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Oz

Losemi, hematopoietik hiicrelerin malign transformasyonu sonucu gelisen,
heterojen neoplastik hastaliklar grubudur. Philadelphia (Ph) benzeri akut
lenfoblastik 16semi (ALL), yiiksek risk siiflamasinda yer alan ve koétii prognoz
gosteren B- hiicreli akut lenfoblastik l16seminin (B-ALL) alt grubudur. Gen
ekspresyon profili olarak Ph pozitif ALL’ye benzemektedir, ancak bu alt tipte BCR-
ABL1 fiizyonu mevcut degildir. Hastalik genetik olarak heterojendir. Ayrica, etnik
kokenleri farkli olan Ph benzeri ALL vakalariin genetik degisimleri de farklilik
gostermektedir. Ph benzeri ALL vakalarmin B-ALL’li hastalar arasindan ayirt
edilerek siniflandirilabilmesi etkin tedavi almalari i¢in onemlidir. Son yillarda,
Ph benzeri ALL alt grubuna ait vakalarin tanimlanmasi icin, B-ALL vakalarinda
genetik ve klinik bulgular degerlendirilmesinin yani sira, gen ifade farkliliklarinin
analiz edildigi panellerin tasarlanmasi giindemdedir.

Abstract

Leukemia is a heterogeneous group of neoplastic diseases that develop as a result

of the malignant transformation of hematopoietic cells. Philadelphia (Ph)-like

acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a subgroup of B-cell acute lymphoblastic

leukemia (B-ALL), which is included in the high-risk classification and has a poor

prognosis. It is similar to Ph-positive ALL in gene expression profile, but this
Anahtar kelimeler subtype does not have BCR-ABLI1 fusion. The disease is genetically heterogeneous.
Philadelphia-benzeri, akut lenfoblastik In addition, the genetic changes of Ph-like ALL cases with different ethnic origins
also differ. It is important to distinguish and classify Ph-like ALL cases from
patients with B-ALL for effective treatment. In recent years, it is on the agenda
to design panels in which gene expression differences are analyzed in addition to
evaluating genetic and clinical findings in B-ALL cases to identify cases belonging
to the Ph-like ALL subgroup.
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Losemi, hematopoietik hiicrelerin malign transformasyonu sonucu
gelisen, heterojen neoplastik hastaliklar grubudur. Morfolojik yonden
hastaligin olustugu hiicre dizisinin tipine gore (miyeloid ya da lenfoid)
ve prolifere olan kan hiicresinin gen¢ ya da olgunlagmis olmasina
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Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) cocukluk caginda
en sik goriilen malign hastaliktir. Saglik Bakanligi
verilerine gore yillik l6semi insidansi 1.5/100.000
olarak belirtilmektedir. En sik 1-4 yas arasinda
saptanmaktadir. Kiz/Erkek orani 1/1.2-1.3’tiir. Beyaz
irkta, sar1 ve siyah irka gore daha sik saptanmaktadir
(2). ALL’nin klinik tablosu kanda ve kemik iliginde
olgunlagmamis lenfoid seri hiicrelerinin birikimi ve
l6semik transformasyonu ile karakterizedir (3). ALL’de
klinik veriler degerlendirildiginde; yiiksek lokosit
say1sl, yiiksek periferik blast sayisi, B-hiicreli ALL, L3
morfolojik yap1, Ph kromozomu varlig1 ve birden fazla
indiiksiyon ile remisyon tedavisi, sagkalim oranlarimi
olumsuz etkileyen faktorler olarak gosterilmektedir.
Standart riskli (SR) hastalarda uzun siireli sagkalim
orant %70 iken, yiiksek riskli (YR) hastalarda
bu oran %30 olarak belirlenmektedir. ALL’nin
tedavisi remisyon indiiksiyonu, konsolidasyon ve
rezidiiel hastalig1 yok etmek i¢in idame tedavisinden
olusmaktadir. Tedavideki hedef, erken donemde
yogun ve yiiksek oranda ilaglar ile en yiiksek oranda
16semik hiicre liimiinii saglayabilmektir. Kemoterapi
tedavisi ile genellikle bagarili sonuglar alinsa da,
hastalarin yaklasik %20-40’inda terapotik direng
ortaya ¢ikmaktadir (4,5). Bu nedenlerden dolayi, hem
relaps riski hem de ila¢ yanitlari ile iligkili faktorlerin
tanimlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (6).

Losemi multifaktoriyel bir hastaliktir. Tibbin
temelini olusturan molekiiler alt tiplendirmeler 1970’li
yillarda, 16semi hastalarmin prognozunu belirlemek
icin T hiicreli membran belirteclerinin kullanilmasiyla
baglamistir (7). Losemi etiyolojisinde temel olarak
genetik ve cevresel faktorlerin etkili oldugu ifade
edilmektedir. Akut loseminin gelismesinde genetik
faktorlerin 6nemli bir rolii vardir (1). Translokasyonlar,
I6semilerde gozlenen en sik genetik degisikliklerdir ve
cocukluk ¢agi ALL’lerinin %75’inde saptanmaktadir.
Bu genetik degisiklikler, hastaligin bazi tiplerinde
diagnostik amacla kullanilacak kadar sik ve
spesifik  goriilebilirler. BCR-ABLI fiizyon geni
[t(9:22)(q34;q11)], kromozom 9 ve 22’nin uzun
kollar1 arasindaki resiprokal translokasyon sonucu
olusur ve Philadelphia kromozomu (Ph) olarak
da tanmimlanmaktadir. BCR/ABLI kimerik/fiizyon
proteini, pediatrik ALL’nin %3-5’inde ve yetigkin
ALL olgularinin yaklasik %25’inde bulunmaktadir ve
hastalarin klinik tanilarindan sonra planlanan tedavi
protokollerinde varligi ¢ok belirleyicidir.
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Ph pozitif kromozom yapisina sahip ALL
hastalarinda p190 kB biiyiikliigiinde fiizyon proteini
olusur ve yiiksek tirozin kinaz aktivitesine neden
olur. Ph negatif hastalarda ise fiizyon proteini
bulunmaz. Lo&semik lenfoblastlarin sitogenetik ve
molekiiler genetik 6zelliklerinin incelenmesi ile 2009
yilinda ALL hastalarinda Ph-benzeri ALL alt grubu
tanimlanmistir. Ph benzeri ALL’nin goriilme sikligi;
yas, cinsiyet, etnik yapi ile tanimlanan risk gruplarina
gore farklilik gostermektedir (8,9,10). Ph pozitif ALL
ile benzer sekilde Ph benzeri ALL hastalarinda da yas
arttikca kotii prognoz goriilmektedir (8).

Philadelphia Benzeri Akut Lenfoblastik Losemi

Losemik lenfoblastlarin sitogenetik ve molekiiler
genetik  6zelliklerinin  incelenmesinin  ardindan
birbirinden bagimsiz 2 aragtirma grubu, 2009 yilinda
Ph benzeri ALL’yi tanimlamigtir (9,10). Ph benzeri
ALL, yiiksek riskli bir B hiicresi ALL alt tipidir. Ph
pozitif ALL’ninkine benzer bir gen ekspresyon profili
ile karakterize edilmekle birlikte, bu alt tipte BCR-
ABLI fiizyonu mevcut degildir (7). Ph benzeri ALL
prevalansi; yasa, cinsiyete, etnik kokene ve Ulusal
Kanser Enstitiisii’ne (National Cancer Institue, NCI)
gore tanimlanmig risk gruplar ile belirlenmektedir
(9). Bu alt grup, B-ALL’nin SR simiflamasinda
yer alan cocuklarin %10’unda ve NCI’a bagvuran
cocuklarin %15’inde goriilmektedir ve neredeyse Ph
pozitif ALL’den 3-4 kat daha yaygindir. Genel olarak
B-ALL grubu icerisinde goriilme sikligi; cocuklarda
yaklasik %12, 16-20 yas aralifinda %21, 40 yas ve
tizeri yetigkinlerde %20 ila %24 oramindadir (11).
Minimal rezidiiel hastalik (MRD) seviyelerinin
degerlendirildigi ilk klinik c¢alisma olan St. Jude
Total XV’de, Ph benzeri ve Ph benzeri olmayan
ALL hasta gruplart kargilastirilmistir. Ph  benzeri
ALL vakalarinda cinsiyetin erkek olmasi, Down
sendromlu olmasi ve remisyon indiiksiyonu sirasinda
ve/veya sonrasinda MRD’nin yiiksek seviyesi dikkat
cekmektedir. Bu ozellikler Ph benzeri ve Ph pozitif
vakalar arasindaki farki olusturmaktadir. Ph benzeri
grup, Ph benzeri olmayan hasta grubuna gére daha
yiiksek MRD seviyelerine sahip oldugundan bu gruba
daha yogun post-remisyon tedavisi uygulanmaktadir
(Ph benzeri MRD seviyesi %60, Ph benzeri olmayan
MRD seviyesi %41) (9). Ph pozitif ALL ile benzer
sekilde Ph benzeri ALL hastalarinda da yas artik¢a
kotii prognoz goriilmekte ve bu hastalarda tani
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sirasinda >100.000/ulL baglangi¢ 16kosit degeri tespit
edilmektedir (12). Bunun yaninda, Ching-Hon Pui ve
arkadaglarinin  2017°de yaymlanan c¢aligmalarinda,
Ph benzeri ALL hastalarinin genomik degisimlerinin
diger yiiksek riskli kohortlar i¢in bildirilenlerden farkl
olabilecegine dikkat cekmistir (9).

Ph benzeri ALL’de goriilen genetik degisimler
mevcut sitokin reseptorii veya kinaz fiizyonunun
tipine bagh olarak 5 ayri alt grupta incelenmektedir
(Sekil 1):

1. CRLF2’nin yeniden diizenlenmesi ve JAK2
mutasyonlari,

2. ABL smifi genlerin yeniden diizenlenmeleri
veya mutasyonlart,

3. EPOR geninin yeniden diizenlenmesi,

4. JAK-STAT/MAPK sinyal yolaklarint aktive
eden delesyonlar veya dizi mutasyonlar1 ve

5. Nadir goriilen RAS yolagi (KRAS, NRAS, NF1,
PTPNI11) mutasyonlaridir (9).

IKZF 1 geni; lenfoid transkripsiyon faktorii Ikaros’u
kodlamaktadir.  Ikaros’taki degisiklikler, tirozin
kinaz ile aktive olan Ph benzeri vakalarinda siklikla
goriilmektedir. Deneysel modellerdeki molekiiler
caligmalar, Ikaros’un Ph pozitif hiicrelerinde hiicre
siklusunu durdurdugunu ve 1dsemi regresyonuna
aracilik eden bir tiimor baskilayici olarak iglev
gordiigiinii belirtmektedir (12). Ph benzeri hastalarda,
Ph pozitif ALL hasta gruplarindaki genetik
degisimlere benzer sekilde /KZFI degisikliklerinin
goriildiigii belirtilmektedir. IKZF1°deki delesyonlarin
ve mutasyonlarin, Ph pozitif ve Ph benzeri B-ALL’de
goriilme orani sirastyla %70 ve %40°dir (13). Ph
pozitif ALL’de en sik goriilen IKZF1 degisimleri
ekzon 4 ve 7°de goriilen delesyonlardir. Delesyonlar
ve mutasyonlar da dahil olmak {izere IKZFI
degisiklikleri; ABL/JAK smif1 fiizyon vakalarinin %50-
100’tinde, EPOR’un yeniden diizenlendigi hastalarin
yaklagik %78’inde ve CRLF2-yeniden diizenlenmis
hastalarin ise %40-70’inde goriilmektedir (Sekil 2).
Giinlimiizde, cesitli /KZF'1 delesyon tipleri arasindaki
patobiyolojik  farklar yeterince bilinmemektedir,
ancak /KZFI delesyonlariin tiim tipleri kotii prognoz
ile iligkilendirilmistir. Ph benzeri ALL tanis1 almig
15 cocugun dahil edildigi bir arastirmada; hastalara
ait transkriptom analizleri ve tim genom dizi
analizleri gerceklestirilmigtir. 15 hastada da sitokin
reseptoOrii, tirozin kinaz genlerinin diizenini bozan
ALL kromozomal yeniden diizenlemeleri veya dizi

mutasyonlari belirlenmistir (14). Ayrica kinaz aktive
edici bazi siniflar da tanimlanmistir. Bunlar: JAK/
STAT sinyalizasyonunu aktive eden degisimler
(CRLF2, JAK2, EPOR), ABL sinif1 fiizyonlar1 (ABLI,
ABL2, CSFIR, PDGFRa, PDGFRp) ve RAS sinyal
yolu mutasyonlar1 (KRAS, NRAS, NF1, PTPNI1I) dir.
En biiyiik tirozin kinaz aktivasyon lezyonlari, JAK/

PAGT ‘ ‘ ‘ ‘

Sekil 1. B hiicreli ALL’de ABL ve JAK?2 simuft tirozin kinaz aktive
edici fiizyonlar (12).

kn||m3ﬂﬂ'r' EPOR

o

“rran IKZE1 digar detesyo™®"
Sekil 2. Tirozin kinaz fiizyonuna sahip hastalarda; IKZF1

delesyonlart sik goriilirken, CRLF2’nin yeniden diizenlendigi
hastalar ¢cogunlukla JAK?2 mutasyonlarina sahiptir (12).
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STAT sinyal yolunun aktiflesmesi sonucu olusmaktadir
(9). Sitokin reseptorlerinin ve JAK ailesi iiyelerinin
rolii, B-ALL c¢aligmalarinda biiyiik 6neme sahiptir.
JAK ailesti,

JAK-STAT sinyal yolagi ile iligkili reseptor
olmayan dort tirozin kinazi (JAK1, JAK2, JAK3, TYK?2)
kodlamaktadir. Kodlanan tirozin kinazlarda meydana
gelen mutasyonlar, yiiksek riskli cocukluk ¢cagi B-ALL
vakalarinin yaklasik %10’unda goriilmektedir (12).

CRLF2’deki degisimler (Xp22.3 / Ypll.3);
cocukluk cagr B-ALL vakalarinin %8’inde, yiiksek
riskli B-ALL vakalariin ise %15’inde goriilmektedir.
Ph benzeri ALL hasta grubunun yaklasik %50’sinde
CRLF?2 yeniden diizenlenmesinin séz konusu oldugu
tespit edilmistir. Genel olarak, CRLF2’nin asir1
ekspresyonuna neden olan birkag¢ genetik diizenlenme
vardir. Bu diizenlenmeler 3 yolla gerceklesmektedir
(Sekil 3) (12,14):

1. P2RYS-CRLF?2 fiizyonuna neden olan cinsiyet
kromozomlarinin psédootozomal bdlgesinin fokal
interstisyel delesyonu,

2.CRLF2’nin, immiinoglobiilinin agir zincir
arttirict bolgesine translokasyonu (/IGH-CRLF?2) veya,

3.CRLF2yi aktiflestiren F232C nokta
mutasyonudur (15).

IGH-CRLF?2 translokasyonu, 1dsemi patogenezinin
erken donemlerinde ve relaps  vakalarinda
goriilmektedir. P2RYS-CRLF?2 translokasyonu
ise hastalik gelisimi sirasinda gerceklesmektedir.
P2RYS-CRLF2, genellikle subklonaldir ve relaps
goriilen hastalari 1/3 veya yarisinda tamimlanamaz.
CRLF?2 ekspresyonu, IGH-CRLF2 fiizyonuna
sahip hastalarda P2RYS-CRLF2’li hastalara gore 10
ila 100 kat daha yiiksektir. Prognostik etki olarak,
IGH-CRLF?2 fiizyonlu ALL hastalarinin relaps riski
P2RY8-CRLF2’li hastalara gore iki kat daha yiiksek
oldugu ifade edilmektedir. Yiiksek CRLF?2 ekspresyon
seviyesi, genetik diizenlenmeler ile birlikte degilse
kotii prognoz isareti olarak goriilmemektedir. Ozellikle
Hispanik etnik kokene sahip hastalarda yiiksek CRLF2
ekspresyon seviyesine sik rastlanmaktadir (16).

CRLF2 yeniden diizenlenmeleri, c¢ogunlukla
Iokomogeneze  yol acan  STATS5  yolaginin
aktivasyonuyla sonu¢lanmaktadir. Son doénemde

gerceklestirilen molekiiler caligmalar ile, PI3K/
mTOR sinyal yolagi da 16komogenez siirecine dahil
edilmistir (9,12). CRLF2 yeniden diizenlenmenin
goriildiigi cocukluk ve ergenlik c¢agi vakalarinin
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yaklastk  yarisinda, Janus Kinaz genlerinden
JAKI ve JAK2’nin aym1 zamanda aktive olacagi
mutasyonlar goriilmiistiir ve bu durum JAK-STAT
sinyalizasyonunun aktivasyonu ile sonug¢lanmaktadir.
Diizenlenmenin goriildiigii vakalarin yaklasik %40°’1
JAK?2 mutasyonlarini barindirmaktadir. En sik goriilen
mutasyon psodokinaz bdolgesinde bulunan R683G
nokta mutasyonudur (9,12). Yapilan caligmalarda,
lokomogenez siirecinde; JAK2 ve ABL kinaz smifi
genleriniicerenvefiizyonolusumunuaktiveedentirozin
kinazin olustugunu, ayrica bu fiizyon proteinlerinin Ph
benzeri gruplara 6zel oldugu belirlenmistir. ABL sinifi
ve JAK?2 fiizyon proteinleri, pediatrik ve yetigkin Ph
benzeri vakalarin %18.25’inde goriilmektedir. Flizyon
proteinlerinin subseliiler konumunun aragtirilmasi ile
bir¢cok JAK? fiizyonu hiicresel diizeyde incelenmis ve
bu proteinlerin ¢ogunun (PAX-JAK2 fiizyon proteini
hari¢) sitoplazmik oldugu goriilmiistiir (13).

Ph benzeri ALL’nin %]13’inl igeren ikinci ana
alt grup, ABLI, ABL2, PDGFRp ve CSFIR gibi ABL
sinifi genlerin yeniden diizenlenmesini igermektedir.
JAK2 ve EPOR diizenlenmelerinin birlikte goriilme
orani, Ph benzeri ALL’li hastalarda %11°dir. Tek
basina EPOR diizenlenmeleri ise Ph benzeri ALL nin
~%4’tinde tanimlanmistir (Sekil 4) (11).

Translokasyonlar ~ sonucu  olusan  “fiizyon”
genlerinden sentezlenen yeni proteinlerin hastalik
seyrine etkisinin belirlenmesi yeni tedavi prensiplerinin
gelistirilmesi agisindan yol gostericidir. Hastaligin
tanist ve tedavisinden sonra spesifik kromozomal
diizensizliklerin  kalitatif ve kantitatif olarak

Kromozom X ya daY PAR1

RC™E

6 —p ¥

v —> g

KromozomX ya daY
[ —— ]
— CRLE2
Kromozom 14

F232C

Sekil 3. Ph benzeri ALL’de CRLF2 diizenlenmeleri (27).
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Sekil 4. Ph benzeri ALL’de ABL sinif1 kinaz fiizyonlan ve diger
JAK sinyal yolu degisimleri (27).

saptanmasi; hastalifin seyri, terapotik ilaca verilen
yanitin degerlendirilmesi ve MRD takibi bakimindan
biiyiik onem tagimaktadir (9,17).

Ph benzeri ALL, gen ekspresyon profillerinin
analiz edildigi calismalar ile tamimlanabilmektedir.
Ayrica bu alt grup, ekspresyon profili olarak Ph pozitif
alt gruba benzer gen ifade profilleri gostermektedir. Ph
benzeri hastalarin kemoterapi siirecleri kotii progroz
ile iligkilendirilmektedir. Tan1 amagh gerceklestirilen
sitogenetik testler sonucu Ph benzeri ALL hastalari
kimerik proteini bulunmadigi icin Ph negatif grup
olarak tani1 almaktadir. Bu nedenle, Ph benzeri hasta
grubuna Ph negatif tanis1 almig hastalarin klasik
tedavi protokolleri uygulanmaktadir. Gergeklestirilen
arastirmalar 15181nda, ABL smifi fiizyonlar1 goriilen
Ph benzeri ALL vakalarinin tedavilerine ABL
inhibitorlerinin eklenmesi ile remisyon saglandigi
belirtilmistir. Ph benzeri hasta grubunda c¢ogunlukla
ABL]I siifi ve JAK-STAT sinyal yolag: degisiklikleri
goriilse de, ABL sinif1 veya JAK inhibitorleri tarafindan
inhibe edilemeyen birkac kinaz degisiklikleri de
vardir (0rn; BLNK, NTRK3 ve TYK2). Gelecekteki
caligsmalar, bu kinazlar1 hedefleyebilecek inhibitorlerin
gelistirilmesine yonelik olacaktir. Ph benzeri ALL nin
tedavi protokollerine, Ph pozitif hastalarin tedavisi
icin kullanilan tirozin kinaz inhibitorlerinin (TKI)
eklenmesi hasta grubunun etkin tedavi almasini
saglayabilmektedir (9).

Tirozin kinaz aktive edici lezyonlari olan hastalarin
cogunlugu indiiksiyon kemoterapisine zayif yanit
vermektedir. Pediatrik ¢alismalarda bu hastalara kok
hiicre transplantasyonu ile kombine edilmis yogun
kemoterapi uygulandigi ve bes yillik olaysiz sagkalim
oranlarinin ABL sinif1 fiizyonlarda %50-89, JAK2/
EPOR/CRFL2 degisimlerinin goriildiigii vakalarda
967 nin altinda oldugu bildirilmistir (Sekil 3) (9).

Ph benzeri ALL’li hastalarin tanisinin konmasi
oldukca giic oldugundan, son yillarda yapilan
calismalar cesitli ayirt edici tani yOntemlerinin
geligtirilmesine  odaklanmugtir. 2016  yilinda,
Diinya Saghk Orgiitii (WHO) 2008 yayimini revize
ederek bu hasta grubunun tanisal giiclii§iine dikkat
cekmigtir. Giintimiizde, farkli pediatrik c¢alisma
gruplart ve merkezleri klinik c¢aligmalarin cografi
yapisina, hastalarin etnik kokenine, test edilecek
hasta sayisina, tani laboratuvarlarindaki genom/
transkriptom dizileme altyapisinin kullanilabilirligine
ve klinik hedefe dayanarak Ph benzeri ALL’nin
teshisi ve karakterize edilmesi icin farkli stratejiler
gelistirmektedir. Tan1 yontemlerini uygularken dikkat
edilmesi gereken en 6nemli parametreler; molekiiler
karakterizasyonun dikkate alinmas: ve hedeflenen
terapiye potansiyel olarak uygun olan molekiiler
lezyonlarin tanimlanabilmesidir (9).

Ph benzeri ALL’nin patolojik tanist ve alt
siniflandirmasinda kullanilan yontemler avantaj ve
dezavantajlar1 yoniinden ele alindiginda 6 alt baslhk
altinda degerlendirebilmektedir (Sekil 5).

1. Sitogenetik

Geleneksel karyotipleme yontemi, kromozomal
anomalilerin belirlenmesinde ve bilinmeyen veya
beklenmeyen yeniden diizenlenmelerin tespitinde
kullanilmaktadir. Sitogenetik yontemler ile Ph benzeri
ALL vakalarinda gériilen ETV6-RUNX1 ve CRLF2’nin
interstisyel delesyonlarinin belirlenemeyecek olmast,
yontemin sinirlayict yoniinii olusturmaktadir (18).
Ayrica, Ph benzeri alt grupta goriilen ¢cok sayida gen
ifade degisikliklerinin sitogenetik analizler ile ayirt
edilebilmesi miimkiin olmadigindan bu yontem ciddi
sinirlamaya sahiptir.

2. Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH)

FISH yontemi, ¢alisilacak gen problarinin 6nceden
belirlenmesi kosuluyla geleneksel karyotiplemeden
daha yiiksek hiz ve c¢oOziiniirliikte kromozomal
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anomalilerin  tanimlanmasin1  saglamaktadir. Ph
benzeri hastalarin tanisinda spesifik FISH panelleri
kullanilmaktadir ancak analizin pozitif bulgusu
sonucunda tespit edilen translokasyonlar1 tanimlamak
icin ek filizyon problarina veya ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) gibi ek
testlere ihtiyac duyulmaktadir. Birka¢ genin [Orn;
inv (9) PAX5-JAK?2 fiizyonu, del(X)(p22p22)/del(Y)
(pl1p11) sonucu olusan PZRYS-CRLF?2 fiizyonu gibi]
yeniden diizenlenme bulgularini eg zamanl olarak bu
metodoloji ile tespit etmek miimkiin degildir. Ancak,
CLIA onaylh laboratuvarlar (Clinical Laboratory
Improvement Amendments, CLIA, klinik denemeler
ve temel arastirmalar hari¢, Amerika Birlesik
Devletleri’nde insanlar iizerinde yapilan tiim klinik

A. B Lenfoblastik Losemi

— 7 AT

Morfoloji Sitogenetik Multipleks RT-PCR: Hibrit Yakalama
Imminofenotipleme  Yeniden diizenlemeler  ABL1, ABL2, CSFIR, JAK2, yada
igin FISH NTRK3, PDGFRB  Kanca (Anchored) Multipleks PCR
BCR-ABLI yada yada
MLL Yeniden Diizenleme Kanca (Anchored) Multipleks  Amplikon-Tabanli
ETV6-RUNX1 PCR Hedefli DNA Dizileme
Trizomi 4,10,17 Tabanli RNA Dizileme
,,,,,,,,,,, yada {
l RNA Dizileme
JAK2 Mutasyonu
Hiperdiploidi, IKZF1 Mutasyonu
Hipodiploidi Digerleri
FISH +
BCR-ABLI Benzeri I
deil Prognoz / Tahmin
B. B Lenfoblastik Lsemi
l
Sitogenetik M.tR-A?u .
imminofenotipleme Mt BCR-ABLE Benzeri Deil
———— TCF3-PBX1 2
l ETVE-RUNX1
Hipodiploid,
Hiperdiploid

Digerleri

yd
'l \.
FISH ile Yeniden

Diizenlenmeleri:
ABLL l
ABL2
CSFR1 BCR-ABL1 Benzeri
1Ak / \
NTRK3 CRFL2 Yeniden Diizenlenme X CRIF2 Yeniden Diizenlenme Yoksa
PDGFRB l |

Multipleks RT-PCR:
JAK Mutasyon Testi ABL1, ABL2, CSFIR,

" IAK2, NTRK3, POGFRB  RNA-Dizileme

Konfirmasyon igin RT-PCR
FISH Konfirmasyon igin RT-PCR
FISH

Dizileme

Sekil 5. Ph benzeri ALL’de Kullanilan Tan1 Algoritmalart.

A: Genis tabanl Ph benzeri ALL tani algoritmasi, B: Asamali Ph

benzeri ALL tani algoritmasi (18).
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laboratuvar testlerine uygulanan ABD federal mevzuat
standartlaridir.); Ph benzeri ALL vakalarinin tam ve
karakterizasyon basamaklarinda kullanilmak iizere
cok yonlii FISH testlerini 6nermektedir (18).

3. Akim (Flow) Sitometri Yontemi

Akis sitometri, B-ALL tanist i¢in yaygin olarak
kullanilan, hizli ve uygulama kolaylig1 olan bir
yontemdir. Akim sitometri yonteminde siispansiyon
halindeki hiicre ya da partikiiller lazer 15181 ile
aydmlatilan bir bolmeden gecirilir; hiicrelerin lazer
onilinden gecerken verdikleri sinyaller goz Oniine
almarak analiz gerceklestirilir. Olugsan sinyallerin
kaynagi, hiicrenin biiyiikliigii, graniilarite gibi fiziksel
ozellikleri olabilecegi gibi; hiicreye baglanan cesitli
florokromlar da olabilmektedir. Deney sonucunda
hiicre ya da partikiiliin immunfenotipi, DNA igerigi,
enzim aktiviteleri, hiicre membran potanasiyeli
ve canliligi gibi ¢esitli ozellikleri hakkinda bilgi
elde edilmektedir. Akis sitometri ydnteminde
periferik kan Ornegi, kemik iligi aspirasyon
materyali ve biyopsileri, ince igne aspirasyon
materyalleri ve tlim viicut sivilarindaki hiicrelerin
analizi gerceklestirilebilmektedir. Akut 16semilerin
%95°1 temel antikorlarin kullanildigi bir panel ile
tanimlanmaktadir. Ph benzeri ALL tanisinda akim
sitometri yonteminden faydalanilabilir. Bu vakalarda
da B-ALL alt tiplerindeki gibi CD19* ve CD10* varlig1
goriilmektedir. Yiiksek CRLF?2 ekspresyon seviyeleri,
JAK2/JAKI ve IL7R genlerindeki mutasyonlar da
dahil olmak iizere, JAK-STAT sinyal yolundaki

HR B-ALL
g —> P+ —> imatinib/dasatinib + & pi
LDA B Post-induction
ot F2+ CALF2-R (RT-
. R el o ki -l PRI
3 ¢ CRLF2- mutasyon analizi ruxolitinib
Ph benzeri degil * _ RNA Sekanslama
l RT-PCR analysis Flizyon analizi
+ +
Riske gére * * ¢
Kkemoterapi ABL sinifi JAK2 fizyon EPOR yeniden diizenlenme
kinaz fiizyonlan Diger fizyonlar
Post-induction Post-induction
AALL1131 AALL1521
dasatinib ruxolitinib

Sekil 6. Cocuk Onkoloji Grubu tarafindan kullanilan giincel
Ph-benzeri ALL genetik test algoritmasi (27).
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genetik degisimlerle iligkilidir. Bu sayede Ph benzeri
ALL’de lenfoblastlarin yiizeyinde CRLF2’nin fazla
ekpresyonu akim sitometri yontemi CRLF2’ye kars1
gelistirilmis  antikorlar kullanilarak gosterildiginde
hizli tan1 saglar. Her yontemde oldugu gibi akim
sitometrisinden yararlanirken de tani i¢in standardize
edilmis yontemlerin tercih edilmesi, cihazin optimum
kosullara uygun olmasi, periyodik kontrollerin
diizenli yapiliyor olmasi ve cihaz kalibrasyonu testin
giivenilirligi acisindan 6nemlidir (18,19).

CRLF2 antibodies are commercially available
and have been incorporated into panels in many flow
cytometry laboratorie

CRLF2 antibodies are commercially available
and have been incorpo-rated into panels in many flow
cytometry laboratorie

4. Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR)

RT-PCR; RNA molekiillerinin retroviriislerden
izole edilen revers transkriptaz enzimi yardimiyla
komplementer DNA (cDNA) sentezini
gerceklestirmesi sonucu, gen ekspresyon analizlerinin
yapilabildigi c¢cDNA’nin cogaltimini ve {riinlerini
tek bir tiipte belirlemeyi miimkiin kilan hizli, hassas
ve fiizyon partnerlerinin varligini tanimlayabilmek
icin kullanilan multipleks o6zellikte bir yontemdir.
Bu metodoloji ile reaksiyon basina 30 veya 50 gen
probu kullanilarak genis bir translokasyon aralig1 testi
gerceklestirilir ancak yeni olusan fiizyonlar RT-PCR
yontemi ile tespit edilememektedir. CLIA sertifikali
laboratuvarin bazilarinda Ph benzeri ALL nin tan1 ve
karakterizasyonu ic¢in multipleks RT-PCR panelleri
kullanilmaktadir (18,20,21).

5. Dizileme Teknolojileri

Ph benzeri ALL’de genomik diizenlenmelerin
ve klinik sonuglar ile yapilacak korelasyonlarin
tespiti icin dizileme teknolojilerinin caligmalara
dahil edilmesi 6nem tagimaktadir. Ph benzeri ALL
hastalarinin tanisinda kullanilan Yeni Nesil Dizileme
(Next Generation Sequencing, NGS) yontemleri bir¢ok
avantaj ve dezavantaja sahiptir. Yeni olusan flizyonlarin
belirlenebilmesi, sekonder mutasyonlarin analiz
edilebilmesi, daha hassas ve duyarli sonuglarin elde
edilebiliyor olmasi sistemin dikkat ceken avantajlarini
olustururken, NGS tabanli bazi yontemlerde yeni
flizyon partnerlerinin tanimlanamamasi, yiiksek

maliyet, tani slirelerinin uzun olmasi ve altin kural
sayilan temel yontemler ile dogrulanma gerekliligi bu
yontemin dezavantaji olarak goriilmektedir. Kullanilan
yontemler; Hibrit yakalama (Capture)-bazli hedefli
NGS, Kanca (Anchored) multipleks PCR-bazli
hedefli NGS, Tiim ekzom dizileme, Tiim transkriptom
dizileme ve Tiim genom dizileme yontemleridir (18).

6. Gen Ekspresyon Profilleri

Mikroarray’ler (mikrogipler ve mikrodizilimler)
bir¢ok biyolojik sistemde oldugu gibi, hematolojide
de yiiksek ¢iktili gen ifade analizleri i¢in rutin olarak
kullanilma amactyla gelisen bir teknolojidir. Bu yontem
ile ayn1 anda bir¢ok genin ifadesini degerlendirmek
miimkiindiir. Cok sayida oligoniikleotidin lamlar
ya da naylon membranlar lizerine noktalanmasi ile
mikroarrayler olusturulmaktadir. Kullanim alanlari,
gen ifade profillerinin aragtirilmasi, mutasyon
taramast ve analizi, genotipleme caligsmalari,
genlerin ve klonlarin haritalanmasi, mikrodelesyon
ve kromozomal aberasyonlarin tespiti olarak
siralanabilir. Hastalik tanisinda kullanilan mikroarray
platformlarinin en O©nemli avantajlari;; aynmi anda
bircok gen ile ilgili bilgi alinmasi, hizli sonug elde
edilmesi, deney siirecinin kisa olmasi, giivenilir
olmast ve sistemin optimizasyonu sonrasinda diger
yontemlere gore daha ucuz olmasidir. Mikroarray’ler
hematolojik malignitelerin molekiiler tanisinin dogru
olarak yapilmasinda yaygm olarak kullanilmaya
aday gosterilmektedir. Ayrica mikroarray analizleri
timor gelisiminde hangi genlerin ve biyolojik
stireclerin sorumlu olabilecegini gostermektedir. Gen
ekspresyon analizi, Ph benzeri ALL’nin tanisinda
“altin standart” olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle
Ph benzeri tanisinda kullanilabilecek en dogru ve
gecerli yontem olarak goriilmektedir. Mikroarray
uygulamalari, giiniimiizde yaygin olarak Illumina,
Agilent ve Affymetrix platformlarinda gergeklestirilir.
Bu alt grubun tanimlanmasinda ticari olarak kullanilan
mikroarrayler Affymetrix platformlaridir. Yontem;
mRNA ekstraksiyonu ve ardindan gen ekspresyon
analizini icermektedir. Affymetrix platformlar: ile
yiiksek uyum gosteren Tagman tabanli 8 veya 15 gen
iceren diisiik yogunluklu dizi platformlar1 (Tagman
Low-DensityArray/TLDA)sonyillardagerceklestirilen
calismalar dogrultusunda gelistirilmistir. Ph benzeri
ALL teshisinde kullanilan bu yontem Klinik
Laboratuvar lyilestirme Degisiklikleri onay1 olmayan
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laboratuvarlarda uygulanamamamaktadir. Bu
metodoloji genel olarak, hematolojik malignitelerin
on bilgi olmadan siniflandirilmasinda, yeni alt
gruplarin belirlenmesinde, hastaligin tanisinin dogru
olarak yapilmasinda, tedaviye cevabin ve relapsin
onceden belirlenmesinde ve en Onemlisi tedavi icin
yeni hedeflerin bulunmasinda mikroarray platformlari
biiyiik 6nem tagimaktadir (18,22).

Ph benzeri ALL grubunun tanimlanabilmesi ve
etkin tedavi protokollerinin baglatilabilmesi icin
gilincel calismalarda Onerilere yer verilmektedir.
Harvey ve arkadaglart (2020) Ph benzeri ALL
vakalarinda  goriilen yeniden diizenlenmelerin
tanimlandig1 ayritili molekiiler analizler devam
ederken, 16semi tanisi sonrasi (7-10 giin icerisinde)
rutin FISH testi fiizyonlarin belirlenmesini ve
indiiksiyon kemoterapinin erken donemlerinde JAK
veya ABL/PDGFR inhibitorlerinin eklenmesini erken
terapOtik miidahale icin onermektedir. Ek olarak, RT-
PCR yontemi ile tespit edilen fiizyonlarin, indellerin
ve nokta mutasyonlarinin Sanger dizi analizi ile
konfirmasyonunun saglanmasim1  vurgulamaktadir.
Tiim genom dizileme; Ph benzeri ALL’yi karakterize
etmek icin en yararli yontemlerden biridir. Ancak
yiiksek maliyet ve test sonucunun uzun siiren analiz

basamaklari nedeni ile tercih edilmemektedir. Ph
benzeri ALL’de sadece aragtirmalar icin tiim genom
dizileme kullanilmaktadir (23).

Ph benzeri ALL hastalari, Ph benzeri olmayan
vakalara kiyasla yiiksek indiiksiyon basarisizlig1 orant,
indiiksiyon sonrasi yiikksek MRD pozitifligi ve yiiksek
relaps oranlari ile geleneksel kemoterapiye zayif yanit
vermektedir (24). Ph benzeri ALL grubunun aldig1
etkin tedavi hala Diinya genelinde standart tedavi
degildir ve ilgili grup cok heterojendir. Bu nedenle
tedavi algoritmalarinda tam olarak nerede olduklari
bilinmemektedir.  Potansiyel tedavilerle dogru
hastalar1 eslestirmek icin, Ph benzeri alt tipinin dahi
siniflandirilmaya ihtiyact vardir (7.,9).

Losemide tedavi yanitt ve prognoz direkt iligkilidir.
MRD; ALL’de tedavi yanitinin belirlenmesinde
en duyarli yontem olarak bilinmektedir. MRD ile,
remisyon indiiksiyonunun herhangi bir asamasinda
>102blast1 olan hastalar icin relaps riski ¢cok yiiksek
yorumu yapilabilmektedir ve hedefe yonelik tedavilerin
konvansiyonel tedavilere eklenmesi gerekmektedir.
Ancak <107 blast1 olan hastalarda sagkalimi arttirmak
icin tedavi yogunlugunun arttirilmasi, tedavi siiresinin
uzatilmasi ve/veya transplantasyon secenekleri hala
tartigmalidir (25,26).

Tablo 1. Ph benzeri ALL’de tanimlanan kinaz fiizyonlar1 [28]

Kinaz Geni Tirozin Kinaz Inhibitorii Fuzyon . Hasta Genler

Partnerleri

say1

ABLI Dasatinib 6 14 gﬂ?;lfg,]NUP214, RCSDI, RANBP2, SNX2,
ABL2 Dasatinib 3 PAGI, RCSD1, ZC3HAVI
CSFIR Dasatinib 1 4 SSBP2
PDGFRB Dasatinib 4 11 EBF1, SSBP2, TNIPI, ZEB2
CRLF?2 JAK?2 inhibitorii 2 30 IGH, P2RYS
JAK2 JAK? inhibitorii 10 19 SShby STRNS ks 1o PREBEL,
EPOR JAK? inhibitorii 2 9 IGH, IGK
DGKH Bilinmiyor 1 1 ZFAND3
o T s
NTRK3 Krizotinib 1 1 ETV6
PTK2B FAK inhibitorii 2 1 KDMO6A, STAG2
TSLP JAK?2 inhibitorii 1 1 1QGAP2
TYK2 TYK2 inhibitorii 1 1 MYB
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Tedavi siirecinde ALL hastalarina uygulanan ilk
tedavi protokolii indiiksiyon tedavisidir. Genetik
degisimlerine gore tedaviye eklenecek ilaclarin
belirlenmesi ve uygulanmasi gereken basamak
konsolidasyon tedavi basamagidir. Bu basamaga
kadar Ph benzeri ALL’li hastalarin teshis edilmesi
gerekmektedir. Ph benzeri alt grubun diger hasta
gruplarina gore yasam oranlar1 oldukca diislik
oldugundan, klasik tedaviye yeni ilaclarin eklenmesi
gerekliligi  dogmaktadir (5). Tam1  yOntemleri
sonucunda Ph benzeri ALL tanisi almig vakalarda
saptanan mutasyona gore tedaviye Tablo 1’deki
ilaglarin eklenmesinin yagam siirelerine olumlu etkisi
oldugu bildirilmektir. Bunlarin yani sira tedavide yeni
ilaclarla ilgili caligmalar da devam etmektedir (27,28).

Ph benzeri hastalara uygulanan risk odakli terapi
(yogun kemoterapi protokolleri ve allojenik kemik
iligi nakli) olumsuz prognostik durumu ortadan
kaldirabilmektedir. Ching-Hon Pui ve ark.’larinin 2015
yilinda gerceklestirdikleri ¢caligmada, transplantasyona
gerek kalmadan hastalarin biiylik cogunlugunda ABL
tirozin kinaz inhibitorleri ve potansiyel olarak JAK
inhibitorleri ile inhibe edilmeye uygun genomik
degisikliklerin oldugu belirlenmisgtir (10).

BCR-JAK? translokasyonuna [t(9;22)(p24; q11.2)]
sahip ksenograft fare modellerine uygulanan, JAK2
inhibitorii olan Ruxolitinib’in tiimér olusumunu
azalttigi gosterilmistir. Ayni zamanda CRLF2’nin
yeniden diizenlendigi ve JAK2 mutasyonlu 16semik
hiicrelerin in vitro tedavisinde umut verici sonuglar
elde edilmistir (12).

Sonug olarak; Ph benzeri ALL hastalarin sikligi
pediatrik vakalarda %9,adolesanlarda %25 oranindadir.
Tani, gen ekspresyon profilleri ile konulmaktadir
ve hastalik genetik olarak heterojendir. Vakalarda
BCR-ABLI fiizyon proteini bulunmamaktadir. Ayni
zamanda bu alt grupta IKZF1 delesyonlar: yiiksek
oranlarda goriilmektedir. Ph benzeri ALL vakalarinda
goriilen bir diger genetik degisim ise CRLF2 geni
yeniden diizenlenmesidir. CRFL2 geninin yeniden
diizenlenmesi, vakalarin %50’sinde goriilmektedir.
Bu degisime ek olarak vakalarda ABLI, ABL2,
JAK2, IL7R, FLT3 mutasyonlari, EPOR yeniden
diizenlenmeleri de goriilebilmektedir. Ph benzeri alt
grubunun ayirt edici molekiiler analizler kullanilarak
tanimlanmasi, tani ve tedavi icin belirleyicidir.
Etkin tedavi protokolleri icin genetik degisimler
mutlak degerlendirilmelidir. Ph benzeri alt gruba ait

hastalarin gen ifadelerinin belirlenmesi ile tedavilerine
kemoterapik ilaclarin ilave edilmesi saglanarak, etkin
tedavi protokollerinin gelistirilmesi ve kotii prognozun
ongoriilerek yasam siiresinin ve kalitesinin arttirilmasi
miimkiin olabilmektedir.

Cikar Catismasi: Yazarlar
catismasi bildirilmemistir.

Finansal Destek: Yazarlar tarafindan finansal
destek almadiklar1 bildirilmistir.
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