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1. GIRIS VE AMAG

Cocukluk c¢agi kanserleri icinde dunyada ve ulkemizde birinci sirayi
|6semiler almaktadir (1). Cocukluk ¢agi |6semilerinde geligtiriimis risk
degerlendirmeleri, yeni kemoterapotik ilaglarin 6zellikle de hedefe yonelik
ilaglarin kullanimi ve destek tedavilerinin iyilestiriimesi sayesinde yasam
yuzdelerinde belirgin bir artis kaydedilmigtir. Guniumuzde ¢ocukluk ¢cagr Akut
Lenfoblastik Losemisin (ALL)'de remisyon orani %90, kir orani ise %80’lere
ulagmistir (2).

Ldsemi gelisiminde tek bir faktor olmayip, ¢evresel ve genetik etmenler
birlikte rol oynamaktadirlar (3). Sitogenetik bozukluklarin ve bu sitogenetik
bozukluklar sonucunda olugsan molekiler degisimlerin  I6semilerin
patogenezinde ve prognozunda belirleyici oldugu bilinen bir gergektir. Hatta
bazi sitogenetik bozukluklarin ve bunlarin meydana getirdigi molekuler
degisimlerin bilinmesi bu basamaklara etki eden tedavi secgeneklerinin
bulunmasina ve bu sayede kemoterapiye direngli ve nuks gdsteren
|6semilerin tedavi edilmesine de olanak saglamaktadir.

Ozellikle miyeloproliferatif hastaliklarin gelisiminde varligi gosterilen ve
diger I6semilerin etyopatogenezinde de etkisinin arastirilmaya baslandigi
Jak2V617F mutasyonu molekller genetigin son vyillardaki ilgi ¢eken
konusunu olusturmaktadir.

Kan hdcrelerinin  Gretimi ve farkllasmasinda goérev alan blyume
faktorleri ve sitokinlerin bazilari intrensek katalitik aktivitesi bulunmadigindan
janus kinaz (Jak) ailesinden tirozin kinazlar ile yakin baglantisi olan sitokin
reseptor ailesine ait hicre yuzey reseptorlerine baglanir (4). Ligandin sitokin
reseptorine baglanmasi, sinyal kaskadinin ilk basamaginda, sinyal iletim
sistemleri ve transkripsiyon aktivatorleri grubu (STAT) uyesi olan JakK'lari
aktive eder. Bu aktivasyon sonucunda tirozinlerin otofosforilasyonu
gerceklesir. Aktive olan Jak’lar STAT proteinlerini fosforile ederek STAT larin
hicre nukleusuna ulasmasini ve DNA transkripsiyonunu gergeklestirmesine
neden olur (4-6).

Jak2V617F mutasyonu, Jak 2'de g6zlenen somatik bir mutasyondur. Bu
mutasyonda pseudokinaz/JH2 bolgesinde 617. pozisyonda valinin yerine
fenilalaninin gegmektedir (7). Jak2 kinazin JH2 bdlgesinde olusan bu somatik



mutasyon (Val®'’Phe) pseudokinaz bolgesinin inhibitdr fonksiyonunu
bozarak, sitokin sinyaline abartili bir cevabin olusmasina ve sitokinden
bagimsiz biyumenin ortaya ¢cikmasina neden olmaktadir (8,9).

Jak2V617F mutasyonuna miyeloproliferatif hastaliklarda oldukga sik
rastlanmaktadir. Polisitemia verada bu oran cesitli serilerde %65-100 lere
ulasmaktadir (8-10). Daha az oranda olmak Uzere esansiyel trombositemi ve
miyelofibrozistede de bu mutasyona rastlanmaktadir (8,9,11-13). Son
donemlerde ayni somatik mutasyon, daha az oranlarda Akut Miyelositer
Lésemi'de (AML-M7 ve miyeloprolifartif hastaliktan sonra gelisen AML),
Kronik Miyelomonositer Losemi (KMML)'de, Atipik Kronik Miyeloid Losemi’de,
idiopatik Hipereozinofilik Sendrom’da, Sistemik Mastositoziste, Kronik
Notrofilik Losemide ve nadiren de Miyelodisplastik Sendromda (MDS)
tanimlanmistir (11,14-16). ALL tanisi ile izlenen hastalara ait yapilan
calismalarda Jak2 V617F mutasyonu henuz tanimlanmamigtir (15,17).
Ancak, ALL'li ¢cocuk yas grubunda Jak2L611S ve Jak2 Delta IREED
mutasyonlarinin saptanmasi AlLL'de de JAK2 pseudokinaz bolgesinin
onkojenik bir bélge oldugunu disundurmektedir (18,19) .

Ayni zamanda Jak2L611S mutasyonu saptanan hastanin remisyona
girmesi ile mutasyonun kaybolmasi bu mutasyonun tanisal bir degerinin de
oldugunu akla getirmektedir (19). Bu c¢alismanin amaci; c¢ocukluk c¢agi
|6semilerinde Jak2V617F mutasyonu varligini gosteren galismalarin sinirli
saylda olmasi nedeni ile ¢ocuk yas grubu lésemilerinde Jak 2V617F
mutasyonunun galigilmasi ve asagidaki sorulara yanit aranmasidir.

1. Tani aninda Jak2 V617F mutasyonu sikligi nedir?

2. Jak2 V617F mutasyonu klinik ve prognostik bir Sneme sahip midir?

3. Tani sirasinda Jak2 V617F mutasyonu saptanirsa, remisyon

doneminde bu mutasyon kaybolmakta midir?

4. Bu mutasyon remisyon doéneminde kaybolmaktaysa, tanisal bir

deger veya minimal reziduel hastaligin bir goOstergesi olarak
kullanilabilir mi?



2. GENEL BILGILER

2.1. Cocukluk Cagi Losemileri

2.1.1. Epidemiyoloji

Lésemi cocukluk ¢adinda en sik goérulen kanser tipi olup, 15 yas
altindaki ¢ocuk kanserlerinin %31’ini, 20 yas altindaki kanserlerin ise %25’ini
olusturmaktadir (3). Yillik insidans Amerika Birlegik Devletlerinde 4/100.000,
Tarkiye'de 1.5/100.000 (Saglik Bakanhgi verilerine gore) olarak
belirtiimektedir (2). Amerika Birlesik Devletlerinde her yil 3250 ¢ocuga I6semi
tanisi konmakta olup, bu hastalarin % 75’ini ALL, %15-20’sini AML, ve %5’ini
de KML olusturmaktadir (3).

ALL en sik 2-3 yaslarinda gorulmekte ve erkek/kiz orani 1.1/1 ve 1.3/1
olarak bildirilmektedir. AML insidansi ise bebeklik ve adolesan dénemindeki
hafif bir artisin disinda genellikle tim yaslarda ayni oranda goérilmekte ve
belirgin bir cinsiyet farki gostermemektedir (3).

KML'nin erigkin tipi siklikla 6 yas Uzerinde goruimekte iken Philadelphia
negatif olan tip 2 yas alti ¢ocuklarda siktir. Erkek ¢ocuklarda sikli§i kizlara
oranla biraz daha yuksektir (20).

Kronik miyeloproliferatif hastaliklar bashgi altinda toplanan MDS, KMML
ve juvenil miyelomonositer 16semi (JMML) ise ¢ocukluk ¢aginin daha nadir

gOrulen hematolojik malignitelerini olusturmaktadir (3).

2.1.2. Etyoloji

Losemi gelisiminde tek bir faktor olmayip, genetik ve gevresel faktorlerin
etyolojide birlikte rol aldigi Gzerinde durulmaktadir(3).

Genetik degisimler her ne kadar etyolojide esas faktor olarak
suglanmigsa da monozigotik ikizlerdeki genetik degisimlerin ve dizigotik
ikizlerdeki inutero faktorlerin incelenmesi ile bu faktorlerin tek bagina I6semi
gelisimine etkisi olmadigi ortaya konmustur(3).

Down Sendromu, nérofibromatozis tip | gibi genetik bazi sendromlarda,
ataxia telenjiektazi, Bloom sendromu, Shwachman sendromu ve Fanconi



aplastik anemisi gibi kromozom kirilma sendromlarinda lésemiye yatkinlik
bulunmaktadir(3).

Cevresel etmenlerden, hamilelik doneminde gecirilen enfeksiyonlar,
bebeklik doneminde gegirilen enfeksiyonlar, anne sutu ile beslenmeme,
Hemofilus influenza Tip b agilamasinin yapilmamasi, kloramfenikol kullanimi,
inutero radyasyona maruz kalma, pestisitler, hidrokarbonlar ve kimyasal
¢ozlculer gibi pek ¢cok etkenin varligi da I6semi etyolojisinde arastiriimaktadir

(3).

2.1.3 Patogenez

Ldsemi gelisimindeki neden her ne olursa olsun, diger kanser tiplerinde
oldugu gibi programlanmig hucre o6liumunde azalma ya da duraklama,
farkhlasma asamalarinda duraklama, hicrenin blylme uyarilarina karsi
cevaplarindaki degisimler sonucunda kendi kendine c¢ogalan bir hucre
populasyonu ortaya c¢ikmaktadir (Sekil 2.1). Buradaki bu degisimlerin en
onemli nedenlerinden bir tanesi de gerek cevresel etmenlerle ortaya ¢ikan
gerekse de dogumdan itibaren var olan genetik mutasyonlardir. Genetik
mutasyonlar, malignite gelisimine neden olan onkogenlerin olusumuna neden
olabildikleri gibi, timor baskilayici genlerde ortaya c¢ikarak da timor
olusumunu engelleyen fonksiyonlarin ortadan kalkmasina yol acarak
malignite gelisimine yol acabilirler. Bir mutasyon tek basina malign hicre
gelisimine katkida bulunamazken tekrarlayan mutasyonlarin varligi bu malign
donusumun hizlanmasina katkida bulunmaktadir.
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21.4. Tani

Akut I6semilerin kesin tanisi ancak kemik iligi aspirasyonu ile mumkuin
olabilmektedir. ALL tanisi i¢in kemik iligindeki blast sayisinin %25’in
uzerinde, AML tanisi icin ise noneritroid kemik iligi elemanlarinin %20’sinden
fazlasinin blast olmasi gerekmektedir (21,22).

KML 100.000/mm? degerinin lizerinde hiperldkositoz ve trombositoz ile
karakterli olup, periferik kanda olgun granulosit artigi ile birliktedir. Kemik iligi
incelendiginde hipersellller oldugu ve granulositer serinin arttigi goézlenir.
Blastik kriz diginda blast hicrelerinin sayisi %5’i gegmez (20).

Klonal hematolojik hastaliklarin heterojen bir grubunu olusturan ve
inefektif hematopoez, ilerleyici sitopeni, hematopoetik hicrelerde displastik
degisiklikler ve AML’ye donusme vyatkinligi ile kendini belli eden kronik
miyeloproliferatif hastlalik grubunda bulunan MDS’un tanisi igin tablo 2.1'de

verilen kriterlerden en az ikisinin varligi gerekmektedir (23).

Tablo 2.1. MDS Tani Kriterleri

Asagidakilerden en az ikisinin varligi gereklidir
1. Aciklanamayan uzamig sitopeni (notropeni, trombositopeni veya
anemi)
2. En az iki seride morfolojik miyelodisplazi
3. Hematopoetik hicrelerde akkiz klonal sitogenetik anomali

4. Blast sayisinin %5’in Uzerinde olmasi

Hepatosplenomegali ve organ infiltrasyonlari ile karakterli granulositik
ve monositik serinin hastahgi olan JMML, WHO (World Health Organisation)
Siniflamasinda Kronik Miyeloproliferatif hastaliklar icerisinde yer almaktadir.

Tanisi icin Tablo 2.2’de verilen kriterlerin varli§i gerekmektedir (24).




Tablo 2.2. JMML Tani Kriterleri

Kesin laboratuar kriterleri (her Ggtndn birlikte olmasi gerekmektedir)
1. Ph" kromozomu ve BCR/ABL negatifligi
2. Periferal total monosit sayisi >1000/mm?®
3. Kemik iliginde blast sayisinin %20 den az
Klinik kriterler
e Hepatomegali

¢ Lenfadenopati

e Solukluk
o Ates
e Dokilntl

Diger kriterler (en az ikisinin varligi gerekir)
1. Artmis fetal hemoglobin

Periferik kanda miyeloid énciiller

Beyaz kiire > 10 000/mm?

Klonal anormallik (6rn. monozomi 7)

o & e DN

in vitro ortamda miyeloid énciillerin G-MCSF’e artmis duyarlilig

Onceleri FAB siniflamasinda MDS iginde siniflandirilan ancak daha
sonra WHO siniflamasi ile miyeloproliferatif hastaliklar icinde yer alan
KMML'nin tanist WHO’nun belirledigi kriterlere goére Tablo2.3’e uygun sekilde
yapilmaktadir (25).

Tablo 2.3. KMML Tani Kriterleri

WHO tani kriterleri Ph+ kromozomu ve BCR/ABL negatifligi
Periferal total monosit sayisi >1000/mm?
Kemik iligi ve perifer blast sayisi < %20

En az bir miyeloid seride displazi varlgi

Displazi yok veya az Kemik iliginde akkiz sitogenetik anomali

ise alternatif tani Ug aydan uzun siiren periferal monositoz

e I A

kriterleri Monositozun diger nedenlerinin olmamasi

KMML alt gruplari KMML-1 periferde < %5 ve kemik iliginde <%10 blast
KMML-2 periferde %5-19, kemik iliginde %10-19 blast




2.1.5.SiIniflandirma

Cocukluk c¢agi losemileri akut, kronik ve dogumsal olarak
siniflandinimaktadir (22). Akut I6semi, immatur hematopoetik veya lenfoid
oncul hucrelerin klonal olarak ¢ogalmasi, kronik 16semi ise; olgun kemik iligi
elemanlarinin artigi ile karakterizedir. Dogumsal I6semi ise; yasamin ilk 4
haftasinda ortaya ¢ikan I16semiyi tanimlamaktadir (22).

Akut |6semiler morfolojide baskin olan hicre serisine gore lenfoblastik
ve miyeloblastik olarak 2 gruba ayrilirlar. Akut I6semilerin yaklasik olarak
%80’ini lenfoblastik (ALL), %15’ini ise miyeloblastik (AML) I6semi olusturur.
Geriye kalan grup ise; morfolojik 6zellikleri agisindan, ALL veya AML’ye tam
olarak benzemediginden siniflandirilamayan (AUL) bir grup olarak tanimlanir.
Hucre ylzey antijenlerinin tanimlanmasi ve molekuler genetik bilimindeki
ilerlemeler sayesinde, siniflandirlamayan l6semi ylUzdesinde anlamli
dugusler kaydedilmektedir (22).

ALL morfolojik 6zellikleri géz 6nune alinarak French-American-British
(FAB) Ortak Calisma Grubu’'na goére L1,L2,L3 olarak siniflandiriimaktadir

(22). Tablo 2.4’de FAB siniflamasina gore hucrelerin 6zellikleri verilmistir.

Tablo 2.4. Akut Lenfoblastik Losemide FAB Siniflamasi

Sitoloji L1 L2 L3
Hiicre boyutu Kiguk, homojen Blylk, heterojen Buyuk homojen
Niikleer kromatin | Homojen Degisken, Noktali ve homojen
heterojen
Niikleus sekli Duzgln konturlu, irregliler, siklikla Duzgin konturlu,
bazen c¢entikli centikli oval-yuvarlak
Nikleolus Gorulmez veya 21, siklikla belirgin | Belirgin, =21,
silik, kliguk vakuoler
Sitoplazma Dar Degisken, siklikla Orta derecede
blyUlk blyUk
Bazofilik Hafif veya orta, Degisken, bazen Cok koyu
sitoplazma nadiren belirgin koyu
Sitoplazmik Degisken Degisken Siklikla belirgin
vakuol

AML ise, morfolojik ve sitokimyasal 6zellikleri géz 6nune alinarak FAB
grubu tarafindan Tablo 2.5’de verildigi sekilde MO dan M7 ye kadar 8 alt

gruba ayrilarak incelenmektedir (24,26).




Tablo 2.5. Akut Miyeloblastik Losemide FAB Siniflamasi

MO: Minimal farklilasma
gosteren AML
M1: Olgunlagsma

gbstermeyen AML

M2: Olgunlagsma gosteren
AML

M3:

|6semi

Akut promiyelositer

M3V: Akut mikrogranuler
varyant promiyelositer
I6semi

M4: Akut miyelomonositer

I6semi

M4Eo: Akut eozinofilik
miyelomonositer |6semi
M5a: Akut monoblasitik
I6semi

M5b: Akut monositer
I6semi

M®6: Akut eritrolosemi

M7: Akut megakaryoblastik
I0semi

Buylk ve granllsiz blastlar, auer rod yok, Sudan
black ve MPO ile boyanma yok, en az bir miyeloid
antijen pozitifligi

Nadiren auer rod igceren ve MPO ve Sudan black
boyanan miyeloblastlar noneritroid hucrelerin
%90’dan fazlasidir Noneritroid hicrelerin %10’dan
azi matir miyeloid hicredir.

Auer rod igeren ve MPO ve Sudan black boyanan
miyeloblastlar %30’dan fazladir. Matir miyeloid
hicreler noneritroid hiicrelerin en az %10’udur.
Hipergraniler sitoplazmali, genelde anormal
cekirdek yapisi ve Auer rod tasiyan, anormal
promiyelositler

Cekirdek yapisi M3’e benzer ancak, graniilleri
ince yapih ve nadiren Auer rod bulunur. MPO
kuvvetle pozitiftir

Miyeloblastik ve monositik farklilasma (noneritroid

hicrelerin %20-80’i miyeloid, %20-79’u monositik)

Kemik iliginde >%5 displastik eozinofilik 6ncu

Monositik farklilasma (Kemik iliginde = %80
monositik seri) Lésemik hicrelerin =2 %80
monoblast

Monositik  6nclllerde  maturasyon  (I6semik

hicrelerin <%80 monoblast, geri kalani olgun
monositer hicreler)

%50 den
Diseritropoez ve megaloblastik degisiklikler (M6a),
eritroblastik degisiklikler (M6b)

immiinfenotipik

fazla eritroid Onci hicre var.

olarak megakaryoblastik

farklilagsma

Akut l6semide sitogenetik ve molekiler genetik anomalilerin bilinmesi

ve bunlarin prognostik 6nem arz etmesi nedeniyle, yeni bir siniflama ihtiyaci

dogmustur. WHO, 2001 yilinda akut l6semiler de dahil olmak Uuzere




hematopoietik ve lenfoid neoplasmalari iceren yeni bir siniflama hazirlamistir.
WHO siniflamasinda; morfoloji, immunfenotipleme, sitogenetik ve molekuler
biyolojik 6zellikler dikkate alinmis ve nadir 16semi tipleri de bu siniflamaya
dahil edilmistir (Tablo 2.6) (26,27).

Tablo 2.6. Akut Losemi WHO Siniflamasi

Akut Miyeloid Losemi

1. Tekrarlayan Genetik Anomalilerle Seyreden AML
- t(8;21)(922;922), (AML 1/ETO)
- inv (16)(p139229 veya (16;16)(p13;922), (CBFR/MYH11) ve kemik iligi
anormal eozinofilisi
- t(15;17)(922;922), (PML/RARAQ) ile akut promiyelositer [d6semi ve varyantlari
- 11923 (MLL) anomalisi ile AML

2. Gogul Seri Displazisi ile Seyreden AML
- Onceden miyelodisplastik sendromlu
- Onceden miyelodisplatik sendrom olmadan

3. Tedaviye ikincil AML ve MDS
- Alkilleyici ajan/radyasyon iligkili
- Topoisomeraz Il inhibitér ile iligkili

4. Tanimlanan Gruplara Girmeyen AML
- Minimal farklilagsma gésteren AML
- Olgunlagma gdstermeyen AML
- Olgunlagma gosteren AML
- Akut miyelomonositik 16semi
- Akut monoblastik ve monositer [6semi
- Akut eritrolésemi
- Akut megakaryoblastik |6semi
- Akut bazofilik I6semi
- Akut miyelofibrozis ile panmiyelozis
- Myeloid sarkom

Akut Lenfoblastik Losemi
1. Prekirsor B-lenfoblastik I6semi/lenfoma
2. Prekirsor T-lenfoblastik I6semi/lenfoma
3. Matlr B losemi

Serisi Belirsiz Akut Losemi
1. Bifenotipik akut I6semi
2. Bilineal akut I6semi
3. Farkhlasmamis akut I6semi

insan 16kosit antijenleri “Cluster of Differantiation” (CD) adi altinda
standardize edilmektedir ve bu antijenlerin belirlenmesi i¢cin immunofléresans,

immunositokimya ve akim sitometresi yontemleri kullanilmaktadir. Herhangi




bir isaretleyicinin %20’nin, CD34’un ve MPOnun ise %10’un Uzerinde olmasi
pozitif olarak kabul edilmektedir (28).

WHO siniflamasina goére ALL tanisi ancak immunfenotiplendirme ile
mumkun olabilmektedir. Bu siniflamaya gore ALL 3 ana gruba ayrilmaktadir
(28, 29).

1. Prekursor B-lenfoblastik I1osemi: L1, L2 veya karigik blastik hucre
morfolojisini gdsterebilir. B hicre ylzey antijenlerinin pozitifligi ile
karakterizedir (CD19+, CD20+, CD22+, CD79a+). Ayrica, CD10, HLADR,
TdT ve nadiren CD34 pozitifligi olabilir.

2. Prekursor T-lenfoblastik 16semi: L1, L2 veya karisik blastik hlcre
morfolojisinde olabilir. T hlicre ylzey antijen (CD2, CD3, CD5, CD7, cCD3)
pozitifligi ile karakterizedir. Genellikle TdT pozitifligi ve HLA-DR negatifligi
saptanir.

3. Matur B l6semi: Prekursor lenfoid neoplazma grubundan degildir.
FAB siniflamasina gére L3 morfolojisini gdsterir. immuanolojik olarak; slg,
CD19, CD20, CD22, HLA-DR pozitifligi vardir. TdT negatiftir. CD10 pozitif
saptanabilir.

Matdr B hucreli ALL tim gocukluk ¢cagi ALL'lerinin %1-2’sini, T hucreli
ALL ise %10-15 ini olusturmakta iken, geriye kalan buyuk bir orani ise
preklrsor-B hacreli ALL olusturmaktadir (22).

Bifenotipik Akut Losemi: Miyeloid ve lenfoid hicre morfolojisi
gosteren 16semi tipidir. Ancak ¢ogu zaman morfolojinin net ayirtedilmesi
mumkun degildir. Bifenotipik akut I6semi tanisi i¢in miyeloid ve lenfoid hicre
yluzey antijenlerine goére EGIL (European Group for the Immunological
Classification of Leukemias) degerlendirme sistemi kullanilir (Tablo 2.7). Bu
skorlama sistemine gére hem miyeloid hem de T veya B lenfoid serisinden
2'nin Uzerinde puan almak gerekmektedir (28,30).
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Tablo 2.7. Bifenotipik Akut Lésemi Degerlendirme Sistemi

Puan B-lenfoid serisi T-lenfoid serisi Miyeloid seri
2 CD79a C/sCD3 MPO
cCD22 Anti-TCR
c IgM
1 CD19 CD2 CD13
CD10 CD5 CD33
CD20 CD8 CD65
CD10 CD117
0.5 TdT TdT CD14
CD24 CD7 CD15
CD1a CD64

C: sitoplazmik s: ylzey

KML farkhlagsmanin tum evrelerindeki miyeloid hucrelerin asiri
cogalmasi ile karakterize klonal bir kok hicre hastaligidir. KML kronik
miyeloproliferatif hastaliklar baslgi altinda incelenmekte olup ¢ocuklarda iki
tipte goralur (24).

1. Erigkin tip (Philadelphia +): Erigkinde gorulen KML benzeri

2. Juvenil tip kronik miyeloid 16semi

MDS onceleri FAB tarafindan 5 alt gruba ayrilmisken, daha sonra WHO
tarafindan c¢ocukluk c¢agi miyelodisplastik ve miyeloproliferatif hastaliklar

olarak Tablo 2.8’de verildigi gibi siniflandinimistir (2).

Tablo 2.8. Cocukluk Cagi Miyelodisplastik ve
Hastaliklarinin Tanisal Siniflandiriimasi

Miyeloproliferatif

I. Miyeloproliferatif Hastaliklar: MDS, JMML,KMML
Il. Down Sendromu
Gegcici miyeloproliferatif hastalik
MDS/AML
Miyelodisplastik sendrom (MDS)
Refrakter sitopeni (<%5 blast)
Artmis blast sayisi ile birlikte refrakter anemi (RAEB) : %10 blast
Onceki olaylarin varligi
Onceki sitotoksik kemoterapi ve/veya radyoterapi alimi
Onceki aplastik anemi
Kemik iligi yetmezligi bulgular
MDS i¢in minimal tani kriterleri
A. 1(8;21) t(15;17), inv(16), t(11;17) ve t(8;16) yoklugu
B. Asadakilerden en az ikisinin varligi
1. Aciklanamayan devam eden sitopeniler
2. Akkiz klonal anormallik
3. Displastik 6zellikler
4. Artmig blast sayisi
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2.1.6. Losemilerde gozlenen kromozomal anomaliler

Hematolojik maligniteler igerisinde l6semiler sitogenetik anormalliklerin
siklikla goéruldugid bir grubu olusturmaktadir. Sitogenetik ¢alismanin
yapillmasi; |6seminin tanisinda, prognozun belilenmesinde, tedavi
seceneginin  kararinda ve hastaligin takibinde O©Onem tagimaktadir.
Losemilerde ve diger kanser tiplerinde gorulen sitogenetik anomaliler sayisal
ve yapisal degisiklikler olarak kabaca 2 grupta irdelenebilir. Gerek sayisal,
gerekse yapisal kromozomal degisimler belirli genleri etkilemekte, bu
etkilenimler sonucunda da genlerin fonksiyonlarinda degisimler meydana
gelmekte ve normal fonksiyonlari diginda iglev gormeye baslamaktadirlar.
Genlerde meydana gelen bir mutasyon bazen tek basina etkili olmayip ek
mutasyonlarin varhi§i gerekebilmektedir. Ornegin BCR-ABL mRNA’nin
normal bireylerde saptanmasi, AML1-ETO translokasyonlarinin non-ldsemik
hicrelerde goOsterilmesi bu mutasyonlarin 16semi gelisiminde tek basina
etken olmadiginin birer gdstergesidir (2).

ilk olarak KML'de sitogenetik bir anormallik belirlenmis olup, bundan
sonra diger I6semilerde de sitogenetik degisimler irdelenmeye baslanmigtir.
Cocukluk ¢agi losemilerinin %2-3’UnuU olusturan KML’de 9. ve 22 kromozom
arasinda bir translokasyon oldugu 1960 yilinda gosterilmistir. Olusan bu
translokasyon sonucunda 9. kromozomda yer alan ABL protoonkogeni ile 22.
kromozomda yer alan sinyal iletiminde gorev alan tirozin kinaz BCR arasinda
bir fUzyon olugmaktadir. Bu fuzyon geni ile tirozin kinaz aktivasyonu artmakta
ve malign proliferasyon gelismektedir (2,20,24). Bu da bize |6semi
gelisiminde meydana gelen sitogenetik degisimlerin molekuller dizeyde hucre
¢ogalmasi, hlcre doénglsu, programlanmis hdcre oOluma gibi  farkh
asamalarda etki ettigini gostermektedir. Bu molekuler degisimlerin hucre
dongusunde hangi basamakta etki ettiginin belirlenmesi bu basamaga
yonelik 6zgll molekullerin bulunmasina, bu sayede yeni tedavi yontemlerinin
gelismesine ve Ozellikle direngli ve tekrar eden olgulardaki tedavi segenekleri
arasinda bu ajanlarin kullanimi ile yasam surelerinde artisa neden olacaktir.

Hematolojik malignitelerde gorulen sitogenetik anomaliler

incelendiginde her bir hastalik grubunda farkl tipte genetik bozukluklarin
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oldugu dikkati cekmekte ve bu sitogenetik anomalilerin klinige farkli
dizeylerde yansidigi gozlenmektedir.

inefektif ve displastik hematopoez sonucunda periferal sitopeni ile
klinige yansiyan ve siklikla yaslh hastalarda goértilen MDS cocukluk cagi
|6semilerinin %6’sinin gelisiminden sorumludur (2,24). MDS’de sitogenetik
anomaliler %55-80 oraninda oldukga sik gorulmektedir. Bu sitogenetik
anomalilerden monozomi 7, trizomi 8, trizomi 21 Ozellikle daha fazla
goOrulmekle birlikte ayni zamanda prognostik bir 6nem de tagimaktadirlar (2).
ikinci  Uluslararasi  Cocukluk Cagi  Miyelodisplastik ~ Sendromlari
Sempozyumunda yapilan MDS siniflamasi igerisinde yer alan JMML'de ise
MDS’e oranla sitogenetik anomaliler daha az siklikta (%35) bildiriimektedir
(2,24).

Primer AML’de kromozomal anomali gorulme orani %80 olup, goérulen
sitogenetik anomali tanidaki klinik 6zellikler, FAB morfolojik tipi ve klinik gidig
ile siki bir baglanti gdstermektedir (2). AML gelisimine katkida bulunan
genetik degisimler ya hicre donglsu ve hicre proliferasyonuna etki eden
proteinleri etkilemek suretiyle (ABL, PDGFRb, FLT3, RAS, C-KIT) hucreye
yasam avantajl saglamakta ya da huicre farklilagsmasi ile ilgili proteinlerin
(AML1, CBFb, MLL, HOX, GATA-1) vyapisini etkileyerek farklilagsma
asamalarinda bozulmaya neden olmaktadir. Bu degisik mekanizmalar
neticesinde AML’deki heterojenite ortaya ¢gikmakta ve her bir mutasyon ya da
olusan fuzyon proteinleri farkli prognostik degerler tagsimaktadir (2). AML’de
sayisal kromozomal anomalilerden trizomi 8, trizomi 21 ve monozomi 7 sik
olarak gorulmektedir. Yapisal kromozomal anomalilerden en sik goéruleni ise;
t(8;21) olup, 6zellikle AML M2'de fakat nadiren de olsa, AML M1, AML M4,
AML MO, ve AML M6’da da gorilebilmektedir. AML M3 ve KML'de
promiyelositik blastik kriz igin neredeyse spesifik olan kromozomal anomali
ise t(15;17)dir. inversiyon 16 AMLM4 ve AML M4Eo’da goériilen diger bir
kromozomal anomali olup, iyi prognoz gdstergesi olarak bilinmektedir (2).

ALL'de sitogenetik anomalinin ve 0zel molekller degisikligin
tanimlanmasi ile, l6komojenezisin biyolojisi ve hastaligin riskinin

belirlenmesinde ilerlemeler kaydedilmigtir. Kromozom sayisinin  50’nin
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uzerinde olmasi durumu olan hiperdiploidi, remisyon ve yasam suresinin
uzunlugu ile direk orantili iken, pseudodiploidi veya hipodiploidinin olmasi ve
t(9;22), t(8;14), t(4;11) varligi koéta prognoz ile iligkilendirilmistir. Altinci
kromozomun uzun kolundaki delesyon ve 47-50 kromozom arasinda olan
hiperdiploidi durumlari ise prognozu orta derecede etkilemektedir (2).

Matur B hucreli ALL'de gorulen t(8;14), t(2;8), t(8;22) translokasyonlari
Burkitt lenfomanin dissemine fazini yansitmaktadir. Basvuruda Merkezi Sinir
Sistemi (MSS) tutulumu ve abdominal tutulum ile birliktelik gosteren bu
translokasyonlarin varligi ayni zamanda prognozun da kotu olacaginin birer
gdstergesidir. lyi prognoz géstergesi olan t(12;21) ise genellikle 1-10
yasindaki hastalarda ve pre B hlcreli I6semilerde gorulmektedir (2).

ALL’de gorulen diger sitogenetik anormalliklerden t(9;22) genellikle ileri
yas ve erkek cinsiyette gorulmekte, yuksek beyaz kire ile prezante olmakta
ve kotu prognoz ozelligi gostermektedir. Bunun diginda t (4;11) genellikle 1
yas altinda, kizlarda gorulmekte ve tanida ylksek I6kosit sayisi, erken pre B
hicreli 16semi immunfenotipi ile ve miyeloid antijen pozitifligi ile prezente
olmaktadir. Prognoz bu translokasyonu tasiyan hastalarda oldukga kotudur
(2).

ALL’'in %15 kadarini olusturan T hucreli ALL hiperldkositoz, siklikla
MSS tutulumu ve mediastinal genisleme ile karakterli olup, sitogenetik olarak
hiperdiplodi gostermez ve koétu prognoza sahiptir. T-ALL’de 6zgul bir
karyotipik anormallik bulunmamakla birlikte en sik olarak t(11;14), 1(10;14)
daha az siklikta da t(8;14) ve t(1;14) gorulebilmektedir (2).

Gocukluk ¢agi ALL’lerinin %3-5’ini ve AML’lerinin ise %10’unu olugturan
infant I6semisi ise klinik ve biyolojik olarak farkh ozellikler gostermektedir.
Hastalik, saldirgan seyretme egiliminde olup, basvuruda yuksek beyaz kure,
hepatosplenomegali, MSS tutulumu ile karakterizedir. infant ALL’si immatiir B
hiicre dzelligine sahip olup, genellikle miyeloid antijen tasir. infant AML’si ise
genellikle miyelomonoblastik ve monoblastik karakterdedir. Sitogenetik olarak
hem ALL hem de AML'de 11923 anomalileri gdzlenir. infant ALL’'de daha az
siklikta ise Xp11,t(5;15), t(12;21), ve t(9;22) de gorulebilmektedir (2).
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infant AML’de MLL geninde yeniden diizenlenme %30-60 oraninda
gorulmekte olup, en sik gorulen sitogenetik anormallikler ise; 1(9;11), t(4;11),
t(11;19) dur. Daha az siklikta gorulen anormallikler ise; inv(16), t(15;17),
t(8;21) ve t(1;22) dir (2).

2.1.7. Losemilerin molekuler temeli

Hematolojik malignitelerin  molekuler temeli halen tam olarak
anlasilabilmis dedgildir (31).

Bir hiicre malign degisime ugradiginda; 1- kendi kendine buyuyebilme,
2- buyume karsiti sinyallere duyarsiz kalma, 3- sinirsiz gogalabilme 4- hucre
Olimunlu saglayan sinyallerden korunabilme, 5- dokulari invaze etme ve
metastaz yapabilme, 6- anjiogenezisi uyarabilme yetenegdi kazanir (32).
Bunlar diginda varsayilan ancak kanitlanmayan Ozellikleri ise; 1- hucresel
farkhlasmayi durdurabilme ve 2- konakg¢l immun sisteminden kacgabilme
yetenekleridir (31).

Normal sartlarda, ¢ogu hlcreye buylume sinyali geldiginde, ligand
reseptore baglanir, aktive hale gecer ve sinyal ileti sisteminin kaskadi
caligmaya baglar. Bu, hucre yuzey reseptorleri siklikla tirozin kinaz
reseptorleridir (Trombosit kdkenli baylme faktor reseptéori [PDGFR] veya
epidermal buyime faktdr reseptori [EGFR] v.b). Ligandin reseptore
baglanmasi sonucunda reseptor dimerizasyonu, kinaz aktivasyonu ve trans-
tirozin fosforilasyonu gergeklesir. Bu fosforile tirozin reziduleri sinyal
molekulleri serisinin uyan bolgesine 6zellikle de SCR homoloji (SH2) iceren
proteinlerin oldugu bdlgeye gelirler. Daha sonra akis yolu olarak ¢ogunlukla
Ras-Raf-mitojen-aktive protein kinaz, kinaz-mitojen-aktive protein kinaz
(MAPK) yolagi devreye girer. Bu yolla da bazi gen transkripsiyonlarinin
aktivasyonu gergeklesir. Bazi durumlarda, normal blydmeyi saglayan uyari
hicre yuzeyindeki reseptorlerde solubl ligandlar araciligi ile iletilirken; bazi
durumlarda ise, gelen uyari stromal mikro ¢evre araciligi ile bir hicreden
diger hucreye aktarilir. Bu son mekanizma tam olarak kanitlanmasa da tumor

baylumesindeki mikrogevrenin 6nemini dogrulamaktadir (31).
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Reseptor tirozin kinazlarda olan mutasyonlar, hematolojik malignitelerde
fizyolojik olarak buyume uyarani yoklugunda bile malignitenin gelisiminde
esas roll oynamaktadir (31).

Hematolojik malignitelerin patogenezinde sitoplazmik nonreseptor
tirozin kinaz aktivasyonu da 6nemli bir yer tutmaktadir (31).

Janus kinazlar sitoplazmik nonreseptor tirozin kinazlar olup,
aktivasyonlari ile STAT protein fosforilasyonuna, nikleer translokasyona, ve

transkripsiyon aktivasyonuna yol agarlar (4,10).

2.2, Sinyal ileti mekanizmalari

Normal ve malign hucrelerin bayumesi, farklilasmasi, ¢ogalmasi ve
apopitozu cesitli sitokinler ve blytme faktorleri tarafindan dizenlenmektedir.
Bu sitokinler ve buyume faktorleri etkilerini 6zgul hucre yuzey algaclari ile
etkilesime girerek gosterirler. Bu etkilesim sonucunda uyarilarin hdcre igine
iletiimesi, degisik hicre i¢ci molekiller ve bu molekullerin gérev aldigi
kimyasal reaksiyonlar ile gergeklesir. Bu kimyasal reaksiyonlarin amaci, bir
hicreden diger bir hicreye olusmasi istenen hucresel degisimler icin gerekli
iletinin aktariimasi, ya da ortamda bulunan molekuller araciligi ile bir takim
onemli hicresel olaylarin baslatilmasidir. Bu olaylarin gergeklesebilmesi ve
hicrenin uyaranlari dogru olarak algilayabilmesi i¢in hlcreler arasindaki
iletisimi  saglayan, c¢evresel degisikliklere yaniti dizenleyen, hucreler
arasinda duzenleyici bir ag olusturan hucre i¢i sinyal ileti yollarina gereksinim
vardir (4,32).

Zaman igerisinde sinyal ileti sistemleri iginde birgcok sinyal ileti molekulu
ve birbirinden farkli 6zellikleri olan birgok alga¢ tanimlanmistir. Hucre
yuzeyindeki alga¢ sayisi ve yerlesim yeri hlcreden hucreye ve ayni
zamanda, gerek hudcrenin durumuna, gerekse cevresel etmenlere bagh
olarak da degisiklikler gdsterebilmektedir. Dolayisi ile ayni uyari farkli hicre
tiplerinde farkli cevaplarin olusmasina neden olabilmektedir.

Hucre ylzey algaclan iki farkli algag sistemi Gzerinden sinyal iletimini
saglarlar. Bunlar G-protein ¢ifti ve tirozin kinaz algaglandir. Sinyal ileti

sistemleri genellikle fosforilasyon kaskadi Uzerinden etki gosterir. Bazi sitokin
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reseptorleri tirozin fosforilasyon kaskadini direkt olarak baslatan intrensek
tirozin kinaz aktivitesine sahipken; cogu sitokin reseptoranun intrensek tirozin
kinaz bdlgesi bulunmaz. Onun yerine kaskad icindeki proteinlerin
fosforilasyonunu dizenlemek icin hicresel tirozin kinazlari kullanirlar (4).
Tam tirozin kinaz algaglari, G-protein ¢ifti algaglarinin aksine ortak bir yapiya
sahiptirler. Polipeptid ligandin baglanmasi igin ekstrasellller bolge, tek bir
transmembran bdlgesi, reseptér fonksiyonunu yonettigi tahmin edilen
jukstamembran bdlgesi ve tirozin kinaz katalitik bolgeleri ile sitoplazmik
bdolgeden olugurlar. Bu yapisal 6zellikler 6zgul cevabin verilebilmesi igin
gereklidir. Ekstrasellller bolge ve intraselluler katalitik bolge baglanacak olan
molekulin belirlenmesinde 6nem tasir. Degisik uyaranlar sonucunda
algaglarin uyarilmasi sadece kendine ait tirozin kinazlari degil ayni zamanda
hicre igerisinde bulunan diger algaglara ait yollari da tetikleyerek hucre
icinde tirozin kinazlarin aktivasyonuna ve sonugta farkli yollardan istenilen

cevabin elde edilmesini saglar (Sekil 2.2 ).
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Sekil 2.2. Hiicresel Sinyal iletim Mekanizmalari
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2.2.1. Sinyal iletimi ve Protein Kopyalama Uyaricisi (STAT)

Bu glne kadar pek ¢ok hicre i¢i sinyal ileti yolagi tanimlanmis olup,
bunlardan bir tanesi de Sinyal lletimi ve Protein Kopyalama Uyaricisi (Signal
Transducer and Activator of Transcription Proteins-STAT)'dir. STAT lar
sitoplazmada 6zgul hucre yuzey algaclarina baglanan sitokin ve blyume
faktorleri gibi c¢esitli hicre disi uyaranlar ile aktive olan inaktif sitoplazmik
kopyalama faktorleri olarak bilinmektedir (33). STAT’lar hicre buylmesi,
farkhlasmasi, programlanmis hicre olumu, fetal gelisim, transformasyon,
inflamasyon ve immun cevap gibi degisik biyolojik olaylara aracilik eder (33).

STAT protein aktivasyonun bir kismi ligand aracili reseptér uyarimi

sonucunda Jaklar araciligi ile gerceklesir (34).

2.2.1.1 STAT’larin yapisi

Buglne kadar memeli hucrelerinde vyedi farkh STAT proteini
tanimlanmistir. Bunlar, STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a STATSb,
STATGE’dir (35). Son zamanlarda STAT6 homologu olarak bilinen ve alternatif
baglanma 06zelligi gosteren STAT 6b de bu aileye dahil edilmistir (36).
STAT lar farkli uyaranlarla aktive olup, farkli biyolojik olaylarin gelismesini
saglayan gen transkripsiyonlarini uyarir. STAT homologlari basit 6karyotlarda
da bulundugundan bunlarin tek bir gen tarafindan ydnetildikleri
dugunulmektedir (37). Tum STAT proteinleri ayni yapiya sahiptir. (Sekil 2.3)
Bir STAT molekulu N-terminal bolge, sarmal bolge, DNA baglayan bodlge,
baglayici bodlge, SRC homoloji 2 (SH2) bodlgesi, aktivasyonu takiben
fosforilasyonu saglayan tirozin rezidisU igeren bdlge ve transkripsiyonu
saglayan karboksi terminal bolgeden olusur (38). STAT lar transaktivasyon
bolgelerinde sakladiklar tirozin rezidulerinin fosforilasyonu ile aktive olurlar.
Bu aktivasyon sonucunda gelisen molekller dedisim ile yapilarinda
farkhlasma olusur. Bu yapisal degisim, resiprokal tirozin fosforilasyonu ile
dimer formasyonlarini kuvvetlendirir. Tirozin fosforile dimerlerin 6zgul

bicimlendiriimeleri ile STAT lar hedef genlerine baglanirlar (39-43).
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Amino- Coiled-coil DNA baglay: Linker SH-2 Trans-
Terminal bolge bolge aktivasyon
bolge

Sekil 2.3. STAT Molekllinun Yapisinin Sematik Gosterimi

2.2.1.2 STAT Fosforilasyonu

STAT’larda tirozin fosforilasyonu esas olarak hucre yuzey sitokin
algacglarina sitokinlerin baglanmasi ile gergeklesir. Birgcok sitokin algaci gibi
STAT’lar da temel olarak Jak'lar araciigi ile fosforile olabildikleri gibi
prostaglandinler, anjiotensin 2, CC kemokin ligand, viral orjinli ya da
kromozomal translokasyon sonucu gelisen nonreseptor tirozin kinazlar gibi
alternatif aktivasyon yollarini da kullanabilirler (35).

Bazi STAT’lar, C-terminal bdlgesinde fosforile olan serin rezidulerini
icerir (44). Bu sayede, STAT’larin transkripsiyonel aktivitesinin dizenlendigi
gosterilmigtir. STAT1 ve STAT3'de serin fosforilasyonu en Ust duzeyde olup,
STAT'In transkripsiyonel aktiviteleri icin gereklidir ve sinyal 6zgulligine
katkida bulunmaktadir (45,46).

STAT’larin fonksiyonlari igin nukleer translokasyon hayati 6nem tasir.
Blyuk  molekullerin  sitoplazmadan  nukleusa gegisi, nukleustaki
transkripiyonel faktorlerin kontrolinde olup, bu gegisin sinirlandiriimasi
oldukga 6nemlidir. STAT’lar nukleusta sitokin uyarimina cevap olarak gen
ekspresyonlarini aktive eder ve ardindan sitoplazmaya geri verilirler. Bu
nukleus icine alim ve digari verim STAT igin asil dizenleyici kismi olusturur
(35).

STAT lar, algag-Jak kompleksi olmadan diger tirozin kinazlar tarafindan
da aktive edilebilmektedirler (47) Bu kinazlardan bazilari; Src ailesinin
kinazlari, kemik iligi tirozin kinazlari, fokal adezyon kinaz, trombosit kokenli
bayume faktort, kok hucre faktord, hepatosit buyume faktori ve damar
endotelyal bliyume faktoru gibi algaclarin kinazlaridir (48). STAT’lar ayni
zamanda hematolojik malignitelerden sorumlu tutulan FLT3 ve BCR-ABL gibi

aberran tirozin kinazlar ile de fosforile olabilmektedirler (49).
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Fosforile olan STAT’lar hucre c¢ekirdegine gelerek DNA’nin
transkripsiyonunu gergeklestirir (4-6).

2.2.2 Janus Kinaz Ailesi

Hucresel tirozin kinazlardan son yillarda Uzerinde siklikla durulanlardan
bir tanesi de Jak ailesidir. Jak'lar JH1 ve JHZ2 olarak isimlendirilen ve
birbirlerine yapisal olarak olduk¢a benzeyen 2 farkli bélgeden olusmaktadir.
JH1 bodlgesi, fonksiyonel kinaz aktivitesine sahipken JH2 bdlgesi daha g¢ok
dizenleyici bir rol ustlenmektedir (50,51). Birbirine benzeyen iki yapinin
fonksiyonel olarak farkli 6zelliklerinin olmasi nedeni ile mitolojide 2 yuzlu
Roma dénemi tanrilarindan Janus’tan esinlenilerek bu molekile Janus Kinaz
ismi verilmistir (52).

Jak ailesinin bu gune kadar memelilerde bilinen 4 farkh Gyesi (Tyk2,
Jak1, Jak2 ve Jak3) tanimlanmistir (4). Jak ailesinin, Jak3 disindaki diger
dyeleri, birgok farkli hicre tipinde belirlenmekteyken, Jak3 segici olarak
sadece hematopoetik hicrelerde eksprese olmaktadir (53).

JakK’larin hangi sitokinler ile etkilestikleri ve yokluklarinda olugabilecek
olan fenotipler Tablo 2.9 de verilmistir (10).

Tablo 2.9. Janus Kinazlar, iligkili Oldugu Sitokinler ve Mirin Knockout
Modellerindeki Fenotipler

Jak Etkilestigi sitokin Knockout fenotip
Jak1 IFN (o,B,y) y zincir ailesi (IL-2, 4,7,9,13,15) Lenfoid ve noral gelisim defekti
GP 130 ailesi (IL-6, LIF, OSM, IL-11) IFN, y zincir ailesi ve GP 130
ailesine bozulmus yanit
Jak2 B zincir ailesi (GM-CSF, IL-3,IL-5), EPO, Eritropoezde defekt, B zincir
TPO, ve y IFN sitokinlerine, TPO’ya ve y IFN’a
bozulmus yanit
Jak3 y zincir ailesi (IL-2, 4,7,9,13,15,21) Agir kombine immun yetmezlik
a IFN cevabinin  suboptimal
nasi
TYK2 Interferonlar (o ve B) o IFN cevabinin  suboptimal
nasi
Lipopolisakkarid direnci

Yapilan calismalarda Jak’larin kromozomal lokalizasyonlari ortaya

konmustur. insanlarda Jak? geni 1p31.3 kromozomunda ve Jak2 geni ise
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9p24. kromozomunda lokalizedir. Jak3 ve Tyk2 genleri ise, 19p13.1 ve
19p13.2 kromozomunda birlikte kimelenmistir (54).

JAK’larin G¢ boyutlu yapisi halen tam olarak aydinlatilabilmis degildir.
Ancak molekuler kitlesi 120-140 kDa agirhiginda olan, 1100 aminoasitten
daha fazlasini igeren buyuk bir protein oldugu bilinmektedir (54). Jak’lar Jak
homology (JH) olarak isimlendirilen ve karboksi terminalinden amino
terminaline kadar numaralandirilan, birbirine bitisik 7 bdlgeden olusur (Sekil
2.4) (54,55).

JAK

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Algac baglayan bélge Pstdokinaz ~ Kinaz
halgesi hdlgesi

Sekil 2.4. Janus Kinazin Yapisi

Karboksi terminalinde yer alan ve tipik bir 6karyotik tirozin kinaz bolgesi
olan, katalitik fosfotirozin kinaz bdlgesi, aktif bdlgeyi olusturmaktadir ve JH1
olarak isimlendiriimektedir (53-55). Bu bolgenin epidermal buyume faktoru
algac ailesinin kinaz bolgesi ile yakindan iligkili olmasi nedeni ile Jak ailesinin
blyUk protein kinaz ailesinden gelisebilecegi fikri ortaya atilmistir (54,55)

JH1 bdlgesine komsu, katalitik olarak inaktif 6zellikte ve kinaz benzeri
bolge olarak tanimlanan JH2 bolgesi ise, aktif bir gorev Ustlenmemekle
birlikte, JAK kinazin bazal aktivitesinin dizenlenmesinde dnem tasimaktadir
(55).

JH3 ile JH7 arasinda kalan bdlge, sitokin algaclarinin baglandigi
aminoterminal bolgeyi olusturur. Jak’larin N-terminal bdlgesini olusturan bu
alt birimler belirgin bir dizilim benzerligi gosterirler. Bu bolge doért-nokta-bir,

ezrin, redixin ve moesin (FERM) bélgesi olarak bilinir. Bu bdlgenin en énemli
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Ozelligi, Jak’lar arasinda farklihk gostermesidir. FERM bolgesi yapisal olarak
tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte 300 aminoasit uzunlugunda,
sitokin algaclari gibi transmembran proteinlerle olan iligkinin saglandigi
onemli bir bdlgedir. Bu sitokin algacglari sadece belli sitokinler i¢in fonksiyon
gorur. Bunun yaninda, FERM bolgesi, kinaz bolgesini baglayarak katalitik
aktiviteyi de pozitif yonde etkilemektedir (56). FERM bolgesinin yapisinin
daha iyi anlasiimasi ile gelecekte Jak’larin molekiller yapisinin daha iyi
anlagilabilecegi gibi intramolekuler etkilesimleri hakkinda da daha kesin
bilgiler elde edilebilecektir (57).

Jak3 memelilerde esas olarak hematopoetik hucrelerde bulunur ve
hematopoetik hlcrenin gelisimini ve aktivasyonunu saglar. Jak1, Jak2 ve
Tyk2 ise, hemen her hicrede belirlenebilmektedir (58,59). Sitokin
algaclarinin bulunmadigi hicrelerde yapilan deneysel galismalarda Jak’larin
hicre duzeyinde sitoplazmada bulundugu saptanmistir. Ancak normal
sartlarda sitokin algaci ile etkilesimde olduklarindan endozomda ve sitokin
algaclari boyunca plazma membraninda yerlestikleri bilinmektedir (60).

JaK'larla sitokin sinyali arasindaki iligki ilk kez, mutant hicre dizinleri
kullanilarak interferona olan cevapsizligin gosterilmesi ile ortaya konmustur.
Tyk2'nin eksik oldugu hucre dizinlerine bu algagi iceren hucrelerin eklenmesi
ile interferon sinyalinin duzeldigi gosterilmigtir (61). Bu ¢alismadan kisa bir
sure sonra diger Jak’larin da gesitli sitokin algaglari ile etkilesime girdikleri
gOsterilmis ve Jak’lari olmayan farelerde yapilan ¢alismalarla Jak’larin temel
ve Ozgun fonksiyonlari tanimlanabilmistir (62-65). Sitokin ve buyume
faktorleri aracihdi ile Jak’larin aktivasyonu Tablo 2.10’ da verilmigstir (50).

interldkin (IL)-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 ve IL-21 gibi cok sayida sitokin
Jak1 ve Jak3 ile iligkili olup, algagtaki gama zincirini kullanmaktadir. Jak1
algacin gama zinciri disinda, gp130 alt birimine de baglanabildiginden IL-6,
IL-11, onkostatin, l6semi inhibitdor faktor, silier noétrofilik faktér, granulosit
koloni uyarici faktor ve interferonlarin fonksiyonlari igin de gereklidir. Jak2,
baylme hormonu, prolaktin, eritropoetin, trombopoetin gibi hormon benzeri
sitokinler ve IL-3 algaci ile sinyal ureten sitokin ailesi (IL-3, IL-5 ve granulosit

makrofaj koloni uyarici faktor) igin 6neme sahiptir. Jak2 ayni zamanda gp130
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reseptorunu kullanan sitokinler ve bazi interferonlar icin de onemli igleve

sahiptir. Tyk2 ise, Jak ile iligkili interferon sinyalinde ilk bulunan kinazdir. IL-

12 igin 6nemli oldugu ancak, interferon alfa/beta sinyali ya da gp13Q’u

kullanan sitokinler i¢in bir Snem tasimadigi anlasiimigtir (54).

Tablo 2.10. Sitokin ve Bluyume Faktorleri Araciligi ile Jak’larin Aktivasyonu

Ligand Jak’lar STAT’lar
Tek-zincir ailesi
e EPO o Jak2 e STATS
e GH e Jak2 e STAT5 STAT3?
o Prl e Jak2 e STATS
e Tpo o Jak2 e STATS
IL-3 ailesi e STATS
e |L-3 o Jak2 e STATS
e IL-5 o Jak2 e STATS
e GM-CSF o Jak2
yC ailesi
o -2 e Jak1, Jak3 e STATS5, STAT3?
o |L-7 o Jak1, Jak3 e STATS5, STAT3?
* TSLP* o ? e STATS5,
e IL-9 e Jak1, Jak3 e STAT5, STAT3
o |L-15 o Jak1, Jak3 e STATS5, STAT3?
o |L-21 o Jaks3, Jak1 e STAT3,STATS5, STAT1?
o IL4 e Jak1, Jak3 e STAT6
* L3t e Jak1, Jak2 e STAT6, STAT3?
Gp 130 ailesi
e |L-6 e Jak1, Jak2? e STAT3,STAT1
o IL-11 e Jak1 e STAT3,STAT1
e OSM e Jak1, Jak2? e STAT3,STAT1
e LIF e Jak1, Jak2? e STAT3,STAT1
e CNTF e Jak1, Jak2? e STAT3,STAT1
e NNT-1/BSF-3 e Jak1, Jak2? e STATS3,STAT1
e G-CSF e Jak1, Jak2? e STATS3
e CTA1 e Jak1, Jak2? e STAT3
e Leptin o Jak2 e STAT3
o |L-12 o Tyk2,Jak2? e STAT4
o |L-23 o« ? e STAT4
IFN ailesi
e |IFNtipIB e Jak1, Tyk2 e STAT1,STAT2,STAT3-6?
e |IFN-y Tipll e Jak1, Tyk2 e STAT1,STAT5?
*IL-10° e Jak1, Tyk2 e STATS3
e IL-19 e ? e ?
e IL-20 e ? e STATS3
o |L-22 o ? e STATS3,STATS
o IL-24 e ? e STAT3
e FISP o« ? « 2
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2.2.2.1. Jak-STAT Yolu
Sitokin aracili STAT aktivasyonu belli bir duzen i¢inde islemektedir. Jak-
STAT yolu sematik olarak $ekil 2.5'de verilmigstir (66).

Sitokinler
Hilcre membrani
Sitoplazma
* NuKleus
() :'(F-f)
¥ Tanskipsiyon
— —
Transkripsiyon faktérler

Sekil 2.5. Jak, STAT Aktivasyonu ile Transkripsiyonun Olusumu

Sinyal iletimi, sitokin algacina ligandin baglanmasi ile baglar. Bu
baglanma ile algag alt biriminde ya homodimerizasyon/ heterodimerizasyon/
oligomerizasyon gergeklesir ya da, yapisinda degisiklikler olusur. Bu olaylar
sonrasinda, Jak'lar FERM bolgesi aracihgiyla sitokin algacinin Box1
membran proksimal intrasitoplazmik bdlgesi ile etkilesime girer. Ardindan
algac ile iligkili olan Jak proteinleri tirozinlerdeki otofosforilasyon (capraz
fosforilasyon) sonucu aktive olur. Aktive Jak proteinleri algaci da fosforile
ederek 0zgul sinyal proteinlerinin ve sitoplazmadaki inaktif STAT

proteinlerinin algac¢ ile etkilesimini saglar. STAT proteinleri daha sonra
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homodimer ya da heterodimer olusturmak Uzere reseptorden ayrilarak hicre
cekirdegine gelir ve DNA Uzerinde 6zgul cevap elemani dizileri ile etkilegserek

hedef genlerin transkripsiyonunu uyarir (67-69).

2.2.2.2. Jak2 kinaz aktivitesinin dizenlenmesi

Cogu tirozin kinazlarda oldugu gibi, Jak kinazlarin aktivitesi de siki bir
sekilde kontrol edilmektedir. Gunimuze kadar sadece Jak2 ve Jak3’e ait JH1
bdlgesinin kristal yapisi aydinlatilabilmis olup tam olarak yapisi ancak teorik
modeller Uzerinde ve tum kinazlardan yola cikilarak geligtiriimistir. Boylelikle,
Jak2 kinaz aktivitesinin dizenlenmesindeki kontrol ~mekanizmasinin
basamaklarindan bir kismi tanimlanabilmisg, bir kismi da tahminlerden yola
cikilarak kurgulanabilmigtir (70-72)

Diger tirozin kinazlarda oldugu gibi Jak kinazlarin da belli bir aktivite
gOsterebilmesi igcin aktivasyon halkasinin transfosforilasyon ile fosforile
olmasi gerekmektedir. Ancak, cesitli sitokin algaclari iki farkh Jak kinaz
icerdiginden  transfosforilasyon olayinda bu her ki kinazin da
transfosforilasyonunun gerekip gerekmedigi henuz bilinmemektedir (73).

Jak2 kinaz aktivitesinin duzenlenmesindeki diger bir basamak da
pseudokinaz (JH2) bolgesi ile ilgili olan duzenlemedir. JH1 bdlgesi olarak
bilinen aktivasyon bdlgesinde gelisen fosforilasyon JH2 bdlgesi ile iletisimin
kesilmesine ve kinaz aktivitesini inhibe eden JH2 bdlgesinin inhibisyon
etkisinin acgida cikmasina neden olur. Bu nedenle, JH2 bdlgesindeki
delesyonlar Jak2 nin aktivasyonu ile sonug¢lanmaktadir. Ayni zamanda,
delesyon analizleri ile Jak2 nin JH2 bdlgesinde bulunan ve inhibisyondan
sorumlu oldugu bilinen tg¢ bdlge tanimlanmistir (74). JH2 bdlgesinin inhibitor
etkisi 6zellikle bu bolgede ortaya ¢ikan mutasyonlarin gosteriimesi ile daha
da iyi anlagilabilmistir.

Fonksiyonu dizenleyen Uguncl basamak; 6zgul sitokin algaci ile Jak’in
etkilesime girmesini saglayan bdlge olarak bilinen FERM bdlgesindeki
dizenlemedir. Jak2'nin FERM bodlgesinin otofosforilasyonu, algag aracil
kinaz aktivasyonunun down-regulasyonunda esas rolu ustlenmektedir (75).

Reseptor agregasyonu ile aktivasyon gergeklestiginde FERM bdlgesinin
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Y11a bolumunde fosforilasyon gerceklegir ve reseptor baglanmasi inhibe
olur, reseptor kompleksinde ayrilma ve degradasyon gerceklesir.

FERM bodlgesi ile pseudokinaz ve kinaz bolgeleri arasinda da karsilikli
bir etkilesim bulunmaktadir. FERM bdlgesinin algaca baglanmasi, yapisal bir
degisiklige yol agarak, birinci basamakta bir gevsemeye ve kinazin aktive
olmasina yol agar. Ancak tam bu donemde JH2 bdlgesi kinaz aktivasyonunu
inhibe eden esas rolu Ustlenmeye baslar. Ligand aracili alga¢g kimelenmesi,
JH2 bdlgesinin inhibisyonunu etkisiz kilar ve transfosforilasyon gerceklesir.
Kinaz aktive olduktan sonra ise, substrat baglanan bdlge acilir ve JH2
bolgesinin inhibitdr etkisi tekrar ortaya ¢ikar. Bu olaylar dizini de
gOstermektedir ki; aktivasyon sadece algag ligand ile baglh durumda iken

surdurulebilmektedir (73).

2.2.2.3. Jak Kinazlar, malign hicre bliyumesi ve hiicrenin

yasamini surdiirmesi

Jak/STAT yolunun proliferatif ve anti-apopitotik etkilerinin olmasi
nedeniyle, bu yolda meydana gelen degisikliklerin insanlarda c¢esitli
hastaliklarin nedeni oldugu dusunulmektedir (50).

STAT larin bazi hematolojik malignite ve solid timorlerin patogenezinde
asiri derecede aktive olduklari ve normal digi aktivite gosterdikleri bilgisinden
ve STAT’larin aktivasyonu igin genellikle Jak’lara ihtiya¢c duymalarindan yola
cikilarak, hematolojik malignensi ve solid tumorlerin patogenezinde Jak
kinazlarin 6nemli bir rol oynadigi kuvvetle dusunulmustur (76,77). Bu
varsayimin dogrulugu, bu ailenin diger mitojenik yollarda da aktivite
g6stermesi ile kuvvet kazanmaktadir. Oyle ki; malign déniisiim ve neoplastik
hicre  buyumesinde gbérev alan Ras-Raf-Map kinaz  yolunun
dizenlenmesinde Jak kinazlar gorev almaktadirlar (78-80).

Jak kinazlar ayni zamanda ABL gibi onkogenler ile normal hlcrelerin
malign déntusumuinde de goérev almaktadirlar (81). Pre-B hiicrelerinden olgun
B hucrelerine donusumu engelleyerek onkogen olarak etki eden V-abl’'nin
etkinligini gosterebilmesi icin STATS5 ve STAT6 ya ihtiyaci oldugu
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gOsterilmigtir. STAT’larin aktivasyonu i¢in de Jak1, Jak2 ve Jak3' Un aktif
olmasi gerektiginden Jak’lar malign suregte etkin gorunmektedirler (81).

Jak kinazlarin malign suregte etkin oldugunu goésteren diger bir
mekanizma ise; Bcl-2 ailesinin aktivasyonu sonucunda, apopitozun ve malign
hicre yasaminin duzenlenmesine dayanir. Jak kinazlar, STAT ve diger
reseptor bagimli yollardan bagimsiz bir yol izleyerek, Bcl-XL (82), bcl-2
(83,84), Bax (84) ekspresyonlarini duzenlemektedir. Jak kinazlar ayni
zamanda p53 bagdimli hicre 6lumu ve apopitozda da goérev almaktadirlar
(85).

Farkli sinyal kaskadlari ile aktive olan Jak kinazlarin malign hucre
yasami ve blyumesini nasil etkiledigi sematik olarak Sekil 2.6’da

gOsterilmigtir (4).

Sekil 2.6. JAK'larin Aktive Ettigi Hiicresel iletim Yolaklari
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2.2.2.4 Losemilerde Janus Kinaz yolu

insanlarda  lésemilerin  ve  diger hematolojikk  malignitelerin
patogenezinde bazi Jak kinaz genlerini igeren anormal translokasyonlar
suclanmaktadir. Bu translokasyonlar etkiledigi Jak’in yapisal aktivasyonuna
neden oldugu gibi dolayli olarak STAT ve diger proteinlerin aktivasyonuna da
yol agmaktadir. Miyeloid ve lenfoid malignitelerde eksprese edilen anormal
Tel-Jak2 flzyon proteinin tanimlanmasi, anormal Jak proteinleri ile onlarin
kinaz bolgelerindeki yapisal aktivasyonunun farelerde I6semi benzeri
sendromlari indukledigini gostermistir. Bu bilgiden yola gikilarak, insanlarda
da I6semi fenotipinin gelisiminde Jak aktivasyonunun onemli olabilecegi
gorusu ortaya atiimistir. Tel-dak2 flzyon proteini t1(9:12) (p24; p13) veya
1(9:15:12) (p24; q15; p13) translokasyonlari sonucunda ortaya ¢ikar. 1(9:12)
(p24; p13) translokasyonu, erken preB akut lenfoblastik |6semi (ALL),
t(9:15:12) (p24; q15; p13) translokasyonu ise atipik kronik miyeloid 16semi
(KML) olgularinda bulunmaktadir (86-88). Tel'in heliks-loop-heliks
dimerizasyon boélgesinin, Jak’in katalitik bdlgesine flzyonu ile Jak2’de yapisal
fosforilasyon/aktivasyon olay! baglamakta ve bundan sonra gelisecek olan
basamaklarin aktivasyonu saglanmaktadir.

Kemik iligi transplantasyonu araciligiyla nakledilen Tel/Jak2 fuzyon
geninin farelerde fatal, miks miyeloproliferatif ve T-hlcreli lenfoproliferatif
sendroma neden oldugu gosterilmistir (89). Tel/Jak2 flzyon proteininin
Iokomogenez etkisi Jak2 flzyon proteininin yapisal aktivasyonu ile Stat
proteinlerinin (STAT1, STAT3 ve STATS) fosforilasyonu ve aktivasyonu ile
gerceklesmektedir (90). Farelerde miyeloproliferatif ve lenfoproliferatif
sendromun gelismesinde esas rolii STAT 5 Ustlenmektedir. Oyle ki;
STATSa/b eksikligi olan kobaylardan kemik iligi nakli yapildiginda bu malign
hastaliklarin gelismedigi gorulmustur (91). Bu durum insanlarda gorulen
Tel/dJak2 ile indiklenen sendromlarda da STATS in esas rolu Ustlendigini
disundirmektedir (4). Sonu¢ olarak anormal STAT aktivasyonunun
apopitoza direncgli, buyime faktorlerinden bagimsiz hareket eden, duzensiz
hicre proliferasyonu ile giden miyeloid I6semi gelisimindeki olaylar zincirine
katkida bulundugu bilinmektedir (92). AML’deki STAT aktivasyonlarinin
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molekuler temeli tam olarak bilinmemektedir, ancak I6komojenik flzyon
protein tirozin kinazlarin (Tel-Jak2 ve Tel-ABL-1) ve mutant tirozin kinazlarin
(FLT3 ve c-Kit) STAT3 ve STATS’i veya her ikisini birlikte aktive ederek
|I6semi gelisimine etki ettikleri dusunulmektedir (92).

Tel-Jak2 fuzyon proteini yaninda diger mekanizmalarin da Jak-bagimli
|Iokomogeneziste etkili oldugu bilinmektedir.

Bu mekanizmalardan bir digeri de; insan Jak’larinda gelisebilecek olan
mutasyonlardir. Bu mutasyonlarin, Drosophila Jak’larinda Jak/STAT yolunun
hiperaktivasyonuna, sonu¢ olarak da hematopoetik neoplazilerin ve
gelisimsel defektlerin gelisimini sagladigr gosterilmigtir (93,94).

Lésemik transformasyonlarda Jak’larin rolind destekleyen diger bir
calisma da; 6zgul Jak-kinaz inhibitori olan AG490’nin primer B hucre
|6semilerinde Jak fosforilasyonunu ve dolayisiyla hicre proliferasyonunu
engellediginin gosterilmesi ile desteklenmistir (95). Bu galismada relaps
gOsteren akut lenfoblastik 16semi hastalarinin I6semi hucrelerinde Jak2’nin
yapisal olarak asir aktif oldugu ve AG490 inhibitori kullanilarak apopitozu
engellemek suretiyle 16semik hucrelerin buyimesinin segici olarak inhibe
edildigi gosterilmigtir (95). Ayrica, bu calisma ile AG490’nun normal
hematopoez Uzerine bir etkisinin olmadigi da kanitlanmigtir (95). Bu bulgular,
relaps ALL’de Jak2’nin patogenezde dnemli bir roli oldugunu ve gelecekte
Jak-kinaz aktivasyonunun engellenmesi ile akut I|6semi tedavisinde
ilerlemeler kaydedilecegini kuvvetle dusundurtmektedir.

Losemi etyopatogenezinde Jak2'nin varligi bu sekilde gosterilmisken,
Jak2 aktivasyonuna yol agan Jak2 mutasyonlari da son yillarda sikga

arastirlmaya baglanmistir.

2.3. Jak 2 V617 F Mutasyonu
Jak2V617F mutasyonu, Jak 2 kinazin JH2 bdlgesinde gelisen somatik
bir nokta mutasyonudur. Jak2 Uzerindeki V617 F bdlgesinin sematik

gorunumu Sekil 2.7°de verilmistir (7).
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Sitokin baglayan kisim “Psédokinaz” bdlgesi
FERM (oteinhibitér kisim)

JHT l JHE l JH5 l JH4 I JH3 l JH2 l dJH1

Kinaz Bélgesi

Sekil 2.7. Jak2’nin V617F Bolgesinin Sematik Gorunumu

Bu mutasyon sonucunda kinaz aktivitesinin inhibisyonundan sorumlu
bolge olan JH2 bodlgesinde valin 617 nin yerine fenilalanin gecger (7). JH1
bolgesinin yapisi ve Jak2’nin tum yapisi tam olarak aydinlatilamadigindan,
Jak2V617F mutant allellerinin yapisi ve fonkiyonel sonucu tam olarak
anlasilabilmis degildir. Bununla birlikte, JH2 bdlgesinin otoinhibitér bdlge
olarak duzenleyici bir gorev ustlendigi bilindiginden, bu bodlgede olusacak
delesyonlarin yapisal kinaz aktivasyonuna neden olacagi agiktir (7).

JH2 Dbodlgesindeki nokta mutasyonunun o6nemi, Drosophila Jak
homologlarinda deneysel olarak vyapilan delesyon calismalar ile
gOsterilmigtir. Sineklerde yapilan bu delesyon c¢alismalari sonucunda
hiperaktif kinaz yapisi gelistirilerek, hematopoetik malignansi gelisiminde
etkili oldugu ortaya c¢ikartilmistir (93,96).

Jak aktivasyonuna bagh STAT’larda olusan aktivasyon, sitokinden
bagdimsiz olarak dongunun devamina ve antiapopitotik etkinin gelisimine
neden olmaktadir (50). Jak2V617F mutasyonu olan hucre serileri ile yapilan
calismalarda da sitokinden bagimsiz olarak biyime ve sitokine kargi artmis

bir yanit oldugu saptanmistir (12).
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insan kan ve kemik iligi kullanilarak yapilan gok sayida laboratuar
caligsmalarinda Jak2V617F mutasyonunun  ¢gesitli  kronik  miyeloid
hastaliklarda bulundugu gdsterilmistir (8,9,12,13, 16, 89-91) Bu mutasyon
algac- ligand etkilesimi olmadan aberran sinyallerle miyeloid hicrelerde asiri
proliferasyona neden olmaktadir (7). Jak2V617F mutasyonu polisitemia
verall, hastalarin hemen hemen tamaminda (8,89,97-99), esansiyal
trombositemili, miyeloid metaplazili ve miyelofibrozisli hastalarin ise %35-
50’sinde  bulunmaktadir. Bu mutasyonun varhdi ayni zamanda
miyelodisplastik sendromlu veya atipik miyeloproliferatif/miyelodisplastik
hastahgi olanlarin da %10’undan azinda da gOsterilmigtir
(9,11,12,13,99,100).
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3. GEREG VE YONTEM

Bu galisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi (A.U.T.F.) Cocuk Saglig
ve Hastaliklari Anabilim Dali Pediatrik Hematoloji Bilim Dali, Pediatrik
Onkoloji Bilim Dali, Pediatrik Molekiiler Genetik Bilim Dali ve LOSANTE
Losemili Cocuklar Hastanesi’'nin katihmi ile A.U.T.F Cocuk Saghg ve
Hastaliklari Anabilim Dali’'nda, Ankara Universitesi Arastirma Fonunundan

destek alinarak gerceklestirilmigtir.

3.1. Caligma grubu

Kasim 2002-Temmuz 2007 tarihleri arasinda, yaslar 8 ay ile 15 yas
arasinda olan, yeni / relaps I6semi tanisi almig 53 hasta ¢alismaya alinmigtir.
Hastalarin 31'i Ankara Universitesi Pediatrik Hematoloji Bilim Dalindan, ikisi
Ankara Universitesi Pediatrik Onkoloji Bilim Dalindan 20’si LOSANTE
Losemili Cocuklar Hastanesinden g¢alismaya dahil edilmistir. Hasta
ailelerinden (anne vel/veya baba) bilgilendiriimis onam formu alinmis ve

¢alisma etik kurul izniyle gergeklestiriimistir.

3.2. Caligma Plani
1. Calismaya alinan hastalarin dosyalari asagida verilen bilgiler

yonunden taranmigtir.

a. Hastanin yasi, cinsiyeti

b. Tani aninda bakilan hemoglobin (Hb), beyaz kure (BK) ve
trombosit degerleri
Tani kemik iligi immunfenotiplendirme sonuglari
Tani kemik iligi konvansiyonel sitogenetik ve FISH sonugclari

Losemi tipi

- o o o

Hastalarin risk degerlendirmesi ve almig oldugu tedavi
protokolleri

g. Indiksiyon tedavisine yanit

h. Hastaligin tekrarlamasi (relaps) durumu

i. Tedaviye yanitsizlik (refrakterlik)
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j-  Hastanin son durumu
k. Olim varsa 6lim nedeni
I. Genel sag kalim suresi (Tani tarihinden 6lUm tarihine ve yasayan
olgularda Mart 2010 tarihine kadar hesaplanmistir)
2. Cocukluk cagi losemilerinde Jak2V617F mutasyonunun varligi ve
hastalik prognozu ile iligkisinin gosterilmesi ileriye yonelik bir galisma olarak

planlanmigtir.

3.2.1 Losemi Tanisinda ve Risk Saptamasinda Kullanilan Kriterler

Losemi tanisi ve risk grubu tayini tani asamasinda tam kan sayimi,
periferik yayma, kemik iligi aspirasyon incelemeleri (morfolojik degerlendirme,
immunfenotiplendirme ve sitogenetik inceleme) ile yapilmigtir.

Akut Losemilerde FAB siniflamasi kemik iligi aspirasyonu ile alinan
orneklerden yapilan yaymalarin morfolojik olarak degerlendiriimesi ile
yapiimistir. immiinfenotiplendirme, akimsitometri yontemi kullanilarak I6kosit
yluzey antijenlerine yonelik monoklonal antikorlar ile ylzey belirleyicilerine
bakilarak yapilmis ve blastik hucre populasyonu igerisindeki yuzde oranlari
tespit edilmigtir. ALL ve AML tanili hastalar, FAB klasifikasyonuna gore ve
imminfenotiplemeye gére alt gruplara ayrilmistir. imminofenotiplendirme
calismasinda CD34 ve MPO icgin %10’un, diger CD yuzey antijenlerinde ise
% 20’nin Uzerinde olan degerler pozitif olarak kabul edilmistir.

ALL'li hastalar tani kemik iliginin akim sitometri yontemi ile
immunfenotiplendirmesi neticesinde WHO siniflamasi esas alinarak
Preklrsor B, matur B ve T ALL olarak Ug alt gruba ayrnimistir (28,29). HLA-
DR, TdT, CD10, CD19, CD 20, CD22, CD 79a, CD34, sitoplazmik IgM
antijeni taglyan hastalar prekursor B ALL, yuzey Ig tasiyan hastalar matir B
ALL, CD1, CD2, TdT, sitoplazmik CD3, CD4, CD5, CD7, CD8 ylzey antijeni
tasiyan hastalar ise T ALL olarak siniflandiriimistir.

EGIL (European Group for the Immunological Classification of
Leukemias)a gbre hem miyeloid hem de lenfoid ylzey antijeni
puanlamasinda ikiden fazla puan alan hastalar bifenotipik 16semi olarak
siniflandinimistir (28,30).
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ALL olup miyeloid ylzey antijeni bulunduran ancak puanlamada 2 den
az puan hastalar My(+) ALL, AML olup lenfoid yuzey antijeni bulunduran
ancak puanlamada 2 den az puan hastalar ise Ly(+) AML olarak
siniflandiniimistir.

Prognozda ve risk gruplamasinda onem tasiyan kromozomal anomaliler
kemik iligi Orneginin konvansiyonel sitogenetik ve FISH yontemi ile
calisiimasi neticesinde saptanmistir. Kemik iligi FISH c¢alismasinda
hastalarin farkli merkezlerden calismaya alinmasina bagl olarak merkezin
olanaklarina gore degismekle birlikte ALL’li hastalar icin t(9;22), t(4;11), ve
11923 anormalligi, AML igin ise t(15;17), inv(16), t(12;21), monozomi7,
t(9;22) calismalari yapiimigtir.

3.2.1.1. ALL’li hastalarin almis olduklari tedavi protokollerine gore

risk grubu tayini

Hastalarin almis olduklari tedavi protokolleri tedavi goérdikleri

merkezlere gore farklilik gosterdiginden hastalar her tedavi protokollinin
ongordugu sekilde risk gruplarina ayriimistir.

CCG protokoll uygulanan hastalar protokolun belirttigi sekilde standart

ve yuksek riskli olarak 2 gruba ayriimistir.

e Yaslari 1-9 olup, T hucre I6semisi olmayan, ekstrameduller tutulum
saptanmayan ve tani BK <50.00/mm? olan hastalar standart risk
grubuna alinmistir

e Bir yasin alti, 9 yasin Gzeri, T hucre lI6semisi, tanida ekstrameduller
tutulumun olmasi ve tani BK>50.00/mm? olmasi gibi 6zelliklerden
birisini tagsiyan hastalar ylksek risk grubuna alinmistir.

BFM 95 protokoll uygulanan hastalar ise protokollin belirttigi sekilde

standart, orta ve yuksek riskli olarak 3 gruba ayriimistir.

e Yaslar 1-6, tani BK 20.000/mm? den disiik, 8. gun perifer kaninda
blast sayisi 1000/mm? altinda ayrica T fenotipine sahip olmayan ve
33. gun blast sayisi <%5 olup, t(4;11) ve 1(9;22) translokasyonlarini

tasimayan hastalar standart risk grubuna alinmigtir.
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e Bir yas alti, 6 yas Ustii, tani BK 20 000/mm? ve (izeri olan, 8. giin
perifer kaninda blast sayisi 1000/mm?® altinda, 33. giin kemik ili§i
remisyonda saptanan ve t(4;11) ve t(9;22) translokasyonlarini
tasimayan hastalar orta risk grubuna alinmigtir.

e Tanida t(4;11) ve t(9;22) bulunan, sekizinci gun perifer kaninda blast
sayisi 1000/mm? Ustiinde ve 33. giin kemik iligi blast sayisi %5'in

Uzerinde olan hastalar yuksek risk grubuna alinmigtir

3.2.1.2. AML’li hastalarin almis olduklar tedavi protokollerine gore
risk grubu tayini
CCG ve BFM tedavi protokolu alan tum hastalar genel prognostik

kriterler esas alinarak risk gruplarina ayrilmistir.

Yuksek riske alinma kriterleri:

1. Tani BK>100 000/mm?® olmasi

2. Ekstrameddller tutulum varhgi

3. Sekonder gelisen AML olmasi

4. AML FAB MO, AML FAB M1/2 (auer rod yok), AML FAB M4, AML
FAB M5, AML FAB M6, AML FAB M7 fenotipini tagimasi

. Indiiksiyonun 15. giiniinde blast sayisinin %5 den fazla olmasi

&)

Standart riske alinma kriterleri
. AML FAB M3 ve AML M4Eo fenotipini tagimasi
t(8;21), inv(16), t(15;17) pozitifligi

Down sendromu ile birliktelik

w nh =

3.2.2. Jak2V617F mutasyon g¢alismasi

Ldsemi tanisi alan gocuk hastalarda tedavi 6ncesinde alinan perifer kan
orneklerinde Jak2V617F mutasyonu g¢alisiimistir.

Jak2V617F mutasyonu, spontan nokta mutasyonu oldugundan ve
saglkh bireylerde gorulmesi beklenmediginden c¢alismada kontrol grubu

olusturulmamistir. Mutasyon saptanmasi durumunda, hastanin remisyon
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doneminde alinmasi uygun gorulen kan orneginden caligilacak Jak2V617F

mutasyonunun hastanin kendi kontrol grubunu olusturmasi kararlagtiriimistir.

3.2.2.1. Kan orneklerinin toplanmasi ve yontem

Calisma grubunu olusturan hastalardan 1ml 0,5 M
Etilendiamintetraasetikasitli (EDTA, Sigma, ABD) steril tup igerisine 9 ml kan
ornegi alinmistir. Standard proteinaz K, fenol/Kloroform ydntemi ile DNA
ayristirma iglemine tabi tutulmus, ardindan Jak2V617F mutasyonu
calisiimistir. Bu calismalarin tumu, Pediatrik Molekuler Genetik Bilim Dali
Laboratuarlar’nda Light Cyler Cihazi (Roche Applied Science, Germany) ile
gergeklestirilmistir.

3.2.2.2. DNA ayrigtirimi

Calisma grubunu olusturan hastalardan alinan kan ornegi falkon tup
icerisinde 25 ml RBC (Red Blood Cell) lizis solisyonu (155 mM Amonyum
Klorid, AppliChem, Almanya); 10 mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya);
0,5 mM EDTA (AppliChem, Almanya) ile calkalanarak 20 dakika buzda
bekletilmistir. Sogutmali santrifujde (Hettich, Aimanya) +4°C’de 4000 rpm’de
20 dakika santrifuj edildikten sonra supernatant dokulerek, pellet Uzerine
tekrar 25 ml RBC Lizis soliusyonu eklenmigtir. Bu iglem tim eritrositler
giderilene kadar tekrarlanmistir. Dipte kalan |6kositler Gzerine 1000 ul. RBC
Lizis solUsyonu eklenerek, bu karisimin 800 pl’'si ependorf tipune alinarak
stok olarak saklanmigtir. Geriye kalan 200 pl'lik karigim ependorf tupune
alinarak, Uzerine 20 pyg/ml olacak sekilde Proteinaz K enzimi (Fermentas,
Litvanya), son konsantrasyon %0,5 olacak sekilde %10’luk Sodyum Dodesil
Sulfat (SDS, Merck, Almanya), lokosit hacminin 2,5 kati olacak sekilde
nukleaz solusyonu (10 mM Trisklorid, Amresco, ABD) pH:8; 100 mM Sodyum
Klorid, 1 mM EDTA (pH: 8) ve 5 pl internal kontrol (Roche Diagnostics, ABD)
eklenerek bir gece 56°C’de sicak su banyosunda (Kotterman, Almanya)
bekletilmistir.

ikinci glin 1:1 oraninda Fenol/Kloroform (Merck, Almanya), izoamilalkol

(Merck, Almanya) eklenerek 10 dakika ¢alkalanmistir. Buz igerisinde 20 dk
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bekletilerek +4°C 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. iki faza ayrilan
karisimin Ust kismi baska bir ependorf tuplne alinarak Uzerine toplam
hacmin 1/10’u kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2
kati kadar %95’lik alkol (Tekel, Turkiye) eklenmigtir. Ependorf tipu alt-tst
edilerek DNA gorunur hale getirildikten sonra -20°C’de bir gece bekletilmigtir.

Uglincli giin +4°C 4000 rpm’'de 20 dakika santrifiij edilerek DNA
¢Oktlrdlmustlr. Supernatant dokulerek tipe 500 ul %70’lik alkol eklenir ve
+4°C 4000 rpm’de 20 dakika santrifuj edilmigtir. Santrifj sonunda alkol
dokulmus ve tup, kurutulmaya birakilmistir. Kurutulduktan sonra tlp igerisine
Tris-EDTA (10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA) solusyonu eklenip 37°C’de bir gece
bekletilerek DNA’nin ¢oziilmesi saglanmistir. izole edilen DNA +4°C'de

saklanmistir.

3.2.2.3 Jak2V617F mutasyon analizi:

Jak2V617F mutasyon analizi i¢cin Gergek Zamanh Polimeraz Zincir
Reaksiyonu uygulamasinda erime egrisine gore analiz temeline dayanan,
Light Cycler (Roche Molecular Biochemicals, Manheim, Almanya) cihazi
kullaniimigtir. Calisma iki basamakta gergeklestiriimistir. Birinci asamada
elde edilen DNA materyalinin kalite ve kantite agisindan degerlendirmesi
yapilmistir. Bu amacgla Genomik DNA uygun PCR primerleri kullanilarak
amplifiye edilmistir. Her PCR reaksiyonu, 5 uL DNA 0Ornegine toplam volim
20pL olacak sekilde, 7.4uL DNA-RNA free su, 1.6uL Mg*? solusyonu, 4.0 pL
bolgeye 6zgu primer ve prob karisimi, 2.0 pL Fast Start PCR karigimi
eklenerek hazirlanmistir.

CR sikluslar, 95 °Cde 10 dakika denaturasyon ile baslatiimigtir.
Ardindan kirk déngiiden olusan 95 °Cde 10 saniye, 53 °Cde 10 saniye ve 72
°Cde 20 saniye ile cycling fazi gerceklestirilmistir. DNA melting curve analizi
(erime egrisi analizi) 95°C’de 10 saniye denatiirasyon, 40 °C’de 20 saniye
analiz ve 85 °C’de 0 sn ile tamamlanmistir. Erime egrileri her bir érnek igin
elektronik olarak kaydedilmis ve gozle analiz edilmistir. Bu agamada yapilan
degerlendirmede oOrneklerin kaginci basamakta PCR’a girdigi denetlenmisg,

18-25 basamakta PCR’a giren érnekler ¢calismaya alinmigtir.
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ikinci asamada; JAK-2 Mutasyonu agisindan, tekrar farkli primer ve
problar kullanilarak calisma gergeklestiriimis ve erime egrisi analizine gore
degerlendirme yapilmigtir. 18-25 cyclerden daha ge¢ PCR’a giren ornekler
calismaya alinmamistir. Her iki calisma igin ayni reaksiyon hacimleri ve PCR
kosullari kullanilmigtir. Bu amacgla Genomik DNA uygun PCR primerleri
kullanilarak PCR ile amplifiye edilmis, her PCR reaksiyonu, 5 uL DNA
ornegine toplam volium 20uL olacak sekilde, 7.4uL DNA-RNA free su, 1.6uL
Mg*? solusyonu, 4.0 pL bdlgeye 6zgii primer ve prob karisimi, 2.0 uL Fast
Start PCR karisimi eklenerek hazirlanmistir.

Analiz PCR esnasinda diziye 0zel, mutasyonun oldugu bdlgeye
baglanan probun, normal ve mutasyon olan diziden kopma sicakligi
farkindan kaynaklanan degisime bakilarak gergeklestiriimistir. Analiz 56°C’
de normal diziden ve 60°C’ de degisime ugrayan diziden kopan problarin
verdigi egrilere gore yapilmistir. Homozigot mutant ve heterozigot olan allel
icin 60°C’ pik varligina, homozigot normal allel i¢in ise 56 C ‘de pik varligina
bakilmistir “Klamping Assay “ tekniginin kullanildigi bu ¢alismada amag sik
gorulen normal allelin baskilanmasi oldugundan, normal allel gok zayif bir pik
olarak gorundr ya da hig gérinmez halde sistemde degerlendirilirken, amag
mutant allel varliginin gosterilebilmesini hedeflemektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Ozellikleri:

Calismaya dahil edilen 53 hastanin yas ortalamasi 6.94 + 3.90 (8 ay-15
yil) olup hastalarin 27’si (% 50,94) kiz, 26’s1 (% 49,05) erkekti. Hasta
grubunda 32 ALL, 11 AML, 5 KML, 2 bifenotipik 16semi, 1 JMML, 1 KMML, 1

MDS tanili hasta vardi.
Hastalarin hastalik gruplarina gore yas dagihimlari ve cinsiyetleri tablo

4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1. Calismaya Alinan Hastalarin Tanilarina Goére Yas ve Cinsiyet

Dagilimlar
GRUPLAR (n) Yas Dagilimi | Cinsiyet Dagilimi

(yil) Kiz Erkek
(n) (n)

ALL 32 1.2-15 16 16
Yeni tani 27 1.2-15 15 12
Relaps 5 2.1-4 1 1 4
AML 11 3.8-12.1 5 6
Yeni Tani 8 3.8-11.5 4 4
Relaps 3 5-12,1 1 2
Bifenotipik I6semi 2 12.1-13.1 2 0
KML 5 7.1-10.8 2 3
JMML 1 0.8 0 1
KMML 1 6.7 1 0
MDS 1 8.1 1 0

Toplam 53 0.8-15 27 26

4.2. Lésemi Tipleri ve Ozellikleri

4.2.1 ALL’li Hastalarin Tanisal Ozellikleri

ALL’li hastalarin taniya ait 6zellikleri Tablo 4.2’de verilmigtir. Toplam 32
ALL hastasinin besi relaps, 27’si yeni tan1 ALL’ydi. Relaps ALL hastalarindan
29 numarali hasta izole SSS relapsi iken diger 4 hasta kemik iligi relapsi

tanisi ile izleniyordu.

39



Yeni tan1 27 ALL hastasinin 17’si prekursor B ALL, 3’0 My(+) prekursor
B ALL, biri matur B ALL, 7’si T-ALL idi. Relaps ALL grubunda ise iki My(+)
prekirsor B ALL, U¢ Preklrsér B ALL’li hasta vardi. Prekirsér B ALL, My+
Prekarsor B ALL ve matir B ALL tanisi ile izlenen hastalarin
immunfenotiplendirme sonuglari Tablo 4.3'de T ALL tanisi ile izlenen
hastalarin immunfenotiplendirme sonugclari ise Tablo 4.4’de verilmigtir.

Yeni tani ALL’li hastalardan 15 numaral mattr B ALL’li hastanin tanida
over ve akciger tutulumu, 7 numaral prekursor B ALL tanil hastanin bébrek

tutulumu, T ALL’li 8 ve 16 numaral 2 hastanin da mediasten tutulumu vardi.
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Tablo 4.2. ALL’li Hastalarin Tanisal Ozellikleri

Hasta Ad Soyad Yas Cinsiyet Hb BK Tromb Tani alt grubu K. Sitogenetik
No (g/d1) (10°/L) (10°/L) FISH
1 MEK 2.8 E 6.0 17.9 13 Prekirsor B ALL Metafaz yok
2 AC 1.9 E 7.9 5.7 96 Prekiirsér B ALL Trizomi 17
3 NKO 4.10 K 12.3 29.3 169 Prekirsor B ALL Metafaz yok
4 FB 5.10 E 9.8 1.51 137 Prekirsér B ALL Metafaz yok
5 MA (i) 1.2 E 12.8 5.1 20 My+ Prekursor B-ALL MLL gen bélgesinde yeniden
yapilanma
6 HS 4.7 E 11.1 60.6 10 Prekiirsér B ALL 46 XY
7 FK (E) 13.8 K 6.5 24.6 31 Prekirsor B ALL 46 XX
8 AY (E) 5.10 E 9.8 161 279 TALL Metafaz yok
9 EY 2.3 E 10.7 34.6 37 Prekirsor B ALL Metafaz yok
10 ZB 6.2 K 6.2 4.2 63 T-ALL Metafaz yok
11 MK 12.8 E 14.2 34.4 31 T-ALL Metafaz yok
12 MO 11.10 K 12.3 127 10 Prekiirsor B ALL Metafaz yok
13 HA 7.9 K 8.0 289.5 16 T-ALL Metafaz yok
14 TB 9.3 K 8.8 1741 42 Prekirsor B ALL Monozomi 10, t(4;11)
15 SA (E) 5 K 10.8 7.2 44 Matir B ALL Trizomi7, t(4;11)
16 YEI (E) 15 E 10.7 210.4 27 TALL Metafaz yok
17 EY 1.8 E 9.1 24 153 Prekirsor B ALL 46 XY
18 RY 1.7 K 12.1 5.23 21 Prekirsor B ALL 46 XX
19 HS 43 K 5.4 45 12 Prekirsor B ALL 46XX
20 0s¢ 4.3 K 9.7 22 69 Prekursor B-ALL 46 XX
21 SF 3 K 12.9 17.4 121 My+Prekirsor B-ALL Metafaz yok
22 EG 11.2 E 10.8 11 62 T-ALL Tetraploidi
23 BA 9.4 E 8.6 2.1 82 Prekirsor B ALL 46 XY
24 MY 9.5 K 6.0 160.6 48 My+Prekirsor B-ALL 46 XX
25 EB 133 K 7.5 50.2 37 Prekiirsér B-ALL Hiperdiploidi
26 SK 125 K 5.2 1.7 57 T-ALL 46 XX
27 EB 4.3 K 10.4 36.4 80 Prekirsor B-ALL 46 XX
28 CA® 3.8 E 13.0 5.6 95 My+ prekiirsér B ALL 46 XY, Trizomi 10
29 MEK ® (E) 3.2 E 11.2 6.2 326 Prekiirsér B ALL 46 XY
30 iI® 3.4 E 9.6 6.8 31 My+ prekirsér B ALL Multipl anomali
31 HA ® 2.10 K 10.1 0.7 13 Prekirsor B ALL 11923
32 EA® 4.10 E 10.2 1.5 168 Prekirsor B ALL 46 XY

®:Relaps ALL, (i): Infant ALL, (E): Ekstramediiller tutulum
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Tablo 4.3. Prekiirsor B ALL, My+ Prekiirsér B ALL ve Matiir B ALL Tanili Hastalarin immiinfenotiplendirme Sonuglari

:asta Ad Soyad CD 10 CD 19 CD20 CD22 CD79a Cy IgM CD34 HLADR TdT CD13 CD 33 CD15 CD117
o

1 MEK *) *) *) *) *) *)

2 AC *) ) *)

3 NKO *) *) *+) ) *) *)

4 FB *) *) *) *)

5 MA *) () *) *+) *)

6 HS *) *) *) *) *)

7 FK *) *) () *+) *) *+) (+) *+)

9 EY *) *) *) *) *)

12 MO *) *) *) *) *) *)

14| 1B *) *+) () *)

15| SA(E) *) *) *) *)

17| EY *) *) ) () *) *+)

18 RY *) *) *) *) *) *) *)

19| HS *) *) () () *+)

200 OsC *) *) () *) (*+) *)

21| SF *) *) *) *) *) *)

23 BA *) *) () *) (*+) *+) *)

24 MY *) *) *) *) *)

25 EB *) *) ) () *) *+)

27 EB *) *) *) *)

28| CA® *) *) () ) *) (*+) *) *+)

29 MEK ® (E)

3 ne *) *) *) *) *) *)

31 HA® *) *+) *) (+)

32 EA® *) *) *) *) *)

Relaps ALL, (I): infant ALL, (E): Ekstramediiller tutulum
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Tablo 4.4. T ALL Tanisi ile izlenen Hastalarin immiinfenotiplendirme Sonuglari

Hasta Ad Soyad CD2 CD3 CD5 CD7 CD4 CcD8 TdT
No

8 AY (E) (+) (+)

10 ZB (+) (+) (+) (+) (+) (+)

1 MK (+) (+) (+) (+) (+) (+)

13 HA (+) (+) (+) (+) (+)

16 YEI (E) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)

22 EG (+) (+) (+)

26 SK (+) (+) (+) (+)

(E): Ekstramedadiller tutulum

4.2.2 ALL’li Hastalarin Tedavi ve izlem Ozellikleri:

A.U.T.F. Pediatrik Hematoloji Kliniginde 15 yeni tani ALL'li hasta
izlenmigtir. Bu hastalardan 5 numarali hastaya infant ALL olmasi nedeni ile
CCG 1953 tedavisi, 15 numarali hastaya matir B ALL olmasi sebebi ile POG
9317 kemoterapi protokoll baslanmistir. Bu 2 hasta disindaki diger hastalar
CCG protokollne gore risk gruplarina ayrilimig; dort hasta standart risk grubu
olarak kabul edilerek CCG 1952 tedavi protokolu ile 9 hasta ise yuksek risk
grubu kabul edilerek CCG 1961 tedavi protokolu ile tedavi edilmigstir. Hastalarin
tamaminda indliksiyon sonu remisyon saglanmistir. Hastalarin son durumlari
Tablo 4.5’ de verilmisgtir.

A.U.T.F Cocuk Onkoloji Kliniginde izlenen bir hastaya lenfomat6z
l6semi tanisi nedeni ile CCG 106 Rejim B tedavisi baslanmistir. indiiksiyon
sonu remisyon saglanan bu hastanin halen idame tedavisi devam etmektedir.

Losante Losemili Cocuklar Hastanesinden galismaya alinan 11 yeni tani
ALL’li hasta BFM95 kemoterapi protokoline gore risk gruplarina ayriimig olup
hastalardan besi standart, altisi orta riskli olarak kabul edilmigtir. Yeni tani
ALL’li hastalar iginde yuksek risk grubuna alinan hasta olmamistir.

Ldsante Losemili Cocuklar Hastanesinde izlenen ve kemik iligi relapsi
olan iki hasta REZ BFM 2002 protokoli, A.U.T.F. Pediatrik Hematoloji
Kliniginde izlenen kemik iligi relapsi olan 2 hasta CCG 1941 tedavi protokolu,
izole SSS relapsi olan bir hasta ise POG 9412 tedavi protokoll ile tedavi
edilmistir. Hastalardan hepsi indlUksiyon sonu remisyona girmis olup,

hastalarin son durumlari Tablo 4.5 de verilmistir.
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Tablo 4.5. ALL’li Hastalarin Tedavi ve izlem Ozellikleri

Hasta | Ad Risk Tedavi indiiksiyon | Son durum GSKS
No Soyad grubu Protokolii Remisyon (ay)
1 MEK Standart CCG 1952 Var SSS Relapsi (16.ay)- Ex 38
2 AC Standart CCG 1952 Var Yasiyor 41
3 NKO Standart CCG 1952 Var Yasiyor 46
4 FB Standart CCG 1952 Var Yasiyor 75
5 MA (i) infant CCG 1952- Var Yasiyor 35
tip 1953
6 HS Yuksek CCG 1961 Var Yasiyor 42
7 FK (E) Yiksek CCG 1961 Var Yasiyor 41
8 AY (E) Yiksek CCG 1961 Var Yasiyor 46
9 EY Yiksek CCG 1961 Var Testis Relapsi —yasiyor 70
10 ZB Yiksek CCG 1961 Var Yasiyor 59
MK Yiksek CCG 1961 Var Yasiyor 57
12 MO Yiksek CCG 1961 Var Kemik iligi Relapsi -Ex (Sepsis) 53
13 HA Yiksek CCG 1961 Var Yasiyor 72
14 B Yuksek CCG 1961 Var Yasiyor 35
15 SA (E) Yiksek POG 9317 Var Kemik iligi relapsi (4.ay)-Ex 5
(Akciger enf)
16 YEI (E) Yiksek COG 106 Var Yaslyor 33
Rejim B
17 EY Standart BFM 95 Var Yasiyor 31
18 RY Standart BFM 95 Var Yasiyor 36
19 HS Standart BFM 95 Var Yasiyor 36
20 0sc Standart BFM 95 Var Yasiyor 35
21 SF Standart BFM 95 Var Yasiyor 34
22 EG Orta BFM 95 Var Yasiyor 34
23 BA Orta BFM 95 Var Yasiyor 33
24 MY Orta BFM 95 Var Relaps-HKHT yapildi- Yagiyor 31
25 EB Orta BFM 95 Var Relaps (16.ay)-Ex 18
26 SK Orta BFM 95 Var Ex (Sepsis) 8
27 EB Orta BFM 95 Var Yasiyor 35
28 CA® Yuksek CCG 1941 Var Yasiyor 37
29 MEK ® Yiksek POG 9412 Var KI Relaps-Ex 22
(E)
30 il® Yiksek CCG 1941 Var Refrakter —Ex 3
31 HA® Yuksek ALL REZ Var HKHT yapildi —=Yagsiyor 32
BFM 2002
32 EA® Yiksek ALL REZ Var Relaps (2.ay)-Ex (Refrakter) 7
BFM 2002
®: Relaps

(E):Ekstramediiller tutulum
(I): infant ALL
HKHT: Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu

GSKS: Genel sag kalim siresi
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4.2.3. AML’li Hastalarin Tanisal Ozellikleri

Hastalardan sekizi A.U.T.F. Hematoloji Kliniginde diger 3 tanesi ise
Ldsante Losemili Cocuklar Hastanesinde takip edilmekteydi. Onbir AML’li
hastanin 3’0 relaps 8’i yeni tani ile izlenmekteydi. AML’li hastalarin taniya ait
Ozellikleri Tablo 4.6’da immunfenotiplendirme sonuglari Tablo 4.7°de verilmistir

Yeni tani alan hastalarin ikisi MDS’e ikincil gelismis olup, bu hastalardan
birinde monozomi 7, diger hastanin 6. kromozomunda ring anomali vardi.
Ekstramedduller tutulum iki hastada mevcuttu. Alti numarali hastada diseti
hiperplazisi, AML M5 tanili 11 numarali diger hastada ise orbital granulositik

sarkom vardi.

4.2.4. AML’li Hastalarin Tedavi ve izlem Ozellikleri

Yeni tani AML’li hastalardan 7 numarali hasta standart risk, diger 7 hasta
ise yuksek risk olarak kabul edilmigtir. Hastalardan biri AML BFM 2004 tedavi
protokollu diger 7 hasta ise CCG 2961 tedavi protokoll ile tedavi edilmistir.

AML’ li hastalarin tedavi ve izlem ozellikleri Tablo 4.8 de verilmigtir.
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Tablo 4.6. AML’li Hastalarin Tanisal Ozellikleri

Hasta Ad Soyad Yas Cinsiyet Hb WBC Trombosit Tani alt grubu K. Sitogenetik/
No (g/dl) | (10°L) | (10°L) FISH
1 SB (MDS) 11.5 K 9.0 24 24 AML M1-M2 Ly+ Coklu kromozom kirigi, monozomi 7
2 DAO (MDS) 4 E 7.7 32 32 AML M4-M5 Ring 6
3 EO 11.11 E 10.0 280 39 AML MO Ly + Metafaz yok
4 HA® 8.5 E 12.3 1.3 224 AML M4 Ly+ 46 XY
5 EB 45 E 5.9 1.7 28 AML M4-M5 Metafaz yok
6 BG (E) 3.8 K 7.6 8.7 24 AML M4 LY+ 46 XX
7 BB 7.11 K 13.6 43.6 140 AMLM2 Ly + t(8;21)
8 KDS (DS) 6 E 8.4 1.6 66 AML-M7 Ly+ Metafaz yok
9 MiY ® 5 E 10.7 15.5 47 AML M2 t(9;22)
10 ZK® 12.11 K 9.0 34 95 AML M3 t(15;17)
11 RA (E) 6.5 K 9.8 7.1 36 AML M5 Ly+ t(8;21)
®: Relaps

MDS: MDS’e ikincil gelisen AML
E: Ekstrameddiller tutulum

DS: Down Sendromu
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Tablo 4.7. AML Tanili Hastalarin immiinfenotiplendirme Sonuglari

Hasta | Ad Soyad CD13 | CD15 | CD33 | MPO | CD34 | CD41 | CDé1 | CD117 | CD64 |CD10 | CD19 | CD22 | CD24 | HLADR | TdT | CD2 | CD7
:lo SB (MDS) +) (+) (+) (+) *)
2 DAO (MDS) (+) (+) *+) (+) *) )
3 EO (+) (+) (+) (+) *)
4 HA® (+) *+) (+) (+) (+) *+) *)
5 EB (+) +) *+) *)
6 BG (E) +) (+) +) (+) *+) (+) *)
7 BB *+) (+) (+) (+) (+) *+) *+)
8 KDS$ (DS) (+) (+) (+) *) (+) *) *+) *+) *)
9 MiY ® +) (+) (+) *+) (+) (*)
10 ZK® (+) (+) *)
11 RA (E) (+) (+) *+) (+) (+)
®: Relaps

MDS: MDS’e ikincil gelisen AML

E: Ekstrameddiller tutulum

DS: Down Sendromu
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Tablo 4.8. AML li hastalarin Tedavi ve izlem Ozellikleri

Hasta | Ad Risk Tedavi Indiiksiyon | Son durum GSKS
No Soyadi grubu Protokolii remisyon (ay)
1 SB Yiksek CCG 2961 Yok Refrakter- Ex 4
2 DAO Yiksek CCG 2961 Var HKHT-Ex 14
3 EO Yiksek CCG 2961 Yok Refrakter- aspergillus enf-Ex | 10
4 HA® Yiksek CCG 2961 Var HKHT-26. ayinda relaps- 35

enfex ex
5 EB Yiksek CCG 2961 Var SSS ve Kl relapsi —Ex 4
6 BG Yiksek CCG 2961 Var Yasiyor 57
7 BB Standart | CCG 2961 Var Aspergillus enf-Ex 3
8 KDS Yiksek CCG 2961 Var Relaps-Ex (Sepsis) 11
9 MY ® | Yiiksek IDA-FLAG Yok Refrakter-Akciger enf-Ex
10 ZK® Yiksek Modifiye APL Yok Refrakter-Akciger enf-Ex 3
93
11 RA Yiksek AML BFM Var Relaps ( )- yasiyor 31
2004
® Relaps

GSKS: Genel sag kalim siresi

ve Izlem Ozellikleri

4.2.5. Bifenotipik Lésemi Tanisi ile izlenen Hastalarin Tani, Tedavi

Bifenotipik Ldésemi tanili 2 hasta vardi. Hastalardan birisi A.U.T.F

Pediatrik Hematoloji, digeri ise A.U.T.F Pediatrik Onkoloji B.D’nin hastasiydi.

Hastalarin taniya ait 6zellikleri Tablo 4.9’da immunfenotip sonuglari ise Tablo

4.10’da verilmisgtir.

Tablo 4.9. Bifenotipik Losemi Hastalarinin Tanisal Ozellikleri

Hasta | Ad Soyad Yas Cinsiyet | Hb BK Tromb K. Sitogenetik
No (g/dl) | (10°L) | (10°L) | FISH
1 SE® 12.1 K 12.6 4.6 111 -17,-18,
2 SA 13.1 K 11.2 6.2 109 inv(16), monozomi 10
® Relaps

Tablo 4.10. Bifenotipik L6semi Hastalarinin Tedavi ve izlem Ozellikleri

Hasta | Ad Soyad Risk Tedavi Protokolii Son durumu GSK (ay)
No grubu

1 SE® Yuksek CCG 2961 Relaps-Aspergillus enf-Ex 2

2 SA Yiksek CCG 1961 idame tedavisi aliyor 32

® Relaps

GSK: Genel sag kalim siresi

48




Tablo 4.11. Bifenotipik Lésemi Hastalarinin immiinfenotip Sonuglari

Hasta Ad CD10 CD19 CD22 CD79 a CD3 CD7 CD13 CD15 CD33 CD34 CD64 CD117
No Soyad
1 SE (R) (+) (+) (*) (+) (*) (*)
2 SA () () () *) *) ) ) *) +)
® Relaps

Tablo 4.12. KML, KMML, JMML ve MDS Tanisi Alan Olgularin Tani, tedavi ve izlem Ozellikleri
Hasta Ad Yas Cinsiyet WBC Hb Trombosit KI. Sitogenetik Tani Tedavi Son GSKS (ay)
No Soyad (10%L) (g/dl) | (10°L) FISH Durumu

1 EO 10.8 K 436 10.8 597 (9;22) KML imatinib Yaslyor 72

mesilat

2 FC 10.6 E 52.5 14.4 563 1(9;22) KML HKHT HKHT- yasiyor 76

3 Mi 7.10 E 30.6 8.8 214 1(9;22) KML Hidrosilre Yasiyor 96

4 HA 8.11 E 51.5 10.4 302 1(9;22) KML imatinib Yaslyor 43

mesilat

5 is 10.2 K 167 9.4 449 1(9;22) KML Dasatinib Yasiyor 73

6 EB 0.8 E 28 6.0 44 Monozomi 7 JMML Refrakter —Ex (akciger enf) 3

7 BK 6.7 K 5.9 11.9 64 Monozomi 7, 5q31 KMML CCG 2961 Refrakter-Ex 7

delesyonu
8 TK 8.11 K 7 9.0 427 Monozomi X MDS HKHT HKHT sonrasi 58
4 yil, 5ay

GSKS: Genel sag kalim siresi
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4.2.6. Kronik Miyeloproliferatif Hastalik ile izlenen Hastalarin Tani
Ozellikleri
Kronik miyeloproliferatif hastallk grubunda 5 hasta KML, 1 hasta
JMML, 1 hasta KMML ve 1 hasta MDS tanisi ile izlenmekteydi.

KML'li hastalarin hepsi erigskin tip KML olup, hepsinin 1(9;22) pozitif
saptanmigtir. Hastalardan birisinde hidroksitre, ikisinde imatinib mesilat
tedavisi ile remisyon saglanmig olup, bir hastaya ise imatinib direnci nedeni
ile dasatinib tedavisi uygulanmigtir. Hastalardan birine akselere fazda HKHT
yapilmigtir.

JMMLve KMML tanisi ile izlenen 2 hasta tedaviye refrakter olup,
enfeksiyonla kaybedilmislerdir.

Refrakter anemi ile izlenen MDS’lu hastaya tedavi verimeden HKHT
uygulanmig olup hasta halen remisyonda izlenmektedir. Hastalarin 6zellikleri
Tablo 4.12. de verilmistir.

4.3. Jak2V617F Mutasyon Analiz Sonuglari

Cocuk yas grubu ALL, AML, Bifenotipik I6semi, KML, KMML, JMML ve
MDS’lu olgular JAK2V617F mutasyonu varligi yonunden tarandi. Calismaya
alinan hastalarin hi¢birinde Jak2V617F mutasyonuna rastlaniimadi.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Hematopoietik htcrelerin proliferasyonu, farkllagsmasi ve islevsel hale
gelmesi, sitokin ve hormon olarak siniflandirilabilen bir dizi htcre disi molekul
tarafindan kontrol edilmektedir. Normal hematopoez, siki bir sekilde kontrol
edilen, sitokinlerin ve reseptoérlerin énemli rol oynadigi bir dizi sinyal ileti
yolagina sahiptir. Bu yolaklarin normal c¢alismasi, normal hematopoezin
devami igin buyuk bir dneme sahiptir. Bu yolaklarda ortaya c¢ikabilecek
anormallikler, azalmis apopitoza, kontrol disi g¢ogalmaya ve malign
doénusume yol agabilmektedir.

Sinyal ileti sistemlerinden Jak/STAT sinyal ileti sistemi Uzerinde son
yillarda genis ¢apta arastirmalar yapilmaya baslanmigtir. Jak kinazlara bagh
olarak malign hdcre buyumesi, yagsam suresi ve olum son yillarin ilgi ¢ekici
konularini olusturmaktadir. Jak/ STAT yolunun belli bazi durumlarda,
interferon aktivasyonu araciligi ile neoplastik hicre bluyumesini kontrol ettigi
ve malign donusumu tetikledigi belirlenmistir. Bu malign sirecin geligsiminde
de protein tirozin kinazlarda olusan mutasyonlar onemli bir yer tutmaktadir.

Jak2 V617 F mutasyonu Jak2 geninin aktivasyonu ile sonuglanan ve
malign dontisumde dnemli gbrev alan bir somatik mutasyondur.

Yapilan ilk klinik caligmalar sonucunda Jak2V617F mutasyonunun
Polisitemia vera tanih 434 hastanin 335inde (%77), 280 esansiyal
trombositemili hastanin 96’sinda (%35), idiopatik miyelofibrozisli 92 hastanin
40'inda (%43) bulundugu saptanmistir. Sonraki calismalarda daha duyarli
yontemler kullanilarak bu mutasyon oranlarinin, polisitemia verali hastalarin
yaklagik %99’unda, esansiyel trombositemili ve miyelofibrozisli hastalarin ise
%50’sinde bulundugu gosterilmistir (100-105). Jak2V617F mutasyonunun
miyeloproliferatif hastaliklardaki yerinin anlasiimasindan sonra WHO 2008
erigkin miyeloproliferatif malinite tani ve siniflama kriterleri igerisine
Jak2V617F mutasyonu da dahil edilmistir (106). Miyeloid seriyi etkileyen bu
tek hastalik allelinin anlasiimasi, Jak2V617F mutasyonunun diger
hematopoietik malignitelerin patogenezinde de rol oynayabileceg@i fikrinin

ortaya c¢ikmasina neden olmusgtur. Ayrica, miyeloproliferatif hastalikta,
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AML'de, ve ALLde TEL-JAK2 ve PCM1-JAK2Z fuzyonlarinin varliginin
saptanmasi (87,88,107) ve hematopoetik ve nonhematopoetik malignitelerde
JAK-STAT yolunun aktivasyonunun gosterilmesi de bu fikrin desteklenmesini
saglamistir (108).

Bu bilgilere dayanarak KMML, atipik KML (BCR-ABL negatif), AML,
MDS, ALL ve kronik lenfositer 16semili erigkin hasta gruplarinda Jak2V617F
mutasyonu arastirilmistir. Levine ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada; 222
AML’li hastanin sadece 4 Unde Jak2V617F mutasyonu oldugu belirlenmistir.
Mutasyon olan olgularin oykulleri detayli olarak irdelendiginde olgularin
ucinde AML gelisiminden Oonce miyeloproliferatif hastalik Ooykusu oldugu
saptanmigtir. Bu calismadan elde edilen sonuglar 1siginda miyeloproliferatif
hastaliktan AML’ye transforme olan olgularda Jak2V617F mutasyonunun
siklikla gorulebilecegi buna karsin de-novo gelisen AML’de ise Jak2V617F
mutasyonu varhiginin nadir bir durum oldugu belirtiimis ve de-novo AML’de
Jak2V617F mutasyonunun gorilme sikhidr % 0.5 olarak bildirilmistir (15).

AML’de alt gruplara goére de Jak2V617F mutasyonu sikhgdi belirlenmeye
cahsilimigtir. Jelinek ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada; AML M0-M5 li 20 ve
AML M6’li 8 hastanin higbirinde Jak2V617F mutasyonu saptanmazken, AML
M7’li 11 hastanin 2 sinde Jak2V617F mutasyonu oldugu gosterilmigtir (14).
Yuzelliiki AML’li hasta serisini iceren baska bir calismada ise, 85 AML M5’li
hastanin ve 14 AML M7 hastanin higbirinde Jak2V617F mutasyonu
saptanmazken, 53 AML M@’li hastanin ise sadece 1inde JAK2V617F
mutasyonu varligi gosterilmisgtir (109). Sonu¢ olarak Jak2 V617F
mutasyonunun AML M5, M6 ve M7 patogenezinde 6nemli bir role sahip
olmadidi kararina varilmigtir. Ayrica yine bu calismada daha dncesinde
miyeloproliferatif hastaligi oldugu bilinen 7 hastanin 5’'inde Jak2V617F
mutasyonu saptanmis ve miyeloproliferatif hastalik sonrasinda gelisen
AML’de Jak2V617F mutasyonuna siklikla rastlanildigi sonucuna variimistir
(109).

Daha genis hasta serisini iceren bir baska ¢alismada 339 erigkin AMLli
hastada tani anindaki kan orneklerinden Jak2V617F mutasyonu caligiimisg,

hastalarin 11’inde (%3.2) mutasyon varligi saptanmigtir. Olgularin tamami
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daha az differansiye olan AML M1 veya M2 alt tiplerinde gorulmus olup,
ikincil AML’de mutasyon orani %8.3, de-novo AML’de ise %Z2.7 olarak
bildirilmistir. Jelinek ve arkadaslarinin aksine bu calismada AML M7Ili 4
hastanin higbirinde mutasyon gosterilememigstir (110). Yine ayni ¢alismada, 3
olgu hari¢ genel olarak mutasyonun komplet remisyonda kayboldugu ve
relapsta tekrar goruldigu saptanmig ve tum olgularda saptanmamasi sebebi
ile de Jak2V617F mutasyonunun izlemde kullanmak igin iyi bir gdsterge
olmadigi kanaatine variimistir. Ayni galismada mutasyon varliginin hastanin
genel sagkalimi Uzerine de etkili olmadigi gosterilmistir (110).

Bizim calismamizda yer alan 8 yeni tani, 3 relaps AML’li hastanin
higbirisinde Jak2V617 mutasyonu saptanmadi ve o&ykuleri irdelendiginde
AML gelisiminden 6nce higcbir olguda miyeloproliferatif hastalik oykusu
bulunmadigi belirlendi. Ayrica; AML’li hastalarin alt gruplarina gore
dagihimlarina bakildiginda alt gruplar arasinda da bir fark olmadigi sonucuna
varildi. Literatirde de-novo gelisen AML olgularinda Jak2 V617F mutasyon
varligi ¢ok nadir olarak bildiriimektedir. Bizim ¢alismamizin sonuglari da
literatir ile uyumlu olmakla birlikte daha fazla sayida AML’li olgunun
irdelendigi ¢alismalar ile bu sonuglarin desteklenmesi gerekmektedir. Ayrica
yapilacak olan c¢alismalarda olgularin miyeloproliferatif hastalik sonrasi
gelisen olgular ve de-novo AML olarak 2 grup halinde c¢aligiimasinin
sonuglarin daha iyi yorumlanmasina katkida bulunacagi distntlmektedir.

AML’li olgularda hucre alt tipine gore yapilan siniflama ile Jak2V617F
mutasyonu arasinda bir ilinti olmadiginin saptanmasi Uzerine, AML’de
mevcut sitogenetik bozukluklar ile Jak2V617F mutasyonu arasindaki iligki
irdelenmigtir. AML’de t(8;21) varliginda Jak2V617F mutasyonu gorilme
oranina bakildiginda 64 olgunun 4’Unde Jak2V617F mutasyonu saptanmis
ve 2 sitogenetik anormalligin birlikte gérilme orani %6 olarak verilmistir. inv
(16) pozitifligi olan 99 olguluk bir seride hastalarin higbirinde Jak2V617F
mutasyonu saptanmamistir (111). Bu c¢alismada sitogenetik anomaliler ile
Jak2V617F mutasyonu arasinda kesin bir ilinti olup olmadigi gosterilememis
ve ileride yapilacak olan metaanalizlerin 6zellikle farmakolojik inhibisyonlara

Isik tutacagi vurgulanmistir. Bir diger erigkin t(8;21) pozitif AML’li 78 olguluk
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bir seride 6 olguda (%7.7) Jak2V617F mutasyonu saptanmig ve bu
mutasyonu tagiyan olgularin tani anindaki beyaz kire sayilarinin yuksek
oldugu, ayrica koétli prognozla ilintili oldugu belirtilmistir (112). Benzer bir
baska calismada 45 (8;21) translokasyonu tasiyan AML’li olgunun 3’Unde
(%6.7) Jak2V617F mutasyonu saptanmig, bu translokasyonu gostermeyen
137 olgunun ise sadece birinde mutasyon varhigir gosterilmistir(113). Bu
calisma ve daha 6nce yapilan galismalar degerlendirildiginde Jak2V617F
mutasyonunun prognozu kotu etkiledigi ve erken relapsla ilintili oldugu
uzerinde durulmustur (113,114). Olgularimiza sitogenetik bozukluklar
acisindan baktigimizda; t (8;21) pozitifligi gosteren 2 AML’li olgu bulunmakta
olup, bu olgularin hi¢birinde de Jak2V617F mutasyonu belirlenememigtir.
Hasta sayimiz az olmakla birlikte bizim ¢alismamiz sonucunda sitogenetik
anomali ile Jak2V617F mutasyonu arasinda bir ilinti olmadig1 dusunulmustur.
Daha fazla sayida sitogenetik anormalligi olan gocukluk ¢agi AML'li olgularla
yapilacak olan g¢aligmalar ile sitogenetik anomali ile JAK2V617F mutasyonu
arasindaki ilintinin daha da iyi anlasilabilecedini disinmekteyiz.

KML'de Philadelphia kromozomu pozitif olan 99 hastalik bir seride
Jak2V617F mutasyonu saptanmazken, Philadelphia kromozomu negatif 16
hastanin ise 3’'Unde (%19) Jak2 V617F mutasyonu varhgi gosterilmistir (14).
Bizim ¢alismamizda KML’li 5 hastanin hepsinde de Philadelphia kromozomu
pozitif saptanmis ve higbirinde Jak2V617F mutasyon pozitifligine
rastlanmamistir. Hasta sayimiz az olmasina karsin bulgularimiz literatur ile
uyumlu bulunmustur. Ancak daha genis hasta serileri ile yapilan ¢alismalar
ile daha kesin sonuglara ulasilabilecegini dusiinmekteyiz.

KMMVUL’li 52 hastayi igeren bir ¢calismada 7 hastada (%13) Jak2V617
mutasyonu saptanmistir (14). Benzer bir gcalismada da 119 KMML’li hastanin
ucunde Jak2V617F mutasyonu varligi gosterilebilmigtir. Bu G¢ hastanin
birinde daha 6nceden belirgin miyeloproliferatif hastalik 6zellikleri, birisinde
miyelodisplazi bulgulari ve digerinde de 2 6zelligin birlikte bulundugu ifade
edilmistir. Ayni zamanda u¢ hastanin ikisinde kemik iliginde hafif-orta
derecede retikulin fibrozisi bulundugu da vurgulanmigtir (11). Calismamizda

sadece bir KMML’li olgu bulunup, bu olguda da tani Oncesine ait
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miyeloproliferatif hastalik oykisu bulunmamaktaydi. Olgumuz daha 6nce dig
bir merkezde KML tanisi konulup, ona yonelik tedavi baslanmis bir hastaydi.
Hastamizda Jak2V617F mutasyonu saptanmadi. Ancak galisma grubumuzda
sadece bir hastada KMML olmasi c¢ocukluk ¢agi KMML olgularinda
Jak2V617F mutasyon sikhdr hakkinda kesin sonuglara varmamizi
engellemektedir.

invitro ve invivo I6semik hiicre serilerinde programlanmis hiicre
serilerini uyarmak suretiyle yapilan ¢alismalarda; 16semik hicre baylimesinin
segici olarak bloke edilmesinin inhibisyonu ile Jak2’'nin yapisal aktivasyonu
gosterilmigtir  (95). ALL'de 1(9;12)(p24;p13) kromozomal tranlokasyonu
varliginda Jak2 kinaz aktivitesinin deregule edilmesine bagl olarak Tel-Jak2
flUzyon proteini araciligi ile sitokinden bagimsiz olarak hicre ¢ogalmasi ve
ALL gelisiminin ortaya c¢iktigi fare modellerinde gosterilmistir (96). Bu durum
nadiren gorulmesine kargin arastiricilari ALL’li gocuk hastalarda Jak2 V617F
mutasyonu galismaya yonlendirmigtir.

Malinge’nin miyeloid ve B lenfoid akut I6semili 90 hasta Uzerinde
yapmis oldugu bir calismada Jak2 mutasyonuna bakilmig ve Down
sendromlu 4 yasindaki bir PreB ALL olgusunda psudokinaz bodlgesinde 5-
aminoasit delesyonu neticesinde Jak-STAT yolu aktivasyonu ve blyume
faktorlerinden bagimsiz hucre proliferasyonu ile giden Jak2AIREED
mutasyonuna rastlanmigtir (18). Bu bulgu ile ve daha 6énceden Walters ve
arkadaslarinin  akut megakaryoblastik |6semilerde Jak3 allellerinin
aktivasyonunun gosterilmesine de dayanarak, trizomi 21 yapisal degigsikligi ile
JAK/STAT aktivasyonu arasinda bir baglantinin olabilecegi fikri One
surtlmastur (115). Bu varsayim Down Sendromu ve ALL tanili daha genis bir
calismada 88 cocuk hastada Jak2 eksonunun taranmasi ve Jak2V617F
mutasyonu diginda hastalarin 16’sinda (%18) eksonun diger bdlgelerinde
baska mutasyonlara rastlanmasi ile desteklenmistir (116). Yuksek
performansli likid-kromatografi ile pre-B ALL’li Down sendromlu olmayan
hastalarin Jak2 mutasyonu yoninden taranmasi ile Jak2 L611S olarak
tanimlanan farkli bir mutasyon saptanmigtir (19). Bu c¢alismalardan sonra
ALL'li hastalarda Jak2V617 mutasyonu varliginin arastiriimasi ile ilgili
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caligmalar da hizlanarak devam etmigtir. Levine tarafindan erigkin yas
grubunda yapilan bir galismada ise B ALL’li 83 hastanin ve 93 T hucreli ALL’li
hastanin higbirinde Jak2 V617F mutasyonu varligi gosterilememistir (15).
Cocukluk c¢agi lésemilerinde yapilan Sulong’'un calismasinda 128 ALL’li
hastada (87 yeni tani, 42 relaps ) kemik iliginden alinan orneklerde Jak2
V617 mutasyonuna rastlanmamistir (17).

Testis ve SSS tutulumu, MLL yeniden dizenlenmesi, yas, cins gibi
yuksek risk ozelliklerini tagsiyan hastalarin segqildigi ve BCR-ABL pozitifligi
olan ve induksiyon sonunda basarisiz olan olgularin dahil edilmedigi
Mullighan’in galigmasinda 187 hastanin 16 sinda Jak2 mutasyonu varligi
gosterilmis. Bu mutasyonlarin 13’0 pseudokinaz domaininde, Ugl ise kinaz
domaininde saptanmigs ancak bu mutasyonlar iginde Jak2 V617F
mutasyonuna rastlanmaigtir (117).

Bizim galismamizda da 32 akut lenfoblastik 16semili hastanin higbirinde
Jak2V617F mutasyonu varligi saptanmamistir. Sonuglarimiz literattr ile
uyum gostermekte olup, Jak2V617F mutasyonunun ALL gelisimine katkisi
olmadigini dusundurmektedir.

Hem lenfoid hem miyeloid ylzey antijenleri tagiyan ve hem ALL hem
AML Ozelliklerini barindiran 2 bifenotipik |0semi olgusunda da Jak2V617F
mutasyonuna rastlanmamisgtir.

Myelodisplastik sendrom, inefektif hematopoez ile karakterli klonal bir
kemik iligi hastaligi olup degisik derecelerde malignite gelisimi ile
karakterizedir. Yapilan calismalar erigskin ve ¢ocukluk ¢agi MDS’i arasinda
farkhliklar oldugunu gdstermistir. Daha &énceden c¢ocukluk c¢agi MDS’li
olgularin siniflamasi erigkinlerinkine benzer sekilde yapilmakta iken gocukluk
cagi ve erigkin MDS olgulari arasindaki farkliliklar nedeniyle artik ginimuzde
cocukluk c¢agr myelodisplastik sendrom siniflamasi WHOQO’ya gore
yapilmaktadir (25). Bu siniflama ile JMML, KMML, Down sendromunda
goérilen AML MDS siniflamasi icine alinmistir. Ozellikle ¢ocukluk cagdi
MDS’unda norofibromatozis Tip 1, Noonan sendromu, trizomi 8 mozaizmi,
Fanconi aplastik anemisi, Kostman sendromu, Diamond-Blackfan anemisi

gibi dogumsal sendromlarin ve diger genetik anomalilerin gorulebilmesi ve
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hastalarda AML gelisimine yatkinlik olmasi sebebi ile altta yatan basgka
genetik anomalilerin olabilecegi ve bu zeminde I6semi gelisebilecegi
disundimustir. Bu sebeple bu genetik anomaliler igerisinde Jak2V617F
mutasyonu da arastiriimaya alinmistir(118).

Literatir incelemeleri sonucunda MDS’de Jak2V617F mutasyonu
sikliginin ¢ok yuksek olmadigi dikkati gekmistir. Yuzbir MDS’li hastanin dahil
edildigi bir calismada 5 hastada mutasyon saptandigi bildirilmistir (11). Bizim
calismamizda bir MDS’li ve dncesinde MDS oldugu bilinen 2 AML’li hasta
vardi. Bu 3 hastanin higbirinde Jak2V617F mutasyonu saptanmadi.
Sonuglarimiz, literatur ile uyumlu olarak MDS’de ya da MDS’e ikincil AML
olgularinda Jak2V617F mutasyonunun dusik oranda oldugu seklinde
yorumlanmistir. Ancak daha net sonuglara varilabilmesi icin gocukluk c¢agi
MDS’lu hasta sayisinin fazla oldugu calismalar ile bu sonuglarin
desteklenmesi gerektigini dusunmekteyiz.

JMML, bebeklik ve erken ¢ocukluk ¢caginin agressif gidisli, oldukga kotl
prognoza  sahip, miyelodisplatik/miyeloproliferatif ~ hastaligi  olarak
bilinmektedir. JMML’de GM-CSF ‘e kargi monosit ve makrofajlar asiri duyarli
hale gelmektedirler. JMML patogenezinde; GM-CSF/Ras sinyal iletim yolu
uzerinde RAS (%15-20), Norofibromatozis tip | (%25), protein-tirozin fosfataz
nonreseptor tip 11(%34) genlerindeki anormallikler sorumludur. Hastalarin
%25'indeki genetik defekt ise tespit edilememigtir. Jak2’nin fiziksel olarak
GM-CSFR zinciri ile iligkili olmasi sebebi ile JMML'de Jak2 mutasyonlarinin
varhgi arastinimistir (119,120). Tono ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada
5 ¢ocuk hastanin sadece birinde Jak2V617F mutasyonu saptanmistir (120).
Zecca ve arkadaslarinin 62 JMML'li gocuk hasta Gzerinde yaptigi daha genis
kapsamli bir ¢calismada ise, hastalarin higbirinde Jak2V617F mutasyonuna
rastlanmamistir (121).

Bizim hasta grubumuzda 1 JMML tanili hasta olup, bu hastada da
Jak2V617F mutasyonu saptanmamistir. Sonug¢ olarak literatir bilgileri de
dikkate alindiginda hasta sayimizin ¢ok az olmasina karsin JMML
patogenezinde Jak2V617F mutasyonunun olduk¢ga nadir yer aldigini

soyleyebiliriz.
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Sonu¢ olarak; Calismamizda Jak2V617F mutasyonunun ¢ocukluk
caginda gorulen I6semi tiplerindeki varligini belirlemeyi, hastaligin
klinokopatolojik 6zellikleri ve prognoz ile ilintisini saptamayi ve ayrica minimal
rezidUel hastalik gostergesi olarak kullanilip kullanilamayacadini arastirmayi
hedeflemigtik. Calisma verilerimiz degerlendirildiginde, g¢ocukluk cagi akut
lenfoblastik 16semilerinde Jak2V617F mutasyonunu goérulmedigi ve bu
mutasyonun hastaligin patogenezinde etkili olmadigi kanaatine variimistir.
Calismaya dahil edilen diger cocukluk ¢agi I6semilerinde ise hasta sayilarinin
yetersiz olmasi sebebi ile, bu gruplarda Jak2V617F mutasyonunun
patogenez ve prognoz uzerine katkisi olup olmadigi hakkinda kesin bir

sonuca varilamamistir.
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OZET

GOCUKLUK GAGI LOSEMILERINDE JAK2V617F MUTASYONU
SIKLIGININ BELIRLENMESi VE PROGNOZ UZERINE ETKISIiNIN
ARASTIRILMASI

Janus kinaz geninde fonksiyon kazanimina yol agan ve bir somatik
mutasyon olan Jak2V617F mutasyonu polisitemia vera, esansiyel
trombositemi ve kronik idyopatik miyelofibrozis gibi miyeloproliferatif
hastaliklarda sik¢ga tanimlanmaktadir. Son zamanlarda Philadelphia negatif
(Ph-) kronik miyeloid losemi, akut miyeloid I6semi ve miyelodisplastik
sendromda da varligi gosterilmistir. Bu ¢alismanin amaci; Cocukluk c¢agi
hematolojik malignitelerinde Jak2V617Fmutasyonunun varhgini aragtirmak
ve bu mutasyonun klinikopatolojik parametrelerle iligkisini belirlemektir.

Calismaya, Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Pediatri Anabiilm Dal
Hematoloji-Onkoloji Bilim Dallari ve Losev Losemili Cocuklar Hastanesinden
farkh tip hematolojik maligniteleri nedeni ile izlenen 53 hasta alindi.
Hastalarin yas ortalamasi 6.94 + 3.90 yil (0.8-15 yas) bulundu. Hastalarin
32’si akut lenfoblastik 16semi, 11’1 akut miyeloblastik 16semi, 5’i kronik
miyeloid 16semi, 2’si bifenotipik 16semi, 1’i juvenil miyelomonositer 16semi, 1’i
kronik miyelomonositer I6semi ve 1'i miyelodisplastik sendromdu. Jak2V617F
mutasyonunun genetik analizi gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile Light Cycler cihazinda caligildi. Orneklerden 42’si yeni tani,11’i
relaps donemine aitti.

Hasta orneklerinin higbirinde Jak2V617F mutasyonuna rastlanmadi. Bu
mutasyonun miyeloproliferatif hastaliklar ve erigkin I6semisinde goériimesine
kargin gocukluk ¢aginda yapilan az sayidaki cgalismalar bu mutasyonun
cocukluk ¢agi I6semilerinde saptanmadigini dugsundurmustar. Bu bilgilerin ve
calisma verilerimizin 1181 altinda gocukluk ¢agi l6semilerinde Jak2V617F
mutasyonunun gdsterilebilmesi icin daha genis serilere ihtiya¢ duyuldugunu

ve c¢ocukluk cagi l6semileri ile Jak2 mutasyonlari arasindaki iligkinin
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saptanmasi igin tum Jak2 eksonun taranmasinin daha faydali olacagini
dusunmekteyiz.
Anahtar Kelimeler: Akut I6semi, c¢ocukluk cagi, kronik miyeloproliferatif

hastalik, Jak2V617F mutasyonu, Miyelodisplastik sendrom

60



SUMMARY

DETERMINING THE FREQUENCY MUTATION OF JAK2V617F IN
CHILDHOOD LEUKEMIAS AND RESEARCHING ITS EFFECTS ON
PROGNOSIS

The somatic gain-of-function mutation of the Janus kinase 2 (JAK2)
gene is found in patients with chronic myeloproliferative disorders such as
polycythemia vera, essential thrombocythemia, and chronic idiopathic
myelofibrosis. It is also associated with Philadelphia negative (Ph -) chronic
myeloid leukemia, acute myeloid leukemia and myelodisplastic syndrome.
The aim of this study was to investigate the Jak2V617F mutation in different
types of childhood hematologic malignancies and its correlation with
clinicopathologic parameters.

A total of 53 children who were admitted to the pediatric hematology-
oncology unit of Ankara University and LOSEV Foundation for Children with
Leukemia with different types of hematologic malignancies were enrolled to
this study. Their mean age was 6.94 + 3.90 years (range: 0.8-15 years).
Thirty-two of the patients had acute lymphoblastic leukemia, 11 had acute
myeloid leukemia, 5 had chronic myeloid leukemia, 2 had bifenotypic
leukemia, 1 had juvenile myleomonocytic leukemia, 1 had chronic
myelomonocytic leukemia and 1 had myleodysplastic syndrome. The genetic
analysis of the Jak2V617F mutation was performed by real-time polymerase
chain reaction (PCR) on a Light Cycler. Fourty-two samples were analyzed at
the diagnosis and 11 samples during relapse period.

There was no positivity of Jak2V617F mutation in whole samples. We
could not found V617F mutation in childhood hematologic malignancies.
Although the mutation was related with myeloproliferative diseases and
leukemia in adults, the few studies which were done in leukemia of childhood
period were not supported them. On the light of these studies, larger series

are needed to determined the significance of Jak2V617F mutation in
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childhood hemetologic malignancies. We concluded that whole exon of Jak2
will be detected for identifying the relation between this Jak2 mutations and
childhood hematologic malignancies.

Key Words: Acute leukemia, childhood, chronic myeloproliferative

diseases, Jak2V617F mutation, Myelodysplastic syndrome
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