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OZET
Doktora Tezi

Pediyatrik Akut Lenfoblastik Losemi Olgularinda Genetik Risk Faktorlerinin Prognostik

Onemi ve Survivin Ekspresyonu Uzerine Etkisi
Efsun Eren Keles
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dr. Ogr. Uyesi Halil Giirhan Karabulut

Survivin solid tiimorlerde ve hemotolojik malignensilerde yiiksek diizeyde eksprese olan bir
proteindir. Survivin onciil-mRNA’sindan 5 farkli mRNA olusmaktadir. Bu transkriptlerden
yaban tip survivin, AEx3 ve 3B’nin antiapoptotik, 2B ve 2a’nin ise proapoptotik 6zellikte

oldugu diisiiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda survivin ve varyantlarinin mRNA diizeyindeki ekspresyonu, standart-
yiiksek risk gruplarina ayrilan 35 pediyatrik ALL hastasinin ilk tani ve remisyon
donemlerinde kantitatif real time PZR yontemi ile incelenmistir. Tedaviye hizli ve yavas
yanit veren hastalarin ilk tani 6rneklerinin ekspresyon diizeyleri de karsilastirilarak tedaviye

yanitta etkili olabilecek survivin varyant(lar)1 arastirilmistir.

Calismamizda yaban tip survivin ve AEx3 en diisiik, 2a ve 3B ise en yliksek ekspresyon
diizeyine sahip varyantlar olarak bulunmustur. Hasta-kontrol grubu karsilastirmasinda, hasta
grubunda yaban tip survivin ve AEx3 ekspresyon diizeylerinin anlaml diizeyde yiiksek
oldugu bulunmustur. Risk gruplar1 arasinda yapilan karsilastirmada ise AEx3/YT
ekspresyon diizeyi oraninin standart risk grubunda daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Bu
sonuglar yaban tip survivin, AEx3 ve 2a+2B/3B ekspresyon oraninin pediyatrik ALL
gelisimi  icin risk olusturabilecegini ve AEx3/YT’nin risk smiflandirmas1 ig¢in

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
2020, 126 sayfa

Anahtar kelimeler: Pediyatrik akut lenfoblastik 16semi, survivin, kantitatif real time PZR



ABSTRACT
PhD Thesis

Prognostic importance of genetic risk factors in pediatric acut lymphoblastic leukemia and

their effects on survivin expression
Efsun Eren Keles
Ankara University Biotechnology Institute
Asst. Prof. Halil Giirhan Karabulut

Survivin is a protein expressed in high level in solid tumors and hematological malignancies.
Alternative splicing of survivin pre-mRNA produces five different mRNAs. It is thought

that wild type survivin, AEx3 and 3B are antiapoptotic whereas 2B and 2a are proapoptotic.

In this thesis, expression of survivin and its variants were investigated by quantitative real
time PCR method at mRNA level both at first diagnosis and in remission periods of 35
patients with pediatric acute lymphoblastic leukemia divided into high and standart risk
groups. In addition, by comparing expression levels of survivin and its variants between
patients with rapid and slow early response to treatment in standard and high risk groups,

survivin variant(s) that may affect the response to treatment was also investigated.

In our study expression levels of wild-type and AEx3 variant were found to be higher in
patient group. AEx3/WT expression rate was higher in standard than in the high risk group.
Therefore, it was concluded that wild type survivin, AEx3 and ratio of 2a+2B/3B expression

may be a risk factor for pediatric B ALL and AEx3/WT may be used in risk classification.
2020, 126 pages

Keywords: Pediatric acute lymphoblastic leukemia, survivin, quantitative real time PCR
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1. GIRIS

ALL (akut lenfoblastik 16semi), lenfohematopoetik hiicrelerin olgunlasma asamasinda
duraklamalar1 sonucu malign 6zellikteki klonlarin gogalmas: ile karakterize heterojen bir
hastaliktir. Cocukluk ¢agr malignitelerinin %25-30’unu olusturmaktadir. ALL sadece
cocukluk caginin en sik goriilen malign hastalig1 olmasi agisindan degil, tedavide elde edilen

basarilar agisindan da bu donemin 6nemli bir hastaligidir.

Survivin, normal dokularda yok denecek kadar az diizeylerde iken losemilerin de dahil
oldugu birgok kanser tiiriinde ekspresyonu asir1 derecede artan 6nemli bir proteindir. Hiicre

boliinmesi ve apoptoz yaninda otofaji ve DNA tamirinde de gorev almaktadir.

Survivin proteininin 6nemli bir 6zelligi de ayni transkripsiyon {riiniiniin alternatif
ayiklanmasi ile sentezlenen ve apoptotik/proapoptotik olmak iizere birbirine zit islevlere
sahip varyantlarinin bulunmasidir. Pediyatrik ALL ile ilgili yapilan ¢alismalarda daha ¢ok
yaban tip survivin ile 2B ve AEx3 varyanti incelenmistir. Bizim ¢alismamizda proapoptotik
ve apoptotik farkli 6zelliklere sahip 2o ve 3B varyantlar1 da dahil edilerek survivin
proteininin fonksiyonel agidan Onem tasiyan tiim varyantlarinin ekspresyon diizeyleri
belirlenmigtir. Ayrica yapilan diger calismalardan farkli olarak ilk tam1 ve remisyon
donemlerindeki ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi ile prognoz ve tedavide oncelik
verilmesi gereken survivin varyanti/varyantlarinin belirlenmesi amaclanmistir. Ayni
zamanda standart ve yiiksek riskli grupta tedaviye hizli ve yavas yanit veren hastalarin ilk
tan1 orneklerindeki survivin ve varyantlariin ekspresyon diizeyleri karsilastirilarak sadece
tedaviye yanitta etkili olan degil, basli basina risk faktorii olabilecek dolayisiyla risk
smiflamasint ve planlanan tedaviyi degistirebilecek survivin varyantinin belirlenmesi de

amagclanmistir.

Survivin, ¢ogunlugu solid doku tiimorleri olmak iizere malign hastaliklarin tedavisinde
tedavi hedefi olarak belirlenmistir. Tedaviye yonelik c¢alismalar icerisinde survivin
ekspresyonunun engellenmesine yonelik olarak YM155, LY2181308 ve SPC3242 gibi
bilesikler ve oligoniikleotidlerin kullanildigr faz II asamasina gelmis ¢alismalar
bulunmaktadir. Ancak bu bilesikler proapoptotik/apoptotik tiim survivin varyantlarinin
ekspresyon diizeyini azaltmaktadir. Oysa survivin 2o ve 2B varyantlar1 proapoptotik
Ozellikte oldugundan bu varyantlarin ekspresyonunun korunmasi ve spesifik olarak

antiapoptotik ozellikte olan yaban tip survivin ile AEx3 ve 3B varyantlarinin
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ekspresyonunun baskilanmasi tedavi acisindan daha etkili bir yol olacaktir. Hastaligin
takibinde ise (relaps, tedavi siiresi belirleme vb) antiapoptotik 6zellikteki diger varyantlarin

izlenmesi akilc1 gelmektedir.
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2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. PEDIYATRIK AKUT LENFOBLASTIK LOSEMIi

Akut lenfoblastik 16semi kemik iliginde bulunan lenfoid Onciil hiicrelerde hiicre
farklilasmasinin herhangi bir sathasinda meydana gelen, ¢cok basamakli somatik mutasyonlar
sonucu gelisen malign bir hastaliktir. Tipik klinik, biyolojik ve prognostik 6zellikler gosteren
farklr alt tipleri bulunmaktadir (1). Prognostik faktdrler géz oniine alinarak tani aninda ve
takip sirasinda hastanin risk grubunun dogru olarak belirlenmesi ve tedavi yaklasiminin s6z
konusu veriler 1s181nda yonlendirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle tiim hastalar i¢in uygun

olabilecek ortak bir tedavi yaklagimindan s6z edilememektedir .
2.1.1. EPIDEMIiYOLOJi VE ETIYOLOJI

ALL c¢ocuklarda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Tiim ¢ocukluk cagi kanserlerinin %25-
30’unu olusturmaktadir. Yeni tan1 almis losemilerin %75’ini, akut losemilerin %80’ini
olusturmaktadir (1). Ancak bu siklik basta genetik ve ¢evresel faktorler olmak {izere bir¢ok
nedene bagli olarak degisebilmektedir (2). ALL’nin en sik goriuldigi yas 2 ile 6 yas
arasindadir, 3-4 yaslarinda pik yapmaktadir (3). 0-14 yas arasi insidanst Amerika Birlesik
Devletleri’nde 3-4/100000, iilkemizde ise 4,1/100000 olarak bildirilmektedir (4). Cocukluk
¢agl ALL olgularinda yapilan ¢aligmalarda kiz/erkek orani 1/1.2 olarak belirlenmistir (3).
Akut l6semilerin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte patogenezinde rol oynayan

faktorler Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Akut lenfoblastik l9semide prognozun belirlenmesi ve klonal farklilagmanin normal
hematopoezin hangi asamasinda oldugunun saptanmasi agisindan blastlarin siniflandirilmasi
onem tasimaktadir. Blastlarin morfolojik, immiinofenotipik, biyokimyasal ve genetik

ozelliklerine bakilarak ¢esitli siniflandirmalar yapilmstir.

20



Cizelge 2.1. Akut 16semilerde etiyoloji (5)

e lyonize edici radyasyon

C | faktorl e Kimyasal ajanlar (benzen vb.)
evresel 1aKtorier

e Ilaglar (alkilleyici ajanlar vb.)

Kromozomal hastalik:

e Trizomi 21 (10 yasindan 6nce 16semi riski 1/95)

Kromozomal kirik sendromlarz:

e Bloom sendromu (30 yasindan 6nce 16semi riski 1/8)

e Fankoni anemisi (16 yasindan once 16semi riski 1/12)

Ldsemi riskinin arttig1 diger genetik hastaliklar:
Genetik faktérler ¢ Konjenital agamaglobulinemi

e Poland sendromu

e Shwachman-Diamond sendromu

e Ataxia telenjiektazi

e Li-Fraumeni sendromu

e Norofibramatozis

e Diamond-Blankfan anemisi

e Kostmann hastaligi

2.1.2. ALL’DE MORFOLOJIK SINIFLANDIRMA

1976 yilinda FAB (French American British) calisma grubu tarafindan ALL hastalarinin
periferik yayma ve kemik iligi aspirasyon preparatlari morfolojik olarak incelenmis,
hiicrelerin biiyiikligl, cekirdek sekli, ¢ekirdekgik sayisi, sitoplazmanin bazofili derecesi

esas aliarak lenfoblastlar L1, L2, L3 olmak iizere 3 alt tipe ayrilmistir (6) (Cizelge 2.2.).
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Cizelge 2.2. Akut lenfoblastik 16semide FAB siiflamasi (5)

Sitolojik 6zellikler L1 L2 L3
Hiicre boyutu Kiigiik Biiyiik, heterojen Biiyiik, homojen
Niikleer kromatin Homojen Degisken, heterojen Noktalt ve homojen
Naleussekli | DU SR 0 | | ovalywvarak
Niikleolus Goriillmez ya da silik, Bir ya da dahg fa}zla, Belirgin, bir ya da
kiictik siklikla belirgin daha fazla vezikiiler
Sitoplazma boyutu Dar Degisken, siklikla biiyiik | Orta derecede biiyiik
Sitoplazdrlrjlﬁlljlrlr?ubazoﬁli Hafif ya SZ{ gOl;‘ltla, nadiren Degisken, bazen yogun Cok yogun
Sitoplazmik vakuol Degisken Degisken Siklikla belirgin

Blastlarin morfolojilerini tespit etmede FAB siniflamasina yardimer olmak amaciyla
histolojik boyama yontemi kullanilmaktadir. Blastlarin bazi boyalari almamalar ile az ya da
cok almalar1 l6semi tipini belirlemek acisindan 6nemli olmaktadir. Cizelge 2.3.’de alt
gruplarin histokimyasal boyanma 6zellikleri gosterilmektedir.

Cizelge 2.3. Akut lenfoblastik 16semide histokimyasal boyanma o6zellikleri (7)

FAB | MPO | SS | AF | KAE | ANAE | BNAE | PAS | MYP | Fe TdT
L1 - -Inp +* - +z -Iz +- + - +
L2 - -Inp +* - -z -Iz +- + - +
L3 - - +* - - - +- + - -

np: nadir pozitif, *: T ALL’de unipolar pozitif, z: zayif, MPO: Myeloperoksidaz, SS: Sudan
siyahi, AF: Asit fosfataz, KAE: Kloroasetat esteraz, ANAE: Alfa naftil asetat esteraz,
BNAE: Beta naftil asetat esteraz, PAS: Periyodik asit schiff, MYP: Metil yesil pironin,

TdT: Terminal deoksiniikleotid transferaz
2.1.3. ALL’DE IMMUNOFENOTIiPLENDIiRME

ALL’de blastlarin farklilasma asamasini belirlemek amaciyla monoklonal antikorlardan
yararlanilarak immiinofenotiplendirme yapilmaya baslanmis, bu amagla yiizey antijenleri
kullanilmistir. FAB siniflamasiin yetersiz kalmasi, yiizey antijenlerinin kullanilmaya

baglamasi ile immiinofenotiplendirme ALL siniflamasinda 6nemli basamaklardan biri haline
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gelmistir. CD (cluster of differentiation) olarak ifade edilen bu I6kosit antijenlerinin
tiplerinin belirlenmesi amactyla immiinofloresan, immiinohistokimya ve akim sitometrisi

gibi yontemler kullanilmaktadir.

ALL, imminofenotiplendirme ile B ve T hiicre kaynakli olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. B ve T hiicreli ALL ise farklilasmanin bagladigi evreye gore alt gruplara

ayrilmaktadir.

2008’den 6nce WHO (World Health Organization) B lenfoblastik 16semiyi prekiirsor B
lenfoblastik 16semi olarak siiflamistir ve bu terminoloji onu olgun B hiicreli ALL’den

ayirmak i¢in hala kullanilmaktadir.

2.1.3.1. B Hiicreli ALL

Prekiirsor B hiicreli ALL: Sitoplazmik CD79a, CD19, HLA-DR (Human leukocyte
antigen-DR) ve B hiicre ile iliskili diger antijenlerin ekspresyonu ile belirlenmektedir.
Pediyatrik ALL’nin %80-85’ini olusturmaktadir. Prekiirsér B hiicreli ALL ti¢ ana alt tipe
ayrilmaktadir (8):

Pro B ALL (Prepre B ALL): CD10 negatiftir. Hiicrelerin hepsi CD19, HLA-DR ve
TdT ekprese etmektedir. Bu 16semi tipi pediyatrik ve eriskin ALL hastalarinin yaklagik
%10’undan sorumludur (9). Infantlarda en yaygin goriilen fenotiptir ve MLL yeniden

diizenlenmeleri ile iliskilidir (8).

Common ALL: Losemik hiicreler CD19 ve TdT ye ilaveten CD10’u eksprese ederlerse
bu ileri matiirasyonu isaret etmektedir. Pediyatrik ve eriskin ALL hastalarinin %60
kadarinda goriilmektedir (9). Hastalar ¢ogunlukla iyi prognoza sahiptir (8).

Pre B ALL: Hiicreler sitoplazmik 1g (immunoglobulin) igermektedir. Diger
belirteglerin ekspresyonu common ALL ile benzerdir. Pediyatrik ALL’lerin %20-
25’inde goriilmektedir ve hastalarin %25’inde t(1;19) bulunmaktadir (10).

Olgun B hiicreli ALL: Ayn1 zamanda Burkitt lenfoma olarak adlandirilan, ALL’nin en
olgun tipidir. Losemik hiicrelerin yiizeylerinde tek bir hafif zincirli immiinoglobiilin
eksprese etmeleri ile teshis edilmektedir. Hiicreler L3 morfolojisindedir ve genellikle c-MYC

gen translokasyonlarina sahiptirler. Prekiirsor B hiicreli ALL’den tamamen farkl bir tedavi
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uygulanarak, non-Hodgkin lenfoma igin olan tedavi temel alinmaktadir. Pediyatrik
ALL’lerin yaklagik %2’sinde goriilmektedir (8).

2.1.3.2. T Hiicreli ALL

Losemik blastlardaki T hiicre ile iliskili antijenlerin ekspresyonuna gore belirlenmektedir
(11). Biitiin blastlar sitoplazmik CD3, CD7 yiizey antijeni ve degisen oranlarda TdT, CD34,
CD2 ve CDS5 antijenlerini eksprese etmektedirler. Siklikla erkek cinsiyet, ileri yas,
16kositozis ve mediastinal kitlenin varhigi ile iligkilidir (12). T hiicreli ALL, pediyatrik ALL
vakalarmin %15’inde ve yetiskin ALL vakalarmin %25’inde goriilmektedir (13). T hiicreli
ALL igin kabul edilen az sayida prognostik faktér bulunmaktadir ve B fenotipli ALL’de
yaygin olan sitogenetik anomaliler T hiicreli ALL’de daha nadir olmaktadir (14). T hiicreli
ALL’de TAL1 (T cell acute lymphocytic leukemia 1), LMO1/2 (LIM domain only 1/2),
TLX1-HOX11 (T cell leukemia homeobox 1/ homeo box 11) ve TLX3-HOX11L2 (T cell
leukemia homeobox 3/ homeobox 11 like 2) gibi transkripsiyon faktorlerini kodlayan birgok
gende coklu kromozomal translokasyonlar tanimlanmistir. Pediyatrik T hiicreli ALL
hastalarinin  yaklagik %5-10unda TLX-HOX11 translokasyonu sonucunda olusan
ekspresyon gozlenmektedir (15). Ayrica kriptik t(5,14) (935;932) translokasyonunun sonucu
olusan TLX3-HOX11L2’nin asir1 ekspresyonu pediyatrik T hiicreli ALL hastalarinin
yaklasik %20’sinde meydana gelmektedir ve biitlin vakalarda goriilmemesine ragmen
tedavide basarisiz olma riski yiiksek olmaktadir (16). T hiicreli ALL’de NOTCH sinyal
yolagi genellikle NOTCH1 (Neurogenic locus notch homolog protein 1) ve FBXW?7 (F-Box
And WD repeat domain containing 7) ile aktive edilmektedir (17). T hiicreli ALL’lerin
yaklagik %50’sinde NOTCHL1 genini aktive eden mutasyonlar ve %15’inde FBXW7 genini
inaktive eden mutasyonlar goriilmektedir. Olgularin %60’1inda bu genlerden en az birinde
mutasyon sonucu NOTCH yolag aktivasyonu goriilmektedir. T hiicreli ALL pre T ALL ve

olgun T ALL olmak tizere iki immiinolojik kategoriye ayrilmaktadir (9).
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2.1.4. AKUT LENFOBLASTIK LOSEMIDE WHO SINIFLAMASI

ALL siniflamast WHO tarafindan 2008 yilinda giincellenmistir (18) (Cizelge 2.4.). Bu
siniflama immiinfenotiplendirmenin yaninda asil olarak genetik 6zellikler de 6n plana

alinarak yapilmastir.

Cizelge 2.4. ALL’de WHO siiflamasi (18)

1) B lenfoblastik 16semi/lenfoma

B lenfoblastik 16semi/lenfoma, baska sekilde tanimlanmamais

Tekrarlayan genetik anomali ile B lenfoblastik 16semi/lenfoma
t(9;22)(q34;911.2) BCR-ABL 1 ile B lenfoblastik 16semi/lenfoma

t(v;11g23);MLL yeniden diizenlenmeleri ile B lenfoblastik 16semi/lenfoma

t(12;21)(p13;922) TEL-AML1(ETV6-RUNX1) ile B lenfoblastik
16semi/lenfoma

Hiperdiploidi ile B lenfoblastik 16semi/lenfoma
Hipodiploidi ile B lenfoblastik 16semi/lenfoma
t(5;14)(g31;g32) IL3-IGH ile B lenfoblastik 16semi/lenfoma

t(1;19)(q23;p13.3) TCF3-PBX1 ile B lenfoblastik 16semi/lenfoma

2) T lenfoblastik 16semi/lenfoma

2.1.5. PROGNOSTIK FAKTORLER

NCI (National Cancer Institute) tarafindan yapilan risk siniflamasina gére pediyatrik ALL
hastalar1 temel olarak iki risk grubuna ayrilmaktadir. Buna gore beyaz kiire sayisinin 50,000
mm?3/uL nin altinda, yasin > 1 ve <10 yil olmasi standart risk grubu olarak tanimlanirken;
beyaz kiire sayisinin 50,000 mm?/pL’nin iistiinde, yasin <1 ve >10 olmas yiiksek risk grubu

olarak tanimlanmaktadir (8).

Buna ek olarak immiinofenotip (B ya da T hiicreli ALL), genetik anomaliler, tedaviye yanit
ve SSS (santral sinir sistemi) tutulumu da risk grubunun belirlenmesinde dikkate alinan

faktorler arasinda sayilmaktadir (8).

Bununla beraber COG (Children’s Oncology Group) ve BFM (Berlin Frankfurt Miinster)

gibi ¢alisma gruplari tarafindan gergeklestirilen klinik ¢aligmalar kendi risk siniflamalarini
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olusturmuslardir. COG’de NCI kriterlerine ek olarak 1 yas alti, testis tutulumu ve MRH
(minimal residiiel hastalik) gibi faktorler de risk siniflamasinda dikkate alinirken, BFM

protokoliinde agirlikli olarak MRH durumu dikkate alinmaktadir (8).

Bazi galismalar ALL’de kiz cinsiyetin erkek cinsiyete oranla daha iyi prognoza sahip
oldugunu gostermistir (19). Erkeklerde kizlara oranla daha kotii prognoza sahip olmasinin
sebeblerinden biri testis relapsidir (19). Ancak erkek hastalarda sebebi bilinmemekle birlikte
ayni zamanda kemik iligi ve SSS relapsi1 konusunda da risk artis1 gézlenmektedir.Yapilan
calismalar erkeklerde kiz hastalara yakin diizeyde tedaviye sonug alindigini gosterse de (20)

genis klinik ¢aligmalar sagkalim oranlariin erkeklerde diisiik oldugunu gostermektedir (21).

Sagkalim oranlarinda etnik farkliliklar da gozlenebilmektedir. Siyah ve hispanik ¢ocuklarda
beyaz gocuklara oranla daha diisiik sagkalim oran1 goriilmektedir (22). Asyali ¢ocuklarda ise
sagkalimin beyaz cocuklara oranla daha iyi oldugu rapor edilmistir. Tedavi sonuglarindaki
bu farklilik ALL alt tiplerinden kaynaklanabilmektedir. Hispanik ¢ocuklarda T hiicreli ALL
insidansi yiiksek olmakta ve prekiirsor B hiicreli ALL’li olanlarda ise iyi genetik faktorlerin
oran1 diisiik olmaktadir. Aymi zamanda farkli irk/etnik gruplarda kalitsal olan genetik
varyasyonlar da ALL insidans1 ve tedavisinde etkili olmaktadir. Hispanik ¢ocuklarda daha
stk goriilen ARID5B (AT rich interactive domain 5B) geni tek niikleotid polimorfizmi hem
ALL’ye yatkinlik hem de relapsta etkili olmaktadir (23).

2.1.5.1. Genetik Risk Faktorleri

1(9;22)(g34;911). KML (kronik miyeloid 16semi)’de goriilen Ph (Philadelphia) kromozomu
olusumu ile sonuglanmaktadir (9). Bu translokasyon ¢ocukluk ALL vakalarinin %3-5’inde
goriilmekte ve tanida yiiksek yas, yiiksek 10kosit sayist ve siklikla SSS tutulumu ile
iliskilendirilmektedir (24). Immiinofenotip tipik olarak pre B ALL (prekiirsor B akut
lenfoblastik 16semi)’dir (9). Hastalarin kiig¢iik bir kisminda konvansiyonel sitogenetik
analizde ve FISH (fluorescence in situ hybridization) analizinde Ph kromozomu
gorillemezken, RT-PZR (revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu) ile BCR-ABL1
(Breakpoint cluster region- ABL protooncogene 1) transkripti tespit edilebilmekte ve Ph
negatif/BCR-ABLL1 pozitif ALL olarak bilinmektedir (25). Translokasyon kriptik oldugunda
kantitatif RT-PZR’a alternatif olarak iki renkli FISH probu ile de tespit edilebilmektedir
(26). Biitin yas gruplarinda t(9;22) translokasyonu varligi koti prognoz ile

iliskilendirilmektedir (9). Ancak yeni hedef tedaviler sonucu (imatinib ve tiirevleri)
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prognozda belirgin iyilesme bildirilmektedir. KML’de oldugu gibi ALL’de de translokasyon
sonucunda 22q11°deki BCR geninin 5'ucundaki dizi 9q34°de bulunan ABL1 geninin 3'dizisi
ile birlesmekte ve BCR-ABL1 fiizyonu olugmaktadir. ALL’de kirilma BCR ve ABL
genlerinde sirasiyla ekzon 1 ve ekzon 2 (ela2) arasinda olusmakta ve minor kirik bolgesi
(m-bcr) adini almaktadir. Bu kirik neticesinde 7kb mRNA ve 190 kDa biiyiikliigiinde bir
protein olusmaktadir (9). Kirilma ekzon 13 ve ekzon 14 (b2a2) ya da ekzon 14 ve ekzon 15
(b3a2) arasinda oldugunda 8.5 kb mMRNA ve 210 kDa biiyiikligiinde bir protein olusmaktadir
ve bu form daha ¢ok KML’de goriilmektedir (27). Her iki BCR-ABL1 fiizyon proteininin

fonksiyonu da anormaldir ve aktif bir tirozin Kinaz olusturmaktadir (9).

t(12;21)(p13;922). Bu translokasyon ile TEL-AML1 (ETV6-RUNX1) flizyon geni
olugsmaktadir. Genellikle 2-9 yas arasinda olan, diisiik beyaz kiire sayisina sahip B ALL
fenotipli hastalarda ortaya ¢ikmaktadir (28). Cocukluk déonemi ALL’sinde %25-30 oraninda
goriilen ve iyl prognoz ile iligkilendirilen bu translokasyonun prognozun gelismesinde
onemli bir yeri bulunmaktadir (29). Calismalar ETV6-RUNX1 flizyonunun ¢ocuklarda daha
Iyi bir olaysiz sagkalim (event free survival-EFS) ve genel sagkalim (overall survival-OS)
meydana getirdigini gostermektedir (30). Diger B ALL fenotipli hastalarla kiyaslandiginda
t(12;21)(p13;922) translokasyonuna sahip hastalarda geg¢ relaps siklig1 yiiksek bulunmustur
(31).

MLL (mixed lineage leukemia) (11923) yeniden diizenlenmeleri. Pediyatrik ALL
vakalarmin yaklasik %5’inde meydana gelmektedir ve c¢ogunda tedavi basarisizlikla
sonuglanmaktadir (32). Sik meydana gelen yeniden diizenlenmeler t(4;11)(q21;q23),
t(9;11)(p22;923), t(11;19)(g23;p13) ve t(10;11)(p12;g23)’dir (33). En sik meydana gelen
11g23 yeniden diizenlenmesi t(4;11)(q21;q23)’dir ve pediyatrik ALL vakalarinin %2’sinde
goriilmektedir (34). MLL ve AFF1(AF4-FMR2 family member 1 gene) genleri arasinda
fiizyon olugsmasina neden olmakta ve MLL-AFF1 transkripti meydana gelmektedir (9). Bu
translokasyona sahip hastalar genellikle infantlardir ve yiiksek beyaz kiire sayisina
sahiptirler (35). Diger yas gruplarina oranla SSS tutulumlari daha fazla olmaktadir ve
baslangi¢ tedavisine geg yanit vermektedirler (35). Olaysiz sagkalim orani ise %35 civarinda

olmaktadir (36).

Yiiksek hiperdiploidi. 51-65 kromozomun varligi ile ya da DNA indeksinin 1.16’dan
yiiksek olmasi ile tanimlanmaktadir. Prekiirsor B hiicreli ALL hastalarinin % 20-25’inde
goriilmekte ve iyi prognoz ile iliskilendirilmektedir (37). Hiperdiploidi DNA indeksinin
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Ol¢iilmesi ile ya da karyotip analizi ile degerlendirilmektedir. Normal karyotipe sahip
vakalarda ya da standart sitogenetik analizin basarisiz oldugu durumlarda hiperdiploidi
interfaz FISH yontemi ile tespit edilebilmektedir (8). Yiiksek hiperdiploidi genellikle Klinik
iyi prognostik faktorlerin (yasin 1-10 arasinda olmasi ve diisiik beyaz kiire sayisi) varliginda
meydana gelmektedir ve bagimsiz bir prognostik faktordiir (38). Hiperdiploid 16semi
hiicrelerinin apoptoza girmeye meyilli olmasi ve yiiksek miktarda metotreksat/aktif
poliglutamat metabolitlerini biriktirmeleri bu vakalarda tedavinin iyi bir sekilde
sonug¢lanmasini agiklayabilmektedir (39). Diger sitogenetik gruplar ile karsilastirildiginda,
t(12;21)(p13;922) ile birlikteliginde daha iyi sonuglar elde edilmektedir (9). POG (Pediatric
Oncology Group) ve CCG (Children’s Cancer Group)’ye gore trizomi 4, 10, 17’ye sahip
hastalarda tedavi iyi bir sekilde sonuglanmaktadir (36). POG’de yapilan arastirma sonuglari
trizomi 17 durumuna bakilmaksizin trizomi 4 ve 10’a sahip hastalarin en iyi prognoza sahip

oldugunu gostermistir (40).

Hipodiploidi. 46’dan az kromozom varlig1 ile karakterize edilmektedir. B ALL vakalarinin
%5-8’inde goriilmektedir (41). Hipodiploid B ALL’lerin ¢ogunda 45 kromozom
bulunmaktadir. Geriye kalan hipodiploidi vakalari daha nadir olarak yiiksek hipodiploidi
(40-45), diistik hipodiploidi (30-39) ve near haploid (25-29) gruplardir (9). <40 kromozom
genellikle zayif prognoz ile iliskilendirilmektedir. B ALL vakalarinda near haploid ve diisiik
hipodiploidi igin 3 y1llik olaysiz sagkalim oran1 %30 civarinda olmaktadir (42). Hipodiploid
vakalarda duplikasyonla yeniden hiperdiploid karyotip olusmasi1 maskelenmis hipodiploid
ALL olarak adlandirilmaktadir ve bu durumun dogru genetik siniflandirmay1 ve uygun

tedavi dozunu engelledigi ifade edilmistir (43).

Near haploidi ve disiik hipodiploidi pediyatrik ALL’lerin %1’inden daha azinda meydana
gelmektedir. Her iki anomali de yiiksek risk ile iliskilendirilmektedir (9). Near haploid ALL
vakalarinda Ras (Rat sarcoma) ve reseptor tirozin kinaz sinyal yolagi ile ayn1 zamanda Ikaros
gen ailesindeki genler degisime ugramaktadir. Diisiik hipodiploidi vakalarinda P53, RB1
(Retinoblastoma 1) ve IKZF2 (lkaros family zinc finger 2) genlerinde degisimler
goriilmiistiir. Hem near haploid hem diisiik hipodiploidili ALL vakalarinda Ras ve PI3K
(fosfatidilinositol 3 kinaz) sinyal yolaklarinda aktivasyon goriilmektedir. Bu degisimlerin
hiicreleri rapamycin gibi PI3K inhibitorlerine karsi hassaslastirdigi ve bu nedenle bu

inhibitorlerin tedavide kullanilabilecegi ifade edilmektedir (44).
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2.1.6. DIGER PROGNOSTIK FAKTORLER

1(1;19)(g23;p13.3). Bu translokasyon ile 19p13°’deki TCF3 (transkripsiyon faktorii 3)
geninin transaktivasyon bolgeleri ile 1q23°deki PBX1 (pre B cell leukemia homeobox 1)
geninin DNA baglanma bolgesi arasinda TCF3-PBX1(E2A-PBX1) fiizyon geni olugsmaktadir
(45). Cogunlukla pre B ALL hastalarinda meydana gelmekte ve biitiin pediyatrik ALL
hastalarmin yaklasik %6’sinda goriilmektedir. t(1;19) translokasyonuna sahip hastalar
digerlerine gore yiiksek beyaz kiire sayisina sahiptir. t(1;19) Onceleri kotii prognoz ile
iliskilendirilmis olmasina ragmen, yogun tedavi protokollerinin uygulanmasi ile giintimiizde

daha iyi prognoz elde edilebilmektedir (10).

IGH®@ translokasyonlari. Kromozom 14932°de immiinoglobiilin agir zinciri lokusunda
bulunan IGH@ yeniden diizenlenmeleri B ALL de %5’in altinda bir siklikta nadir olarak
meydana gelmekte ve zayif prognoz ile iliskilendirilmektedir (46). En sik goriilen IGH
partnerleri Xp22.3/Ypl11.3’de bulunan PAR1 (pseudoautosomal region 1) bolgesindeki
CRLF2 (cytokine receptor like factor 2), 6p22'deki 1D4 (inhibitor of DNA binding 4) ve
CEBP (CCAAT enhancer binding protein) ailesi tyeleridir (47). IGH ve EPOR
(erythropoietin receptor) arasindaki translokasyonlar sporadik olarak goriilen diger

translokasyonlar olarak rapor edilmistir (46).

IAMP21 (intrachromosomal amplification of chromosome 21). iAMP21, 21.
kromozomda RUNX1 geninin {i¢ ya da daha fazla kopyasinin varligt olarak
tanimlanmaktadir (48). iIAMP21, pediyatrik B ALL hastalarinin yaklasik %2’sinde meydana
gelmektedir ve standart tedavi uygulandiginda zay1f prognoz ile iliskilendirilmektedir. Ayni
zamanda bu hastalar erken ve gec relaps igin risk artigina sahiptirler (49). 5 yillik olaysiz
sagkalim yaklasik % 29 ve genel sagkalim %71 oranindadir (50). Son ¢aligmalar iIAMP21
anomalisi olan hastalarda yiiksek risk protokolii ile tedavi sonucunda daha iyi bir prognoz
elde edildigini gostermistir (51). iIAMP21 anomalisi olan gocuklarin %35’inde meydana
gelen bir bagska anomali de PAR1 bolgesindeki bir delesyon sonucunda olusan ve CRLF2
geninin asir1 ekspresyonu ile sonuglanan P2RY8-CRLF2 fiizyonudur (47). IKZF (lkaros
family zinc finger), CDKN2A (siklin bagimli kinaz inhibitorii 2A), PAX5 (paired box 5),
ETV6 (Ets variant 6) ve RB1 genlerini etkileyen anomaliler ile X kromozomu kazanimi
iAMP21 ile iliskilendirilmektedir (49).
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BCR-ABL1 benzeri ve BCR-ABL1*(Ph*) B ALL’de IKZF1 mutasyonlari. BCR-ABL1
benzeri B ALL, Ph*B ALL’ye benzer bir gen ekspresyon profili gostermektedir ancak BCR-
ABL1 yeniden diizenlenmesi bulunmamaktadir (52). Bu vakalar pediyatrik B ALL’lerin
%15’inde goriilmekte, kotii prognoz ve artmus relaps riski ile iligskilendirilmektedir (53).
Lenfoid transkripsiyon faktorii Ikaros’u kodlayan IKZF1 (lkaros family zinc finger 1)
genindeki delesyonlar ve mutasyonlar Ph* B ALL’nin %70’inde ve BCR-ABL1 benzeri B
ALL’nin %40’inda goriilmektedir (52). Yapilan son ¢alismalarda, tirozin kinaz inhibitorleri
ve kemoterapi ile birlestirilmis bir tedaviye ragmen, IKZF1 delesyonlarina sahip Ph* B ALL
hastalar1, imitanib tedavisine bakilmaksizin, koti tedavi sonucu ile iligskilendirilmistir.
IKZF1 geninde sik goriilen anomalilere ek olarak BCR-ABL1 benzeri B ALL vakalarinin
%50’sinden fazlasinda CRLF2 yeniden diizenlenmeleri ile es zamanli olarak JAK (Janus
Kinase) mutasyonlari goriilmektedir (54). Genom ¢apl asosiyasyon ¢alismalar1 sonucunda
BCR-ABL1 benzeri ALL’de hassasiyet olugsmasimi saglayan ve CRLF2 yeniden
diizenlenmeleri, JAK mutasyonlar1 ve IKZF1 delesyonlar: ile iligkili oldugu gdsterilen

GATAS3 (GATA binding protein 3) ve rs3824662 olmak iizere iki lokus tanimlanmustir (55).

JAK mutasyonlar1t ve CRLF2 yeniden diizenlenmeleri. Cinsiyet kromozomlarinin
psodootozomal bolgesinde yerlesmis bir sitokin reseptor geni olan CRLF2’deki degisiklikler
B ALL vakalarinin %5-10 kadarinda meydana gelmektedir (56). CRLF2’nin asiri
ekspresyonuna neden olan kromozomal anomaliler IGH (immunoglobulin heavy locus)
lokusu ile CRLF2 arasindaki translokasyon ve P2RY8-CRLF2 fiizyonu ile sonuglanan
delesyonlardir (49).

JAK gen ailesi, JAK-STAT yolaginda bulunan JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK2 genlerinden
olugsmaktadir (57). BCR-ABL1 benzeri B ALL’de JAK mutasyonlari ile es zamanli olarak
olusan IKZF1 ve CDKN2A/B degisimleri kotii bir tedavi sonucuyla iliskilendirilmektedir.
Ayrica Down sendromu ile iligkili ALL’lerin %60’inda JAK2 mutasyonlari ile CRLF2

arasinda korelasyon tanimlanmistir (58).
2.1.7. TEDAVI

ALL’de tedavi, kullanilan tedavi protokollerine ve risk gruplarina gére degismekle birlikte
remisyon indiiksiyonu, SSS, konsolidasyon (giiglendirme) ve idame tedavisi olmak iizere

dort gruba ayrilmaktadir.
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Remisyon indiiksiyonunda amag¢ 16semik hiicrelerin %99’undan fazlasin1 yok etmek ve
normal hematopoezin yeniden baglamasini saglamaktir (59). Glukokortikoid (prednizolon
ya da deksametazon), vinkristin ve ti¢lincii bir ilagdan (asparginaz, antrasiklin ya da her ikisi)
olusan kematerapétikler 4 hafta siire ile uygulanmaktadir. Ancak BFM, SJCRH (St. Jude
Children’s Research Hospital) gibi protokollerde ve COG yiiksek risk prekiirsor B
protokoliinde tedavi dort ya da daha fazla sayida ilag ile siirdiiriilmektedir (8). Modern
kemoterapi ve destek tedavisi ile yeni tami almis pre B ALL hastalarinin %97-99’u
remisyona girmektedir. T hiicreli ALL hastalarinda ve yiiksek beyaz kiire sayisina sahip
hastalarda bu oran daha az olmaktadir (60). Remisyona girmeyen hastalarin yaklagik yarisi
toksisite nedeniyle hayatin1 kaybederken diger yarisinda da tedaviye direng gelismektedir
(61).

Konsolidasyon tedavisine, indiiksiyon tedavisi sonunda ve normal hematopoez bulgular
saptaninca baslanmaktadir. Tedavinin bu boliimiinde amag tiim blastlar1 temizleyerek olasi
relaps1 Onlemektir. Modern kemoterapi protokollerinin ¢ogunda remisyon saglandiktan
hemen sonra yogun kemoterapi ile erken reindiiksiyon programi uygulanmaktadir.
Uygulanan kemoterapétikler hastanin risk grubu ve uygulanan tedavi protokoliine goére
degismekle birlikte, kullanilan protokollerin ¢gogunda kemoterapinin 16-20. haftalarinda geg
reindiiksiyon uygulanmaktadir (62). COG protokoliinde yiiksek riskli hastalar igin ek
reindiiksiyon fazlar1 tedaviye dahil edilmekte, diisiik riskli hastalar i¢in ilag toksisitesini

minimuma indirmek amaciyla bazi asamalar tedaviden ¢ikarilmaktadir (8).

Remisyon saglanan ALL hastalarinda relapslarin SSS kaynakli oldugu ve kemoterapotik
ilaglarin beyin omurilik sivisina gegmediginin anlagilmasinin tizerine, SSS’ne yonelik tedavi
ALL tedavisinin 6nemli bir kismini olusturmustur (63). Genel olarak intratekal kemoterapi,
SSS’ye yonelik sistemik kemoterapi ve kraniyal radyasyon uygulanmaktadir. Farmakolojik
tedavi yaninda hem SSS tutulumu olanlar i¢in hem de profilaksi amaciyla ALL’li ¢ocuk
hastalarin ¢cogunda yliksek dozlarda radyoterapi uygulanmistir. Ancak tedavinin ge¢ yan
etkilerinin oldugunun anlasilmasi ile intratekal kemoterapi tedavisi kraniyal radyasyonun
yerini almistir. Yeni protokollerde radyoterapi yiiksek beyaz kiire sayisina sahip T hiicreli
ALL hastalar1 ve yiiksek riskli (yiiksek beyaz kiire sayis1 ve/veya sitogenetik anomaliler
ve/veya SSS3 tutulumu) pre B ALL’li hastalar ile sinirli olmaktadir (35).

Idame tedavisinde amag remisyonun siirekliliginin saglanmasidir. Yapilan calismalar ile

idame tedavi siiresinin optimum 2-3 yil arasinda oldugu belirlenmistir. Tedaviye 3 yildan
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daha fazla devam etmenin tedavi sonucuna bir katki saglamadigi bildirilmistir (64).
Hastalara 6-merkaptopurin ve metotraksat tedavisi uygulanmaktadir. Bir¢ok protokolde
idame tedavisi boyunca SSS i¢in kemoterapi uygulamasina devam edilmektedir. Hem ilag
toksisitesi agisindan hem de kemoterapi ajanlarina uyumun belirlenmesi ag¢isindan hastalarin
idame tedavisi boyunca izlenmeleri Gnemlidir. 6-merkaptopurin ile tedaviye uyum

saglayamayan hastalar artmis relaps riski ile iliskilendirilmistir (65).

Baz1 klinik c¢alismalarda ¢ok yiiksek risk grubundaki hastalara allojenik HKHN
(Hematopoetik kok hiicre nakli) uygulamasi, erken kemik iligi relapsi (tedavi altinda ya da
tedavi sonrasi ilk 6 ay iginde) ve erken izole SSS relapsi (tedavinin ilk 18 ay1 igerisinde)
olanlarda standart bir tedavi yaklagimi olarak onerilmektedir. BCR-ABL pozitif ALL
tedavisinde, uygun akraba donorii olan hastalarda HKHN ile hem olaysiz sagkalim hem de
genel sagkalimda belirgin iyilesme bildirilmistir. Ancak imatinib’in klinik kullanima girmesi
sonrast elde edilen veriler BCR-ABL pozitif ALL tedavisinde HKHN’nin yerini
sorgulatmaktadir (66).

2.1.8. TEDAVIYE YANIT

Tedaviye erken yanitin degerlendirilmesi prognoz, risk grubu se¢imi, tedavinin devaminin
planlanmas1 (tedavi yogunlugu, siiresi, secilecek ilaclar ve tedavi modelleri- HKHN,
radyoterapi gibi) agisindan 6nemlidir. Erken yanitin degerlendirilmesinde farkli gruplar
farkl1 kriterler kullanmaktadir. Ornegin BFM grubu 8. giin steroid yanitin1 periferik kandaki
blast sayisi ile degerlendirirken, COG 8. giin ve/veya 15. glin kemik iligi morfolojisi dikkate
aliarak tantmlanmis olan RER/SER (rapid early response/slow early response: erken hizli
yanit/erken yavas yanit) kullanmaktadir. Ancak indiiksiyon tedavisinin sonunda (COG igin
29. giin) kemik iligi aspirasyonu ile remisyonun degerlendirilmesi ya da giiniimiizde gittikce
Oonemini arttiran MRH degerlendirilmesi tiim diinyada ortak yamit kriterleri olarak
kullanilmaktadir (67).

RER. 8. giinde M1 kemik iligi (M1: kemik iligi lenfoblast oraninin %5’in altinda olmast)
ve 29. giinde MRH negatifligi ya da 8. glinde M2/M3 (M2: kemik iligi lenfoblast oraninin
%5-25 arasinda olmasi, M3: kemik iligi lenfoblast oraninin %25’in iizerinde olmasi), 15.
ginde M1 kemik iligi ve 29. giinde MRH negatifligi erken hizli yanit olarak
tanimlanmaktadir (68), (69).
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SER. 15. giinde M2/M3 kemik iligi ya da 29. giinde MRH pozitifligi erken yavas yanit
olarak tanimlanmaktadir (68), (69).

MRH. Tedavi sirasinda ya da sonrasinda, hastalikla ilgili herhangi bir bulgu olmamasi ve
klinik ve mikroskobik olarak tam remisyon olarak degerlendirilmesine ragmen 16semik
hiicrelerin az sayida da olsa varligt MRH olarak tanimlanmaktadir. Losemik hiicre diizeyinin
% 0.01’in altinda olmast MRH negatif olarak tanimlanirken, % 0.01 ya da {izerinde olmasi
MRH pozitif olarak tanimlanmaktadir. MRH varligi hastaligin relapsinda rol oynayan en
onemli faktorlerden birisidir ve bu nedenle tespit edilmesi son derece 6nem tasimaktadir (8).
Giiniimiizde MRH tayininde akim sitometrisi ve kantitatif real time PZR gibi yontemler
kullanilmaktadir. Bu yéntemler ile rutin olarak 1/10* oraninda 16semik hiicre varlig1 tespit

edilebilmektedir (70).

2.2. SURVIVIN GENi VE PROTEININIiN YAPISI

Survivin geni (BIRC5: Baculoviral IAP repeat containing 5) 14.5 kb biiyiikliigiinde olup
17q25.3’de yer almaktadir (71). 4 ekzon ve 3 introndan olusmaktadir. Proteini 16.3 kDa
biiyiikliigiindedir ve 142 aminoasitten olusmaktadir. AP (apoptoz protein inhibitorii)
ailesinin en kiigtik tiyesidir, diger IAP proteinlerinden farkli olarak tek bir BIR (baculovirus
inhibitor of apoptosis protein repeat) bolgesi igermektedir (72). Bu bolge kaspazlart inhibe
etme fonksiyonu igin gereklidir. Ayni zamanda karboksil ucunda alfa helikal sarilmig sarmal
(coiled coil) bolgesi igermektedir. Ancak diger IAP proteinlerinde bulunan RING (really
interesting new gene) finger bolgesi bulunmamaktadir (73) (Sekil 2.1.).

Aurora B

P
The'"?
I

Coiled-coil domain

Sekil 2.1. Survivin protein yapisinin sematik gosterimi. Fosforilasyon boélgeleri [(Thr34
(p34%2): Thr 117 (Aurora B), Ser 20 (PKA)], Bilinen proteinlere baglanma bélgeleri
[(Lys15-Met38 (XIAP); Leu64 ve Leu87 (SMAC/DIABLO); Asp70 ve Asp71 (Aurora B);
Lys79-Lys90 (Hsp90); Lys112 ve Lys120 (INCENP); Lys110, Lys121 ve Argl32
(Borealin)]. Pennati ve arkadaslarindan degistirilerek alinmistir (74)
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2.2.1. SURVIVININ FONKSiYONLARI

Survivin, IAP ailesinin bir iiyesidir. Apoptozda rol oynayan bir protein olarak bilinmesinin
yan1 sira mitotik eksen ve mikrotiiblil dinamiklerini diizenleyerek hiicre boliinmesinde
merkezi bir rol oynamaktadir. Otofaji ve DNA tamirinde gorev aldigini gosteren ¢alismalar
da bulunmaktadir (75).

2.2.1.1. Survivinin Apoptozdaki Rolii

Hiicre 6liimiiniin programli bir sekilde kontrol edildigi, doku homeostasisi i¢in 6nemli bir
stire¢ olan apoptoz ekstrinsik (6liim reseptorleri) ve intrinsik (mitokondriyal) olmak iizere
iki farkli yolak ile ger¢eklesmektedir (76). Kaspaz aktivasyonu her iki yolak i¢in de
esansiyeldir. Intrinsik yolakta bulunan anahtar diizenleyicilerin bircogu Bcl-2 (B cell
lymphoma 2) ve IAP ailesine aittir. Bcl-2 ailesi tiyeleri BH (Bcl-2 homology) boélgelerinden
en az birini igermeleri ile karakterize edilmekte ve birbirine zit etkili proapoptotik ve

antiapoptotik proteinlerden meydana gelmektedir (Sekil 2.2.) (77).

Antiapoptotik proteinler Proapoptotik proteinler

A) Bax grubu proapoptotik prateinler

e
Bak (B
Bok
BH4 ( BH3 3H1 B) Sadece BH3 geren proapaptaotik proteinler

NbBiK (IR ()
Hrk [ [BH3T ()
Bim ( [BH3[ [TMT[ 1)
Bad ( {BH3[ 0
Bid ( (BH3 [ ]
Puma ( [BH3{ 0
Noxa ( [BH3[ 0
Bmf ( [BH3[ 0

Sekil 2.2. Bcl-2 ailesi proteinlerinin sematik gosterimi. Taylor ve arkadaslarindan
degistirilerek alinmistir (78)

IAP, instrinsik yolakta diizenleyici rol oynayan diger bir protein ailesidir. IAP ailesi tiyeleri,

sayilar1 1-3 arasinda degisen ve antiapoptotik fonksiyon i¢in gerekli olan BIR bolgesini

igerirler. Birgok IAP’nin karboksil ucunda RING bolgesi bulunurken, bazilarinda CARD

(caspase recruitment domain) bolgesi bulunmaktadir (79). Bu ailenin iyi tanimlanmus tiyeleri

XIAP (X chromosome linked I1AP), clAP1 (cellular 1AP1), clAP2 (cellular IAP2), BIRC6

(baculoviral inhibitor of apoptosis repeat containing 6) (Bruce/Apollon), ML-IAP
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(melanoma IAP), ILP2 (IAP like protein 2), NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein)
ve survivindir (80) (Sekil 2.3.).

Apollion N BIR I
ML-IAP N RING =C

ILP2 N RING =C

NAIP N ={ BIR1 ':. BIR2 — BIR3 | 1 C
C-AIP1 N = BRT BRI {1 BR3 RING =C
C-AIP2 N BIR1 =1 EILZ =] BIR3 RING =C
XIAP N = | BIR3 f=——oo= RING =C

1 L
Kaspaz-3,-T Kaspaz-9
Survivin N C

Sekil 2.3. IAP ailesi proteinlerinin sematik gdsterimi. NAIP, c-1AP1, c-IAP2 ve XIAP’de
BIR2 bolgesinin 6niinde bulunan baglayici peptit kaspaz 3 ve kaspaz 7’yi, XIAP deki BIR3
bolgesi ise kaspaz 9’u inhibe etmektedir. Mobahat ve arkadaslarindan degistirilerek
alinmustir (77)

Ekstrinsik yolak TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand) ve FasL (Fas ligand) gibi
ligandlarin hiicredeki reseptorlerine baglanmasi ile aktive edilir. Baslatici kaspazlar olan
prokaspaz 8 ve 10’un kaspaz 3, 6 ve 7’yi aktif hale getirmesiyle hiicrede yikim siireci
baslamaktadir. Intrinsik yolakda ise kemoterapi ve iyonize radyasyon gibi uyaranlar hiicrede
proapoptotik ve antiapoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin oranini etkilemekte, sitokrom c
mitokondriden salinmakta, APAF1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor 1) ve kaspaz 9’a
baglanarak apoptozom yapist meydana gelmektedir. Apoptozom olusumuyla aktif olan

kaspaz 9, kaspaz 3 ve 7’yi aktif hale getirmekte ve hiicredeki yikim baslamaktadir (77).

Daha once yapilan ¢alismalar survivinin diger IAP ailesi tiyeleri gibi aktif kaspaz 3, kaspaz
7 ve kaspaz 9’a dogrudan baglanarak fonksiyonlarini engelledigini gostermistir (81). Fakat
bu durum survivinin kaspazlara baglanmay: saglayan yapisal bolgelerden yoksun olmasi
nedeni ile yeteri kadar agiklayici olmamaktadir (77). Son g¢alismalar survivinin XIAP (X
linked 1AP) ile etkilesime girdigini ve XIAP’nin kaspaz 9’u inhibe etmek i¢in stabil
kalmasin1 saglayarak apoptozu oOnledigini gostermistir. Ayrica Survivinin apoptozom
olusumunu engelleyerek kaspaz 9 aktivasyonunu baskilamak i¢in HBXIP (hepatitis B virus
X interacting protein) ile etkilesimde bulundugu gosterilmistir (82). Biitiin bu bilgiler

15181nda survivinin apoptozu inhibe etmesinde, kaspazlara direkt baglanmasi yerine diger
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molekiiller ile isbirligi igerisinde oldugu hipotezi daha fazla kabul gérmektedir (83) (Sekil

2.4.).
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Sekil 2.4. Survivinin apoptoz inhibitorii fonksiyonu (83)

2.2.1.2. Survivinin Hiicre Boliinmesindeki Rolii

Survivin, mitozun diizenlenmesinde anahtar bir yap1 olan CPC (chromosomal passenger
complex)’nin bir bilesenidir. Ig iplik¢iklerinin olusumu ve sitokinezin tamamlanmas: i¢in
survivinin INCENP (inner centromere protein), Aurora B (84) ve Borealin/Dasra B (85)
proteinleri ile fiziksel iletisimi gereklidir. Survivin, hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda
fosforillenmis histon H3’e baglanmakta ve mitotik kinaz Aurora B’yi aktif hale
getirmektedir (86). CPC ve Auroranin, survivinin BIR bolgesi vasitasiyla etkilesimi mitozun

tamamlanmasi igin kritik bir siirectir.

Genomun korunmasi ve mikrotiibiil dinamiklerinin kontrolii gibi fonksiyonlari, survivinin
mitoz boyunca hiicre dongiisii bagimli bir sekilde transkripsiyonunu, posttranslasyonel
diizenlemeler olarak da p34°°? (87) ve Aurora B kinazlar ile fosforilasyonu ve
ubikitinasyonunu gerektirmektedir (88). Ayrica, survivinin mikrotiibiiller ile etkilesiminin

mitozun basginda bozulmasi onun antiapoptotik fonksiyonlarinin kaybi ve kaspaz 3
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aktivitesinin artmasi ile sonug¢lanmaktadir (89). Bu sonuglar survivinin kanser hiicrelerinde
yanlizca apoptozu inhibe etmedigini aynm1 zamanda proliferatif aktiviteyi arttirdigin

gostermektedir (90) (Sekil 2.5.).

“Survivin

Kromozom
Survivin
h “Survivin

Sekil 2.5. Survivinin mitozdaki fonksiyonu. Mita ve arkadaslarindan degistirilerek alinmistir
(83)
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2.2.1.3. Survivinin Otofajideki Rolii

Yapilan calismalar survivinin otofaji ile de iliskili oldugunu gostermistir. Apoptoz
indiikleyici TRAIL’a cevap olarak insan glioma hiicrelerinde otofaji diizenleyicisi Beclin 1
ve survivin arasinda etkilesim oldugu gosterilmistir (91). Daha sonra CCL2’nin (chemokine
(C-C motif) ligand 2) PC3 prostat kanser hiicrelerini otofajik hiicre 6liimiinden PI3K-AKT
survivin yolagi ile korumakta oldugu gosterilmistir (92). Birlikte ele alindiginda bu
calismalar survivin ekspresyon artisinin otofajiyi inhibe ettigini bunun yaninda survivin

ekspresyonunun azalmasinin ise otofajiyi ilerlettigini gostermistir (75).

2.2.1.4. Survivinin DNA Tamir Mekanizmasindaki Rolii

Survivinin mitoz, apoptoz ve otofajinin yaninda DNA tamir mekanizmasinda da yer aldigini
gosteren calismalar bulunmaktadir. Sahip oldugu NES (niikleer export sinyali) sayesinde

cekirdek ve sitoplazma arasinda mekik dokumakta ve sitoplazmaya CRM1 (Chromosome
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region maintenance 1) yapisi vasitasiyla gegmektedir. Cekirdege gegmesi ile DNA tamir
mekanizmasinin NHEJ (Nonhomologous end joining) yolaginda gorev yapan Ku70 (ATP
dependent DNA helicase 1l 70 kDa subunit) ekspresyonu artmakta ve kanser hiicrelerinin
DNA ¢ift zincir kiriklarmi tamir yetenekleri artmaktadir (93). Capalbo ve arkadaslari
yaptiklart bir ¢aligmada radyasyona maruz kalmayi takiben survivinin DNA-PKcs (DNA
dependent protein kinase catalytic subunit), MDC1 (mediator of DNA damage checkpoint
protein 1), Ku70 ve H2AX (H2A histone family member X) ile kompleks olusturdugunu
gostermislerdir (94). Ayrica iyonize radyasyona maruz kalan glioblastoma hiicrelerinde

survivinin, DNA-PKcs, MDC1, Ku70 ve H2AX ile birlikte lokalizasyonu gosterilmistir (95).
2.2.2. SURVIVIN VARYANTLARI

Alternatif ayiklanma ile survivin Oncil-mRNA (pre-mRNA)’sindan 5 farkli mRNA
olugmaktadir. Bu transkriptlerden yaban tip survivin, survivin 2B, survivin AEx3, survivin
3B ve survivin 20 olmak {iizere fonksiyonel olarak birbirinden farkli 5 protein

sentezlenmektedir.

Yaban tip survivin. BIRC5 geni 14.5 kb biiyiikliigiinde olup 17g25.3’de yer almaktadir. 4
ekzon ve 3 introndan olusmaktadir. Proteini ise 16.3 kDa biyiikligindedir ve 142
aminoasitten olugmaktadir. Antiapoptotik dzelliktedir (Sekil 2.6.) (72).

Survivin AEx3. Ilk olarak Mahotka ve arkadaslar: tarafindan 1999 yilinda tanimlanmistir.
Ekzon 1, 2 ve 4’den olugmaktadir. AEx3 proteininin molekiil agirligr 15.9 kDa’dir ve 137
aminoasitten olusmaktadir (Sekil 2.6.). Karboksil ucunda 81-91 aminoasitleri arasinda
niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) igermektedir. Hiicre boliinmesinin G1 ve G2 fazlari
boyunca ¢ekirdekte (%56), sitoplazmada (%22) ve daha azi ise mitokondri de

bulunmaktadir.

Renal hiicre karsinomasi, gastrik karsinoma, medulloblastoma gibi bir¢ok malignenside
survivin AEx3’iin agirt diizeyde eksprese oldugu gosterilmistir. Proliferasyon ve apoptoz
inhibisyonunda goérev alirken yaban tip survivin ile heterodimerize olmaktadir. Yaban tip
survivinin, AEx3 ile heterodimerizasyonunun mitokondri bagimli apoptozun inhibisyonunda
esansiyel oldugu ve birlikte yerlesimlerinin yaban tip survivinin antiapoptotik fonksiyonunu
arttirdig1r gosterilmistir (96). Yapisal ve fonksiyonel olarak KSHV (Kaposis’s sarcoma-
associated herpesvirus) tarafindan olusturulan VIAP (Viral inhibitor of apoptosis protein) ile
cok benzerdir. Her iki protein de de kesintiye ugramis bir BIR bolgesi, MTS (mitochondrial
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targeting signal) ve BH2 bolgesi bulunmaktadir. AEx3 nin antiapoptotik fonksiyon sirasinda
Bcl-2 ve aktif kaspaz-3 ile etkilesime girdigi ve AEx3’iin kanser hiicresinin genotoksik
tedavilere karsi hassasiyetinin arttirilmasi i¢in  Chk2 (checkpoint kinase 2) tarafindan
fosforile edildigi bildirilmistir (97).

Survivin 2B. ik olarak Mahotka ve arkadaslari tarafindan 1999 yilinda tanimlanmistir. Tiim
ekzonlara ilaveten ekzon 2B olarak tanimlanan ve aslinda intron 2’nin eklenmesi ile olusmus
69 bp’lik kriptik bir ekzon daha igermektedir. Proteini 18.5 kDa’dir ve 165 aminoasitten
olusmaktadir (Sekil 2.6) (98). Kesintiye ugramis bir BIR bolgesi ic¢erdiginden dolay1
antiapoptotik Ozelliginin azaldig1 diisiiniilmektedir (99). Proteinin biiyiik bir boliimiiniin
sitoplazmada (%52) ve diger kisimlarinin ¢ekirdek (%22) ve mitokondride (%13) yerlestigi
gosterilmistir (96).

Ling ve arkadaslar1 tarafindan survivin 2B’nin potansiyel proapoptotik bir molekiil olarak
rol oynadigi, yaban tip survivinin antiapoptotik 6zelliklerini azalttigi gosterilmistir. Ayni
zamanda yaban tip survivin gibi mitokondride yerlesebilmenin yanisira MTOC (mikrotiibiil
organize edici bolge)’deki y-tubulin ile etkilesime girerek tubulin polimerizasyonunu
etkiledigi gosterilmistir (100). Survivin 2B ekspresyonunun benign lezyonlarda malign
lezyonlara gore daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (101). Bu durum tiimér farklilasmasi
ve invazyon ile ters bir korelasyon gostermektedir. Ek olarak Islam ve arkadaslari survivin
2B ekspresyonunun bazi ndroblastomalarda baskin oldugunu géstermisler ve iyi prognoz ile
iliskilendirmislerdir (102). Buna karsin yumusak doku sarkomasi ve akut miyeloid 16semide

yapilan ¢alismalar artmis survivin 2B ekspresyonunu kétii prognoz ile iliskilendirmislerdir
(103).

Survivin 3B. ilk olarak Badran ve arkadaslari tarafindan 2004’de tanimlanmustir. Tiim
ekzonlari, ayn1 zamanda ekzon 3B olarak adlandirilan, intron 3’{in eklenmesi ile olusmus
kriptik bir ekzon daha igermektedir (104). 3B proteini 12.5 kDa’dir ve 120 amino asitten
olugsmaktadir (Sekil 2.6.). Eksiksiz bir BIR bolgesi icermesi ve kaspaz 6 aktivasyonunu
engellemesi nedeniyle antiapoptotik Ozellikte oldugu kabul edilmektedir. NES bolgesi
icerdigi ve CPC’nin bir bileseni olarak hiicre boliinmesinde fonksiyon gordiigii bildirilmistir
(105).

Sawai ve arkadaslar1 survivin 3B’nin 5 fluorourasil ile muamele edilen kolon kanseri

hiicrelerinde invazyon inhibisyonunu azalttigin1 gostermislerdir 3B’ nin baskilanmasinin
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apoptozda artig meydana getirdigi rapor edilmistir (106). Ayrica 3B’nin ektopik ekspresyonu
ile kanser hiicrelerinin immiin sistemin kontrol noktasindan kagarak aktif hale geldigi
bildirilmis, sonrasinda yapilan bir ¢alisma ile de immiin sistem direngliliginin Fas-FasL ile

aktif hale gelen kaspaz 8 ile etkilesim araciligiyla oldugu gosterilmistir (97).

Survivin 2a. Caldas ve arkadaslari tarafindan 2005’te tanimlanmistir. Ekzon 1-2 ve ayni
zamanda 197 bp’lik bir intron 2’den olusmaktadir. Ekzon 3’ten dnce stop kodonu i¢ermesi
nedeni ile kisalmaya ugradigindan survivinin en kii¢iik varyantidir. 20 proteini 74
aminoasitten olusmustur. BIR bolgesi kesintiye ugramistir ve lgiincii alfa heliks yapisi
icermemektedir. Survivinin antiapoptotik fonksiyonu BIR bolgesi ve karboksil ucundaki
sarilmig sarmal bolgesi ile saglandigindan, antiapoptotik Ozellikte olamayacagi
ongoriilmektedir (107) (Sekil 2.6.). Bu protein hem sitoplazmada hem de c¢ekirdekte
yerlesim gostermektedir. Immiinopresipitasyon ¢alismalar1 2a’nin yaban tip survivin ile

fiziksel etkilesimini gostermistir (97).

Hiicre dizilerinde yapilan ¢alismalar 2a’nin yaban tip survivinin sitoplazmik yerlesimini
degistirdigini ve antiapoptotik 6zelligini azalttigini géstermistir. Ayrica malign hiicrelerde
kemoterapiye direncli olan tiimor hiicrelerinin kemoterapiye karsi hassaslastiriimasi

amaciyla kullanilabilecegi ifade edilmistir (96).
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Sekil 2.6. Survivin onciil mRNA’s1 ve alternatif ayiklanma iirlinlerinin sematik gosterimi.
Yatay oklar primer yerlesimlerini (I: leri, T: Ters) ve diisey oklar stop kodonlarmi
gostermektedir. BIR, baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat. CC, coiled coil
domain. Pennati ve arkadaslarindan degistirilerek alinmistir (74)

40



2.2.3. TUMOROGENEZDE SURVIiVININ MOLEKULER MEKANIZMALARI

Survivin ve p53: Timor baskilayict protein p53 hiicre dongiisiiniin ilerlemesini
engellemekte ve p21°P* | GADDA45 (growth arrest and DNA damage inducible 45), siklin G
ve BAX (Bcl-2 associated protein ) gibi birgok hedef genin transkripsiyonunu aktif hale
getirerek apoptozu indiiklemektedir (108). Bir¢ok ¢aligma p53’iin survivin ekspresyonunu
transkripsiyonel seviyede baskiladigini ve survivinin kismi fonksiyon kaybinin p53 aracili
apoptozda aracilik ettigini géstermistir (109) (Sekil 2.7.)(A). Diger taraftan survivin de p53
ekspresyonunu diizenleyebilmektedir. Yapilan bir calismada akciger kanseri hiicrelerinde
survivinin asir1 ekspresyonunun p53 bagimli apoptozu doz bagimli bir yol ile engelledigi
gosterilmis ve survivinin p53 bagimli apoptotik yolu diizenledigi 6ne siiriilmistiir (110).
Ayrica, survivinin p53 ekspresyonunu kaspaz3-MDM2 (mouse double minute homolog 2)
yapisi ile diizenledigi ve degredasyonunu degistirdigi gosterilmistir. Adriyamisin ile
muamele edilmis MCF7 meme kanseri hiicrelerinde survivinin asir1 ekspresyonunun hem
p53 hem de MDM2 mRNA seviyesini azalttigi bildirilmistir. Daha sonra yapilan bir ¢aligma
ise MDM2’nin survivin aracili inhibisyonunun p53’iin degredasyonunda artma ile
sonuclandigini ve bdylece survivin asir1 ekspresyonunun p53 protein seviyesinde azalmaya

neden oldugunu gostermistir (111).

Survivin ve Wnt/B-katenin: Wnt/p-katenin sinyali meme, kolerektal, akciger, prostat gibi
bircok kanser tiiriiniin gelisiminde aktif hale gelmektedir (112). B-katenin tiimorgenez
boyunca sitoplazmada birikmekte, ¢ekirdege gegerek p-katenin/TCF (T cell factor)
transkripsiyonel aktivatoriinii indiiklemektedir. Sonrasinda survivin, cMyc ve VEGF gibi
hedef genlerin ekspresyonlar1 artmaktadir (Sekil 2.7.)(B). Artan survivin ekspresyonu,
hiicreleri apoptozdan korumakta ve hiicre proliferasyonunu artirmaktadir (113). Yapilan bir
calismada herseptin’in meme kanseri hiicrelerinde p-katenin degredasyonunu indiikledigi
ve B-katenin/TCF kompleksi olusumunu engelleyerek survivin ekspresyonunu baskiladig:

rapor edilmistir.

Survivin ve hipoksi sinyali: Hipoksik durumlara bircok kanserde sik rastlanmaktadir.
Deneysel caligmalar ve klinik denemeler hipoksinin tiimor anjiyogenezi, metastaz ve
toropatik direng gibi birgok biyolojik siirece katkida bulundugunu gostermistir (114).
Hiicreler hipoksiye karst a ve B dimerik yapisindan olusan HIF-1 transkripsiyon faktdriiniin
indiiklemesiyle gen ekspresyon degisikliklerine giderler (115). Hipoksik kosullar altinda

artan HIF-1 ekspresyonunun transkripsiyonunu aktive ettigi, hiicresel fonksiyon i¢in kritik
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genlerden biri survivindir. Yapilan bir ¢alismada HIF-1o’nin survivin promotoruna direk
olarak baglanabildigi ve HIF-1a’nin ekspresyonundaki azalmanin pankreas ve meme kanseri
hiicrelerinde survivin ekspresyonunu 6nemli olgiide azalttigi gosterilmistir (116) (Sekil
2.7.)(C).

Survivin ve STAT3: Bircok kanser tiiriinde sitokinler ya da biiylime faktorleri ile aktive
edilen STAT3, timor hiicrelerinin proliferasyonu, farklilasmasi ve hayatta kalmasinda
onemli rol oynamaktadir (117). STAT3 gekirdege yerlesebilmekte ve survivin gibi spesifik
hedef genlerin transkripsiyonunu diizenleyebilmektedir. Lenfoma hiicrelerinde STAT3
sinyali inhibisyonunun, survivinin transkripsiyonel baskilanmasinin dahil oldugu bir
mekanizma ile apoptozu tetikledigi gosterilmistir. Daha sonra yapilan calismalar ile
STAT3’iin survivin promotoruna direk olarak baglandigi ve ekspresyonunu diizenledigi
bildirilmistir (118) (Sekil 2.7.).

Survivin ve Notch sinyal yolagi: Notch sinyali doku morfogenezi i¢in kritik oldugu kadar
hiicrenin gelisimi, farklilagmasi ve hayatta kalmasi i¢in de 6nemlidir. Meme, prostat, akciger
kanserlerinin dahil oldugu birgok kanserde bu sinyal yolaginda bozulma meydana
gelmektedir. KHOAK (kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri)’de yapilan bir ¢alisma ile
Notch sinyalinin survivin ekspresyonunu diizenleyebildigi ve HIF-1a’in survivinin Notch-
I’in aktif formu olan N1ICD (Notch-1 intracellular domain) ile etkilesiminde kofaktor

olarak is gordiigii bildirilmistir (119).

Survivin ve  TGF-B sinyali: TGF-f apoptoz, biiyiime, farklilagma, tiimorgenez gibi
birbirine zit hiicresel proseslerde yer alan ¢ok fonksiyonlu bir proteindir. Son yillarda
survivinin 6nemli bir negatif diizenleyicisi olarak tanimlanmistir. TGF-f, Sinyal efektorleri
olan Smad-2 (mothers against decapentaplegic homolog 2) ve Smad-3 ile birlikte timor
hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilagsmasini kontrol etmektedir (120). Genel olarak TGF-
B sinyal yolagi survivin ekspresyonunu Smad2, Smad3 ve CDE/CHR (cell cycle dependent
element/cell cycle genes homology region) den olusan bir mekanizma ile baskilamaktadir
(Sekil 2.7.)(D).
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Sekil 2.7. Timorgenezde survivinin molekiiler mekanizmalari. A. Yaban tip p53, survivin
ekspresyonunu transkipsiyonel seviyede baskilar, B. Wnt sinyal yolagi aktivasyonu ile
sitoplazmada biriken B-katenin cekirdege gegerek PB-katenin/TCF yapisim1 olusturur ve
survivinin ekspresyonunun artmasina neden olur, C. HIF-1 ve STAT3 survivin promotoruna
dogrudan baglanir ve survivinin transkripsiyonel aktivatorii olarak calisir, D. TGF-B
survivinin negatif diizenleyicisi olarak ¢alisir. TGF-f sinyal yolag1 survivin ekspresyonunu
Smad 2 ve 3’e bagli mekanizmalar boyunca transkripsiyonel olarak azaltir. Chen ve
arkadaglarindan degistirilerek alinmistir (121)

2.2.4. SURVIVIN GEN EKSPRESYONUNUN DUZENLENMESI

Survivinin normal dokularda sentezi ve degredasyonu hiicre dongiisii bagimli bir yolla
diizenlenmektedir. Promotor bolgesindeki spesifik diziler ile diizenlenen survivin
transkripsiyonu G1 boyunca artmakta ve G2-M fazinda 10 kat daha fazla olmaktadir (122).
Survivin ekspresyonunun ve fonksiyonunun diizenlenmesi transkripsiyon, ayiklanma,
protein degredasyonu ve hiicrelerarasi sekeStrasyonun dahil oldugu ¢esitli seviyelerde

meydana gelmektedir.

Survivin ekspresyonu transkripsiyonel seviyede NF-kB (nuclear factor kappa B) ile
diizenlenmektedir. Ayrica, IGFI-mTOR (insulin like growth factor -mammalian target of
rapamycin) sinyalinin survivin ekspresyonunu arttirdig rapor edilmistir (123). Ras onkogen
ailesi tiiyeleri ve antiapoptotik faktor Wnt-2 (Wingless type MMTYV integration site family

member 2) de survivin ekspresyonunun artmasini saglayan faktorler arasindadir (124). Diger

43



taraftan survivinin transkripsiyonu p53 ve p75 ile baskilanmaktadir (118). Transkripsiyonu
takiben survivin mRNA’sinin alternatif ayiklanmasi ile farkli ekspresyon 6zelliklerine sahip
dort izoform olusmaktadir (125). Survivin degredasyonu hiicre dongiistiniin G1 fazinda
ubikitin proteozom yolagi ile ger¢eklesmekte, Hsp 90 (heat shock protein 90)’a baglandig:
zaman ise stabil olarak kalmaktadir (126).

2.25. SURVIVININ NORMAL DOKULAR VE TUMOR DOKULARINDA
EKSPRESYONU

Survivin ekspresyonu normal dokularda gelisimsel olarak diizenlenmektedir. Farklilasan
birgok dokuda ya hi¢ bulunmamakta ya da ¢ok diisiik seviyelerde mevcut olmaktadir (72).
Ancak CD34+ kemik iligi hiicrelerinden kdken alan kok hiicreleri, bazal epitel hiicreleri,
timositler ve serviksin bazal epitel hiicreleri gibi hizli boliinen normal hiicrelerde az diizeyde
eksprese edilmektedir (71). Yapilan son ¢alismalar survivinin embriyonik gelisim,
hematopoetik hiicre proliferasyonu, T hiicre gelisimi, vaskiiler endotelyal hiicre
homeostasisi gibi birgok siirecte fizyolojik bir rolii oldugunu gostermistir (127). Ilging
olarak, survivin yiiksek derecede farklilagmis dokularin bazilarinda da rapor edilmistir (128).
Survivinin si¢anlarda travmatik beyin hasari sonrasi noral hiicre sagkalimini arttirdigi
gosterilmigtir (129). Buna ek olarak, survivin ekspresyonu diisiik olan farelerde yapilan
calismada survivinin bobregin apoptozdan korunmasi igin gerekli oldugu gosterilmistir
(130).

Normal dokularda eksprese olmasina karsin, survivinin ekspresyon diizeyi transforme
hiicrelerde oldugundan daha az olmaktadir. Bir¢ok ¢alisma survivinin kolon, akciger, beyin
gibi birgok solid tiimor tipinde ve hemotolojik malignensilerde yiiksek diizeyde eksprese
oldugunu gostermistir. Ekspresyonu ¢esitli benign ve neoplastik lezyonda tespit edilmistir
(81). Kanser hiicrelerinde yiiksek diizeydeki ekspresyonu timor agresifligi ile
iliskilendirilmektedir. Solid tiimor ve hematolojik malignensilerin farkl tiplerinde yapilan
caligmalar yiiksek diizeydeki survivin proteininin tiimor ilerlemesinde prediktif olabilecegini

gostermistir (131).

Survivin ekspresyonunu diizenleyen bir¢cok mekanizma agiklanmistir. Normal overlerde
survivin geni metilasyon ile susturulmaktadir. Ancak over kanserinde demetile hale

gelmekte ve transkripsiyonel olarak aktif olmaktadir (132). p53 gibi transkripsiyonel
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faktorlerin ¢esitli insan kanseri hiicre dizilerinde survivin ekspresyonunu diizenledigi

gosterilmistir (110).
2.2.6. HEMATOLOJIK MALIGNENSILERDE SURVIiVININ ROLU

Survivin ekspresyonu lenfoma, akut lenfoblastik 16semi, gibi bir¢ok hematolojik

malignenside c¢alisilmis ve asir1 ekspresyonu zayif prognoz ile iligkilendirilmistir.

Carter ve arkadaslarmin 511 AML hastasinda yaptiklart ¢alismada survivin ekspresyonu
kemik iligi hiicrelerinde periferik kan 16semik hiicrelerine oranla yiiksek bulunmustur. EK
olarak CD34"38° AML kok/progenitor hiicredeki survivin seviyesi toplam CD34*AML

hiicresine oranla anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05) (133).

Bir bagka ¢alismada, survivin ekspresyonunun HTLV-1 (Human T cell lymphotropic virus
type 1) ile iliskili ATLL (Yetiskin T hiicreli I6semi/lenfoma)’li hastalarda prognostik 6neme
sahip olabilecegi One siirlilmektedir. Bu hastalarda kronik formu ile kiyaslandiginda

hastaligin daha agresif olan akut alt tipinde survivin ekspresyonu yiiksek bulunmustur (134).

Nadir goriilen T hiicreli lenfomalardan biri olan ABHL (anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma)
hastalarinda yapilan bir ¢aligsmada, survivin ekspresyonu immiinohistokimya ile ¢alisilmis
ve sitoplazmik lokalizasyon pozitif bulunmustur. ALK (anaplastik lenfoma kinaz) negatif
hastalar ile kiyaslandiginda (%47) ALK pozitif ABHL hastalarinin survivini %63 oraninda
eksprese ettigi goriilmiistiir. ALK pozitif survivin negatif hastalarda 5 yillik sag kalim %100
iken, ALK negatif survivin negatif hastalarda %89 olmaktadir. ALK pozitif survivin pozitif

hastalarda ise 5 yillik sag kalimin %34 oldugu ifade edilmistir (135).

Troger ve arkadaslar1 66 pediyatrik akut lenfoblastik 16semi hastasinda yaptiklari ¢alismada
survivinin 16semik hiicrelerin %65’inde yiiksek oranda eksprese edildigini bulmuslardir.
Ayrica survivin asir1 ekspresyonunun yiiksek relaps ve oliim riski ile iligkili oldugu rapor
edilmis, diisliik survivin 2B ekspresyonu ile yiiksek risk grubu arasinda yakin bir iliski

bulunmustur (136).

Esh ve arkadaslar1 pediyatrik akut lenfoblastik 16semide flow sitometri ile yaptiklar
caligmada relapsdaki hastalarin remisyonda olanlara oranla ¢ok daha yiiksek yaban tip

survivin ekspresyonuna sahip oldugunu gostermislerdir (137).
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Nakagawa ve arkadaglari tarafindan yapilan bir baska calismada ise RT-PZR ve
immiinohistokimya yontemleri kullanilmis, ALL ve KLL’de yaban tip survivinin asirt
eksprese oldugu bulunmustur. Ayrica survivinin ALL’de ¢ekirdekte KLLL’de ise daha ¢ok
sitoplazmada yerlestigi ifade edilmistir (138).

Ahmed ve arkadaslar1 yetiskin AML hastalarinda immunoassay/ELISA yéntemi ile
yaptiklar1 ¢aligmada yaban tip survivinin kemik iligi blast hiicrelerinde TNF-a geni ve Ph

krozomu varligi ile pozitif bir korelasyon gosterdigini bildirmislerdir (139).

Huang ve arkadaslari AML hiicrelerinde survivini YM155 ile tek basina ya da diger

kemoterdpatik ajanlar ile etkisiz hale getirmislerdir (140).

Invernizzi ve arkadaslar1 survivin ekspresyonunu KMML (kronik myelomonositik 16semi),
MDS (Myelodisplastik sendrom) ve diger myeloproliferatif sendromlarda degerlendirmisler,
KMLL’de survivin seviyesini MDS ve AML’den daha yiiksek bulmuslardir (p<0.0001).
Ayrica KMLL ve MDS’de apoptozu normal kontroller ve diger 16semi alt tipleri ile
kiyasladiklarinda kayda deger ol¢iide yiiksek bulmuslardir. Proliferasyon ise normal
kontroller, MDS ve KMML’de birbirinden 6nemli derecede farkli bulunmamustir, en diisiik
seviyeler ise AML ve MPH (myeloproliferatif hastalik)’de rapor edilmistir (p<0.0001).
KMML’de survivin ekspresyonu ile blast hiicre yiizdesi, apoptoz ve proliferasyon arasinda

korelasyon gozlenmemistir (141).

Wagner ve arkadaglari yetiskin ve cocuk AML’de yaptiklari bir galismada RT-PZR ile yaban
tip survivin, survivin 2B ve survivin AEx3’{in ekspresyon diizeylerini arastirmig, yaban tip
survivin ve varyantlari ile maturasyon evresi, FAB alttipi, immiinofenotip ya da sitogenetik
risk gruplart arasinda korelasyon bulmamislardir. Yetiskin AML’de diisiik survivin 2B
ekspresyonu genel sagkalim (p<0.05, ortalama sagkalim zamani1 19 ay-9 ay) ve olaysiz
sagkalim (p<0.01, 27 <> 10 ay) ile korele bulunmustur. Cocuk AML’de ise yiiksek survivin
AEx3 ekspresyonu daha kisa genel sagkalim (p<0.05, 24 <> 43 ay) ile iliskili bildirilmistir
(142).

Moore ve arkadaslari tarafindan 306 pediyatrik AML hastasinda yaban tip survivin, survivin
2B ve survivin AEx2 (ekzon 2’nin delesyonu ile olugmus, ilk defa arastirmacilar tarafindan
tanimlanan bir varyant) varyantlar1 ¢alisilmis ve yaban tip survivinin biitiin hastalarda
eksprese oldugu goriilmiistiir. Buna ragmen yaban tip survivin ekspresyonu klinik sonug ile

uyumlu bulunmamistir. Yiiksek survivin 2B/survivin AEx2 orani (>1) artmis WBC sayist,
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monositik fenotip, +8 sitogenetik, diisiik complete remisyon ve yiiksek indiiksiyon
basarisizlig1 ile uyumlu bulunmustur. Zay1f indiiksiyon cevabu ile tutarli olarak survivin 2B/
AEx2 oran1 >1 olanlar, 5 yillik sagkalim oranlar1 (genel sagkalim %36-60, p: 0.011; olaysiz
sagkalim %23-53, p: 0.001) ve artmis relaps riski (p: 0.056) ile de uyumlu bulunmustur.
Yapilan analizler sonucunda klinik cevabin survivin AEx2’den daha ¢ok survivin 2B’den

kaynaklanabilecegi one siiriilmektedir (143).
2.2.7. SURVIVINE YONELIK TEDAVI YAKLASIMLARI

Survivini kanser tedavisinde hedef olarak kullanmak igin birgok arastirma yapilmistir (144).

Bu ¢aligmalar dort ana gruba ayrilarak incelenebilir (Sekil 2.8.):

d') Niikleaz tabanh dizive
iizel gen diizenleyiciler

Transkripsiyon

mRNA

1 a") Antisense oligoniikleotidler wwaawaww
I Ribozimler VWA
siRNA WWA

c)T hiicre
tabanh
immunoterap

#ﬂnslasynn

Survivin (aktif degil) |

Post-translasyonel

b) CDK modifikasyon B Lu;" | @

inhibitorleri : Th
r*p
“""’9" MHC/survivin
Survivin (aktif) I— b') Hsp90 epitopu

inhibitorleri
| d) Dominant negatif

survivin

Sekil 2.8. Survivini hedefleyen farkli stratejiler. A. Survivin transkripsiyonunu hedef alan
inhibitdrler: promotor inhibitdrleri (a), antisense oligoniikleotidler, ribozimler ve siRNA’lar
(a’), B. Survivinin post-translasyonel seviyede inhibisyonu: CDK inhibitorleri (b), Hsp90
inhibitérleri (b’), C. Immiinoterapi: CD8+ T lenfositlerin spesifik survivin epitoplarma kars
sitotoksik aktivitesine dayanan asilar (c), D. Dominant negatif survivin mutantlar ile survivin
fonksiyonunu engelleyen gen terapisi yaklagimlari (d), niikleaz bazli genom diizenleyiciler
(d’). Mobahat ve arkadaslarindan degistirilerek alinmstir (77)
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2.2.7.1. Transkripsiyonel Inhibitérler

Promotor inhibitorleri. YM155, diisiik agirlikli antagonist molekiiller igerisinde gittikce
artan bir dneme sahiptir. Akciger ve kolon gibi farkli kanser tiirlerinde yapilan ¢alismalarda
survivinin promotor aktivitesini ve sonrasinda ekspresyonunu baskiladigi gosterilmistir.
Ayrica prostat kanseri ve lenfoma ksenograft modeller kullanarak yapilan ¢aligsmalarda
timor hiicrelerinin proliferasyonunu azalttigi bildirilmistir (145). YM155’nin hormon
direngli prostat kanseri hastalarinda dosetaxel ve prednisolone ile uygulanabilirligi i¢in
yapilan ¢alisma faz I, DBBHL (diffuz biiyiik B hiicreli lenfoma) ve melanoma hastalarinda

yapilan c¢alisma ise faz Il asamasindadir (77).

Antisense oligoniikleotidler. Hedef genin RNA dizisine hibridize olarak ekspresyonunu
baskilayan kisa, tek iplikli RNA ya da DNA dizileridir. ilk olarak Grossman ve arkadaslari,
survivin antisense oligoniikleotid transfeksiyonunun insan melanoma hiicre dizisinde
apoptozu tetikledigini gostermislerdir (146). Akciger, tiroid, sarkoma ve lenfoma gibi farkli
timor tiplerinden elde edilen hiicre dizilerinde de uyumlu sonuglar elde edilmistir. Kimyasal
olarak sentezlenen kiiciik oligoniikleotidler seklinde ya da ekspresyon vektorleri ile hiicreye
aktarilan antisense oligoniikleotidlerin, survivin mRNA’sin1 inhibe ederek hiicre
proliferasyonunda azalmaya yol a¢tig1, ayn1 zamanda kaspaz bagimli apoptozu arttirdigi
gosterilmistir (74). Ayrica, survivinin antisense oligoniikleotid aracili  ekspresyon
azalmasinin tiimor hiicrelerini TRAIL (147), cisplatin (148), taxol (149), imatinib (150) ve
etoposide (148) gibi sitotoksik ilaglara ve iyonize radyasyona karsi hassaslagtirdigi
gosterilmigtir.  Antisense oligoniikleotidlerin kullanimu ile ilgili umut veren caligsmalara
ragmen, hedeflenen mRNA’nin etkin olarak pargalanamamasi ve in vivo ortamdaki
instabilitesi bu yontemin dezavantajlar1 arasindadir. Bu olumsuzluklarina ragmen ilk
antisense oligoniikleotid LY2181308’in ileri kanserli hastalarda faz 1 asamasi tamamlanmis

ve faz Il agamasina gegilmesi planlanmaktadir (151).

Ribozimler. Survivin inhibisyonu igin antisense oligoniikleotidlere alternatif olarak
tasarlanmis olan ribozimler, hedef RNA’y1 endoniikleolitik aktivite ile etkisiz hale
getirmektedir. En yaygin galisilanlart g¢ekigbash ribozimlerdir (152). Meme ve prostat
kanserlerinden elde edilen hiicre dizilerinde RZ1 ve RZ2 ile PC-3 ve DU145 ribozimleri ile
yapilan ¢alismalarda survivin ekspresyonunun énemli derecede azaldigl ve ayni zamanda
apoptozun indiiklendigi rapor edilmistir. Melanoma hiicre dizisi JR8’de yapilan bir

caligmada ise transfekte klonlarin parental hiicrelerden daha diisiik survivin diizeyine sahip
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olduklar1 gosterilmistir (153). Ayni1 zamanda bu hiicrelerde radyasyon (154) ile cisplatin
(155) ve topotecan (156) gibi sitotoksik ajanlar ile yapilan tedavide kaspaz 9 bagiml
apoptotik cevabin artmis oldugu bildirilmistir. Ribozimlerin dezavantajlar1 kolaylikla
degrade olmalar1 ve hiicre trafiginde degisikliklere neden olmalaridir. Heniiz klinik deneme

asamasinda olan bir ilag bulunmamaktadir (77).

siRNA (small interfering RNA)’lar. siRNA’lar gen ekspresyonunu inhibe eden kisa, ¢ift
iplikli RNA molekiilleridir. Ik olarak Carvalho ve arkadaslar1 survivin inhibisyonu igin
HeLa hiicrelerinde RNAI (RNA interferans) kullanmiglardir. siRNA’lar ile transfeksiyondan
60 saat sonra kiiltiirde survivin tespit edilmemis ve survivinin olmadigt bu hiicrelerde
mitozun geciktigi ve kromozomlarin yanlis hizalandigi goriilmiistiir (157). Farkli timor
hiicreleri ile ilgili yapilan calismalarda survivinin RNAi aracili baskilanmasi ile tiimor
hiicresinin  proliferasyonunun azaldigt ve kaspaz bagimli apoptozun indiiklendigi
gosterilmistir (158). Survivin ve varyantlariyla ilgili yapilan bir galismada yaban tip
survivinin ekspresyonundaki azalmanin, mesane kanseri hiicrelerinin radyosensitivitesinde
Oonemli bir artisa sebep oldugu ancak survivin AEx3 ve 2B varyantlarinin siRNA aracili
inhibisyonunun tiimoér hiicrelerinde kemosensitivite artisiyla sonuglanmadig bildirilmistir.
Bagka bir calismada ise cisplatin, gemcitabin ya da mitomycin C’ye maruz birakilan
hiicrelerde biitlin survivin varyantlarinin inhibe oldugu ve bu durumun hiicrelerin

yasamlarini siirdiirme potansiyelinde azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (159).

2.2.7.2. Post-translasyonel inhibisyon

Siklin bagimh kinaz inhibitorleri. Siklin bagimli kinaz inhibitorleri, survivinin
antiapoptotik aktivitesi igin kritik bir dneme sahip olan, Thr rezidiisiinden fosforilasyonunu
engelleyerek survivini etkisiz hale getirmekte ve yikimini saglamaktadir. Ayrica flavopiridol
ve purvalonol A gibi CDK (siklin bagimli kinaz) inhibitorlerinin mitotik bir inhibitér olan
taxol ile birlikte uygulandiginda, HeLa hiicrelerinde survivin ekspresyonunu engelleyerek

apoptozu indiikledigi rapor edilmistir (160).

Hsp90 inhibitérleri. Hsp90-survivin kompleksini inhibe etmeye yonelik gerceklestirilen
caligmalar sonucunda, survivin Lys79-Leu87 dizilerinden olusan ve hiicre i¢ine kolaylikla
gecebilen shepherdin molekiili tanimlanmigtir. Shepherdin’in Hsp90 ile etkilesimde
bulunan Akt, CDKG6 (siklin bagimli kinaz 6) ve telomeraz gibi molekiillerin de

stabilizasyonunu engelledigi bildirilmistir (161). Ayrica shepherdin’in meme ve prostat gibi
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farkl1 kanser tiirlerinde kaspaz bagimli olan ve olmayan hiicre olimiini indiikledigi

gosterilmistir (162). Shepherdin ile ilgili 6n klinik faz ¢alismalar1 devam etmektedir (77).

2.2.7.3. Immiinoterapi

Survivin proteinini immiinoterapi ile inhibe etmek amaciyla in vivo ve in vitro’da 6n
caligmalar yapilmistir. Bu calismalar ile sitotoksik T lenfositlerin (CD8+) spesifik survivin
epitoplarina karsi sitolitik bir aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Bu bilgi lenfoma ve
pankreas kanserleri fare modellerinde yapilan arastirmalar ile dogrulanmis ve survivini
temel alan antikanser as1 calismalari, en gii¢lii immiinodominant T hiicre reaksiyonu
saglayabilecek epitop arayisina odaklanmistir. Onemli bir toksisiteye rastlanmamasi
yontemin avantajlart arasindadir. Bu asilarin bir¢ogu faz 1 ya da faz II asamasinda

bulunmaktadir (77).

2.2.7.4. Gen Tedavisi

Survivini gen tedavisi ile etkisiz hale getirmek i¢in dominant negatif molekiiller yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ilk olarak sistein aminoasitinin alanin ile degistirilmesiyle
(Cys84Ala/C84A) elde edilen survivin dominant negatif mutant molekiilii melanoma
hiicrelerine transfekte edilmis ve bu hiicrelerde apoptozun indiiklendigi gosterilmistir (146).
Bununla birlikte hiicrelerin cisplatin ve 5-florourasil gibi kemoteropotik ilaglara karsi
duyarliliginin arttig1 bildirilmistir (163). Treonin aminoasitinin alanin ile degistirilmesiyle
elde edilen ikinci bir dominant negatif mutant molekiil (Thr34Ala/T34A) daha
tanimlanmistir. Akciger, meme, servikal, prostat, kolerektal gibi bir¢ok kanser tiiriinde
fosforile olmayan T34A mutant survivin tasiyan adenoviriis vektorii ile transdiiksiyona
ugrayan hiicrelerde survivin, CDK2-siklin B1 tarafindan fosforile edilememis, survivin-
kaspaz 9 kompleksinde ayrilma meydana gelmistir. Apoptozu indiiklemesinin yanisira,

T34 A molekiiliiniin timdr hiicrelerinde anjiyogenezi baskiladigi gosterilmistir (164).

Son zamanlarda niikleaz tabanl ve diziye 6zel “gen editing” tekniklerini igeren ¢aligsmalar
olduk¢a 6nem kazanmistir. ZFN (Zinc finger nuclease), TALEN (Transcription activator
like effector nuclease) ya da CRISPR/Cas (Clustered regulatory interspaced short
palindromic repeat) gibi nukleazlar normal hiicrelere minimum etki gosterirken, kanser

hiicrelerinde survivinin etkisiz hale getirilmesinde basarili olmaktadir (77).
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3. GEREKCE VE AMAC

Survivin (BIRC5) gen ekspresyonu embriyonik gelisim sirasinda artmakta fakat normal
eriskin dokularda ekspresyonu yok denecek kadar az diizeylere inmektedir. Yapilan
calismalarda survivin ekspresyonun normal dokulara oranla akciger, meme, kolon kanseri
gibi solid tiimorlerin yaninda losemilerin de dahil oldugu hematolojik malignensilerde asir
diizeyde arttig1 bulunmustur. Bu sebeple prognostik bir belirteg ve terapotik bir hedef olarak
kullanilip kullanilmayacagi ile ilgili ¢alismalar yapilmistir. Survivin proteininin ayni
transkripsiyon iirliniiniin alternatif ayiklanmasi ile sentezlenen ve apoptotik/proapoptotik
olmak iizere birbirine zit islevlere sahip varyantlar1 bulunmaktadir. Yaban tip survivin, AEx3
ve 3B varyantlarinin antiapoptotik, 2B ve 2a varyantlarinin ise proapoptotik oldugu

diistiniilmektedir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda ¢ogunlukla yaban tip survivin, AEx3 ve 2B varyantlar
aragtirtlmistir. Calismamizda ise 2a ve 3B varyantlari da dahil edilerek survivin proteininin
fonksiyonel acidan 6nem tasiyan tiim varyantlarinin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi

amaclanmistir. Ayn1 zamanda pediyatrik akut lenfoblastik 16semi hastalarinda;

genetik risk faktorleri ve survivin ekspresyonu arasindaki iliskinin varligi,

e risk smiflamast ve dolayist ile tedavi yaklasimini degistirebilecek survivin

varyant(lar)inin,

e standart ve yiiksek riskli grupta tedaviye hizli ve yavas yanit veren hastalarin ilk tani
aninda ¢alisilmis olan gen ekspresyon diizeylerinin karsilagtirilmasiyla tedaviye yanitta

etkili olabilecek survivin varyant(lar)inin ve,

e ilk tam1 ve remisyon donemlerindeki ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi ile
prognoz ve takipte spesifik olarak oncelik verilmesi gereken survivin varyant(lar)inin

belirlenmesi hedeflenmistir.

Bu amacla; yas, beyaz kiire sayis1 ve genetik risk faktorlerinin varligina bagl olarak standart
ve yiiksek riskli olmak {tizere iki gruba ayrilan pediyatrik akut lenfoblastik 16semi
hastalarmin ilk tani ve remisyon donemlerinde survivin ve varyantlarinin mMRNA

diizeyindeki ekspresyonlari kantitatif real time PZR yontemi kullanilarak belirlenmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Bu calismaya 2009-2015 yillari arasinda AUTF Cocuk Hematolojisi ve Onkolojisi
boliimiinden prekiirsér B ALL tanisiyla sevk edilen, ilk tani ile remisyon donemlerine
(tedaviye basladiktan sonra 28. giin) ait RNA 6rnekleri bulunan 35 hasta (kiz=9, erkek=26)
dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak kemik iligi transplantasyonu icin 6 saglikli vericinin
kemik iliginden izole edilen RNA &rnekleri kullanilmistir. Calismaya A.U.T.F. Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu’nun onayi alinarak baslanmistir (Ek 1.).

Hastalar yas, beyaz kiire sayis1 (mm?®/pL), SSS/testis tutulumu, sitogenetik inceleme, t(9;22),
t(4;11), t(12;21), trizomi 4, trizomi 10 ve 11¢23 MLL mutasyonlari bulgularina gore standart
ve yiiksek riskli olmak {izere iki gruba ayrilmistir (165) (Cizelge 4.1.) (Ek 4.). Tedaviye
baslandiktan sonraki ikinci haftada tedaviye verilen yavas ya da hizli yanita gore de standart
risk grubundaki hastalar standart-yavas (SY)(n=9) ve standart-hizli (SH)(n=11), yiiksek risk
grubundaki hastalar ise yiiksek-yavas (YY)(n=6) ve yiiksek-hizl1 (YH)(n=9) olmak iizere alt
gruplara ayrilmustir (Sekil 4.3.) (68), (69).

Cizelge 4.1. Risk siiflamasinda kullanilan kriterler (165)

Kriter Yiiksek risk grubu Standart risk grubu
Yas <1 ve 210 yas >1 ve <10 yas
Beyaz kiire sayisi >50,000 mm3/pL <50,000 mm3/puL
Ekstramediiler Testis ya da santral sinir sistemi tutulumu Yok
tutulum
Genetik bulgular 1(9;22)(934;q11) ya da t(4;11)(g21;0923) ya | t(12;21)(p13;922) ya da trizomi 4
da hipodiploidi ve 10
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4.2. YONTEM

Kantitatif RT-PZR ile hasta ve kontrol grubunda GAPDH (gliseraldahit 3 fosfat
dehidrojenaz) housekeeping geni ile yaban tip survivin, survivin AEx3, survivin 2B,

survivin 3B ve survivin 2a gen ekspresyonlari ¢alisiimistir.
4.2.1. KULLANILAN CIHAZLAR
e Termal dongii cihaz1 (Eppendorf Mastercycler Gradient)
e Elektroforez gii¢ kaynagi (Biometra Electrophoresis Power Supply E452)
e Elektroforez tanki (Cleaver Scientific Ltd.)
e Jel goriintiileme sistemi (Kodak Gel Logic 200 Imaging System)
e Kantitatif real time PZR cihaz1 (Roche LightCycler 2.0)
e Otomatik dizi analizi cihaz1 (Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer)
e Florometre (Invitrogen Qubit 2.0)
o Vorteks (Velp scientifica)
e Mikrosantrifiij (Eppendorf mini spin)
e Plate santrifiijii (Eppendorf 5430)
4.2.2. KULLANILAN KIMYASAL MALZEMELER
e High Pure RNA Isolatiin Kit (Roche, Katalog no: 11828665001)
e Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kiti (Roche, Katalog no: 04896866001)

e LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | kiti (Roche, Katalog no:
12239264001)

e LightCycler Kapiller (Roche, Katalog no: 04929292001)

e Yaban tip survivin, survivin 2B, survivin AEx3, survivin 3B, survivin 2o Vve

GAPDH’ye 6zgii primerler (Gene Link)
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4.2.3.

PZR temizleme Kiti (Thermo Scientific GeneJET, Katalog no: KO701)
dNTP karigimi, 100 mM (Thermo Scientific, Katalog no: R0181)
Taq polimeraz kiti, SU/ul (Biomatik, Katolog no: A1003)
Agaroz (Multicell, Katalog no: 800015EG)

Tris base (Multicell, Katalog no: 600127LG)

Borik asit (Merck, Katalog no: 100165)

EDTA (Applichem, Katalog no: A11041000)

NaOH tablet (Applichem, Katalog no: S8045)

Bromofenol mavisi (Applichem, Katalog no: A23310025)
Ksilen siyanol (Applichem, Katalog no: A14080010)

Gliserol (Amresco, Katalog no:E520)

Etidyum bromiir (Sigma-Aldrich, Katolog no: E8751)

50 b¢ molekiiler agirlik standardi, 0.1 pg/ul (Thermo Scientific, Katalog No:
SMO0373)

Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich, Katalog No: G50150)
ExoSAP-IT (GML, Katalog No: 78250)
Bigdye®Terminator (Applied Biosystems, Katalog No: 4336917)

SOLUSYONLARIN HAZIRLANMASI

5x TBE (1 L): 54 g Tris base, 27,5 g Borik asit ve 20 ml 0,5 mM EDTA karistirilarak dH2O

ile 1 litreye tamamlanmis ve soliisyon +4°C’de saklanmistir.

0,5 M EDTA (100 ml): 18,61 g EDTA ve 2 g NaOH, 80 ml dH,0 iginde ¢oziilmiistiir. pH

8.0’e ayarlanarak dH20 ile hacim 100 ml’ye tamamlanmigs ve soliisyon +4°C’de

saklanmustir.
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Etidyum bromiir (10 ml): 100 mg Etidyum bromiir, 10 ml dH2O iginde vorteks ile

karistirtlmistir. Hazirlanan soliisyon aliiminyum folyo ile sarilarak +4°C’de saklanmuistir.

6x ylikleme tamponu: 0,025 g bromofenol mavisi, 0,025 g ksilen siyanol ve 0,3 ml gliserol

karistirtlarak dH2O ile hacmi 1 ml’ye tamamlanmustir.

Sefadex: 14 ml dH2O’ya 1 g sephadex eklenerek karigtirtlmigtir. Yeni hazirlanan sephadex,
ilk kullanimdan 6nce 30 dakika bekletilmis ve +4°C’de saklanmustir.

%?2 agaroz jel: 1,8 g agaroz hassas terazide tartilarak 90 ml 1X TBE soliisyonu igerisine
eklenmis ve 1sitilarak ¢Oziilmiistiir. Sonrasinda tizerine 0.5 pul etidyum bromiir eklenerek

karigtirilmistir.
4.2.4. cDNA SENTEZI

Calismada kullanilan RNA 6rnekleri High Pure RNA Isolation Kit ile izole edilmis arsiv
RNA ornekleridir. cDNA sentezi Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kiti ve
hekzamer primer kullanilarak kullanici kitapgiginda belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.
Her bir hasta i¢in 10 ul RNA, 2 pl random hekzamer primer (600 pmol/ul) ve 1ul dH,O
karisimi tiiplere dagitilmis, 65°C’de 10 dakika inkiibe edilerek buz {izerine konulmustur. 4
ul 5x transkriptaz reaksiyon tamponu, 0.5 pul RNAaz inhibitoérii (40U/ul), 2 ul ANTP
karigimi, 0.5 pl ters transkriptaz (20U/pul) kullanilarak 7 pl’lik karigimlar hazirlanmis ve buz
tizerindeki tiiplere dagitilmistir. 25°C’de 10 dakika, 50°C’de 1 saat ve 85°C’de 5 dakika

inkiibe edilmistir.

4.25. HOUSEKEEPING GEN VE YABAN TiP SURVIVIN ICIN PRIMER
TASARIMI

Literatiirde survivin ile ilgili yapilan ¢aligmalarda housekeeping gen olarak kullanilan genler
cogunlukla GAPDH, G6PD ve B aktindir. Bu nedenle bu ¢alismada GAPDH, G6PD ve 3
aktin genleri i¢in primer tasarimi yapilmig, PZR 6zgiinligii ve kantitatif RT-PZR etkinligi
acisindan kiyaslanmigtir. Calismalar sonucunda GAPDH primerlerinin kullanilmasina karar

verilmistir (Cizelge 4.4.).

Yaban tip survivin ekspresyonu icin daha 6nce yapilan ¢aligsmalarda kullanilan ve siklikla
refere edilen primer giftleri Span (166) ya da Pavlidou ve arkadaslar1 (167) tarafindan

tanimlanmis primerlerdir (Sekil 4.1.). Span ve arkadaslari tarafindan yaban tip survivin igin
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kullanilan primerlerin NCBI Primer BLAST analizinde makalede sdylenenin aksine
survivinin biitlin varyantlarina baglanabildigi, yine Pavlidou ve arkadaslari tarafindan
kullanilan primerlerin analizinde yaban tip survivin i¢in kullanilan primerlerin ayn1 zamanda

survivin 3B varyantina da baglandig1 gorilmiistiir.

a b
[ R & i It
Yaban tip survivin | Ekzon 1| Ekzon 2 | Ekzon 3 Ekzan 4 | Yaban tip survivin ‘ Ekzon | | Ekzon2 | Ekzon 3 Ekzon 4 ‘
l, Al
Survivin AEx3 \ Ekzon | | Ekzon2 Ekzon 4 | FUTR ‘ i T
I T Survivin AEx3 ‘ Ekzon 1 | Ekzon 2 Ekzon 4 |
Survivin 2B ‘ Ekzon | | Ekzon 2 % Ekzon 3 | Ekzon 4 |
I T o 2B
Survivin 3B Ekzon | | Ekzon2 |Ekzon3 [PRAY Ekzon 4 Survivin 2B Ekzon | | Ekzon2 Ekzon 3 Ekzon 4
Ean:
I T
Survivin 2a | Ekzon | |tkznnz| IUTR |

Sekil 4.1. Survivin ve varyantlarimin Kantitatif real time PZR ¢alismasinda kullanilan
primerlerin yerlesimi (i: ileri primer, T: ters primer, YT: yaban tip) (a-Span ve ark. (166), b-
Pavlidou ve ark. (167))

Bu nedenle bu ¢alismada yaban tip survivin igin kullanilmak tizere NCBI primer BLAST
kullanilarak yeni primerler tasarlanmistir. Tasarlanan primerlerin BLAST ile yapilan
incelemesinde yaban tip survivin disinda higbir varyanta baglanmadiklari kontrol edilmis ve
PZR iriinlerinin 6zgiinliikleri agoroz jel elektroforezi ve dizi analizi ile dogrulanmistir.
Yaban tip survivin primerlerinin yerlesimi Sekil 4.2.’de, dizileri ise Cizelge 4.4.’de

gosterilmistir.

i T

Ekzon | Ekzon 2 | Ekzon 3 Ekzon 4

Yahan tip
survivin

Sekil 4.2. Yaban tip survivin igin tasarlanan primerlerin yerlesimi (I:ileri primer, T:ters
primer)

Tasarlanan GAPDH ve survivin yaban tip primerlerinin dogruluklarinin test edilmesi
amaciyla PZR iirtinleri Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer cihazi kullanilarak dizi
analizi yapilmistir. Dizi analizi 6ncesi PZR reaksiyonu gerceklestirilmis (Cizelge 4.4,
Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6), PZR sonrasi temizleme islemi i¢in ExoSAP-IT™ enzimatik
temizleme {irtinii kullanilmistir. Protokol dogrultusunda 5 pLL PZR iirlinii, 2 pl ExoSAP-IT
reaktifi 0,2 ml’lik PZR tiipiinde karistirilmistir. Karigim 37°C’de 15 dakika; 80°C’de 15
dakika inkiibe edilmistir.
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PZR dirlinleri temizlendikten sonra ayni primerler kullanilarak dizi analizi reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Reaksiyon i¢in hazirlanan karisim ve uygulanan kosullar Cizelge 4.2. ve

Cizelge 4.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. GAPDH ve yaban tip survivin i¢in dizi analizi PZR igerigi

Malzeme Adi Malzeme Miktari
Bigdye Terminator 1 ul
Bigdye Terminator Sekans tamponu 2ul
fleri ya da ters primer (1 pmol/l) 2ul
Temizlenmis PZR tiriini 2 ul
dH20 3ul
Toplam 10 pl

Cizelge 4.3. GAPDH ve yaban tip survivin i¢in dizi analizi PZR kosulu

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
96 °C 1dk
96 °C 30 sn
50°C 5sn 25 dongii
60 °C 4 dk
4°C 0

4.2.6. KANTITATIF REAL TiME PZR STANDARTLARININ HAZIRLANMASI

Kantitatif real time PZR igin kullanilan standartlar, PZR firtinleri kullanilarak hazirlanmistir.
Bu amagla GAPDH housekeeping gen ve her bir survivin varyanti igin sentezlettirilen cDONA
oligolari kalip olarak kullanilarak PZR yapilmis, elde edilen PZR iiriinleri Thermo Scientific
GeneJET PZR temizleme Kiti ile temizlendikten sonra %2’lik agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Qubit 2.0 florometre kullanilarak 6l¢iilen PZR {iriinlerinden,
olciim sonuglarna gore 3x10%°-3x10° kopya/ul arast seri diliisyonlar hazirlanmustir.
Kullanilan primer dizileri ile PZR karigimi ve kosullar1 Cizelge 4.4, Cizelge 4.5. ve Cizelge

4.6.”da verilmistir.
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Cizelge 4.4. GAPDH ve survivin varyantlari i¢in primer dizileri (:ileri primer, T:ters primer,
*: 167, **: 166)

Bolge Dizi (5'—>3) Referans Lokasyo | Amplikon
diziler n boyu (bg)

I: CATCTTCCAGGAGCGAGA 413-430

GAPDH NM_002046.5 112
T:CAAATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT 501-524
I: TGACGACCCCATAGAGGAACA 331-351

Survivin-YT NM_001168.2 138
T:CCTTTGCAATTTTGTTCTTGGCTC 444-467
I: CCACCGCATCTCTACATTCA 169-188

Survivin-AEx3* NM_001012270.1 184
T:TTTCCTTTGCATGGGGTC 335-352
I: GCACGGTGGCTTACGCCTG 351-369

SUVIMINZB™ | . AACCGGACGAATGCTTTTTATGTTC | NW-0t0t2erid %0
C 415-440
I: CAGATTCAGGGAGGGACTGG 377-396

Survivin-3B** AB154416.1 60
T: CAAACATCAGGCTCTTCCTCG 416-436
I:GCTTTGTTTTGAACTGAGTTGTCAA 293-317

Survivin 20** AY927772.1 81
T: GCAATGAGGGTGGAAAGCA 355-373

Cizelge 4.5. GAPDH ve survivin varyantlari i¢in PZR igerigi

Malzeme Adi Hacim Son konsantrasyon
dNTP (5 mM) 0.8 pl 0.2mM
Tampon (10X) 2 ul X
MgCI2 (25 mM) 1.2 ul 1.5 mM
Ileri primer (10 uM) 2 ul 0.5 uM
Ters primer (10 uM) 2 ul 0.5 uM
dH20 8 ul -

Taq polimeraz (5U/pl) 0.2 ul U
Kalip DNA (cDNA oligo) 2ul
Toplam 20 pl
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Cizelge 4.6. GAPDH ve survivin varyantlari i¢cin PZR kosulu

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
94 °C 4 dk
94 °C 30 sn
56 °C 30 sn 25 dongii
72 °C 45 sn
72 °C 5 dk
4°C 0

4.2.7. GAPDH HOUSEKEEPING GENi VE SURVIVIN VARYANTLARI iCiN
KANTITATIF REAL TIME PZR

35 hastanin ilk tan1 ve remisyon dénemlerine ait cDNA 6rnekleri kullanilarak GAPDH geni
ve her bir survivin varyant: Kantitatif RT-PZR ile ¢alistimistir. Orneklere ait ekspresyon
diizeylerinin kantitasyonunda GAPDH igin 3x107-3x10%, yaban tip survivin icin 3x10%*
3x10°% AEx3 varyant1 ig¢in 3x10%-3x10%, 2B varyant1 igin 3x10°-3x10%, 3B varyant: icin
3x10°-3x10% ve 2a varyant1 igin 3x108-3x10% kopya/ul arasinda seri diliisyonlar iceren
standartlar kullanilmistir. Tiim standart ve 6rnekler ikiser kez calisilmis ve her bir calismada

negatif kontrol kullanilmastir.

Kantitatif real time PZR reaksiyonlar1 ig¢in LightCycler FastStart DNA Master Sybr Green
1 kiti kullanilmis, PZR karisimi ve kosullar {iretici firmanin 6nerisi dogrultusunda Cizelge
4.7. ve Cizelge 4.8.°deki gibi uygulanmigtir. Kantitatif real time PZR uygulamalarinda
touchdown PZR kullanilmistir. Annealing sicakligi 68°C’den baslanmis ve ilk 20 dongii, her
dongiide 0.5°C azaltilarak gergeklestirilmis ve sonrasinda 58°C ile devam edilmis,
sonrasinda melting curve analizi yapmak icin cihaz 95°C’ye getirildikten sonra 40°C’ye
sogutulup 30 saniye bekletilmis ve sonrasinda saniyede 0.5°C artacak sekilde 85°C’ye

sitilmastir.
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Cizelge 4.7. GAPDH ve survivin varyantlari i¢in Kantitatif real time PZR igerigi

Malzeme Ad1 Hacim Son konsantrasyon
LightCycler FastStart DNA Master Sybr Green 1 (10X) 2 ul 1X
MgCI2 (25 mM) 1.6 ul 2mM
Tleri primer (10 uM) 2 ul 0.5 uM
Ters primer (10 pM) 2 ul 0.5 uM
dH,0 10.4 pul -
Kalip (cDNA) 2 ul
Toplam 20 pl

Cizelge 4.8. Kantitatif real time PZR kosulu

Sicaklik Stire Dongii Sayisi
95°C 10 dk
95°C 10 sn

68-58 °C 10sn 45 dongii
72 °C 15sn
4°C 0

4.2.8. ISTATISTIK DEGERLENDIRME

Hasta ve kontrol grubu arasinda yapilan istatistik degerlendirme ile hastalik icin risk
olusturabilecek survivin varyant(lar)1 arastirilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
Hasta grubunun kendi i¢erisinde yapilan istatistik degerlendirmede izlenen yol Sekil 4.3’de,

kullanilan istatistiksel yontemler ise Cizelge 4.9.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Istatistik degerlendirmede kullanilan gruplar ve yapilan karsilastirmalar. ST:
Standart risk grubundaki hastalarin ilk tan1 donemindeki ekspresyon ¢alismasi, YT: Yiiksek
risk grubundaki hastalarmn ilk tan1 dénemindeki ekspresyon ¢alismasi, SY: Standart risk
grubundaki yavas yanit veren hastalarin ilk tan1 donemindeki ekspresyon g¢aligmasi, SH:
Standart risk grubundaki hizli yanit veren hastalarin ilk tani donemindeki ekspresyon
calismasi, YY: Yiksek risk grubundaki yavas yanit veren hastalarin ilk tan1 donemindeki
ekspresyon caligmasi, YH: Yiksek risk grubundaki hizli yanit veren hastalarin ilk tam
donemindeki ekspresyon caligmasi, SR: Standart risk grubundaki hastalarin remisyon
donemindeki ekspresyon calismasi, YR: Yiiksek risk grubundaki hastalarin remisyon
donemindeki ekspresyon ¢alismasi
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Cizelge 4.9. Gruplar arasi karsilastirmalarda kullanilan istatistiksel yontemler ve elde
edilmesi beklenen bilgiler

Kullanilan istatistiksel

Whitney U testleri

Karsilagtirmalar N Elde edilmesi beklenen bilgiler
yontem
ST |«—» YT (5 Kruskal-Wallis ve Mann- Risk siniflamasinda etkili
Whitney U testleri olabilecek varyant(lar)
SY «—» SH (1) Standart ve yiiksek riskli grupta
Kruskal-Wallis ve Mann- yavas ya da hizli cevabin
YY «4—» YH |(2 Whitney U testleri olugmasinda etkili olan ve tedavi
hedefi olabilecek varyantlar
SY le—» YY |@ Standart ve yiiksek riskli grupta
4 yavas ya da hizli cevabin
skal-Walllgre Manng olusmasinda etkili olan ve tedavi
- 4 i i
SH YH @ Whitgeg testler hedefi olabilecek varyantlarin
birbirinden farkli olup olmadig:
ST «—» SR |(6)
. . Prognoz ve takipte etkili olabilecek
YT |--—» YR |[(7) i¥ilcoxon dhfiest survivin varyanti
SR =—» YR |[(8) Kruskal-Wallis ve Mann- 5, 6 ve 7 numarali

kargilastirmalarin dogrulanmast
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada SY grubunda 9, SH grubunda 11, YY grubunda 6 ve YH grubunda 9 olmak {izere

toplam 35 hasta yer almustir.

51. GAPDH VE YABAN TiP SURVIVIN PZR URUNLERININ
OZGUNLUGUNUN DOGRULANMASI

GAPDH ve yaban tip survivin igin PZR reaksiyonu tasarlanan yeni primerlerle
gergeklestirilmistir. PZR {irlinlerinin 6zgiinliikleri agaroz jel elektroforezi ve dizi analizi ile
kontrol edilmistir (Sekil 5.1.). Her iki bolge de jel elektroforezinde beklenilen uzunlukta ve
tek bir bant gozlenmis, dizi analizinde ise hedef bolgelerin referans dizileri ile uyumlu

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 5.1. GAPDH (a) ve yaban tip survivin (b) kismi dizi analizi goriintiisii
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5.2. KANTITATIF REAL TiME PZR

GAPDH ve tiim survivin varyantlarina ait 6rnek kantitatif RT-PZR goriintiileri Sekil 5.2.,
Sekil 5.3., Sekil 5.4., Sekil 5.5., Sekil 5.6. ve Sekil 5.7.”de verilmistir.

J Chanrel (530) = Color Compensation + Program [2) + ” Method [Auta) * Standard curve (In Fun) +

Samples | Restls
Inchs..| Co...| Pos | Name | [P |Concetration| Standard

Amplification Curves

e ———————

J00ES 08

P ..;
300E4 - ’:
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J00E4
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L e e st e e R S L, e ) A R
12345676 51011213 14451617 18192021 2223 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 35 57 30 39 40 41 42 43 44 &
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Sekil 5.2, GAPDH ekspresyonu  kantitatif real time PZR  goriintiisi
st1: 3x107 kopya/pl, st2: 3x108 kopya/ul, st3: 3x10° kopya/ul, st4: 3x10* kopya/pl, st5:
3x10° kopya/pul standartlar. 11-28 nolu kapillerler hastalara ait ilk tan1 ve remisyon 6rnekleri,
nk: negatif kontrol
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J Channel (530) ~ Color Compensation = Program [2) + ] Method (Auta] = Standard curve (In Run) +
Samples ‘ Fiesults ‘
Include | Caolor| Pos | Name CP | Concentration | Gtandard Amplification Curves
stl B 0 3
[ Repl. of st 11
st2 6 3 1
p\ af st2 3 s
[l Repl. of 5t3 e
7o g o7
[] Fiepl of st4 g o8
5 § 05
] Repl of E o4
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3 5414 > [1.3%0] “ 02
Fiegl of 5414 01
76
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7 4012 il
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Sekil 5.3. Yaban tip survivin ekspresyonu Kkantitatif real time PZR goriintiisi
stl: 3x10* kopya/ul, st2: 3x10% kopya/ul, st3: 3x10? kopya/ul, st4: 3x10! kopya/pl, st5:
3x10° kopya/pul standartlar. 11-28 nolu kapillerler hastalara ait ilk tan1 ve remisyon rnekleri,
nk: negatif kontrol

J Channe! (530) ~ Color Compensation ~ Program [2) ~ ] Method [Auto] = Standard curve InRun)

Sanples ‘ Results |
Include | Color| Pos | Name: CF | Concentration | Standard Amplification Curves
st 2300 3.38E4 3.00E4
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Sekil 5.4. Survivin AEx3 ekspresyonu kantitatif real time PZR goriintiisii
stl: 3x10* kopya/pl, st2: 3x10® kopya/ul, st3: 3x10? kopya/ul, st4: 3x10' kopya/ul
standartlar. 9-28 nolu kapillerler hastalara ait ilk tan1 ve remisyon drnekleri, nk: negatif
kontrol
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| Channel (530) ~ Color Compensation ~ Program (2] ~ || Method [Auta) ~ Standard curve (In Run] =
Samples [ Results |
Include | Color| Pos |Name CP | Concenbialion | Standard Amplification Curves
1 105 1.00E5
] Flepl. of 105 1
04
0g
[
05
[
E oy
[ £ o5
[ ] 1.00E1 g 05
[ ] 1.00E1 E -
£ 04
[] E 03
g
[] 02
[ ]
[] 01
-
. T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
123456 78 91011121314 151647 1818 20 21 22 25 24 25 26 27 26 29 30 31 32 33 34 3536 37 38 39 40 41 42 43 44 45
[] Cycles
ey ]
Standard Curve
v
35
E
230 .
Error: 00852 B 2.
E Eficiency 1856 ' 25 N
- g
Fiepl. of 131453 53
i &
i 7 3 i 5
Log Concentration

Sekil 5.5. Survivin 2B ekspresyonu Kkantitatif real time PZR goriintiisi
stl: 3x10° kopya/pl, st2: 3x10* kopya/ul, st3: 3x10° kopya/ul, st4: 3x102 kopya/ul, st5:
3x10* kopya/pl standartlar. 11-28 nolu kapillerler hastalara ait ilk tan1 ve remisyon &rnekleri,
nk: negatif kontrol

| Channel (530] ~ Color Compensation = Progiam[2) ~ || Methad fhuta) = Standard cuive fIn Run) -
Samples [ Fiesulls |

Include | Color| Pos | Name | | & | Standard
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Sekil 5.6. Survivin 3B ekspresyonu kantitatif real time PZR goriintiisii
st1: 3x10° kopya/pl, st2: 3x10% kopya/ul, st3: 3x10% kopya/ul, st4: 3x10? kopya/ul. 9-28
nolu kapillerler hastalara ait ilk tan1 ve remisyon 6rnekleri, nk: negatif kontrol
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| Channel (530] ~ Color Compensafion ~ Progiam (2] ~ || Method (Aute) ~ Standard curve (In Run] ~

Samples I Restits

Include | Color| Pos | Name | CP | Conentralion | Standerd | Amplification Curves
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Sekil 5.7. Survivin 2a ekspresyonu kantitatif real time PZR  goriintiisi
st1: 3x10° kopya/ul, st2: 3x10° kopya/ul, st3: 3x10* kopya/ul, st4: 3x10% kopya/ul, st5:
3x102 kopya/pl. 11-28 nolu kapillerler hastalara ait ilk tan1 ve remisyon drnekleri, nk: negatif
kontrol.

Kantitatif real time PZR reaksiyonlariin 6zgiinliigiiniin kontrol edilmesi amaciyla PZR
tirtinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilenmistir (Sekil 5.8., Sekil 5.9., Sekil

5.10., Sekil 5.11., Sekil 5.12. ve Sekil 5.13.).

Sekil 5.8. GAPDH kantitatif real time PZR iriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii
M: 50 b¢ molekiiler agirlik standardi; 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900 ve 1000 bg. 1 nolu kuyu 107 kopya/ul standart, 2-7 nolu kuyular hasta drnekleri, 8 nolu
kuyu negatif kontrol, PZR {irtin boyu: 112 bg.
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Sekil 5.9. Yaban tip survivin kantitatif real time PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi
goriintlisii, M: 50 b¢ molekiiler agirlik standardi; 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900 ve 1000 be. 1 nolu kuyu 10* kopya/pl standart, 2-7 nolu kuyular hasta 6rnekleri,
8 nolu kuyu negatif kontrol, PZR {iriin boyu: 138 bg.

Il =
IR 1

Sekil 5.10. Survivin AEx3 kantitatif real time PZR iriinlerinin agaroz jel elektroforezi
goriintlisii, M: 50 b¢ molekiiler agirlik standardi; 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900 ve 1000 bg. 1 nolu kuyu 10* kopya/ul standart, 2-7 nolu kuyular hasta drnekleri,
8 nolu kuyu negatif kontrol, PZR {iriin boyu: 184 bg.

Sekil 5.11. Survivin 2B kantitatif real time PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi
goriintiisii, M: 50 b¢ molekiiler agirlik standardi; 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900 ve 1000 be. 1 nolu kuyu 10° kopya/pl standart, 2-7 nolu kuyular hasta 6rnekleri,
8 nolu kuyu negatif kontrol, PZR iiriin boyu: 90 bg.
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Sekil 5.12. Survivin 3B kantitatif real time PZR driinlerinin agaroz jel elektroforezi
gorintiisii, M: 50 b¢ molekiiler agirlik standardi; 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900 ve 1000 be. 1 nolu kuyu 10° kopya/pl standart, 2-7 nolu kuyular hasta 6rnekleri,
8 nolu kuyu negatif control, PZR iiriin boyu: 60 bg.

Sekil 5.13. Survivin 20 kantitatif real time PZR dirlinlerinin agaroz jel elektroforezi
goriintlisit M: 50 b¢ molekiiler agirlik standardi; 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900 ve 1000 be. 1 nolu kuyu 108 kopya/ul standart, 2-7 nolu kuyular hasta drnekleri,
8 nolu kuyu negatif control, PZR iiriin boyu: 81 bg.

Hasta grubunda GAPDH ve survivin varyantlarimin tani ve remisyon donemlerine ait
ekspresyon diizeyleri Ek.2’de gosterilmistir. Kontrol grubuna ait sonuglar ise Ek.3’te
verilmistir. Survivin ve varyantlarinin ekspresyon diizeyleri Cizelge 5.1. ile survivin ve

varyantlarinin oranlarinin ekspresyon diizeyleri Cizelge 5.2.’de gosterilmistir.
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Cizelge 5.1. Hasta grubunda survivin ve varyantlarinin ekspresyon diizeyleri

Gruplar

Ortalama =+ standart sapma (ortanca) degerleri

S-YT S- AEx3 S-2B S-3B S-2a
ST 0.00185 + 0.00075 0.00502 % 0.00467 0.00893 + 0.00220 0.13258 + 0.03453 0.06898 + 0.01734
(0.00052) (0.00025) (0.00510) (0.09090) (0.04605)
vT 0.00130 + 0.00050 0.00016 + 0.00004 0.05468 + 0.1792 0.79880 + 0.60040 0.11115 + 0.02252
(0.00048) (0.00015) (0.00380) (0.12945) (0.07858)
R 0.00283 % 0.00058 0.00095 + 0.00019 0.01031 + 0.08026 + 0.01128 0.04863 + 0.00818
(0.00250) (0.00049) 0.00149(0.00839) (0.08113) (0.03622)
VR 0.00208 0.00061 0.00035 % 0.00011 0.01920 + 0.00805 0.27312 £ 0.10476 0.10883 = 0.01796
(0.00123) (0.00015) (0.00878) (0.12907) (0.10735)
Ton 0.00085 + 0.00048 0.00026 + 0.00011 0.00327 + 0.00062 0.13126 + 0.17473 0.05970 = 0.01200
o (0.00018) (0.00012) (0.00279) (0.12596) (0.05663)
Remisvon 0.00287 + 0.00104 0.00112 % 0.00037 0.00637 £ 0.00187 0.07673 + 0.01313 0.04405 + 0.01264
Y (0.00250) (0.00079) (0.00521) (0.09416) (0.03688)
Tan 0.00267 % 0.00129 0.00891 + 0.00850 0.01357 + 0.00344 0.13367 + 0.06261 0.07656 + 0.03052
o (0.00103) (0.00037) (0.12871) (0.07253) (0.02220)
Remisvon 0.00280 = 0.00068 0.00082 + 0.00018 0.01353 £ 0.00176 0.08315 + 0.01803 0.05237 £ 0.01113
Y (0.00251) (0.00048) (0.01312) (0.07447) (0.03556)
Tan 0.00065 = 0.00025 0.00015 + 0.00004 0.01002 + 0.00598 0.12587 + 0.03082 0.07988 + 0.01972
w (0.00049) (0.00017) (0.00500) (0.11495) (0.07845)
Remisvon 0.00140 % 0.00070 0.00052 + 0.00026 0.03219 + 0.01956 0.43111 % 0.25357 0.13825 + 0.03567
Y (0.00051) (0.00016) (0.01378) (0.19511) (0.15671)
Tom 0.00172 + 0.00081 0.00016 % 0.000074 0.08445 % 0.77177 1.24743 + 0.99405 0.13199 + 0.03437
(0.00048) (0.00005) (0.00380) (0.16405) (0.12643)
YH
Remisvon 0.00253 % 0.00090 0.00023 % 0.00007 0.01053 + 0.00246 0.16779 + 0.04188 0.08922 + 0.01706
Y (0.00184) (0.00013) (0.00869) (0.11797) (0.08025)
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Cizelge 5.2. Hasta grubunda survivin ve varyantlarinin oranlarinin ekspresyon diizeyleri

Gruplar

Ortalama =+ standart sapma (ortanca) degerleri

AEX3/YT

2B/IYT

20+2B/3B

ST

1.09207 £ 0.41317 (0.39291)

21.51667 + 5.93650 (9.27090)

0.85019 +0.15378 (0.51099)

YT

0.19497 + 0.34612 (0.14843)

21.79123 £ 7.75000 (8.71900)

0.65040 + 0.07552 (0.67858)

SR

0.59506 + 0.18343 (0.36637)

12.62639 + 5.32617 (4.72120)

0.79844 + 0.73206 (0.80577)

YR

0.40987 + 0.17540 (0.19378)

29.01715 + 8.85755 (11.76806)

5.42593 £4.69412 (0.79204)

SY

Tan1

0.75059 + 0.18349 (0.51204)

26.70144 £ 11.31093 (10.02008)

0.47968 £ 0.73644 (0.45703)

Remisyon

0.89504 + 0.39144 (0.41923)

16.35440 + 11.56854 (2.40528)

0.64959 £ 0.08439 (0.53532)

SH

Tan1

1.37146 = 0.74186 (0.300000)

17.27459 + 5.83144 (5.46125)

1.15333 +£0.24026 (1.18750)

Remisyon

0.34961 £+ 0.05055 (0.33252)

9.57621 +2.88666 (5.22689)

0.92024 + 0.10274 (0.91841)

YY

Tan1

0.26440 = 0.41902 (0.26243)

15.18888 + 4.72585 (13.30552)

0.83424 £ 0.11706 (0.89325)

Remisyon

0.80153+ 0.40012 (0.44051)

45.22402 + 14.68899 (40.60442)

12.57326 + 11.71337 (1.05318)

YH

Tani

0.14868 + 0.45751 (0.94814)

26.19279 + 12.64209 (7.12564)

0.52783 £0.07894 (0.58706)

Remisyon

0.14877 £ 0.04153 (0.12243)

18.21257 £ 10.12161 (3.57947)

0.66105 +0.07163 (0.67142)




5.3. ISTATISTIiK DEGERLENDIRME

5.3.1. HASTA-KONTROL GRUPLARI
DUZEYLERININ DEGERLENDIRILMESI

ARASINDA EKSPRESYON

Hasta ve kontrol grubu arasinda yapilan degerlendirme sonucunda hastalara ait tam
orneklerinde yaban tip survivin ve AEx3 varyanti ekspresyonlarinin istatistiksel olarak
anlaml diizeyde artmis oldugu goriilmiistiir (sirastyla p=0.036 ve p=0.003). Calismamizda
2a ve 3B varyantlarinin ekspresyon diizeyleri -literatiirde yer alan sonuglarin aksine- yaban
tip, AEx3 ve 2B ekspresyon diizeylerinden ¢ok daha yiiksek bulunmustur. Ancak hasta-
kontrol grubu arasinda yapilan karsilagtirmalarda 2o ve 3B varyantlari agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamuistir. Bununla birlikte hasta grubunda cinsiyetler arasinda

da degerlendirme yapilmis ancak anlamli bir fark bulunamamustir.

Literatiirdeki ¢alismalarda ¢ogunlukla yaban tip, AEx3 ve 2B varyantlar1 aragtirilmistir ve
bu ¢aligmalarda varyantlarin tek tek ekspresyon diizeyleri yaninda AEx3/YT ve 2B/YT
ekspresyon oranlart da degerlendirilmistir (99), (168), (169). Bizim c¢aligmamizda,
ekspresyon diizeyleri diisilk bulunmasina ragmen, literatiirdeki sonuclarla kiyaslama
yapabilmek amaciyla AEx3/YT ve 2B/YT ekspresyon oranlari da degerlendirilmistir.
Bununla birlikte 2a, 2B ve 3B ekspresyon diizeyinin yiiksek bulunmasi, 2B ve 2a’nin
proapoptotik, 3B’ nin antiapoptotik 6zellikte olmasi1 nedeniyle 2a+2B/3B ekspresyon diizeyi
oranlar1 da degerlendirmeye alinmistir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda yapilan
degerlendirmede AEx3/YT ve 2B/YT oranlarinda anlamli bir fark bulunamamistir.
2a+2B/3B oraninin ise hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis oldugu

goriilmiistiir (p=0.036). Istatistik degerlendirmeye ait sonuglar Cizelge 5.3.’te sunulmustur.

Cizelge 5.3. Hasta-kontrol gruplar istatistik degerlendirme sonuglarina ait p ve medyan (M)
degerleri, S: survivin, YT: yaban tip

Gruplar S-YT S- AEx3 S-2B S-3B S-2a AEX3/YT 2B/IYT 2a+2B/3B
p=0,036* p=0,003* p=0,036*
Hasta M=0,00048 M=0,00015 M=0,60452
(tam) (Hasta) (Hasta) (Hasta)
o p=0,077 p=0,712 p=0,097 p=0,796 p=0,971
Kontrol M=0,00007 M=0,00011 M=0,32578
(Kontrol) (Kontrol) (Kontrol)

*: istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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5.3.2. STANDART-YUKSEK RiSK GRUPLARI ARASINDA EKSPRESYON
DUZEYLERININ DEGERLENDIRILMESI

Standart ve yiiksek riskli hasta gruplarinda yaban tip survivin ve AEx3 ekspresyon diizeyleri
asirt derecede diisiik bulunurken, 2B, 2a ve 3B varyant ekspresyon diizeyleri yiliksek
bulunmustur. Her iki risk grubunda survivin ve varyantlari tani donemleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamazken, standart ve yiiksek risk gruplarinin
remisyon donemine ait (SR <> YR) ekspresyon diizeyleri karsilagtirildiginda AEx3
ekspresyon diizeyinin standart risk grubunun remisyon doneminde (p=0,003), 3B ve 2a
ekspresyon diizeyinin ise yiiksek riskli grubun remisyon déneminde daha yiiksek oldugu
saptanmistir (sirastyla p=0,004 ve p=0.006).

Survivin 2B varyantinin tedaviye yavas cevap veren standart risk grubunda (SY) hizli cevap
veren gruba gore (SH) daha yiiksek oldugu gézlenmistir (p=0.011). Her iki risk grubunda
tedaviye hizli yanit veren hastalarda yapilan karsilastirmada (SH«<>YH) ise survivin 3B

varyantinin ekspresyon diizeyinin yiiksek riskli grupta daha fazla oldugu belirlenmistir

(p=0.025).

Standart ve yiliksek riskli hasta gruplarinin hem tant hem remisyon doénemlerindeki
ekspresyon diizeyleri kiyaslandiginda ((SY+SH (tan1) <> YY+YH (tan1) ve SY+SH
(remisyon) <> YY+YH (remisyon)) her iki donemde de AEx3/YT oraninin standart risk

grubunda yiiksek oldugu bulunmustur (sirasiyla tani orneklerinde p=0.003, remisyon
orneklerinde p=0.046).

Hastalar risk gruplari arasinda SY, SH, YY ve YH olmak {izere dort ayr1 gruba ayrilarak
degerlendirildiginde AEx3/YT ve 20+2B/3B ekspresyon diizeyi oranlarimin her ikisinde de
yiiksek risk grubunda tedaviye yavas cevap veren grupta (YY) hizli cevap veren gruba gore
(YH) daha yiiksek oldugu gozlenmistir (sirasiyla p=0.034 ve p=0.045 ). 20+2B/3B
ekspresyon diizeyi oraninin ise sadece standart risk grubunda anlamli oldugu ve tedaviye
hizli cevap veren (SH) grupta yavas cevap veren (SY) gruba gore daha yiiksek oldugu
bulunmustur (p=0.020).

Yavas ve hizl1 yanit veren hastalar arasinda her iki risk grubunda yapilan karsilastirmada
(SY©YY ve SH&YH) yiiksek risk grubunda hem yavas hem de hizli yanit veren hastalarda
AEx3/YT ve 20+2B/3B ekspresyon diizeyi oraninin anlamli oldugu bulunmustur (sirastyla
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SY&YY icin AEX3/YT p=0.025 ve 20+2B/3B p=0.045; SH<>YH i¢in AEx3/YT p=0.025

ve 2a+2B/3B p=0.030). Istatistik degerlendirmeye ait sonuglar Cizelge 5.4.’da sunulmustur.

Cizelge 5.4. Standart-yiiksek risk gruplari istatistik degerlendirme sonuglarna ait p ve
medyan (M) degerleri, S: survivin, YT: yaban tip

*SY+*SH SY+SH
Gruplar (tam) (remisyon)
© o SY & SH YY < YH SYeoYY | SHo YH
*YY+*YH YY+YH
(tamn) (remisyon)
S-YT p=0,841 p=0,334 p=0,160 p=0,556 p=0,409 p=0,676
p=0,003*
M=0,00049
S- AEx3 p=0,062 (SY+SH) p=0,184 p=0,480 p=0,556 p=0,063
M= 0,00015
(YY+YH)
p=0,011*
M=0,00279
S-2B p=0,868 p=0,484 (SY) p=0,724 p=0,346 p=0,305
M=0,01287
(SH)
p=0,004* p=0,025*
M=0,08113 M=0,07253
S-3B p=0,110 (SY+SH) p=0,063 p=0,239 p=0,724 (SH)
M=0,12907 M=0,16405
(YY+YH) (YH)
p=0,006*
M= 0,03622
S-2a p=0,062 (SY+SH) p=0,425 p=0,480 p=0,289 p=0,138
M=0,10735
(YY+YH)
p=0,003* p=0,046* p=0,034* | p=0,025* | p=0,025*
M= 0,39291 M=0,36637 M=0,26243 | M=0,51204 | M=0,30000
AEX3/YT | (SY+SH) (SY+SH) p=0,210 (YY) (SY) (SH)
M=0,14843 M= 0,19378 M=0,09481 | M=0,26243 | M=0,09481
(YY+YH) (YY+YH) (YH) YY) (YH)
2B/IYT p=0,739 p=0,172 p=0,518 p=0,814 p=0,906 p=0,470
0=0,020% p=0,045* p=0,045* p=0,030*
2a+2B/3B =0,714 =0,841 - M=0,89325 | M=045753 | M=118750
o p p M=0,45703 (SY) YY) (SY) (SH)
M=1,18750 (SH) M=0,58706 M=0,89325 M=0,58706
(YH) (YY) (YH)

*SY: Standart risk grubundaki yavas yanit veren hastalarin ilk tan1 dénemindeki ekspresyon calismasi, SH: Standart risk
grubundaki hizli yanit veren hastalarin ilk tan1 donemindeki ekspresyon ¢alismasi, YY: Yiiksek risk grubundaki yavas yanit
veren hastalarin ilk tan1 dénemindeki ekspresyon ¢alismasi, YH: Yiiksek risk grubundaki hizli yanit veren hastalarin ilk
tan1 donemindeki ekspresyon ¢aligmasi, **: istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)
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5.3.3. TANI-REMISYON DONEMLERI ARASINDA EKSPRESYON
DUZEYLERININ DEGERLENDIRILMESI

Survivin ve varyantlarinin tam1 ve remisyon donemindeki ekspresyon diizeyleri
kiyaslandiginda yiiksek risk grubunda farklilik gériilmezken AEx3 ekspresyon diizeyinin
standart risk grubunun remisyon déneminde daha yiiksek oldugu gozlenmistir (p=0.017).

Istatistik degerlendirmeye ait sonuglar Cizelge 5.5.’de sunulmustur.

Cizelge 5.5. Survivin ve varyantlarinin tani-remisyon donemleri istatistik degerlendirme
sonuglarina ait p ve medyan (M) degerleri, S: survivin, YT: yaban tip

Gruplar *SY+*SH (tam ) <> SY+SH (remisyon) *YY+*YH (tan1) <> YY+YH (remisyon)
S-YT p=0,086 p=0,307
p=0,017**
S- AEx3 M= 0,00025(SY+SH) (tan1) p=0,156

M=0,00049(SY+SH) (remisyon)

S-2B p=0,232 p= 0,363
S-3B p=0,247 p=0,776
S-2a p=0,433 p=0,820
AEx3/YT p=0,433 p=0,140
2B/IYT p=0,108 p=0,570
2a+2B/3B p=0,502 p=0,140

*SY: Standart risk grubundaki yavas yanit veren hastalarin ilk tan1 donemindeki ekspresyon calismasi, SH:
Standart risk grubundaki hizli yanit veren hastalarin ilk tan1 donemindeki ekspresyon ¢alismasi, YY: Yiksek
risk grubundaki yavas yanit veren hastalarin ilk tan1 déonemindeki ekspresyon g¢alismasi, YH: Yiiksek risk
grubundaki hizli yanit veren hastalarin ilk tan1 dénemindeki ekspresyon calismasi, **: istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05)
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Survivin, yapisal ve fonksiyonel olarak IAP’nin iiyesi, evrim boyunca korunmus bir
proteindir. Hem hiicre boliinmesi hem de apoptozun diizenlenmesinde gorev almaktadir.
Diger IAP’lerin aksine fetal dokuda ekspresyon diizeyi yiiksek olmasina karsin, normal
eriskin dokuda ekspresyonu diisiik olmaktadir (72). Ancak survivin ekspresyonun yumusak
doku sarkomasi (103), meme kanseri (170), mide kanseri (99), renal hiicre sarkomasi (171)

gibi bir¢ok kanser tiiriinde asir1 diizeylerde arttigi bulunmustur.

Literatiirdeki ¢alismalarin gogunlugu hematolojik olmayan malignensilerde yapilan (172),
(173), (174), (169) ve yaban tip survivin, AEx3 ile 2B varyantini igeren ¢alismalardir. Bu
caligmalarin hemen tamaminda en yiiksek diizeyde ekspresyon diizeyine sahip olan survivin
formu yaban tip survivin olarak géze ¢arpmaktadir. Daha once de bahsedildigi gibi bu
caligmalarda yaban tip survivin i¢in kullanilan primerlerin makalelerde sdylenenin aksine
diger survivin varyantlarina da baglandigi goriilmektedir. Diger varyantlarin da
cogaltilmasini Onlemek amaciyla sadece yaban tip survivine Ozgii yeni primerlerin
tasarlandig1 bizim ¢aligmamizda yaban tip survivin, en diigiik diizeyde ekspresyon gosteren
varyantlardan biri olarak bulunmus, en yiiksek ekspresyon diizeyine sahip varyantlarin ise
3B, 2a ve 2B oldugu gorilmiistiir. NCBI Primer BLAST analizinde Span ve arkadaslari
(166) tarafindan yaban tip survivin i¢in kullanilan primerlerin survivinin biitiin varyantlarina
baglandigi, Pavlidou ve arkadaslar1 (167) tarafindan yaban tip survivin i¢in kullanilan
primerlerin ise ayn1 zamanda survivin 3B varyantina da baglandig1 goriilmektedir. Bu
durum, bu c¢aligmalarda yaban tip survivin ekspresyon diizeyinin yiiksek bulunmasimnin
aslinda 3B varyanti ekspresyonundan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Bizim
calismamizda 3B varyanti ekspresyon diizeyinin yiiksek bulunmasi da bu bilgi ile uyumlu

olmaktadir.

Hematolojik malignensilerde survivin ile ilgili ¢alismalarin bircogu protein seviyesindedir.
Bir¢ok ¢aligmada yaban tip survivin ALL’de zayif prognoz ve relaps ile iliskilendirilmistir
(136), (137), (175). Ancak survivinin varyantlarinin dahil edilmedigi bu arastirmalarda ,
yiiksek ekspresyon seviyesinin yaban tip survivin disinda (proapoptotik ya da antiapoptotik)
bagka varyant/varyantlarin ekspresyon diizeylerinin yiiksekliginden kaynaklanabilecegini

diisinmekteyiz. Pediyatrik ALL hasta grubunda ise mRNA seviyesinde survivin ve
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varyantlari ile ilgili yapilan tek bir caligma bulunmaktadir. 20 hasta ve 5 kontroliin yer aldig
bu calismada tedaviye yanit ve tani/remisyon donemlerine ait ekspresyon diizeyleri
sorgulanmamis, sadece yaban tip, AEx3 ve 2B varyantlarinin ekspresyon diizeyi
incelenmistir. 2B varyant1 ekspresyon diizeyi diisiikligiiniin yiiksek risk grubuna yatkinlik
ile iligkili oldugu sonucuna ulasilmistir (171). Calismamizda ise 3B ve 2a varyantlar: da
dahil edilmis, standart ve yiiksek risk gruplari arasinda tani doneminde survivin ve

varyantlarinin ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamuistir.
6.1.1. HASTA-KONTROL GRUPLARI DEGERLENDIRMES]

Calismamizda AEx3 varyanti da yaban tip survivin gibi en diisiik diizeyde ekspresyon
gosteren varyantlardan biri olmasima ragmen hasta ve kontrol grubu arasinda yapilan
analizde yaban tip survivin ve AEx3 varyant1 ekspresyon diizeylerinin hasta grubunda
yiiksek oldugu bulunmustur. Yaban tip survivinde bulunan ekzon 3, AEx3 varyantinda
bulunmadigindan antiapoptotik fonksiyon i¢in esansiyel olan BIR bolgesi kesintiye
ugramistir. Buna ragmen AEx3’lin antiapoptotik 6zellikte oldugu ve yiiksekliginin de tiimor
gelisimi ve evresi ile iligkili oldugu yoniinde birgok ¢alisma bulunmaktadir (101). Survivin
cogunlukla homodimerik yapida bulunmaktadir. Diger varyantlar ile de heterodimerizasyon
yaptig1r ve bu heterodimerizasyonun onun hiicre i¢i yerlesimini degistirdigi bilinmektedir
(176). Yapilan ¢alismalarda AEx3’iin -sahip oldugu MLS (mitochondrial localization signal)
bolgesi nedeniyle- yaban tip survivinin ile heterodimerizasyonunun onu mitokondriye
yonlendirebildigi ve bu durumun mitokondri bagimli apoptozun inhibisyonunda esansiyel
oldugu belirtilmistir (168). AEx3’iin yaban tip survivin ile sitoplazma ve mitokondride
birlikte yerlesiminin yaban tip survivinin antiapoptotik fonksiyonunu arttirdigt da
bildirilmistir (177). Yaban tip survivin ve AEx3’iin hasta grubunda yiiksek bulunmasi, bu
varyantlarin antiapoptotik 6zellikte olmasi ve hiicre proliferasyonunu arttirmasi nedeniyle

beklenebilecek bir durumdur.

Hasta grubunda 20, 2B ve 3B varyantlari ekspresyon diizeyleri yiiksek diizeylerde bulunmus
olmasina ragmen yapilan istatistiksel incelemede anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak
ekspresyon diizeyleri yiiksek olan bu varyantlarin 2a+2B/3B (proapoptotik/antiapoptotik)
ekspresyon diizeyi oranlari da degerlendirmeye alindiginda, 20+2B/3B orani1 hasta grubunda

daha yiiksek bulunmustur.
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20 varyanti ile yapilan transfeksiyon ¢aligsmalarinda, sadece 2a ile transfekte olan hiicrelerde
kaspaz 3 aktivasyonunun 2o’nin yaban tip survivin ile birlikte transfekte oldugu hiicrelere
kiyasla daha fazla bulunmasi ve ayn1 zamanda 2a varyantinda BIR bolgesinin Kesintiye
ugramis olmasi, bu varyantin proapoptotik 6zellige sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bunun yaninda yaban tip survivinin antiapoptotik oOzelligini azalttigi ve hiicreleri

kemoterapiye kars1 hassaslastirdigi bildirilmistir (96).

2B’nin BIR bdélgesi kesintiye ugradigindan bu varyantin antiapoptotik 6zelliginin azaldigi
diistiniilmektedir (98). Yapilan ¢alismalarda, survivin 2B’nin potansiyel proapoptotik bir
molekiil olarak rol oynadigi, yaban tip survivinin antiapoptotik 6zelliklerini azalttig1 ve

benign lezyonlarda malign lezyonlara gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (102).

3B varyantinin eksiksiz bir BIR bolgesi icermesi ve kaspaz 6 aktivasyonunu engellemesi
nedeniyle antiapoptotik 6zelligini korudugu diistiniilmektedir (178). Ayrica ¢esitli dokulara
ait kanser orneklerinde yapilan ¢alismada timor olusumu, gelisimi ve yayiliminda 3B’nin
rolii oldugu gosterilmistir. Baska bir caligmada ise kolon kanseri hiicrelerinde 5-
Fluorourasil’in invazyon inhibitorii etkisini azaltarak tiimor hiicrelerinde kemoterapiye

direng olusturdugu gosterilmistir (106).

Hasta grubunda 20+2B/3B oraninin daha yiiksek bulunmasi kanser hiicrelerinin apoptotik
davranigini degistirebilir. Bu iki yol ile olabilir: 3B’nin yaban tip survivin ile benzerliginden
dolayr 2B, 3B’nin de dogal antagonisti olabilir ve 3B’nin ekspresyonunun azalmasi
proapoptotik varyantlarin etkisini giiglendirebilir. Bir bagka sekilde biitiin survivin
varyantlar1 ortak bir hnRNA prekiirsoriinden meydana geldigi icin 3B ekspresyonunun
azalmasi daha proapoptotik varyantlarin olusumu ile sonuglanabilir. Bu nedenle 2a ve 2B

ekspresyonu yiiksekliginin hasta grubunda 6ne ¢tkmasi muhtemel olabilir.

Elde edilen bu bilgilere dayanarak yaban tip survivin, AEx3 ve 20+2B/3B oranmnin

ekspresyon diizeylerinin pediyatrik ALL gelisimi i¢in risk olusturabilecegi diisliniilmektedir.
6.1.2. STANDART-YUKSEK RiSK GRUPLARI DEGERLENDIRMESI

Calismamizda standart ve yiiksek risk grubu arasinda yaban tip survivin ve AEx3
ekspresyonlar1 agisindan bir farklilik bulunmamasina ragmen, AEx3/YT ekspresyon diizeyi
orant standart risk grubunda anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Literatiirdeki bir

calismada AEx3/YT orani malign beyin tiimorii hiicrelerinde ve servikal karsinomda yiiksek
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bulunmustur. Baska bir ¢alismada ise AEx3/YT oran1 meme kanseri hiicrelerinde timor
evresi ile iligkili bulunurken, kolerektal adenokarsinomda zayif prognoz ile
iliskilendirilmistir. Buna karsin renal hiicre karsinomasinda gerceklestirilen ¢alismada

AEX3/YT orani tiimor evresi ile iliskili bulunmamustir.

Survivinin biri karboksil ucunda, digeri ise merkezi bolgede bulunan iki NES yapisina sahip
oldugu diisiiniilmektedir. Merkezi NES yapisi, yakininda yer alan dimerizasyon bolgesi ile
ortiistiiginden, homodimerizasyon yaban tip survivinin sitoplazmaya ¢ikisini 6nleyebilir
(179). Yaban tip survivinin antiapoptotik fonksiyonu daha ¢ok sitoplazmik
lokalizasyonundan kaynaklandigi i¢in homodimerizasyon onun antiapoptotik fonksiyonunu
azaltabilir. Benzer bir sekilde, AEx3/YT heterodimer olusumu yaban tip survivinin nukleer
lokalizasyon sinyaline sahip olan AEx3 ile birlikte ¢ekirdege yerlesmesini saglayabilir.
Bizim g¢aligmamizda AEx3/YT ekspresyon oraninin yiiksek risk grubunda daha diisiik
bulunmasi yaban tip survivin’in ¢ekirdege yerlesimine neden olan heterodimer olusumunun

azalmasi ve dolayisiyla daha agresif bir davranis ile iliskilendirilebilir.

Calismamizda standart ve yiiksek risk grubu arasinda yapilan degerlendirmede 2a+2B/3B
ekspresyon diizeyi orani agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
Bununla birlikte ekspresyon diizeyi oraninin standart risk grubunda anlamli derecede yiiksek

bulunmasi, AEx3/YT oraninin risk siniflamasinda kullanilabilecegini diistindiirmektedir.
6.1.3. TANI-REMISYON DONEMLERI DEGERLENDIRMESI

Yiiksek risk grubunda survivin ve varyantlarinin tani ve remisyon dénemindeki ekspresyon
diizeyleri arasinda bir farklilik goriilmezken, standart risk grubunun remisyon déneminde
AEx3 ekspresyon diizeyinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ekspresyon diizeyi oranlari
agisindan risk gruplarmin kendi tant ve remisyon donemleri arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir (Sekil 6.1.)(a). Bununla birlikte standart ve yiiksek risk gruplarinin tani ve
remisyon donemlerindeki ekspresyon oranlari kiyaslandiginda AEx3/YT oraninin her iki
donemde de standart risk grubunda daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 6.1.)(b). Bu
sonuglar AEx3/YT oraninin tani-remisyon ayirimindan daha ¢ok risk siniflamasinda roli

olabilecegini desteklemektedir.
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Fark yok Fark yok
- AEX3/YT Standart Yiksek
StaTndart Yi:ie;k I ~ Tan,
an

Standart Yiiksek I AEX3/YT ~ Yle;ek
Remisyon Remisyon Remisyon Remisyon

Sekil 6.1. Tani-remisyon doénemleri degerlendirmesinde AEx3/YT ekspresyon orani
sonuclarinin sematik gosterimi

6.1.4. TEDAVIYE YANITTA ETKILI VARYANTLARIN DEGERLENDIRMESI

Standart risk grubunda tedaviye yavas ve hizli yanit veren hastalarin AEx3/YT ekspresyon
diizeyi orani kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunamamustir. Yiiksek risk grubunda yavas
ve hizli yanit veren hastalar kiyaslandiginda ise yavas cevap veren hastalarin AEx3/YT
ekspresyon diizeyi orani hizli yanit veren hastalara gore daha yiiksek bulunmustur (Sekil
6.2.)(a). Standart ve yiiksek risk grubunda tedaviye yavas cevap veren hastalar
kiyaslandiginda standart risk grubunda yavas yanit veren hastalarin AEx3/YT ekspresyon
diizeyi oraninin yiiksek oldugu gozlenmistir. Standart ve yiiksek risk grubunda tedaviye hizli
cevap veren hastalar kiyaslandiginda ise standart risk grubunda hizli yanit veren hastalarinin
AEX3/YT ekspresyon diizeyi oraninin yilksek oldugu gozlenmistir (Sekil 6.2.)(b). Bu
sonuglar AEx3/YT oraninin tedaviye yanitta etkili varyant olmaktan ¢ok risk siniflamasinda

kullanilabilecegini desteklemektedir.

Standart Yiiksek ‘I l Standart Yiiksek
Yavas Yavas Yavag Yavas
Standart Yiksek Standart Yitksek

Hizli Hizli Hizh Hizh

Sekil 6.2. Tedaviye yanitta etkili varyantlarin degerlendirmesinde AEx3/YT ekspresyon
orani sonuglarinin sematik gosterimi
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Standart risk grubunda tedaviye yavas ve hizli yanit veren hastalar kiyaslandiginda standart
risk grubunun hizli yanit veren hastalarinda 20+2B/3B ekspresyon diizeyi oraninin yiiksek
oldugu bulunmustur. Yiiksek risk grubunda yavas ve hizli yanit veren hastalar
kiyaslandiginda ise yavas cevap veren hastalarin hizli yanit veren hastalara gore daha yiiksek
20+2B/3B ekspresyon diizeyi oranina sahip oldugu bulunmustur. Standart ve yiiksek risk
grubunda tedaviye yavas cevap veren hastalar kiyaslandiginda yiiksek risk grubunun yavas
yanit veren hastalarinda 20+2B/3B ekspresyon diizeyi oraninin yiiksek oldugu gozlenmistir.
Standart ve yiiksek risk grubunda tedaviye hizli cevap veren hastalar kiyaslandiginda ise
standart risk grubunun hizli yanit veren hastalarinda 2a+2B/3B ekspresyon diizeyi oraninin
yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 6.3.). Bu sonuglar, 20+2B/3B oranmin standart riskli
grupta hizli cevap, yiiksek riskli grupta yavas cevap ile ilgili olabilecegi izlenimi

vermektedir.

Standart
Yavas

Standart
Hizh

Sekil 6.3. Tedaviye yanitta etkili varyantlarin degerlendirmesinde 20+2B/3B ekspresyon
orani sonuglarinin sematik gosterimi

Yiksek
Hizh

Survivin inhibisyonunu hedef alan calismalarda kullanilan YM155 ve LY2181308 isimli
bilesikler ya da oligonikleotidler tiim survivin varyantlarinin inhibisyonuna neden
olmaktadir. Oysa survivinin proapoptotik ve antiapoptotik 6zellikte birbirine zit fonksiyona
sahip varyantlar1 bulundugundan tiimiiniin degil proapoptotik varyantlarin korunmasinin ve
sadece antiapoptotik Ozellikte olan varyantlarin inhibisyonunun tedavide daha etkili
olabilecegi diistiniilmektedir. Bu nedenle varyant spesifik olmayan tedavi yaklasimlar
yerine antiapoptotik varyantlarin inhibisyonunun prognoz ve tedavi {izerinde daha olumlu

etki olusturabilecegi diisliniilmektedir.
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6.2. SONUCLAR

Calismamizda yaban tip survivin ve AEx3 en diisiik, 2a ve 3B ise en yiiksek ekspresyon

diizeyine sahip varyantlar olarak bulunmustur.

Yaban tip survivin, AEx3 ve 2a+2B/3B oran1 ekspresyon diizeylerinin hasta grubunda
yiikksek bulunmasi, bu varyantlarin pediyatrik ALL gelisimi i¢in risk olusturabilecegini

distindiirmektedir.

AEX3/YT oram ekspresyon diizeyinin standart risk grubunda anlamli derecede yiiksek

bulunmasi, AEx3/YT oraniin risk siniflamasinda kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
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Ek 2. GAPDH ve survivin varyantlarinin tan1 ve remisyon déonemlerine ait ekspresyon diizeyleri (S: survivin, YT: yaban tip)

TANI

REMISYON

GAPDH ile normalize edilmis

GAPDH ile normalize edilmis

Survivin varyantlari

Risk Grubu| Hasta No Gen Ekspresyon diizeyi (kopya survivinti e e kcsnresyol Gen Ekspresyon diizeyi (kopya survivin varyant: ekspresyon remisy?n/tanl .ekspresyon
sayis/ul) diizeyi (varyant/GAPDH) sayis/ul) diizeyi (varyant/GAPDH) diizeyleri orant
GAPDH 1040000 GAPDH 3660000
S-YT 23,6 0,000022692 S-YT 2710 0,000740437 32,63
1 S-AEx3 39,9 0,000038365 S-AEx3 1460 0,000398907 10,40
S-2B 2250 0,002163462 S-2B 19100 0,005218579 2,41
S-3B 131000 0,125961538 S-3B 376000 0,102732240 0,82
S-2A 58900 0,056634615 S-2A 135000 0,036885246 0,65
GAPDH 2380000 GAPDH 1040000
S-YT 98,9 0,000041555 S-YT 269 0,000258654 6,22
9 S-AEx3 110 0,000046218 S-AEx3 209 0,000200962 4,35
S-2B 6660 0,002798319 S-2B 5520 0,005307692 1,90
S-3B 321000 0,134873950 S-3B 112000 0,107692308 0,80
S-2A 315000 0,132352941 S-2A 126000 0,121153846 0,92
g GAPDH 814000 GAPDH 3410000
<>: S-YT 132 0,000162162 S-YT 3270 0,000958944 591
z 3 S-AEx3 90,6 0,000111302 S-AEx3 1260 0,000369501 3,32
% S-2B 1350 0,001658477 S-2B 12200 0,003577713 2,16
% S-3B 134000 0,164619165 S-3B 347000 0,101759531 0,62
ﬁ S-2A 61100 0,075061425 S-2A 255000 0,074780059 1,00
7 GAPDH 824000 GAPDH 3010000
S-YT 136 0,000165049 S-YT 7800 0,002591362 15,70
4 S-AEx3 203 0,000246359 S-AEx3 3270 0,001086379 441
S-2B 5610 0,006808252 S-2B 9620 0,003196013 0,47
S-3B 143000 0,173543689 S-3B 36700 0,012192691 0,07
S-2A 59000 0,071601942 S-2A 23600 0,007840532 0,11
GAPDH 1500000 GAPDH 1200000
S-YT 851 0,000567333 S-YT 12,1 0,000010083 0,02
S-AEx3 409 0,000272667 S-AEx3 47,4 0,000039500 0,14
5 S-2B 2790 0,001860000 S-2B 1300 0,001083333 0,58
S-3B 92200 0,061466667 S-3B 113000 0,094166667 1,53
S-2A 48400 0,032266667 S-2A 54900 0,045750000 1,42
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Risk

TANI

REMIiSYON

GAPDH ile normalize edilmis

GAPDH ile normalize edilmis

Survivin varyantlari

Grubu Hasta No Gen Ekspresyon diizeyi (kopya Btirvivin it ckspresyaE Gen Ekspresyon diizeyi (kopya survivin varyanti ekspresyon remisy9n/tan1 .ekspresyon
say1s/ul) diizeyi (varyant/GAPDH) sayis/ul) diizeyi (varyant/GAPDH) diizeyleri orant
GAPDH 595000 GAPDH 24100

S-YT 2690 0,004521008 S-YT 63,6 0,002639004 0,58
6 S-AEx3 673 0,001131092 S-AEx3 76,3 0,003165975 2,80
S-2B 1770 0,002974790 S-2B 92,3 0,003829876 1,29
S-3B 54200 0,091092437 S-3B 689 0,028589212 0,31
S-2A 8630 0,014504202 S-2A 207 0,008589212 0,59

GAPDH 7440000 GAPDH 1990000
S-YT 12100 0,001626344 S-YT 4980 0,002502513 1,54
; S-AEx3 2680 0,000360215 S-AEx3 1580 0,000793970 2,20
) S-2B 44500 0,005981183 S-2B 10500 0,005276382 0,88
<>C S-3B 675000 0,090725806 S-3B 244000 0,122613065 1,35
z S-2A 264000 0,035483871 S-2A 133000 0,066834171 1,88

g GAPDH 2690000 GAPDH 1180000
<ZC S-YT 498 0,000185130 S-YT 9330 0,007906780 42,71
& S-AEx3 255 0,000094796 S-AEx3 1570 0,001330508 14,04
8 S-2B 4990 0,001855019 S-2B 11700 0,009915254 5,35
S-3B 626000 0,232713755 S-3B 48700 0,041271186 0,18
S-2A 230000 0,085501859 S-2A 14200 0,012033898 0,14

GAPDH 5830000 GAPDH 27400

S-YT 2300 0,000394511 S-YT 227 0,008284672 21,00
9 S-AEx3 711 0,000121955 S-AEx3 75,5 0,002755474 22,59
S-2B 19600 0,003361921 S-2B 546 0,019927007 5,93
S-3B 620000 0,106346484 S-3B 2180 0,079562044 0,75
S-2A 198000 0,033962264 S-2A 621 0,022664234 0,67




01T

TANI

REMISYON

Survivin varyantlar

GR;:JStl)(u Hasta No Gen Ekspresyon diizeyi (kopya (s}l?rlx)/ll?/li i\llzrl;(;réﬁaelif;:ssi;glf Gen Ekspresyon diizeyi (kopya (S}l?rl\)]?]ljl %Z;Zﬁﬁagf;:ggﬁs remisy9n/tan1 'ekspresyon
say1s/pl) diizeyi (varyant/GAPDH) sayis/pl) diizeyi (varyant/GAPDH) diizeyleri oran:
GAPDH 5620000 GAPDH 9730000
S-YT 12300 0,002188612 S-YT 1740 0,000178828 0,08
10 S-AEx3 2100 0,000373665 S-AEX3 482 0,000049538 0,13
S-2B 23800 0,004234875 S-2B 44400 0,004563207 1,08
S-3B 92800 0,016512456 S-3B 350000 0,035971223 2,18
S-2A 86400 0,015373665 S-2A 346000 0,035560123 2,31
GAPDH 3460 GAPDH 1230000
S-YT 52,1 0,015057803 S-YT 1230 0,001000000 0,07
1 S-AEx3 325 0,093930636 S-AEX3 500 0,000406504 0,00
5 S-2B 134 0,038728324 S-2B 8460 0,006878049 0,18
%‘ S-3B 1170 0,338150289 S-3B 132000 0,107317073 0,32
E S-2A 972 0,280924855 S-2A 119000 0,096747967 0,34
g GAPDH 519000 GAPDH 433000
|<Z£ S-YT 10,8 0,000020809 S-YT 2430 0,005612009 269,69
» S-AEx3 69,6 0,000134104 S-AEx3 666 0,001538106 11,47
12 S-2B 54,4 0,000104817 S-2B 5270 0,012170901 116,12
S-3B 359000 0,691714836 S-3B 15500 0,035796767 0,05
S-2A 139000 0,267822736 S-2A 9500 0,021939954 0,08
GAPDH 680000 GAPDH 1750000
S-YT 2200 0,003235294 S-YT 12200 0,006971429 2,15
13 S-AEx3 789 0,001160294 S-AEx3 2870 0,001640000 1,41
S-2B 5160 0,007588235 S-2B 32000 0,018285714 2,41
S-3B 13700 0,020147059 S-3B 37800 0,021600000 1,07
S-2A 15100 0,022205882 S-2A 34700 0,019828571 0,89




11T

TANI

REMISYON

Survivin varyantlar

GR;:JStl)(u Hasta No Gen Ekspresyon diizeyi (kopya (s}l?rlx)/ll?/li i\llzrl;(;réﬁaelif;:ssi;glf Gen Ekspresyon diizeyi (kopya (S}l?rl\)]?]ljl %Z;Zﬁﬁagf;:ggﬁs remisy9n/tan1 'ekspresyon
say1s/pl) diizeyi (varyant/GAPDH) sayis/pl) diizeyi (varyant/GAPDH) diizeyleri oran:
GAPDH 142000 GAPDH 243000
S-YT 147 0,001035211 S-YT 1230 0,005061728 4,89
14 S-AEx3 44,1 0,000310563 S-AEx3 409 0,001683128 5,42
S-2B 3820 0,026901408 S-2B 4280 0,017613169 0,65
S-3B 10300 0,072535211 S-3B 20100 0,082716049 1,14
S-2A 8850 0,062323944 S-2A 5840 0,024032922 0,39
GAPDH 5440000 GAPDH 321000
S-YT 397 0,000072978 S-YT 449 0,001398754 19,17
15 S-AEx3 26,3 0,000004835 S-AEx3 156 0,000485981 100,52
S-2B 14100 0,002591912 S-2B 5630 0,017538941 6,77
S-3B 152000 0,027941176 S-3B 71100 0,221495327 7,93
S-2A 55000 0,010110294 S-2A 40500 0,126168224 12,48
S GAPDH 3200000 GAPDH 2960000
%‘ S-YT 708 0,000221250 S-YT 8720 0,002945946 13,32
- 16 S-AEx3 320 0,000100000 S-AEx3 1250 0,000422297 4,22
g S-2B 44300 0,013843750 S-2B 36800 0,012432432 0,90
é S-3B 403000 0,125937500 S-3B 349000 0,117905405 0,94
» S-2A 201000 0,062812500 S-2A 155000 0,052364865 0,83
GAPDH 10100000 GAPDH 474000
S-YT 4800 0,000475248 S-YT 1190 0,002510549 5,28
17 S-AEx3 512 0,000050693 S-AEx3 188 0,000396624 7,82
S-2B 130000 0,012871287 S-2B 6220 0,013122363 1,02
S-3B 832000 0,082376238 S-3B 35300 0,074472574 0,90
S-2A 211000 0,020891089 S-2A 26200 0,055274262 2,65
GAPDH 585000 GAPDH 298000
S-YT 522 0,000892308 S-YT 1080 0,003624161 4,06
18 S-AEx3 223 0,000381197 S-AEx3 435 0,001459732 3,83
S-2B 9910 0,016940171 S-2B 5640 0,018926174 1,12
S-3B 3280 0,005606838 S-3B 12400 0,041610738 7,42
S-2A 555 0,000948718 S-2A 7010 0,023523490 24,80




AN

TANI

REMISYON

Survivin varyantlar

GR;:JStl)(u Hasta No Gen Ekspresyon diizeyi (kopya (s}l?rlx)/ll?/li i\llzrl;(;réﬁaelif;:ssi;glf Gen Ekspresyon diizeyi (kopya (S}l?rl\)]?]ljl %Z;Zﬁﬁagf;:ggﬁs remisy9n/tan1 'ekspresyon
say1s/pl) diizeyi (varyant/GAPDH) sayis/pl) diizeyi (varyant/GAPDH) diizeyleri oran:
GAPDH 1060000 GAPDH 286000
S-YT 3160 0,002981132 S-YT 205 0,000716783 0,24
19 S-AEx3 834 0,000786792 S-AEx3 144 0,000503497 0,64
5 S-2B 7990 0,007537736 S-2B 6230 0,021783217 2,89
% S-3B 17100 0,016132075 S-3B 39100 0,136713287 8,47
= S-2A 16100 0,015188679 S-2A 26700 0,093356643 6,15
g GAPDH 165000 GAPDH 2080000
|<Z£ S-YT 542 0,003284848 S-YT 1640 0,000788462 0,24
» 20 S-AEx3 140 0,000848485 S-AEx3 929 0,000446635 0,53
S-2B 2960 0,017939394 S-2B 11600 0,005576923 0,31
S-3B 12100 0,073333333 S-3B 81400 0,039134615 0,53
S-2A 13800 0,083636364 S-2A 56900 0,027355769 0,33
GAPDH 14300000 GAPDH 21600
S-YT 8600 0,000601399 S-YT 76,2 0,003527778 5,87
’1 S-AEx3 2620 0,000183217 S-AEx3 35,2 0,001629630 8,89
S-2B 112000 0,007832168 S-2B 2770 0,128240741 16,37
S-3B 1480000 0,103496503 S-3B 36100 1,671296296 16,15
S-2A 1120000 0,078321678 S-2A 1640 0,075925926 0,97
. GAPDH 1730000 GAPDH 404000
:>z S-YT 657 0,000379769 S-YT 114 0,000282178 0,74
> ” S-AEx3 282 0,000163006 S-AEx3 74,8 0,000185149 1,14
é S-2B 3270 0,001890173 S-2B 11100 0,027475248 14,54
:% S-3B 443000 0,256069364 S-3B 160000 0,396039604 1,55
s S-2A 154000 0,089017341 S-2A 68200 0,168811881 1,90
GAPDH 10600000 GAPDH 4350000
S-YT 2230 0,000210377 S-YT 482 0,000110805 0,53
23 S-AEx3 331 0,000031226 S-AEx3 202 0,000046437 1,49
S-2B 76300 0,007198113 S-2B 36600 0,008413793 1,17
S-3B 1340000 0,126415094 S-3B 962000 0,221149425 1,75
S-2A 833000 0,078584906 S-2A 1060000 0,243678161 3,10




elT

TANI REMISYON -
Risk GAPDH ile normalize edilmi: GAPDH ile normalize edilmi: 5}1 vivin varyantian
Grubu Hasta No Ekspresyon diizeyi (kopya . s Ekspresyon diizeyi (kopya L $ | remisyon/tani ekspresyon
Gen says/ul) survivin varyanti ekspresyon Gen sayis/ul) survivin varyanti ekspresyon diizeyleri oran1
VIS diizeyi (varyant/GAPDH) VISiH diizeyi (varyant/GAPDH)
GAPDH 3510000 GAPDH 372000
S-YT 262 0,000074644 S-YT 1380 0,003709677 49,70
” S-AEx3 79,2 0,000022564 S-AEx3 397 0,001067204 47,30
S-2B 3560 0,001014245 S-2B 6990 0,018790323 18,53
S-3B 550000 0,156695157 S-3B 62900 0,169086022 1,08
S-2A 560000 0,159544160 S-2A 53800 0,144623656 0,91
o GAPDH 10400000 GAPDH 1060000
:>: S-YT 9480 0,000911538 S-YT 35 0,000033019 0,04
> ’s S-AEx3 2110 0,000202885 S-AEx3 97,2 0,000091698 0,45
é S-2B 29200 0,002807692 S-2B 1570 0,001481132 0,53
:% S-3B 736000 0,070769231 S-3B 33,6 0,000031698 0,00
~ S-2A 673000 0,064711538 S-2A 820 0,000773585 0,01
GAPDH 45700 GAPDH 7050000
S-YT 80,9 0,001770241 S-YT 5260 0,000746099 0,42
26 S-AEx3 14,5 0,000317287 S-AEx3 1090 0,000154610 0,49
S-2B 1800 0,039387309 S-2B 61900 0,008780142 0,22
S-3B 1910 0,041794311 S-3B 910000 0,129078014 3,09
S-2A 417 0,009124726 S-2A 1380000 0,195744681 21,45
GAPDH 2490000 GAPDH 3290000
S-YT 1460 0,000586345 S-YT 7990 0,002428571 4,14
S-AEx3 383 0,000153815 S-AEx3 1280 0,000389058 2,53
27
S-2B 7950 0,003192771 S-2B 28600 0,008693009 2,72
2 S-3B 210000 0,084337349 S-3B 316000 0,096048632 1,14
E S-2A 119000 0,047791165 S-2A 142000 0,043161094 0,90
5 GAPDH 1290000 GAPDH 2030000
’E S-YT 2780 0,002155039 S-YT 623 0,000306897 0,14
28 S-AEx3 203 0,000157364 S-AEx3 72,3 0,000035616 0,23
S-2B 7840 0,006077519 S-2B 9190 0,004527094 0,74
S-3B 167000 0,129457364 S-3B 196000 0,096551724 0,75
S-2A 90200 0,069922481 S-2A 75400 0,037142857 0,53




vt

TANI

REMISYON

Survivin varyantlar

GR;:JStl)(u Hasta No Gen Ekspresyon diizeyi (kopya (s}l?rlx)/ll?/li i\llzrl;(;réﬁaelif;:ssi;glf Gen Ekspresyon diizeyi (kopya (S}l?rl\)]?]ljl %Z;Zﬁﬁagf;:ggﬁs remisy9n/tan1 'ekspresyon
say1s/pl) diizeyi (varyant/GAPDH) sayis/pl) diizeyi (varyant/GAPDH) diizeyleri oran:
GAPDH 17500000 GAPDH 1920000
S-YT 5760 0,000329143 S-YT 5170 0,002692708 8,18
29 S-AEx3 411 0,000023486 S-AEx3 259 0,000134896 5,74
S-2B 18600 0,001062857 S-2B 9130 0,004755208 4,47
S-3B 734000 0,041942857 S-3B 231000 0,120312500 2,87
S-2A 261000 0,014914286 S-2A 125000 0,065104167 4,37
GAPDH 4460000 GAPDH 271000
S-YT 2030 0,000455157 S-YT 78,4 0,000289299 0,64
S-AEx3 203 0,000045516 S-AEx3 35,5 0,000130996 2,88
30 S-2B 13300 0,002982063 S-2B 3150 0,011623616 3,90
S-3B 427000 0,095739910 S-3B 50600 0,186715867 1,95
S-2A 188000 0,042152466 S-2A 39000 0,143911439 341
GAPDH 135000 GAPDH 4730000
E S-YT 484 0,003585185 S-YT 26300 0,005560254 1,55
E 31 S-AEx3 39,9 0,000295556 S-AEx3 3220 0,000680761 2,30
5 S-2B 4220 0,031259259 S-2B 43800 0,009260042 0,30
E S-3B 34900 0,258518519 S-3B 558000 0,117970402 0,46
S-2A 19900 0,147407407 S-2A 469000 0,099154334 0,67
GAPDH 1210000 GAPDH 2330000
S-YT 581 0,000480165 S-YT 2870 0,001231760 2,57
” S-AEx3 65,7 0,000054298 S-AEx3 225 0,000096567 1,78
S-2B 4140 0,003421488 S-2B 13800 0,005922747 1,73
S-3B 243000 0,200826446 S-3B 227000 0,097424893 0,49
S-2A 195000 0,161157025 S-2A 187000 0,080257511 0,50
GAPDH 957000 GAPDH 110000
S-YT 39,6 0,000041379 S-YT 27,7 0,000251818 6,09
S-AEx3 18,9 0,000019749 S-AEx3 3,59 0,000032636 1,65
3 S-2B 3640 0,003803553 S-2B 2550 0,023181818 6,09
S-3B 157000 0,164054336 S-3B 52300 0,475454545 2,90
S-2A 121000 0,126436782 S-2A 13000 0,118181818 0,93




G1T

TANI REMISYON ission/di N
Risk rINITi o T GAPDI T e Remission/diagnosis ratios
Hasta No Ekspresyon diizeyi (kopya B |7 Ekspresyon diizeyi (kopya 2L rie normanze ediimis |- of survivin and its splice
Grubu Gen survivin varyanti ekspresyon Gen survivin varyanti ekspresyon iants' i
sayis/pl) [ say1s/pl) [ variants' expression levels
diizeyi (varyant/GAPDH) diizeyi (varyant/GAPDH)
GAPDH 7200 GAPDH 958000
S-YT 54 0,007500000 S-YT 1770 0,001847599 0,25
34 S-AEx3 5,12 0,000711111 S-AEx3 343 0,000358038 0,50
S-2B 5050 0,701388889 S-2B 4210 0,004394572 0,01
ﬁ S-3B 65900 9,152777778 S-3B 225000 0,234864301 0,03
i S-2A 1860 0,258333333 S-2A 174000 0,181628392 0,70
= GAPDH 131000 GAPDH 1650000
N
E S-YT 55,1 0,000420611 S-YT 13600 0,008242424 19,60
3 S-AEx3 3,52 0,000026870 S-AEx3 484 0,000293333 10,92
S-2B 904 0,006900763 S-2B 37100 0,022484848 3,26
S-3B 144000 1,099236641 S-3B 140000 0,084848485 0,08
S-2A 41900 0,319847328 S-2A 56900 0,034484848 0,11




Ek 3. Kontrol grubu GAPDH housekeeping gen ve tiim survivin varyantlarinin ekspresyon

diizeyleri (S:survivin, YT:yaban tip)

Ekspresyon diizeyi GAPDH ile normalize ediltrlis .
Kontrol no Gen (kopya sayis/ul) survivin varyanti ekspresyon diizeyi
(varyant/GAPDH)
GAPDH 7850000
S-YT 1070 0,000136306
S- AEx3 50 0,000006369
! S-2B 98100 0,012496815
S-3B 1790000 0,228025478
S-2A 431000 0,054904459
GAPDH 5600000
S-YT 76,2 0,000013607
S-AEx3 33,8 0,000006035
2 S-2B 82,1 0,000146607
S-3B 2560 0,000457143
S-2A 1830 0,000326786
GAPDH 3370000
S-YT 0,108 0,000000032
S-AEx3 57,5 0,000017062
3 S-2B 26600 0,007893175
S-3B 777000 0,230563798
S-2a 250000 0,074183976
GAPDH 4570000
S-YT 3680 0,000805252
S-AEx3 240 0,000052516
4 S-2B 2500 0,000547046
S-3B 18900 0,004135667
S-2a 10100 0,002210066
GAPDH 3520000
S-YT 2,37 0,000000673
5 S-AEx3 8,29 0,000002355
S-2B 4820 0,001369318
S-3B 1590000 0,451704545
S-2a 300000 0,085227273
GAPDH 3850000
S-YT 3420 0,000888312
6 S-AEx3 266 0,000069090
S-2B 2080 0,000540260
S-3B 676000 0,175584416
S-2a 11800 0,003064935
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LTT

Ek 4. Hastalarin risk siniflama tablosu (SR: Standart risk grubu, YR: Yiiksek risk grubu)

Hastalar Yas Beyaz Kiire Sayisi| Ekstramediiler Tutulum Ko6tu Genetik Faktorler iyi Genetik Faktorler Kgr?wri]lldiﬁgi '
Blast Tanida Risk
Numara | Cinsiyet | Yas | 37| *hvet0 | =19 1<00.0001290000 | Testis | Sol o | Bl aasy | aits) | Hiodiploidi | 11221) | i4 [tiL0]ui 17 Oranar Grubu
1 Kiz 4 yag v \ yok yok - - - - + + |+ 99 SR
2 Erkek 5 yas v N yok yok - - - - - - - 97 SR
3 Kiz 9 yas v v yok yok - - - - - - - 85 SR
4 Erkek 3 yas v N yok yok - - - - + + |+ 90 SR
5 Erkek 6 yas v v yok yok - - - - - - - 92 SR
6 Erkek 3 yas v N yok yok - - - - - - - 96 SR
7 Kiz 5 yas v N yok yok - - - - - - - 90 SR
8 Erkek | 10 yas v N yok yok - - - - - - - 84 SR
9 Erkek 4 yas v \/ yok yok - - - - - - - 98 SR
10 Kiz 3 yas v d yok yok - - - - - - - 90 SR
11 Kiz 4 yas v \/ yok yok - - - - - - - 100 SR
12 Erkek 1 yas v d yok yok - - - - - - - 100 SR
13 Kiz 5 yas v N yok yok - - - - - - - 90 SR
14 Erkek 1 yas v d yok yok - - - - - - - 96 SR
15 Erkek | 4 yas v d yok yok - - - + + - - 85 SR
16 Erkek 4 yas v \ yok yok - - - + - - - 98 SR
17 Erkek 3 yas v \/ yok yok - - - - - - - 96 SR
18 Kiz 3 yas v N yok yok - - - - - - - 98 SR
19 Erkek 2 yas v \ yok yok - - - - - + |+ 96 SR
20 Erkek 3 yas v N yok yok - - - - + - - 96 SR




81T

Tanida

Hastalar Yas Beyaz Kiire Sayisi| Ekstramediler Tutulum Koth Genetik Faktorler lyi Genetik Faktorler Kemik ligi T _
Blast anida Risk

Numara | Cinsiyet Yas <a1y2 = \;2;10 ;;g <5r2r2? py >5ﬁ?£? 0 Testis Sagit;etaéilimr BEQR ZAZI)3L t?z/lll;_ll_:l’) Hipodiploidi | t(12;21) | tri4 |tri 10|tri 17 Or?’;:)l)an Grubu
21 Erkek 4 yas \/ yok yok + - - - - - - 100 YR
22 Erkek | 11 yas \ yok yok - - - - - - - 100 YR
23 Erkek 3 yas yok yok - - - - - - - 97 YR
24 Erkek 5 yas v yok yok - - - - - - - 91 YR
25 Erkek 2 ay v yok yok - - - - - - - 98 YR
26 Kiz 12 yag S N yok var - - - - - - - 85 YR
27 Erkek 2 yas yok yok - - - - - - - 84 YR
28 Erkek 8 yas v v yok yok - - - - + + |+ 95 YR
29 Erkek 13 yas S N yok yok - - - - - - - 100 YR
30 Erkek 3yas v v yok yok - - - + - - - 96 YR
31 Erkek 7 ay N v yok yok - - - - - - - 86 YR
32 Erkek 2 yas v yok yok - - - + - - - 98 YR
33 Erkek 3yas v yok yok - - - + - - - 90 YR
34 Kiz 16 yas yok yok - - - - - - - 98 YR
35 Erkek 17 yas yok yok - - - - - - - 96 YR
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Expression of Survivin and Its Splice Variants
in Pediatric Acute Lymphoblastic Leukemia
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Aims: Survivin is involved in the inhibition of apoptosis and the regulation of cell division. In addition to wild-
type survivin (survivin-wt), at least four splice variants with differential functions (AEx3 and 3B antiapoptotic,
and 2o and 2B proapoptotic) have been identified. Survivin is highly expressed in several cancers, including
hematological malignancies. Although acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most frequent malignancy in
children, studies that investigated survivin expression in ALL are limited, and there is no study on 3B and 2o
expression in ALL. Therefore the expression of survivin-wt and its splice variants was investigated in pediatric
B-cell ALL patients.

Materials and Methods: The expression of survivin-wt and its four splice variants was investigated by
quantitative real-time polymerase chain reaction in archival RNA samples of 35 pediatric B-cell ALL patients.
Patients were divided into high- and standard-risk groups according to age, white blood cell count, extra-
medullary involvement, and genetic risk factors; expression of survivin variants was compared between these
two risk groups.

Results: We found that the ratio of survivin-AEx3/wild type (WT) expression was higher in the low-risk group
than in the high-risk group.

Conclusion: Comparative analysis between the high- and low-risk B-cell ALL groups indicated that the
survivin-AEx3/WT expression ratio could potentially be used in risk classification for pediatric B-cell ALL.

Keywords: pediatrics, acute lymphoblastic leukemia, precursor B-cell ALL, survivin, quantitative real-time PCR
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Introduction

S URVIVIN Is A MEMBER of the inhibitor of apoptosis protein
(IAP) gene family and is expressed at high levels in fetal
tissue; however, survivin expression becomes restricted
during development and is reduced to low levels in the ma-
jority of fully differentiated adult tissues (L1 et al., 2018).
Analysis of gene expression in normal and tumor cells has
revealed that survivin is overexpressed in tumor cells
(Miinscher et al., 2018). An association between high sur-
vivin mRNA expression and aggressive tumor behavior has
also been documented in several human cancers, including
hematological malignancies (Miinscher et al., 2018) as well
as solid tumors, such as bladder (Cui et al., 2015), breast
(Gibbons et al., 2015), and colorectal cancer (Adamkov et al.,
2015).

Similar to other IAP family proteins, survivin blocks ap-
optosis induced by a variety of apoptotic triggers, and is
known to bind and inhibit caspases 3 and 7, which act as
terminal effectors in apoptotic protease cascades (Shojaci
et al., 2018). Although mostly known as an inhibitor of ap-
optosis, survivin can also regulate the process of cell division.
It is expressed in a cell-cycle-dependent manner mostly in
G2-M phase, and it serves its regulatory function in the cell
division through its role in the chromosomal passenger
complex, which regulates microtubule dynamics, stability,
and mitotic progression (Giodini et al., 2002; L1 et al., 2018).
Survivin overexpression in cancer promotes survival of an-
cuploidy cells, facilitates bypassing of cell cycle checkpoints,
and increases angiogenesis, thereby using its cytoprotective
character to ensure tumor progression (Santa Cruz Guindalini
et al., 2013). Therefore anticancer strategies have currently
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focused on survivin status as a potential target for designing
new approaches for cancer treatment (Garg et al., 2016).

In addition to wild-type survivin (survivin-wt), at least four
splice variants have been identified. The survivin gene has a 3
intron-4 exon structure that encodes a protein of 142 amino
acids (Garg et al., 2016). Survivin-AEx3 lacks exon 3 and
results in a protein of 137 amino acids. Survivin-2B is gen-
erated by retention of part of intron 2 and yields a protein of
165 amino acids (Brany et al., 2017). Survivin-2a consists of
exons 1 and 2 and part of intron 2, and results in a small
protein of 74 amino acids (Garg et al., 2016). Survivin-3B
retains part of intron 3 and results in a truncated protein of
120 amino acids (Sah and Seniya, 2015) (Fig. 1).

Although little is known about the function of these splice
variants, evidence suggests that they may have distinct roles
in carcinogenesis. Survivin-3B contains a complete baculo-
virus IAP repeat (BIR), which is critical for apoptosis inhi-
bition (Végran et al., 2013), and survivin-AEx3 retains its
antiapoptotic function despite the loss of exon 3. In contrast,
survivin-2B has an attenuated antiapoptotic function (Sah
and Seniya, 2015), and survivin-2o. can attenuate the anti-
apoptotic functions of survivin-wt in malignant cells (Brany
et al., 2017). These data indicate that survivin-3B and
survivin-AEx3 are probably antiapoptotic, whereas survivin-
2B and survivin-2a are proapoptotic.

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most com-
mon pediatric cancer and accounts for a quarter of all
malignancies diagnosed in children <15 years (Stacy et al.,
2015). Most patients with precursor B-cell ALL respond to
standard treatment protocols and have a good prognosis,
although certain patients require intensive therapeutic in-
tervention (Troger et al., 2007). Although a number of
studics in the literature have investigated survivin ex-
pression in a variety of malignancies, data on its expres-
sion in hematological malignancies, especially in ALL, are
limited. Therefore, the aim of this study was to investigate
the expression levels of survivin-wt and its splice variants
in a group of pediatric patients with precursor B-cell ALL,
and we hypothesized that the antiapoptotic variants should
be high in high-risk group when compared with standard-
risk group.

Materials and Methods
Patients and samples

Archival RNA obtained from bone marrow samples of 35
pediatric precursor B-cell ALL patients (female=9, male=
26) who were referred to the Department of Medical Ge-
netics at the Ankara University School of Medicine for rou-
tine genetic analysis between 2009 and 2015 were included in
the study. The study was approved by the Institutional Ethical
Committee of the Ankara University School of Medicine.

The expression of survivin-wt and its functional variants
was investigated at the mRNA level. Expression data were
analyzed in high- and standard-risk groups of patients clas-
sified according to age, white blood cell count, extra-
medullary involvement, and genetic risk factors (Hunger
et al., 2013) (Table 1; see Supplementary Table S1 for
patient-specific data; Supplementary Data are available on-
line at www.liebertpub.com/gtmb). Expression data were
also analyzed according to sex.
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Expression analyses

The expression levels of survivin-wt and its splice variants
were investigated by quantitative real-time polymerase chain
reaction (QRT-PCR) using the LightCycler™ FastStart DNA
Master SYBR Green I kit and LightCycler 2.0 instrument
(Roche Applied Science, Mannheim, Germany). The glyc-
eraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene (GAPDH) was
used to normalize the expression levels of survivin-wt and its
splice variants. RNA was isolated from the bone marrow
samples using the Roche High Pure RNA isolation kit, and
cDNA synthesis was performed using the First Strand cDNA
Synthesis kit (Roche Applied Science) with random hexamer
primers according to the protocols provided by the manu-
facturer. The intron-spanning primers of survivin-wt and
GAPDH were designed using NCBI/Primer-BLAST. The
primers used for the quantification of survivin-2B, survivin-
3B, survivin-2¢, and survivin-AEx3 were previously de-
scribed (Span et al., 2006; Pavlidou et al., 2014) (Table 2).
The purity and specificity of the PCR products of GAPDH
and survivin variants were verified by agarose gel electro-
phoresis and sequencing.

PCR products for each survivin variant and GAPDH were
used as standards for the qRT-PCR assays. After purification
with the GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA), the PCR products were quantified
using the Qubit® dsDNA Assay kit and Qubit 2.0 Fluorimeter
(Thermo Fisher Scientific). Tenfold serial dilutions from

"3%10" to 3x 10° copies/pL were prepared for generation of

the standard curves. Serial dilutions of 3x 107107, 3x 10*~
10% 3x10*-10', 3x10°-10", 3x 10°~10%, and 3x 10°~10?
copies/pL were used for GAPDH, survivin-wt, AEx3, 2B,
3B, and 2a variants, respectively. All samples and standards
were run in duplicate in the presence of negative and positive
controls.

Statistical methods

All statistical analyses were performed using the SPSS
statistical software package version 11.5 (SPSS, Inc., Chi-
cago, IL). The Mann-Whitney U test was used in compari-
sons between standard- and high-risk groups. In comparison
of expression levels between male and female patients,
Wilcoxon test was used. A p-value <0.05 was considered
statistically significant.

Results
Validation of the purity and specificity of PCR products

Agarose gel electrophoresis and sequencing confirmed that
the PCR products of GAPDH and survivin variants were
specific for the corresponding mRNAs (Supplementary
Figs. S1 and S2).

Expression levels of survivin-wt and its variants
in standard- and high-risk groups

The expression levels of survivin-wt and survivin-AEx3 were
extremely low in both standard- and high-risk groups, whereas
survivin-2B, survivin-2o, and survivin-3B showed much higher
expression levels in both risk groups (Table 3, Supplementary
Table S2). However, no statistically significant difference was
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TasLE 1. CRITERIA USED IN THE RISK CLASSIFICATION

Standard-risk

Criteria High-risk group group

Age (ycars) <l and 210 2] and <10

WBC count (mm?) 250,000 <50.,000
Extramedullary Testicular or None
involvement central nervous
system
involvement
Genetic findings 1(9;22) (q34:q11) t(12;21)
or t(4:11) (p13:q22) or
(q21:923) or trisomy 4
hypodiploidy and 10

WBC, white blood cell.

observed between standard- and high-risk groups for survivin-
wt and its variants (Table 3).

When the expression levels of survivin and its variants
were compared according to sex, no statistically significant
difference was observed between male and female patients.

Ratios of expression levels of survivin variants

Previous studies evaluated the ratios of survivin-AEx3/
wild type (WT) and 2B/WT expression. Therefore, we ana-
lyzed these ratios for our study population even though the
expression levels of survivin-AEx3 and survivin-2B were
low in our study. The survivin-AEX3/WT ratio was signifi-
cantly higher in standard- than in high-risk group. Since the
expression levels of survivin-2o, survivin-2B, and survivin-
3B were high in our study and these proteins exhibit opposite
functional properties (proapoptotic vs. antiapoptotic), we
also evaluated the ratio of survivin-2%+2B/3B but no sta-
tistically significant difference was observed between stan-
dard- and high-risk groups.

Discussion

Survivin is a bifunctional protein that suppresses apoptosis
and regulates cell division. Survivin is undetectable in normal
adult tissues but highly expressed in several types of cancers
(He et al., 2018); subsequently, its overexpression has been
reported in common human cancers such as breast (Bon-

TABLE 2. SEQUENCES OF FORWARD AND REVERSE PRIMERS
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giovanni et al., 2015), pancreas (Theodoropoulos er al.,
2010), neck (Kosti¢ et al., 2013), and leukemias (Ahmed
etal., 2012).

Most previous studies of nonhematological malignancies
analyzed the expression levels of only survivin-wt, survivin-
AEX3, and survivin-2B, and in nearly all of these analyses
survivin-wt showed the highest level of expression. How-
ever, there are some discrepancies among these studies. For
example, Pavlidou er al. (2014) found that survivin-wt was
expressed at a higher level than survivin-AEx3 and survivin-
2B; however, the higher expression of survivin-wt may have
been caused by high expression of survivin-3B because the
primers used for survivin-wt could also bind to survivin-3B.
Similarly, in the study of Span er al. (2006) the primers used
for survivin-wt were also able to bind to all other variants,
and therefore the expression level indicated for survivin-wt
actually represented the expression of all variants. For our
study, we designed new forward and reverse primers specific
for survivin-wt to prevent the amplification of other variants;
as a result, survivin-wt was one of the isoforms with the
lowest expression levels in our study, whereas survivin-3B
and 2o were expressed at the highest levels.

In most previous studies on ALL, expression level of sur-
vivin was investigated at protein level. In these studies, higher
expression of survivin was found to be a risk factor for the
development, poor prognosis and relapse in ALL (Trocger
et al., 2007; Esh et al., 2011; Ahmed et al., 2012). Never-
theless, since expression levels of cach variant may be dif-
ferent from each other, higher expression levels may be the
result of higher expression of only one variant (proapoptotic or
antiapoptotic). To our knowledge, there is only one study in the
literature investigating the expression levels of survivin-wt and
its splice variants at mRNA level in pediatric ALL. That study
included 20 patients, and only survivin-wt, survivin-AEx3, and
survivin-2B expression levels were investigated. The authors
found an association between lower expression of survivin-2B
and a tendency to high-risk group (Troger et al., 2007). In our
study, we analyzed survivin-wt and its 4 functional splice
variants in 35 pediatric ALL patients, and did not observe any
difference in expression levels of survivin-wt and its splice
variants between the two risk groups (Table 3).

Despite its proapoptotic properties, survivin-2o is ex-
pressed at high levels in several tumors, and studies have

Genes Primer sequences (5’ — 3') Reference sequences — Locations — Amplicon size (bp)

GAPDH F: CATCTTCCAGGAGCGAGA NM_002046.5 413430 112
R: CAAATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT 501-524

Survivin F: TGACGACCCCATAGAGGAACA NM_001168.2 331-351 138
R: CCTTTGCAATTTTGTTCTTGGCTC 444-467

Survivin-AEx3  F: CCACCGCATCTCTACATTCA NM_001012270.1 169-188 184
R: TTTCCTTTGCATGGGGTC 335-352

Survivin-2B F: GCACGGTGGCTTACGCCTG NM_001012271.1 351-369 90
R: AACCGGACGAATGCTTTTTATGTTCC 415-440

Survivin-3B F: CAGATTCAGGGAGGGACTGG AB154416.1 377-396 60
R: CAAACATCAGGCTCTTCCTCG 416436

Survivin 2o F: GCTTTGTTTTGAACTGAGTTGTCAA AY927772.1 293-317 81
R 355-373

: GCAATGAGGGTGGAAAGCA

GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene.
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TABLE 3. EXPRESSION OF SURVIVIN VARIANTS IN STANDARD- AND HIGH-RISK GROUPS

Survivin variants Standard-risk mean+SD (median) High-risk mean£SD (median) p

WT 0.00185+0.0033 (0.00052) 0.00130£0.0019 (0.00048) 0.841
AEx3 0.00502£0.0209 (0.00025) 0.00016£0.0001 (0.00015) 0.062
2B 0.00893 £0.0098 (0.00510) 0.05468 £0.1792 (0.00380) 0.868
3B 0.13258 £0.1544 (0.09090) 0.79880£2.3253 (0.12945) 0.110
2a 0.06898 £0.0775 (0.04605) 0.11115£0.0872 (0.07858) 0.062
AEX3/WT 1.09207 +1.8477 (0.39292) 0.19497 £0.13405 (0.14843) 0.003
2B/WT 21.51667 £26.5488 (9.27091) 21.79123 +£30.0156 (8.71900) 0.739
20+ 2B/3B 0.85019£0.6877 (0.51099) 0.65040£0.2925 (0.67858) 0.714

“Mann-Whitney U test.
WT, wild type; SD, standard deviation.

suggested that it has the potential to attenuate the anti-
apoptotic effect of survivin-wt (Caldas et al., 2005). In our
study, survivin-3B and survivin-2o had the highest ex-
pression levels. The increased level of survivin-2o may be
explained by its ability to antagonize survivin-3B and re-
duce its antiapoptotic effects or alter its function by
changing its subcellular localization, since survivin-3B is
similar to survivin-wt in structure.

In the study of Troger er al. relative expression levels
of proapoptotic/antiapoptotic variants (i.e., survivin-2B/
survivin-wttsurvivin-AEx3) were found to be higher in
standard-risk group. In our study, the expression levels of
survivin-2o, survivin-2B, and survivin-3B were found to be
much higher than those of survivin-wt and survivin-AEX3.
In a similar way, we then evaluated the ratio of survivin-
200+ 2B/3B between standard- and high-risk groups, but no
statistically significant difference was found.

In recent studies it was suggested that nuclear accumula-
tion of survivin-AEx3 is associated with cancer progression
in thyroid malignancies (Pannone et al., 2014; Selemetjev
etal., 2015). Survivin-AEx3 was also suggested to be related
to tumor aggressiveness, advanced stage, and poor prognosis
in cancer (Waligérska-Stachura et al., 2012; Ge et al., 2013).
In contrast De Maria et al. (2009) found that survivin-AEx3
levels decreased in advanced stage and in cases with metas-
tases in oral squamous cell carcinoma, and the authors
speculate that the expression levels of survivin variants may
show tissue specificity. In our study, though we did not ob-
serve any difference in survivin-AEx3 expression between
standard- and high-risk groups, we found that survivin-AEx3/
WT ratio was significantly higher in standard- than in high-
risk group. To our knowledge, there are very limited studies
in the literature investigating survivin-AEx3/WT, and it was
found that survivin-AEX3/WT was higher in malignant brain
tumor samples (Yamada er al., 2003) and cervical carcino-
mas (Futakuchi et al., 2007). Survivin-AEX3/WT was also
found to be related to the grade of tumor in breast cancer
(Pavlidou et al., 2014) and to poor prognosis in colorectal
adenocarcinomas (Pavlidou et al., 2011). In contrast, Ma-
hotka er al. (2002) found that the ratio of survivin-AEx3/WT
was not related to the tumor stages in renal cell carcinomas.

Survivin has two nuclear export signals (NESs): one in the
C terminal coiled coil domain and the other in the linker
region between BIR domain and C terminus. Central NES
domain overlaps with the dimerization region, and therefore
homodimerization prevents the nuclear export of the protein
(Engelsma et al., 2007). Therefore, since antiapoptotic
function of survivin-wt is mainly due to its cytoplasmic lo-

cation, homodimerization may decrease its antiapoptotic
function. It has been shown that survivin-wt can also het-
erodimerize with its splice variants, and therefore coexpres-
sion of survivin-wt together with its variants may change
subcellular localization of survivin-wt (Pavlidou et al., 2014).
Survivin-AEx3 has nuclear localization signal, and survivin-
AEX3/WT heterodimer may lead to nuclear localization of
survivin-wt. Our findings that the ratio of survivin-AEx3/WT
expression was found to be lower in high-risk group than in
standard-risk group may be associated with a decrease in
heterodimer formation leading to nuclear export of survivin-
wt and more aggressive behavior.

There are many studies in the literature attempting to study

-the inhibition of survivin expression using oligonucleotides

or compounds such as YMI55, LY2181308, and SPC3242,
and they focused on the inhibition of all survivin variants
(Santarelli et al., 2018; Shojaei et al., 2018). However, we
suggest that the retention of proapoptotic variants and the
repression of only antiapoptotic variants would provide a
more effective treatment strategy.

In conclusion, the use of variant-specific primer pairs
allowed us to determine the precise expression levels of
cach variant. Thus, in our study, survivin-wt was found to
be one of the isoforms with the lowest expression levels,
and survivin-3B and 2o were expressed at the highest
levels. Our results suggest that survivin-AEX3/WT ratio
may be considered for risk classification, and survivin-3B
may be a more convenient candidate for targeted treatment
of childhood ALL.
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