda dokulardan artik maddelerin uzaklastirilmasini
saglayan kompleks yapidaki damar agina baghdir. Damarsal yapinin olustugu ilk evreye
vaskulogenez denmektedir. Anjiogenez ise damarlarin olugsmasindan onceki evrede
endotel hiicrelerinin kiimelenmesi ile olusan kapillerlerin dallanmasi ve genislemesi ve
kiiciik damarlarin biiyliyiip filizlenmesidir. Kisaca anjiogenez, yeni damar gelisimi
olarak tanimlanmaktadir. Kan damarlarinin gelismesi proanjiogenik ve antianjiogenik
faktorler arasindaki dengeye baglidir. Bu siire¢ i¢in bircok fizyolojik ve patolojik
sartlarin olmasi1 gerekmektedir. Yara iyilesmesi, embriyonik gelisme, iireme gibi
fizyolojik durumlarda anjiojenesis son derece Onemlidir. Tiimorlerin progresyonu,

metastazi ve invazyonunda da anjiogenezin roliiniin oldugu gosterilmistir (74).

Insanlarda anjiogenezis, anjiogenezisi stimiile eden vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF), asidik ve bazik fibroblast biiylime faktorleri (aFGF, bFGF), anjiopoetin-1,
timor nekrozis faktor (TNF), hepatosit biiyiime faktorii (HGF) gibi proteinler ile
anjiogenezisi inhibe eden, FVIII, kolajenin, trombospondin, fibronektin, o, B, v
interferon (IFN) gibi faktorler arasindaki ince bir denge ile diizenlenmektedir. Bugiin
icin progresif tiimor biiylimesi ve metastazinin anjiogenezise bagli oldugu
bilinmektedir. Anjiogenezisin tiimor biiyiime ve metastazindaki 6neminin anlagilmasi,
anjiogenezisin belirlenme yontemleri ve anjiogenezis tedavi modalitelerinin olugmasini

stimiile etmistir (74,75).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF); VEGFR-1 ve VEGFR-2 olmak iizere 2
adet transmembran tirozin kinaz reseptorlerine baglanarak temel biyolojik etkisini
gosterir. Gerek kan damarlarinin (anjiyogenez) gerekse kan hiicrelerinin (hematopoez)
olusumu i¢in, VEGF ve reseptorlerinin iletisimi gerekmektedir. Son yillarda yapilan
caligmalar normal hematopoezin yam sira hemopoetik neoplazilerde de VEGF ve
VEGF reseptorlerinin koekspresyonu gosterilmistir. VEGF ekspresyonu, bir taraftan
lokomogenezde anjiyogenezin roliinii  diger taraftan antianjiogenik tedavi

yaklagimlarmin klinikte uygulanabilirliginin belirlenmesi acisindan ¢ok ©Onemlidir.
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Yapilan ¢aligmalarda hematolojik maligniteli hastalarin kemik iliklerinde mikrodamar

yogunlugunun arttig1 tespit edilmistir (74-76).

Son 10 yilda anjiogenezisin hematolojik hastaliklarda da ©Onemli olabilecegi
diistiniilmiis, eriskin ve c¢ocukluk akut I6semilerinde, kronik l6semilerde,
miyelodisplastik sendromlarda, lenfomalarda, multipl miyelomada
neovaskiilarizasyonun roliinii  degerlendirmeye yonelik calismalar yapilmistir.
Hematolojik malignitelerden lenfoma gibi solid tiimorlerde anjiogeneziste artis, diger
solid tiimorlerdeki patogenez nedeniyle akla yatkin gelmekte ise de, sivi hematolojik
tiimorlerden biri olan akut 16semilerde anjiogenezisin neden artmis olabilecegi sorusunu
cevaplandirabilmek olduk¢a zordur. Ciinkii kemik iligini infiltre eden akut l6semi
hiicreleri solid tiimorler gibi “kitle” olusturmamaktadirlar. Bu ylizden de losemik
hiicrelere besin ve oksijenin tasmnmast veya metabolitlerin bu hiicrelerden
uzaklastirilmast amaci ¢ok tatmin edici degildir. Fakat akut losemilerde de
anjiogenezisin ve anjiojenik mediyatorlerin artmis oldugu c¢esitli caligmalarla
desteklenmistir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalar patogenezin netlesmesi acisindan

yeterli degildir (74-76) .

Kemik iligi kan akimi artis1 kemik iligindeki anjiogenesis artisi ile birliktedir. Solid
timorlerdeki gibi  1osemi patogenezinde de anjiogenezisin Onemli oldugu
vurgulanmaktadir. Lokosit sayis1 yiiksek AML hastalarda VEGF artisinin prognostik
gosterge oldugu, 16kosit sayis1 yiiksek hastalarda remisyon hizi ile negatif korelasyon

oldugu gosterilmistir (77,78).

Lenfohemopoetik tiimorlerde artmis anjiogenezisin, hematolojik hiicrelerden VEGF,
bFGF salinimina ve iiretimine bagl oldugu yorumu yapilmaktadir. Bu hiicreler; CD34
hiicre, monosit, T-cell, polimorfoniikleer l6kosit, trombosit ve megakaryositlerdir.
Yiiksek trombosit sayist ile serum VEGF ve bFGF diizeyi 58 kanser hastasinda
kiyaslandiginda yiiksek trombosit veya lokositle bFGF arasinda iliski kurulmamasia

ragmen VEGEF ile PLT yiiksekligi arasinda iligki goriilmiistiir (79).

Eriskin 20 AML hastas1 ve 20 kontrol hastasinda endotelyal hiicre gostergeleri (ULEX-
E ve VWF) ile yapilan caligmalarda anjiogenezisin AML patogenezinde rol oynadigi,
anjiogenezis inhibisyonunun AML tedavisinde yeni strateji olmasi gerektigi
vurgulanmustir. Farkli bir caligmada ise 62 AML hastas1 normal kontrol hastalar: ile

karsilastirildiginda; ‘mikrodamar dansitesi’ ("microvascular density" (MVD))yiiksek
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bulunmustur. Indiiksiyon tedavisinin 16. giiniinde MVD’nin %60 azalmis oldugu, tam
remisyonda ise MVD’nin kontrole benzer oranda oldugu goriilmiistiir. Ayrica hastalarin
%'75’inde MVD’nin kontrol hastalarmin iki ii¢ kat1 yiiksek oldugu goriilmiis, MVD’nin
AML hastalarinin klinik izlemlerinde kullanilabilecegi belirtilmistir (79).

2.14.VASKULER ENDOTEL BUYUME FAKTORU (VEGF), AILENIN
UYELERI, YAPISI VE SENTEZi

Trombosit kaynakli biiylime faktorleri siiper ailesinin iiyesi olan Vaskiiler Endotel
Biiyiime Faktorii ailesi, endotel hiicreleri i¢in 0zgiildir ve Onemli etkileri vardir.
Viicutta hem fizyolojik olaylarda, hem de tiimor biiyiimesi ve yayilmasini da iceren
patolojik bir c¢ok hastaligin etiyolojisinde yer alir. Bu yiizden 1980’lerde
kesfedildiginden giiniimiize kadar gittikce artan bir ilgiyle arastirilmaktadir (80).

VEGF ailesinin yedi iiyesi vardir: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E,
VEGF-F, VEGF-G ve Plasenta biiyiime faktorii. Hepside VEGF homolog durumda 8
adet sistein rezidiilerinin ortak yapisini tasir. VEGF-A Human-VEGF olarak da
isimlendirilir. Hatta baz1 makalelerde VEGF olarak da adlandirilmaktadir. VEGF-A
geni kromozom 6p21.3’te lokalize olmaktadir. Kodlayici bolge ~14 kb’lik bir alan
kaplamaktadir ve 8 exon’dan olugmaktadir. Tek bir pre-mRNA’nin alternatif splicing’i
(birlestirilmesi) cok sayida farkli VEGF tiiriinii olusturur (81-83).

CTG ATG
codon codon
i T 2 3 4 5 fa ah 7 &

. BlkaL g s ssemmsssml  VEGFE gene
| L-VEGF
| . VEGF,
| - VEGF ;5
| VEGF, ¢
| ~ VEGF, 5
I == VEGF,5,

Site of cleavage by
signal peptidase

Sekil 2.1. VEGF geni exon ve intronlari
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VEGF-B, 167 amino asitli bir proteindir ve vaskiiler endotel biiylime faktorii reseptorii-
I’e baglanarak monositlerin aktivasyonu ve farklilasmasinda rol alir. Ayrica VEGF-B
vaskiilogenesiste ve endotel hiicrelerdeki invaziv enzimlerin aktivasyonlarini
saglayabilir. VEGF-C, 388 amino asitten olusur ve lenfanjiogenezde rol oynar. VEGF-
D, 334 amino asitten olusur ve VEGF-C gibi lenfanjiogenezde rol alir ve bu proteinin
VEGFR- 2 ve VEGFR-3’ e baglanabildigi ve in vivo angiogenezisi uyarabildigi
gosterilmistir. VEGF-E’nin amino asit dizilimi ise VEGF-A ile %25 oraninda aynidir.
Endotel hiicrelerinin proliferasyonunu saglar ve kan damarlarmin gecirgenligini arttirir

(78,80).

VEGTF viicutta bir¢ok farkli hiicrede sentezlenir: ovaryum follikiilleri, korpus luteum,
akciger alveolar hiicreleri, renal glomeriil visseral epitel hiicreleri, bobrek proksimal
tiibiil hiicreleri, adrenal korteksin tiim hiicreleri, Leydig hiicreleri, aktive makrofajlar,
arteriolleri cevreleyen fibroblastlar, bronsiyal ve koroid pleksus epitel hiicreleri,

hepatositler gibi (80).

VEGF mRNA sentezi trombosit kaynakli biiylime faktorii-BB, keratinosit biiyiime
faktorii, epidermal biiyiime faktorii, tiimor nekrozis faktor-o, transforming biiyiime
faktorii-f1 ve interlokin-B1 gibi cesitli faktorler tarafindan baslatilir. Ama bunlarin
arasinda hipoksi belki de, VEGF ve reseptorlerinin yapimini indiikleyen en etkili

uyaranlardan biridir (80).

VEGEF ve iki transmebran tirozin kinaz reseptorii VEGFR1 ve VEGFR2 omurgalilarda
iki temel prosesin diizenlenmesini saglar: bunlar yeni damar olusumunun saglanmasi
(anjiogenez) ve kan hiicrelerinin yapimi (hematopoez). Hematopoietik kok hiicreler
biitiin kan hiicrelerini olusturma yetenegindedir ve genellikle kan damarlarinin
formasyonunuda iceren anahtar hiicreler olan endotel hiicrelerde kiimeler halinde
bulunur. VEGF-duyarh hiicrelerin yakinhigina ragmen hematopoez yetiskin Ki’de
neoanjiogenesisden bagimsiz meydana gelir, bu durum VEGF’iin iki siirecin farkli

mekanizmalar tarafindan diizenlendigini diisiindiirmektedir (84).
2.15.VEGF EKSPRESYONU

Pek c¢ok sitokin ve biiylime faktorii, VEGF mRNA’smi upregiile etmekte ya da VEGF
salgisini indiiklemektedir. Bunlar arasinda PDGF, TNF-alfa, TGF-beta, FGF-4, Keratinosit
biiytime faktorii (KGF/FGF-7), Epidermal biiyiime faktori (EGF), IL-1alfa, IL-1beta, 1L.-6

ve insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1) bulunmaktadir. Bunlarin c¢ogu direkt bir
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angiogenik etkiden yoksundur ancak VEGF ve bFGF iizerinde angiogenik aktivite
sergilerler. Koagulasyon faktorlerinden factor VII/VIIa’nin bir reseptorii olan doku
faktoriiniin sitoplazmik kuyrugu da VEGF iiretimini regiile eder ve yara iyilesme yerlerinde

Onem tagiyabilir.

Hipoksi, VEGF mRNA diizeylerinde hizli ve gii¢lii bir artis1 indiiklemektedir. Bu durum
ozellikle, tiimorlerin nekrotik alanlar1 etrafinda daha belirgin bir sekilde goriilmektedir.
Ancak VEGF ailesinin diger iiyeleri ve bFGF hipoksi tarafindan indiiklenmemektedir. Bu
nedenle VEGF, hipoksi ile indiiklenmis neovaskularizasyonun en 6nemli mediatoriidiir.
Hipoksik hiicrelerden salgilanan adenosin, adenosin A2 reseptorlerine baglanir ve c-AMP

bagimh protein kinaz (PKA) yolagi iizerinde VEGF’yi upregiile eder (85) .
2.16.VEGFA

VEGFA fizyolojik ve patofizyolojik anjiogenezisin temel mediatoriidir. VEGFA ve
VEGFR1’e baglanarak monositlerin aktivasyonu ve farklilasmasinda rol alir. Ayni
zamanda vaskiiler gecirgenlik (permeability) faktor olarak da bilinir ve kiiltiire edilmis
diiz kas hiicrelerinde iiretilir. Yapisal olarak VEGFA dimerin her kutbunda reseptor
baglayan bolgesi olan bir antiparalel dimerdir. Insan VEGF’sinin bugiine dek 6 isoformu
tanimlanmigtir. Bu isoformlarin uzunlugu 121 ile 206 amino asidlik rezidiiler arasinda
degismektedir. Bu izoformlar 121, 145, 165, 189 ve 206 nolu aminoasitlerin degisken
sekilde baglanmasi sonucu olusur. VEGFA izoformlarinin ayr1 biyolojik aktiviteleri
vardir ve ayni heparan siilfat proteoglikanlar1 (HSPGS) ve noropilinler gibi (NRP) 1-5
eksonlar tafafindan kodlanan aminoasitler tiim izoformlarda vardir ancak alternatif

ayrilmalar 6 ve 7. eksonlarda ortaya ¢ikabilir (81).

VEGF fiireten hiicrelerin ¢ogu tercihen VEGF121, VEGF165 ve VEGF189’u eksprese
ediyor gibi goriinmektedir. VEGF183’lin de genis bir doku dagilimi vardir. Bu isoform,
daha onceleri VEGF183 ile karistirlldig icin kesfedilmesi gecikmistir. Aksine, VEGF145
ve VEGF206 nisbeten daha seyrek bulunurlar ve goriiniirde sadece plasental kokenli

hiicrelere sinirh bir sekilde bulunurlar.
2.17.VEGF RESEPTORLERI

VEGF sinyal iletimindeki ana reseptorler reseptor kinaz (RTKSs) ailesinin PDGF
reseptor alt ailesindendir ve VEGFR1, VEGF2, VEGFR3 olarak adlandirilir, bundan
baska NRP1, NRP2 ve HSPGs gibi VEGF koreseptorleri bulunur. VEGF reseptorlerinin
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1 den fazla olusu VEGF e cevapta katki saglar ve boylece dengeli bir sinyal iletimi

saglanir (81).

VEGF reseptorleri neredeyse sadece endotelyal hiicrelerde ekspresse olurlar. Ug tip
VEGEF reseptorii tayin edilmistir. Fms-benzeri tirozin kinaz (Flt-1=VEGFR-1) ve fetal
karaciger kinaz 1 (flk-1/KDR=VEGFR-2) reseptorlerin VEGF’ ne afiniteleri yiiksektir.
Bu reseptorlerin vaskiilogenezis ve fizyolojik angiogenez i¢in Onemli diizenleyici
sistemler olduklar1 gosterilmistir. Flk-1/KDR’ nin tiimor anjiogenezinde daha onemli
olduguna inanilmaktadir. Son zamanlarda VEGFR-3 (Flt-4) VEGF-C ic¢in bir reseptor
oldugu ve lenfanjiogenez ile daha yakin iliskide oldugu bildirilmistir. Onkogenlerin de
anjiogenez olusumunda onemli rolleri oldugu gosterilmistir. Ornegin P53 ve Bcl-2
anjiogenez stimiilatorleri ve inhibitorleri arasindaki dengeyi diizenleyerek anjiogenezi

etkilerler (76-78).

Splin
B hrasine
Kinase
— | i
VEGFR-1
VEGF

Activated YEGFR-1
Receptor

Sekil 2.2. VEGF ve tirozin kinaz reseptorleri ile iligkisi

2.17.1.VEGFR2 (KDR, FIk1)

VEGFR-2 (kinaz-insert-domaini-igeren reseptor; KDR olarak da bilinmektedir) 200 — 230
kDa’luk yiiksek affiniteli bir VEGF reseptoriidiir. Tiim endotelyal hiicre cevaplarinin
hemen hepsini ileten bir glikoproteindir. VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve
VEGF-F nin tiim izoformlarina baglanir. Insanlarda, tirozin kinaz reseptorleri i¢in yapilan
endotelyal cDNA taramalar1 sirasinda tanimlanan bu reseptor, daha onceden kesfedilmis

olan fare fetal karaciger kinazi-I (flk-1) ile %85 oraninda ortak bir sekans kimligine
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sahiptir. VEGFR-2 olusturamayan fareler, endotelyal ve hematopoietik prekursorlerin
gelisiminde c¢esitli defektler gostererek embryoda 9,5.nci giinde 6lmektedir. Bu tiir
prekursor hiicrelerde oldugu kadar endotel hiicrelerinde, baslangic asamalarinda bulunan
hematopoietik kok hiicrelerde ve umblikal kordun stromasinda normalde VEGFR-2
reseptorleri eksprese edilmektedir. Ancak inaktif durumda bulunan erigskin damar yapisinda
VEGFR-2 mRNA’s1 down-regiile edilmis gibi goriinmektedir. VEGFR-1 her ne kadar
VEGEF i¢in daha yiiksek bir affiniteye sahip olsa da, VEGFR-2 ligandla baglandiktan sonra
tirozinle cok daha etkin bir sekilde fosforile edilir. Sonrasinda intraseliiler pek cok yolak
aktive olur ve endotel hiicrelerinde mitogeneze, kemotaksise ve morfolojik degisikliklere

yol agar (86).

VEGFR2 esas olarak endotelyal hiicre yiizeylerinde lokalizedir ve intraseliiler sinyal
iletimini baslattig1 diisiiniilmektedir ki bu da endotelyal hiicrelerin integrin bagiml gocii
ile iligkilidir. Ciinkii integrin aVB3 ile komplex olusturabilir ve endotelyal hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve in vivo anjiogenezisi indiikleyebilir. Bu durum NRP1
reseptoriiniin varliginda daha da giiclii olusmaktadir. VEGFR2 knockout farelerde asir1
bozulmus vaskiilogenezis ve hematopoez embriyo doneminde gosterilmis ve buda
embriyonun Oliimiiyle sonuc¢lanmistir. Dahast VEGFR2 ekspresyonu diferensiasyon

baglantili durumda goriiniir ve dogum sonrasi azalir (81)

VEGFR-2 (kinaz-insert-domaini-iceren reseptor; KDR olarak da bilinmektedir) 200 — 230
kDa’luk yiiksek affiniteli bir VEGF reseptoriidiir. Ayrica VEGF-C ve VEGF-D i¢in de

reseptor gorevi yapabilmektedir.

Pluripotent hematopoietik kok hiicre (HSCs) iizerine yapilan caligmalar hematopoietik
progenitor hiicrelerin (HPCs) CD34 markir1 ile karsilastirilabilir pozitif bir markirin
eksikligi calismalarda sikint1 yaratmaktadir. insan postnatal hematopoietik dokularinda
CD34 (+) hiicrelerin %0.5 ila 0.1‘inde KDR eksprese edilmektedir. Bu yiizden KDR,

kok hiicrelerin bulunmasinda pozitif fonksiyonel bir markirdir (87).
2.17.2.Noropilinler

NRP’ler VEGF’iin reseptorii olarak tanimlanmistir ve kiigiik sitoplazmik domain ve
multiple ekstraseliller domain igceren non-tirozin kinaz transmembran reseptor
ailesindendir. Iki homolog néropilin NRP1 ve NRP2 benzer protein yapisina sahiptir
ancak ekspresyon paternleri ve regiilasyonunda ve ligand baglanma 6zelliklerinde

farklilik goriiliir. Ornegin; endotelyal hiicreler hem NRP1 ve hem NRP2 eksprese
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ederken lenfatik endotelyal hiicreler agirlikli olarak NRP2, epidermal hiicreler NRP1
eksprese eder. NRP1 intraseliiler tirozin kinaz domain icermez ve boylece VEGF
sinyalizasyonu icin diger reseptorlerle birlikte hareket etmesi gerekir. VEGFRI1 ve
VEGFR?2 ile birlesir ve bunu da VEGFA¢s , PLGF, VEGFB ve VEGFE'yi baglayarak
yapar fakat VEGFA|,; 1 baglayamaz. NRP2’ler immiin yanitta, noral gelisimde ve
anjiogeneziste aktif mediatorler olarak gorev yaparlar. NRP2 gen delesyonu kiigiik
lenfatik damarlarin olusununu bozar, buda NRP2 nin VEGFR3 i¢in koreseptor olarak
hareket ettigini diisiindiirmektedir (81,88).

NRP-1, collapsin/semaphorin ailesinin belirli iiyeleri i¢in ndronal bir reseptor olarak daha
onceden karakterize edilmis olan 120 — 130 kDa agirliginda bir glikoproteindir. NRP1’in
timor kokenli hiicreler ve endotel hiicreleri de dahil olmak iizere ¢ok genis bir doku

dagilimi1 mevcuttur.

NRP1, VEGF165 icin bir koreseptdr seklinde etki ederek bu isoformun VEGFR-2’ye
baglanmasini ve bioaktivitesini arttirmaktadir. Kemik iligi stroma hiicrelerinde VEGF165
baglanmasinin eritropoetin diizeylerini ve Flt-3 ligandi ekspresyonunu arttirdigi goz oniine

alindiginda NRP1 sinyallemesi hematopoeze de katkida bulunuyor olabilir (89).

Noropilinler endotelyal hiicreler kadar tiimor hiicrelerinde de eksprese edilmektedir.
Loseminin ilerlemesi ve biiyiimesinde NRP’nin rolii bilinmemektedir. Lin Lu vu ark.
NRP1’in I6semik hiicrelerde ekspresyonunu ve etkisini calismiglar ve 7 losemik hiicre
hattinin 6’sinda ve 24 AML hastasinda NRP1 mRNA ekspresyonunu varligini
gostermistir. RNA interferans tarafindan azaltilmis NRP1 ekspresyonu, AML cell line
HEL’de VEGF aracili migrasyon azalmasina neden olmustur. Artms NRP-1
ekspresyonu AML hastalarinin kemik iliginde ve periferik kanindaki blast yiizdesi ile
direk iliskili bulunmustur. Bu bilgiler NRP-1 in AML hastalarinda daha yiiksek
seviyede eksprese edildigi ve NPP-1’in VEGF’e cevapta losemi hiicrelerinin
kemotaksisini ve proliferasyonunu arttirdigin1 gostermistir. NRP-1 fonksiyonlarinin
inhibisyonunun AMUL’nin tedavisinde yeni teropatik strateji saglayacagi ileri

siirtilmektedir (90).

218.ALL VE AML HASTALARINDA ANJIOGENEZ GENLERININ
EKSPRESYONU

Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) ilging bir biiylime faktorii olup VEGFA
ve VEGFR2’in akut losemilerde kontrol grubuna gore yiiksek eksprese edildigini
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gosteren yaymlar mevcuttur. Ancak anjiogenezisin hematolojik malignitelerdeki rolii
hala tam olarak aydmnlatilamamistir. VEGF ekspresyon c¢alismalar1 bir taraftan
lokomogenezde anjiyogenezin roliinii  diger taraftan antianjiyojenik tedavi

yaklagimlarmnin klinikte uygulanabilirliginin belirlenmesi acisindan ¢ok onemlidir.

Wang C. ve arkadaslar1t VEGF/VEGFR lerinin ekspresyonunu, kemoterapi oncesi ve
sonrasi akut 16semili 122 hastanm kemik iligi anjiogenezisi ile ekspresyon arasindaki
iliskiyi arastirmiglardir. Remisyon hastalarinda KDR ve VEGF iin ekpresyonu tedavi
edilmemis yeni tan1 ve hastalara gore oldukca diisiik bulunmustur. Ancak remisyonda
olmayan hastalarda onemsiz bir azalma gosterilmistir. KDR ve VEGF ekspresyonu
relaps hastalarda yeni tani hastalarla karsilastirildiinda olduk¢a artmis oldugu
goriilmiistiir. VEGF ve KDR’nin ekspresyonu yiiksek dereceli kemik iligi mikrodamar
sayilari, diisiik dereceli olanlara gore anlamli yiiksekti ve mikrodamar sayilariyla
orantili bulunmustur. AML hastalarinda VEGF ve KDR ekspresyonu ile kemik iligi
blastlarinin yiizdesi arasinda pozitif bir korelasyon tespit edilmistir. VEGF ve onun iki
spesifik seliiler reseptorii hem hematolojik hiicrelerde hem de endotelyal hiicrelerde
eksprese edilmektedir. VEGF parakrin faktor olarak kemik iliginde anjiogenik
reaksiyonlarin diizenlenler. VEGF ve onun reseptorii KDR antianjiogenik ve

antilosemik tedavi stratejilerinin ilerlemesine katki saglayabilir (91).

VEGF cesitli myeloid neoplasilerde neoplastik hiicrelerde iiretilir ve otokrin biiyiime
regiilasyonunda rol oynar. Vales A. ve arkadaslar1 28 AML, 14 KML, 3 kronik
eozinofilik 16semi, 9 kronik myelomonositik l6semi, 3 mast cell 16semi hastasinda
VEGRI1/Flt-1, VEGFR2/KDR, Flt-4, NRP-1, NRP-2 ekspresyonunu arastirmiglardir.
RT-PZR ile VEGFR mRNA’sinin ekspresyonu ve immiinokimyasal yontemle VEGFR
proteininin ekspresyonu analiz edildigi calismada cogu hastada l6semik hiicrelerin
hastaligin tipinden bagimsiz NRP-1 mRNA ve NRP-2 mRNA ‘s1 eksprese ettigi
gosterilmistir. Aksine Flt-1, KDR ve Flt-4 16semi tipiyle agik bir iliski olmaksizin
degisken sekilde eksprese edilmektedir. Sonucta myeloid l6semilerde neoplastik

hiicreler genellikle NRP1 ve NRP2’yi iceren VEGFR eksprese etmektedir (92) .
2.19.ANTIANJIOGENIK TEDAVILER

Molekiiler biyolojideki ilerleme ile onkolojik tedavi yaklagimlarinda devrim
gerceklestirilmistir. Anjiogenezis inhibitorleri endotel hiicrelerine etki ederek tiimor

progresyonunu engellemektedir. Akut miyeloid losemide tedavi basarisinin
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artirilabilmesine  yonelik (remisyon indiiksiyonu, konzolidasyon, idame) yeni
yaklasimlar getirme cabalar1 vardir. Bu amacgla yiiriitiilen calismalarin kapsaminda

antianjiogenik ajanlarda bildirilmistir.

AMLde blastik hiicrelerde hastalarin hemen hemen yarisinda VEGF salinir. Bu faktor
endotel hiicrelerinin proliferasyonu ve aktivasyonunu uyarir, aktif endotel hiicrelerinden
16semik hiicre biiylimesi ve sag kalimi icin gerekli olan hematopoetik biiyiime faktorleri
kok hiicre faktorii (SCF) ya da graniilosit koloni stimiile edici faktor (GM-CSF) salinir
(93).

Mesters RM ve arkadaslar1t AML hastalarinin kemik iliginde artmis anjiogenezis ve
indiiksiyon kemoterapi sonrasi tam remisyonu bagsaran hastalarda kemik iligi
mikrodamar dansitesinin normalizasyonunu rapor etmislerdir (94). Tumor anjiogenezis
yeni mikrodamarlarin olusumuna liderlik eden bir olaylar zincirini baslatan spesifik
aracilarin ekspresyonuna baghdir. Bunlar icinde VEGF ve FGF (fibroblast biiyiime
faktorii) ve anjiopoietin solid tiimorlerde yani damar olusumunda 6nemli rol oynar. Bu
sitokinler endotelyal hiicrelerin go¢ii ve proliferasyonunda gorev alir. Son yillarda bu
aracilarin hematolojik malignitelerdede rol oynadig: ileri siiriilmiistiir. Izole edilmis
AML blastlarinda VEGF ve VEGFR2 reseptorleri asir1 eksprese edilmektedir. Bu
yiizden VEGF/VEGFR2 pathway otokrin ve parakrin yolda Ilosemik blastlarin
biiylimesini ilerletebilir. Boylece yeni damar olusumu ve anjiogenik aracilar/reseptorler
antilosemik ve antianjiogenik tedavi stratejileri i¢in hedef olabilir. Immunomodiilator
bir ilag olan thalidomide hayvan deneylerinde anjiogenezisi baskilamaktadir ve
refraktor multipl myelomda onemli aktiviteye sahiptir. Ayrica thalidomide tedavisi alan
20 AML hastasinin 5 inde remisyona girmis ve mikrodamar dansitesinde azalma
goriilmiistiir. Thalidomidin AML de anti l6semik aktivite kadar anti anjiogenik etki de
yaptig1 gosterilmistir. AML ve diger hematolojik malignansilerde antianjiogenik tedavi

stratejilerinin roliiniin anlasilmasi i¢in daha fazla caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (94).
2.20.APOPTOZIS

Programlanmis hiicre 6liimii olarak da adlandirilan apoptozis eski Yunanca’da “yaprak
dokiimii” anlamma gelir ve ilk olarak 1972 yilinda Iskogyali arastirmacilar Kerr, Wyllie

ve Currie tarafindan “canlilarda hiicre azalmasinin 6zgiin bir tipi” olarak tanimlanmuistir.

Apoptozis, biyolojik Omriinii tamamlamis veya genetik yapisi bozulmus hiicrelerin

komsu hiicrelere zarar vermeden yok edilmesi saglayan bir mekanizmadir. Apoptosis
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genetik ve biyokimyasal olarak kontrol edilen programlanmis hiicre Oliimiidiir.
Apoptozis Ozellikle embriyonik donemde bazi dokularin farklilagsmasinda, bazi
dokularm ise involiisyona gitmesinde nemli rol oynar. Insanda embriyonik donemde
santral sinir sisteminin maturasyonu sirasinda uygun sinaptik agi1 olusturamayan
noronlar apoptozisle ortadan kaldirilir. Apoptozise embriyonik donemde parmaklar
arasindaki perdenin kaldirilmasi ve damak fiizyonu sonrasi kalmti hiicrelerin ortadan

kaldirilmasi da ornek teskil etmektedir (95)

Yetiskin donemde bazi1 dokularda yasam boyu apoptozis yogun bir sekilde gerceklesir.
Ornegin uterusta menstruasyon sirasinda endometriyum hiicrelerinde apoptozis
gerceklesir ve bu hiicreler mensturel kanama ile uzaklastirilir. Ince bagirsaklarda
kriptalarin tabanlarindaki hiicreler u¢ kisimlara gocerler ve sonunda apoptozisle 6lerek
bagirsak liimenine dokiiliirler. Ayni sekilde derinin stratum korneum tabakasi

apoptozisle olen hiicrelerin olusturdugu bir tabakadir.

Apoptozis immiin sistem icin hayati Oneme sahiptir. Lenfositlerin maturasyonu
sirasinda defektif veya oto-reaktif lenfositler apoptozisle oOliirler. Ayni sekilde timik
involusyonda da apoptozis rol oynar. Ayrica apoptozis dokulardaki hiicre sayisini sabit
tutmakta kritik oneme sahiptir Apoptotik sinyali alan hiicrede genetik olarak kodlanmis
olan apoptotik program calismaya baglar ve bir seri kontrollii biyokimyasal

reaksiyonlarla hiicre 6limii gerceklesir (96-98).
2.21.APOPTOZIS INHIBE EDIiCi PROTEIN AILESI ( IAP)

Bcl-2 ve IAP apoptozisin diizenlenmesinden sorumlu baslica iki gen ailesidir. IAP’ler
ilk olarak Baculoviriis genomunda gosterilmistir. Viriisle enfekte hiicrenin konakci
immiin sistemi tarafindan indiiklenen apotozisini inhibe ederek viriisii korur. Bu
genlerin ileri organizmalara hatta insanlara da evrimsel olarak aktarilmasi apoptozisin

hiicresel kontroliinde kritik 6neme sahip olduklarinin kanitidir.

Bugiine kadar 8 farkl IAP iiyesi tanimlanmistir. NAIP (NLR ailesi, apoptozis inhibitor
protein), XIAP (X-linked apoptozos inhibitorii), c-IAP1, c-1AP2, livin, ILP2, BRUCE
ve survivin. Bu proteinlerin ortak molekiiler yapilar1 vardir. Amino-terminallerinde 70-
80 aminoasitten olusan Baculovirus IAP repeat (BIR) adi verilen dizilerden 1 ile 3 adet
bulunur. BIR domainleri anti-apoptotik etki icin gereklidir. Bazilarinmn karboksi
terminallerinde ¢inko baglayabilen RING domainleri vardir. Anti-apoptotik etki
mekanizmalar1 degiskendir (97,98,99).
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2.21.1.Survivin

Survivin TAP ailesinin en kiiciik liyesidir ve ‘baculoviral inhibitor of apoptosis repeat-
containing 5’ olarakta adlandirilan geni BIRCS geni tarafindan sentezlenen bir
proteindiri 142 amino asitten olusur. Amino terminalinde yalnizca bir BIR domaini
vardir ve farkli olarak karboksi terminalinde ¢inko baglayabilen RING domaini yoktur.
Onkogenez ile iligkisi gosterilmis olan tek IAP’dir. BIRCS gen lokusu 17g25°te
lokalizedir 4 eksondan ve 3 introndan olusur. Son donemde alternatif splicing ile
olusan, birbirinden farkli fonksiyonlar1 olan 4 farkli izoformu tanimlanmistir: Survivin,
survivin 2B, survivin 3B ve survivin-delte-ex-3. Survivin-2B’nin anti-apoptototik etkisi

yoktur.

Survivin bifonksiyonel bir proteindir. Anti-apoptotik etkilerine ek olarak hem normal
hiicrelerde hem de malign hiicrelerde mitozu diizenler. Mitozun sadece G/2 fazinda
eksprese olurlar. Survivin proteini mitoz boyunca tiibilin ile etkilesimde bulunarak

mitotik igde lokalize olur ve boylece mitozun diizenlenmesine katkida bulunur (97).

Ornegin Survivin knock-out fare embriyolarmnda mikrotiibiil aginda ciddi defektler,
multiniikleer hiicre formasyonlar1 ve %100 embriyonik 6liim bildirilmistir. Survivin asil
etkin oldugu donem metafazdir. Bu donemde temel olarak mitotik mikrotiibiillerde ve
sentrozomlarda lokalizedir. Ancak, anafazda ag iplik¢iklerinde, mitozun ge¢ evrelerinde
mitotik midbody’lerde de bulunur. Anti-Survivin antikorlarinin mikroenjeksiyonu ag
iplik¢igi formasyonunda kritik defektlere, kardes kromatinlerin erken ayrigmasina yani
anormal metafaz progresyonuna yol acar. Sentrozomlar ve mitotik midbody’lerdeki
survivine yonelik antikor mikroenjeksiyonlar1 metafaz durmasi ve siklikla apoptozisle

sonlanir (98).

Survivin proteini kaspaz aktivasyonuna engel olur, boylece programlanmis hiicre
Olimii ve apoptozisin negatif diizenlenmesinde rol oynar. Survivin indiiksiyonun
bozulmas1 tumor biiyiimesinde azalma ve apoptoziste artisa neden olur. Survivin onko-
fetal proteinlerdendir. Embriyonik yasamda ve bir¢cok tiimorde yiiksek diizeyde
eksprese olmasina ragmen maturasyonunu tamamlamis dokularda eksprese olmaz. Bu
yiizden survivin kanser tedavilerinde ideal bir hedeftir. Son zamanlarda timus, CD34 (+)
hemopoetik kok hiicrelerde, endotelyal hiicrelerde, kolonik mukozada, uterin serviksin

epitelyal hiicrelerinde Survivin ekspresyonu oldugu gosterilmistir.  Survivin
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regiilasyonunun molekiiler mekanizmas1 bu giin hala anlasilmis degildir, ancak p53

proteinine bagli oldugu diisiiniilmektedir. (98).

2.22.KANTITATIF REAL TiME PZR YONTEMI (QRT-PZR) VE MRH
TAKIBINDE KULLANIMI

1988 yilinda “thermus aquaticus” bakterisinden saflastirilan, 1s1ya dayanikli polimerazin
(taq polimeraz) kullammmu ile birlikte polimeraz zincir reaksiyonlart icin (PZR)
otomatize termal sikliis cihazlar1 gelistirilmeye baslanmistir. Higuchi ve arkadaslarinin
1992 yilinda floresan 1s1ma teknigini kullanarak Real-time PZR’1 gelistirmislerdir. Bu
gelisim sayesinde artik PZR reaksiyonunu boyunca olusan iiriin miktarin1 ekranda
izlemek ve gen kopya iiriinlerinin diizeylerini sayisal degerlere doniistiirerek 6lgmek

miimkiin olmustur (100,101).

QRT-PZR konvansiyonel PZR ve prob hibridizasyon yontemlerinin birlikte kullanildigi
niikleik asit kantitasyon teknigidir. Spesifik bir floresan isaretli prob DNA/cDNA hedef
ile baglanarak PZR reaksiyon sisteminin i¢ine eklenir. PZR amplifikasyonunun
ekstensiyon fazi boyunca spesifik floresan isaretli prob taq polimerazin 5°-3°
ekzoniikleaz aktivitesi ile kesilir. Buda tespit edilebilen bir floresan miktar1 iiretir. Bu
reaksiyonda salman floresan miktar1 hedef sekans sayisi ile dogru orantihidir. Bu
sebeple baslangic hedef DNA/cDNA kopya sayisinin dogru ve mutlak sayisal
degerlendirilmesi kapali bir tiip teknigi sistemi ile yapilabilir. Bu teknik konvansiyonel
PZR da gerekli olan PZR sonrasi islemlere gerek duymaz ve geleneksel PZR da
kaciilmaz olan kontaminasyon ihtimalini azaltir, dahasi bu yontem amplifikasyon
primerlerine yonelik sekanslarda prob hibridizasyonunun kullanimi sayesinde yanlis
pozitif veya negatif sonuc ihtimalini azaltmaktadiwr. QRT-PZR yontemi yakin
caligmalarda gosterildigi izere hematolojik malignitelerde MRH’1n ortaya konmasinda

hassas, spesifik, giivenilir ve uygun bir yontemdir (102,103).

QRT-PZR giiniimiizde AML hastalarinda PZR temelli 6lgmede sik¢a kullanilan bir
metoddur. RT-PZR nested PZR’a gore daha az sensitiv olmasina ragmen alinan ornekte
residiiel hastaligi bulmada internal kontrol genlerini icermesiyle yeterince hassastir ve
residiiel hastaligin miktarina tam olarak karar vermeyi saglar. QRT-PZR yontemi AML
spesifik genlerin (fiizyon gen, anormal eksprese edilen gen) mRNA seviyelerini dlger.
Aranan genin ekspresyon seviyesi QRT-PZR ile periferik kan ve kemik iliginde

maturasyonun herhangi bir sathasinda sabit ve stabil ekspresyon seviyesine sahip bir
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genin kontrol gen olarak miktarinin 6lgiilmesi tarafindan bulunabilir. ABL, GUS ve 32
mikroglobulin gibi genlerin kontrol olarak kullanilabilirligi caligmalarla gosterilmistir
(42) . MRH takibi 16semiler icin ¢cok degerlidir. MRH izlenmesinde QRT-PZR’1n 3 ana

hedefi vardir.

1. Tanida transkripsiyon oranini

2. Losemik klonlarin rediiksiyon oranmi

3. Recurrent (tekrarlayan) klonlarin erken tespitini yapmak

QRT-PZR’da bunlarin tespitini yapmak icin fiizyon gen transkripleri, spesifik gen
defektleri, spesifik mutasyonlar ve aberant eksprese edilen genleri kullanir. Aberant
eksprese edilen genler disinda ¢ogu hedef yiliksek oranda spesifiktir. Fiizyon gen ve
mutasyon spesifik yontemlerle 1/10 000 000 oraninda sensitivitelere ulasiimisken

overeksprese genlerde hassasiyet 1/10 000 000’nin altindadir (42,47).

Buna ragmen RT-PZR’1n baz1 dezavantajlar1 da vardir. Ornegin; major tehlikelerinden
biri RNA degredasyonu yiiziinden yanlis negatif sonuglarin elde edilebilmesidir. QRT-
PZR 1n eksik kaldig1 bir diger unsur degisik laboratuarlarda degerlendirilen fiizyon gen
veya housekeeping gen oranlarinin karsilastirilamamasidir. Bu durum PZR
degiskenlerindeki (6rnek tipi, RNA hazirlama metodu, PZR cihazi, primer prob secimi)
farkliliktan kaynaklanmaktadir. Bu yiizden QRT-PZR yorumu standardizasyon
gerektirir ve MRH verilerinin raporlanmasi uluslararast benzerlik gostermesi ¢ok

istenilen bir durumdur (103).



3.1. GERECLER

3.1.1 Demirbas Malzemeler

Aletler

Buzdolab1

Derin Dondurucu (-20°C)
Derin Dondurucu (-80°C)
Distile Su cihaz1
Mikrodalga firin
Mikrosantrifiij

Otomatik Mikropipetler
Nanodrop

Real Time PCR cihaz1
Sogutmal1 Santrifiij
Thermocycler

Vorteks

Minishaker

Heat plate

3. GEREC VE YONTEM

Markasi
Arcelik
Beko
Sanyo
Millipore
Arcelik
Heraus
Eppendorf/Gilson
Thermo
Corbett
Sigma
Corbett
MS1
IKA®
HLC
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3.1.2 Sarf Malzemeler ve Kimyasal Maddeler
Trizol

Etanol

Kloroform

Buzluk

Eppendorf Tiipler (0.2,0.5,1.5,2 pl’lik)

Distile su

cDNA sentez kiti

Pastor pipeti

Amonyum klorid

Potasyum bikarbonat

EDTA

3.2.KAN VE KEMIK iLiGi ORNEKLERININ TOPLANMASI

Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi ve Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji
Bilim Dali’na oykii, fizik muayene, sitomorfolojik, immunohistokimyasal ve immiin-
fenotipik ¢aligmalar ve biyokimyasal parameterler (BUN, Kreatinin, LDH, iirik asit) ile
ALL ve AML tanis1 alan hastalar calismaya dahil edilmistir. Erciyes Universitesi’nde
15 AML, 10 ALL hastasindan toplam 92 PK 6rnegi, Gaziantep Universitesi’nde 13
AML ve 4 ALL hastasindan toplam 42 kemik iligi 6rnegi toplandi. Kontrol grubu
olarak 25 saglikli bireyden P.K. oOrnegi toplandi. Hastalardan tan1 aninda, ilk
remisyonda ve sonrasinda ortalama 2-3 ay ara ile 10 ml periferik kan 6rnegi veya 3 ml

kemik iligi 6rnegi KsEDTA’11 tiipe alindi.

3.3.GEN EKSPRESYONU CALISMA YONTEMIi
Toplanan Ki ve PK 6rneklerinden ilk olarak RNA izole edildi.
3.3.1.RNA Izolasyonu

1. Hastadan alman 3 cc EDTA’l kemik iligi veya 10 cc EDTA’l periferik kan
ornekleri falkon tiip igerisine alindiktan sonra iizerine kemik iligi veya kan
miktarinin 3 kat1 kadar Red Cell Lizis (155mM Amonyum Klorid, 10mM potasyum
Bikarbonat, ImM EDTA) soliisyonu eklendi.

2. +4°C de 20 dk bekledikten sonra 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
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3. Siipernatant atildi. Pellet (16kositler) iizerine 3 cc red cell lizis soliisyonu eklenerek
10 dk +4°C’de bekletildi.

4. 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant atildi.

5. Pellet iizerine 1ml trizol eklenerek 2ml’lik enjektorle 8-10 kez resiispanse edilir ve
2ml’lik ependorf tiipe alindi.

6. Tiipler 37°C’de 10 dk bekletildi.

7. Uzerine 200ul kloroform eklenerek vortekslendi.

8. +8C sicaklikta 10600 rpm’de 10dk santrifiij edildi.

9. Akoz faz bagka tiipe alinip iizerine 500 pl soguk absoliit etanol eklendi.

10. 30 dk -20°C de bekletildikten sonra 10600 rpm’de 10dk santrifiij edildi.

11. Siipernatant atildiktan sonra pellet iizerine 10000 pl %75’lik etanol eklendi.

12. 9200 rpm’de 5dk santrifiij edildi. Siipernatant atilip pellet 2-5 dk 37°C’de kurutuldu.
40 wl distile su ile ¢oziildii.

13. RNA’lar nanodropta ol¢iildii.

14. RNA’larin konsantrasyonu yaklasik 1000ng olacak sekilde diliie edildi, ¢alisilincaya
kadar —80°C derin dondurucuya kaldirild1.

3.3.2.cDNA Sentezi

Her bir RNA 6rneginden asagidaki basamaklar izlenerek cDNA izolasyonu yapildi.

A: Anneling (yapisma) basamagu:

1.

Her bir RNA 6rnegi icin 0,2’lik PCR tiiplerine asagidaki sekilde reaksiyon miksi

hazirlandi.
Miks igerigi 1 reaksiyon igin
RNA 6rnegi (1pg) Xul
RT primer 1

RNAse/DNAse free water Yul

Final voliim 10ul
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2. Hazirlanan reaksiyon miksi 65°C de 5 dk inkiibe edildi.
3. Inkiibasyon sonrasi tiipler hemen buz iizerine almip hizli sekilde sogumasi saglandi.
B: Extension (uzama) basamagu:

1. Her bir RT reaksyonu icin 10ul asagidaki protokole uygun bir miks hazirlandi.

Miks igerigi 1 reaksiyon i¢in
gStript 10x buffer 2 ul

dNTP miks (10mM) 1 ul

DTT 100mM 2 ul
RNAse/DNAse free water 4 ul

gScript enzim Il

Final voliim 10

2. Buz lizerindeki 6rneklerin her birine 10 pl bu miksten eklendi.

3. Tipler hafifce vortekslendikten sonra 55°C’de 20 dk inkiibe edildi. Elde edilen
cDNA’lar 1/10 oraninda diliie edildi (20 pl cDNA+ 180 pl distile su ). Daha sonra
cDNA’lar -20°C derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.3.3.Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Elde edilen hasta ve kontrol cDNA’lari, WT1, VEGFA, KDR, NRP, Survivin ve
housekeeping gen Abl mRNA dizisine spesifik FAM ile isaretli primer/problar (Tablo
3.1) ile 20 pl reaksiyon hacminde 0,2ml PCR tiiplerinin i¢inde amplifiye edildi
Amplifikasyon icin Primerdesign marka primer/prob kiti kullanildi. Genlerin mRNA
kopya sayilarinin belirlenmesinde her bir gen i¢in 100000, 10000 ve 1000 kopya iceren
pozitif kontroller (standartlar) kullanild1 (Sekil 3.1). Amplifikasyonlar Real-Time RT-
PCR cihaz1 olan Corbett cihazinda gerceklestirildi. Calismaya alinan biitiin ornekler

standartlar ile birlikte ve en az 2 kez calisildi.
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Sekil 3.1. WT1 geni standartlarinin Real Time PCR goriintiisii
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Sekil 3.2. WT1 geni standartlarinin ekspresyon verimliligi

3.3.3.1.Real-Time PZR Reaksiyon Protokolii

Asagidaki tabloya gore her bir gen i¢in ayr1 ayr1 primer/prob kullanilmak tizere gPZR

miski hazirlandi.
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Malzeme 1 reaksiyon
Primer prob miks 1w

2X qPZR mastermiks 10 pul
Distile su 4 ul

Son voliim 15l

Hazirlanan miks soguk blok iizerinde PZR tiiplerine dagitildiktan sonra her bir tiipe 5 pl
cDNA oOrnegi ilave edildi ve asagidaki programa gore Corbett Real-Time PCR
cihazinda Real Time PZR gerc¢eklestirildi.

1 siklus Siire Sicakhik
Enzim aktivasyonu 10 dk 95°C
50 siklus

Denatiirasyon 15sn 95°C
Veri toplama 30sn 50°C
Extension (uzama) 15sn 72°C

Sonuglar Corbett Software ile kantitasyon analiz yapilarak degerlendirildi.
3.4. ISTATISTIK ANALIZLER

Istatistiksel analiz, SPSS 16.0 (Statistical Package for the Social Sciences ) istatistik
programi kullanilarak yapildi. 0.05’in altindaki p degeri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

Hasta ve kontrollerden toplanan kemik iligi ve periferik kan 6rneklerinde WT1, BIRCS,
VEGFA, KDR ve NRPI1 gen ekspresyonunun istatistiksel degerlendirilmesinde
Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi kullamldi. Hastalarin 1. ve 2. Ki veya PK
ornekleri arasindaki farkliligin tespitinde Wilcoxon signed ransk testi , 1, 2, 3, ve 1, 2,
3, 4. Kl veya PK ornekleri arasindaki farkliigin tespitinde ise Friedman testi kullanildi.
Her bir gen ekspresyonu i¢in cut off degerleri ROC (receiver-operating characteristic)
curve analiz ile belirlendi. Cut-off” nokta degerleri, spesifisite ve sensitivite yiizdeleri,
pozitif ve negatif likelihood oranlar1 (LR), %95 giiven araliklar1 (confidence interval =

CI) ve pozitif ve negatif prediktif degerleri hesaplandi.



42

BIRCS, VEGFA, KDR ve NRPI1 gen ekspresyonu ile WT1 ekspresyonu arasindaki

iliskin tespiti i¢in korelasyon analizi yapildi.

Tablo 3.1. Ekspresyon calisilan genlerin primer dizileri

Gen ad1 GenBank no Dizi

F:5° GCCGAGTTGGTTCATCATCAT 3’

ABL R:5> CATCTCCCACTTGTCGTAGTTG 3’
(NM_005157)
Prob Sekansi

5" aCGGGCTCATCACCACGCTCCATTATCCcgt 3’

F:5° ATAACCACACAACGCCCATC 3
R:5 CACATCCTGAATGCCTCTGAA 3’

WT1 (NM_024426)
Prob Sekansi
5 aCGGAGCCCAATACAGAATACACACGCACGactccgt 3’
F: 5> AAACTAAGCACAAAGCCATTCTAAG 3
R: 5 CACTCTATTCTGTCTCCTCATCCA 3’
BIRCS5 (NM_001168)

Prob Sekansi
5 CTGAAGTTCACCCCGTTTCCCCAATGtataacttcag 3’

F: 5 CCAGGAAAGACTGATACAGAACG 3’
R: 5 GGTTTCTGGATTAAGGACTGTTC 3’
Prob Sekansi

5 CCACGCTGCCGCCACCACACCA 3

VEGFA (NM_001025366)

F: 5 AGGGAGTCTGTGGCATCTG 3’

R: 5 GTGTCTGTGTCATCGGAGTG 3’

Prob Sekansi

5’ TGGACTGGTAGCCGCTTGTCTGGTTTGAGgtcca 3’

KDR (NM_002253)

F: 5 GAGGAAGTTCAAGATCGGGTAC 3
(NM_003873) R: 5 CTCAGGTGTATCATAGTTGTTGTTG 3’

Prob Sekans1

5’ cATCATCTTCCAGTCCGAGCCGTTGTTGCagatgatg 3°

NRP




4. BULGULAR

Bu c¢alismaya, akut losemi tanis1 konmus 42 hasta ve kontrol grubu olarak 24 saglikh
birey dahil edildi. Akut 16semili hastalar 6ncelikle hiicre tiiriine gore myeloid ve lenfoid
olmak iizere 2 gruba ayrildi. Sonrasinda alinan orneklerinin kemik iligi ve periferik kan
kaynakli olup olmamasina gore tekrar alt gruplar olusturuldu. Toplam 14 ALL
hastasindan 4’tinden KI, 10’undan PK &rnegi toplandi. 28 AML hastasindan ise
13’iinden KI, 15’inden PK &rnegi toplandi. Toplanan 92 PK, 42 KI 6rneginden WTI,
VEGF, KDR, NRP1 ve BIRCS gen ekspresyonlarinin MRH tespitinde kullanilabilirligi
arastirildi. Kontrol grubundan alinan 24 PK 6rneginde yine bu 5 genin ekspresyon

paterni belirlendi.
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Tablo 4.1. Calismaya alinan hastalarin klinik ve genetik 6zellikleri

Toplam hasta sayisi 42 Anormal Karyotip 46 XY der (6)
AML vaka sayist 28 del (6) (p21)
PK 15 45, XY, -7 (monozomi 7)
Ki 13 47, XY, +4
(Trizomi 4)
ALL vaka sayisi 14
Normal 11
PK 10
Spesifik Molekiiler markir
KI 4
t(9;22) 5
AKIT sayisi 23
t(8;21) 1
Ortalama takip stiresi 6-18 ay
t(15;17) 1
Relaps olan hasta sayist | 9
invi6 1

Hastanin son durumu

Sag 28

Olii 14

4.1. WT1 GEN EKSPRESYON BULGULARI

Real-time PZR sisteminde kantitasyon metodu ile ekspresyon calismalarinin pek
cogunda standart egri kullanimi kabul edilmis bir 6l¢iim parametresidir. Corbett Real-
Time PZR sisteminde standart egri, orneklerden alinan floresan isimalarin dl¢iilmeye
basladigi siklusa (y-ekseni) kars1 6rnegin logaritmik konsantrasyonu (x-ekseni) olarak
cizilir. Olusturulan egrinin egimi software tarafindan hesaplanir ve bilinmeyen 6rnek

konsantrasyonlar1 bu egri tizerinden otomatik olarak hesaplanir.

Calismamizda ilk olarak tiim o6rneklerim ABL gen ekspresyonu calisildi. Bunun icin
ABL geni pozitif kontrol 6rnegi belli oranlarda diliie edilerek standart olusturuldu ve

her bir 6rnekteki ABL kopya sayis1 belirlendi (Sekil 5)
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Sekil 4.2. ABL geni ekspresyon verimliligi

Daha sonra WT1 geni icin standartlar olusturuldu ve her ornegin WT1 mRNA kopya
sayisi tespit edildi. WT1 gen ekspresyonu, WT1 kopya sayisinin ayni 6rnegin ABL

kopya sayisina boliinmesiyle hesaplandi.

Toplam 42 AML ve ALL hastasinin tam1 aninda alinan kemik iligi/periferik kan
orneklerinde WT1 geni mRNA ekspresyon oranlarinin istatistiksel degerlendirilmesinde

nonparametrik Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi kullanild.

AML hastalarinin  KI  6rneklerinde WT1 ekspresyonu, ALL hastalariin  KI
orneklerindeki WT1 ekspresyonuna gore anlamli sekilde yiiksek bulundu ( P<0,05).
Ayrica istatistiksel olarak AML hastalarmin Ki 6rneklerinde WT1 ekspresyonu, AML
ve ALL hastalarinin PK ve kontrol grubu orneklerindeki WT1 ekspresyonuna gore de
yiiksek bulundu ( P<0,05). AML hastalarinin tedavi sonrasi alinan Ki 6rneklerinde tani
an1 Orneklerine gore WTI1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gozlendi.
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AML hastalarinin PK 6rneklerinde WT1 ekspresyonu, kontrol grubuna gore anlamli
sekilde yiiksek iken ( P<0,05), ALL hastalarinin PK 6rneklerine gore anlamli bir fark

gostermedi.

ALL hastalar1 PK 6rneklerinde WT1 ekspresyonu ile kontrol grubu WT1 ekspresyonu
arasinda anlaml bir fark gozlenmedi. Ayrica ALL hastalar1 PK 6rneklerinde, AML ve

ALL hastalariinkine gore de anlaml bir fark yoktu.

0,8

Norm. Fluoro.
o
[

k=)
EN
.

0,

n

| Threshold

0,0- ==

36 4+ * -r ___________________ _: __________ Cycling & Green (Page 10
I O R N R=0,99952
37 | . W _E __________ R2=0,99303
oo T tmg h=-3 403
— 28--------5— __________________ ' _________ B=34 952
U25“""":*""""""""""i _____ B Effu:lenn:y—llil,El?
e R P S S S S E S S G S S S S S EOE S S oS
P SR S oy L
W04------ R R EE L LR Ao LT -

e @ ad

Concertration

Sekil 4.4. WT1 geni ekspresyon verimliligi

4.2. BIRCS5 GEN EKSPRESYON BULGULARI

BIRCS geni icin pozitif kontrol Ornekleri belli oranlarda diliie edilerek standart
olusturuldu. Bu standartlara gore orneklerin BIRCS geni kopya sayilar1 belirlendi. Her
bir 6rnegin BIRCS gen ekspresyonu, BIRCS kopya sayisinin ayni 6érnegin ABL kopya

sayisina boliinmesiyle hesaplandi.
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Sekil 4.6. BIRCS5 geni ekspresyon verimliligi

BIRC5 geni mRNA ekspresyon oranlarinin istatistiksel degerlendirilmesinde

nonparametrik Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi kullanild.

BIRC5 gen ekspresyonu acisindan AML hastalar1 Ki o6rnekleri, AML ve ALL
hastalarinin PK Ornekleri ve kontrolle karsilastirildiginda anlamhi sekilde yiiksekti (
P<0,05). Ancak AML ve ALL hastalarinin Ki 6rnekleri ve AML ve ALL hastalar1 P.K

ornekleri arasinda BIRC5 gen ekspresyonu agisindan anlamli bir fark gézlenmedi.
4.3. VEGFA GEN EKSPRESYON BULGULARI

VEGFA geni i¢in pozitif kontrol ornekleri belli oranlarda diliie edilerek standart
olusturuldu. Bu standartlara gore orneklerin VEGFA geni kopya sayilar1 belirlendi. Her
bir ornegin VEGFA gen ekspresyonu, VEGFA kopya sayismin ayni ornegin ABL

kopya sayisina boliinmesiyle hesaplandi.
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Sekil 4.8. VEGFA geni ekspresyon verimliligi

VEGFA geni mRNA ekspresyon oranlarmin istatistiksel degerlendirilmesinde
nonparametrik Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi kullanildi. VEGFA gen

ekspresyonunda gruplar arasinda anlaml bir fark izlenmedi.
4.4. KDR GEN EKSPRESYON BULGULARI

KDR geni i¢in pozitif kontrol oOrnekleri belli oranlarda diliie edilerek standart
olusturuldu. Bu standartlara gore orneklerin KDR geni kopya sayilar1 belirlendi. Her bir
ornegin KDR gen ekspresyonu, KDR kopya sayisinin ayni 6rnegin ABL kopya sayisina

boliinmesiyle hesaplandi.
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Sekil 4.10. KDR geni ekspresyon verimliligi

KDR geni mRNA ekspresyon oranlarinin istatistiksel degerlendirilmesinde
nonparametrik Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi kullanmildi. KDR gen

ekspresyonunda gruplar arasinda anlaml bir fark izlenmedi.
4.5. NRP1 GEN EKSPRESYON BULGULARI

NRP1 geni i¢in pozitif kontrol ornekleri belli oranlarda diliie edilerek standart
olusturuldu. Bu standartlara gore orneklerin NRP1 geni kopya sayilar1 belirlendi. Her
bir ornegin NRP1 gen ekspresyonu,NRP1 kopya sayisinin ayni ornegin ABL kopya

sayisina boliinmesiyle hesaplandi.
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Sekil 4.12. NRP1 geni ekspresyon verimliligi

NRP1 geni mRNA ekspresyon oranlarinin istatistiksel degerlendirilmesinde
nonparametrik Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi kullanildi. ALL hastalarinin
PK ornekleriyle kontrol grubu arasinda NRP1 ekspresyonundaki azalma istatistiksel

olarak anlamli1 bulundu.( P<0,05).
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KDR GEN EKSPRESYON SONUCLARI

Tablo 4.2. Kontrol grubu PK 6rneklerinde WT1, VEGF, VEGFR2, NRP1 ve survivin gen ekspresyonlari

Kontrol | WT1/ABL BIRCS/ABL VEGFA/ABL KDR/ABL NRP1/ABL
1 0,134 0,567 0,237 0,340 0,010
2 0,082 0,621 0,105 0,176 0,012
3 0,112 0,669 0,219 0,243 0,006
4 0,080 0,442 0,000 0,348 0,014
5 0,089 0,475 0,822 0,129 0,010
6 0,087 0,448 0,151 0,227 0,000
7 0,024 0,313 0,530 0,048 0,012
8 0,044 0,556 0,356 0,289 0,022
9 0,000 0,149 1,191 0,000 0,021

10 0,000 0,308 0,215 0,000 0,015
11 0,000 0,237 0,593 0,000 0,051
12 0,000 0,333 1,000 0,000 0,028
13 0,000 0,083 0,750 0,000 0,000
14 0,000 0,387 0,484 0,000 0,032
15 0,000 0,518 1,036 0,018 0,036
16 0,000 0,368 1,105 0,000 0,053
17 0,000 0,476 0,857 0,048 0,048
18 0,000 2,000 1,400 0,000 0,000
19 0,000 0,188 0,271 0,000 0,021
20 0,023 0,488 0,674 0,047 0,047
21 0,000 0,500 1,417 0,083 0,083
22 0,059 0,765 1,529 0,118 0,059
23 0,032 0,742 0,774 0,097 0,000
24 0,014 0,343 0,914 0,029 0,014

median median median median median

(Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max)

0,07 0,462 0,712 0,48 0,18

(0-0,134) (0,83-2) (0-1,53) (0-035) (0-0,83)
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4.7.AML VE ALL HASTALARI TANI ANI ORNEKLERINDE WT1, BIRCS,

VEGFA, KDR, NRP GEN EKSPRESYON BULGULARI

Tablo 4.3. AML hastalar1 tam am KI Orneklerinde WT1, BIRCS5, VEGFA, KDR, NRP Gen

Ekspresyonlari
Hasta
Protokol Wt1/ ABL BIRCS5/ABL | VEGFA/ABL | KDR/ABL | NRP1/ABL
No
1 0.258 0.04 0.095 0.0070 0.0
2 0.667 3.556 0.667 0.111 0.0
3 0.143 14.0 0.429 0.0 0.0
4 1.2 3.8 1.0 0.0 0.0
5 1.0 2.308 1.385 0.154 0.423
6 1.6 3.25 4.45 0.2 0.05
7 2.323 5.258 1.29 0.0 0.129
8 0.75 12.286 2.071 0.5 3.393
10 1.0 11.889 0.667 0.0 0.111
14 0.4 1.4 0.0 0.0 0.0
15 1.0 1.8 0.7 1.1 0.0
16 0.9 1.27 4.43 0.13 0.0
18 0.83 3.83 0.811 0.019 0.019
n=13 Median n=13 Median n=13 Median n=13 Median | n=13 Median
(Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-Max)
0,9 (0,143-2.32) | 3,556 (0,4-14) | 0,811 (0-4,45) 0,19 (0-1,1) 0,0 (0-3,93)

AML hastalarinin tam an1 Ki 6rneklerinde ortalama VEGF gen ekspresyonu (1,38) da
AML hastalarmin PK (0,83), ALL hastalarmm hem PK (0,63) hem K1 (0,70) ve kontrol

grubuna (0,69) gore yiiksekti (tablo 4.3).

KDR ortalama gen ekspresyonu AML hastalarinin Ki 6rneklerinde (0,17), AML
hastalarinin PK (0,85), ALL hastalarinin hem PK (0,03) hem KI (0,031) 6rnekleri ve

kontrol grubuna (0,09) gore yiiksek bulundu (tablo 4.3).
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Tablo 4.4. ALL hastalar1 tam an1 Ki Orneklerinde WT1, BIRCS5, VEGFA, KDR, NRP Gen

Ekspresyonlari
Hasta
protokol Wt1/ ABL BIRC5/ ABL VEGFA/ ABL KDR/ ABL | NRP1/ ABL
no
9 0.0060 0.723 0.025 0.0 0.088
12 0.1 0.1 0.0 0.1 0.0
13 0.014 16.536 1.449 0.014 0.072
17 0.01 1.444 1.364 0.01 1.162
n=4 median n=4Median n=4 Median n=4Median n=4 Median
(Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max)
0.012 1,0835 0,6945 0,012 0,8
(0,006-0,1) (0,1-16,536) (0-1,449) (0-0,1) (-1,162)

Tablo 4.5. AML hastalar1 tami ani PK Orneklerinde WTI1, BIRC5, VEGFA, KDR, NRP Gen

Ekspresyonlar1
Hasta
protokol Wt1/ ABL BIRCS5/ ABL VEGFA/ ABL KDR/ ABL NRP1/ ABL

no

30 0.367 1.472 0.222 0.0060 0.939
31 0.741 1.556 3.852 0.556 0.0
32 0.717 1.167 3.317 0.35 0.0
33 3.292 1.525 0.608 0.1 0.0
36 0.488 5.244 0.616 0.07 0.023
40 0.0030 0.589 0.969 0.0080 0.0030
41 0.112 1.851 0.116 0.014 0.0
45 0.143 1.143 0.076 0.0 0.0
46 0.052 7.414 0.276 0.0 0.086
48 0.026 0.714 0.091 0.052 0.0
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Tablo 4.5. AML hastalar1 tan1 ant PK Orneklerinde WT1, BIRCS, VEGFA, KDR, NRP Gen
Ekspresyonlar1 (Devami)

50 0.016 0.107 1.609 0.038 0.15

56 0.025 0.033 0.042 0.0070 0.017

58 0.051 4.324 0.257 0.051 0.029

60 0.058 5.004 0.4 0.0090 0.036

61 0.0030 0.042 0.10 0.014 0.0
n=15 Median n=15 Median n=15 Median n=15 Median n=15 Median

(Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max)
0,58 1,472 0,276 0,014 0,003

(0,003-3,292) (0,033-7,414) (0,042-3,852) (0-556) (0-0,939)

Tablo 4.6. ALL hastalar1 tam ami PK Orneklerinde WTI1, BIRC5, VEGFA, KDR, NRP Gen

Ekspresyonlar1
Hasta
Wtl/ Abl BIRCS/ Abl VEGFA/ Abl KDR/ Abl NRP1/ Abl
protokol no
34 0.091 2.091 1.091 0.091 0.0
0.231
38 0 4.0 0.308 0.077 0.0
39 0.091 0.667 0.0 0.0 0.0
42 0.077 1.615 2.846 0.0 0.0
0.032
43 6 2.013 0.857 0.045 0.0060
44 0.071 1.286 0.643 0.0 0.0
52 0.0 1.0 0.333 0.0 0.0
55 0.0090 3.514 0.05 0.0050 0.0
57 0.078 1.656 0.078 0.078 0.0
59 0.00 3.664 0.114 0.0030 0.0
n=10 Median | n=10 Median n=10 Median n=10 Median n=10 Median
(Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max) (Min-max)
0,74 31,835 0,3205 0,04 0,0
(0,-0.231) (0,667-4) (0-2,846) (0-0,091) (0-0,06)
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4.8.AML HASTALARININ KEMIiK iLiGi ORNEKLERINDE WTI1, NRPI,
BIRCS5, VEGFA VE KDR GEN EKSPRESYON BULGULARI

AML hastalarinin 1. ve 2. KI 6rnekleri arasindaki farklihigin tespitinde Wilcoxon signed
ransk testi kullanild1.

AML hastalarindan tam1 esnasinda alinan kemik iligi 6rneklerinde WT1 ekspresyon
orant ile 2. 6rnegi (remisyon) arasinda anlamli bir azalma tespit edildi (P=0,009) ancak
BIRCS, VEGFA, KDR ve NRP1 gen ekspresyonlar1 arasinda anlaml bir fark tespit
edilmedi (tablo 4.7).

Tabo 4.7. AML hastalarinin Kemik iligi Orneklerinde WT1, NRP1, BIRC5, VEGFA ve KDR Gen
Ekspresyonlar1

Hasta Ornek
protokol alinma Wt1/ Abl BIRCS/ Abl VEGFA/ Abl | KDR/Abl | NRP1/Abl
no Zamani

TANI 0,258 0,040 0,095 0,007 0,000

2 0,333 7,000 3,000 0,000 0,000

! 3 0,333 3,833 0,333 0,000 0,000

4 0,500 2,000 0,500 1,000 0,000

5 0,077 13,154 2,308 0,000 0,000

2 TANI 0,667 3,556 0,667 0,111 0,000
TANI 0,143 14,000 0,429 0,000 0,000

3 2 0,095 0,643 0,310 0,071 0,071

3 0,429 0,714 0,357 0,214 0,000

TANI 1,200 3,800 1,000 0,000 0,000

! 2 0,473 1,364 0,745 0,000 0,000

5 TANI 1,000 2,308 1,385 0,154 0,423
TANI 1,600 3,250 4,450 0,200 0,050

6 2 0,071 13,810 7,119 0,119 0,238

3 0,064 1,236 2,027 0,045 0,100

TANI 2,323 5,258 1,290 0,000 0,129

’ 2 0,167 0,667 3,333 0,125 0,417
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Tabo 4.7. AML hastalarinin Kemik Higi Orneklerinde WT1, NRP1, BIRCS5, VEGFA ve KDR Gen
Ekspresyonlar1 ()Devami

Hasta Ornek
protokol alinma Wt1/ Abl BIRCS5/ Abl VEGFA/ Abl | KDR/Abl | NRP1/Abl

no zamani
TANI 0,750 12,286 2,071 0,500 3,393
’ 2 0,667 0,667 0,667 0,000 0,000
10 TANI 1,000 11,889 0,667 0,000 0,111
11 TANI 5,000 13,846 1,231 0,077 4,000
TANI 0,400 1,400 0,000 0,000 0,000
14 2 0,211 36,632 1,684 0,000 0,053
3 0,800 10,200 1,840 0,120 0,200
TANI 1,000 1,800 0,700 1,100 0,000
15 2 0,200 13,300 13,300 0,000 0,500
3 1,000 2,667 6,333 1,000 0,000
TANI 0,900 1,270 4,430 0,130 0,000
2 0,618 4,941 2,882 0,118 0,382
1 3 0,321 0,877 2,469 0,037 0,296
4 0,027 3,233 1,014 0,795 0,164
TANI 0,830 3,830 0,811 0,019 0,019
2 0,080 10,400 17,920 0,320 0,400
® 3 0,000 0,760 0,000 0,040 0,480
4 0,050 2,250 0,500 0,100 0,150

4.9.ALL HASTALARI KEMIK iLiGi ORNEKLERINDE WT1, NRP1, BIRCS,
VEGFA VE KDR GEN EKSPRESYON BULGULARI

ALL hastalarinin KI 1. ve 2. 6rnekleri arasindaki farklihgin tespitinde Wilcoxon signed

ransk testi kullanildi. Ornekler arasinda anlamm bir fark gézlenmedi.
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Tablo 4.8. ALL hastalar1 Kemik Higi Orneklerinde WT1, NRP1, BIRC5, VEGFA ve KDR Gen
Ekspresyon Bulgulari

Hasta Ornek
protokol allnma | Wt1/ Abl BIRC5/ Abl | VEGFA/ Abl KDR/ Abl | NRP1/ Abl
no zamani
TANI 0,006 0,723 0,025 0,000 0,088
9
2 0,500 72,500 9,000 0,000 1,000
TANI 0,100 0,100 0,000 0,100 0,000
12 2 0,188 29,375 4,813 0,063 0,375
3 0,118 39,176 5,294 0,059 0,353
TANI 0,014 16,536 1,449 0,014 0,072
13 2 0,967 0,483 0,183 0,000 0,000
3 0,053 19,684 2,316 0,000 0,053
17 TANI 0,010 1,444 1,364 0,010 1,162

4.10.AML HASTALARI PERIFERIK KAN ORNEKLERINDE WTI1, NRPI,
2.BIRC5, VEGFA VE KDR GEN EKSPRESYON BULGULARI

AML hastalar1 1. ve 2. PK 6rnekleri arasindaki farkliligin tespitinde Wilcoxon signed
ransk testi kullanildi. AML hastalar1 PK 6rnekleri i¢cin WT1, BIRCS, VEGFA, KDR ve

NRP1 ekspresyonu acisindan 6rnekler arasinda anlamli bir fark bulunamadi (tablo 14).
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Tablo 4.9. AML hastalar1 PK Orneklerinde WT1, NRP1, 2.BIRC5, VEGFA ve KDR Gen Ekspresyonlari

Hasta Ornek
protokol alinma Wt1/ Abl | BIRC5/ Abl | VEGFA/ Abl | KDR/ Abl | NRP1/ Abl
no zamani
TANI 0,367 1,472 0,222 0,006 0,939
2 0,465 1,181 0,590 0,417 0,007
30 3 0,038 0,577 1,231 0,038 0,046
4 0,008 0,096 0,040 0,016 0,000
5 0,133 1,778 2,222 0,133 0,044
TANI 0,741 1,556 3,852 0,556 0,000
31 2 0,171 0,771 1,600 0,086 0,029
3 0,125 0,825 0,450 0,038 0,038
TANI 0,717 1,167 3,317 0,350 0,000
2 0,330 1,149 0,305 0,313 0,023
- 3 0,640 1,400 2,720 0,240 0,040
4 0,180 0,539 3,551 0,067 0,124
TANI 3,292 1,525 0,608 0,100 0,000
2 0,320 2,280 3,640 0,260 0,080
- 3 0,114 0,857 1,714 0,114 0,200
4 1,031 1,297 0,313 0,641 0,031
TANI 0,488 5,244 0,616 0,070 0,023
2 0,259 1,296 4,185 0,185 0,148
% 3 2,296 12,185 1,000 0,111 0,111
4 1,000 6,300 0,900 0,800 0,100
TANI 0,003 0,589 0,969 0,008 0,003
40 2 0,018 0,894 0,724 0,059 0,029
3 0,011 1,148 0,738 0,055 0,011
TANI 0,112 1,851 0,116 0,014 0,000
2 0,009 9,249 0,214 0,017 0,014
. 3 0,033 3,500 0,250 0,083 0,000
4 0,024 1,353 0,275 0,051 0,000




Tablo 4.9. AML hastalar1 PK Orneklerinde WT1, NRP1, 2.BIRCS5, VEGFA ve KDR Gen Ekspresyonlari
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(devam)
Hasta Ornek
protokol alinma Wt1/ Abl | BIRC5/ Abl | VEGFA/ Abl | KDR/ Abl | NRP1/ Abl

no zamani
TANI 0,143 1,143 0,076 0,000 0,000
2 0,060 9,838 0,251 0,108 0,000
® 3 0,025 3,004 1,227 0,079 0,000
4 0,043 4,503 0,683 0,043 0,006
TANI 0,052 7,414 0,276 0,000 0,086
2 0,014 5,957 0,357 0,014 0,043
% 3 0,050 2,482 0,305 0,007 0,078
4 0,000 22,000 0,000 0,000 0,000
TANI 0,026 0,714 0,091 0,052 0,000
2 0,014 0,029 2,286 0,000 0,000
48 3 0,014 18,243 2,338 0,014 0,000
4 0,036 4,286 0,357 0,036 0,000
TANI 0,016 0,107 1,609 0,038 0,150
2 0,100 7,667 0,667 0,067 0,033
% 3 0,131 1,339 0,437 0,044 0,000
4 0,013 6,053 1,132 0,007 0,007
TANI 0,025 0,033 0,042 0,007 0,017
56 2 0,113 0,509 0,245 0,113 0,245
3 0,000 0,000 1,000 0,000 0,333
TANI 0,051 4,324 0,257 0,051 0,029
58 2 0,044 4,803 0,943 0,039 0,004
3 0,008 1,481 1,570 0,005 0,076
TANI 0,058 5,004 0,400 0,009 0,036
60 2 0,009 1,580 0,131 0,009 0,000
3 0,029 4,139 0,324 0,002 0,004
TANI 0,003 0,042 0,104 0,014 0,000
61 2 0,042 0,042 0,167 0,042 0,000
3 0,024 0,108 0,568 0,097 0,000
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4.11.ALL HASTALARI PERIFERIK KAN ORNEKLERINDE WTI1, NRPI,
BIRCS5, VEGFA VE KDR GEN EKSPRESYON BULGULARI

ALL hastalarinin 1. ve 2. PK ornekleri arasindaki farkliligin tespitinde Wilcoxon signed

ransk testi kullanildi.

ALL hastalarindan tan1 esnasinda alinan PK 6rneklerinde NRP1 ekspresyon orani ile 2.
Ornegi (remisyon) arasindaki artis istatistiksel olarak anlamli idi (P=0,041) ancak
BIRCS5, VEGFA, KDR ve WTI1 gen ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir fark tespit
edilmedi (tablo 4.10).

Tablo 4.10. ALL hastalari PK Orneklerinde WT1, NRP1, BIRC5, VEGFA ve KDR Gen Ekspresyonlar1

Hasta Ornek
protokol alinma Wt1/ Abl | BIRC5/Abl | VEGFA/ Abl | KDR/ Abl | NRP1/ Abl

no Zamani

TANI 0,091 2,091 1,091 0,091 0,000

34 3 0,071 1,786 0,429 0,000 0,071

4 0,000 4,067 2,667 0,000 0,000

TANI 0,231 4,000 0,308 0,077 0,000

2 0,167 8,542 1,500 0,042 0,000

% 3 0,100 5,000 2,600 0,000 0,000

4 0,091 2,682 2,773 0,000 0,045

TANI 0,091 0,667 0,000 0,000 0,000

2 0,005 5,476 0,762 0,014 0,010

39 3 0,000 1,957 3,174 0,087 0,087

4 0,006 1,361 1,207 0,065 0,000

5 0,018 1,274 0,139 0,000 0,000

TANI 0,077 1,615 2,846 0,000 0,000

2 0,000 0,750 0,109 0,102 0,008

. 3 0,031 0,281 1,875 0,047 0,016

4 0,000 2,149 0,970 0,030 0,000
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Tablo 4.10. ALL hastalar1 PK Orneklerinde WT1, NRP1, BIRCS5, VEGFA ve KDR Gen Ekspresyonlari
(devam)

Hasta Ornek
protokol alinma Wtl1/ Abl | BIRC5/ Abl | VEGFA/ Abl | KDR/ Abl | NRP1/ Abl

no zamani
TANI 0,040 1,415 0,037 0,132 0,000
2 0,032 2,013 0,857 0,045 0,006
? 3 0,063 1,125 0,078 0,297 0,016
4 0,024 0,438 0,025 0,109 0,000
2 0,071 1,286 0,643 0,000 0,000
3 0,091 0,740 1,143 0,039 0,000
44 4 0,053 1,737 16,947 0,000 0,000
5 0,143 0,964 1,750 0,000 0,000
TANI 0,000 1,000 0,333 0,000 0,000
2 0,071 2,857 1,143 0,000 0,000
> 3 0,227 0,000 1,455 0,045 0,000
4 0,094 1,188 0,188 0,031 0,000
TANI 0,009 3,514 0,050 0,005 0,000
2 0,045 13,764 2,607 0,107 0,008
* 3 0,041 1,757 0,595 0,014 0,014
4 0,026 3,281 0,772 0,061 0,009
TANI 0,078 1,656 0,078 0,078 0,000
> 2 0,000 1,560 0,028 0,009 0,000
TANI 0,006 3,664 0,114 0,003 0,000
59 2 0,015 2,269 0,121 0,020 0,000
3 0,016 1,752 0,076 0,043 0,000

4.12NUKS EDEN HASTALARIN WTI1, BIRC5, VEGFA, KDR, NRP GEN
EKSPRESYON BULGULARI

Calismamiza alinan 6 AML ve 3 ALL hastasi niiks etti, 1 ALL hastast remisyona

giremedi.
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4.13.AML VE ALL HASTALARINDA WT1, BIRC5, VEGFA, KDR, NRP GEN
EKSPRESYONU CUT OFF DEGERLERI VE ROC EGRILERI

Tablo 4.11. Niiks eden hastalarin WT1, BIRCS5, VEGFA, KDR, NRP Gen Ekspresyonlari

Hasta Niiks Ornek BIRCS5/ VEGFA/ KDR/ | NRP1/
no Tam | ovihi | zamam | WH/ADPL LT Abl Abl | Abl
TANI 0,143 14,000 0,429 0,000 | 0,000
3 AML | 1.10.09 2 0,095 0,643 0,310 0,071 | 0,071
3(21.05.09) | 0,429 0,714 0,357 0,214 | 0,000
ALL TANI 0,006 0,723 0,025 0,000 | 0,088

9 . 4.09.09
T(9:22)+ 2 (4.08.09) 0,500 72,500 9,00 0,000 1,00
TANI 0,367 1,472 0,222 0,006 | 0,939
2 (4.08.09) 0,465 1,181 0,590 0,417 | 0,007

30 AML 5 4 09.09
iNV 164 | 2409 3 0,038 0,577 1,231 0,038 | 0,046
4 0,008 0,096 0,040 0,016 | 0,000
5 0,133 1,778 2,222 0,133 | 0,044
TANI 0,488 5,244 0,616 0,070 | 0,023
16 AML | 60110 | 2(8.01.10) 0,259 1,296 4,185 0,185 | 0,148
3(20.01.10) | 2,296 12,185 1,000 0,111 | 0,111
4 1,000 6,300 0,900 0,800 | 0,100
TANI 0,052 7,414 0,276 0,000 | 0,086
46 AML | 21.10.09 2 0,014 5,957 0,357 0,014 | 0,043
3(21.05.10) | 0,050 2,482 0,305 0,007 | 0,078
4(27.10.09) | 0,000 22,000 0,000 0,000 | 0,000
TANI 0,051 4,324 0,257 0,051 | 0,029
58 AML | 5.08.09 | 2 (20.07.09) 0,044 4,803 0,943 0,039 | 0,004
3 0,008 1,481 1,570 0,005 | 0,076
TANI 0,003 0,042 0,104 0,014 | 0,000
61 AML | 28.10.08 | 2 (18.10.08) 0,042 0,042 0,167 0,042 | 0,000
3 0,024 0,108 0,568 0,097 | 0,000
TANI 0,091 0,667 0,000 0,000 | 0,000
2 0,005 5,476 0,762 0,014 | 0,010
39 ALL | 28.07.09 | 3 (10.06.09) | 0,000 1,957 3,174 0,087 | 0,087
4 0,006 1,361 1,207 0,065 | 0,000
5 0,018 1,274 0,139 0,000 | 0,000
TANI 0,077 1,615 2,846 0,000 | 0,000
0 A}L 18.02.09 2 0,000 0,750 0,109 0,102 | 0,008
T(9:22)+ 3(07.01.09) | 0,031 0,281 1,875 0,047 | 0016
4 0,000 2,149 0,970 0,030 | 0,000
, TANI 0,006 3,664 0,114 0,003 | 0,000

59 ALL Hi¢ rem.
T9:22)+ | girmedi 2 0,015 2,269 0,121 0,020 | 0,000
3 0,016 1,752 0,076 0,043 | 0,000
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Her bir gen ekspresyonu i¢in cut off degerleri receiver-operating characteristic curve

analiz (ROC egrisi) ile belirlendi. Cut-off” nokta degerleri, spesifisite ve sensitivite

yiizdeleri, pozitif ve negatif likelihood oranlar1 (LR), %95 giiven araliklar1 (confidence

interval = CI) ve pozitif ve negatif prediktif degerleri hesaplandi.
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Sekil 4.13. AML hastalar1 kemik iligi 6rneklerinde WT1 ve BIRCSekspresyonu ROC egrisi.
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Sekil 4.14. AML hastalari periferik kan orneklerindeWT1 ekspresyonu ROC egrisi.
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Sekil 4.15. ALL hastalar periferik kan 6rneklerinde WT1 ,BIRCS, KDR ve NRP1 ekspresyonu ROC

egrisi.
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Tablo 4.12. Calismaya alinan hastalarin bilgileri

HASTA ORNEK Sitogenetik/ Rel S
NE] . elaps on .
NO Tam | “pggyg | FISHRT | Niks g o0 | durum | Tedavi
PCR
1 AML Ki 46 XY Sag | Kemoterapi
g (KT)
2 AML Ki 46 XX Olia
3 AML Ki 46 XX + 70 Olia
4 AML Ki 46 XX Sag AKIT
5 AML Ki 46 XY Olii
6 AML Ki 46 XX Sag KT
7 AML Ki 46 XY + 90 Olii AKIT
; - relaps
8 AML Ki Olia refrakter
10 AML Ki 46 XX Olii
11 AML Ki t(15;17) Sag KT
. 46 XY der (6) .
14 AML Ki Sag AKIT
del (6) (p21)
15 AML Ki 46 XY Sag AKIT
. 45, XY, -7 ) .
16 AML KI (monozomi + 90 Oli AKIT
7)
, 47, XY, +4 )
18 AML Ki o Sag AKIT
(Trizomi 4)
; . - relaps
9 ALL Ki t(9;22) + 45 Olia refrakter
12 ALL Ki 46 XY Sag AKIT
13 ALL Ki 46 XX Olii
17 ALL Ki Sag AKIT
30 AML PK inv16 + %3 Sag AKIT
MRH+ &
31 AML PK Sag AKIT
32 AML PK t(8;21) Sag AKIT
33 AML PK Sag AKIT
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Tablo 4.12. Calismaya alinan hastalarin bilgileri (devami)

HASTA ORNEK Sitogenetik/ .. Relaps Son .

NO Tam | “ygrg | FISHRT | Niks | poi'e | qurum | 1edavi
PCR

36 AML PK + 8 Sag AKIT
40 AML PK Sag AKIT
41 AML PK Sag KT
45 AML PK Olii
46 AML PK + 34 Sag KT
48 AML PK Sag KT
50 AML PK Sag AKIT
56 AML PK Sag KT
58 AML PK + ? Olii
60 AML PK Sag KT
61 AML PK + 70 Olii
34 ALL PK 1(9;22) Sag AKIT
38 ALL PK Sag AKIT
39 ALL PK Olii AKIT
42 ALL PK 1(9;22) + 50 Sag AKIT
43 ALL PK 1(9;22) Sag AKIT
44 ALL PK Sag AKIT
52 ALL PK Sag AKIT
55 ALL PK Sag KT
57 ALL PK Olii AKIT
50 | B-ALL PK 1(9:22) TR 30 Sag KT

girmedi




5. TARTISMA VE SONUC

Akut losemiler tiim kanserlerin yaklasik  %3’iini olusturur. ABD’de kanserden
Oliimlerin %1.2’si akut 16semi sebebiyle olmaktadir. AML eriskinlerde, ALL ise daha
cok cocuklarda goriilmektedir. Akut 16semi ¢ok hizli ilerler ve tedavi edilmezse kisa

stirede Oliimle sonuglanir (33).

AML ve ALL hastalarinda bir seri tedavi sonrasi tam remisyon goriilse de hastaligin
niiks etme riski vardir. Niiks riski hastalarin az bir kismida klinik ya da biyolojik
ozellikleri gostermeleriyle tahmin edilebilirken biiyiik cogunlugunda risk belirtisi icin

bir markir yoktur (41).

Hematolojik malignitelerde RT-PCR fiizyon gen transcriptleri, mutasyon spesifik
primerlerle gen mutasyonlarinin tespiti icin kullanilan hassas bir yontemdir. Fiizyon gen
ya da mutasyonlar hastaligin tan1 ve tedavisi kadar residiiel l6seminin tesiti i¢cin de
kullanir. Ancak AML ve ALL hastalarinin cogunda bu tiir bir molekiiler markir mevcut
degildir. Bu nedenle son yillarda anormal eksprese edilen genlerin tespiti ile MRH
takibi onem kazanmustir. Ozellikle spesifik bir markir1 olmayan vakalarda AML’de

yiiksek oranda exprese edilen genler MRH hedefleri olarak ele alinabilir.
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Bu calismamizda AML ve ALL hastalarinda WT1, VEGF, VEGFR2, NRP ve survivin
gen ekspresyonlarmmn MRH takibinde kullanilabilir bir markir olup olamayacagi

arastirildi.

Akut 16semilerde MRH caligsmalari i¢cin gosterilen ilk overekspresyon markirt WT1 dir.
Inoue K ve arkadaslar1 K.T. ile tedavi edilen 27 AML, 2 ALL, 2 AMLL (acute mixed
lineage leukemia), AKIT yapilan 13 AML, 5 ALL, 5 KML hastasinda revers
transkriptaz PZR ile KI ve PK orneklerinde WT1 ekspresyonunu takip etmislerdir ve
PK’nin MRH bulmada daha iistiin oldugunu ileri siirmiislerdir. KI ve PK’da WT1
ekspresyon seviyesi monitorizasyonunun bireysel tedavinin etkinliginin hizh
degerlendirilmesi ve tiimor spesifik DNA markirlarinin varligi ya da yoklugunda tiim
losemi hastalar1 icin erken donemde klinik relapsin tanisi icin kullanilabilecegini ileri

stirmiiglerdir (71).

Qstergaart M ve ark (104) ve Wolfgang ve arkadaslar1 (105) yeni tan1t AML hastalarinin
PK ve Ki orneklerinde WT1 ekspresyonu calismislar ve WT1 agir1 ekspresyonuu
gostermislerdir. Kemoterapi sonrasi hastalarda WT1 ekspresyonunda azalma tespit
edilmistir. Artmig WT1 ekspresyonu ve niiks arasinda yakin bir iliski gozlenmistir.
WT1 ekspresyon seviyelerinin Ozellikle fiizyon transkripti negatif hastalarda MRH

bulmada bir arag olabilecegini ileri stirmiislerdir (104,105)

Weisser M ve ark AML hastalarindan tan1 aninda alinan 6rneklerde WT1 ekspresyonu
calisgmis ve prognozla iliskilendirmislerdir. Kantitatif WT1 seviyeleri vakalarin %83-96
sinda ikinci bir markir veya hasta klinigi ile iliskili bulunmustur. Yiiksek WTI1
ekspresyonunu daha kisa sagkalim ve hastaliksiz yasam ile iliskili oldugunu tespit

etmislerdir (26).

Nowakowska-Kopera ve arkadaslart WT1 ekspresyonunu MRD markir1 olarak
degerlendirmiglerdir. WT1 ekspresyonundaki artisin hematolojik relapst 4 ay
oncesinden haber verdigini (ortalama siire 129 giin; range 6-298) ileri siirmiislerdir

(106).

Calismamizdaki AML hastalarmin tan1 aninda alinan PK  Orneklerinde WTI1
ekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli sekilde yiiksekti. Ayni zamanda AML
hastalarmm Ki 6rneklerinde de WT1 ekspresyonunun hem AML hastalarmin PK
orneklerine hem de kontrol grubuna gore yiiksek oldugu tespit edildi. AML hastalarinin
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tedavi sonrasi alinan Ki 6rneklerinde tan1 am orneklerine gore WT1 ekspresyonunda

istatistiksel olarak anlaml bir azalma gézlendi.

Calismamiza alinan 28 AML hastasindan 6’s1 niiks etti (tablo 4.11). Niiks olan (flow
sitometri sonucuna gore) 6 AML hastasinin 1’inden Ki, 5’inden PK 6rnegi toplanmig
olup hem Ki, hem PK’da niiks 6ncesi WT1 ekspresyon oraninda artis tespit edildi. Niiks
oncesi hastalarin PK 6rneklerinde WT1 ekspresyonunda ortalama 37,4 giin 6ncesi WT1
ekspresyonunda artis oldugu tespit edildi (2-150 giin aras1). Bulgularimiz bu yoniiyle
Qstergaart M ve ark (104), Nowakowska-Kopera (106) ve Weisser M ve ark (26) nin
calismalar1 ile uyumlu olup AML hastalarmin KI 6rneklerinden WT1 gen
ekspresyonunun MRH takibi i¢in kullanilabilecek iyi bir markir oldugunu

desteklemektedir.

MRH takibinde giincel bilgiler Ki kullaniminin PK’a gore daha iyi oldugu yoniindedir.
Ancak Ki’nin periferik kandan biraz daha hassas oldugunu gosteren calismalar olsa da
son donemde karsilastirilabilir calismalar PK’nin PML-RARAda en az Ki kadar hassas

oldugunu gosteren umut verici caligmalar da vardir.

Calismamizda AML ve ALL hastalarinin bir grubundan Ki, baska bir grubtan ise PK
ornegi toplanmistir. Amacimiz WT1 ekspresyonunun MRH takibinde PK’dan caligilip
calisgilamayacagi sorusuna yanit aramak ve PK kullanimini destekleyici veriler elde

etmektir.

PK dan MRH takibinde WT1 ekspresyonu kullanimu ile ilgili literatiirde ¢ok az ¢aligma
mevcuttur. Inoue K ve ark (71) ve Sakamoto Y ve ark. (48) min yaptig1 cahsmalarda
WT1 ekspresyonunun MRH takibinde PK’dan c¢alisilabilecegi one siirmiislerdir.
Calismamiz sonunda elde edilen veriler inoue K ve Sakamoto Y ve arkadaslarinin
bulgularmi desteklemekte ve PK’dan MRH takibinde WT1 ekspresyonunun PK'dan

caligilabilecegi yoniindedir.

Diger taraftan literatiirde WT1 ekspresyonunun spesifik bir molekiiler markir1 olmayan
hastalarda 6zellikle MRH takibinde kullanilabilirligi yoniinde caligmalar da mevcuttur
(105,107). Caligmamizda niiks eden 1 hastada ayni zamanda inv16 pozitifligi mevcuttu
(tablo 4.11). Bu hastada niiks 6ncesi WT1 ekspresyonunda artis oldugu gosterildi. Bu
nedenle WT1 ekspresyonunun baska molekiiller markiri olan hastalarda da
kullanilabilecegi kanisindayiz. Bu yoniiyle calismamiz Ogawa H ve ark (108) ve inoue

K ve arkadaglarinin (71) calismasi ile uyumlu iken WT1’in sadece molekiiler markiri
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olmayan hastalarda kullanilabilecegini ileri siiren Wolfgang K ve arkadaslar1 ve

Qstergaart M ve arkadaslarinin ¢aligmalar ile paralellik gostermemektedir.

Literatiirde eriskin ALL hastalarinda tan1 an1 6rneklerinde WT1 ekspresyonu ile ilgili az

sayida yaym mevcuttur.

Busse A ve arkadaslar1 238 erigkin ALL hastanin 219°’unda WT1 ekspresyonu
bulmuslardir. AML hastalar ile karsilastirdiklarinda ALL’nin ¢esitli alt tiplerinde WT1
ekspresyonunu daha diisiik oldugu gostermislerdir. Cox regression analizi hastaliksiz ya
da tam sag kalim ile WT1 ekspresyonun prognostik rolii arasinda baglanti1 olmadigini

ileri stirmiistiir (109).

Lim CK ve ark. 3 erigkin ALL, 15 AML hastasinin tan1 am1 PK 6rneklerinde RT-PCR ve
nested PZR ile WT1 gen ekspresyonu calismiglar ve kontrol grubuna gore tiim

hastalarda WT1 ekspresyonunu yiiksek bulmuslardir (110).

Bizim calismamizda Busse A, ve Lim CK’nin caligmalari ile uyumlu veriler elde
edilmistir. Calismamiza alman 10 ALL hastasinin tam1 an1 PK orneklerinde WT1
ekspresyonunun varligi belirledik.  Ancak kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir faklilik gézlenmemistir. Bunun nedenin hasta sayimizin

az olmasindan kaynakli olduguna inaniyoruz.

Calismamizda KI 6rnegi alinan, t(9;22) pozitifligi olan 1 eriskin ALL hastas1 (protokol
no 9) niiks etmistir. Bu hastada niiks oncesi (30 giin) alinan 6rnekte tani anina gore
yiiksek WT1 gen ekspresyonu gosterilmistir (tani:0,006, niiksten 30 giin once 0,5). Yine
niikks eden, (9;22) pozitifligi olan ve PK oOrneginden takip edilen 1 eriskin ALL
hastasinda (protokol no 42) niiksten 41 giin 6nce alinan 6rnekte WT1 ekspresyonunda
artig izlenmistir. Bu veriler t(9;22) pozitifligi olan erigkin ALL hastalarinda WTI1
ekspresyonunun MRH takibinde hem PK hem Ki o6rneklerinin kullanilabilecegi
yoniinde destek vermektedir (tablo 4.11).

Spesifik molekiiler markir1 olmayan ve hi¢ remisyona girmeyen bir ALL hastasinda
(protokol no 59) WT1 seviyesi sabit kalmistir. Bu nedenle biz WT1 ekspresyonunun
t(9;22) pozitifligi olan eriskin ALL hastalarinda MRH takibinde t(9;22) ile birlikte
kullanilabilecegi diisiincesindeyiz (tablo 4.11).
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Calismamiz eriskin ALL hastalarinda WT1 ekspresyonunun kullanimimi gdstermesine
ragmen literatiirde bu verimizi destekleyecek calismaya rastlanmamistir. Bunun nedeni

WT1 ekspresyonunun daha ¢ok cocuk ALL hastalarinda yapilmis olmasi olabilir.

Elmagacli AH ve ark. PK kok hiicre nakli veya allojenik kok hiicre nakli (AKIT)
yapilan akut 16semili hastalarda MRD markir1 olarak WT1’in roliinii ¢alismislardir.
WT1 transkriptlerinin bulunmas1 PK kok hiicre nakli veya allojenik kok hiicre nakli
yapilan hastalarda losemik relapsin tahmin edilmesinde ve MRH takibinde giivenilir ve

uygun bir markir olamayacagini ileri stirmiislerdir (111).

Calismamizda spesifik bir molekiiler markir1 olmayan ve AKIT yapilan 1 ALL
hastasinda (protokol no 39) nakil sonras1 hematolojik niiks goriilmiis, ancak niiksten 48
giin once alinan ornekte WT1 ekspresyonuna rastlanmamistir (tablo 4.11). Elmaagaclh
AH ve arkadaslar1 yaptig1 calismada akut losemilerde WT1 ekspresyonunun AKIT
yapilan hastalarda MRH tespitinde kullanilamayacagini ileri siirmiislerdir. Bizim
bulgumuzda Elmaagach ve arkadaslarinin caligmasi ile uyumludur. Ancak Ogawa H ve
ark, Jin S ve ark, Candoni A ve ark, Gu WY ve arkadaslar1 AKIT sonras1t WT1’in
kullanilabilecegini gostermistir. Bizim bulgularimiz aksini gostermektedir. Bunun

sebebi bizim AKIT sonrasi niiks olan sadece 1 hastamizin olmasi olabilir (112,113).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) kan damarlarinin (anjiyogenez) ve kan
hiicrelerinin (hematopoez) olusumunu saglayan bir biiylime faktoriidiir. Bu gorevlerini
VEGFR-1 ve VEGFR-2 olmak iizere 2 adet transmembran tirozin kinaz reseptorlerine
baglanarak yerine getirir. Solid tiimorlerde VEGF gibi anjiogenik faktorlerin onemi
acikca ortaya konmustur. Son yillarda anjiogenezisin AML, ALL ve KML gibi
hematolojik malignitelerde de rolii oldugu konusunda ¢caligmalar yapilmistir. Literatiirde
ozellikle VEGFA ve VEGFR2 (KDR, Flk1)’in akut losemilerde kontrol grubuna gore
yilksek eksprese edildigini ile ilgili calisma smirli sayidadir ve anjiogenezisin

hematolojik malignitelerdeki rolii hala tam olarak aydinlatilamamistir (114).

Calismamindaki 42 hastanin tani an1 6rneklerinin 39’unda VEGF ekspre edilmekte idi
(%92.85). Hem ALL hem AML hastalarmin Ki, PK ornekleri ve kontrol grubu
orneklerinde VEGF ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi.
Bunun nedeninin hastalarm 16semi alt tiplerindeki farkliliklar ve hasta sayisindaki

yetersizlikten kaynaklandig1 kanisindayiz. Ancak AML hastalarinin Ki 6rneklerinde
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ortalama VEGF gen ekspresyonu (1,38) AML hastalarinin PK (0,83), ALL hastalarinin
hem PK (0,63) hem KI (0,70) ve kontrol grubuna (0,69) gore yiiksekti.

Padro T ve ark. AML hastalarinda immiinohistokimyasal boyama ile VEGF ve
VEGFR2’nin yiiksek ekspresyonunu gostermislerdir. VEGFR2’nin ekspresyonunu

indiiksiyon KT sonrast TR’u basaran hastalarda azaldigini tespit etmislerdir (115).

Wang Y ve ark. 31 AML hastasiin KI mononiiklear hiicrelerinde 21 (65.6%), 1 (3.1%)
ve 17 (53.1%) hastada VEGF, KDR ve Flt1 ekspresyonunu tespit etmislerdir (116).

Xu D ve ark. AML hastalarinin Ki 6rneklerinde revers transkriptaz PCR ile VEGF
ekspresyonu ¢alismislardir. AML hastalarindan alman Ki 6rneklerinde (82%) , OKIT
yapilan hastalar (41.67%) ve normal KI o6rneklerine (30.76%) gore VEGF mRNA

ekspresyon oraninin daha yiiksek oldugunu tespit etmiglerdir (117).

Ye XJ ve Lin MF akut 16semili, tedavi almamis yeni tan1 hastalarin 6rneklerinde (0.86)
ve niiks olan hastalarda (1.02) VEGF ekspresyonunu normal kontrol grubu (0.39) ve
remisyon orneklerine (0.41) gore yiiksek bulmuslardir. Ayrica yeni tant AML (1.03)
hastalarinda VEGF ekspresyonunu ALL (0.61) hastalarina gore yiiksek bulmuslardir (P
< 0.05). AML hastalarinda VEGF sekresyonu ve mRNA ekspresyonu ALL
hiicrelerindekinden daha yiiksek bulunmustur (118).

Bu calisma da ayn1 zamanda Ye XJ ve Lin MF, Padro T, Wang C’nin yapmis oldugu
caligmalarda akut 16semi hastalarinin yeni tani konmus, remisyona girmis ve niiks
olmus hastalar arasinda gerek immiinohistokimyasal olarak mikrodamar sayisi
degisiklikleri, gerekse kantitatif RT-PZR ile VEGF gen ekspresyonundaki
farkliliklardan yola ¢ikarak VEGF geninin MRH takibinde kullanilabilir bir markir olup
olamayacagr konusunu da arastirdik. Literatirde VEGF’in MRH takibinde
kullanilabilirligi ile ilgili yayin mevcut degildi. Yeni bir MRH markir1 olarak VEGF
ekspresyonunun residiiel hastalik takibinde de yararh olabilecegini, ayrica elde edilecek
verilerin olumlu olmasi halinde c¢alismamizin antilosemik ve antianjiogenik tedavi

yaklasimlarina katki saglayacagi diistiniildii.

Calisma grubunda niiks olan AML hastalarinin takip 6rneklerine baktigimizda VEGF
gen ekspresyonunda niiks zamani artis yada azalma gdzlenmemistir. Aksine niiks olan 3
ALL hastasinda (protokol no 9, 39, 42) yaklasik 40 giin 6ncesi alinan 6rneklerde VEGF
ekspresyonunda belirgin artig izlenmistir (tablo 4.11). Bu hastalardan 2’si t (9,22)
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pozitifligi olan, digeri ise spesifik molekiiler markir1 olmayan hastalardi. Hi¢ remisyona
girmeyen diger ALL hastas1 (protokol no 59)’nin 6rneklerinde degisiklik izlenmedi. Bu
verilerden yola cikarak biz eriskin ALL hastalarinda baska molekiiler markirlarin varhigi
ya da yoklugunda, VEGF ekspresyonunun niiksiin erken tanisinda kullanilabilir bir

markir olabilecegini sonucuna vardik.

Niiks eden bir ALL hastasinda (protokol no 39) niiksten 48 giin 6ncesi alinan ornekte
WTT1 ekspresyonunda artis izlenmezken VEGF geni ayn1 6rnekte tani an1 ve remisyon
orneklerine gore yiiksekti (tablo 4.11). Bu nedenle 6zellikle bu hastada VEGF geni

ekspresyonunun niiks markir1 olarak kullanilabilecegi kanisindayiz.

Calismamiz, niiks goriilen hastalarda VEGF ekspresyonun yiiksek oldugunu agikca
gostermistir ve bu acidan Wang Y ve Ye XJ ile arkadaslarinin bulgular1 ile
ortiismektedir. Wang Y’nin yaptig1 calismada AML hastalarinin %56.1’inde VEGF
ekspresyonu tespit etmistir. Bizim calismamizda AML hastalarnda VEGF ekspresyonu
27 hastanin 26’sinda gosterilmistir (%96.4). Ayrica Ye XJ ve Lin MF nin yapmis
oldugu ¢alisgmada AML hastalarinda ALL hastalarina gore VEGF ekspresyonunun fazla
oldugu ifade edilmistir. Bizim bulgularimiz AML ve ALL hastalar1t VEGF ekspresyonu

arasinda farklilik olmadig1 yoniindedir.

ALL hastalarmin VEGF ekspresyon oranlarina baktigimizda t(9;22) pozitifligi olan
hastalarda (1,227) spesifik molekiiler markir1 olmayan ALL hastalarina (0,23) gore
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Hiramatsu A ve ark (2006) AML hiicrelerinde VEGF ve
reseptOrlerinin hastaliga spesifik markirlarin varliginda farkli oranlarda eksprese
edildigini bulmuslardir (119). Bizim verilerimize gore de VEGF, t(9;22) pozitifligi olan
eriskin ALL hastalarinda daha ¢ok eksprese edilmektedir.

KDR gen ekspresyonun da calismaya alinan 42 akut 16semili hastanin tani ani
orneklerinin 30’unda KDR ekspresyonu gosterildi (%71.4). AML hastalarinda ise 28
hastanin 21’inde eksprese edilmekte idi (%75). Bizim ¢alismamizda KDR ekspresyon
oran1 Wang Y ve arkadaslariin ¢aligmasina gore daha yiiksek bulunmustur( %49,5). Bu
ekspresyon fakliligi hastalarda AML ve ALL alt tiplerindeki farkliliktan kaynakli

olabilir.

Hem ALL hem AML hastalarinin Ki, PK 6rnekleri ve kontrol grubu érneklerinde KDR
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi. Bunun nedeninin

hastalarin 16semi alt tiplerindeki farkliliklardan ve hasta sayisindaki yetersizlikten
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kaynaklandig1 kamsindayiz. Ancak AML hastalarinim Ki 6rneklerinde ortalama KDR
gen ekspresyonu (0,17) AML hastalarinin PK (0,85), ALL hastalarmin hem PK (0,03)
hem Ki (0,031) 6rnekleri ve kontrol grubuna (0,09) gore yiiksek bulundu. Ancak niiks
eden hastalarin KDR ekspresyonunda niiks dncesi 0rneklerinde anlamli bir artis ya da

azalma tespit edilmedi.

KDR geni i¢cin ROC curve analiz ile bulunan cutt off degeri (0.091, sensitivite %100)
ALL hastalarmin PK oOrnekleri ile normal bireylerin PK ornekleri arasinda KDR
ekspresyonundaki farklilig1 kesin bir sekilde gostermistir (sekil 19). Bu durumda KDR
gen ekspresyonun yeni tant ALL hastalarinda 0,091 den yiiksek olmasi, bizim
caligmamizda hastaligin varligini ortaya koyan bir markir olarak hizmet edebilecegi
sonucunu ortaya cikmaktadir. Bu verimizi destekleyecek ¢alismalarin ALL’nin tani ve

tedavisine katki saglayacagi kanisindayiz.

NRP’ler VEGF’iin koreseptorii olarak tanimlanmistir. NRP1 ve NRP2 olmak iizere 2
homologu vardir. VEGF reseptorii NRP1, angiogenez, vaskulogenez ve sinir sisteminin
gelisiminde rol oynamaktadir. NRP1’in tiimor kokenli hiicreler ve endotel hiicreleri de
dahil olmak {iizere ¢ok genis bir doku dagilimi mevcuttur. Losemini ilerlemesi ve
biiylimesinde NRP’nin rolii bilinmemektedir. Hematolojik malignitelerde NRP

ekspresyonu ve rolii ile ilgili az sayida calisma mevcuttur.

Lin Lu vu arkadaglar1t NRP1’in I6semik hiicrelerde expresyonunu ve etkisini ¢alismiglar
ve AML hastalarinda NRP1 mRNA expresyonunu varligimi gostermislerdir. Artmis
NRP-1 ekspresyonu AML hastalarinin kemik iliginde ve periferik kanindaki blast
yiizdesi ile direk iligkili bulunmustur. Bu bilgiler NRP1’in AML hastalarinda daha
yiiksek seviyede exprese edildigi ve NRP1’in VEGF’e cevapta 16semi hiicrelerinin
kemotaksisini ve proliferasyonunu arttirdigin1 gostermistir. NRP-1 fonksiyonlarinin
inhibisyonunun AML’nin tedavisinde yeni teropatik strateji saglayacagini ileri

stirmiiglerdir (90).

Vales A. ve arkadaglar1 RT-PCR ve immiinokimyasal yontemle NRP1 ve NRP2
mRNA‘sinin akut ve kronik losemilerde cogu hastada eksprese edildigini, l6semik

hiicrelerin hastaligin tipinden bagimsiz eksprese edildigini géstermislerdir (92).

Refrakter ve niiks etmis AML hastalarinda NRP1 in rolii ve antianjiogenik tedavideki
regiilasyon gorevi net degildir. Kreuter ve arkadaslar1 thalidomide ile tedavi edilen

AML hastalarinda NRP1 ekspreyonu arastirmislardir. Refraktor ve niiks etmis AML
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hastalarinda NRP1 ekspresyonun arttigin1 ve ayrica thalidomide iceren antilosemik

uygulamalarin NRP1 downregiilasyonunda etkili oldugunu ileri siirmiislerdir (120).

Calismamiza alinan 28 AML hastasinin 14’iinde (%50), 14 ALL hastasinin 4’iinde tan1
an1 Orneklerinde NRP1 ekspresyonu tespit edildi (%28.57). Bizim AML hastalarina
NRPI1 ekspresyonu oranimiz (%50) Lin Lu ve arkadaslarinin oranindan (%100) daha
azdi. Vales ve ark RT-PCR ve immiinokimyasal yontemle NRP-1 ve NRP-2
mRNA’sm1 cogu hastada 16semik hiicrelerin hastaligin tipinden bagimsiz eksprese
edildigini gostermislerdir. Bizim calismamizda oranlar1 farklilik gosterse de NRP1’in

lenfoblastik ve myeloblastik kaynakli 16semilerde eksprese edildigini tespit ettik.

ALL hastalarmin PK o6rneklerinde ortalama NRP1 gen ekspresyonu (0,0006) AML
hastalarmim PK (0,85) ve KI (0,317), ALL hastalarinin Ki (0,33) 6rnekleri ve kontrol
grubuna (0,024) gore oldukg¢a diisiik oldugu belirlendi.

NRP1 ekspresyonunda ALL hastalarinin PK 6rnekleri ile kontrol grubu ornekleri
arasindaki ekspresyon farkliligi istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,05). Ayrica ayni
hasta grubunun 2. orneklerinde (remisyon ornekleri) NRP1 ekspresyonundaki artis
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,0041). Kreuter ve arkadaslar1 thalidomid
tedavisi sonrast NRP1 ekspresyonunda azalma oldugunu gostermislerdir. Bizim
hastalarinizin tedavi sonrasi1 (KT) orneklerinde ise artis tespit edilmistir. Bu farkliligin

tedavi rejimindeki farkliliklardan kaynaklandigi diisiincesindeyiz.

Nrpl geni i¢cin ROC curve analiz ile bulunan cut off degeri (0.006, sensitivite % 100)
ALL hastalarinin PK 6rnekleri ile normal bireylerin PK 6rnekleri arasinda Nrpl geni
ekspresyonundaki farklilig1 kesin bir sekilde gostermistir (sekil 19). Bu durumda Nrpl
gen ekspresyonunun yeni tan1 ALL hastalarinda 0,006 dan yiiksek olmasi ¢alismamizda
hastaligin varligini1 ortaya koyan bir markir olarak hizmet edebilecegi sonucunu ortaya
cikmaktadir. Bu verimizi destekleyecek c¢aligmalalarin ALL’nin tanisinda ve

antianjiogenik tedavisi yaklagimlarinin gelismesne katki saglayacagi kanisindayiz.

Niikks eden AML ve ALL hastalarmm niiks Oncesi Orneklerinde NRP1 gen
ekspresyonunda artis ya da azalma goriilmedi. Bu nedenle NRP1’ geninin akut 16semili

hastalarda MRH takibinde kullanilabilir bir markir olamayacag1 sonucuna vardik.

Son yillardaki caligmalar AML’nin biyolojisinde apoptozis ve anjiogenezisin Onemini

gostermistir. VEGF spesifik bir endotelyal hiicre mitojeni olarak hizmet eden ve damar
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permeabilitesinin giiclii bir indiikleyicisi olarak anjiogeneziste rol alan Onemli bir
molekiildiir. VEGF antiapoptotik protein survivinin ekpresyonunu indiiklemektedir.
Survivin hem hiicre boliinmesinin kontrolii hem de apoptozisin inhibisyonunda gorevli
apoptozis inhibe edici protein ailesini (IAP) bir iiyesidir. Survivinin bifonksiyonel rolii
yiiziinden farkli tiimor tiplerinde tedaviye diren¢ ve kanser ilerlemeside merkezi rol
oynadig ileri siiriilmiistiir. Survivin, baculoviral inhibitor of apoptosis repeat-containing
5 olarakta adlandirilan geni BIRCS geni tarafindan sentezlenen bir proteindir. Survivin
proteini programlanmis hiicre 6liimii ve apoptozisin negatif diizenlenmesinde rol oynar.
Son yillarda yapilan ¢alismalar survivinin asir1 ekpresyonunun kotii prognoz ile iligkili
oldugunu ve multiple kemoterapotik ilaglar i¢in tiimor direncine neden olabilecegi

gostermistir (121).

Avgitidou A ve arkadaslar1 5 yildan daha uzun donem tam remisyonda olan 16 AML
hastalarinin ve ayni yasta normal bireyin kemik iligi 6rneklerinde VEGF ve Survivin
mRNA expresyonunu calismiglardir. Arastirmacilar anjiogenesis ve apopitoz arasinda

korelasyon oldugunu gostermislerdir (122).

Paydas S ve ark. iki antiapoptotik protein olan survivin ve avenin akut losemilerde
klinik ve hematolojik bulgulari ile tedaviye yanit arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Her
iki gen ekspresyonunu hasta grubunda kontrol grubuna gore yiiksek bulmuslardir.
Ayrica klinik ve hematolojik parametrelerle survivin ve aven ekspresyonu
karsilagtirildiginda CD7 ve CD34 ekspresyonu arasinda onemli iligki oldugunu, bu

yiizden kotii prognostik gosterge oldugunu savunmuslardir (123).

Oto OA ve ark. 34 ALL ve 40 AML hastasinda RT-PZR ile EPR-1 ve survivin
ekspresyonu c¢alismislardir. Survivin ekspresyonu tiim vakalarda %83 oraninda
bulunmustur. Survivin ALL’de %90, AML’de %76.5 oraninda tespit etmislerdir. Sonug
olarak survivinin akut l6semide, Ozellikle AML’de kotii prognostik faktor oldugunu

gostermislerdir (124).

Bizim calismamizda akut 16semili 42 hastada (28 AML, 14 ALL) survivin ekspresyonu
RT-PZR ile calisilmis ve hastalarin tan1 an1 6rneklerinin hepsinde ve kontrol grubundaki
tiim Orneklerde survivin ekspresyonunun varligi gosterilmistir (% 100). Shinozawa 1 ve
ark (2000) nothern blott teknigi ile ¢alismislar ve survivin ekspresyonun oranini hem

normal PK 6rneklerinde hem ALL hastalarinda bizden diisiik bulmuslardir (125).
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Bunun muhtemel nedeninin kullanilan metodun duyarliligindan kaynaklandig1 ve RT-
PCR’1n survivin ekspresyon analizinde daha 1yi bir teknik oldugu kanisindayiz. Zaten
bircok caligmada hematolojik malgnitelerde gen ekspresyonu calisilmasinda RT-PCR
yonteminin duyarli bir yontem oldugu gosterilmistir. Adida C ve arkadaslar1 (126) da
immunohistokimyasal olarak AML hastalarinda survivin ekspresyonunu tespit
etmislerdir (%60). Biz Adida C ve arkadaslarindan farkli olarak survivin ekspresyon
oranin1 AML hastalarinin hem PK hem Ki 6rneklerinde %100 bulduk. Bu farklilik
muhtemelen kullanilan metoddan kaynaklanmaktadir. Diger taraftan Oto OA ve ark
(2007) da RT-PZR yontemi ile akut 16semi hasta grubunda (ALL, AML) survivin

ekspresyonunu bizden daha diisiik oranda bulmuslardir.

Calismamizda AML hastalarinin Ki 6rnekleri survivin ekspresyonu kontrol grubu PK
orneklerindekinden anlamli sekilde yiiksek bulunmustur ( P<0,05). Ayn1 zamanda hem
AML hastalarinin, hem ALL hastalarinin tan1 ami PK Orneklerinde survivin
ekspresyonundaki artig, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(P<0,05). Sonuglarimiz bu yoniiyle Paydas S ve arkadaslarinin bulgular1 ile uyumludur.
Ancak ALL ve AML hastalarmin gerek PK, gerekse KI ornekleri arasinda survivin
ekspresyonunda anlamli bir farklilik gozlenmedi. Ayrica hastalarin tani ani ve
remisyon Ornekleri arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Bunun
nedeninin hasta sayisinin az olmasi olabilecegi gibi hastalarda 16semi alt tipindeki

cesitlilikten kaynakli olabilecegi diisiincesindeyiz.

Niikks eden AML ve ALL hastalarinin niiks Oncesi Orneklerinde survivin gen
ekspresyonunda artis ya da azalma goriilmedi. Bu sonu¢ bizi survivin geninin akut
losemili hastalarda MRH takibinde kullanilabilir bir markir olamayacagi diisiincense
yonlendirdi. Avgitidou A ve ark. survivin geninin MRH takibinde kullanilabilecegi
konusunda ¢alismalar yapilmasinin faydali olacagini belirtmiglerdir. Bizim yaptigimiz
caligma bu konuda bir ilk olmustur. Ancak sonugta survivin geninin MRH takibinde

kullanilabilir bir makir olamayacag1 sonucu agirlik kazanmaktadir.

Survivin geni icin ROC curve analiz ile bulunan cut off degeri (0.765, sensitivite %90)
ALL hastalarinin PK 6rnekleri ile normal bireylerin PK 6rnekleri arasinda survivin geni
ekspresyonundaki farkliligi da kesin bir sekilde gostermistir (sekil 19). Bu durumda
survivin genide WT1, KDR ve Nrpl geni gibi yeni tan1 ALL hastalarmnda hastaligin

varligim ortaya koyan bir markir olarak kullanilabilecegi goriilmektedir.
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Arastirmamizda cesitli yaymlarda MRH takibinde kullanilabilecegi ileri siiriilen WT1
gen ekspresyonunun NRPI, BIRCS5, VEGFA ve KDR ekspresyonlar1 ile
uyumlulugunun tespiti i¢in korelasyon analizi yapilmis ve her grupta WT1’e gore diger

gen ekspresyonlarindaki artig ve azalmalar karsilastirilmistir.

Kontrol grubunda WT1 gen ekspresyonunda BIRCS ile orta, KDR ile gii¢lii bir
korelasyon bulunurken; VEGFA ve NRPI ile orta derecede negatif korelasyon gozlendi.
ALL hastalarmin Ki 6rnekleri NRP1, BIRC5, VEGFA ve KDR ekspresyonlarinin WT1
ile korelasyonuna baktigimizda BIRCS (0,533) ve KDR (0,411) ile orta derecede bir
korelasyon (dogru orant1) gozlendi. Yani hastalarda WT1 ekspresyonu ile birlikte
BIRCS5 ve KDR gen ekspresyonlart da artti. ALL hastalarinin PK 6rneklerinin WT1

ekspresyonlarmin ile NRP1 ekspresyonu arasinda zayif bir korelasyon gozlendi.

AML hastalarmm KI 6rnekleri NRP1, BIRCS5, VEGFA ve KDR ekspresyonlarinin WT1
ile korelasyonuna baktigimizda VEGFA ile iyi derecede (0,65) bir korelasyon gozlendi.
AML hastalarmin PK ornekleri NRP1, BIRC5, VEGFA ve KDR ekspresyonlarinin
WTT1 ile korelasyonuna baktigimizda BIRCS (0,533) ile orta derecede bir korelasyon,
NRPI1 ile negatif yonde zayif bir korelasyon (-0,234) gozlendi.

Arastirmamiz sonucunda WT1, VEGFA, KDR, NRPI1 ve survivin genlerinin AML ve
ALL hastalarindaki ekspresyonlarin belirlendi. WT1 geninin akut l6semilerde MRH
takibide kullanilabilir bir markir oldugu tespit edildi. Ayn1 zamanda VEGFA genin de
ozellikle ALL hastalarinda MRH takibinde kullanilabilecegi gosterildi.

Bu konuda yapilacak baska calismalarin VEGF ve reseptorleri ile Survivinin
hematolojik malignitelerin patofizyolojisindeki ve AML progresyonundaki roliinii
anlamaya katk1 saglayacagina inaniyoruz. VEGF’iin minimal rezidiiel hastalik (MRH)
gostergesi olarak kabul edilebilmesi ic¢in calismamizi destekleyecek daha fazla

caligmaya ihtiya¢ oldugu kanisindayiz.
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