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COCUK AKUT LOSEMI HASTALARINDA PANEL HALINDE MUTASYON
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Damisman: Dr. Ogretim Uyesi Siireyya Bozkurt
Es Damsman: Dr. Ogretim Uyesi Muradiye Acar

2020

Bu ¢alismada akut lenfoblastik 16semi tanist almis 52 pediatrik olgunun kemik
iligi drneklerinde, RUNXI, IDH2, IL2RA genlerindeki olasi mutasyonlar sanger
dizileme yontemi ile aragtirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, RUNX1 geninde
amino asit degisimine L148Q (p.Leul75GIn) neden olan ¢.524T>A mutasyonu
saptand1. IL2RA geninde, intronik bdlgede yer alan ¢.367+12A>T, ¢.367+7G>C,
varyasyonlar tespit edildi. Akut Lésemi ve Notch sinyal yolaginda rol alan genlerin
karsilastirmali  olarak arastirilmasi, sinyal yolagmin fonksiyonunun daha iyi
anlasilmasi, akut 16semilerde, hastaligin terapotik miidahalesi i¢in ¢ok sayida yol
saglayabilir. Cocukluk ¢ag1 akut Ilenfoblastik Iosemilerde goriilen genetik
anomalilerin hastalarin prognozunu belirlemede énemli bir faktdr oldugu i¢in, ALL
gelisimindeki mekanizmalarin, sinyal yolaklar1 tiyeleri ile birlikte incelenmesi,
bundan sonraki deneylerde prognoz tespiti acisindan gelecek ¢alismalara da rehber

olabilir.

Anahtar kelimeler: NOTCH sinyal yolagi, B-ALL, RUNX1, IDH2, IL2RA



ABSTRACT

GENE PANEL MUTATION SCREENING iN CHIiLDREN WIiTH ACUTE
LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA AND iTS RELATIONSHIP WiTH NOTCH
SIGNALING PATHWAY
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Medical Biology and Genetics Master Program
Advisor: Asst. Prof. Streyya Bozkurt
Co-Consultant: Asst. Prof Muradiye Acar

2020

The mutations found in bone marrow in RUNX1, IDH2, IL2RA genes have been
studied using the Sangers sequencing method in our study of 52 acute lemphoblastic
leukemia diagnosis. The cause of ¢.524T>A mutation that resulted in the change in
amino acid L148Q (p.Leul75GIn) (Leucine- Glutamine) in the RUNX1 gene has
been discovered. The variations ¢.367+12A>T, ¢.367+7G>C, have been found in the
IL2RA Gene's intronic region. The comparison of genes found in Acute leukemia
and Notch Signal pathway is vital for the therapeutic intervention in the acute
leukemia to discover the importance of signaling pathway functions. Because of the
importance of the anomalies of child acute lemphoblastic leukemia patients for
prognosis, the mechanisms behind ALL development, it is of the utmost importance
that the signaling pathway members to be examined for the guidance in prognosis of

the experiments in the future.
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IRI
Bi g:ahssmada akut lenfoblastik 16semi tanis1 almig 52 pediatrik olgunun kemik
iligi 6rneklerinde, RUNXI, IDH2, IL2RA genlerindeki yer alan olas1 mutasyonlar
sanger sekans dizileme yontemi ile arastirilmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda,
RUNX1 geninin exon 5’inde yalnizca 1 olguda (olgu no.14) ¢.524T>A mutasyonu
saptandi. IL2RA geninde, intronik bdlgede yer alan varyasyonlar tespit edildi. Olgu
10’da ¢.367+12A>T, olgu 12°de ¢.367+7G>C, olgu 18’de ¢.367+12A>T saptandi.

IDH2 geninde ise herhangi bir mutasyon, varyasyon tespit edilmemistir.

1. GENEL BIiLGILER

1.1. HEMATOPOEZ

Kan, kemik iligi ile birlikte vicutta homeostazin saglanmasina katkida bulunan
organ sistemini meydana getirir. Kan, proteinler, farkl1 besinsel bilesenler ve 6zel
hiicrelerden olusan sivi bir dokudur. Kan hiicrelerinin sinirli yasam siireleri vardir;
siirekli olarak yapilir ve pargalanirlar. Hematopoezin amaci, periferik kandaki farkli
hicre tiplerini sabit seviyede tutmaktir. Hem insan eritrositi hem de plateletleri tim
yasam siirelerini dolagimdaki kanda gecirirler, fakat lokositler kemik iliginden
gectikten kisa bir siire sonra dolasim disina goc ederler ve degisken yasam

stirelerini bu dokularda gegirirler.

Kan dokusu, gesitli islevlere sahiptir ve 10'dan fazla farkli kan hiicresi tiirii igerir:
Bunlardan Lokositler, dogal ve edinilmis bagisiklik sistemi ile ilgili bir¢cok hiicre
tirind temsil eder. Eritrositler O, ve CO, tasinimi saglarken, megakaryositler ise
trombosit {iretiminini saglar. Tiim kan hiicresi tipleri, kemik iliginde (Ki) bulunan
hematopoetik kok hiicrelerden (HSC’ler) meydana gelmektedir (sekill.1.). Uygun
sinyallerin varhiginda hematopoietik kok hicreler c¢ogalir, farklilasir ve kani
olusturan herhangi bir hiicre tipine olgunlasir (Rieger & Schroeder, 2012) (Yokota &
Kanakura, 2016).
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1.2. KANSER

Kanser Klinikte sik rastlanan hastaliklardan biridir. Yapilan istatistiksel
caligmalarda, gelismekte olan iilkelerin toplam saglik harcamalarinin yaklasik
%10’dan fazlasinin kanser tedavileri harcamalar1 oldugu belirtilmektedir. Kanser
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, proliferasyonuyla karakterize edilen bir hastalik
grubudur. Anormal bir doku kitlesinin kanser olabilmesi icin malign 0zellik
gostermesi, kontrolsiiz biiylimesi, komsu dokular1 istila edebilmesi ve uzak

mesafelere yayilabilme (metastaz yapabilme) 6zelligine sahip olmasi gerekmektedir.

Kanserin ¢ tip olmak U(zere; epitelyal-dokudan kaynaklanan karsinomlar,
mezensimal dokudan kaynaklanan (Kas, kemik) sarkomlar, ve lenfoid sistem (Kemik
iligi) (Nussbaum, Mclnnes, & Willard, 2005).

Kanser, c¢evresel faktorlerin genetik materyal {izerinde yaptigr degisiklikler
sonucu hiicrenin diferensiasyon ve proliferasyon kontroliiniin kayboldugu klonal bir
hastalik olup ¢ok basamakli bir siire¢ sonucunda meydana gelmektedir.
Karsinogenez olarak bilinen bu sirecte hiicrenin proliferasyon ve diferansiyonunda
rol oynayan proteinleri kodlayan genlerde olusan mutasyonlar 6nemli  rol
oynamaktadir. Tiimor baskilayici genler ve onkogenler olarak bilinen bu genlerden,
tiimor baskilayici genlerin kanser olusumunda etkili bir halde olabilmesi i¢in her iki
alelin de fonksiyonel islevini kaybetmesi gerekirken; onkogenlerde, alellerden
yanlizca birisinde olusan mutasyon kansere yol agabilmektedir. Tiimor baskilayici
genlerde olusan mutasyonlar, genlerin kodladiklar1 protein iriiniinde islev kaybina
yol acabilirler (SEKIL1). Onkogelerde meydana gelen mutasyonlar ise genellikle
sporadik kanserlerin olusumunda rol oynamaktadir, ¢ogunlukla proteinde islev
arttisina veya proteinlerde yeni islev kazandiran bir degisiklik yaratarak genellikle
sporadik kanserlerin olusumunda rol oynaralar ( Tlkin & Akay, 2016).



Proliferasyon
MUTASYON

[ | e NORMAL 7
[ § ) )

ONKOGEN

GERMLINE e i
/ n | /ﬁ Tomon
N |
| | |
\! \
NORMAL

iKinci ¢ } TUMOR SUPRESOR GEN
ALLELDE |

[ " \ , ‘ mmm——————» TUMOR (

Sekil 1.2. Onkogen ve tiimor baskilayici Genler

1.2.1. Timor Baskilayic1 Genler

Tiimdr baskilayici genlerin her iki allelinin fonksiyonunu yitirmesi ile bu
genlerde islev kaybi meydana gelir. Tiimor baskilayict genler hiicre siklusiinde
meydana gelen bozulmanin devamini durdurarak, bazi durumlarda hiicreleri apoptoz
yolu ile hiicre 6liimiine gondererek, hiicre DNA'sinin tamirini, replikasyonunu, dogru

bir sekilde gergeklestirerek genom biitlinliiglinlin korunmasini saglar.
Tiimor Baskilayict Gen Inaktivasyonu:

TUmOr baskilayici genlerin inaktivasyonu ¢ift vurus hipotezi ile 6zetlenmektedir.
Ornegin; retinoblastomaya neden olan RB (RB Transcriptional Corepressor 1) geni
ile NF1 (Neurofibromin 1) ve PTCHI1(Patched 1) genleri ¢esitli mekanizmalar ile
kanser olusumuna neden olmaktadir. Kanser gelisiminde rol oynayan TUmOr

baskilayici genlerin inaktivasyonuna neden olan mekanizmalar;

e Nokta mutasyonlari
e Heterozigosite kayb1 (LOH)

e Metilasyon artis1 seklinde 6zetlenebilir.



1.2.2 .Onkogenler
Onkogenler, hiicre igindeki yeri ve islevine gore farkli gruplara

sinflandirilabilir;

e Bulyume faktorleri: EGF (Epidermal Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth
Factor), IL-4 (interleukin4),

e Blyume faktor reseptor tirozin kinazlar: EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor), ERBB2 (Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2), ERBB3 (Erb-B2
Receptor Tyrosine Kinase 3), ERBB4 (Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 4),
MET (MET Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine Kinase), RET (Proto-
Oncogene Tyrosine-Protein Kinase Receptor Ret)

e Reseptor olmayan tirozin kinazlar: SRC (SRC Proto-Oncogene, Non-
Receptor Tyrosine Kinase), BCR-ABL (BCR Activator Of RhoGEF And
GTPase- ABL Proto-Oncogene 1, Non-Receptor Tyrosine Kinase)

e Membran iliskili G-proteinler; HRAS (V-Ha-Ras Harvey Rat Sarcoma Viral
Oncogene), KRAS(V-Ki-Ras2 Kirsten Rat Sarcoma 2 Viral
Oncogene),NRAS (Neuroblastoma RAS Viral (V-Ras) Oncogene)

e Serin-treonin kinazlar: BRAF (B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine
Kinase), MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase ), AKT (AKT
Serine/Threonine Kinase 1)

e Sitoplazmik duzenleyiciler: v-CRK (V-Crk Avian Sarcoma Virus CT10
Oncogene)

e Niklear proteinler: CMYC (MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription
Factor), RUNX1 (Runt-Related Transcription Factor 1) , MLL
(Myeloid/Lymphoid Or Mixed-Lineage Leukemia Protein)

e Siklinler: MDM2 (Proto-Oncogene).

Bu genler hicrenin bolinmesinde ve biyumesinde kontrol gorevini Ustlenirler
ve protoonkogen denilen genlerin mutasyona ugramasi sonucunda meydana gelirler.
Insanda 50’den fazla onkogen tamimlanmistir. Genetik degisimlerin meydana
gelmedigi durumlarda bu yapilara protoonkogen adi verilir. Genetik degisimlerin
meydana geldigi durumlarda ise onkogen ismini alirlar ve anormal hiicre

cogalmasina neden olurlar. Onkogenler dominant karakterde olup, anne ve babadan



gelen allellerden bir tanesinde dahi mutasyonun meydana gelmesi, hiicrenin asiri

cogalmasina neden olarak, kanser geligsmesi igin yeterlidir (Sekil 1.2.).
Onkogen Aktivasyonuna neden olan mekanizmalar

* Nokta mutasyonlari

*  Gen amplifikasyonu (overekspresyon)

* Gen aktivasyonu

* Gen flzyonu seklinde 6zetlenebilir (Yeni kimerik gen) ( Tikin & Akay,
2016).

1.3. HEMATOLOJIK HASTALIKLAR VE GENETIK

1.3.1. Normal Myelopoez

Notrofil, bazofilik grantlositleri igeren yeni miyeloid kokenli hiicrelerin saglikli,
kontroll bir sekilde iiretilmesi normal myelopoez 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu
sekilde hiicrelerin saglikli ve kontrolii olarak iiretilmesinde bir ¢ok biiyliime faktorii

rol oynamaktadir.

1.3.2. Miyeloid Kok Hucreleri

Miyeloid kok hiicreler, asil kaynagr multipotent kdk hicreler olan ve kan-doku
sistemimizde diger hiicre serilerine doniisebilme yetenegine sahip olan graniilosit-
makrofaj olarak bilinen bir ©nct hiucreye sahiptir. Bu hucreler miyeloid,
megakaryosit ve diger tim hematopoetik hiicrelere doniisebilme kapasitesine

sahiptir.

13.3. Miyeloid Buyume Faktorleri

Granulosit-makrofaj hiicrelerinin, diger hematopoetik hiicrelere doniisimuni
etkileyen bir¢cok dis faktor bulunmaktadir. Doniisiimii etkileyen faktdrlerden biri de
biiyiime faktérleridir. Ik &nciil hiicrenin diferansiasyona girebilmesi icin, biiyime
faktorleri ile etkilesime girerek diferansiasyon icin gerekli olan genleri aktive ederler

ve bu sekilde birkag transkripsiyon protein faktorlerini {iretirler.



Miyeloid biiytime faktorleri sirasiyla;
» Graniilosit makrofaj uyarici faktor
» Graniilosit koloni uyarici faktor

» Monosit uyarici faktor
>

Kok hiicre uyarici faktorii seklinde 6zetlenir.

1.3.4. Miyeloid Huicre Fonksiyonu

Olusan myeloid hiicrelerin ii¢ dnemli gérevi bilinmektedir. 11k 6zellikleri olas1 bir
inflamasyon sonucunda, kendilerini dolasimdan dokuya aktarabilme yetenekleridir.
Bir diger 6nemli gorevleri fagositoz yetenekleridir. Hiicrenin fagositoz kabiliyeti ve
icine niifuz eden infeksiyoz ajan1 yok edebilme 6zeligi bu sekilde kontrol altindadir.
Uclincti gorevleri ise ekzositoz olarak bilinen graniil iceriginin uzaklastirilmasidir
(Hillman, Ault, & Rinder, 2009).



1.4. LOKOMOGENEZIS

Bagisiklik sisteminde meydana gelen bozukluklar, ¢evresel faktorler, bazi kalitsal
sendromik hastaliklar, enfeksiyonlar gibi etkenlerin sonucunda hiicre dongusunde yer
alan bir¢ok gendeki islevsel sinyal molekiilerinde meydana gelen degisiklikler
sonucunda hematopoetik htcrelerin kanser hicrelerine donlsmesini saglarlar.
Losemi gelisimi ¢ok asamali ve ¢ok genli bir siire¢ olup, diger kanserlerde de oldugu
gibi degisime ugrayan tek bir hlcreden koken alarak klonal bir bozukluk olarak
tanimlanabilir (Cetingiil, Aydin, Ozbek, & Karakas, 2011).

Tablo 1.1. Lékomogenezde Katkida Bulunan Etmenler (Cetingiil, Aydin, Ozbek, &
Karakasg, 2011)

Lokomogenezde Katkida Bulunan Etmenler

a. Cevresel etmenler
Iyonize radyasyon
Kimyasal etmenlere maruziyet
Hamilelikte alkol kullanimi
Beslenme

Enfeksiyonlar (onkojenik retrovirlsler/EBV (Epstein-Barr virus)

b. Diger etmenler
Dogumsal genetik hastaliklar, bagisiklik sistemi bozukluklari
Down sendromu, Fanconi anemisi, Kostman sendromu, Diamond-Blackfan

sendromu, Noonan sendromu, Ailesel trombosit bozukluklari, Bloom sendromu

c. Edinsel

Aplastik anemi, Trombositopeni,

1.4.1. Akut Losemi

Losemiler, kemik iligi ve kan doku kaynakli ve yasami tehdit eden bir hastalik
grubudur. Ergen ve erigskin populasyonunda kronik miyeloid 16semiden c¢ok akut
I6semiler daha yaygindir. Losemiler her yasta ortaya ¢ikabilen, fakat yas gruplarina
gore de farklilik gosterebilen hastaliklardir. Losemiler kan ve / veya kemik iliginde
artan sayida lokositle ortaya ¢ikan cesitli malign bozukluklarin ortak adidir. Baskin
olarak ortaya cikan 16semi hiicreleri, kronik lenfositik 16semi (KLL) gibi olgun veya




akut 16semiler gibi cesitli hicre soylarinin 6ncu hucreleri veya kronik miyeloid
16semide (KML) oldugu gibi hem 6ncli hem de olgun hiicreler olabilir. Cocukluk
doneminde ALL (akut lenfoblastik I6semi)’ye sik¢a rastlanirken, eriskinlerde AML
(akut miyeloid 16semi) yaygindir ( Juliusson & Hough , 2016) .

1.4.2. Akut Miyeloid Lésemi

Akut miyeloid 16semi kompleks bir hastalik olup, genototip ve fentotipte
degisiklikler gozlemlenmektedir. AML’de ¢esitli genlerdeki mutasyonlar ve
sitogenetik aberasyonlar gibi bir ¢ok faktér bulunmaktadir. Akut myeloid 16semi
orani cografik ve etnik kdkene gore farklilik gostermektedir. AML sikliginin arttigi
durumlar, genetik faktorlerden; down sendromu, fankoni anemisi, nérofibromatozis,
Klinefelter sendromu, ailevi trombositopeni, diamond blackfan anemisi, kostman
sendromu, cevresel faktorler olarak ise; maternal ilag-sigara kullanimi, maternal
topoisomeraz II iceren gidalar, iyonize 1sinlar, benzen, pestisitler, agir metaller gibi
etkenler siralanabilir. Akut myeloid 16semide sik rastlanan kromozomal
translokasyonlarin ¢ogu kimerik fiizyon gen oOlusturur. Bunlardan en sik gézlenen
cesitli dokularin farklilasmasinda gorevli olan CBF (core binding factor) ailesi
translokasyonlaridir (AML1-ETO) t(8;21). AML olgularinin %12’sinde tespit edilir
bu nedenle 6énemli bir belirte¢ olarak kullanilir. RARA (retinoik asit reseptor alfa)
t(15;17) t(11;17), PML (Promyelocytic Leukemia) geninde lokalize gen flizyonunu
olusturur, retinoik asitte meydana gelen transaktivasyon sonucunda dominant negatif
olarak inhibe edilir ve fenotipik olarak gelisimin durmasma neden olur. AML’de
PML-RARA t(15;17) translokasyonu hastalarin %95’inde pozitif olarak saptanir.
AML’de siniflandirma oncelikle sitokimyasal, morfolojik 06zellikler g6z o6niine
alimarak bir smiflandirma yapilir. WHO (diinya saghk orgiitii) gore 1997°de
sitogenetik Ozelikler de goz Oniline alinarak yeni bir smiflandirma tablosu

olusturulmustur (Anak & Saribeyoglu, 2011).



Tablo 1.1. WHO Kriterine Gore AML sinflandirilmast

WHO Simiflamasi
Tekrarlayan translokasyonlar gésteren AML
t(8;21)(922;922) AML1-ETO fuzyonu
Akut premyiyelositik 16semi: t(15;17)(922;912), PML-RARA flizyonu
Cok seride displazi gosteren AML
Oncesinde miyelodisplastik sendromu
Oncesinde miyelodisplastik sendromu yok
Oncesinde miyelodisplastik sendrom olan AML, tedaviye bagh
Alkileyici ajanlara baglh
Epipodfilotoksi’e bagl
Smiflanmayan AML
Minimal diferansiye AML

Tablo 1.2. FAB Kriterine Gore Morfolojik AML Sinflandirilmasi

FAB sinflamasi Isim Sikhk
MO Minimal diferansiye AML %2-6
M1 Azdiferansiye AML %12-21
M2 Maturasyonun oldugu %27-30
M3 AML %5-17
M4 Promyelositik [6semi %16-25
M5 Eosinofilik M4 varianti
M6 Monositik l6semi %13-22
M7 Eritrolésemi %1-5
Megakaryositik 16semi %4-8
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1.4.3. Akut Lenfositik Losemi

B ve T hiicre farklilagma siiresince, gelisimin olustugu safhalardan birinde
meydana gelen herhangi bir genetik bozukluluk, proliferasyon surecinin
bozulmasina, hiicre populasyonunda artisa ve akut lenfoblastik I6semiye (ALL)
neden olmaktadir. ALL 15 yasin altindaki ¢ocuklarda (genellikle 2-5 yaslar
arasinda) sikca goriilen bir malignansidir ve ¢ocukluk cagi kanserlerinin %85’ini
olusturur (Inman & Kuehl, 2014). ALL’de genellikle translokasyonlar mevcuttur
(BCR-ABL, E2A-PBX1, MLL flizyon gen urunleri, TEL-AML1). Akut lenfoblastik
16semi smiflandirimasinda kullanilan FAB (French-American British) ve EGIL
(European Group for the Classification of Acute Leukemia) siniflandirmalar1 genetik
ve immiinolojik birlesimine dayanmaktadir. Hastaligin etiyolojisi tam olarak
belirlenememis olsa da ana etken olarak bazi kromozomal diizenlenmeler, anoploidi
ve translokasyonlarin sorumlu oldugu bilinmektedir. ALL’den sorumlu birgok
submikroskobik genetik anomalilerin ve ALL sinyal yolaklarinda yeni etken genlerin
kesfedilmesi ALL tiplerinin belirlenmesine yardimei olmustur (Anak & Saribeyoglu,
2011).

1.4.4. Akut Lenfoblastik Losemi Epidemiyolojisi
Akut lenfoblastik I6semi ¢ocukluk caginda en sik rastlanan kanser tipidir. ALL
2-5 yas arasinda siklikla goriiliir. Akut lenfoblastik 16semi, c¢ocukluk dénemi

kanserlerin %80’ini olusturur ve akut miyeloid 16seminden daha sik rastlanir.

1.4.5. Akut Lenfoblastik Losemi Etiyolojisi
Cogu losemi ile iligkili hastaliklarin etiyolojisi bilinmemektedir, bilinen en
belirgin nedenler arasinda, genetik faktorlerin rolii, yapisal karyotipik degisimler,

ailede bilinen olgularin varligi, genetik instabilite gibi nedenler siralanabilir.

1.4.6. Morfolojik Ozellikler
Akut lenfoblastik 16semi’de kemik iligi ve periferik kan 6rneklerinden morfolojik

siniflandirma {i¢ gruba ayrilmistir;

1. L1- Lenfositler kii¢iik ve belirgin olmayan nukleoluslar1 varidr.

2. L2 Lenfosit goruntileri yuvarlak nukleus, ve dar sitoplazma ile
karakterizedir.

3. L3- Lenfositler blylk, nukleuslar1 yuvarlak, ince kromatin ve bazofilik

sekilde sitoplazmalar ile karakterize edili
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Sekil 1.3. ALL'de lenfosit tipleri

Morfolojik smiflandirma ve tamida MGG (May-Grinwald-Giemsa) boyama
yontemi ile periferik kan ve kemik iliginden morfolojik inceleme yapilir.
Lenfoblastlar tipik olarak dar ve kuguktar, belirgin olmayan nikleol, sitoplazmada
bazen granuller gorulebilir (Soycan, Akgay, & Agaoglu, 2011). Hastaligin morfolojik
olarak simiflandirilmasi hiicre boyama 6zellikleri, kromatin yapisi, sitoplazma
genisligi ve hiicrelerin biiylikliiklerine gore ayirt edilir, fakat buna ragmen B ve T
hicre dizileri ile iliskili belirleme yetersiz kalmistir, bu nedenle de ALL alt tiplerini
belirlemede FAB siniflandirma yetersiz kalmistir ve bunun yerini genetik semalar ve

imunofenotipleme almigtir ( PUI, 1995).

Tablo 1.4. EGIL’e Gére ALL nin Immiinolojik Smiflamasi

1. B hicreli ALL
Pro-B-ALL (B-I)
Common ALL (B-11)
Pre-B-ALL (B-111)
Matiir B-ALL (B-1V)
2. T-hucreli ALL
Pro-T-ALL (T-I)
Pre-T-ALL (T-11)
Kortikal-T-ALL (T-111)
Matir-T-ALL(T-1V)
o/ B+ T-ALL (grup A)
3. Miyeloid antijen +ALL
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1.4.7. WHO (Diinya Saglik Orgiitii) Tarafindan ALL Siniflandirilmasi

Akut l6semilerde sitokimyasal, genetik ve morfolojik bulgular sayesinde tani ve
siniflandirma son yillarda degisimler gostermistir. 2001 yilinda WHO genetik
bozuklukluklari miyeloid neoplazilerin siniflandirmasinda parametre olarak
kullanmaya baslamistir. 2008 yillarinda ise T ve B lenfoblastik 16semi basliklar
altinda genetik 6zellikleri ile siniflandirilmigtir ( Vardiman, et al., 2009).

e B-Prekiirsor Losemi (olgularin %75'idir)
e T-Prekiirsor Losemi (olgularin %25'idir)

e Burkitt Losemi ( olgularin %5’den daha azidir)
1.4.8. Akut Lenfoblastik Losemi Genetik Temeli

1.4.9. B- Lenfoblastik 16semi
Hiperdiploidi (> 50 kromozom):

Hiperdiploidi B-ALL’de en sik rastlanan kromozal anomalidir, genetik degisiklikler
ve translokasyonlar gozlemlenmez. Hastalarin %50’sinde belirli kromozomlarin
(4,6,10,14,17,18,21 ve X) artmasi ile karakterizedir. B-ALL genellikle /KZF1,
PAX5, FLT3, NRAS, KRAS ve PTPN1, CDKN2A mutasyonlar1 ile birlikte

g6zlemlenir.
Hipodiploidi (<40 kromozom):

B- hiicreli ALL olgularinda kotii prognozu isaret eder. Kromozom sayis1 ne kadar
diisiik olursa prognoz o kadar kotii olur. Meydana gelen mutasyonlarda etken sinyal

yolaklart RAS-MEK-RAF-ERK sinyal yolaklari olarak gosterilmistir.

1(12;21) (p11.3;93;922): Kodlanan bdlge ETV6-RUNX1 fiizyon bdolgesidir, iyi

prognoz ile iliskilidir.

1(9;22)(934;911pl11.2): Bu translokasyon sonucunda BCR-ABL flizyon proteini
kodlanir. Cocuk ALL vakalarinda %2-4 arasinda, eriskin ALL vakalarinda ise % 2-

30 oraninda goriiliir ve sik rastlanan kromozom anomalilerinden birisidir.

1(1;19)(g23;p13): Kodlanan bdlge TCF3-PBX1 flizyon proteinidir. Cocuklarda sik¢a

rastlanir.
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t(4;11)(g21;923): Kodlanan bodlge MLL-AF4 fiizyon proteinidir. 11g23 bandinda
MLL geni ve diger genler arasinda translokasyon meydana gelir. t(4;11)

translokasyonu tasiyan olgular kotli prognoz ile iliskilidir.

1.4.10 T- Hicreli ALL Genetik Degisikliklere Gore Alt Gruplari

T- hiicreli ALL’de hiicreler genel olarak orta biiytlikliikte, yogun kromatinli ve dar
sitoplazma ile karakterizedir. Cocukluk donemi losemilerin %15 olusturmaktadir.
Cogu hastada tani i¢in karyotipleme yetersiz kalir bu nedenle molekuler incelemeler

istenmektedir. Bu gibi olgularda delesyonlar ve NOTCH1 mutasyonlar1 goriiliir.

T hucreli ALL, transkripsiyon faktorlerini kodlayan genleri, T hucre antijenlerini
kodlayan genleri, gelisimsel genleri ve tiimor baskilayict yolaklart bozan genleri

etkileyen translokasyonlar ile karakterizedir.

t(10,17)(p32;935), t(1;14)(p32;ql1l), intertisyel 1p32 delesyonu. Genellikle iyi

prognozu gosterir.

t(11;14)(ql5;q11) ve 5 LMO2 delesyonu, LMO2 disregiilasyonu: Siklig1 %2 dir.
Genellikle iyi prognozu gosterir.

t(10;14)(924;911), ve t(7;10)(935;924), TLX1 (HOX11) disregulasyonu: T hcreli
ALL’de siklikta goriiliir. Iyi prognozu gosterir.

t(5;14)(q35:q32), TLX3 disregiilasyonu: %20 siklikta goriliir. Genellikle BCL11

flizyonu olusur. Ko6tii prognozu gosterir.

t(10:11) (p13;q14 PICALM-MLLT10 (CALM-AF10): Sikhgn %10°dur. Kétii

prognozu gosterebilir.

MLL-MLLT1 (MLL-ENL): Siklig1 % 2- 3 ‘tiir. Diger MLL’de disregiilasyon yapan

mutasyonlara gore daha iyi prognozludur.

9934 amplifikasyonu: Siklig1 %6’dir. Tirozin kinaz inhibitdrlerine yanit verebilir.
Yuksek riskli B-ALL de de saptanir. T-ALL de saptanan diger kinaz fiizyonlar
EML1-ABL1, ETV6-JAK2, ve ETV6-ABL1 dir.

t(7;9)(934;934): NOTCH1 de yeniden diizenlenme de ortaya ¢ikar. NOTCHI1 bir
membran proteini olmakla birlikte, ligand1 ile aktive edilirse transkripsiyon faktorii
olarak rol oynar. T hiicreli ALL de %50’den fazla siklikta, aktive edici NOTCHI1 dizi
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mutasyonu vardir. Bu ubiqutin ligaz kodlayan gen olan FBXW7 (F-Box And WD
Repeat Domain Containing 7) geninindeki mutasyonlar NOTCH1 molekulinin
yikimini 6nler. Yapilan ¢alismalar NOTCH1 ve FBXW?7 genlerindeki mutasyonlarin,
Ozellikle RAS veya PTEN (Phosphatase And Tensin Homolog) mutasyonu olanlarda,
prednizola iyi yanit ve indiiksiyon sonrast minimal rezidiiel hastaligin daha nadir

geligimi ile birlikte oldugunu gostermektedir.

Erken T- oncul hicreli ALL: %10-15 siklikta goriilir. Hiicreler immatiir
fenotiptedir. Bu hiicreler T- hiicresi belirtegleri olan CD1a, CDS8, ve CD5’i eksprese
etmezler veya ¢ok zayif olarak eksprese ederler. Bu tip ALL’de 3 farkli yolaktaki

genler’de mutasyon vardir;

1. Hemapoetik gelisimsel genler- RUNXI1, IKZF1 (IKAROS Family Zinc
Finger 1), ETV6 (ETS Variant Transcription Factor 6), GATA3 (Trans-
Acting T-Cell-Specific Transcription Factor GATA-3), EP300 (E1A Binding
Protein P300),

2. Ras ve sitokin sinyal reseptor genleri- NRAS, IL7R, KRAS, JAK1/3 (Janus
kinase 1/3), PTPN11 (Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 11),

3. Kromatin modifiye edici genler- SETD2 (SET Domain Containing 2, Histone
Lysine Methyltransferase).

Son yillarda yapilan tiim ekzom tarama c¢alismalari, T- hiicreli ALL’de,
ribozomal proteinleri kodlayan genlerde ve transkripsiyonel kompleksin bir pargasi
olan CNOT3 (CCR4-NOT Transcription Complex Subunit 3) geninde mutasyonlar
oldugunu gostermistir. Ayrica B hiicreli ALL’de goriilen kinazlari ilgilendiren
fiizyon genlerinin T hiicreli ALL’de de olabildigi goriilmiistiir. Boylece kinazlar
hedef alan tedavi yontemlerinin, T hiicreli ALL’de de kullanilabilecegi diisiiniilebilir

(Soycan, Akgay, & Agaoglu, 2011).

1.4.11. Prognoz
Akut lenfoblastik 16semide prognozu sekilendiren belirli faktorler bulunmaktadir;

e Hastada meydana gelen kromozomal degisimler
e Hastanin yasi

e Hastaligin metastaz yapma olasilig1 (omurilik ve sinir sistemine yayilmasi)
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e Hastaligin niks etmesi ( Campo, Swerdlow, Harris, Pileri, Stein , & Jaffe,
2011).

Evreleme:

Cogu hastalikta oldugu gibi kanser tiplerinde de evreleme hastaligin viicuda
yayilma olasiligin1 tanimlamak i¢in kullanilir. Losemi tanisinda ilk olarak kemik
iliginde veya kanda yer alan hiicrelerin anormal fenotipleri ve olgunlagsma dereceleri
belirlenir, daha sonra lenfositik veya miyelositik hiicrelerin varligi ile 16semi tanisi
konur. Tani ve siniflandirma, genellikle May-Grinwald-Giemsa (MGG) yontemi ile
periferik kan veya kemik iliginin morfolojik incelemesi ile olur. Hastaligin kan,
kemik iligi veya baska bir sistemde bulunup bunlmadigini saptanmasi evreleme de
bir baska onemli kriterdir, bu nedenle; akciger grafisi, gogiis kafesi ve akciger

inceleme tektikleri istenir. (Anak & Saribeyoglu, 2011)

1.4.12. ALL Tedavisi

Gilintimiizde akut lenfoblastik 16semi siiresince kullanilan tedavi yontemi standart
tedavi yontemi olarak bilnmektedir. Uygulanan tedavi hastada saptanan genetik
bozukluluk, yas ve lokosit sayisina gore farklilik gostermektedir.Test agamasinda
olan tedaviler ise, klinik tadavi olarak bilnmektedir, bu tur klinik tedaviler belirli
merkezlerde test edilen ilaglar ile standart kullanilan tedavilerden daha istiin ve yeni

standart tedavi kategorisine uygun olarak kabul edilebilir.
ALL'de kullanilan standart tedaviler:

o Kemoterapi
o Radyasyon tedavisi
o Kok htcre nakli

o Hedefe yonelik tedavilerdir

ALL tedavisi genellikle birka¢ fazdan olusur;

ALL heterojen bir hastalik grubu olup, hastanin fentotipi, genotipine gore
farklilik gostermektedir, bu nedenle de her hastaya ayni tedavi protokoll
uygulanmaktadir. Akut lenfoblastik 16semi tedavi protokolleri genel olarak U¢ ana
baslikta toplanabilir. Bunlardan ilki remisyon indiksiyon- iyilesme saglanmas;

tedavinin ilk asamasidir, bu asamada ana amag¢ kemik iliginde olusan 16semi
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hiicrelerinin 6éldiirilmesidir. ikinci asama intensifikasyon asamasidir, bu asama ALL
tedavi slresince en onemli komponentlerden biridir. Son olarak idame tedavisi
verilir, bu siirecte standart tedavi sonrasinda, daha hafif kemoterapi protokoleri

uygulanir ( Juliusson & Hough , 2016).
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1.5. NOTCH Sinyal Yolag1

NOTCH sinyal yolagi, T ve B hicre gelisiminde, hiicre sagkaliminda ve
farklilasmasinda 6nemli bir rol oynayan hiicre-hiicre iletisim aracidir. ilk olarak 1917
yilinda Thomas Hunt Morgan tarafindan, sirke sinegi Drosophila'da tanimlanan
Notch sinyal yolagi ile ilgili olarak memeli biyolojisindeki islevleri ve etkileri
Uzerinde ¢aligmalar siirdiiriilmiistiir . NOTCH yolag: timusta T-hlcre gelisimindeki
erken safhada, lenfoid hucrelerinden meydana gelen B- hicreleri ve dentrik
hlcrelerin duzenlenmesinde ve T- hicre gelisiminde rol oynamaktadir (Chung,
Riella, & Maillard, 2016).

Tablo 1.5. Notch yolu iiyeleri i¢in kullanilan terminoloji

Homo sapiens Drosophila melanogaster
Notch reseptorleri NOTCH-1 NOTCH

NOTCH-2

NOTCH-3

NOTCH-4
Notch ligandlari Delta-like-1 (DLL-1) Delta

Delta-like-4 (DLL-4)

Delta-like-3 (DLL-3)

Jagged-1 (JAG-1)

Jagged-2 (JAG-2)

Ko-aktivatorler Mastermind-like-2 Mastermind
(MAML-2)

Mastermind-like-1(MAML-1)

Glikotransferaz Lunatic fringe (LFNG) Fringe

Radical fringe (RFNG)

Manic fringe (MFNG)

CSL transkripsiyon faktéri | CBF1/RBPJ-K Suppressor of  hairless

1.5.1. Notch Sinyal Yolagi Elementleri
NOTCH sinyal yolaginda ilk basmak ligand-reseptor dizenlenmesidir.
Memelilerde birbiriyle yakindan iligkili 5 ligand bulunmaktadir. Bunlar; Jaggedl,
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Jagged?2, Delta-benzeri 1 (DII1), Delta benzeri 3 (DII3), ve Delta benzeri 4 (DIl4), ve
yine birbiri ile iliskili hiicre disinda yer alan dort NOTCH reseptorii vardir;
NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, VE NOTCH4. Ekstraseliller kisimda negatif
diizenleyici olarak bilinen 3 LIN tekrarlari, protein stabilitesinde gorev alan PEST
alani, ANK-ankrin bolgesi ve reseptoriin sitoplazmik alan1 olan RAM kismi
bulunmaktadir. Reseptor sitoplazmik alan1 olan RAM domaini ile reseptorler ve

ANKRIN tekrarlar1 sayesinde transkripsiyon faktorleri ile baglanti kurar.

NOTCH sinyal yolagi, bir ligandin, hiicre lizerindeki bir Notch reseptoriinde bir
dizi proteolitik yarilma olaymi indiikledigi ¢ok basit bir sinyalleme mekanizmasidir.

Ligand-reseptor arasindaki iletisim ADAMI10 metalloproteaz ve vy-Sekretaz

tarafindan gergeklestirilir ( Andersson & Lendahl, Therapeutic modulation of Notch,
357-360).

RAM 23Bolgesi

Hiicre Zan

=
T } o |

PEST Bolgesi
EGF benzeri Tekrarlar
LIN NOTCH Tekrarlari

Sekil 1.4. NOTCH sinyal yolag1 elementleri

1.5.2. Ligand-Reseptér iliskisinin Regiilasyonu

Her bir NOTCH molekiiliiniin tek bir sinyal olusturmak i¢in proteoliz iglemine
maruz kaldigi ve bunun sonucunda sadece bir kez sinyal verebildigi g6z Oniine
alinirsa, hiicre ylzeyinde ligandin ve reseptdriin bu siire¢ boyunca diizenlenmesi,
NOTCH sinyal yolagi kontrolii i¢in anahtardir denebilir. Ligandlarin ve reseptorlerin
diferansiyel ekspresyon paternleri, sinyalleme aktivitesinde gozlenen farkliliklar:
aciklamak i¢in yeterli degildir. Post-translasyonel modifikasyonlar sonrasi
degisikliklerin diizenlenmesi, ligand veya reseptorlerin bulunmasi ve / veya liretken
ligand-reseptor etkilesimlerini kontrol eden 6nemli mekanizmalar olarak ortaya

cikmustir.
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1.5.3. Reseptor Aktivasyonu

Metalloproteaz araciligi ile, Ligand-uyarilmasi, Notch sinyal iletiminde 6nemli
bir dizenleyici nokta olarak gorev gorir. S2 boélinme bdlgesi, LNR ve HD
bolgelerini kapsayan NRR alani i¢inde bulunur. NRR alani, ligand yoklugunda
Notch proteolizini 6nleme iglevini gorir ( Andersson & Lendahl, Therapeutic
modulation of Notch, 2006).

1.5.4. Notch Sinyal Yolaginin Aktivasyonu

Sinyal yolagi aktivasyonu, reseptorin 3 farkli ayrilma islemi ile baglar:
Oncellikle ’S1 ayrilmasr’’ olarak bilinen ve golgi de yer alan furin benzeri
proteazlar, NOTCH proteinlerini-heterodimerlere farklilagtirmasiyla aktivasyon
baslatilir. Transmembran protein olan NOTCH proteini ii¢ kisimdan olugmaktadir,
resptorler hiicre disinda bulunan ligandlar sayesinde baglanti kurar, bu baglanti
sonucunda’’S2 ayrilmas1’’ hiicre zarinda yer alan ADAMI17 metalloproteaz1 ile
baslar ve bu sekilde NOTCH hiicre dis bolgesi serbest kalir. Hiicre i¢i kisminin
zardan ayrilmasi ile NOTCH aktif hale gelir, bu siiregte’de ‘S3”’ ayrilma meydana
gelir. Aktif hale gelen NOTCH tasiyici protein sayesinde nukleusa gegis yapar
(Kramer, 2000).
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(A)Ligand baglanma bolgesi (EGF 11-13) insan NOTCH-1 kristal yapisi.

NOTCH-1 ligand baglanma bolgesi EGF 12°ci tekrarinda bulunur, ve Ca2 +
baglanmasimi1 (mavi), O-glukosilasyonu (serin 458, serin 496) ve O-
fukosilasyonu (treonin 466) alanlarin1 koordine eden kalintilar1 igerir.

Glutamik asit 455’in Valine(E455V) mutasyonu Drosophilia tiiriinde baglanma

ligandim1 ortadan kaldirir. Insanlarda bu bolge NOTCH1 (Hnotchl) Jaggedil

(hJaggedl) DSL ligandi ile etkilesime girdigi one siiriilmektedir. (Cordle et al.,

2008a). Threonine 466 farelerde NOTCH sinyal yolag: i¢in temel yapi tasidir.

Negatif dizenleyici bolge, LNR-A, HD-C sarmali ve LNR-A / B baglayici

tarafindan korunan bir cepte bulunan S2 bdliinme bolgesinden (yesil) korumak

i¢in katlanir.

Furin boliinme bolgesi (S1), kristallesmeyi kolaylastirmak i¢in yapilandiriimamais

bir halka icinde yer almaktadir. LNR, kalsiyum iyonlarina tekrar tekrar

baglanmasi; Ca2 + 'min selasyonu, negatif diizenleyici bdlge ayrismasina ve

NOTCH sinyal yolaginin aktivasyonuna yol agar.

(B) hJagged-1, NOTCH baglanma bolgesi ti¢ kisim igerir bunlar; DSL, DOS ve EGF-
3 tekrar, bolgeleri. hjagged-1 ribon kristal yapisi (sol).DSL katlanmasi ve EGF
katlanmasi ayr1 olarak bulunmaktadir. NOTCH sinyal yolagi etkilesimi igin
gerekli olan DSL amino asitleri kirmiz1 ile isaretlidir. Fenilalanin 207 ile alanin
(F207A) yer degistirmesi bos bir protein iiretir. Buna karsilik, arginin 203 ile
alanin (R203A) ve fenilalanin 199 ile alanin (F199A) yer degisimleri baska bir
hiicreden sunulan ligandin baglanmasini, aynm1 hiicrede bulunan ligandin cis
baglanmasini engeller. Aspartik asit 205 ile alanin (D205A) ve arginin 201 ila
alanin (R201A)yer degistirmesi hipomorfiktir. DOS alani iki korunmus atipik
EGF tekrari igerir (mavi renkte korunan amino asitlerin varligi ile tanimlanir)
(Komatsu ve ark., 2008). Tirozin 255 (Y255), Jagged DSL ligandlarinin
karakteristigidir ve Delta-benzeri ligandlarda kiiglk bir hidrofobik amino asit ile
degistirilir (bu kalinti, Fringe glikosiltransferaz aktivitesine duyarlilifin
tanimlanmasinda rol oynar). (Sag) hJaggedl serit yapisinin yilizey gorinimi (
Kopan & llagan, The Canonical Notch Signaling Pathway: Unfolding the
Activation, 2009).
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Sekil 1.5. Insan NOTCH1, NOTCH2 ve JAGGED1'deki alanlarmn atomik
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Tablo 1.3.

NOTCH Sinyal Yolagi Mutasyonu Iceren Hastaliklar

Organ veya | NOTCH’un Rolii | Hastahk Mutasyon
sistemler
Kalp dokusu Kardiyak Aort kapak | NOTCH1
modelleme, hastaligi, mutasyonunda artis
kardiyomiyosit Alagille JAG1, NOTCHZ2
farklilasma, kapak | sendromu (kalitsal | mutasyonunda
geligimi, otozomal fonksiyon kaybi
ventrikiler baskin bozukluk
trabekdilasyon
Meme Dokusu Alveoler  gelisim, | Meme Kanseri NOTCH1,
luminal hiicre NOTCH2
kaderi, mutasyonlarinda
aktivasyon
Hematopoetik, Hematopoez T- hicre akut | NOTCH1
lemfatik ve | gelisimi, B ve T | lemfoblastik aktivasyonu,
Immiin Sistem hiicre kaderi, Losemi, FBXW?7 fonksiyon

Timik hicre | Kronik Lenfositik | kayb,
morfogenezi Losemi,
Juvenil
miyelomonositik
Losemi
Deri Hucre Sedef hastalig1 NOTCH1-
proliferasyon Bag boyun kanseri | NOTCH2
kontrold, Hicre | Kutandz ve | mutasyonlarinda
adezyonu, skuam6z  akciger | fonksiyon kaybi
karsinomu
Omurga Osteoblast ve [Spondylocostal DLL3, MESP3,
Osteklast dysostosis LFNG

diferansiyonu

*  Hajdu—Cheney

sendromu

ve HES7 Mutasyon
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1.5.5. NOTCH Sinyal Yolagi ve Hematopoez

Notch sinyal yolagi evrim siiresince korunmus, gelisim doneminde hiicre
kaderinin belirlenmesinde rol oynayan hiicre etkilesim mekanizmalarindan biridir.
Notch sinyal yolagi organ olusumunu ve morfogenezi etkileyerek proliferasyonda,
farklilagsmada ve apoptozda diizenleyici rol oynar. Notch yolagi kdk ve oncii hiicre
katmanlarin1 kontrol eder. Karakteristik fonksiyonu iki yonlii hiicre akibeti
kararlarinin regiilasyonudur. Bu, hiicrenin bir doku Onciilii olarak m1 kalacagi veya
epidermisin bazal tabakasinda oldugu gibi farklilagmaya mi gidecegi kararlarini da
igerir. Notch sinyallegsmesi ayn1 zamanda farklilasmis bir intestinal hiicrenin bir
enterosit mi, goblet hiicresi mi olacagi veya lenfosit hattinda T hiicre veya B hiicresi
alt hatlarina m1 gegecegi ile ilgili kararlar1 da igerir. Hematopoetik sistemde, Notch

erken T hiicre gelisimi ve olgun T hiicre bagisikliginda 6nemli bir rol oynar.

Hematopoetik sistemde diizensiz NOTCH sinyal yolagi l6semi ve lenfoma ile
iliskiligkilendirilir; T-ALL1 hastalarinda NOTCHI1 igeren kromozomal
translokasyonlar gozlemlenir; T-ALL hastalarinin % 50'sinden fazlasi, NOTCHI
mutasyonlariin fonksiyon artist gozlemlenmistir 146. T-ALL olan bazi hastalar,

FBXW7’de fonksiyon mutasyonu kaybeder ( Ebens & Maillard, 2013).
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1.6. GENLER

1.6.1. RUNX1- Geni

Diger transkripsiyon faktorleri gibi, RUNX1 proteini de DNA'nin belirli
bolgelerine baglanir ve ilgili genlerin aktivitesini kontrol etmeye yardimci olur.
RUNX1 proteini, DNA’nin par¢alanmasini engelleyen cekirdek baglayici-tasiyici
faktor CBF B (CBF geninden iiretilen) ile etkilesime girer. RUNX1 proteini, kan
hiicrelerinin (hematopoez) gelisimini kontrol etmeye yardimci olan genleri aktive
eder. Ozellikle hematopoetik kok hiicrelerin, beyaz kan hiicrelerinin, kirmizi kan
hucrelerinin ve trombositlerin gelisiminde dnemli bir rol oynar. 21. Kromozomun

uzun kolunda, 22.12 pozisyonunda bulunmaktadir.

Sekil 1. 6. RUNX1 geninin kromozomal pozisyonu

1.6.2. IDH-2 Geni

Ara metabolizma ve enerji (retiminde rol oynar. Piruvat dehidrojenaz
kompleksiyle siki bir sekilde birlesebilir veya etkilesime girebilir. Izositrat
dehidrogenazlar, izositratin 2-oksoglutarata oksidatif dekarboksilasyonunu katalize
eder. IDH2’nin mitokondriyal formu bir¢ok hastalik ile iliskilidir. Mutant IDH1 ve
IDH2’nin neomorfik aktivitesinin inhibitorleri su anda hem solid hem de kan
tiimorleri i¢in Faz I / II klinik ¢alismalarinda bulunmaktadir. 15. Kromozomun uzun
kolunda, 26.1 pozisyonunda bulunmaktadir ( Parker & Metallo, 2016).

Sekil 1. 7. IDH2 genin kromozomal pozisyonu
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1.6.3. IL2RA-Geni

Aktif T ve B hucrelerinde, miyeloid onculeri ve oligodendrositler tzerinde
bulunan bir tip | transmembran proteinidir. IL2RA, ¢ogu B hiicresi neoplazminda,
baz1 akut lenfositik l6semilerde, noroblastomlarda ve timor infiltrasyonlu
lenfositlerde eksprese edilir. 10 Kromozomun kisa kolunda, 15.1 pozisyonunda
bulunmaktadir (Triplett, Curti, Bonafede, Miller, Walker, & Weinberg, 2012).

Sekil 1. 8. IL2RA geninin kromozomal pozisyonu
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. CALISMA SURESINCE KULLANILAN CIHAZLAR VE MALZEMELER

Tablo 2.1. Calisma Siiresince Kullanilan Cihazlar

Cihazlar Katalog Numarasi

»  Qubit Q33239

= ABI 3500xI genetic analyzer, RUO/HITACHI | 24346-110

= Thermal Cycler, BioRad/ T100 621BR09450

*  Thermal Cycler, Veriti/Applied | 2990212442
Biosystems/96 well

= MikroSantrifiij/HETTICH 374

» Hasas Terazi/lOHAUS 8729207447

» Elektroforez Gii¢ Kaynagi /THERMO 1596070807407

= Jel gorintileme sistemi/Transsimulator/Vilber | 8102082
Lourment

» Mikrodalga Firin/SAMSUNG JACP7TMBQ200104A

*  Vorteks/STUART R800002625

= KURU BLOK ISITICI/TECHNE R000100016

= SPIN CIHAZI/LABNET 9031408
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Tablo 2.2. Calisma Siiresince Kullanilan Kimyasal Malzemeler Ve Bilesenler

Kimyasal Malzemeler Katalog no;
= DNA izolasyon Kiti, Gentra Puregene Blood | 158389
Kit, Qiagen
= DNA izolasyon kiti, QiaAmp DNA Blood | 51106
Mini Kit, Qiagen
= Ethanol 1070172511
= Agaroz 800-015-EG
= 10X TBE Buffer 880-545-CL
= Syber Safe MG-SSGD-01-400
= DNA Leader 100bp MG-LDR-100
= EXxoSap 78200.200.UL
* BigDye™  Terminator  v3.1 Cycle | 4337454
Sequencing Kit
= DNA Sequencing Clean-Up Kit D4053

2.2. ORNEK SECIMI

Calisilan &rnekler Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisiit ¢ocuk kliniginden yonlendirilmis olan ve B-ALL tanist alan ¢ocuk
hastalardan olugmaktadir, hastalara ait periferik kan ornekleri hasta arsivinden
alinmigtir. Bu hastalar arasindan geriye doniik olarak onay formu alinabilecek olan

hastalar calismaya dahil edilmistir.

2.3. ARASTIRMA YONTEMI

Calisma yontemi 5 ana baslik altinda toplanmis olup su sekildedir:

1) Orneklerin Toplanmasi
Daha 6nce rutin analiz amaciyla DETAM’a yonlendirilen ve analiz sonrasi

arsivlenen hasta kan drneklerinden ¢alisilmistir.

2) Orneklerden Dna Izolasyonu
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Akut lenfoblastik I6semi tanisi konmus ¢ocuk hastalardan alinan periferik kan
orneklerinden DNA izolasyonu Qiamp DNA Blood Mini Kit kullanilarak
gerceklesstirildi.

3) Primer Dizayni:

Hedef genlere spesifik primerler NCBI Primer Blast veritabanlari kullanilarak dizayn
edilmistir. Hedef genlere spesifik primerler kullanilarak gradient PCR yapilarak
primer baglanma sicakliklar1 belirlenip, akabinde hasta ve kontrol grubunun hedef

genleri ¢cogaltilmistir.
4) Agaroz Jel Elektroforezi

%?2’lik agaroz jel hazirlanarak PCR bolgelerinin dogru amplifiye olup olmadigi
g plitty p g

kontrol edilmistir.
5) ExXoSAP-IT Purifikasyonu

PCR sirasinda hedef diziye baglanmayan primerler ve dNTP’ler exosap enzimi

kullanilarak ortamdan uzaklastirilmistir.
6) Sekans PCR

Bigdye TERMINATOR v3.1 CYCLE sequencing kit kullanilarak hedef genlerin

forward ve reverse yonlerinden PCR’1 yapilmustir.

7) Kapiller Elektroforezi

Hedef bolgelerin dizilenmesinde ABI 3500xL genetic analyzer cihazi kullanildi.
8) DNA Dizilerinin Analizi

Genlerin DNA dizilerinde referans diziden farklilik olup olmadigi, Seqscape, NCBI
Blast, Mutation Tester, Varsome, InterVar ve Mutation Surveyor programlari

kullanilarak incelendi.
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2.4. DNA iZOLASYONU
Hasta Orneklerinde DNA Izolasyonu, Gentra Puregene Blood Kit, Qiagen ile

elde edilmistir.

Yontem:

A e

© © N o O

10.
11.
12.
13.

300 pl Cell Lysis Solution eklendi ve kuvvetli bir sekilde vortex yapildi.
100 pl Protein Precipitation Solution eklenir ve salayarak karistirildi.
13000g’de 1 dk santrifiij edildi.

1,5 ependorf tiplere 300 pl isopropanol ekleyerek elde edilen (ikinci
asamada elde ettigimiz) slipernatanta aktarildu.

DNA kume, iplikcik haline gelene kadar karistirildi.

13000 g’de 1 dk boyunca santrifiij edilir.

DNA peletine zarar vermeden supernatant uzaklastirildi.

300ul, %70 ethanol eklenir ve karistirilir.

13000 g’de 1 dk santrifiij edilir.

Pelete zarar vermeden supernatant uzaklastirildi.

Oda sicakliginda DNA kurutulur.

100 pl DNA Hydration Solution ekleyerek 5 dk vortexlenir.

65°’de 15 dk inkiibe edilir, ve DNA’NIN ¢6ziinmesi saglanir.

2.5. DNA DILUSYONU
DNA konsantrasyonlari 2,5 ng olacak sekilde nikleaz su icermeyen ile

sulandirilmistir ve PCR karisimina eklenerek BioRad cihazinda ¢ogaltilmistir.

2.6. PRIMER DIZAYNI
Liyofilize halde sentezletilen primerler, distile su eklenerek oncellikle stok

cozeltileri 100 uM’lik hazirlandi. PCR asamalar1 boyunca kullanilacak olan primer

ana stok ¢ozeltilerinden 10 pM’lik ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanmistir.
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Tablo 2.1. Kullanilan Primer Dizileri

RUNX1 EXON 1 Reverse GTAAAACGACGGCCAGTCTTCCTGTTTGCTTTCCAGC
RUNX1 EXON 1 Forward CAGGAAACAGCTATGACCCACGCGCTACCACACCTAC
RUNX1 EXON 2 Reverse GTAAAACGACGGCCAGTACCACGTCGCTCTGGTTC
RUNX1 EXON 2 Forward CAGGAAACAGCTATGACCATCCTCGTCCTCTTGGGAGT
RUNX1 EXON 3 Reverse GTAAAACGACGGCCAGTAAGAAAATCAGTGCATGGGC
RUNX1 EXON 3 Forward CAGGAAACAGCTATGACCACCCTGGTACATAGGCCACA
RUNX1 EXON 4 Reverse GTAAAACGACGGCCAGTTGTTACGACGGTTTGCAGAG
RUNX1 EXON 4 Forward CAGGAAACAGCTATGACCGGAAGGGAAGGGAAATCTTG
RUNX1 EXON 8 Reverse GTAAAACGACGGCCAGTAGAAAGCTGAGACGAGTGCC
RUNX1 EXON 8 Forward CAGGAAACAGCTATGACCGCAGAACCAGAACGTTTTCC
RUNX1 EXON 6 Reverse GTAAAACGACGGCCAGTGCAACTTTTTGGCTTTACGG
RUNX1 EXON 6 Forward CAGGAAACAGCTATGACCGGTAACTTGTGCTGAAGGGC
RUNX1 EXON 7 Reverse GTAAAACGACGGCCAGTCCGAGTTTCTAGGGATTCCA
RUNX1 EXON 7 Forward CAGGAAACAGCTATGACCCATTGCTATTCCTCTGCAACC
IDH2 EXON Reverse TGTAAAACGACGGCCAGTGGGTTCAAATTCTGGTTGAA
IDH2 EXON Forward CAGGAAACAGCTATGACCAACATGCAAAATCACATTATTGCC
ILZRA EXON 6 Reverse CTCAGCCTGGTGTACAT

IL2RA EXON 6 Forward CTCGTGCTGTCCTAAAGTC

IL2ZRA EXON 3 Reverse GTGCGCTAGCAGGAGTTA

IL2RA

EXON 3 Forward

GTGCTTCTCAAGTGAATGAATAC

IL2RA

EXON 2 Reverse

AAGAAATATGTGATTAAGTCATTATAGGAT

IL2RA

EXON 2 Forward

GTGCGCTAGCAGGAGTTA

31




2.7. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU

Giliniimiizde yaygin olarak kullanilan Sanger temelli DNA dizi analizi yontemi,
Fred Sanger ve arkadaslar tarafindan 1977 yilinda gelistirilen bu yontem enzimatik
olarak DNA sentezine, zincir sonlanma yontemidir. Bu teknik ile DNA dizisi kalip

olarak yeni sentezlenecek DNA ipligi i¢in kullanilir.

Tablo 2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Birinci Asamasinda Kullanilan Bilesenler

Reaksiyon Bilesenleri Miktarlar
Reverse Primeri 1ul
Forward Primeri 1ul

2X FS Taqg MasterMix 16pl
gDNA(genomikDNA) 2ul
Toplam Hacim 20 pl

PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) asagida belirtilen kosularda yapilmistir;

Tablo 2.3. RUNX1- Exon 1 PCR Kosulari

Asama Sicakhik Sure Dongii sayisi
Ilk Denatiirasyon | 94°C 5dk 1
Denattirasyon 94°C 30sn

37 Dongu
Primer Baglanmasi | 59.6°C 30sn
Uzama 72°C 30sn
Son Uzama 72 °C 5dk 1
Bekleme 4°C 0 1
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Tablo 2.4. RUNX1- Exon 2 PCR Kosulari

Asama Sicakhik Sure Dongii sayisi
Ilk Denatiirasyon | 94°C 5dk 1
Denattirasyon 94°C 30sn
37 DOngu
Primer Baglanmasi | 59.6°C 30sn
Uzama 72°C 30sn
Son Uzama 72°C 5dk 1
Bekleme 4°C 1
Tablo 2.5. RUNX1- Exon 3 PCR Kosulari
Asama Sicaklik Sure Dongii sayisi
IIk Denatiirasyon | 94°C 5dk 1
Denaturasyon 94°C 30sn
. 37 Dongu
Primer Baglanmasi | 59.6°C 30sn
Uzama 72°C 30sn
Son Uzama 72°C 5dk 1
Bekleme 4°C 1
Tablo 2.6. RUNX1- Exon 4 PCR Kosulari
Asama Sicakhik Sure Dongu sayisi
IIk Denatiirasyon | 94°C 5dk 1
Denattirasyon 94°C 30sn
40 Dongu
Primer Baglanmasi | 64°C 30sn
Uzama 72°C 30sn
Son Uzama 72°C 5dk 1
Bekleme 4°C 1
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Tablo 2.7. RUNX1- Exon 8 PCR Kosulari

Asama Sicakhik Sure Dongu sayisi
Ilk Denatiirasyon | 94°C 5dk 1
Denattirasyon 94°C 30sn

- 40 Dongu
Primer Baglanmasi1 | 60.5°C 30sn
Uzama 72°C 30sn
Son Uzama 72°C 5dk 1
Bekleme 4°C 1

Tablo 2.8. RUNX1- Exon 6 PCR Kosulari

Asama Sicakhik Sure Dongii sayisi
Ilk Denatiirasyon | 94°C 5dk 1
Denatiirasyon 94°C 30sn

- 40 Dongu
Primer Baglanmasi | 60.5°C 30sn
Uzama 72°C 30sn
Son Uzama 72°C 5dk 1
Bekleme 4°C 1

Tablo 2.9. RUNX1- Exon 7 PCR Kosulari
Asama Sicakhik Sure Dongii sayisi
Ilk Denatiirasyon | 94°C 5dk 1
Denatiirasyon 94°C 30sn
40 Dongu

Primer Baglanmas: | 60.5°C 30sn
Uzama 72°C 30sn
Son Uzama 72°C 5dk 1
Bekleme 4°C 1
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Tablo 2.10. IDH-2 PCR Kosulari

Asama Sicakhik Sure Dongii sayisi
IIk Denatiirasyon | 94°C 5dk 1
Denattirasyon 94°C 30sn
36 Dongu

Primer Baglanmasi | 66°C 30sn

Uzama 72°C 30sn

Son Uzama 72°C 5dk 1

Bekleme 4°C 1

Tablo 2.11. IL2RA Exon 3 PCR Kosulari
Asama Sicaklik Sure Dongii sayisi
IIk Denatiirasyon | 94°C 5dk 1
Denattrasyon 94°C 30sn
36 Dongu

Primer Baglanmasi | 66°C 30sn

Uzama 72°C 30sn

Son Uzama 72°C 5dk 1

Bekleme 4°C 1

Tablo 2.12. IL2RA Exon 6 PCR Kosular1
Asama Sicakhik Sure Dongii sayisi
IIk Denatiirasyon | 94°C 5dk 1
Denattirasyon 94°C 30sn
36 Dongu

Primer Baglanmasi | 66°C 30sn

Uzama 72°C 30sn

Son Uzama 72°C 5dk 1

Bekleme 4°C 1
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2.8. JEL ELEKTROFOREZ:

PCR asamasi siiresince DNA’nin ¢ogalip ¢cogalmadigini kontrol etmek amaci ile
agaroz jel elektroforezi yapildi. %2’lik agaroz jel hazirlamak igin beher iginde
onceden hazirlanan 1X TBE buffer (Tris-Borik asit-EDTA) stok ¢dzeltisinden 50
mL, agaroz’dan 1 gr hassas terazide tartilarak seffaflasana kadar 2 dk boyunca
kaynatilmistir, ardindan 8 pl syber safe eklenerek homojenize edilerek elektroforez
tepsisine taraklar eklenerek jelin polimerlesmesi beklenmistir.

Jel kat1 hale geldikten sonra elektroforez kalibinin bulundugu tanki 1X TBE buffer
jelin tizerini kaplayacak sekilde dokiilmiistiir. Birinci kuyucuga 100bp’lik
Leadder’dan 2ul, diger kuyucuklara ise PCR 6rneklerinden 3,5 pl eklenmistir. Jel 10

dk boyunca yuratilerek. Jel gorintiileme sisteminde incelenmistir.

Elde Edilen PCR Urlinlerinin Saflastirilmast;

Artan primerler ve dNTP’leri uzaklastirmak i¢in ExoSap karisimi kullanilir, EXO
1 (Exonuclease 1) ve SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase).
Exo dogru hedef bolgeye baglanmayan primerleri, Sap ise dNTP’lerin

parcalanmasina neden olur.

Tablo 2.13. ExoSap asamasinda kullanilan bilesen miktarlari

Kullanilan Bilesenler Kullanmilan Miktar
ExoSap enzimi 2ul
PCR (iruni Sul

Hazirladigimiz  karisim Onceden programladigimiz ExoSap 1s1 programinda
calistirildi.  Yanlis olarak baglanmis primerlerin ve istenmeyen dNTP’lerin

uzaklastirilmasi i¢in ExoSap tirliniin aktif oldugu siire’de ¢alistirilmastir.

Tablo 2.14. ExoSap kosulart

ExoSap Sicakhik Sare
Enzim Aktivitesi 37°C 30dk
Enzim Inaktivitesi 85°C 15dk
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Sekans PCR Asamasi
Saflagtirdigimiz PCR iiriinlerimizi dizilemek i¢in BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit’I kullanilmustir.

Tablo 2.15. Sekans PCR asamasinda kulanilan bilesenler ve miktarlar

Kullanilan Bilesenler Kullanilan Miktar
F Primeri 1pl

R Primeri 1ul

BigDye 1ul

Steril Distile Su oul

ExoSap Urini 3.4ul

5X Sequencing Buffer 4ul

Total Miktar 19.4ul

Tablo 2.16. Sekans PCR kosulari

Asama Sicaklik Sure Dongu sayisi
Ilk Denatiirasyon | 96°C 20 sn 1
Denatiirasyon 95°C 10sn

Primer Baglanmasi | 50°C 5sn 26 Dongu
Uzama 60°C 3dk

Bekleme 4°C o0 1 déngu

Piirifikasyon, Saflagtirma Asamast;

Sekans PCR drlnlerinin dizilenebilmesi ic¢in baglanmamis floresan isaretli
dNTP’leri uzaklastirma islemi Zymo Research, DNA Sequencing Clean-up Kiti ile
yapilmastir.

* Sekans PCR drunlerimizin Gzerine 200ul Sequencing Buffer multichannel

pipet yardimi ile dagitilmsar.

* 3000 g’de 2 dakika santrifuj edildi.

+ Alt plaktta kalan supernatant kalintis1 attilarak, {izerlerine 240 pl Sequencing

Wash Buffer eklenerek
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* 3000 g’de 5 dakika santrifiij edilir

» Omnekler Sekans Plakina alinarak iizerlerine 10 pl Formamid solusyonu
damlatilir ve 3000 g’de 2 dakika boyunca santriftj edildi

* Sekans Plakimizin {izeri septa ile kapatilarak analiz yapilmasi i¢in cihaza

yiiklenmistir.

2.9. KAPILLER ELEKTROFOREZ’DE SEKANS ANALIZI

Saflastirilmis PCR iiriinlerimiz Kapiller Elektroforez Cihazinda ( ABI 3500 xL)
bulunan 6rnek kismina yerlestirilir, iirlin yerlestirildikten ve kapak kapatildiktan
sonra cihaz sicakligl elektroforez i¢in uygun olan 60° kadar c¢ikar. Tiim ornekler

isaretlenerek veri tablasina aplike edilir.

2.10. VERILERIN DEGERLENDIRILMESI
ABI 3500 XL analizatér cihazina yiiklenen &rnekler sonucunda elde edilen
veriler SegScaner 2, MutationSurveyor V5,1.2, Mutationtaster, NCBI BLAST

programlari ile analiz edildi.
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3. BULGULAR

Arastirmada c¢alisilan, ALL ve NOTCH sinyal yolaginda yer alan RUNX1,
IL2RA ve IDH2 genlerinin, galismaya dahil edilen 52, B-hicreli-Cocuk Akut
Lenfoblastik Losemi tanisi almis olgularin tani aninda ve hastaligin takibi siiresince
kaydedilen cinsiyet, yas ortalamalari, kemik iligi blast oranlari, WBC, trombosit,
hemoglobin degerleri, sagkalim oranlari, tespit edilen translokasyonlar1 ve hastaligin
niks etme durumu (Tablo3.1) verilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, RUNX1
geninin exon 5’inde yalnizca 1 olguda (olgu no.14) ¢.524 T>A mutasyonu saptandi.
IL2RA geninde, intronik bolgede yer alan varyasyonlar tespit edildi. Olgu 19°da
0.38134G>C, olgu 12’de ¢.367+7G>C saptandi. IDH2 geninde ise herhangi bir

varyasyon tespit edilmemistir.
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Tablo 3.1. Calismaya dahil edilen B-ALL hastalarinin klinik 6zellikleri

Diagnostic (n=52)
Ortanca yas (min-mak) 5(0.9-15)
Cinsiyet (Erkek:Kiz) 30:22 (1.3:1)
Ki blast (%) ortalama 93
WBC (x10°%/L) ortanca (min-mak) 22000(1700-629000)
Hemaoglobin (dL) ortanca (min-mak) 7.8 (5-19)
Trombosit (x10%/L) ortanca (min-max) 40000 (8000-284000)
Sag kalim (ay) ortanca (min-max)
Tiim sag kalim 44 (10-113)
Relapssiz sag kalim 39 (9-112)
Relaps
Var 5
Yok 37
Takip dist 10
Son durum
Sag 38
Eks 4
Takip dist 10
Translokasyon (n)
BCR-ABL1 3
MLL-AF4B 1
TEL-AML 3
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RUNX1 (Runt-Related Transcription Factor 1) geni mutasyonu;

Cocuk ALL tanis1 almis 9 yasindaki erkek olguda, RUNX1 geninin 5.ekzonunda
c.524 T>A degisimi gosteren heterozigot bir mutasyon saptandi. EGIL’in
immiinolojik simiflandirilmasima gore olgu B2 (B2; common B ALL) fenotipinde
olup, tan1 anindaki beyaz kiire (16kosit) orani 132400/mm3, hemoglobin orani
7.4g/dl, trombosit orant ise 146000/mm3 olarak kaydedilmistir. Hastaya ait
laboratuvar bulgular1 tablo (Tablo 3.2.) yer almaktadir. Yapilan in silico analizlerde;
MutationTester analiz programinda, kromozom 21.’de, 36231860 pozisyonda amino
asit degisikligine neden olan L148Q (p.Leul75GIn) (Leucine- Glutamine) mutasyon
heterozigot olarak saptandi ve tabloda gosterildi (Sekil 3.2.)(Tablo 3.3.)
VarsomeClinical platformunda arastirma sonucunda bulunan mutasyon muhtemel

patojenik olarak gosterilmistir (Sekil 3.1.).

Tablo 3.2. RUNX1 mutasyonu tagiyan hastanin laboratuar 6zellikleri

Hasta Numarasi Hasta no.14
Calisilan Gen RUNX1
Fenotip B2

Yas 9

Cinsiyet Erkek

Nuks Var

Beyaz Kiire Hucre 132400/mm3
Hemoglobin 7.4 g/di
Trombosit 146000/mm3
Translokasyon Yok
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Tablo 3.3. MutationTester analiz programi sonucunda elde edilen, ¢.524T>A

mutasyon verileri

Kromozom | Gen Pozisyon | Sitogenetik AA Varyant DNA
bant degisimi degisimi
21. RUNX1 | 36231860 | 21g22.12 L148Q SNV C.443T>A
SNV: A single-nucleotide variant, L148Q
Verdict
Likely Pathogenic
Transcript NM_001754 4, canonical. protein length 481, gene RUNX1, missense variant v | @
Rules
st © Pt @ b2 @ b3 © st @ s ©
Moderate Moderate
PM4 @ PM5 @ PME @ PPl @ Err2 @ v =] PP4 © PP5 ©
Supporting v Supporting ~
BAI © BSI © BS2 @ BS3 @ BS4 @
BPI @ BF2 @ BP3 @ BP4 @ BPS © BP6 © BP7 ©

Sekil 3.1. VarsomeClinical platformunda ¢.524T>A mutasyonunun muhtemel
patojenik ajan olarak gosterilmesi

ACMG, VarSome klasifikayonuna gore patojeniteye uyan Kkriterleri bulundurma
kriterleri

PM1: Hot-spot bolgede bulmasi

PM2: Exom Sekans ProjesiNDE, 1000 Genom Projesi veya Exome Toplama
Konsorsiyumu'nda bulunmamasi (veya resesif ise asir1 diisiik frekansta).

PP2: Diisiik benign missens varyasyon oranina sahip olan ve bu gibi missense
varyantlarinin yaygin bir hastalik mekanizmasi oldugu bir gende bulunmasi.

PP3: Gen veya gen liriinii lizerinde zararli bir etkiyi desteklemesi.
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Sekil 3.1. ¢.524 T>A mutasyonu tasiyan olgunun sanger sekans dizi analizi

sonucunda elde edilen elektroferogram gorintisi

IL2RA (Interleukin 2 Receptor Subunit Alpha) geni mutasyonlari;

Toplamda 52 pediatrik ALL ¢ocuk hastada sanger dizileme yontemi ile incelenen
IL2RA geninde 4 olguda intronik bolgede farkli varyasyonlar tespit edildi, olgu 12, 2
yasinda cocuk akut lenfoblastik l6semi tanisi almis ve tan1 aninda labaratuar
degerleri, beyaz kiire oran1 1700/mm3, hemoglobin oran1 7.1 g/dl, trombosit degeri
ise 110000/mm3 olarak kaydedilmistir tablo ( Tablo 3.4.). In silico analizler
mutation tester sonucunda intronik bdlgede (kodlama yapmayan bdlgede)
0.38139A>T degisimine neden olan homozigot polimorfizim saptanmistir (Sekil 3.4.
). VarsomeClinical mutasyon analizi sonucunda, 6066195 pozisyonunda kromozom

10.’da, A>T degisimine neden olan bening 6zellikte SNV varyanti bulunmustur.

Tablo 3.3. IL2RA mutasyonu tasiyan hastanin laboratuar 6zellikleri

Hasta Numarasi Hasta no.12
Calisilan Gen IL2RA
Fenotip B2
Yas 2
Cinsiyet Kiz
Nuks Yok
Beyaz Kiire Hiicre 1700/mm3
Hemoglobin 7.1 g/dl
Trombosit 110000/mm3
Translokasyon Yok
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Tablo 3.4. MutationTester analiz programi sonucunda elde edilen, g.38139A>T
mutasyon verileri

Kromozom | Gen | Pozisyon | Sitogenetik | Varyant DNA RS.no
bant degisimi
10. IL2RA | 6066195 | 10p15.1 SNV | 9.38139A>T | rs12358961
Werdict
Benign
Transcript NM_o004173, canonical, protein length 273, gene IL2RA, nen coding variant v | @
Rules
] PSI @ PS2 @ PS3 @ PS4 @ PMI @ PMZ © PM3 @
FM4 @ PM5 @ PM6 @ PP1 @ PP2 @ PP3 @ PP4 @ PP5 @
Mea © BSl @ BS? @ BS3 @ BS4 @
Stand Alone

BPI © BP2 @ BP3 @ fders © BP5 © | v BP? ©
Supporting v Supporting +

Sekil 3.2. VarsomeClinical platformunda g.381A>T mutasyonun benin ajan olarak

gosterilmesi

ACMG, VarSome klasifikayonuna gore patojeniteye uyan Kkriterleri bulundurma
Kriterleri

BALl: Exome Sekanslama Projesi, 1000 Genom Projesi veya Exome Toplama
Konsorsiyumu'nda allel frekans1 >% 5.

BP4: Gen veya gen Uriinu Uzerinde herhangi bir etki gostermez.

BP6: ClinVar varyant1 Benign olarak siniflandirir.
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Sekil 3.3. ¢.38139A>T mutasyonu tasiyan olgunun sanger sekans dizi analizi
sonucunda elde edilen elektroforogram goriintiisu

Ikinci olgu no.19, ¢ocuk akut lenfoblastik 16semi tanisi almis 2.5 yasinda kiz
hastamiz1 kapsamaktadir. Hatanin tani aninda labaratuar degerleri, beyaz kiire orani
4100/mm3, hemoglobin orani1 9.2 g/dl, trombosit degeri ise 160000/mm3 olarak
kaydedilmistir tablo bulunmustur (Tablo 3.6.). In silico analizler sonucunda intronik
bolgede (kodlama yapmayan bolgede) ¢.38134G>C degisimine neden olan
homozigot polimorfizim saptanmustir (Sekil 3.6.). VarsomeClinical mutasyon analizi
sonucunda, 6066200 pozisyonunda kromozom 10.’da, G>C degisimine neden olan

benin ozellikte SNV varyant1 bulunmustur.

Tablo 3.5. IL2RA mutasyonu tagtyan hastanin laboratuar dzellikleri

Hasta Numarasi Hasta no.19
Calisilan Gen IL2RA
Fenotip B2
Yas 2.5
Cinsiyet Kiz
Niks Yok
Beyaz Kiire Hiicre 4100/mm3
Hemoglobin 9.2 g/dI
Trombosit 160000/mm3
Translokasyon Yok
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Tablo 3.6. MutationTester analiz programi sonucunda elde edilen, g.38134G>C
mutasyon verileri

Kromozom | Gen | Pozisyon | Sitogenetik | Varyant DNA RS.no
bant degisimi
10. IL2RA | 6066200 10p15.1 SNV | g.38134G>C | rs11256369
Benign
Transcript NM_0004173, canenical. protein length 273. gene IL2RA. nen coding variant | v | @
Rules
PVSI @ PSI @ PS2 @ PS3 @ PS4 @ PMI @ PMZ @ PM3 ©
PM4 @ PM5 @ PME @ PPI @ PP @ PP3 @ PP4 @ PP5 @
BAI 2] BSI @ BS2 © BS3 © BS4 ©
Stard Alone -

BPl © BP2 © BP3 @ [FdErP4 © BPS © FdBre © BF? @
Supporting ~ Moderate

Sekil 3.4. VarsomeClinical platformunda g g.38134G>C mutasyonunun benin ajan

olarak gosterilmesi

ACMG, VarSome klasifikayonuna gore patojeniteye uyan kriterleri bulundurma
Kriterleri

BAL1l: Exome Sekanslama Projesi, 1000 Genom Projesi veya Exome Toplama
Konsorsiyumu'nda allel frekans1 >% 5.

BP4: Gen veya gen Uruni tzerinde herhangi bir etki gostermez.

BP6: ClinVar varyanti Benign olarak simiflandirir.
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Sekil 3.5. ¢g.38134G>C mutasyonu tastyan olgunun sanger sekans, dizi analizi
sonucunda elde edilen elektroforogram géruntisu
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4. TARTISMA VE SONUC

Akut lenfoblastik I6semi miyeloid Onciil hiicrelerin anormal gelisimi ile
karakterize edilen kok hiicre hastalifidir (Yokota & Kanakura, 2016). Diger 16semi
tirlerinde de oldugu gibi ALL’de, B ve T hiicrelerin 6nciil miyeloid hiicrelerden
farklilagmas: siiresince olusan kromozomal yeniden diizenlemeler, translokasyonlar,
gen ekspresyonlarinda meydana gelen degisimler ve delesyonlar gibi genetik
bozukluklar; hiicre populasyonunda artisa ve proliferasyon siirecinin bozulmasina
neden olarak hastalik gelisimine sebep olurlar (Inman & Kuehl, 2014) (Harrison,
2004).

B-ALL’de artan sayida genetik anormallik tanimlanmasiyla, zamanla meydana
gelen molekiiler olaylarin-dizensizliklerin kronolojilerinin incelenmesi mumkin
hale gelmistir. Bu gibi bilgiler 16semik hiicrelere neden olan mekanizmalarin ve
etken sinyal yolaklarinin aydinlatilmasinda yardime1 olmaktadir.

Hematopoetik sistemde meydana gelen anormal gelisim, kromozomal ve
molekiiler degisimlerin yani sira onciil hiicre gelisiminde etkili olan bir¢ok farkli
sinyal yolaklar1 yer almaktadir. Bunlardan biri Notch sinyal yolagidir. Notch sinyal
yolagi hiicre gelisiminin erken safhalarinda T hiicreleri, B hiicreleri ve dentrik
hiicrelerin  diizenlenmesinde, organ olusumunu ve morfogenezi etkileyerek
proliferasyonda, farklilasmada ve apoptozda diizenleyici rol oynar ( Herve, Kamdje,
& Krampera, 2011) (Chung, Riella, & Maillard, 2016).

Calismada akut lenfoblastik 16semi tanist almis 52 pediatrik olgunun kemik iligi
orneklerinde, RUNX1, IDH2, IL2RA genlerindeki yer alan olas1 mutasyonlar sanger
sekans dizileme yontemi ile arastirildi. Hastalarin ortanca yas orani1 5 (0,9-15) yil idi.
ALL’li ¢ocuk hastalarimizda cinsiyet dagilimi ise daha once yapilan ¢alismalara
(1/1,2) benzer olarak, erkek-kiz 30:22 (1.3:1) belirlendi ( Hamrnond, et al., 1986).

Prognostik faktorlerin arastirilmasinda, ¢ocuk ALL’li hastalar tehsisin yapildigi
yasa gore farkli risk grubuna dahil edilebilir. Bunlardan 10 yas ve iizerindeki yaslar,
yiiksek risk grubunu olusturmaktadir ( Hamrnond, et al., 1986).

Akut lenfoblastik tanis1 almig hastalarda WBC, hemoglobin, trombosit degerleri
farklilik gostermektedir. Arastirmada WBC oran1  1700-629000x109/L olarak
kaydedilmistir. WBC oran1 ¢ok fazla degiskenlik gosteren bir prognostik belirteg
olup, daha onceki galismalarda WBC oran1 >100,000/mm3 (izerinde kot prognoz
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olarak belirlenmistir ( Hamrnond, et al., 1986). Bir bagka ¢alismada ise 1-9 yas
arasinda WBC oram1 >50,000 ile standart risk grubunu olustururken, 10 yas ve
tizerinde >50,000 WBC oran1 yiiksek risk olarak kabul edilmektedir (Smith, Arthur,
& Camitta, 1996). Hastalarimizda trombosit oran1 7.8 dL ve hemoglobin orani ise
40000x109/L olarak tespit edildi. Literatirde, hemoglobin ve trombosit
seviyelerindeki degisikligin prognoz tizerindeki etkisi tartigilmamustir.

Yapilan in silico analizlerde, degerlendirilen 52 olgu igerisinden bir olguda

RUNXI1 geninde amino asit degisikligine neden olan L148Q (p.Leul75GIn)
mutasyonu heterozigot formunda saptandi. Bu mutasyon klinik platformda muhtemel
patojenik olarak gdsterilmistir.
L148Q mutasyonunu tasiyan 9 yasindaki erkek hastanin, WBC oran1 1324000x109/L
olarak kaydedilmistir, bu oran yapilan diger arastirmalara gore standart risk grubu
arasinda yer almaktadir (Smith, Arthur, & Camitta, 1996). Miyeloid malignensilerin
%?25’inde etki gosteren RUNX1 mutasyonu, miyeloid ve lenfoid hicrelerin
gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir ( Linden, Schnittger, Grol, Juergens , &
Rossig, 2010).

Yenidoganlarda fonksiyonel ETV6-RUNXI1 fiizyonlarmin sikligt %1 l6semi
oranindadir. Fonksiyonel c¢alismalar, B hiicresinde ETV6-RUNXI1 fiizyonunun tek
basina l6semi olusumunda etkili olmadigini, bunun yaninda ek olarak diger genetik
yapilarin birliktelikleriyle etkili olabilecegi diistiniilmektedir (Mori, et al., 2002) (
Andreassona, Schwallera, Anas, Asterd, & Gillilanda, 2001). Bu gibi gozlemler
ETV6-RUNX’in erken losemi klonal gelisiminde etkili olmasina ragmen, tek basina
ALL gelisimi i¢in yetersiz oldugunu ve losemi gelisimi i¢in ikincil bir genetik
degisikliginin varligin1 vurgulamaktadir ( Bertrand,, et al., 2007).

Benzer bir diger calisma Wayden ve arkadaslar tarafindan, B-ALL’li farelerde
yapilmistir. RUNX1’in ALL’de diger genler ile olan iligkisini arastirmak i¢in B-
hiicreli ALL’de etkili olan diger genleri sleeping beauty transpozon sistemini
kullanarak hastalik biyolojisinde yer alan isbirlik¢i genler incelenmistir. Tespit edilen
genlerin ALL’nin olugmasinda ETV6-RUNXI ile isbirligi yapmak igin ¢ekici
adaylar oldugunu bildirilmistir. ( Weyden , et al., 2011).

IL2RA geninde yapilan mutasyon incelenmesi sonucunda, 52 olgu igerisinde 3
olguda intronik ( 5’UTR ve 3’UTR de kodlama yapmayan bolge) bolgede farkl
varyasyon tespit edildi.
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2 yasinda ALL tanis1 almis ¢ocuk olgumuzda, yapilan dizileme analizi sonucunda,
6066195 pozisyonunda kromozom 10°da, g.38139A>T degisimine neden olan bir
polimorfizm tespit edildi. Hastaya ait WBC oran1 1700/mm3 olarak belirlendi, ve
literatiir incelendiginde bu varyasyonun kotii prognozla iligkili olmadigr gézlendi
(Smith, Arthur, & Camitta, 1996).

IL2RA geninde polimorfizim varyantini tespit ettigimiz bir diger olgu 2.5
yasinda kiz hastamizdi. Hastanin tan1 anindaki beyaz kiire oran1 herhangi bir koti
prognoz ile iliskili degildir, hastanin WBC oran1 4100/mm3 olarak bildirildi. Yapilan
in silico klinik arastirmalar sonucunda intronik bdlgede yer alan bir SNP
polimorfizm varyanti, 6066200 pozisyonunda kromozom 10.’da, bening o6zellikte
2.38134G>C degisimi gozlemlendi.

Bir diger tespit edilen polimorfizim varyant1 ise 10 yasinda erkek hastamizda
goriilmiistiir. Hastanin tam1 aninda labaratuar degerleri, beyaz kiire oram
2260000/mm3 olarak belirlenmistir, vee WBC orant diger calismalar1 destekler
nitelikte yiiksek risk grubunda yer almaktadir. In silico analizler sonucunda intronik
bolgede (kodlama yapmayan bolgede) g.38134G>C degisimine neden olan
homozigot polimorfizim saptanmistir. VarsomeClinical mutasyon analizi sonucunda,
6066200 pozisyonunda kromozom 10°da, G>C degisimine neden olan bening
ozellikte SNV varyant1 bulunmustur.

IL2RA genini in silico veritabanlarinda sonuglandirdigimiz 3 olguda SNV (single
nucleotide variant) varyantlar: bening olarak tespit edildi. Fakat ayn1 gen iizerinde

daha 6nce yapilan benzer bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Caligmamizda incelenen bir diger gen olan IDH2’de herhangi bir varyant tespit
edilememistir.  IDH2’nin ~ mitokondriyal =~ formu  bir  ¢ok  hastalikla
iligkilendirilmektedir. IDH2 geni glioma gelisiminde etkili rol oynamaktadir,
hipotoni, ataxia ve l6semi tirleri ile birlikte gorilmektedir. Hirabayashi ve
arkadaslarinin inceledikleri bir klinik vakada, 15 yasinda ALL tanis1 almis Maffucci
sendromlu bir hastada IDH2 geninde ¢.394C>T bir mutasyonunu tespit edilmistir.
IDH2’nin mutasyonuna ALL’den ziyade AML’de daha sik rastlanmaktadir. Bu gibi
olgularda Maffucci sendromlu hastalar, embriyonik gelisim sirasinda bir mozaik
paterninde ortaya ¢ikan IDH1 veya IDH2 mutasyonlar1 nedeniyle c¢esitli malign
tiimdrler gelistirme riski altindadir ( Hirabayash, Seki, & Haseg, 2017).
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Hematopoetik sistemde derregiille NOTCH sinyal yolagi 16semi ve lenfoma ile
iligkilendirilerek, T ve B hiicre ALL’li hastalarinda kromozomal translokasyonlar, ve
genetik degisiklikler gézlemlenir (Chung, Riella, & Maillard, 2016). Cocuk ALL
hastalarinin %25’inde RUNX1 geni prognoz ag¢isindan risk grubunda yer almaktadir
( Reichard, Kang, & Robinett, 2011).

IL2RA gen lokusunun ise c¢ok sayida polimorfik alleli, gesitli otoimmiin
hastaliklarin gelisimi ile iligkilidir ( Schwartz , et al., 2017).

B-ALL, genetik degisiklikler sonucunda lenfoid hiicrelerin gelisiminde meydana
gelen bozukluklar ile karakterize edilen bir hastalik grubudur. Bu c¢alismada
arastirdigimiz bir grup pediatrik akut lenfoblastik 16semi tanisi almig hastanin
molekiiler mutasyon analizi sonucunda, hastalarin molekiiler heterojenligini
tanimladik. 4 olguda kodlama yapan ve kodlama yapmayan bolgelerde muhtemel
patojenik ve bening 6zellikte varyantlar saptandi ve bu 4 olguda klonal bir degisiklik
oldugunu soyleyebiliriz.

Mutasyon verilerini, hastalarin klinik verileri ile karsilastirdigimizda, WBC orani
1324000x109/L olarak kaydedilen ve RUNX1 geni mutasyonu tasiyan hastanin
klinik wverileri, daha once yapilan prognostik calismalara gore kotii prognoz ile
iliskilendirildi. Hastada bulunan mutasyon amino asit degisikligine neden olarak
muhtemel patojenik smifinda yer almaktadir. Elde ettigimiz bulgulara dayanarak,
RUNX1’de meydana gelen genetik degisiklik ve WBC oranindaki artisin, anlamli bir
sekilde 1iligkilendirilebilir. Fakat hasta sayisin az olmasi nedeni ile B-ALL’de
prognostik bir belirte¢ olarak siniflandiramamaktayiz. Calisma sonucunda RUNXI1
pozitifliginin ve WBC oranimin koétii prognoz ile uyusmasina ragmen bu konudaki
calismalar halen yetersizdir, bu nedenle daha kapsamli ¢alismalar onerilir.

IL2RA geninde tespit edilen SNV varyantlar1 ile iliskili herhangi bir ¢alisma
bulunmamasi nedent ile, hasta klinik verileri ile anlamli bir iligki kurulamadi.

Molekiiler prognoz, B hiicreli ALL hastalarindaki 6nemi, l6komogenezi
tetikleyen 6zellikle NOTCH sinyal yolagi gibi onciil hiicre gelisiminde yer alan
sinyal iletilerin ve bu yolaklarin {iyeleri olan genlerin aragtirilmasi prognozda 6nemli
belirteg odaklar1 haline gelmistir. Cocukluk c¢ag1 akut lenfoblastik l6semilerde
goriilen genetik anomalilerin hastalarin prognozunun belirlenmesinde 6nemli bir
faktor oldugu icin, ALL gelisimindeki mekanizmalarin, sinyal yolaklar iiyeleri ile
birlikte incelenmesi bundan sonraki deneylerde prognoz tespiti agisindan gelecek

calismalara da rehber olacaktir.
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Sonu¢ olarak c¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglar litertiirdeki sonuglara
uygunluk gostermektedir. Fakat daha glvenli bir degerlendirme yapilabilmesi igin,
daha fazla hasta sayis1 ve bu hastalarin sitogenetik sonuglarin, klinik datalar ile
birlikte entegrasyonu, mutasyon verileri ile birlikte incelenmesi ALL hastalariin
molekiiler dogasinin daha iyi anlagilmasinda yol gosterecektir.

Bu calismada, B-ALL hiicrelerinde Notch sinyalizasyon katkisini kapsamli bir
sekilde tanimlamak i¢in in siliko ve molekiiler yaklasimlar kullandik. Genel olarak,
Notch yolu, hiicre i¢ci RUNX1 geninde meydana gelen genetik degisiklikler B-ALL
hiicrelerini tesvik ettigini sdyleyebilmekteyiz. Bu bulgular kombinasyonu klinik

Oncesi bir mantig1 temsil etmektedir.

B-ALL'da primer genetik degisiklikler ile sinyal yolaklarinda meydana gelen
degisiklikler paterni arasindaki giiclii korelasyon gbéz oniline alindiginda bu gibi
verilerin-bulgularin daha uzun perspektifte, B-ALL biyolojisi bilgisinin artmasinin,
hedeflenen tedavilerin gelistirilmesine ve bdylece hastalik prognozu agisindan

gelecek calismalara da rehber olacaktir.
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