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ONSOZ

Egitim hayatim boyunca, yirmi ¢ kromozomluk kattuphanenin yapraklari
arasinda kendimi kaybetmenin mutlulugunu yasadim. Okudukca heyecanlandim,
heyecanlandikga merakim ve bu muhtesem kitapliga hayranhgim artti ve onun bir
okuyucusu olmanin kivancini yasadim. Bu sayfalar, kelimeler, heceler ve harfler
arasinda beni en ¢ok cezbeden kanser genetigi dizinleri oldu. Ug milyar harfle yazilan
bu sarmal merdivenden ¢ikarken en ¢ok ayaklarim kanser genlerine takildi. Hangisiydi
bu mekanizmanin en gézde kromozomu, hangi genleri sever konusmalarina izin verir,
hangilerinin sonsuza dek susmasini isterdi ya da hangi genler onun en yakin dostlar
haline dénusebiliyordu... 500 sayfalik 200 kitabi okumak icin kac¢ yiim vardi bilinmez
ama beni en ¢ok heyecanlandiran bolimden baslamaliyim diye distndum. iyi ki de
Oyle yapmigim.

Bu nanometre boyutundaki dinyanin igine girdigimde essiz, muhtesem ve
sonsuzlukla tabir edebilecegim derya da kaybolurken; bu yolda 6niime deniz feneri gibi
1sik olan bir¢ok degerli hocam ve meslek arkadaglarim oldu. Herkesin isimlerini vererek
tesekkir etsem sayfalarca isim yazmam gerekecek ama asagida saydigim insanlara
0Ozellikle minnetimi belirtmek isterim.

Gerek bilimsel gerekse sosyal anlamda tecriibe ve deneyimlerini benimle
paylasan, bilimde buglnlere gelmemde en biyuk pay sahibi olan, bilgisini ve destegini
esirgemeyen, babacan tavirlari ve hosgorusuyle her zaman yanimda olan danismanim
Sayin Prof. Dr. Osman DEMIRHAN’a; yol gostericiligi, ictenligi ve destegini hep
hissettiren; kendisini her zaman 6rnek aldigim degerli hocam Sayin Prof. Dr. Mulkiye
KASAP’a; aragtirmamda anabilim dalinin olanaklarini bana sunan Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali bagkamimiz Sayin Prof. Dr. H. Umit LULEYAP’a; molekiiler genetige merakimi
arttiran ve her zaman buyuk bir hayranhkla derslerini dinledigim degerli hocam Sayin
Prof. Dr. Halil KASAP’a; pozitifligi, guler yuzIilugh ve bilimsel anlamda bana verdigi
destekler icin hocam Sayin Prof. Dr. Davut ALPTEKIN’e; tez ¢alismamda olgulari elde

etmemde, calismanin laboratuvar asamalarini yirdtebilmem icin Pediatrik Onkoloji



Bilim Dal’nin olanaklarini  sunan, yardimlarini  ve destegini hicbir zaman
unutmayacagim Sayin Prof. Dr. Atila TANYELi’ne ve onun nezdinde Pediatrik Onkoloji
Bilim Dali’nin degerli hocalarina, asistanlarina, hemsirelerine ve tim calisanlarina; iyi ki
de Almanya’ya beni yanina kabul etmis ve her zaman keske donmeseydim dedirten,
kisiligini ve bilimsel durusunu 6rnek aldigim, yaptigi isleri hayranlkla ve saygiyla
izledigim, kanser genetigi alaninda kendisinden ¢ok sey 6grendigim degerli hocam
Sayin Dr. Seval TURKMEN’e; ne kadar uzaga gitse de bilimsel anlamda goniil bagimizin
hicbir zaman kopmadigi, beni hep destekleyen, yiiksek enerjisiyle, sesiyle ve ruhuyla
her zaman yanimda olan ablam Sayin Do¢. Dr. Sema YILMAZ’a; Pediatrik Onkoloji Blim
Dalin’da hem hastalar konusunda hem de tezimin istatistik analizinde bana ¢ok blyuk
yardimlari olan ve ne zaman kapisini ¢alsam sirekli gulimseyerek beni karsilayan
degerli hocam Sayin Doc. Dr. ibrahim BAYRAM’a; egitim siirecimde bana moral ve
destek olan, birlikte hem bilimsel hem de sosyal anlamda nice guzellikleri paylagtigim
calisma arkadaslarim ve dostlarim Dok. Ogr. Ferda TEKIN TURHAN’a; Ar. Gor. Seda
ILGAZ’a, Dok. Ogr. Gamze COMERTPAY’a ve Yilk. Lis. Ogr. E.Deniz BARC'a; Peditrik
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ablalari olmaktan her zaman gurur duydugum, ayni genetik mirasa sahip oldugum,
mutlulugumda ve mutsuzlugumda, hayatta her zaman yanimda, bana destek ve moral
olan birtanelerim kardeslerim Recep, Nur ve Rafet’e
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OZET

Akut Lenfoblastik Losemili Cocuklarda VEGF-A, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 VE TIMP-2

Genlerinin Ekspresyon ve Metilasyon Diizeylerindeki Degisikliklerin incelenmesi

Akut lenfoblastik 16semi (ALL), lenfositik progenitdrlerin malign hastahg: olup
tek bir B ya da T hicre klonundan kdken alir. Blastik hiicrelerin kemik iliginde birikimi
ve ¢ogalmasi kemik iligi baskilanmasina neden olur ve hastahk tablosu ortaya cikar.
VEGF-A, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 genleri solid tiimorlerde hastahgin
invazyon ve metastazi ile iligkilendirilmis ancak hematolojik kanserlerin etiyolojisine
etkileri tam olarak bilinmemektedir.

Calismamizda, Cukurova Universitesi, Pediatrik Onkoloji Bilim Dal'nda ALL
tamisi almig 26 hasta ile bu hastalara yas ve cinsiyet agisindan uygun olan saghkl ve
ailesinde kanser Oykisi olmayan 26 kontrol dahil edildi. Hastalarda vaskuler
endotelyal buyume faktori-A (VEGF-A), matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2),
matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9), doku inhibitéri matriks metalloproteinaz-1
(TIMP-1) ve doku inhibitorii matriks metalloproteinaz-2 (TIMP-2) genlerinin ifadesi
ile metilasyon dizeyi RT-PCR yontemi ile tarandi. inceleme sonucunda; VEGF-A,
TIMP-1, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ifadeleri hasta ile kontrol grubu
karsilastinldiginda; VEGF-A (p<0,05), TIMP-1 (p<0,05), MMP-2 (p<0,05) ve MMP-9
(p<0,05) genleri icin anlamh bir fark saptanirken, TIMP-2 (p>0,05) geninin anlamli
olmadig: tespit edildi. VEGF-A, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin metilasyon
yuzdesi hasta ile kontrol grubu arasinda karsilagtinldiginda; VEGF-A (p<0,05), TIMP-2
(p<0,05), MMP-2 (p<0,05) ve MMP-9 (p<0,05) genleri icin anlaml bir farkin oldugu
saptandi. Cahsmamizda, hastalann yas, l6kosit, hemoglobin, trombosit, CD yizey
antijenleri, metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geni polimorfizmi ve
siniflandirma ol¢utleri de istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Sonug¢ olarak ¢ahsmamizda hasta grubumuzda tani aninda VEGF-A, TIMP-1,
TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ifadeleri ve metilasyon degerlerinin ALL
hastahginin tanisinda 6nemli olabilecegi, hastaligin takibinde niiks ve mortalite icin
arastinlmasi gereken hedef genler olabilecegi iler strulebilir.

Anahtar Kelimeler: Akut lenfoblastik 16semi, VEGF-A, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2, MMP-
0.

Xiv



ABSTRACT

The Investigation Of VEGF-A, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 Genes Expression
Alterations And Methylation Levels In Children With Acute Lymphoblastic Leukemia.

Acute lymphoblastic leukemia is a malignant disease of lymphocytic
progenitors and originates from single B or T cell clone. The accumulation and
proliferation of the blast cells in bone marrow leads to bone marrow supression.
VEGF-A, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2 and MMP-9 genes have been associated with
invasion and metastasis of solid tumors but the effects of these genes for the
etiology of hematologic cancers are not known completely.

In our study, 26 patients diagnosed with a acute lymphoblastic leukemia were
included in Cukurova University Faculty of Medicine, Pediatric Oncology Unit. The
control group consisting of 26 healthy children with the same age and gender and
have no family history for cancer was recorded. The expression and methylation
levels of vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A), matrix metalloproteinase-2
(MMP-2), matrix metalloproteinase-9  (MMP-9), tissue inhibitor  of
metalloproteinase-1 (TIMP-1) and tissue inhibitor of metalloproteinase-2 (TIMP-2)
genes were detected by RT-PCR method in children with ALL. There were significant
differences in expression of VEGF-A (p<0,05), TIMP-1 (p<0,05), MMP-2 (p<0,05) and
MMP-9 (p<0,05) of ALL patients compared to the control group, whereas any
significant difference was not found in TIMP-2 (p>0,05) level statistically. Percentage
of methylation of VEGF-A, TIMP-2, MMP-2 and MMP-9 genes were significantly
higher in ALL patients than that of control group (p<0,05). In our study, age,
leukocyte and platelet count, hemoglobin level, CD surface antigens,
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene polymorphism and the
classification criteria of ALL were evaluated statistically in all patients.

In conclusion, VEGF-A, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2 and MMP-9 expression and
methylation levels could play an important role in the pathogenesis of ALL and help
provide new insights into the investigation of target genes for the following up
clinically in children diagnosed with ALL.

Key Words: Acute lymphoblastic leukemia, VEGF-A, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2
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1. GiRis

Cocukluk cagi akut lenfoblastik l16semisi (ALL), kan kanseri olarak adlandirilan
kemik iligindeki anormal hicrelerin kana ve tim dokulara yayilmasi sonucu cesitli
belirtiler veren malin bir hastaliktir. ALL ilk kez, Fransiz hekim Alfred Velpeau
tarafindan 1827 yilinda ates, halsizlik ve yaygin agri yakinmalari olan hastanin kaninin
puyle dolu oldugunu yaptigi otopside gozlemlemistir. Virchow, Bennett ve Craigie adli
arastincilar 1845 yihinda bu durumu, ayn bir hastalik olarak tanimlamiglardir. Virchow
1847 yilinda, hastaligi 16semi (yunanca leukos beyaz, heima kan) terimini kullanarak
tanimlamis ve splenik ve lenfatik olarak ikiye ayirmistir. Ehrlich’in  boyama
yontemlerinin 1891 yilinda ortaya cikmasi, l6semi subtiplerinin ileri ayirimini
saglamistir. Splenik ve myeloid |6semi, kisa sure sonra ayni hastalik olarak
tanimlanmistir. Lésemi, 1913 yilinda akut veya kronik, lenfatik veya myeloid olarak
siniflandinlmigtir. Cocuklarda ALL’nin Ozellikle 1-5 yas arasinda daha yuksek olan
prevalansi 1917 yilinda fark edilmistir. Loseminin farkh bir hastalik oldugu anlasildiktan
kisa stre sonra hekimler palyatif tedavi amagclh kimyasallar kullanmaya baglamislardir.
ilk gelisme, folik asidin lI6semi htcrelerinin cogalmasini hizlandirdigina dair Farber
tarafindan yonlendirilen ve bir folik asit antimetaboliti olan aminopterinin kullanimidir.
Carpici olarak, ¢ocuklarda ilk kez aylarca suren klinik ve hematolojik tam iyilesmeler
g6zlenmistir. Aminopterin ile olusturulmus iyilesmelerin, klinik yayinindan bir yil sonra
yeni izole edilmis adrenokortikotropik hormonun (ACTH) l6semi hastalarinda hizh
ancak, kisa iyilesmeler sagladigi bildirilmistir. Eszamanh olarak, pdrin ve pirimidin
sentezi ile etkilesen antimetabolitler sentezlenmistir. Bulgular merkaptopirin, 6-
tioguanin ve allopurinoltin klinik kullanima girisine neden olmustur. 1962 yilinda, St.
Jude Cocuk Arastirma Hastanesi’'nde remisyon induksiyonu, guclendirme veya
pekistirme, klinik belirti vermeyen santral sinir sistemi (SSS) I6semisi i¢in tedavi ve
uzatilmis idame tedavilerinden olusan dort fazli tam tedavi yaklasimi gelistirilmistir.

1970’lerin baslarinda ¢ocuklarin %50’ye yakini, bu yenilik¢i tedavi ile iyilestirilmistir.



Sonunda, ALL klinik, genetik ve immunolojik olarak heterojen hastaliklari tanimlayan
genis bir terim olarak kabul edilerek, risk yonelimli tedaviler gelistirilmistir.

Klinik anlamda, hastaligi karakterize edebilmek icin uygun siniflandirma
Olcltlerinin yaninda genetik taramalara da gereksinim duyulmaktadir. ALL alt tipleri
belirlenirken, sitogenetik tetkiklerin yapilmasi, genlerin ya da protein dizilerinin
incelenmesi, kemikiligi ve serum protein degerlerinin 6l¢tilmesi, genlerin ekspresyon ve
metilasyon duzeylerinin saptanmasi hastaligin daha homojen alt gruplara ayrilarak
saglkli ve anlamh bir sekilde siniflandirimasina ve hastalar icin en uygun tedavi
rejimlerinin belirlenmesine buyik katki saglayacaktir. Burada, dikkat edilmesi gereken
en o6nemli husus, hangi genetik metodlarin izlenecegi, hangi gen veya genlerin
irdelenecegi, klinik anlamda hastaligin evresinin saptanmasinda elde edilecek verilerin
saghkh bir bicimde yorumlanmasi igin onkologlarin, patologlarin ve tibbi biyologlarin bir
araya gelerek is birligi icinde ¢alismasidir.

Cocukluk cagi ALL’de sagkahm orani %70-80’lere ulasmasina ragmen, hastaligin
tekrar etmesi, hala ciddi ve ¢Ozilmesi gereken bir problemdir. Tam hastalik
belirtilerinin sdondugu kabul edilen bazi olgularda klinik ve sitokimyasal yéntemlerle
nukslerin goralmesi, kemik iliginde tedavi ile yok edilmemis belli miktarda I6semik
hicrenin kaldiginin isaretidir. Cahismada amaclanan ¢ocukluk cagr ALL’de tani aninda
VEGFA, TIMP1, TIMP2, MMP2 ve MMP9 genlerinin ifade ve metilasyon diizeylerinin
hastaligin oykusinde yer alp almadigini, niks igin isaretci olup olamayacagini
belirlemek ve tedavi protokollerinin saptanmasi ile olgularin yasam Kkalitelerine ve
maliyeti ylksek olan tedavi Ucretleri azaltilarak ekonomiye katkida bulunulmasi
amaclanmistir.

Calisma kapsaminda hedeflenen baglica amagclar;

1. Yeni tam almis cocuk ALL hastalarinda VEGF-A, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2
genlerinin ifade ve metilasyon diizeylerini saptanmasi,

2. Her iki yontemin birbirleri ile olan uyumunun irdelenmesi,

3. VEGF-A, MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 genlerinin ifade ve metilasyon
dizeylerinin  prognoza etkisinin ve diger prognostik faktorlerle iligkisinin

arastinlmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. AKUT LENFOBLASTIK LOSEMi

Lésemi; normal myeloid ya da lenfoid hematopoezin, genetik ya da gevresel
faktorlerin etkisi ile belirli bir basamakta duraklamasi ile birlikte; bazi kemik iligi 6ncul
hicrelerinin  klonal artisi olarak tamimlanir. Klonal ¢ogalma sonucu; neoplastik
hicrelerin kemik iligi ve diger dokulari istila etmesi ve periferik kanda birikmesiyle

karakterize olan bir hastaliktir®.

2.1.1. Epidemiyoloji

ALL, cocuklar arasinda en yaygin olan kanser turtudir. On bes yas alti cocuklar
arasinda tanimlanan kanserlerin yaklasik %25’ini ve yeni tani I6semilerinde yaklasik
%75’ini olusturur. En sik goérilme yasi 2-5 yas arasidir. Erkeklerde, kizlara gore daha
ylksek sikhkta gortlmektedir (1:1.2). Amerika Birlesik Devletlerinde, her yil 20 yas alti
yaklasik 2900 cocuk ve adolesana ALL tamisi konmaktadir’. Cocuklarda, ALL siklig:
2.8/100.000°dir. Altmis ¢ Avrupa populasyonun kanser kayitlarinda I6semi sikhgi
1970’lerden 1990’a %1.4 artmustir. ingiltere’de, 1971-1975 ila 1996-2000 arasinda
sikhigi 100.000’de 3.83'ten 4.61'e c¢ikmustir. iskandinav ulkelerinde, 15 yas alti
cocuklarda sikligi dengeli kalmistir (3.3/100.000)°. Ulkemizde ise akut lenfoblastik
|6semilerin 0-14 yas arasinda insidansi 41.4/1.000.000 olarak bildirilmektedir®.

2.1.2. Etiyoloji
ALL gelisimine yol agan kesin patogenetik nedenler bilinmemektedir. Sadece
birkag vaka (<%5), Down sendromu, Bloom sendromu, ataksi-telenjiektazi ve Nijmegen
kink sendromu gibi yatkinhg olan kalitsal genetik sendromlar ile veya iyonize
radyasyon ya da 6zel kemoterapétik ilaclarin maruziyeti ile iliskilidir®. Cocukluk cagi ALL
icin Gzerinde calisilan yayinlar, giderek artan yuksek dogum agirligi bir risk faktoru

olarak inandirici hale geliyor olsa da ebeveyn meslegi, ebeveyn sigara veya alkol



kullamimi, anne diyeti, prenatal vitamin kullamimi, bocek ilaclar veya coziicllere ve
glicli frekansta manyetik alana maruz kalimi iceren genis bir liste mevcuttur.®’
ALL patogenezinde rol oynayan faktorleri su sekilde siralayabiliriz®:
1. iyonize radyasyon ve elektromanyetik alan
2. Kimyasal ajanlar (benzen ve metabolitleri fenol, hidrokinon, katekol, benzenetriol
vb.)
3. ilaglar ozellikle alkilleyici ve epipodofilotoksin kullanim sonrasi
4. Genetik faktorler:
a. Monozigotik ikizlerde; hayatin ilk bes yili icinde ikizlerden biri 16semi olursa,
ikinci ikizin 16semi olma riski % 20°dir.
b. Losemili bir hastanin kardeslerinde de l6semi gorulme olasihg genel
populasyona gore dort kat daha fazladir.
c. Kromozomsal bozukluklar:
Down Sendromu’nda, 10 yasindan énce l6semi riski 1/95'tir.
Bloom Sendromu’nda, 30 yasindan énce |6semi riski 1/8’dir.
Fankoni Anemisi’nde, 16 yasindan 6nce l6semi riski 1/12’dir.
d. Asagidaki genetik hastaliklarda insidans yiksek saptanmstir:
Konjenital agammaglobunemi
Poland sendromu
Shwachman-Diamond sendromu
Ataksi telenjiektazi
Li-Fraumeni sendromu
Norofibramatozis
Diamond-Blackfan anemisi
Kostmann hastalig

Wiskott-Aldrich sendromu

2.1.3. Losemik Hucre Karakterizasyonu ve Siniflandiriimasi
Akut lenfoblastik I6semiler; morfolojik, sitokimyasal, immunolojik ve sitogenetik

olarak siniflandiriimaktadir.



2.1.3.1. Morfolojik Simiflandirma
Bennett ve ark. 1976'da yilinda yayinladigi Fransiz, Amerikan ve ingiliz

hematologlarinin ortak ¢alismasi olan FAB (French American British) siniflamasidir. Bu
siniflandirmada; 151k mikroskobunda lenfoblastlar morfolojik olarak tanimlanir. Losemik
hicreler farklilasma olmamasi, yaygin kromatin yapisinda bir nikleus, bir veya daha
fazla nikleolus ve bazofilik sitoplazma ile karakterize edilir. Miyeloid ve lenfoid
hiicreler arasinda farklilasma zor olabilir. Burada ki, kriterler sunlardir®*:

Hucre boyutu: miyeloblastlar daha biyuktir.

Nukleusun  kromatin  yapisi:  miyeloblastlarda  heterojen ve

lenfoblastlarda homojen ve/veya berraktir.

Nikleolus: miyeloblastlarda en az iki tanedir.

Nukleus ve sitoplazma arasindaki oran: lenfoblastlarda belirgin olarak

yuksektir.

Sitoplazma: lenfoblastlarda mavi ve genellikle homojen (bazen

vakuolll), miyeloblastlarda grandler ve bazen burgu ¢ubuklu, 6zellikle

akut promiyelositik |6semide oldugu gibi.

Bu siniflamaya goére ALL, 3’e ayrilir:



Tablo 1. Fransiz-Amerikan-ingiliz (FAB) lenfoblast siniflandirmasi alt gruplar ve 6zellikleri®.

ALL tanmih ¢cocuklarn %85 L1
U Hucre boyutu: kiigtik hiicreler baskindir.
Nukleer kromatin: genellikle homojendir.
Nukleer sekil: oval ve neredeyse hiicreyi doldurur.
Nikleolus: normal, bazen yarik veya girintilidir.
Sitoplazma: ¢ok azdir.
Bazofili sitoplazmasi: ¢cok azdir.
Sitoplazmik vakuollesme: degiskendir.

cococcococc

ALL tanmh ¢cocuklann %14 L2

U Hucre boyutu: degiskendir.

Nukleer kromatin: degisken ve heterojendir.

Nukleer sekil: diizensiz yarik ve ortak girintilidir.
Nukleolus: bir veya daha fazla ve genellikle biyuktir.
Sitoplazma: degisken ve kismen coktur.

Bazofili sitoplazmasi: degisken ve bazen derindir.
Sitoplazmik vakuollesme: degiskendir.

c

cococcoccoc

ALL tanmih cocuklann %1 L3

Hucre boyutu: buytk homojen hticrelerdir.
Nukleer kromatin: nokta nokta ve homojendir.
Nukleer sekil: normal, yani oval yuvarlaktir.
Nukleolus: belirgindir, bir veya daha fazladr.
Sitoplazma: kismen coktur.

Bazofili sitoplazmasi: oldukca derindir.
Sitoplazmik vakuollesme: oldukga belirgindir.

c:

cococcoccc

2.1.3.2. Sitokimyasal Siniflandirma
Blastlarin bazi boyalarla boyanip boyanmamasi veya az ya da ¢ok boyanmalari
|6semi tipini belirlemek icin faydal bir 6zelliktir. Boyalardan, miyeloperoksidaz, sudan
siyahi boyasi, periyodik-asit-schiff, asid fosfataz, nonspesifik esteraz, terminal
deoksinukleotil transferaz ve demir boyalarn kullanilmaktadir. Bunlarin farkh

kombinasyonlarda pozitif olmasi FAB siniflamasini desteklemektedir.*

Tablo 2. Akut lenfoblastik I6semilerde sitokimyasal siniflandirmasi.

np: nadir pozitif, *:T-ALL’de unipolar pozitif, z: zayif, SB: Sudan siyah, AP: Asit fosfataz, CAE: Kloroasetat
esteraz, A-NAE: Alfa-naftil asetat esteraz, B-EST: Alfa-naftil biitirat esteraz, MGP: Metil yesil pirenin,
MPO: Miyeloperoksidaz, PAS: Periodik asit Schiff boyamasi, TdT: Terminal Deoksinukleotidil transferaz.



2.1.3.3. immunolojik Simiflandirma

immunolojideki gelismeler sonucu, B ve T hucreleri ile ilgili elde edilen yeni
bilgiler, akim sitometri ile hicrelerin immunfenotipik olarak tanimlanmasi ve
siniflandinlmasina imkan vermistir. Lenfositlerin gelisim asamalarinda yulzeylerinde
beliren ve kaybolan farkli antijenik isaretcilere yuzey farkhlasma antijenleri (Cluster of
differentiation, CD) denir. CD olarak adlandinlan bu antijenler, bir etiket gibi o hiicrenin
hangi gelisim asamasinda oldugu hakkinda bilgi verir ve 16semilerin siniflandirilmasina
yardimci olmaktadir'. insan l6semi hiicrelerindeki antijene karsi, antiserum Gretimi
sonucu daha 6nce non-T ve non-B ALL olarak tanimlanan l16semi hticrelerinin blyuk bir
kisminda ortak olarak bulunan CD10 antijeni “common ALL antijen” olarak
tanimlanmistir. Bu antijeni tasiyan losemiler ise common-ALL (CALLA) olarak
adlandinlmistir.*?

Seksenli yillarin basindan beri, miyeloid antijen igeren akut l6semiler oldugu
biliniyordu. Blast huicre 6zelliklerini belirleyen teshis kriterleri, immunfenotip teknikler
ve monoklonal antikorlarin farkliligi nedeni ile bildirilmis olan miyeloid antijen pozitif
ALL’lerin sikhigi %4.3 ile %22 arasinda degismektedir.*® immunofenotipleme ile ALL, B
hicre ve T hiicre kaynakh olarak 2 gruba ayrilmaktadir. Her ne kadar ALL, B serisi
(erken pre-B, pre-B, gecis pre-B, matur B) veya T serisi (erken, orta, ge¢ timosit)
yolaklarinda bilinen normal mattirasyon basamaklarina gore alt gruplara ayrilabilirse de
terapotik 6nem acisindan farklilik sadece T hiicreli, matir B hiicreli ve diger B hiicreli (B
hiicreli prekiirsér) immiinfenotipler arasindadir.* ALL’nin alti immiinolojik alt tipi ve

onlarin Klinik dzellikleri Tablo 3’te sunulmustur.



Tablo 3. immunolojik alt tipe gore klinik ozellikler*

B-hucreli prekursor

Pre pre B

Erken pre B
Pre B

B hicreli

T hiicre serisi
T hicreli

Pre-T hicreli

CD19+, CD22+, CD79a+,
slg#, ylgu-, HLA-DR+
CD10-

CD10+

CD104, sig+

CD19+, CD22+, CD79a+,
slg+, ylgu+, slgk+ veya
SlgA+

CD7+, sCI3+

CD2+, CD1+, CD4+,

CD8+,HLA-DR-, TdT =
CD2-, CD1-, CD4-, CD8-,
HLA-DR+, TdT+

% 63

% 16

% 3

% 12

%1

Yuksek I6kosit sayisi, tanida SSS
I6semisi, psddoploidi, MLL gen yeniden
duizenlemeleri, kétii prognoz

1-9 yas grubu, distk I6kosit sayisi,
hiperploidi

Yuksek I6kosit sayisi, psddoploidi, siyah
irk

Erkek predominansi, tanida SSS
I6semisi, abdominal kitle, renal tutulum

Erkek predominansi, hiperltkositoz,
ekstra meddller hastalik

Erkek predominansi, hiperltkositoz,
ekstrameduiller hastalik, kotl prognoz

sCD3: sitoplazmik CD3, slg: sitoplazmik immdinglobulin, ylg: ylzey imminglobulin, TdT: terminal
deoksintikleotidil transferaz, u = mu agir-zincir protein, k = kappa hafif-zincir protein, A = lambda hafif-

zincir protein.

2.1.3.4.

Sitogenetik Siniflandirma

ALL vakalarinin %90’dan fazlasinda, 16semik blastlarda bir ¢esit spesifik genetik

degisikliklere rastlanmaktadir. Bu degisiklikler; sayisal ve yapisal degisiklikleri icerir.

Tum c¢ocukluk ¢agi ALL vakalarinin yaklasik yarisi tekrarlayan translokasyonlar sahiptir

(Grafik 1, Tablo 4). Standart sitogenetik analizler, translokasyonlarin varligi ve

kromozom sayisal diizensizlikleri olmak tzere l6semik hiicre karyotipi hakkinda bilgi

veren tanida onemli bir ara¢ olmaya devam etmektedir. Ancak molekiler genetik

teknikler, 6zel genetik degisimleri dogru tespit etmemizi saglamistir. Kemik iligi

drneklerinin molekuler analiz sonuglar karyotipten daha hassastir. Molekuler analizler,

sitogenetik olarak benzer goriinen lezyonlari ayirt edebilir ve rutin karyotip analizi ile

saptanamayan trasnlokasyonlari belirleyebilir.**



Tablo 4. Cocukluk ¢agi ALL’de yaygin genetik degisiklikler.

Karyotip Molekdiler Degisim

Oncii B-ALL

1(12;21)(p13;922) TEL-AML1 %25
1(1;19)(g23;p13) E2A-PBX1 %6
1(9;22)(934;q11) BCR-ABL %4
t(4;11)(921,923), Diger11g23 MLL-AF4, Diger MLL fuzyonlar %4
Hiperdiploid Bilinmiyor %20
(DI>1.16)

B hiicreli ALL %2
1(8;14)(q24;932) MYC duizensizligi

1(2;8)(q12;024) MYC duizensizligi

1(8;22)(q24;911) MYC diizensizligi

T hucreli ALL %8
t(1;14)(p32;911) TALI diizensizligi

t(1;7)(p32;q935) TALI duizensizligi

1(7;9)(q34;032) TAL2 dlzensizligi

t(7;19)(q34;p13)
t(10;14)(924;911)
1(7;10)(g35;924)
t(11;14)(p15;q11)
1(7;11)(q35;p13)
t(11;14)(p13;q11)
t(1;7)(p34;934)
t(7;9)(a34;934)

LYL1 dizensizligi
HOX11 diizensizligi
HOX11 diizensizligi
LMO1 duzensizligi
LMO2 duzensizligi
LMO?2 diizensizligi
LCK diizensizligi
TANL1 diizensizligi

t(4;11) ve diger
11923
%4

t(17;19)
%1

t(9;22)
%4

B hiicre
translokasyon
1(8;14), t(2;8),
t(8;22)

%2

Grafik 1. Cocukluk ¢agi ALL’de translokasyonlarin dagilimi.




Oncii B-ALL; BCR-ABL, E2A-PBX1 ve TEL-AML1 gen flzyonlar (ayni zamanda
ETV6-CBFA2 olarak da adlandinhr) ve MLL geni yeniden diizenlemeleri gibi klinik olarak
onemli molekdler degisimler icerir (Tablo 6). Gelismelere ragmen, I6semi blastlarinda
BCR-ABL flzyonu [t(9;22)] tasiyan hastalar, kot bir prognozla devam ederler ve
bunlarin yaklasik %30’u olaysiz yasarlar. En son veriler, dusuk I6kosite sahip BCR-ABL
pozitif hastalar ile bu flizyona sahip olmayan hastalarin benzer sonuclara sahip
olabilecegini gostermektedir. Bebek ALL vakalarinin yaklasik %80’inde, MLL geni
yeniden diizenlemesi mevcuttur. Bebek olmayan ALL vakalarinin %3’0, kemoterapiye
ragmen negatif sonuclarla iliskilidir.

En 6nemli translokasyonlar ve klinikle iliskileri asagidaki gibidir“;

1. TEL-AML1 flazyon geni [t(12:21)(p13q;922)]: Bu translokasyon sitogenetik
analizlerinde vakalarin %21’inden azinda saptanirken, molekiler tekniklerle pre-B
vakalarinin %25’inde saptanir. Bu translokasyon, iyi prognozla iligkilidir.

2. BCR-ABL fuizyon geni [t(9:22)(q34;q11)]: Bu translokasyon, pediatrik ALL vakalarinin
yalnizca %3-5’inde meydana gelir. Ancak erigkin ALL’de tam tersi bir durum gosterir. Bu
translokasyon, eriskin vakalarin %25’inde ve KML vakalarinin %95’inde mevcuttur.
Pediatrik BCR-ABL pozitif ALL’de, BCR kirilma noktasi 190-kb protein (p190) Uretir,
KML’de ise farkli bir protein p210 Uretilir. Pediyatrik ALL’de t(9;22) genellikle blylk yas
ve tani aninda yuksek l6kosit sayis ile iligkilidir.

3. E2A-PBX1 fiizyon geni [t(1:19)(923;p13.3)]: Bu translokasyon, tani aninda siklikla
yiksek l6kosit sayisi ile iliskili olup pre-B stoplazmik Ig pozitif fenotipli vakalarin %25
kadarinda mevcuttur. Bu alt tipte yogun tedavi gerekmektedir.

4. Kromozom bandi 11g23’deki MLL gen dizenlemeleri: Bebek ALL vakalarinin %80
kadarim, daha blyuk cocuklardaki ALL vakalarimin %3 kadarini ve topoizomeraz I
inhibitérand ilgilendiren sekonder AML vakalarinin %85’ini etkiler. Bu tranlokasyon,
yogun tedaviye ragmen %20’den daha az sag kalim ile cok koti prognoz tagir.

5. B hlcreli ALL translokasyonlan: Bu translokasyon 8924 kromozomu Uzerinde MYC
genlerini ilgilendirir. B ALL vakalarinin %80 kadan t(8:14)(q24;932) tasir, geri kalan
vakalar ise t(2:8)(p12;924) veya t(8;22)(q24;q11) icerir. Tim bu translokasyonlar, MYC
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ekspresyonunu bozarlar ve Burkitt lenfoma tedavisinde kullanilan ajanlarla yogun
olarak tedavi edilmeleri gerekir.

6. Metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) polimorfizmi: Metilentetrahidrofolat
rediktaz enzimi folat metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir enzimdir. ALL
hastalarinda, metotreksat ila¢ tedavisinden 6nce MTHFR mutasyon analizi
yapilmaktadir. Tablo-5'te Cukurova Universitesi Pediatrik Onkoloji bilim dalinda yapilan

MTHFR sonuclan gosterilmektedir.
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Tablo 5. MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizm sonuglar

Hasta No Ce77T A1298C ‘
1 CC(N) AA (N)
2 CC(N) AC (HtM)
3 CT (HtM) AA (N)
4 CC (N) AA (N)
5 CC(N) CC (HzM)
6 CT (HtM) AC (HtM)
7 CC(N) CC (HzM)
8 CC(N) AC (HtM)
9 CT (HtM) AC (HtM)
10 CT (HtM) AA(N)
11 CT (HtM) AC (HtM)
12 * *

13 * *

14 CC (N) AC (HtM)
15 CT (HtM) AC (HtM)
16 CT (HtM) AA (N)
17 CT (HtM) AA (N)
18 * *

19 CT (HtM) AC (HtM)
20 CC(N) AC (HtM)
21 CT (HtM) AC (HtM)
22 TT (HzM) AC (HtM)
23 CC (N) AC (HtM)
24 CC(N) AA (N)
25 TT (HzM) AA (N)
26 CC(N) AC (HtM)

N: normal, HzM: homozigot mutasyon, HtM: heterozigot mutasyon, (*: yeterli miktarda DNA elde
edilemedigi icin saptanamadi)
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Tablo 6. Genetik risk siniflandirmasi*

Disuk Risk DNA indeksi > 1.16 veya TEL- 40-50 Anti-metabolit tabanl
AML1 flzyonu
Orta Risk E2A-PBX1 flizyonu 40-50 Yogun kemoterapi
Yuksek Risk BCR-ABL flizyonu veya MLL 10 ilk remisyonda allogenik
yeniden diizenlenmesi kemik iligi transplantasyonu

2.1.4. Klinik Bulgular

ALL'nin Klinik bulgulan, lenfoblast infiltrasyonunun neden oldugu kemik iligi
yetersizliginin derecesi ve ekstrameduiller organ infiltrasyonu ile belirlenmektedir.
ALL’li cocuklarin Ugte ikisi tani aminda hastaligin belirtilerini dort haftadan daha az
sirede gostermektedir. Bununla birlikte, birka¢ aylik bir éykt de ALL tanisi ile uyumlu
olabilir. Genellikle ilk semptomlar spesifik degildir, letarji, gecmeyen bitkinlik, kemik
agnsi veya istah kaybi seklindedir. Anemi, kanama ve infeksiyonlar gibi daha spesifik
semptomlar lenfoblastlarin kemik iligi infiltrasyonu sonucudur. Geriye kalan normal
hematopoezi engellemektedir. ALL'nin ayirici tanisinda infeksiyonlar, néroblastom gibi
kemik iligini tutan cocukluk cagi maligniteleri, kollajen vaskiler hastahklar, immun
trombositopenik purpura ve aplastik anemi gibi diger hematolojik hastaliklar yer

almaktadir.*

2.1.4.1. Kemik iliginin infiltrasyonu Sonucu Gelisen Bulgular
Kemik iliginde 3 serinin etkilenmesine bagli olarak bulgular geli§ebilir16.

Anemi: Solukluk, cabuk yorulma, tasikardi ve dispne nedenidir. Bazen, kalp
yetmezligine neden olacak kadar agir olabilir.

Notropeni: Atesin nedenidir ve firsatg bakteriler de dahil olmak tzere tim bakterilerle
enfeksiyon gelisimine yol acar. Oral ve anal lezyonlar olusur. Viris ve mantar
enfeksiyonlar: da goralir.

Trombositopeni: Genellikle petesi, purpura, c¢abuk morarma ve mukozal

membranlardan kanamaya neden olur. Burun kanamasi, gastrointestinal ve
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intrakranial kanama daha nadir saptanir. Olgularin %1-2’si pansitopeni ile basvurur.

Yanlighkla aplastik anemi tanisi alir, 1-9 ay icinde 16semi tanisi konulur.

2.1.4.2. Lenfoid Sistemin Tutulmasi Sonucu Geligen Bulgular
Losemik blastlarin yayimi ile lenfadenopati (LAP), dalak ve karacigerde buyime
saptanir ve lenfadenopatiler agrisizdir. Ozellikle, T hiicreli I6semide mediastinal olanlar
siktir, solunum sikintisi ve vena kava superior sendromuna neden olabilir.> Siklikla,
timus icindeki 6n mediastinal kitleler T-ALL’li ¢cocuklarin 2/3’sinde mevcuttur. Fakat
diger immunolojik subtiplerde oldukca enderdir. Loésemik plevral effiizyonlar, T-ALL

olan bazi cocuklarda mediastinal kitlelerle iliskili olabilir.*

2.1.4.3. Ekstrameduller Sistem Bulgulari
2.1.4.3.1. Santral Sinir Sistemi (SSS) Bulgulan

Beyin omurilik sivisinda (BOS), lenfoblastlarin bulunmasi ile tanimlanan SSS
|6semisi immainolojik alt tiplerine gore degismekle birlikte, yeni tanili ALL’li cocuklarin
%1,5 ile %10’unda bulunmaktadir. SSS l6semisi, nispeten daha ender olan matir B
hicreli, T hucreli ve yuksek l6kosit sayili I16semilerde daha siktir. Tamida SSS I6semisi
olan ¢ocuklar ¢cogunlukla, ense sertliginin olmadigi artmis intrakranyal basing belirtileri
gibi diffliz veya fokal norolojik belirtilerle kendilerini gosterirler. Kranyal sinir tutulumu
genellikle 11, 1V, VI ve VII. kranyal sinirler olmak Uzere dikkatli nérolojik muayenede
kendini belli edebilir.* $$5’nin kan ile kontaminasyonu morfolojik degerlendirmeyi zor
hatta olanaksiz kilabilir. Tani aninda SSS l6semi insidansi kullanilan tani kriterlerine
gore 6nemli dlcude degisiklik gosterir. 1986 yilinda, Roma Uluslararasi Calisma Grubu
serebromeningeal I6seminin tanimi olarak sitosantrifiij preparatinda > 5x10°/L blasttan
olusan l6kosit sayisini 6nermistir. Tani aninda BOS’da az sayida blast olmasinin SSS
|6semisi veya SSS nuksundin gelisimine neden olmadigini bazi arastirmacilar bildirmistir.
Diger bazi calismalar, az sayida blast varliginda (<5 her blylk biyitmede) ve lomber
fonksiyonun tani aninda travmatik oldugu durumlarda lésemik hicrelerin ekilmesi

yoluyla SSS niiksii riskinin artmis oldugunu gostermektedir.*
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2.1.4.3.2. Genitouriner Bulgular

Sonografi veya dikkatli palpasyonla saptanan testikiler hastalik ALL tanisi
sirasinda enderdir. Bununla birlikte, l6semik blastlar tani aninda erkek ¢ocuklarin %25
kadarinda ¢ogunda testis biyopsisi ile saptanmistir. Gizli testikller hastalik olasilig tes-
tikuler rekdrrensin siklikla sistemik niiks takip etmesi gercegi ile birlesince pek ¢cok
merkez, idame kemoterapisi sirasinda ve bitiminden hemen 6nce rutin bilateral
testikdler biyopsi yapilmasini savunmustur. Ancak, bu uygulama son zamanlarda pek
¢ok merkez tarafindan terk edilmistir. Clnkd ¢alismalar gostermistir ki; tani aninda
indiiksiyondan sonra, idame sirasinda veya kemoterapi kesilmeden oOnce yapilan
testikuler biyopsiler siklikla anlamli oranda yalanci negatiflikle iligkilidir ve sonradan
gelisebilecek testikuler bir nukst dogru tahmin edememektedir. Bu nedenle, tedavinin
sonunda gizli hastalik icin rutin testikiiler biyopsiler artik onerilmemektedir®. Klinik
olarak testikuler etkilenme genellikle tek tarafli agnisiz testis buylimesi olarak ortaya
cikar. Tani testikiler biyopsi ile konmahdir. Testikiler l6semiden Kklinik olarak
sUphelenildiginde bilateral testikiler biyopsi endikedir. Cunki hastalik siklikla

kontralateral testisi de etkiler.*

2.1.4.3.3. Kemik ve Eklem Bulgulari

Tani sirasinda %25 olguda saptanir. Losemik hiicrelerin periostu tutmasindan,
kemik infarkti, ya da kemik iligi mesafesinin artan blast yuki ile genislemesinden
kaynaklanir. En sik, uzun kemiklerde ve sternumda saptanir. Cogunlukla hastalar artrit,
artralji veya romatoid artrit tanisi ile izlenir.®
Radyolojik olarak:

1. Mediiller veya korteksi kapsayan osteolitik lezyonlar

2. Metafizde radyolusen bandlar

3. Metafizde blyiumenin durmasina bagh artmis dansite

4. Periost altinda yeni kemik olusumu saptanir.
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2.1.5. Laboratuar Bulgulari

2.1.5.1. Kan Sayimi
Orta dlzeyden agira kadar giden bir spektrumda anemi gdzlenir. Normositik
normokrom eritrosit morfolojisi mevcuttur. Anemi ne kadar agirsa I6seminin stresi de
o kadar uzun demektir. Yuksek hemoglobin seviyeleri daha hizh ¢ogalan I6semiyi
distndarar. Lokosit sayisi artmis, normal ya da azalmis olabilir. Periferik yaymada
blastlar 16kopenili hastalarda az ya da hi¢ olmayabilir. Lokosit sayisi 10000/mm3’den
cok oldugunda periferde blastlar genellikle ¢oktur. Eozinofili ALL’li cocuklarda siklikla

goriliir. Hastalarin %92’sinde trombosit sayilari normalin altindadir.*

2.1.5.2. Kemik iligi
Genellikle, %80-100 oraninda Dblastlar tarafindan isgal  edilmistir.
Megakaryositler genellikle yoktur. Kemik iligi %5’ten fazla blast icerdiginde I6semiden
suphelenilmelidir. Ancak, kesin tani lenfoblastlarin kemik iliginde %25’den fazla olmasi
ile konulur. Blastlarin ayinici 6zelligi diffiz dagilmis nikleer kromatine, bir veya bir¢ok
nukleolusa ve bazofilik bir stoplazmaya sahip olmalari ve goreceli olarak differansiye
olmamis olmamalandir. Ayrintili hicre siniflamalarina izin veren 6zel kemik iligi

calismalari histokimya, immiin fenotipleme ve sitogenetigi icerir.*

2.1.5.3. Kan Biyokimyasi
Elektrolitler, Ure, Urik asit ve karaciger fonksiyon testleri degerlendirilmelidir.
Yiksek 16semik hicre yiku olan hastalarda sik gorilen yuksek Urik asit seviyeleri
artmig, purin anabolizma ve katabolizmasini gosterir. Hiperlriseminin - major
komplikasyonu Urik asit nefropatisidir ve ardindan gelen bdbrek yetmezligidir.
Hiperkalsemi kemik iliginin infiltrasyonundan meydana gelebilir. Hicre yikimindan

kaynaklanan artmis fosfor diizeyleri hipokalsemiyi tetikleyebilir.*
2.1.5.4. BOS

Hucre varligi, biyokimyasal inceleme ve sitosantriftij yapiimahdir. Stpheli

durumda hucrelere TdT boyasi yapilabilir. Genel olarak, beyaz kiire sayisi >50.000
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oldugunda, fonksiyonun travmatik olma olasiligi sonucunda blastin BOS’a verilmesini
engellemek amaci ile BOS alimi Onerilmez. Tamida ilk BOS alimi dikkatle yapilmah
travmatik islemden kacinilmahdir. Bazi protokollerde travmatik ilk BOS 6rneklemesi
durumunda ek intra tekal tedavi 6nerilmektedir.*®

ALL’nin BOS tutulumu:
SSS1: BOS’ta hiicre saptanmaz, sitosantrifuj temizdir.
SSS2: BOS’ta blast sayisi <5'dir.

SSS3: Blast sayisi >5, kafa ¢ift sinir tutulumu olarak siniflanir.

2.1.6. Prognostik Faktorler

Yaslari 1 ve 9 arasinda ve baslangi¢ 16kosit sayisi <50000/mm3 olan pre-B ALL
vakalarinin 2/3’sini kapsayan hastalarin dort yilhk olaysiz sag kahmi %80’dir. Kalan
yuksek riskli hastalarin dort yillik olaysiz sag kalim orani %65'tir.
1. Yas: Bir yasin altinda, 10 yastan biyuk ¢ocuklar >1 yas ve <10 yas ¢cocuklardan daha
kotil prognoza sahiptir, bir yas alti cocuklar en kétii prognozludur.”
2. Lokosit sayisi: Lokosit sayisi yiiksek olan cocuklar kotii prognoziudur.?
3. immunfenotip: Erken pre-B hiicreli ALL en iyi prognozludur. Olgun T hticreli ALL tan
aninda buyuk yas ve yuksek Iokosit sayisi ile iliskisine bagh olarak daha kot
prognozludur. Olgun B hucreli ALL onceleri, erken nuks ve SSS tutulumu ile kotu
prognozluydu. Ancak, yeni agresif tedaviler prognozu iyilestirmektedir.*
4. DNA indeksi: Elli kromozomdan fazla, DNA indeksi >1.16 hiperploid ALL, artmis
apoptoz ve kemoterapttik ajanlara artmis duyarhhga bagh iyi prognoz ile
iliskilendirilmistir.*
5. Sitogenetik: Sayisal kromozom anomalileri tani ve prognostik agidan énemlidir. B
prekirsor ALL’de kromozom sayisi prognozda ©Onemlidir. Hiperdiploidi (50-60
kromozom) (%25-30), iyi prognozla iliskilidir. Ozellikle, kromozom 4, 10 ve 17’nin
trizomilerinin  kombinasyonlari ¢ok dusik tedavi basansizligi ve lyi prognozla
iliskilendirilmistir. YUksek hiperdiploidi (59-84 kromozom) ve hipodiploidi (<45
kromozom) kotl prognoz gosterir. BCR/ABL translokasyonu [t(9;22)] (Philadelphia
kromozomu), MLL/AF4 yeniden dizenlenmesi [t(4;11)], MYC/IGH translokasyonu
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[t(8;14)]; FAB L3 morfolojiyle matir B-hiicre ALL ile iliskilidir. Bu translokasyonlardan
herhangi biri saptanirsa daha agresif tedavi rejimleri 6nerilir ve kot prognoz ile
iliskilendirilir. Translokasyon (9;22) saptanan hastalara ek tirozin kinaz inhibitor tedavi,
MLL yeniden diizenlenmesi olan hastalar anlamli daha kotl tedavi seyri gosterir, bu
nedenle daha yogun kemoterapi ve/veya hematopoetik kok hiicre transplantasyonu ile
tedavi uygulanir. ETV6/RUNX1 (TEL/AML1) [t(12;21)] translokasyonu B-prekiirsor ALL’li
olgulann %20-25’inde gorulir ve iyi prognozla iliskilendirilir. Translokasyon (10;14)
saptanan T hiicreli ALL olgulari daha iyi prognoz ile iliskilendirilir.*

6. SSS hastaligi: Tani aninda bu hastaliginin varhigi SSS i1sinlamasi ve ek intratekaller ile
tedavinin giiclendirilmesine ragmen, kétii prognostik dneme sahiptir.*

7. indiksiyon tedavisine erken yamit: indiksiyon tedavisinin sonunda remisyonda

olmayan hastalar ¢ok kétii prognozludur.”

2.1.7. Tedavi
Kisa sureli yogun kemoterapi ile tedavi edilen olgun B hiicreli akut lenfoblastik

|6semi hastalari haricinde akut lenfoblastik I6seminin tedavisi tipik olarak remisyon
indiiksiyonu fazi, konsolidasyon fazi ve rezidiel hastaligi yok etmek icin idame
tedavisinden olusur. Ayrica tedavi SSS’de sekestre olmus losemik hicrelere bagh
gelisebilecek nikst 6nlemek igin klinik seyrin erken asamalarinda SSS’ye yonlendiril-

mistir. Hastalar risk gruplarina uygun kemoterapi protokolleri ile tedavi edilirler.

2.1.7.1. Remisyon indiiksiyonu Tedavisi

Bu tedavide amag, l6semik hicrelerin ortadan kaldiriimasidir. Tani konulur
konulmaz baglanilir. Ortalama 4-5 hafta sirer ve arkasindan remisyon degerlendirmesi
icin kemik iligi ahimir. Kemik iliginde blast sayisi <%5 elde edilmesi amaclanir. Ayrica tam
remisyon icin kan tablosu normal sinirlara ulasmaldir (notrofiller >500mm3,
trombositler >75.000/mm3 ve Hb12g/dL ). Tedavinin bu ddéneminde, danorubisin,
doksorubisin ve L-asparaginaz gibi sitotoksik ajanlar ile vinkristin, prednizon
kullanilarak 16semi hicreleri elimine edilir. Bitlin ALL’li vakalarda, ilk remisyon orani
%90'dan fazladir. Son zamanlarda, bu dort ilaca sitozin arabinozid, metotreksat,

siklofosfamid ve etoposid’i tedavinin 2. bolimiinde (faz 2) ekleyen protokoller vardir.
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Tum bu ilaglarin kullamimasina ragmen % 2 olguda remisyon saglanamayabilir. Yine bu
donem hastalarin tedavi komplikasyonlari ve enfeksiyonlardan dolayr en sik

kaybedildigi donemdir.***®

2.1.7.2. SSS Tedavisi

ALL’ den iyilesen hastalarda, nikslerin SSS’den kaynakh oldugunun gdrulmesi
uzerine, verilen kemoterapilerin BOS’a ge¢medigi fikri ortaya atilmis ve yapilan
calismalar bunu desteklemistir. Bu verilerin 1siginda, SSS’ne yonelik tedavi ALL
tedavisinin 6nemli bir kismini olusturmustur. Tani sirasinda baglayan intratekal
tedavilere, BOS tutulumu saptandiginda daha yogunlasilarak devam edilmektedir.
Farmakolojik tedavi yaninda hem SSS tutulumu olanlar, hem de profilaksi amaci ile
ALL’li cocuk hastalarin buytk bir cogunluguna ge¢miste oldukca yiksek dozlarda (1800-
2400cGy) radyoterapi uygulandi. Ancak kranio-spinal radyoterapinin geg yan etkilerinin
(hipotalamo-hipofizer aks bozukluklan, kemik gelisim bozukluklan, biylime hiz
degisiklikleri, beyin kognitif  6zelliklerinde degisiklikler) saptanmasi tedavi
protokollerinin tekrar gézden gecirilmesini gerektirdi. Beklenen SSS nikslerinin %2-10
oldugunun bilinmesi, ortalama %90 kisinin gereksiz radyoterapi mi aliyor sorusunu
guindeme gelmesi sonucunda son zamanlarda, disik risk grubunda radyoterapi tedavi
protokoliinden ¢ikanldi. Radyoterapi dozu, profilaksi olarak 1200, SSS tutulumu
olanlarda ise 1800cGy’ ye cekildi. intratekal tedavide metotreksat yaninda gerektiginde
sitozin arabinozid ve kortikosteroidlerden yaralanilmaya baslanildi. SSS nukst saptanan
hastalarda dahi radyoterapi olmadan tedavi yapilmasi yollarina bas vuran ¢alsmalar

bile giindeme gelmeye baslad:.”

2.1.7.3. Konsolidasyon (Guglendirme) Tedavisi
Saptanabilen blastlarin temizlendigini var sayarak ortalama 4 aylik bir tedaviden
sonra normal hematopoez ve vicut fonksiyonunu kazanmasiyla birlikte konsolidasyon
tedavisi genellikle ilag direngli rezidiel |6semi hiicrelerini elimine etmek ve boylece
nuks riskini azaltmak icin kullanihr. Amerikan ve Alman protokollerinde, konsolidasyon

tedavisinin protokol icindeki yerinde farkllik saptanmaktadir. Bazi protokoller,
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guclendirmeyi hemen baslangi¢ sonrasinda SSS tedavisinden énce uygulamakta veya 2
kez hem baglangictan hemen sonra hem de SSS tedavisinden sonra vermektedir.
Cogunlukla, tedavide baslangi¢ tedavisinde kullanilan ilaglarin benzeri (prednizolon,
deksametazon, doksorubisin, daunorubisin, 6-merkaptopurin, 6-tioguanin vb) kullanilir.
Dikkat edilmesi gereken ortalama 6 aylk bir tedavi sonrasinda hastanin febril

nétropeniden kaybedilmemesidir.**°

2.1.7.4. idame Tedavi

Akut lenfoblastik 16semili hastalarin anlagilmasi zor oldugundan dolayr niksu
Onlemek veya Oniine gegmek icin idame tedavisine gereksinim duyulur. Altr aylik yogun
bir ila¢ tedavisi ve dustk risk gruplarn haricinde kafatasi iginlamadan 15-30 gun sonra,
iyi klinik ve hematolojik bulgular varliginda yaklasik 1,5-2 yil sirecek olan bir tedavi
donemidir. Tedavinin amaci, remisyonun devamliiginin saglanmasidir. Gunlik
merkaptoptirin ve her hafta metotreksat, idame rejimlerinin bel kemigini olusturur.
Pek cok arastinci, idame fazi sirasinda yeterli doz yogunlugunu saglamak icin ilag
dozlarinin 16kosit sayisi 3x10%/L altinda ve nétrofil sayilarinin 0.5 ve 1.5x10%/L arasinda
kalacak sekilde her giin merkaptopiirin 50mg/m? ve haftada bir giin metotreksat
20mg/m? agizdan uygulanmas: énerilir. Kemoterapi alimi sirasinda hastalarda karaciger
fonksiyonlarinda bozulma izlenebilir. Ancak, bilirubin dizeyi 5g/dL Gzerine ¢ikmadig
takdirde tedavi kesilmesi Onerilmemektedir. Bazi Amerikan protokollerinde 2 ilag
yerine guclendirilmis idame tedavisi kullanir. Vinkristin, prednizolon veya etoposid,
sitozin arabinozid tedaviye ilave edilir. Erkek ve dusuk risk grubu olup radyoterapi
almayan grup haricinde idame tedavisinin 3 yila uzatilmasi ise tedavi basarisini

degistirmemistir.**

2.2. EPIGENETIK

Epigenetik; genotipik degisikliklerden kaynaklanmayan gen ekspresyonundaki
farkhhklar inceleyen bilim dalidir. Primer niikleotid dizisinde gerceklesen degisiklikler
yerine gen ifadesini degistiren degisikliklere aracilik eden mekanizmalari ifade eder. Bu

olayin, molekuler temeli karmasiktir ve belli genlerin aktivasyonunun ne zaman ve nasil
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olacagini belirler. Bu sureg icerisinde eriskinlerde hicre yenilenmesi, genomik
damgalama ve X kromozom inaktivasyonu gibi olaylar gerceklesmektedir. Bu stirecin
bozulmasi kanser, otoimmun ve nérolojik hastaliklar gibi saglik problemlerinin ortaya

cikmasina neden olmaktadir.161718

Epigenetik mekanizmalar U¢ ana baglikta
toplanmaktadir'”:

1. DNA metilasyonu,

2. Histon modifikasyonlari,

3. RNA ile indiiklenen sessizlesme (RNA-induced silencing).

Bu mekanizmalarin birlikte ¢alismasi sonucu, gen ifadesinde kalitsal degisiklikler
meydana gelmektedir. Mekanizmalarin herhangi birindeki hata, genlerin ifadesinin agiri

artmasina veya baskilanmasina neden olarak epigenetik hastaliklara yol agmaktadir.'’

2.2.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, en cok cahsilan epigenetik mekanizmadir. Gen ifadesinin
baskilanmasini saglamakta embriyonik gelisim, transkripsiyon, kromatin yapisi, X-
kromozom inaktivasyonu, genomik damgalanmanin dizenlenmesi ve kromatin
kararhhginin korunmasinda fonksiyon gostermektedir. DNA metilasyonu, DNA metil
transferaz (DNMT) enzimleri tarafindan katalizlenir. Genellikle, DNA CpG boélgelerindeki
sitozinden metillenir. Stozin birimleri, 5-karbon pozisyonuna metil gruplarinin
takilmasiyla modifiye edilir. Genomda tekrar dizilerinin ve transpozonlarin bulundugu
heterokromatinin CpG bdlgelerinde metilasyon orani yiksek gorilmekte bu sayede,
transkripsiyon baskilanmakta ve transpozonlarin genom igerisindeki hareketi
engellenerek kromozomun Kkararli halde kalmasi saglanmaktadir. CpG adaciklar,
genlerin promotor bolgelerinde bulunan, yaklasik 500 baz cifti uzunlugunda, %55’ten
fazla CG iceren ve metilasyon orani dusik olan korunmus dizilerdir. DNA
metilasyonunun, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini engelleyerek veya metilli
DNA'ya baglanan protein kompleksleri sayesinde kromatin yapisini degistirerek
genlerin ifadesini baskiladigi distintlmektedir. Metillenme, genlerin transkripsiyonunu,
hem bazi transkripsiyonel aktivatorlerin baglanmasini engelleyerek hem de metillenmis

DNA'ya 6zglil olarak baglanan represorlerin katilimini saglayarak engeller.*®
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DNA metillenmesi temel olarak, gelisim surecinde gen inaktivasyonunun
surekliligine ve korunmasina katki saglar. DNA metillenmesinin 6nemli bir diizenleyici
roli, memeli embriyosunun gelisiminde yer alan bazi genlerin ekspresyonunu
denetleyen ve genomik damgalanma olarak bilinen mekanizma seklinde
tanimlanmistir. Genellikle, diploid kokenli huicrelerde, bir genin hem anne hem de baba
kokenli allelleri eksprese olur. Bazi durumlarda sadece, baba kdkenli alleli eksprese olur
ve anne kokenli allel inaktiftir. Damgalanmis bazi genlerde anne kokenli allel eksprese
olurken baba kokenli allel inaktiftir. DNA metillenmesi, damgalanmis genlerin anne
kokenli ve baba kokenli allelleri arasindaki ayinminda anahtar rolii oynar. Yalniz anne
kokenli kopyasi aktif olan H19 geninde, erkegin cinsiyet hiicrelerinin gelisimi sirasinda
spesifik olarak metillenirken disininki metillenmez. Doéllenme ile genin metilenmis
oldugu baba kokenli allele sahip bir embriyo Gruna verir. Metillenme paternindeki bu
farkhhk, DNA replikasyonunu takiben metilenmis atasal iplige hidrojen baglan ile
baglanmis yeni sentezlenen iplikteki CpG dizilerini 6zgll olarak metilleyen bir enzim
sayesinde korunur. Baba kokenli H19 alleli bu sayede metilenmis olarak kahr ve
embriyo hiicrelerinde ve somatik dokularda transkripsiyonel olarak inaktiftir. Baba
kokenli H19 alleli cinsiyet hicre hattinda demetile olur ve gelecek kusaga aktarimda

yeni metillenme paterninin olusturulmasina olanak verir.*®

2.2.2. Histon Modifikasyonlan

Okaryot hiicre DNA’s1, niikleus icerisinde histonlarla sikica baghdir. Kromatinin
temel yapisal birimi nukleozomdur. Nukleozom H2A, H2B H3 ve H4 histonlarinin her
birinden ikiser adet iceren molekilin etrafina sanlmis 146 baz ciftlik DNA ile,
nikleozom cekirdek partikiltine eklenen, DNA’ya bagh bir histon H1 molekulinden
olusur (Sekil 1). Kromatin daha sonra blyik DNA ilmikleri olusturmak tzere st dizey
katlanmalar ile daha ileri dizeyde yogunlasir. Aktif olarak paketlenen genler,
nukleozomda paketlenmis olarak histonlara bagli kaldigindan, transkripsiyon faktorleri
ve RNA polimeraz, kromatin ile etkilesimde bazi problemlerle karsilagir. DNAnin,

nukleozom etrafina sikica dolanmis olmasi hem transkripsiyon faktérlerinin DNA’ya
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baglanabilmesini hem de RNA polimerazin kromatin kaph kalptan transkripsiyonunu

engeller.'®

sekil 1: Niikleozomun yapisi®

Histonlarin modifikasyonu, nikleozomun yeniden duzenlenmesi ve HMGN (high
mobility group nucleosome-binding) proteini olarak adlandirilan, iki histon olmayan
kromozomal proteinin aktif olarak transkribe olan genlerin nikleozomlarina
baglanmasi gibi birkag modifikasyon ve transkripsiyonel aktif kromatinin
Ozelliklerindendir. HMGN proteinlerin niikleozom tzerinde bulunan baglanma yerleri,
histon H1'in baglanma yeri ile ortaktir. Bu HMGN proteinlerinin, gevsek paketlenmesi
kromatin yapisinin devami igin, Histon H1’in nikleozom ile etkilesimini bozarak
transkripsiyonu uyardiklarini gosterir.™®

Uzerinde en ¢ok cahlsilan histon modifikasyonu asetilasyondur. Histon
asetillenmesi, transkripsiyonel olarak aktif kromatinle ilgilidir. Cekirdekde histonlar
(H2A, H2B, H3, H4), iki islevsel bdlge icerirler. Biri histon-kivrim bdlgesi olup diger
histonlarla etkilesimde ve DNA’nin nukleozom c¢ekirdek partikalinin cevresine
dolanmasinda gorevlidir. Digeri, amino-ucu kuyruk bdlgesi olup niikleozomdan disari
uzanir. Amino-ucu kuyruk bélgeleri, lizince zengindir ve 6zgln lizinlerin asetillenmesi ile
degistirilebilir®. Histonlarin asetilasyonu, histon asetil transferaz ve histon deasetilaz
enzim aileleri tarafindan duzenlenmektedir. Negatif yUkli asetil grubunun histon

proteininin amino-ucuna takilmasiyla pozitif yikli lizin aminoasiti yikund kismen
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kaybeder. Kromatinde gevseme meydana gelir ve transkripsiyon faktorlerinin genlerin
promotor bolgelerine baglanmasini kolaylastirir. Boylece, transkripsiyon gergeklesir.
Asetilasyon, geri donlsimll olarak gerceklesen bir olaydir. Lizin aminoasitinden asetil
grubunun cikartilmasiyla kromatin tekrar kondense olmakta ve transkripsiyon
baskilanmaktadir. Kromatinin belli bir bélgesinde histonlarin asetile olmasi, o bélgenin
transkripsiyonel acgidan aktif oldugunu gosterirken, deasetile olmasi transkripsiyonun
baskilandigini gdstermektedir.’’

Asetilasyon, histon kuyruklarindaki spesifik aminoasitlerde meydana gelir ve
transkripsiyonel aktivitenin degismesiyle iliskilidir. Spesifik histon modifikasyonlarinin
kromatin yapisini etkilemesine ilaveten diger transkripsiyonel regulator proteinlere
baglanma bolgesi olusturarak gen ekspresyonunu etkiledigi 6ne stirtilmustir. Ornegin;
transkripsiyonel olarak aktif kromatin histon H3’Un lizin-4’Gndn metillenmesi, serin-
10’un fosfatlanmasi ve lizin-9 ile lizin-14’Gn asetillenmesini kapsayan bazi 6zgal
modifikasyonlar ile iligkilidir. Buna karsin lizin-9’un metillenmesi baskilanma ile
iliskilidir.*® Histonlar sadece, asetillenerek degil serin birimlerini fosfatlanmasi, lizin ve
arjinin metillenmesi ve lizinlere ubukitin eklenmesiyle veya kuglk ubikitin benzeri
modifiye edici molekul eklenmesi sumolasyon ile de modifiye olurlar (Sekil 2).
Fosforilasyon, histon deasetilazlara geri dondsimlu olarak fosfat gruplarinin
baglanmasidir. Fosfatlar histon deasetilazlara serin, treonin ve tirozin rezidilerinden
baglanir.  Fosforilasyon, protein kinazlar ve protein fosfatazlar tarafindan
gerceklestirilen bir reaksiyondur.'® Ubikiitin, ileri derecede korunmus 76 aminoasitlik
bir polipeptiddir. Proteinler lizinlerin yan zincirlerindeki amino gruplarina ubikutin
takilmasi ile yikim icin isaretlenirler. Daha sonra, ek ubikitinler eklenerek coklu
ubikdtin zincirleri olusturulur. Boylece, multi ubikutin proteinleri protezom adi verilen
proteaz kompleksi tarafindan taninir ve yikilirlar.®® Sumolasyon, SUMO (small
ubuquitin-like modifier) 1, 2 ve 3 proteinlerinin ubukitin ile birlesmesi olayidr.
Ubikitine benzer bir protein olan SUMO proteinleri lizin rezidulerinden proteinlere

baglanir ve bu olay neticesinde protein degradasyonu engellenir.'®

24



(]
Fosforilasyon ? K @
' e n& qmnzmﬁmml QLAT E APMﬁGVﬂ:M{ histon H3 | 135aa

B

Aszetilazyon
™ f" P? F‘ GI
e
T Wetilasyon ;GLG GGKGLGKGGA Hm:vmnmqﬁnmlnmnun-| histon H4 | 102 aa
{ar]lruni
- [ Ly
Q Metilasyon F b’ (:"'
flizin aktivasyonu) SqRGKQGE KAKSRSSRAGLQFPVGRVHRLLAKGNY < histon H2A | 129 aa
=
?’ Metilasyon . P =
{lizin baskalarman| F‘» %
1
(_l?, Ubikitinasyon P[PAI'I:SAP'AFI\‘.HG&KHAWKAQEI[DSI(HHHRSRHESYSH‘ 4 histon H2B | 125aa
LF

Sekil 2: Histon molekilleri Uzerinde metillenen, asetillenen, ubikitinlenen bdlgelerin
gosterimi®.

2.2.3. RNAile induklenen Sessizlesme

RNA’larin, histon modifikasyonlarinin ve DNA metilasyonunun baglamasi igin
itici guc olusturdugu bu sayede, heterokromatin bdlgenin olusumuna katkida
bulunarak kalitsal olarak sessizlestirilmesini sagladigi distinulmektedir. Son yillarda,
kodlamayan RNA’larin epigenetik sirecte bazi kromozom boélgelerinde kromatin
yogunlagmasina ve heterokromatin olusumuna oncilik eden bir histon
modifikasyonuna neden olarak, transkripsiyonun baskilanmasinda énemli rol oynadigi
gorilmektedir. RNA interferans olarak bilinen, posttranskripsiyonel ve
posttranslasyonel sessizlestiriimelerde gorevli olan miRNA (mikro RNA), siRNA (small-
interfering RNA) ve X kromozom inaktivasyonundan sorumlu olan Xist RNA’larin
memelilerdeki gen ekspresyonunun duzenlenmesinde oynadiklari role Ornek

verilebilir.1"1®

2.3.  VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU (VEGF)
Trombosit kaynakli biyume faktérl slperailesinin  Uyesi olan vaskdler
endotelyal biyime faktérl ailesi endotel hicreleri icin 6zgul etkilere sahip olan

multifonksiyonel bir blyume faktor ailesidir. Kobay derisinde bir vaskiler sizinti
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baslattigi icin vaskiler permeabilite faktorl olarak isimlendirilmistir. 1980’lerin
sonunda, bu aileden ilk 0Ozel anjiogenik biyume faktori aynstinldi ve buna
vaskulotropin veya vaskiler endotelial blytme faktor adi verildi. Son yillarda, VEGF
uzerine yapilan calismalar bu ailenin trombosit kaynakli blyime faktorleri (PDGF)
stiperailesinin  nemli bir Uyesi oldugunu ortaya koymustur.?* VEGF geni, 6.
kromozomun kisa kolunda (6p12) yer alir. Molekuler agirhg 45 kDA olup bazik yapida,
heparin baglayan ve homodimerik bir glikoproteindir.??

VEGF, endotel hiicresinin proliferasyonuna, hiicre gocine ve farklilasmasina
sebep olur.?* Programlanmis hiicre 8lumiini inhibe eder ve invitro sartlarda kan
damarlarinin gecirgenligini arttinr ve vaskulojenezisin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynar. VEGF arter, ven ve lenfatik damarlardaki mikro- ve makro-vaskiler endotel
hicreleri icin oldukca 6zgul, etkin bir mitojen ve anjiyojenik bir blyime faktoruddr.
VEGF hipoksi, bazi sitokinler ya da aktive onkogenlerin uyarsi ile artabilir.?*?
Embriyogenez, yara iyilesmesi, tumor buylmesi, miyokardial iskemi, okdler
neovaskiler hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar hastaliklarn da
kapsayan fizyolojik ve fizyopatolojik olaylarda yer alir.?* Megakaryositler, VEGF’nin
Onemli kaynagidir. Trombositlerin o granillerinde depo edilirler. Yapilan arastirmalar;
endotel htcreleri 16kosit, megakaryosit, ovaryum follikdlleri, korpus luteum, akciger
alveoler hicreleri, renal glomerdl visseral epitelyum hicreleri, kardiyak myositler,
bobrek proksimal tibul hicreleri, adrenal korteksin tim hicreleri, Leydig hucreleri,
aktive makrofajlar, arteriyolleri cevreleyen fibroblastlar, bronsiyal ve koroid pleksus
epitelyum hicreleri, hepatositler ve malign timor hicrelerinde (karaciger, mesane,
bobrek, over, mide, kolon, beyin ve meme kanserleri) VEGF sentezlendigini

gostermektedir.?*

Endotel hucreleri icin énemli bir mitojen olan ve migrasyon etkisine sahip bu
faktor, fizyolojik olarak ovulasyondan hemen o©nce ovaryum follikillerinden
salgilanarak yeni damarlarin olusumunu arttinrken, ovulasyondan sonra bu salgilama
gbrevini  korpus luteum Ustlenir. Erken implantasyon doneminde embriyo
trofoblastlarinca salgilanir. Embriyolojik gelisimin ilk dénemlerinin sonuna dogru VEGF

biraz azalirken, organogenez doneminde oldukca yikselir. Yine VEGF, yetiskinde
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akciger alveolar hicrelerinde, bébrek glomerullerinde, proksimal tibullerde ve disik
seviyede de olsa karaciger hepatositleri ve beyinde gosterilmistir. Ayrica, adrenal
korteksin tum hicrelerinde ve testiste testosteron Ureten leydig hicrelerinde, VEGF
yapimina ait mRNA’larin sentezlendigi gosterilmistir. VEGF'Un demonstrasyonu igin
yapilan immunositokimyasal ¢calismalarda aktive makrofajlarda, arteriolleri ¢cevreleyen
fibroblastlarda, akciger bronsiyol epitelinde, koroid pleksus epitelinde ve renal
glomeriil visseral epitelinde varligi gosterilmistir.?* VEGF mRNA’sinin transkripsiyonu:
trombosit kaynakli buylime faktori-BB (PDGF-BB), keratinosit biyume faktori (FGF-7),
epidermal buyume faktori (EGF), timor nekrosis faktor-a (TNF-a), transforming
buylime faktori- B1 (TGF- B1) ve interlokin- B1 gibi cesitli faktorler tarafindan baglatihir.
Boylece, bu maddelerin mitojenik olmadigi ve VEGF salgilanmasina yol agarak

mitojeniteyi arttirdiklari gosterilmistir.?*

Ayrica, protein biyime faktorlerinin haricinde, forbol esterleri ve prostaglandin

E, (PGE,) gibi bazi kucuk mediatorlerin de VEGF ekspresyonunu dzenledikleri

gOralmastar. Hipoksi de, VEGF ve reseptorlerinin yapimini uyararak anjiogenezi
baslatan en etkili uyaricilardan biri olabilir. Buna érnek olarak, buylyen timorlerin
hipoksik merkezleri olusturmasi ve bunu engellemek igin timér hicrelerinden VEGF
ekspresyonu ve yeni damar yapimi gosterilebilir. Ayni zamanda, tikanmis kalp
damarlarina bagh gelisen hipoksi sonrasinda da VEGF ekspresyonu artmaktadir.
Hipoksinin VEGF’i arttirma mekanizmasinin sadece bir kismi ¢ozilebilmistir. VEGF
yapimi, hipoksi tarafindan tetiklenirken, CO tarafindan da baskilanmaktadir. Hipoksinin
yaninda, azalan pH ve sitokinler ile de VEGF ekspresyonu artmaktadir.*

VEGF gen ailesi icinde 7 VEGF Uyesi tanimlanmistir. Bunlar; VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-F, VEGF-E ve plasental buyime faktorudur (PIGF). Temel olarak
anjiogenez, lenfanjiogenez ve damar gecirgenligini duzenleyen bu faktorlerin
tanimlanan VEGF reseptorlerine baglanma 6zellikleri farkhidir. Vaskuler endotel
hicrelerinde, VEGF nin yiiksek afinite gosterdigi, VEGFR-1/ Flt-1, VEGFR-2/ FIk-KDR ve
VEGFR-3/ Flt-4 olmak tizere 3 reseptor tanimlanmistir® (Sekil 3).
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VEGF-A VEGF-C

VEGFR-1  VEGFR-2 VEGFR-3
(Fit-1) (FIk-1/KDR) (Fit-4)

sekil 3: VEGF gen ailesi ve yiiksek afinite gosterdikleri reseptdrler®.

VEGF-R’lerinin aktivasyonu; VEGF'nin reseptdrt ile birlesmesini takiben
reseptore G proteinleri baglanir ve fosfolipaz-C’yi aktiflestirirler. Aktiflenmis fosfolipaz
C’nin etkisi ile ikinci haberciler olan diagcilgliserol (DAG) ve inositol trifosfat (IP3) olusur.
DAG, protein kinaz C'yi aktive ederken; IP3 de hicre ici kalsiyum seviyesini arttirip,
kalsiyum-kalmodulin kompleksi olusturarak kalmodulin kinazlar aktive eder. Hicre igi
sinyal iletim proteinleri, bu kinazlar araciligiyla fosforile edilerek endotel hiicrelerinin
proliferasyon, migrasyon ve diferansiasyonunu saglar. VEGF'nin reseptorlerine
baglanmasini, heparan-silfat proteoglikanlari dizenlemektedir. Yiksek heparin
konsantrasyonunun VEGF baglanmasini azalttigi ve diisik heparin konsantrasyonunun
baglanmay arttirdig: bildirilmistir.?°
VEGF-A: VEGF-A geni, kromozom 6p21.3 bolgesinde yer almaktadir. Ayni zamanda,
human-VEGF olarak bilinir. VEGF-A, bazi makalelerde sadece VEGF olarak
adlandinimaktadir. VEGF-A'nin su ana kadar bilinen alti adet izoformu vardir. Bunlar;

VEGF,,,, VEGF, 5, VEGF,¢s, VEGF, g4, VEGF, 4, ve VEGF,, olarak isimlendirilmislerdir. Bu

isimlerdeki sayilar, icerdikleri aminoasit sayilarini gostermektedir. Bu izoformlardan
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VEGF,,, hari¢, hepsi heparine baglanmaktadir. VEGF,,;, VEGF,,. ve VEGF
salgilandiginda kolayca difflize olur ve erimis formlari sivilarda saptanabilir. VEGF, 4, ve
VEGF,y ise salgilandigi halde hucresel olarak kalir ve varliklar testlerle kolayca
saptanamaz. VEGF,,,, VEGF'Un orijinal karakteristik formu olup, yaklasik 34-46 kDa
agirhginda homodimerik bir glikoproteindir. VEGF,.,, VEGF,,’in aksine hicre

yuzeyindeki veya ekstrasellller matriksteki proteoglikanlara ve heparine baglanan

formdur. VEGF,4, heparin ve heparan stlfat proteoglikanina baglanmayi tetikler ve

arttinr®. VEGF-A anjiojenezisle en gicli iliskisi olan ve tizerinde en ok ¢alisma yapilan
faktordir, anti-VEGF tedavilerin ¢cogu bu faktor tzerinde yogunlasmaktadir. Genellikle,
VEGF diye kisaca ifade edilen bu faktér aslinda VEGF-A’dir. VEGFR1 ve VEGFR2 yoluyla
etki eder ve hipoksi ile aktive oldugu gosterilen tek VEGF tyesidir.?>

VEGF-B: Basglangicta, VEGF-A ile %23'0 homolog olan bir sinyal peptitinin
bolinmesinden sonra, 186 amino asitli bir protein olarak olusur. Sonra, ekzon-6'da
olusan bir alternatif kesimleme ile tamamen farkli terminal COOH- gruplari iceren 167
aminoasitli bir proteine donusur. VEGF-B, vaskuler endotel biuyiime faktori reseptori-
1 (VEGFR-1)'e baglanarak monositlerin aktivasyonu ve farklilasmalarinda rol alir.?
VEGF-B, VEGFR1’e baglanarak etki eder, hiicre disi matriks parcalanmasi, hicre
yapisma ve gocunde rol oynar. Kalp, iskelet kasi ve pankreasta fazla miktarda bulunur
ve endotel hiicre fonksiyonunu diizenler.”®

VEGF-C: VEGF-benzeri protein olarak da bilinir. VEGF-A ile %16'si benzeyen 388
aminoasitten olusmustur. Lenfatik damarlarin olusmasinda (lenfanjiogenez) rol
oynamaktadir. VEGFR-2 ve VEGFR- 3'e baglanarak vaskuler ve lenfatik endoteliyal
hicrelerde mitojenik etki yapar. Bir deneyde, transjenik farenin derisinde VEGF-C’nin
fazla salgilanmasinin endotel hicre proliferasyonuna ve lenfatik damarlarda
genislemeye neden oldugu, bununla beraber vaskuler doku olusmadigi rapor edilmistir.
VEGF-C’nin, Kaposi sarkomunda dnemli oranda rol aldigi gorulmustir ve lenfanjiojenezi
dizenler. Ayrica VEGF-C yara iyilesmesinde rol oynar. Plasental biyume faktord,
VEGFR1’e baglanir ve endotel hiicrelerinde en ¢ok bulunan VEGF Gyesidir. VEGFA'ya

bagli endotel hiicre cogalmasini indiiklerken kendi basina zayif mitojenik etkilidir?*2°.
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VEGF-D: 334 aminoasitten olusan ve VEGF-A'ya %31 oraninda ayni amino asitler iceren
bir proteindir. C-terminal uglarinda zengin sistein domainleri igerir. Bu da, VEGFR-2 ve
VEGFR-3'e baglanarak VEGF-C ile benzer islevler yapar.?

VEGF-E: VEGF-A ile aminoasit dizilimi %25 oraninda ayni olan bir polipeptittir. Guglu bir
mitojen ve permeabilite arttinci faktérdir. VEGFR-1'e baglanmayi basaramaz ama
VEGFR-2'ye segici olarak baglanarak etkisini gosterir.?*

VEGF-F: VEGF ailesinin tanimlanan ilk tyesidir. Sinyal peptitlerinin bélinmesi sirasinda
Once 131 amino asite sahiptir. Daha sonra yeni aminoasitlerin eklenmesiyle VEGF-A ile
%37 oraninda benzesen ve 152 aminoasit iceren son sekli olusur ve VEGF-B gibi VEGFR-

1'e baglanarak etki gosterir.?

2.3.1. Vaskiler Endotelyal Blylume Faktori-A (VEGF-A)

VEGF-A'nin insanlarda tamimlanan 9 izoformu vardir. Bunlar; VEGF121,
VEGF145, VEGF148, VEGF162, VEGF165, VEGF165b,VEGF183, VEGF189, VEGF206’dir.
Bu izoformlar icinde VEGF165b, digerlerinden farkli olarak endojen inhibitor
izoformdur ve VEGFR2 Uzerinden etkilidir. En cok bilinen major izoformlar VEGF121,
VEGF165, VEGF189 ve VEGF206’dir® (Sekil 4).

VEGF-A izoformlannin igerdikleri aminoasit sayilari ve heparine baglanma
ozellikleri farkhdir. izoformlar, icerdikleri aminoasit sayilari ile numaralandirilir.
VEGF165 ve daha biyuk izoformlar reseptor baglayici bélge ve heparin baglayici bolge
icerirken daha kuclk diffize olabilen izoformlar, heparine baglanmazlar sadece,
reseptor baglayici bolge icerirler. Buyuk izoformlar (6r; VEGF189, VEGF206), heparin
baglayici bélge ile hicre disi matrikse baglanirlar ve depo izoform olarak adlandirilirlar.
VEGF165 ise ara bolgededir, hem diffuze olabilir, hem de kismen hiicre disi matrikse
baglanabilir. Calismalar, en ¢ok bulunan ve anjiojeneziste ana rolii oynayan izoformun
VEGF165 oldugunu gostermektedir. En kiglk izoform olan VEGF121, heparine
baglanmadig icin hiicre ylzeyinde ve bazal membranlarda yer alan heparin ya da
heparan sulfat proteoglikanlara baglanamaz ve diffiize olabilir. Biyolojik aktivitesi,
VEGF165’e gore daha azdir. Heparine baglanan VEGF-A izoformlari, plazmin gibi

proteolitik enzimlerle hizla parcalanmir. Bu nedenle, hiicre disi proteolizin, VEGF
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biyoyararlanimini diizenlemede énemli rol oynadigi diisiinilmektedir. Plazmin etkisiyle
VEGF121 digindaki izoformlar daha kiguk olan VEGF110’a donusurler. VEGF110,
endotel hicre blylmesini uyarir, damar gecirgenligini arttirir ve mitojenik aktivitesi
VEGF165’den daha azdir. Farelerde 3 degisik izoform saptanmistir: VEGF120, VEGF164
ve VEGF188. Bu izoformlarin, insandaki esdegerleri sirasiyla VEGF121, VEGF165 ve
VEGF189'dur® (Sekil 4).
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sekil-4: a. insan VEGF-A geni yapisi. b. Alternatif kesimleme. c. VEGF-A protein yapisi.”’

Pek cok calisma ile VEGF-A'nin gesitli fonksiyonlar gosterilmistir. Bunlar;
- Vaskulojenez, anjiojenez ve lenfanjiojenezi diizenler.
- Damar gecirgenliginde artis ve retinal I6kostaza neden olur.
- Endotel hicrelerinin bliyime ve farklilasmasi igin gereklidir. Ayrica, monositler igin
kemotaktiktir.

- Endotel hiicrelerinde apoptozisi engelleyerek hticre devamhiligini saglar.
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- Noron koruyucu etkileri vardir. VEGF’in inaktive edildigi farelerde, ndérodejeneratif
hastalik gelismesi ve hipoksi ile uyarilan VEGF’iin néron koruyucu etkisinin oldugunu
dustndirmektedir. Retina ganglion hiicrelerinde ve aksotomi yapilan farelerde VEGF’in
RGH 6lumund yavaslatmaktadir.

- Pro-inflamatuar etkilidir. VEGF, l6kositlere baglanabilir. VEGF reseptorleri,
inflamatuar hiicrelerde ve trombositlerde gosterilmistir.

VEGF’in, normal retinadaki kesin rolii tam olarak anlasilamamistir. G6zde asiri
VEGF engellenmesi, VEGF’in bilinmeyen fonksiyonlarini engelleyerek (6r; endotel hiicre
devamlilig: icin fizyolojik diizey) yan etki olusturup olusturmadigi bilinmemektedir®.
VEGF-A hem vaskiilojenez, hem de anjiojenezde 6énemli rol oynar. Ancak, embriyoda ve
eriskinde VEGFA’nin rolli degiskenlik gosterir. Ornegin; gelismekte olan farelerde yeni
olusmakta olan damarlar, dogum sonrasi 4. haftaya kadar VEGF-A'ya gereksinim
duyarlar. Fakat daha sonra, damarlarin devamhhg igin VEGF-A’ya gereksinim yoktur.
VEGF eksikligi, embriyojenez sirasinda 6liime yol acarken, dogum sonrasi VEGF-A
engellenmesi 6luma arttirmaktadir. Farelerde, VEGF164 ve VEGF188 yoklugu anormal
pulmoner vaskiler gelisimi de iceren damar gelisim defektleri olusturmaktadir.

Eriskin ratlarda, gelisimini tamamlamis damarlar (zerine VEGF-A'nin etkisi
gOsterilmistir. Kalp, bobrek, akciger, trakea ve beyin damar endoteline baglanan VEGF-
A’nin bu damarlarin devamliligi Gzerine etkilerinin oldugu dustndlmektedir. Sistemik
olarak VEGF inhibisyonundan sonra farelerde trakede kapiller kayip gortlmustir. Bu
etki, selektif VEGF165 inhibisyonu vyapilanlarda ortaya c¢ikmamistir. VEGF-A'nin
eriskinde g6z damarlarinin devamliligi tzerine etkileri hakkindaki bilgiler son derece
kisithdir. VEGF-A, retina pigment epiteli (RPE) hicrelerinden salgilanarak, RPE ve
koryokapillaris arasinda parakrin sinyal olusturur ve koriyokapillaris gelisimi igin
gereklidir. Normal eriskin maymun ve farelerde koroid, RPE, retina ve iris dokularinda
VEGF121 ve VEGF165 izoformlar gosterilmistir. Olgunlasmamis damarlarda devamlilig
saglama roli oynarken, olgun damarlarda bu etki gorilmez. Yeni olusmakta olan
damarlardaki VEGF bagimhhgi, gelismis damarlarda gortilmez. Damarlarin hiicre disi

matriks ve perisitlerle kaplanmasinin VEGF bagimliligini azalttig gosterilmistir.?®
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2.4. EKSTRASELULER MATRIKS BiYOLOJiSi

Ekstraselller matriks (ESM), hiicreler arasi boslukta Ozel bir ortam olusturan
bag dokusunun baslica bilesenidir. Hicreleri bir arada tutma goérevinin yaninda organ
fonksiyonlarinin normal olarak gergeklesmesinde rolt olan dinamik ve interaktif bir
yapidir®®. Bunun yani sira, hiicre biiyiimesi ve farklilasmasini kontrol eden pek ¢ok
hormon iceren rezervuar gorevi yapar. Bu yapi, hicrelerin 6zel fonksiyonlari
gerceklestirmesi icin kendilerini yonlendirecek hicre ici sinyallesme yollari ile direk ya
da indirek olarak etkilesmesini saglar.®® Hicre ve matriks etkilesmeleri, ESM
bilesenlerinin hidrolizinden sorumlu olan proteolitik enzimler tarafindan diizenlenir. Bu
enzimler, ESM yapisinin bilesimini ve butinliginu dizenleyerek matriks molekdlleri
tarafindan olusturulan sinyallerin kontroll, hicre proliferasyonu, farklilasmasi ve

oluminde de temel rol oynar.3*

Bu enzim sistemlerinin igcinde matriks
metalloproteinazlar (MMP) 6nemli bir grubu olusturmaktadir. MMP’lar, ekstraselltler
matriks komponentlerini yikima ugratan c¢inko ve kalsiyjum bagimh nétral
endopeptidazlardir.®®* Organizmada fizyolojik olaylarin sirdiriilmesinde MMP aktivitesi
ile onlarin spesifik endojen doku inhibitorleri (TIMP) arasinda strekli bir denge s6z
konusudur®®*. MMP’lar ve TIMPler kemigin yeniden yapilanmasi, blastokist
implantasyonu, ovulasyon, servikal dilatasyon, yara iyilesmesi, embriyo gelisimi,
anjiogenez, inflamasyon, apoptozis ve immun cevap gelisimi gibi bircok biyolojik
strecte rol oynarlar. Ayrica, kanserde hicre invazyonu, metastazinda ve kan beyin
bariyerinin yikilmasinda rolleri vardir. Kardiyovaskuler hastaliklar, periodontit, artrit,
nefrit, glomerilonefrit, kornea lserasyonu, karaciger fibrozisi, amfizem, astim, fibrotik

akciger hastaligi ve ateroskleroz gibi hastaliklarda da énemli yer tutar.®

2.4.1. Matriks Metalloproteinazlar
Bircok farkl tirlerde tanimlanan MMP’lar, katalitik aktivitelerinde ¢inko veya
kalsiyum bagimli calisan endopeptidazlardir ve birbirleri ile ileri derecede sekans
homolojisi gosterirler. ESM’in yapisal proteinlerini pargalayabilme yeteneklerinden
dolayr “Matriksinler” olarak da adlandinlan MMP’larin bugline kadar 64 farkl tird

tanimlanmistir. Bunlardan 23’0 insanlarda bulunur. Her bir tir farkli yapisal 6zelliklere
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ve biyolojik islevlerinde farkliliklara sahiptir. Her bir tirin aktif substratlari, aktive
ettikleri proMMP’lar birbirinden farkhilk gostermektedir. MMP’lar, ESM substratlarina
ek olarak proteinaz inhibitorleri, hiicre-hiicre adezyon molekdlleri, kan pihtilasma

faktorleri, kemotaktik molekuller, latent biyume faktorleri, blyume faktorlerine baglh
36,37,38

proteinler ve hiicre ylzey reseptorleri gibi ¢esitli proteinler Gzerinde etkilidirler

(Tablo 7).

Tablo 7: MMP’larin aracilik ettigi biyolojik aktiviteler®

Keratinosit gocu ve yeniden MMP-1 Tip | kollajen
epitelizasyon
Osteoklast aktivasyonu MMP-13 Tip | kollajen
Norit blyumesi MMP-2 Kondroitinstilfat proteoglikan
Adiposit farklilasmasi MMP-7 Fibronektin
Hucre gogl MMP-1,-2, -3 Fibronektin
Hiicre gogu MT1-MMP CD44
Meme epiteli hiicre apoptozu MMP-3 Basal membran
Meme epitelyal alveol olusumu MMP-3 Basal membran
Epitel-mesenkimal déniisiim MMP-3 E-kaderin
(meme epitelyal hicreleri)
inflamatuar fenotipli mezenkimal MMP-2 Tespit edilmedi
hiicre farklilasmasi
Trombosit agregasyonu MMP-1 Tespit edilmedi
Angiostatin benzeri fragment MMP-3 Plazminojen
uretimi MMP-7 Plazminojen
MMP-9 Plazminojen
MMP-12 Plazminojen
Endostatin benzeri fragment MMPs Tip XVIll kollajen

dretimi

Gelistirilmis kollojen afinitesi

MMP-2, -3, -7, -9, -13

BM-40 (SPARC/Osteonektin)

Bobrek tublloneojenez MT1-MMP Tip | kollajen
bFGF salinimi MMP-3, -13 Perlekan
Artan IGF1 biyoyararlanimi ve MMP-1, -2, -3, -7, -19 IGFBP-3
hiicre cogalmasi MMPs IGFBP-5
MMP-11 IGFBP-1
VEGF aktivasyonu MMPs CTGF
Epitelyal hiicre gocl MMP-2, MT1-MMP, MMP-19 Laminin 5y2 zincir
MT1-MMP Lamin 5B3
Apoptosis (amnion epitelyal Kollajenaz Tip | kollajen
hucreleri)
Pro-inflamatuar MMP-1, -3, -9 Oncii IL-1’den IL-1B islenmesi
Tumor hiicre direnci MMP-9 ICAM-1
Anti-inflamatuar MMP-1, -2, -9 IL-1B degredasyonu

Anti-inflamatuar

MMP-1, -2, -3, -13, -14

Monocyte kemoatraktant
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protein-3

TGF-B artan biyoyararlanim MMP-2,-3,-7 Dekorinin

Bozulmus hiicre agregasyonuve ~ MMP-3, MMP-7 E-kaderin
artan hiicre invazyonu

Artan hucre adezyonu ve yayilmi MT1-MMP, MT2-MMP, MT3- Hicre yuzeyi doku

MMP transglutaminaz
Fas-reseptor aracilikli apoptoz MMP-7 Fas ligand
Pro-inflamatuar MMP-7 Pro-TNFa
Osteoklast aktivasyonu MMP-7 RANK ligand
Reduced IL-2 response MMP-9 IL-2Ra
PAR1 aktivasyonu MMP-1 Proteaz aktive reseptor 1
Vazokonstriktdr Gretimi MMP-2 Biiylk endotelin
Vazodilatoriin vazokonstriktor MMP-2 Adrenomedullin
dontsuimi
Vazokonstriksiyon ve hiicre MMP-7 Heparin-baglayici EGF
buylmesi
Noérodejenerasyona yol agan MMP-2 Stroma hiicre-tiirevli faktor 1o
néronal apoptozis (SDF-1)
TGFB biyoyararlanim MMP-9 Oncii TGFB
Timik neovaskulerizasyon MMP-9 Kollajen IV
Hipertrofik kondrosit apoptozis MMP-9 Galactin-3
ve osteoklast goci
Uterus epiteline embriyo MT1-MMP MUC1, bir transmembran musin
tutulumu

MMP’lar ya hiicre membranina bagh bulunurlar ya da hiicre disina salnirlar.
Hucre yuzeyinde bulundugu durumlarda heparin sulfat glikozaminoglikanlarina bagli
olarak bulunurlar. Tim MMPlerin N-terminallerinde bir predomainleri, aktivasyon
esnasinda uzaklastinlan bir prodomainleri ve bir de katalitik domainleri vardir.
Matrilizin (MMP-7) hari¢, tim MMP’lar hemopeksin/vitronektin benzeri domain ve
bunu katalitik bolgeye baglayan prolince zengin bir baglanti domaini igerirler. Bu
baglanti domaini, MMP-7 ve MMP-26’da bulunmaz.®***** MMP’larin cogu, inaktif
proenzimler olarak sahinir. Onyedi-yirmi dokuz aminoasitlik sinyal peptidi ve 77-87
aminoasitten olusan propeptid domaininden meydana gelirler. Proenzimlerin
surekliligini saglayan katalitik ¢inko baglayan sistein bolgesi iceren HEBXHXBGBXHS
Ozel bir sekans vardir. Yaklasik, 170 aminoasitten olusan katalitik b6lge ise metiyonin
ve cinko-baglayici bdlge iceren 6zel bir bolgedir. Bu bdlge MMP’larin stabilitesi,
enzimatik aktivitesi ve U¢ boyutlu yapisi icin gerekli olan kalsiyum ve ¢inko iyonlari

icermektedir.*®28%%2 Hemopeksin benzeri bolge, Hem (demirli porfirin proteini) grubu
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baglayan molekullere benzerligi nedeniyle hemopeksin olarak adlandirilir. Katalitik
bolgeye, 5-10 aminoasitlik prolince zengin bir bolge ile baglanir. Bu bélgenin
fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte substrat seciciligini sagladigi ileri
surtlmektedir. Substrata baglanma ve TIMP’ler ile etkilesime girmede fonksiyonel rolii
vardir.** MMP-2 ve MMP-9 ise ek fibronektin-benzeri domain tekrarlari araciligi ile
kollajen ve jelatine yiksek afinite ile baglanmay saglayarak proteolitik aktiviteyi
arttinr. Substrat spesifisitesiyle ilgili bélge hemopeksine benzeyen karboksil ucudur ve
210 kadar aminoasitten olusur.*®3®4243 MMP ailesi ortak ozellikleri, kollajenaz-1
(MMP-1) ile sekans homolojisi gostermeleri; propeptitteki sistein dontstim motifinin
PRCGXPD MMP’lari proMMP zimojen formunda tutmasi ve katalitik domainde bulunan
cinko baglayici motif HEXGHXXGXXH olmasidir.®

2.4.2. Matriks Metalloproteinazlarin Siniflandiriimasi

MMP ailesinin Uyeleri yapilarina ve substrat spesifisitelerine gore kollajenazlar,
jelatinazlar, stromelizinler, matrilizinler, membran-tipi MMP’ler (MT-MMP’ler) ve
digerleri olmak Uzere alti ana sinifa ayrilirlar. insanlarda su ana kadar belirlenmis 23
MMP ailesi tiyesi belirlenmistir®®3**+ (Tablo 7):
1. Kollajenazlar: Kollajenaz-1 (interstisyel kollajenaz /MMP-1/fibroblast kollojenaz),
kollajenaz-2 (nétrofil kollajenaz /MMP-8) ve kollajenaz-3 (MMP-13) olmak tzere U¢ Gye
tanimlanmistir. NoOtral pH’da fibriler kollajenlerin dogal heliks yapisini tek bir peptid
bagi Uzerinden parcalarlar. Boylece kollajen molekili 1/4 ve 1/3 uzunlugunda iki
parcaya ayrhr. Bu parcalar, denatiire olarak kendiliginden gelisigiizel sarmal yapi
olusturan jelatin peptidlerine donustrler 36-38444°
1.a. Kollajenaz-1 (MMP-1): inaktif sekli, 55 kDa agirhginda ve aktif sekli 43 kDa
agirhgindadir. Keratinositler, fibroblastlar, makrofajlar, kondrositler ve diz kas
hicreleri tarafindan sentezlenmektedir. Bu enzim, tercihen tip Ill kollajen Uzerinden
etkilidir, 38444
1.b. Kollajenaz-2 (MMP-8): inaktif sekli 75 kDa olup, aktif sekli 58 kDa buytklugiunde

ve notrofillerde dretilir. Diger kollajenazlardan farkli olarak, intraseliler 6zgul
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granillerde depolanir ve inflamatuar durumlarda salgilanir. Tip | Kkollajen
degredasyonunda daha aktiftirler, 33444

1.c. Kollajenaz-3 (MMP-13): Meme kanserinde, fetal ossifikasyonda, osteoartrit ve
romatoid artrit gibi dejeneratif eklem hastaliklarinda sentezlendigi bulunmustur. Tip Il
kollajen, kikirdak proteoglikani olan agregan ve tenasin, fibronektin ve tip IV kollajen
gibi bazal membran komponentleri tizerinden de etkilidir,338444°

2. Jelatinazlar: Tip IV kollajenazlar olarak da isimlendirilirler. Bu grupta, 72 kDa
agirhginda jelatinaz A (MMP-2) ve 92 kDa agirhiginda jelatinaz B (MMP-9) olmak Uzere
iki enzim bulunmaktadir. Bu enzimlerin birincil yapilari ve substrat 6zgalltkleri birbirine
benzemektedirler. Fakat farkli genler tarafindan kodlanir ve dizenlenmeleri farklilik
gOsterir. Katalitik bolgeleri, hemopeksin benzeri bdlge ve katalitik bolge iginde g kez
tekrar eden fibronektin benzeri bolgeler igerirler. Hemopeksin benzeri bolge, TIMP’lar
ile aktivitenin duizenlenmesinde ve projelatinaz A’'mn membranla iligkili olarak
aktivasyonunda yer alr. Fibronektin benzeri bolge ise ozellikle tip | jelatin, tip IV
kollajen ve elastin parcalanmasinda rol almaktadir. Temel olarak, denatire kollajenleri
(jelatinler) ogutarler. Katalitik domainlerin de tip Il fibronektin domaininin 3 tekran
bulunabilmekte ve jelatine, kollajenlere ve laminine baglanabilmektedirler.3384445

3. Stromelizinler: Stromelizin-1 (MMP-3) ve stromelizin-2 (MMP-10) bu grupta yer alan
yiksek proteolitik aktiviteye sahip proteoglikanazlardir. Agregan kor proteini,
fibronektin, laminin, tenasin, kollajen tip IV, IX, X ve Xl gibi ESM komponentlerini
parcalarlar, 3384445

4. Matrilizinler: Matrilizin (MMP-7), en disik molekdl agirlikli metalloproteinazdir.
Molekilun inaktif sekli 28 kDa ve aktif sekli 19 kDa agirhgindadir. Fibronektin, laminin,
proteoglikanlar, elastin, gelatin, tip 1V kollajen, agregan ve entaktin gibi oldukga genis
substrat Ozgullugi vardir. Matrilizinlerde, hemopeksin domaini
bulunmamaktadr 338444

5. Membran tipi MMP’lar (MT-MMP’lar): Tip-I transmembran proteinler MT1, MT2,
MT3, MT4-MMP’ler (MMP-14, MMP-15, MMP-16 ve MMP-24) ve

glikozilfosfatidilinositol (GPI)-gomuili proteinler MT5-MMP ve MT6-MMP (MMP-17 ve
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MMP-25) bu rupta yer alir. MT1-MMP tip-I, tip-1l ve tip-lll kollajenleri ve diger ESM
bilesenlerini yikar ve proMMP’leri MMPye aktive eder.®

6. Diger MMP’lar: MMP-3'ten (stromelizin-1) sekans ve substrat spesifisitesi agisindan
farkhdirlar. Bunlar, MMP-11, MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-22, MMP-23 ve MMP-
28'dir.*®

2.4.3. Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2)

Bir jelatinaz olan MMP-2, ¢inko bagimli bir endopeptidaz olup zimojen formda
sentezlenir ve salgilanir. Tip IV kolajenaz veya jelatinaz A olarak da isimlendirilen MMP-
2'nin aktif olmayan formu 72 kDa ve aktif formu 66 kDa agirligindadir. MMP-2 geni, 16.
kromozomun q13-q21 bdlgesi Uizerine yerlesmistir. insanda, MMP-2 geni 17 kb’dir ve
13 ekson icerir. MMP-2’ye ait bu gen bdélgesinin yaklasik 3.1 kb’i transkribe olan
bolgeyi, 1.9 kb1 promotor bolgeyi, yaklasik 1 kb’i da intronik sekansi olusturmaktadir.*
MMP-2'nin birinci gorevi ekstraseliler matriksin parcalanmasidir. Fizyolojik olarak,
MMP-2 diger matriksinlerle baglantil ¢calisir. Ayrica, MMP-2 Tip IV, V, VII, X kollajeni,
jelatini, elastini, fibronektini ve laminini parcalar. Bununla birlikte, blytme faktorlerini
baglayan proteinler ve reseptdrler dahil baska bircok molekuliin de yikiminda rol aldig;
bilinmektedir.”* Bazal membranin en o6nemli yapisal bilesenidir. Keratinositler,
fibroblastlar, endotel hiicreleri, kondrositler, osteoblastlar ve monositler gibi birgok
hicre ve donusmus degisik hiucrelerden sahnirlar ve siklikla malignant timoérlerde
miktari yikselir.3**® Protein yapisinda predomain, prodomain, baglanti domaini,
katalitik bolge ve hemopeksin benzeri bélgeyi icermektedir (Sekil 5). Predomain bolgesi
sinyal sekansini, prodomain bdlgesi serbest ¢inko baglayan tiyol (SH) grubunu, katalitik
bolge ¢ginko baglanma bdlgesini ve kollajen fibronektin tip Il bolgelerini icermektedir.
Predomain bolgesi N-terminal sinyal sekansi igerir ve proteini endopazmik retikuluma
yonlendirir. Prodomain herhangi bir tahrip veya ayrilma olana kadar enzimin sessiz
kalmasini devam ettirir. Hemopeksin benzeri domain bdlgesi doku metalloproteinaz
inhibitérd (TIMP) ve bazi substratlarin baglanma bdlgelerini, membran aktivasyon
bolgesini ve bazi proteolitik aktivitelerin oldugu bdlgeleri icerir. Katalitik bdlgede

zengin sistein tekrari olan G¢li kuyruk dizisi bulunmaktadir. Bu bdlge, kollajen tip I
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baglanan fibronektin tekrarlarina benzemektedir. Bu benzerlik, domeine kollajen ve
elastine baglanma ve ayirma yetenegi saglamaktadir.*” MMP-2 ifadesi, transkripsyonal,
post-transkripsyonal ve post-translasyonel olarak diizenlenmektedir.*® MMP-2 ifadesi
genellikle, akut lenfoblastik 16semi, akut myeloblastik I6semi, gastrointestinal
adenokarsinom, kolorektal kanser, gastrik karsinoma, pankreatik karsinoma, meme

kanseri, melonoma ve malignant glioma gibi bircok kanserde goriilmektedir.*®

2.4.4. Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9)

Jelatinaz B ve tip IV kollajenaz olarak da isimlendirilen MMP-9 geni, 20.
kromozomun q11.2-q13.1 bélgesinde bulunur ve 13 ekzon igerir. MMP-9 proteinin
inaktif formu 92 kDa ve aktif formu 84 kDa agirhigindadir.*® MMP-9 geni, MMP-2'den
farkh olarak, TATA kutusu, AP-1 elementi, SP-1 transkripsiyonal faktorl, TRE ve NF-kB
baglanma bolgelerine sahiptir. MMP-9’un ekspresyonu, transkripsiyonel seviyede
kontrol edilir.**** MMP-9, ilk olarak insan nétrofillerinden izole edilen nétral bir
proteaz olarak tamimlanmistir. MMP-9 brons epitel hucreleri, alveolar tip Il hicreleri,
fibroblast, diz kas ve endotel hicreleri tarafindan dretilir. Ayrica timoér hcresi,
notrofil, eosinofil, monosit, lenfosit, makrofaj, dogal élduruci hicreler, dentritik ve
mast hucreleri de Gretir. MMP-9 jelatini, tip IV bazal membran kollajeni, tip Ill, tip V
kollajeni, elastini, fibronektini, proteoglikani ve laminleri parcalar.*® Cinko bagimli
endopeptidaz MMP-9 diger proteolitik enzimler gibi 6nce inaktif proenzim veya
zimojenler olarak sentezlenir ve salgilanir. Predomaininde N-terminal sinyal dizisini
bulundurur. Propeptid kismini tasiyan prodomaini serbest cinko baglayan tiyol (SH)
grubunu bulundurur ve enzimi ayrilma veya bir yikim oluncaya kadar inaktif formda
tutar. Katalitik bolge ise korunmus ¢inko baglanma bdlgesini bulundurur. Bu boélgeye
bagli hemopeksin/vitronektin benzeri domaini TIMP baglanma bdélgesini, membran
aktivasyonu ve bazi substrat baglanma ve proteolitik aktivitelerinin oldugu bolgeyi
icerir. MMP-9’un katalitik domaininde zengin sistein tekran olan Gc¢li kuyruk dizisi
bulunmaktadir. Bu bolge, kollajen tip Il baglanan fibronektin tekrarlarina
benzemektedir. Bu benzerlik, domeine kollajen, elastine baglanma ve ayirma yetenegi

saglamaktadir.*” MMP-9'un diizenlenmesi, TIMP-3 ile kontrol altinda tutulmaktadir.
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MMP-9 ifadesi interlokinler, interferonlar, epidermal biyume faktord, sinir gelisim
faktoru, temel fibroblast gelisme faktorl, vaskuler endoteliyal gelisme faktoru,
trombosit gelisimi faktort, timor nekrozu faktoru, donlstirtch blyime faktord,
ekstraseltler matriks metalloproteinaz indiikleyici EMMPRIN ve osteopontin gibi bazi
sitokinler ve biyiime faktorleri ile diizenlenmektedir.”® MMP-9, TIMP-1,-3,-4 ve a2
makroglobulin tarafindan inhibe edilir.** MMP-9 normal hiicrelere gére akut
lenfoblastik |6semide, akut myeloblastik |6semide, kolorektal kanserde, mesane
kanserinde, gastrointestinal adenokarsinomda, melonomada, akciger timorunde,
meme adenokarsinomasinda, hepatoselller karsinomada ve gliomalarda daha fazla
salgilandigi saptanmistir.** MMP-9 ‘un in vitro ve deneysel metastazda tiimér hiicre
invazyonunu ilerlettigi gosterilmistir. MMP-9, invaziv kanserlerde tumor gelisimine ve
metastaza ekstraselller matriks, bazal membran ve bag dokusunu zedeleyerek katkida
bulunur. MMP-2 ve MMP-9 etkili bir sekilde kollajen 1V ve laminin-5’i parcalayabildigi
ve bu iki molekil, ESM’in ana bilesenleri olduklar icin metastatik kanser hicrelerinin

bazal membrandan gegisini kolaylastirdiklari bilinmektedir.*

Katalitik bdlge
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2.4.5. Metalloproteinazlann Aktivasyonunun Diizenlenmesi
MMP’lar, pre-proenzimler olarak sentezlenir. Sinyal peptidi, translasyon

sirasinda ¢ikarihr ve proMMP’lar olusturulur. Bu zimojenlerin aktiflestirilmesi, MMP
aktivitesinin énemli bir dizenleyici adimidir. MMP’ler 13 tanedir ve pro MMP olarak
sentezlenir. Pro halindeki bu enzimlerin aktif hale gelebilmeleri i¢in proteinaz duyarl
boélgesinden bir proteinaz tarafindan kesilmesi gerekmektedir. Bu “stepwise” olarak
adlandinlan bir mekanizmadir. On proMMP propeptidin sonunda furin-benzeri
proproteini donustirict tanima sekansina [RX[K/R]R] sahiptirler. Bunlar, hiicre icinde
aktive edilir ve salgilanir veya hiicre ylzeyine baglh aktif enzimler olarak yer alirlar. Bu
MMP’larin, aktivitelerini enzimin dokuya spesifik lokasyonu ve inaktivasyonu endojen
inhibitorleri veya proteolizis ile dizenlenir. MT1 - MMP durumunda, hizla endositoz ve
kismen hicre yuzeyine geridonisim olur. Aterosklerotik plakta makrofajlar, firin ve
PC5 pro-MT1-MMP intraseliiler olarak aktive eden proprotein déniisturiiculeridir.*®
MMP'larin bir baska 0zelligi, muhtemelen ¢ogunun kolaylikla molekulln yapisi
nedeniyle civa bilesikleri, SH reaktifleri ve kaotropik maddeler ile muamele edilerek
aktive olmasidir. Bu 0Ozellik, laboratuvarda proMMP’lari aktif hale getirmek igin
kullanilir. Diger taraftan, hipoklordz asit ve peroksinitrit gibi oksidanlar propeptid
icindeki sistein anahtarinin sistein ile reaksiyonu sonucu proMMP’lar aktive eder ve bu
aktivasyon islemi inflamatuar kosullar altinda yer alabilir. Ancak, uzun bir reaksiyon
enzimi inaktive edebilir.*> MMP’lerin tiimii, preproenzim olarak sentezlenir ve bunlarin
cogu latent zimojen form olan pro-enzim formunda salgilanir. Latent zimojenlerin
aktivasyonu hicre icinde, MT-MMP’ler araciligiyla hiicre ylizeyinde, diger proteazlarin
etkisiyle ekstrasellller aralikta ya “aktivasyon kaskadi” olarak adlandirilan sekilde ya da
Onceden aktive olmus MMP’lerin digerlerini aktive etmesiyle meydana gelebilir.
MMP’lerin proteolitik aktiviteleri 3 basamakta diizenlenir. Bunlar transkripsiyon, pro-

enzimin aktivasyonu ve enzim aktivitesinin engellenmesidir.**

1. Transkripsiyonel Duzenleme
MMP gen ekspresyonu timor nekrozis faktor-a (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) gibi
inflamatuar sitokinlerle, trombosit kaynakli biyume faktéri (PDGF) ve epidermal

buylime faktéri (EGF) gibi bircok biylme faktorl, hormonlar, onkogenler, timor
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promotorleri ve kimyasal ajanlar ile stimile edilir. Ornegin; ultraviole B’ ye maruz
kalmak, dermiste MMP-1, MMP-3 ve MMP-9’un gen ekspresyonunda artisa yol
acmaktadir. Yine, hicre-matriks ve hicre-hiicre etkilesimleri de integrinlerin
mediatorligl ile MMP ekspresyonunu indikleyebilmektedir. DOnustirict blyume
faktori-B (TGF-B), heparin, kortikosteroidler, retinoidler, prostaglandin E; (PGE,) ve

diger eikozanoidler ise MMP gen transkripsiyonunu inhibe ederler.>%°%

2. Proenzimin Aktivasyonu Asamasinda Dizenleme

MMP’lar sentez edildikten sonra inaktif proenzim (zimojen) olarak salverilirler.
Enzimin pro- bolgesindeki sisteinin sulfidril grubu ile aktif bolgedeki ¢inko arasindaki
etkilesim latentligin surduridlmesinden sorumludur. Propeptid igeren inaktif MMP’ler,
otokataliz, doku veya plazma proteinazlan, firsatgi bakterialproteinazlar, trokinaz
plazminojen aktivator/plazmin sistemi ile veya diger MMP’lar ile aktiflesirler. Cesitli
hicrelerde (endotel hiicresi, monosit-makrofaj, diiz kas hticresi), ifade edilen trokinaz-
tip plazminojen aktivatoriunin (uPA) aktif formu plazminojeni plazmine donUstlrur.
Olusan plazminin, pro-MMP’lan aktive eder. uPA ifadesinin steroid hormonlar,
hiicresel onkogenler, sitokin ve buylime faktorleri araciligiyla dizenlenir. uPA’nin in
vitro olarak inhibisyonunun matriks yikimini anlamli sekilde azalttigi ve uPA geni
bulunmayan farelerde damar hasari sonrasi neointima hiicre tabakasi gelisiminin

durdugu gosterilmistir™">2

. UPA aracili aktivasyon kaskadinda bir MMP’nin aktivasyonu,
diger bir MMP’nin aktivasyonuna yol acar, aktiflesen enzim bir diger MMP’yi aktive
edecek sekilde pozitif bir dongl olusturur. Bu sekilde plazmin pro formdaki MMP-1,
MMP-3 ve MMP-9’u aktif formuna donustirir. Daha sonra, MMP-3, pro-MMP-1’i
MMP-1e dénustiiriir ve MMP-1 de pro-MMP-9'u aktif formuna donustiriir.>*>?
MT-MMP’ler de diger MMP’lerin &zellikle MMP-2'nin aktivatérudurler.
Olusturduklan proteolitik aktivasyon plazminojen/plazmin aktivator sistemine benzer
sekilde hicre yizeyinde gerceklesir. Bununla birlikte, MMP-2 ve MMP-9 (jelatinazlar)
aktive olmus doku makrofajlan tarafindan tretilen (6zellikle aterosklerotik plak igindeki
kopuk hiicre makrofajlari) serbest radikal (SR)’lerin etkisiyle ESM i¢inde kendiliginden

aktive olabilir. Boylece oksidatif stres, aktif olmayan MMP zimojenlerinin
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aktivasyonunu tetikleyerek lokal metalloproteinaz aktivitesinin artmasina ve arteriyel
duvarin yeniden modelenmesine katkida bulunur. MMP ‘larin  bayuk kismi,
ekstraselliler olarak aktive edilmektedir. Fakat MMP-11, -14, -15, -16,- 17 ve -28 furin

benzeri serin proteazlar ile intraselliller olarak aktive edilebilmektedirler.>~%°3
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sekil 6: MMP'ler icin hiicre yiizeyi ile iliskili aktivasyon kaskadi®*

3. MMP Enzim Aktivitesinin inhibisyonu

MMP aktivitesinin kontroliinde, spesifik doku inhibitorleri olan TIMP’ler (Tissue
Inhibitors of Metalloproteinases-TIMPS) anahtar rol oynarlar. Bundan baska a2-
makroglobulin, heparin, tetrasiklinler ve sentetik inhibitérler de aktif MMP inhibitorleri
arasinda yer alirlar. TIMP’ler bag dokusu metabolizmasinin dizenlenmesinde temel
olan proteinlerdir. Pek cok dokuda ve vicut swvilarinda bulunurlar. MMP’lere
baglanarak latent enzim formunun aktivasyonunu ve Kkatalitik aktivitenin
surdurdlmesini de inhibe ederler. Boylece, TIMP’ler MMP enzim aktivitesini ve
MMP/TIMP dengesini siki kontrol altinda tutarlar.®® TIMP’ler degisik MMP tiirlerine
gore ozgulluk gosterirler. Ornegin; MMP-2 tercihen TIMP-2 ile MMP-9 ise TIMP-1 ile
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inhibe edilir. Aktif MMP inhibit6rlerinden biri olan a2-makroglobulin yiuksek molekil
agirhkh bir serum proteini olup aktif MMP-2'ye baglandiginda onun total molekul
agirhgini arttirarak hareket yetenegini kisitlar.®** Tetrasiklin analoglari, non-selektif
MMP inhibitorleri olarak kabul edilir. MMP molekullnin ginko iceren aktif bolgesine
baglanarak enzimin aktivitesini kaybetmesine neden olurlar. Son yillarda, peptid ve
peptid olmayan yapida sentetik MMP inhibitdrleri Gretilmistir (Marimastat, Batimastat,
Prinomastat, Doksisiklin, Metastat gibi). Bu inhibitérler, en cok kanser tedavisi,
kardiyovaskiler hastaliklar, artrit, peridontal hastaliklar, psoriyazis ve makula
dejenerasyonu gibi farkh hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Sentetik MMP
inhibitorlerinden BB-94 (batimastat), BB-2516 (marimastat), Ro 32-3555 (Trocade), RS-
130 830, BAY 12-9566 ve CGS-27023A (MMI-270)'nin etkinliklerinin yetersiz olmasi

veya istenmeyen etkileri nedeniyle klinik denemelerine son verilmistir.>*

2.5.  DOKU iNHiBITORU METALLOPROTEINAZLAR (TIMP)

Doku inhibitori metalloproteinazlar (TIMP), MMP’larin aktif sekillerini inhibe
etme yetenegindeki 21 ve 28 kDa molekiiler agirlikli bir protein ailesidir®. TIMP’ler,
bag dokusu metabolizmasinin diizenlenmesinde temel rol oynarlar.>® Matriks yikimi ve
sekillenmesi arasindaki dengeyi korurlar.** MMP’lara baglanarak latent enzim formu-
nun aktivasyonunu ve katalitik aktivitenin strdurtlmesini de inhibe ederler. TIMP’lerin,
MMP inhibitori olarak davraniglarinin yaninda MMP’lerin aktif olmalarinda da 6nemli
rol oynarlar. TIMP’ler, MMP enzim aktivitesini ve MMP/TIMP dengesini kontrol altinda
tutarlar. Pek cok dokuda ve viicut sivilarinda bulunurlar®™. TIMP’ler, MMPler gibi
vaskuler kas hucresi, endotel hiicresi, makrofajlar, fibroblastlar, alveolar epitelyum
hiicreleri, kan hicreleri ve bag dokusu hiicreleri tarafindan sentez edilirler.*>®
Trombositlerde, amnion sivisi, sinovial sivi gibi vicut sivilarinda bulunduklan
gOsterilmigtir. TIMP’lerin aktivitesi EGF, TGF-B, IL-IB, IL-6, retinoik asit, onkostatin,
forbol esterleri, sitokinler ve temel fibroblast blylime faktori gibi ajanlarla artar.
Konkonovalin A, deksametazon tedavisi sonunda TIMP aktivitesi inhibe olur. TIMP’lerin

kemik yeniden yapilanmasi, meme bezlerinin kigcllmesi, korpus luteumun prematur

hasarinin  dnlenerek hamileligin  devaminin saglanmasi gibi fizyolojik sdreclerin
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dizenlenmesinde ©6nemli rol oynadigi bilinmektedir. TIMP’ler, doku hasan ve
anjiogenezisi iceren cesitli malign olmayan hastaliklarda da yer alirlar.*® Klinik alanda,
TIMP’lerin tedavi amagch kullammi daha az dikkat ¢ekicidir. Bunun nedeni, biyolojik aktif
proteinlerin Uretimindeki zorluklar ve ila¢ dagihminin optimize edilememesidir. Ayrica
TIMP’ler, MMP inhibitor etkilerinden baska birgok fonksiyonu olan proteinlerdir.
TIMP’lerin yalmz MMP inhibisyonu 6zelliginin olmamasi onlarin yalniz basina tedavide
kullanimlarini engellemektedir.>®

insanlarda TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4 olmak Uzere tamimlanmis dort
TIMP (yesi bulunmaktadir.>® Aralarinda yaklasik olarak %41-52 sekans benzerligi
bulunur. On iki tane korunmus sistein rezidusune sahip olmalari, alti adet distlfid bagi
olusturmalar ve metalloproteinazlar ile nonkovalent kompleksler olusturarak inhibe
etmeleri ortak 6zellikleridir. Yapisindaki disulfid baglar molekile yiksek pH ve isiya
karsi direng saglar. N-terminal bolge, MMP aktivitesinin inhibe edilebilmesi igin gerekli
olan bolgeyi olusturmaktadir. N-terminalinde bulunan Cysl, His7 ve GIn9 reziduleri
MMP’larin aktif bolgelerinde bulunan cinko ile etkilesimlerinden sorumludur®®>®,
TIMP’ler MMP aktivitesini inhibe etme yoniinden benzerlik gdéstermekle beraber
matriksteki lokalizasyonlari ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi yoniinden aralarinda
farklar vardir.>

1. TIMP-1: Yaklasik olarak 20 kDa, glikozillenmis aktif formu 28.5 kDa agirhginda
bir siyaloglikoproteindir. Ozellikle, makrofajlar olmak tzere pek ¢ok hiicre tarafindan
tretilir ve salgilanir.®®

2. TIMP-2: 21 kDa agirliginda, 194 aminoasit iceren glikozillenmis bir proteindir.
TIMP-1 ile homolog 6zellik gosteren 12 sistein kalntisi icerir. TUmoér blylmesi ve
invazyonunu baskilayici etkiye sahiptir.***°

3. TIMP-3: 21 kDa agirliginda glikolize olmamis MMP inhibitéridir. Heparin
sulfat iceren TIMP-3, proteoglikanlara baglanarak hiicre digi matrikse dahil olur. TIMP-
3, diger TIMP molekillerinden farkli olarak ¢6zunebilir formda degil, ESM
komponentlerine bagh olarak bulunur. TIMP-3, ekstraselliler matriksten transforme

olmus htcrelerin ayrilmasini kolaylastirir ve morfolojik degisiklikleri baslatir. TIMP-1 ile

%30 ve TIMP-2 ile %38 sekans homolojisi gostermektedir.*** TIMP-3, MMP-1,-2,-3,-9
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ve -13’U inhibe eder. TIMP-3 hucresel blyime, hicresel 6lium ve doku tamiri gibi
bircok dnemli rolu vardir. Kulttrde, liposakkarid ile stimile edilen astrositlerden TIMP-
3 salgilanir. Bunlar da néronlarda MMP-2"nin aktivasyonunu engelleyerek KBB’ni MMP-
2’den korur. Fakat, TIMP-3'lin artmis konsantrasyonu hiicre élimiini arttirir.>**® TIMP-
3, ekstraselliler matrikse sikica baghdir. Ayrica TIMP-3 ve TNF-a donlstlrtci enzimi
engelleyerek apoptozisi uyarir. TNF-a reseptorlerinin hiicre yiizeyinde stabilizasyonunu
saglar.*

4. TIMP-4: TIMP-4 molekli, TIMP ailesinin en son tanimlanmis olan tyesi olup
22 kDa agirhgindadir. TIMP-1 ile %37, TIMP-2 ve TIMP-3 ile %51 sekans homolojisi

gostermektedir.®®®’

proMMP-2’nin hemopeksin domainine baglanan ve MT1-MMP’yi
inhibe eden bir proteindir. Son zamanlarda, TIMP-4’un MT1-MMP ‘nin inhibitoru
oldugu ve bdylece MMP-2 aktivasyonunun ideal bir inhibitéri oldugu bildirilmistir.
TUmor invazyonunu ve metastazini inhibe ettigi gosterilmistir.”*>>% TIMP-4 ise

ekstraselliiler matriksin hemostazisini ve apoptozisin stimilasyonunu saglar.>?

2.5.1. Doku inhibitorii Matriks Metalloproteinaz-1 (TIMP-1)

Primer gen drund, X kromozomu Uzerinde tanimlanmigtir. TIMP-1 molekulu,
184 aminoasit icermektedir. On iki adet sistein rezidusunin olusturdugu alti distlfid
bag icerir. Glikozil gruplarinin eklenmesi sonucu aktiflesir.***® Molekiil agirhigr yaklasik
olarak 20 kDa, glikozillenmis aktif formu 28.5 kDa agirhginda bir siyaloglikoproteindir.
Ozellikle, makrofajlar olmak (izere pek cok hiicre tarafindan uretilir ve salgilanir.
Trombositlerde rezidu olarak bulunur ve ¢esitli dokular ile amnion sivisi, sinovyal sivi
gibi viicut sivilarinda yer alir.*® TIMP-1, tim aktiflesmis kollejenazlari inhibe etme
yetenegindedir. Ozellikle, MMP-9'u inhibe eder.***" TIMP-1, proMMP-9’a baglanarak
proMMP-9/TIMP-1 kompleksini olusturur. Bu kompleks, butin aktif MMP’lari inhibe
eder ve daha aktif stabil form olan proMMP-9/TIMP-1/MMP kompleksini olusturur.
MMP’lar Uzerine inhibit6r etkileriyle timor buyumesini, invazyon ve metastazini inhibe
ettigi gosterilmistir.>"*® Deneysel calismalarla, TIMP-1’in tUmor tarafindan tesvik edilen
anjiogenezi inhibe ettigi gosterilmistir. TIMP-1 seviyesinin artmasinin invazyon ve

metastazin azalmasi ile baglantilh oldugu ileri strtlmustir. TIMP-1’in eritrosit Gretimini
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arttirici etkisi vardir. Ayrica, hiicre yiizey reseptorlerine baglanmasi ile ortaya ¢ikan
direkt selliller etkisi ile cesitli hiicre tiplerinde replikasyonu uyarir.***® Trombosit
kaynakh biyume faktor, fibroblast blyime faktoru, forbol esterleri ve IL-1 TIMP-1’in
fibroblastlardan ekspresyonunu arttinr. TNF-a’nin distk konsantrasyonlari TIMP-1

tretimini artirirken, yiiksek konsantrasyonlari tiretimi baskilar.>”®

2.5.2. Doku inhibitorii Matriks Metalloproteinaz-2 (TIMP-2)

TIMP-2 molekdlt, 194 aminoasit iceren, 21 kDa agirhginda glikozillenmis bir
proteindir. TIMP-1 ile homolog 6zellik gésteren 12 sistein rezidusu vardir. TIMP-1 ve
TIMP-2’nin aminoasit dizilisi %40 oraninda benzerlik gosterir. Tumor buylimesi ve
invazyonunu baskilayic etkiye sahiptir.***® MMP-2’nin aktiflesmesinde gérev almasina
ragmen, yiksek konsantrasyonlarda proMMP-2'nin aktivasyonunu 6nler. Dagihmi iyi
bilinmemekle birlikte eklem kikirdaklarindan izole edilmistir. Fibroblastlarda proMMP-
2 ile birlikte salinir.”® Aktive olmus MMP’lara baglanma yoniinden TIMP-1 ile benzerdir.
Bununla birlikte ek olarak pro-MMP-2 ile birebir kompleks yapar. TIMP-2, TIMP-1'den
farkli bir sekilde diizenlenir, forbol esterleri ile Gretimi uyarilmaz ve TGF- ile inhibe
olmaz. TIMP-2’nin kan beyin bariyerinin proteolitik sizintisini azalttigi saptanmustir.
TIMP-2, MMP-9 disindaki MMP’lari inhibe eder. Spesifik olarak MMP-2’yi inhibe
eder.”**® TIMP-1 ve TIMP-2 bazi tiimor hiicreleri icin biylime faktérleridir. Yiksek
TIMP duizeylerinin kanser progresyonu ile birliktelik gosterdigi bildirilmis ve bazi timoér
tiplerinde kotu prognostik degerin gostergesi oldugu bildirilmistir. TIMP-1 ve TIMP-
2’nin yuksek oranda eksprese olmasi, farkh orijinli tumorlerin metastaz olusumu ve
timor buylmesini azaltirken, ekspresyonunun downregulasyonunun da timor

yayilimini engelledigi bildirilmistir.>?
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arag ve Geregler
3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Etanol (Merck)
2-merkaptoetanol (Merck)
RT2 HT First Strand Kit (Qiagen/ Kat No: 330411)
Custom RT2 Profiler PCR Array (Qiagen/Kat No: 330131)
EpiTect® Methyl Il DNA Restriction Kit (Qiagen/ Kat No: 335452)
EpiTect® Methyl Il Custom PCR Array (Qiagen/Kat No: 335112)
RT2 SYBR Green ROX gPCR Mastermix (Qiagen/Kat No: 330523)
RT2 SYBR Green ROX gPCR Mastermix (Qiagen/Kat No: 330522)
PureLink RNA Mini Kit (invitrogen/ Kat. No: 12183-018A)
Column-Pure Blood Genomic DNA Mini Kit (Applied Biological Materials
Inc./ Kat No:D203-Mini-1)

3.1.2. Ayqitlar
Roche LightCycler 480 (Roche)
Santriftj (Biofuge pico-Heraeus)
Derin Dondurucular (MDF-U2086S Ultra Low-Sanyo)
Buzdolabi (RDD 1280-Regal)
Steril Plastik Pipet (Axygen)
Steril Disposable Farkl Buyuklikte Enjektor (2 ml, 5 ml, 10 ml)
Otomatik Pipetler (Eppendorf)
Thermobrite (Stat Spin)
Su Banyosu (Gen-Probe)

PCR cihazi (Bioder XP Cycler)
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3.2.  Orneklerin Saglanmasi igin Kullanilan Yontemler

Calismamiz, Mart 2012- Haziran 2014 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi,
Tip Fakdltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal’'nda gerceklestirildi. Ayni fakiltenin Pediatrik
Onkoloji Klinigine ALL 6n tanisi alan 26 hasta ile bu hastalara yas ve cinsiyet agisindan
uygun olan saglikl ve ailesinde kanser 6ykusu olmayan Pediatri Poliklinigine gelen
kontrol grubu olarak secilmis 26 cocuk etik onaylarn alindiktan sonra, ¢alismamizin
amaci dogrultusunda her birinden RNA ve DNA izolasyonu i¢in EDTA’li tuplere 5 ml kan
ornegi alindi. RNA ve DNA izolasyonunda, izolasyon kitleri kullanildi. Hasta ve kontrol
gruplarindan elde edilen veriler kendi aralarinda karsilagtinldi. Tez calismasi

kapsaminda uygulanan yontem Sekil 7°de gosterilmistir.

Pediatrik Onkeloji
Bilim Dali

Ean ernegdi alind)

Pediatrik Onkoloji

Tikki Biyeloji Hasta tam ve
Anabilim Dah derecesinin

belirlenmes

!ITanl. Tedavi, Prognoz

Genlernn

® metilasyon tayini ekspresyonlarinin
belirlenmesi

Sekil 7: Tez calismasinda uygulanan yontem
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3.2.1. RT-PCR Cahsmalar
Pediatrik Onkoloji Poliklinigine, ALL tanisi alan hasta grubundan (26) ve Pediatri
Poliklinigine gelen kontrol grubundan (26) alinan kan dokularindan RNA izolasyonu

yapildi. Gercek zamanlh RT-PCR calismasi Sekil 8’de gosterilmistir.

gﬁ RMA eldesi

'T"'" RT2 First Strand Kit ile
' RMA'dan cDMNA eldesi
. RT2 SYBR Green

| | Mastermix'e cDNA

1 eklenir

RT2 Profiler PCR

‘Eﬁw‘"'m“ Array'e drneklerin

1 ylklenmesi
- Real time RT-PCR
ﬁ- digiisii
Ko nT

= F= S o :
i Dyl R Analiz
i o

sekil 8: Gercek zamanli RT-PCR calismasi

3.2.1.1. Total RNA izolasyon Protokoli
200 pl kan 6rnegi 1,5 mI’lik RNaz olmayan eppendorf tiipe konuldu.
Uzerine 2-merkaptoetanol ile hazirlanan 200 pl lizis tamponu eklendi.
Vortekslendikten sonra 12.000 g’de 2 dakika santrifuj edildi.

Slpernatant temiz bir 1,5 ml RNazsiz tiipe alind.

a M o np e

200 pl 100%’luk etanol eklenip vortekslendi.
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10.

11.

12.
13.

Vortekslenen o6rnegi kitin icinden ¢ikan toplama tipln Uzerine yerlestirilmis
filtreli tiplere aktarildi ve 12.000 g’de 15 saniye santrifiij edildi.

Filtreli tuplerin Gzerine 700 pl yikama tamponu-1 eklendi, 12.0000 g’de 15
saniye santrifdj edildi.

Filtreli tapler yeni toplama tiplerinin tzerine konulup, 500 ul yikama tamponu-
2 eklendi ve 12.000 g’de 15 saniye santriftj edildi.

Alttaki sivi atildi, filitreli tipler ayni toplama tipine konulup tekrar 500 pl
yikama tamponu-2 konuldu ve 12.000 g’de 15 saniye santrifuj edildi.

Filtreli thpleri kurutmak icin 12.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tipu
atildi ve filtreli tup yeni bir tipe yerlestirildi.

Filtreli tupun merkezine 30ul — 3x100ul RNaz’siz su eklendi ve oda sicakhginda 1
dakika bekletildi.

>12.000 g'de 2 dakika santriftj edildi.

Elde edilen RNA - 80-C’de muhafaza edildi.

3.2.1.2. cDNA Eldesi
96 kuyucuklu plakaya her bir 6rnek i¢in 6 pl genomik DNA eliminasyon tamponu
ve 8 Ul RNA (25 ng-5uQg) pipetaj yapilarak karistirild.
1000 g’de 1 dakika santriftj edildi ve 37-C’de 5 dakika inklibe edildi.
Cikan Uruin buz Gzerine alindi. Uzerine 6 pl BC4 tamponu eklendi ve 1000 g’de 1
dakika santrifiij edildi.
Tablo 8'de yer alan dongl gerceklestirildi.

Tablo 8: PCR programi

Déngu Sayisi Sire Sicaklik
1 15 dakika 42-C
1 5 dakika 95-C
oo 4C
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5. Cikan drin buz Uzerine alhindi. Hemen kullanilacaksa 91 pl su eklendi. Eger

kullanilmayacak ise -20-C’ye konuldu.

3.2.1.3. RT-PCR Protokolu
1. Her bir 6rnek icin PCR karisimi asagidaki tabloya (Tablo 9) gore hazirland.

Tablo 9: PCR bilesen karigimu.

‘ Bilesik Miktar
2XRT° SYBR Green Mastermix 125 pl
cDNA 2.5l

Su 10.5 pl

Toplam 25 pl

2. Her bir kuyucuga hazirlanan kansimdan 25 pl dagitildi.
3. Asagidaki tabloda (Tablo 10) yer alan dongu gerceklestirildi.

Tablo 10: Roche LightCycler 480 igin dongl kosullar.

Dongu Sayisi
1 10 dakika 95C
45 15 saniye 95 <C
1 dakika 60 -C
3.2.1.4. Gen Ekspresyonun Degerlendirilmesi

Gen ekspresyonu sonuclari www.sabiosciences.com/pcarraydataanalysis.php

internet adresi Gzerinden gerceklestirildi. Sistem tzerinden girilen esik dongi (Cr; cycle
threshold) degerleri web tabanli yazim programi olan RT? Profiler PCR Array Data
Analysis Version 3.5 ile kargilastirmali Cr yontemini (AACy) kullanilarak genlerin ifade

degerleri hesapland..
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3.2.2. Metilasyon Caligmalar
Pediatrik Onkoloji Poliklinigine, ALL tamisi alan hasta grubundan (26) ve
Pediatri Poliklinigine gelen kontrol grubundan (26) alinan kan dokularindan DNA
izolasyonu yapildi. VEGFA, TIMP2, MMP2 ve MMP9 genlerinin metilasyon bolgeleri
Sekil 9, Sekil 11, Sekil 13 ve Sekil 15’de gosterilmistir.
incelemelerini yaptigimiz VEGF-A (Gene ID:7422), MMP-2 (Gene ID:4313),
MMP-9 (Gene ID:4318) ve TIMP-2 (Gene ID:7077) genlerinin sekans bilgilerini

www.ncbi.nlm.nih.gov internet adresinden elde ettik. Arastirmalarimizda kullandigimiz

kitlerde yer alan referans araligi ve transkripsiyon baslangic noktasi bilgilerini
kullanarak incelenen bdlgenin ilgili genler Uzerindeki yerlesimlerini tespit ettik. Bu
bolgeleri, CpG adasi igerikleri agisindan inceledik (Sekil 10, Sekil 12, Sekil 14, Sekil 16).
TIMP1 geni promotér bolgesinde (transkripsiyon baslangic noktasinin 5 kb yukan
bolgesinden 3 kb asagi bolgesi olarak tanimlanan) CpG adasi tespit edilemediginden,

bu genin metilasyon analizi yapilamad.

Kre-az732 045 43,740,095

VEGFA transkripsiyon baslangig
Gosterge: [ bilgesi m CpG adasi

Dizi: — 174 bg

Sekil 9: VEGFA geninin metilasyon bélgesi
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cgcacgtaac ctcactttcc tgctccctcc  tcgccaatge  cccgegggeg  cgtgtctcty  gacagagttt
ccgggggegg  atgggtaatt  ttcaggetgt gaaccttggt  gggggtcgag  cttceecttc  attgeggegg
getgegggee  aggettcact gagegtcege agageccggg  cccgagecge  gtgtggaagg  getgaggete
gectgtceee  gecceceggy  gegggecggy  ggcggggtee  cggeggggcy  gagecatgeg  cccecccctt
ttttttttaa aagtcggetg gtagcgggga ggatcgegga  ggettgggge  agecgggtag  ctcggaggte
gtggcgetgg  gggetageac cagegetcty  tcgggaggeg cageggttag  gtggaccggt cageggacte
accggccagg gegeteggty ctggaatttg atattcattg atccgggttt tatcectctt cttttttctt aaacattttt
ttttaaaact gtattgtttc tcgttttaat ttatttttgc ttgccattce ccacttgaat cgggecgacy gettggggag
attgctctac ttccccaaat cactgtggat tttggaaacc agcagaaaga ggaaagaggt agcaagagct
ccagagagaa gtcgaggaag agagagacgg ggtcagagag agegegeggg cgtgegagea gegaaagega
caggggcaaa gtgagtgacc tgcttttggg ggtgaccgec ggagegegge gtgagecctc ceecttggga
tcccgeaget  gaccagtcge getgacggac agacagacag acaccgeccC cagecccage taccacctce
tccecggeeg geggeggaca gtggacgegy cggegageeg cgggcagggg ccggageeeg cgeccggagy
cggggtggag ggggtcgggy ctegeggegt cgeactgaaa  cttttegtcc  aacttctggg  ctgttctege
ttcggaggag ccgtggtccg cgcgggggaa gecgagecga geggagecge gagaagtget agcetcgggec
gggaggagcc gcagecggag gagggggagg aggaagaaga gaaggaagag gagagggggc cgcagtggeg
actcggeget cggaagecgg  getcatggac gggtgaggcg geggtgtgeg cagacagtge tccagecgeg
cgegetecee  aggecctgge  ccgggectcg  ggecggggag gaagagtage tcgecgagge  gecgaggaga
gcgggeegee ccacageccg agecggagag ggagegegag ccgegecgge cccggtcggg  cctccgaaac
catgaacttt ctgctgtctt gggtgcattg gagecttgee ttgetgetct acctccacca tgccaaggta ageggtegtg
ccctgetgge  gecgegggee  getgegageg  cotctceegg  ctggggacgt  gegtgegage  gegegegtyg
gggctcegty  ccccacgegg  gtccatggge  accaggegty  cggegtccce  ctctgtcgtc  ttaggtgeag
ggggaggggy cgegegeget aggtgggagg gtacccggag agaggetcac cgeccacgeg ggecctgece
acccaccgga gtcaccgcac gtacgatcty ggccgaccag ccgagggegyg gagecggagg aggaggecga
gggggctggg  cttgegttge cgetgecgge  tgaagtttge  tcceggecge  tggtceccgga  cgaactggaa

gtctgagcag cgggggceggy agccagagac cagtgggcag ggggtgetcg gaccttggac cgegggaggg

cagagagcgt ggagggggca gggcgcagga gggagagggg  gettgetgtc  actgecactc  ggtctcttca
gceetegecg  cgagtttggg  aaaagtttty  gggtggattg  ctgeggggac  cccccctcee  tgetgggeca

cctgegecge  gecaaccceg  ccegtecccg  ctcgegtcee  geteggtgee  cgeccteeee  cgeceggecy

gotgcgegeg  gegeggagee  gattacatca  geccgggect ggecggecge  gtgttccegg  agectcgget
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gceccgaatgg ggageccaga gtggegageg geacccctce cccegecage cctcegeggg  aaggtgacct

ctcgaggtag ccccageeeg g

Sekil 10: VEGF-A geni amplifikasyon bdlgesi CpG adalari

I 1
Kri7:.76.818.472 . T6 926,472

TIMP2 transkripsiyon baslangic
Gisterge: .| bélgesi = CpG adas

Dizi: — 17abc

Sekil 11: TIMP-2 geninin metilasyon bolgesi

ttcct ggaacacaaa actgttttgg gaaaagtcct tcggctccca catttgtgga ctaagagagg aaactgtgag
cggaacccag ccaatgecte tgctgegate ctactggete ctgggegect gggeccacce cegtetcttg ttggetggte
aaaaatatgg ccagtttata taaaatcctg ttttgttcac agtaaccaca ccccccacce cccaactaaa
ctggccagge  geacttaaaa ttctaaggcec tccatttgaa aaagggatcc tgtcagtttc  tcaataggcc
acccgcccac agaaacgggg aggtggegac agggaacgge ccctgetcca aaggacacce  cttggetcge
cccgaggety ggetcgaagg gaccccgggg tggeggggga cggageageg tagecctcca  gagtcgaget
gaaggggaaa gggtageggg tgggtcgect ggtgecctgy aagaacggge gegagtccca  cgegctgagt
cagggacccc gggcgcagaa ggccacgcag cggggaccgg ggtcgggggg ctgggggegt cegggegeac
cceecgegegy  gtgegggteg cgggegecag gtggtgeggg aageccccga  cgtgecagge  cgggeacaac
aaaagcgegg getgggggga ggegegggey gagggggagg agggggetge tgggagegee cagagectge
attggccgec agecaccggg aggaggagca gaaaatcctc cgagcegcaat aaaactgcgg cccggeccaa
gceecgcagea  aacacatceg tagaaggcag cgeggecgec gagagecgca gegecgeteg  ccegeegtee
cccacccege  €geccegece  ggegaattge  geccegegec  cctceecteg  cgeccccgag  acaaagagga
gagaaagttt gegcggecga geggggcagg tgaggagggt gageegegeg ggaggggece  gecteggeee
cggetcagee  cccgeccgeg cccccagece  gecgecgega geagegeccg  gaccccccag  cggeggecce
cgeccgecca  geccceegge  ccgecatggg  cgecgeggee  cgecaccctge  ggetggeget  cggectectg
ctgctggcga  cgetgettcg  cccggecgac  gectgeaget  getccccggt  gcacccgcaa  caggegtttt
gcaatgcaga tgtagtgatc agggccaaag cggtcagtga gaaggaagtg gactctggaa acgacattta tgg

Sekil 12: TIMP-2 geni amplifikasyon bdlgesi CpG adalar
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I 1
Kr16:55,503,080 55518473

MMP2 transkripsivon baslangic
Gisterge: [ bilgesi = CpG adasi

Dizi: — 226 bg

Sekil 13: MMP-2 geninin metilasyon bdlgesi

cgcgggggee ggaccatgag ccgetgagec gggcaaacce caggecaccg agecagegga ccctcggage
gcagcectge gecgeggage aggetccaac caggeggega ggcggecaca cgeaccgage cagcgaccee
cgggcgacge geggggecag ggagegetac gatggaggeg ctaatggece  ggggegeget cacgggtece
ctgagggege  tctgtctcct gggetgecty  ctgagecacg  ccgecgecge  gecgtcgece  atcatcaagt
tcceeggega tgtegeccce aaaacgg

sekil 14: MMP-2 geni amplifikasyon bélgesi CpG adalar:

L) 1
Kra0:a4,632 546 44,641,210

MMP2 transkripsiyon baslangig
Gosterge: [ bélgesi m CpG adasi

Dizi: w188 bg

sekil 15: MMP-9 geninin metilasyon bolgesi
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¢ ggaagactty ccgcgggegg tgattgacga cgectttgec cgegectteg cactgtggag cgeggtgacg
ccgetcacct  tcactcgegt gtacagecgg gacgcagaca  tcgtcatcca  gtttggtgtc  gegggtgaga
acgtgaggag ggaaaatcca agagacctgg geggggtcag ggaagggagg accacggaga gegtggagge
agcagtggcc  ccggettect  cttgectgee  cgegetgece  tggettatac  ggeccctect  gecagacagt
gcacagggcc agggegecag getgggagag cttcgegeag  gegggatttc ageccgeact tatttcggag
cecttgectt gggeagegea caatctgege ageagtacte ggctaaccct cttecteteg acctgtttct tcagageacg
gagacgggta tcccttcgac gggaaggacg ggctcctgge acacgecttt cctcctggee  ccggeattca
gggagacgec catttcgacg atgacgagtt gtggtcectg ggcaagggeg teggtgagat tctgagtect
cctggeccct gattecctte attctcteee actcatcace cgecgeccta actceggtee cecctectee tgcagtggtt
ccaactcggt ttggaaacgc agatggegeg gectgecact teeectteat cttcgagggce cgetectact ctgectgeac

caccgacggt cgctccgacg gettgeectg gtgcagtacc acggccaact acgacaccga  cgaccggttt

ggcttctgee ccagegagag tgagtgaggg ggetcgecga gggetggggyg cge

Sekil 16: MMP-9 geni amplifikasyon bélgesi CpG adalar:

3.2.2.1. Total DNA izolasyon Protokolii

1. 300ul — 500ul kani bir mikrosantriftj tupine alindi. 3.000 rpm‘'de 3 dakika
santriflj edildi ve slipernatan atild.

2. 0.8 ml TBP tampondan tipe ilave edilerek vortekslendi ve 3.000 rpm'de 3
dakika santriflij edildikten sonra supernatan atildi. Bu asama bir defa daha
tekrarland.

3. 0.5 ml TBM tampondan tipe ilave edilerek vortekslendi. Daha sonra, 3 pl
proteinaz-K ilave edildi ve 55 -C'de 30 dakika inkiibe edildi.

4. 5.000 rpm'de 2 dakika santrif(j edildi.

5. Supernatan yeni bir mikrosantriftj tipine aktanldi ve %100 etanolden 250 ul
uzerine eklenerek vortekslendi.

6. Kansim, kolona aktarildi ve 2 dakika tam hizda santrifiij edildi. Tupln altinda
kalan sivi kisim atildi.

7. 500 pl yikama solusyonu ilave edildi ve 1 dakika santriftij edildi. Tipun altinda

kalan sivi kisim atildi. Bu asama bir defa daha tekrarland.
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8. 1 dakika daha santrifuj edildi.

9. Kolon temiz bir 1.5 ml santrifij tipune yerlestirildi. Kolondaki membranin

merkezine 30-50 pl eliisyon soltsyonu ilave edildi. Oda isisinda tipler 5 dakika

inktibe edildi.

10. Kolondan DNA'nin yikanmasi igin 1 dakika mikrosantrifijde santrifuj edildi.

3.2.2.2.

Metilasyon Protokoli

1. Tablo 11’da yer alan enzimsiz reaksiyon karisimi hazirlandi. RNaz/DNaz olmayan

steril su toplam hacim 120 ul olacak sekilde eklendi.

Tablo 11: Enzimsiz reaksiyon karisimi.

Bilesikler Miktar

Genomik DNA (1 ug) Degisken

5x Restriksiyon Dijesyon Solusyonu 26
Su Degisken

Toplam 120 pl

2. Tablo 12’de yer alan enzim reaksiyonu hazirland.

3. Hazirlanan 4 tip (Mo: enzim yok, Ms: metilasyona duyarl enzim, Md:

metilasyona bagimh enzim, Msd: metilasyona duyarl ve metilasyona bagimli

enzimler) 37-C’de 6 saat veya 1 gece inkiibe edildi.

4. inkubasyon sonunda 65°C’de 20 dakika enzimler sicakla inaktive edilerek

reaksiyon sonlandirild.

Tablo 12: Enzim reaksiyonu karisimi

Bilesik Mo Ms Md Msd

Reaksiyon karigimi 28 ul 28 ul 28 ul 28 ul

Metilasyona duyarh enzim A 1ul - lul

Metilasyona bagimli enzim B 1l 1l
Su 2ul 1l 1ul -

Toplam 30wl 30ul 30 30u
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5. 1.5 ml’lik taplere 4 farkl enzim (Mo, Ms, Md, Msd) i¢in PCR reaksiyonu Tablo
13'ye gore hazirlandh.

6. Her bir tlp cok iyi vortekslendi ve her bir kuyucuga 25 pl hazirlanan karigim
eklendi.

7. Tablo-14'te yer alan PCR protokoline gore hazirlanan 6rnekler cihaza
yerlestirildi.

Metilasyon ¢alismasi asamalari Sekil 17°te gosterilmistir.

Tablo 13: PCR karisimi.

Bilesik Mo Ms Md Msd

PCR Master Mix 330 pl 330 ul 330 ul 330 ul
Mo karigimi 30ul - - -
Ms karisimi - 30 pl - -
Md karigimi - - 30 ul -

Msd karigimi - - - 30 pl

Su 300 pl 300 pl 300 pl 300 ul

Toplam 660 pl 660 pl 660 pl 660 pl

Tablo 14: PCR protokolu.

Sicakhik Dongl Sayisi
95-C 10 dakika 1
99-C 30 saniye 3
72C 1 dakika
97-C 15 saniye 40
72C 1 dakika
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Sekil 17: Metilasyon ¢alismasi asamalari

3.2.2.3. Metilasyonun Degerlendirilmesi
Oncelikle, EpiTect Methyl Il PCR Array Microsoft Excel tabanli veri analizi yapan

dosya www.sabiosciences.com/dna_methylation_data_analysis.php internet adresi

tzerinden indirildi. Genlerin esik déngl (Cr cycle threshold) degerleri web tabanl
yazilm programina girildi ve otomatik olarak genlerin % metilasyon degerleri
hesaplandi.

3.3. Istatistik Analizi

Verilerin istatistik analizinde, SPSS 16.0 paket programi kullanildi. Kesikli
degiskenlerde sayi ve ylzde olarak, surekli degiskenler ise ortalama ve standart sapma

olarak 6zetlendi. Tim testlerde anlamhilik diizeyi p<0.05 alind..
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4. BULGULAR

4.1. Olgulann Belirlenmesi

Bu calismada; Cukurova Universitesi Pediatrik Onkoloji Bilim Dali'nda ALL tanisi
almis 26 hasta cahsildi. Calismamiza katilmay: kabul etmis ve gondlli onam formu
imzalamis hasta ve kontrol grubundan kan 6rnekleri alindi. Hasta ve kontrol grubunun
demografik dzellikleri Tablo 15’te verildi. Buna gore; ALL hasta grubunun 11’inin kiz
(%42.3) ve 15’nin erkek (%57.7) oldugu goruldu. Yas ortalamasi hasta grubunda 6,94 yil
(83,38 ay) ve kontrol grubunda 6,13 yil (73,61 ay) oldugu gordldi (Tablo 16).

Tablo 15: ALL hasta grubunun ve kontrol grubunun demografik dzellikleri

Tani Total ‘
ALL Kontrol
Cinsiyet Kiz N 11 16 27
% 42,3 61,5 51,9
Erkek N 15 10 25
% 57,7 38,5 48,1
Toplam N 26 26 52

Tablo 16: Hasta ve kontrol grubunun yas (ay) karsilastirmasi

Tani N Ortalama SD Minimum Maksimum ‘
ALL 26 83,38 54,87 7 203
Kontrol 26 73,61 41,21 8 120
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4.2.  ALLKlinik Ozellikleri ve Simiflandirmasi
Cukurova Universitesi, Pediatrik Onkoloji Bilim Dal’nda ALL tarisi almis 26
olgunun tanm anindaki lokosit, trombosit, hemoglobin degerleri Tablo 17’da

gOrulmektedir.

Tablo 17: Hasta grubunun lékosit, trombosit ve hemoglobin degerleri.

Lokosit/mm3 Trombosit/mm3 Hemoglobin/ g/dl
1 3800 63000 10,10
2 43800 15000 5,50
3 60300 33800 6,80
4 4800 33600 8,85
5 15670 55000 5,80
6 454000 76600 10,00
7 45000 30000 7,70
8 181000 55900 8,00
9 2300 36000 12,70
10 107400 91300 5,80
1 1620 39900 7,60
12 4000 124000 8,67
13 90600 64000 5,50
14 24400 25000 4,80
15 77700 25900 5,63
16 4330 21100 10,00
17 6680 91600 10,20
18 2700 192000 11,30
19 13800 11000 8,50
20 3100 66000 9,10
21 37500 28000 9,80
22 6600 343000 13,30
23 140100 57000 5,80
24 3640 192000 9,70
25 3000 148000 8,40
26 14700 87000 9,90
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ALL hastalarimin  ortalama |6kosit/mm3 degeri 52020,76; ortalama
trombosit/mm3 degeri 77142,31 ve ortalama hemoglobin g/dl degeri 8,44 olarak rapor
edildi. Hastalarin (n=26) 24’tnde (%92,3) anemi, (n=26) 9'unda (%34,6) notropeni ve
(n=26) 21’inde (%80,8) trompositopeni goruldi. Bununla birlikte hastalarin (n=26)
6’sinda (%23,1) hem anemi, hem nétropeni ve hem de trombositopeni tespit edildi.
Cukurova Universitesi Pediatrik Onkoloji Bilim Dal'nda ALL tarisi almis 26 hastanin FAB
klasifikasyonlari, immunofenotiplendirmeleri ve BFM gdre evreleri, alt tipleri, sag kalim

ve olay durumlan Tablo 18’de verildi.
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Tablo 18: Hasta grubunun tanilarina gére dagihmi

immuinfenotip

1 L2 B ALL CD10+,CD19+,CD22+,CD34+ MRG Hayatta  Remisyon

2 L2 B ALL CD10+, CD19+,CD22+ MRG  Hayatta Remisyon

3 L1 B ALL CD10+,CD19+,CD20+,CD22+ MRG  Hayatta Remisyon

4 L2 B ALL CD10+,CD13+,CD19+,CD20+,CD22+,CD34+ MRG  Hayatta Remisyon

5 L1 B ALL CD10+,CD19+,CD22+,CD34+ MRG  Takip disit  Remisyonda degil
6 L2 T ALL CD2+,CD3+,CD7+ MRG  Hayatta Remisyon

7 L1 B ALL CD19+,CD22+ MRG  Hayatta Remisyon

8 L2 B ALL CD13+,CD19+,CD22+,CD33+, CD34+ HRG  Takipdisi Remisyonda degil
9 L2 COMMON ALL CD10+,CD19+,CD22+, CD34+ MRG  Eksitus Remisyon

10 L2 T ALL CD2+,CD13+,CD19+,CD22+,CD33+,CD34+, CD117+  MRG  Eksitus Niks

11 L2 B ALL CD10+,CD19+,CD22+,CD34+ MRG  Hayatta Remisyon

12 L1 COMMON ALL CD10+,CD13+,CD19+,CD22+, CD34+ MRG  Hayatta Remisyon

13 L2 TALL CD2+,CD7+,CD10+ HRG Eksitus Niks

14 L2 B ALL CD10+,CD19+,CD22+,CD34+ MRG  Eksitus Remisyonda degil
15 L2 B ALL CD10+,CD19+,CD22+ MRG  Takip disit  Remisyon

16 L2 B ALL CD10+,CD19+,CD22+,CD34+ MRG  Hayatta Remisyon

17 L1 T ALL CD3+,CD34+ MRG  Hayatta Remisyon

18 L2 TALL * MRG Hayatta  Remisyon

19 L1 BALL * MRG Hayatta  Remisyon

20 L2 B ALL * MRG  Takip disi  Remisyon

21 L2 B ALL CD2+,CD10+,CD19+,CD22+, CD34+ HRG Hayatta Remisyon

22 L2 BALL * HRG Hayatta Niks

23 L2 B ALL CD10+,CD19+,CD20+,CD22+, CD34+ MRG Hayatta  Remisyon

24 L1 BALL * MRG  Hayatta Remisyon

25 L1 B ALL CD10+,CD19+,CD22+,CD34+ MRG  Hayatta Nuks

26 L2 B ALL CD10+,CD19+,CD22+,CD34+ MRG  Takip disi  Remisyon

(MRG: orta risk grubu, HRG: Yuksek risk grubu; * : yeterli sayida blast olmadigi icin tespit edilemedi)
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FAB klasifikasyonuna goére; ALL hastalarin 8’inin (%30.8) L1, 18’inin (%69.2) L2 alt
grubunda yer aldigi tespit edildi. BFM grubunun prognostik kriterlerine gore ise
hastalarin 22’sinin (84,6) MRG ve 4’Unin (%15.4) HRG oldugu tespit edildi. Akim
sitometrisi ile yapilan imminofenotipik inceleme sonucunda hastalarin 19’u (%73.1) B-
ALL, 5’1 (%19.2) T-ALL ve 2’si (%7.7) Common ALL olarak siniflandirildi (Tablo 18).

Hastalarin takipleri sirasinda remisyona giren hastalarin 4’unde (%17.4) niks
oldugu goruldu. Hastaligi tekrarlayan hastalar incelendiginde; FAB siniflamasina gére
ALL-L1 tanili hastalarin (n=8) 1’inde (%12.5) ve ALL-L2 tanili hastalarin (n=18) 3’Unde
(%16.6) nlks gozlendi. BFM grubunun prognostik kriterlerine gore hastalarin 2’si MRG
ve 2’si HRG risk grubundaydi. immiinofenotipik dagimlari incelendiginde B-ALL tanil
hastalarin (n=19) 2’sinde (%10.5) ve T-ALL tanili hastalarin (n=5) 2’sinde (%40) niks
gOraldi. Niksin 2 hastada (10 ve 13 nolu) SSS tutulumu diger 2 hastada kemik iligi
tutulumu gosterdigi tespit edildi. SSS tutulumu seklinde nuks gésteren ALL hastalarinin
2’si kaybedildi. ALL’li hastalarin 4’0 (%15.4) kaybedildigi; bu hastalar FAB siniflamasina
gore incelendiginde 4 hastada L2 alt grubundaydi. BFM grubunun prognostik
kriterlerine gore hastalarin 3’4 MRG ve 1'i HRG risk grubundaydi. immuiinofenotipik
dagihmlarina gore; hastalardan 1’inin B-ALL, 1’inin Common ALL ve 2’sinin T-ALL

oldugu gordlda.

4.3. Genetik Analizler
4.3.1. Gen ifadesi Analizleri

Cukurova Universitesi, Pediatrik Onkoloji Bilim Dal’nda ALL tanisi almis 26
cocugun ve kontrol grubunun, ACTB ve GAPDH kontrol genleri ile VEGF-A, TIMP-1,
TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 genleri Qiagen RT? Profiler PCR Array kitleri gercek zamanls
RT-PCR ile ifade analizleri gerceklestirildi. Bununla birlikte gen ifadelerinin kantitasyonu
RT? Profiler PCR Array Data Analysis Version 3.5 ile yapildi. Gen ifade sonuglari tablo
19'da verildi.
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Tablo 19: Hasta ve kontrol grubu ifade sonuglar

Vaka No ACTB GAPDH VEGFA TIMP1 TIMP2 MMP2 MMP9 ‘
Hasta Grubu
H1 27,67 31,31 40,00 33,52 29,84 40,00 27,89
H2 36,34 35,92 33,81 29,02 28,75 32,32 26,88
H3 16,98 20,19 30,63 23,39 26,15 35,08 28,83
H4 26,21 28,22 35,33 32,16 33,88 40,00 33,10
H5 19,50 23,88 23,88 24,99 23,63 24,56 23,77
H6 18,87 21,00 27,92 26,58 26,11 35,82 27,32
H7 21,13 25,62 29,96 27,37 27,14 32,52 26,84
H8 19,38 22,46 33,37 28,53 28,35 40,00 27,47
H9 33,41 30,64 35,85 37,82 35,23 35,71 34,06
H10 17,36 19,72 28,90 23,21 25,22 33,17 24,17
H11 24,17 28,93 33,10 32,89 30,59 35,64 28,31
H12 29,37 33,55 34,60 35,26 34,37 33,88 32,88
H13 19,10 23,28 30,27 27,75 26,32 40,00 24,07
H14 22,04 23,18 31,80 30,33 28,30 37,24 31,03
H15 29,58 32,14 40,00 36,30 40,00 37,19 35,11
H16 37,23 40,00 35,02 35,38 34,88 34,62 33,35
H17 24,99 29,66 37,96 32,74 32,30 39,62 29,95
H18 18,69 22,95 29,13 27,14 26,18 37,25 24,85
H19 32,68 28,85 31,84 36,43 31,99 31,56 31,99
H20 21,12 23,57 30,28 30,56 28,06 37,39 25,59
H21 23,46 25,47 30,64 30,79 40,00 40,00 34,60
H22 14,98 18,37 23,46 25,14 22,53 30,78 18,76
H23 17,95 21,75 28,89 26,56 29,27 40,00 26,11
H24 13,51 17,28 22,23 22,71 20,70 25,58 28,18
H25 18,59 21,34 27,10 28,06 24,35 35,08 22,64
H26 17,84 20,35 28,54 25,76 25,75 34,64 25,25
Kontrol Grubu
K1 23,78 28,65 34,70 31,05 31,69 40,00 31,31
K2 26,46 30,60 40,00 33,05 33,77 40,00 34,23
K3 27,50 31,84 35,79 35,37 34,21 40,00 37,01
K4 23,23 27,80 35,51 30,70 29,94 40,00 28,47
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K5 27,91 31,73 36,47 35,73 34,86 40,00 36,11
K6 25,44 30,01 36,34 33,05 33,20 40,00 32,20
K7 28,80 33,05 36,31 35,14 37,76 40,00 37,22
K8 28,23 33,02 40,00 35,35 36,06 40,00 34,24
K9 33,30 35,66 38,49 40,00 40,00 40,00 40,00
K10 27,03 30,79 40,00 34,33 33,77 40,00 37,19
K11 29,32 32,83 40,00 34,29 35,50 40,00 36,25
K12 25,73 30,13 35,49 32,22 32,88 40,00 32,44
K13 25,17 29,64 36,23 32,25 33,22 40,00 31,96
K14 27,61 31,20 40,00 33,74 33,84 40,00 33,14
K15 28,59 32,61 40,00 36,45 34,98 40,00 35,61
K16 26,27 30,84 40,00 33,17 33,37 40,00 34,25
K17 32,99 34,90 40,00 37,85 36,59 40,00 40,00
K18 26,83 31,25 32,88 33,39 34,12 40,00 36,26
K19 28,36 32,54 40,00 3511 34,80 40,00 34,74
K20 28,02 32,25 40,00 34,30 35,72 40,00 36,98
K21 25,73 30,52 35,48 32,31 32,71 33,52 34,93
K22 26,26 30,21 35,77 33,13 33,86 40,00 32,94
K23 26,70 30,16 40,00 35,98 33,52 40,00 33,69
K24 23,47 28,09 34,63 31,28 30,99 40,00 31,55
K25 24,37 28,94 35,32 34,68 31,05 40,00 29,96
K26 26,46 30,31 36,11 33,28 33,93 40,00 33,75

H: Hasta, K: Kontrol, ACTB: B-aktin, GAPDH: Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz.
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Hastalarin VEGF-A geni ifadesi ile yas, I6kosit, trombosit ve hemoglobin dizeyi
karsilastinldiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilemedi
(p>0,05). Sadece, VEGF-A geni ifadesi ile CD10 hicre yiizey antijeni arasinda
istatistiksel olarak pozitif anlaml bir iliski (n=21; p<0,05; r=0,443) goruldu. VEGF-A geni
ifadesinin hasta ile kontrol grubu arasinda anlamli oldugu (p<0,05) saptandi (Grafik 2

ve Tablo 20).
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Grafik 2: VEGF-A geni ifadesinin rolatif oranlarinin hasta ve kontrol grubu ortalamasi ve %95
glven aralig

68



Hastalarin TIMP-1 geni ifadesi ile yas, I6kosit, hemoglobin ve CD ylizey antijen
degerleri karsilastinldiginda aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir iliskinin olmadig
tespit edildi (p>0,05). Sadece, TIMP-1 geni ifadesi ile trombosit degeri arasinda negatif
anlamh bir iliski (p<0,05; r=-0,589) goruldu. TIMP-1 geni ifadesinin hasta ile kontrol
grubu arasinda anlamli oldugu (p<0,05) saptandi (Grafik 3 ve Tablo 20).
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Grafik 3: TIMP-1 gen ifadesinin rélatif oranlarinin hasta ve kontrol grubu ortalamasi ve %95
glven aralig
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Hastalarin TIMP-2 geni ifadesi ile yas, trombosit, hemoglobin ve CD ylizey
antijen degerleri karsilagtirnldiginda; istatistiksel olarak anlaml bir iliski tespit edilemedi
(p>0,05). Sadece TIMP-2 geni ifadesi ile l6kosit degeri arasinda istatistiksel olarak
negatif anlamli bir iliski (p<0,05; r=-0,461) goruldd. TIMP-2 geni ifadesinin hasta ile
kontrol grubu arasinda karsilastinldiginda anlamli bir fark (p<0,05) saptanamadi (Grafik
4 ve Tablo 20).
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Grafik 4: TIMP-2 gen ifadesinin rolatif oranlarinin hasta ve kontrol grubu ortalamasi ve %95
gliven arahgi
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Hastalarin MMP-2 geni ifadesi ile yas, I6kosit, trombosit, hemoglobin ve CD

ylzey antijen degerleri karsilastinldiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

tespit edilemedi (p>0,05). MMP-2 geni ifadesinin hasta ile kontrol grubu arasinda

anlaml oldugu (p<0,05) saptandi (Grafik 5 ve Tablo 20).
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Grafik 5: MMP-2 gen ifadesinin rolatif oranlarinin hasta ve kontrol grubu ortalamasi ve %95

glven araligi
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Hastalarnn MMP-9 geni ifadesi ile yas, trombosit ve hemoglobin degerleri
karsilastinldiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilemedi
(p>0,05). Ancak MMP-9 geni ifadesi ile CD10 hiicre ylzey antijeni arasinda pozitif
anlamh (n=21; p<0,05; r=0,470); (n=21) CD20 (n=21; p<0,05; r=-0,637) ve (n=26) lokosit
(p<0,05; r=-0,443) degerleri arasinda negatif anlamli bir iliski goraldi. MMP-9 geni
ifadesinin hasta ile kontrol grubu arasinda anlamli oldugu (p<0,05) saptandi (Grafik 6
ve Tablo 20).
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Grafik 6: MMP-9 gen ifadesinin rolatif oranlarinin hasta ve kontrol grubu ortalamasi ve %95
glven aralig
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Tablo 20: VEGF-A, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 gen ifadelerinin rélatif oranlarinin ortalamasi ve
%95 gliven arahig

Tani VEGFA TIMP1 TIMP2 MMP2 MMP9

ALL N 26 26 26 26 26
Ortalama 416,19 1970,39 589,82 35881,59 14132,09
SD 1250,70 9801,18 2892,48 126330,98 70171,07
Minimum 0 0,27 0 0 0,2
Maksimum  5007,93 50012,46 14766,09 610655,84 358099,26

Kontrol N 26 26 26 26 26
Ortalama 2,03 0,89 1,28 0,04 4,59
SD 5,13 0,76 191 0,19 3,99
Minimum 0 0 0 0 0
Maksimum 23,59 3,29 10,41 1 15,56

p 0,007* 0,001* 0,284 0,000* 0,015*

*p<0,05

Genlerin ifade oranlarinin karsihikh etkilesimleri incelendiginde; hasta grubunda
VEGF-A geninin, TIMP-2 (p<0,05; r=0,638), MMP-2 (p<0,05; r=0,627) ve MMP-9
(p<0,05; r=0,472) genleri ile; TIMP-1 geninin, TIMP-2 (p<0,05; r=0,453), MMP-2
(p<0,05; r=0,488) ve MMP-9 (p<0,05; r=0,410) genleri ile; TIMP-2 geninin, VEGF-A,
TIMP-1 yaninda MMP-2 (p<0,05; r=0,646) ve MMP-9 (p<0,05; r=0,740) genleri ile;
MMP-2 geninin, VEGF-A, TIMP-1, TIMP-2 yaninda MMP-9 (p<0,05; r=0,573) geni ile
pozitif anlaml iliski gosterdigi bulundu. Kontrol grubunda ise VEGF-A geni ile TIMP-2
geninin (p<0,05; r=0,457) negatif anlamh bir iliski gosterdigi belirlenmis ve bu genlerin

ifade oranlarinin birbirleri ile iliskileri Tablo 21 ve Tablo 22’de gosterilmistir.
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Tablo 21: Hasta grubunda genlerin karsilikli etkilesimleri

‘ VEGF-A TIMP-1 TIMP-2 MMP-2 MMP-9
VEGFA Spearman 1
Korelasyon
p
N 26
TIMP1 Spearman 0,338 1
Korelasyon
p 0,091
N 26 26
TIMP2 Spearman 0,638** 0,453* 1
Korelasyon
p 0,000 0,020
N 26 26 26
MMP2 Spearman 0,627** 0,488* 0,646** 1
Korelasyon
p 0,001 0,012 0,000
N 26 26 26 26
MMP9 Spearman 0,472* 0,410* 0,740** 0,573** 1
Korelasyon
p 0,015 0,037 0,000 0,002
N 26 26 26 26 26

*p<0,05 **p<0,01
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Tablo 22: Kontrol grubunda genlerin karsilikh etkilesimleri

VEGF-A TIMP-1 TIMP-2 MMP-2 MMP-9
VEGFA Spearman 1
Korelasyon
p
N 26
TIMP1 Spearman -0,212 1
Korelasyon
p 0,299
N 26 26
TIMP2 Spearman -0,457* 0,123 1
Korelasyon
p 0,019 0,548
N 26 26 26
MMP2 Spearman 0,153 0,147 0,040 1
Korelasyon
p 0,457 0,475 0,846
N 26 26 26 26
MMP9 Spearman -0,367 0,090 0,740 0,273 1
Korelasyon
p 0,065 0,663 0,00 0,177
N 26 26 26 26 26

*p<0,05 **p<0,01

4.3.2. Gen Metilasyon Analizleri
ALL tanisi almis 26 hasta ve kontrol grubunun VEGF-A, TIMP-2, MMP-2 ve
MMP-9 genlerinin Qiagen EpiTect Methyl Il PCR array kitleri ile gergek zamanh RT-PCR
cihazinda metilasyon analizleri gerceklestirildi. Metilasyon degerlerinin kantitasyonu

yapildi ve sonuglar Tablo 23’te verilmistir.
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Tablo 23: Hasta ve kontrol grubuna ait VEGF-A, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin metilasyon
degerleri(%)

Vaka No VEGF-A TIMP-2 MMP-2 MMP-9
UM (%) M%)  UM©%) M%)  UM©%) M%)  UM©%) M%)

Hasta Grubu

H1 88,26 11,74 77,44 22,56 78,01 21,99 48,53 51,47
H2 90,58 9,42 98,87 1,13 50,00 50,00 50,00 50,00
H3 99,99 0,01 46,34 53,66 99,92 0,08 35,19 64,81
H4 99,51 0,49 99,25 0,75 8,19 91,81 93,68 6,32
H5 99,91 0,09 99,91 0,09 98,04 1,96 79,15 20,85
H6 99,99 0,01 47,71 52,29 12,0 88,0 6,14 93,86
H7 98,91 1,09 98,75 1,25 99,73 0,27 89,36 10,64
H8 99,92 0,08 99,58 0,42 8,21 91,79 * *

H9 99,77 0,23 99,43 0,57 99,96 0,04 91,30 8,70
H10 99,96 0,04 99,95 0,05 99,97 0,03 99,72 0,28
H11 98,42 1,58 97,12 2,88 96,48 3,52 90,37 9,63
H12 99,98 0,02 99,95 0,05 99,97 0,03 97,11 2,89
H13 99,98 0,02 99,96 0,04 70,44 29,56 50,00 50,00
H14 99,98 0,02 99,97 0,03 99,99 0,01 37,23 62,77
H15 99,98 0,02 99,97 0,03 49,32 50,68 97,23 2,77
H16 50,0 50,0 55,98 44,02 64,87 35,13 50,00 50,00
H17 96,41 3,59 78,36 21,64 88,88 11,12 38,15 61,85
H18 99,97 0,03 99,92 0,08 40,90 59,10 42,68 57,32
H19 99,97 0,03 99,95 0,05 99,99 0,01 97,56 2,44
H20 99,91 0,09 99,75 0,25 99,95 0,05 84,34 15,66
H21 50,00 50,00 50,00 50,00 50,0 50,00 50,00 50,00
H22 62,25 37,75 50,00 50,00 60,21 39,79 50,00 50,00
H23 99,97 0,03 99,65 0,35 20,88 79,12 91,63 8,37
H24 97,37 2,63 94,40 5,60 97,20 2,80 75,19 24,81
H25 99,57 0,43 99,11 0,89 34,40 65,60 89,50 10,50
H26 99,24 0,76 99,00 1,00 99,36 0,64 91,57 8,43

Kontrol Grubu

K1 99,98 0,02 99,93 0,07 99,99 0,01 98,13 1,87

K2 99,98 0,02 99,97 0,03 99,99 0,01 96,78 3,22
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K3 99,99 0,01 99,97 0,03 99,99 0,01 95,51 4,49
K4 99,96 0,04 99,97 0,03 99,99 0,01 99,33 0,67
K5 99,92 0,08 99,94 0,06 99,99 0,01 96,55 3,45
K6 99,98 0,02 99,97 0,03 99,99 0,01 98,27 1,73
K7 99,99 0,01 99,98 0,02 99,99 0,01 97,60 2,40
K8 99,98 0,02 99,97 0,03 99,99 0,01 98,66 1,34
K9 99,99 0,01 99,82 0,18 99,99 0,01 96,56 3,44
K10 99,99 0,01 99,95 0,05 99,99 0,01 96,00 4,00
K11 99,98 0,02 99,97 0,03 99,99 0,01 96,32 3,68
K12 99,98 0,02 99,96 0,04 99,99 0,01 97,44 2,56
K13 99,98 0,02 99,96 0,04 99,99 0,01 97,70 2,30
K14 99,98 0,02 99,96 0,04 99,99 0,01 97,87 2,13
K15 99,98 0,02 99,97 0,03 99,99 0,01 96,83 3,17
K16 99,98 0,02 99,96 0,04 99,99 0,01 96,59 3,41
K17 99,98 0,02 99,96 0,04 99,99 0,01 94,38 5,62
K18 87,12 12,88 83,50 16,50 88,94 11,06 67,80 32,20
K19 99,98 0,02 99,96 0,04 99,93 0,07 96,12 3,88
K20 99,97 0,03 99,94 0,06 99,99 0,01 95,22 4,78
K21 99,94 0,06 99,96 0,04 99,96 0,04 97,79 2,21
K22 99,96 0,04 99,61 0,39 99,98 0,02 93,54 6,46
K23 99,98 0,02 99,96 0,04 99,99 0,01 97,74 2,26
K24 99,96 0,04 99,98 0,02 99,99 0,01 99,20 0,80
K25 99,97 0,03 99,97 0,03 99,99 0,01 99,17 0,83
K26 99,97 0,03 99,56 0,44 99,99 0,01 94,06 5,94

H: Hasta, K: Kontrol, M: metilasyon %’si; UM: metile olmayan %’si, (*: saptanamadi)
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Hastalarin (n=26) VEGF-A geni metilasyon dizeyi ile yas, trombosit, hemoglobin
ve CD ylzey antijen degerleri karsilastinldiginda; aralarinda anlamli bir iliski tespit
edilemedi (p>0,05). Sadece VEGF-A geni metilasyon duzeyi ile I6kosit degerleri arasinda
negatif anlamli bir iliski (p<0,05; r=-0,405) goruldu. VEGF-A geni metilasyon degerinde
hasta ile kontrol grubu arasinda anlamh bir fark oldugu (p<0,05) saptand: ( Grafik 7 ve

Tablo 24).
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Grafik 7: VEGF-A geni promotor bdlgesi metilasyon orani hasta ve kontrol gruplarina gore
dagihmi
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Hastalarin (n=26) TIMP-2 geni metilasyon duzeyi ile yas, l6kosit, trombosit,
hemoglobin ve CD yuzey antijen degerleri karsilastinldiginda; aralarinda anlamh bir
iliski tespit edilemedi (p>0,05). TIMP-2 geni metilasyon degerinde hasta ile kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0,05) saptand (Grafik 8 ve Tablo 24).
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Grafik 8: TIMP-2 geni promotor bolgesi metilasyon orani hasta ve kontrol gruplarina gore
dagihmi
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Hastalarin (n=26) MMP-2 geni metilasyon dizeyi ile yas, |6kosit, trombosit,
hemoglobin ve CD ylzey antijen degerleri karsilagtirildiginda aralarinda anlamh bir iligki
tespit edilemedi (p>0,05). MMP-2 geni metilasyon degerinde hasta ile kontrol grubu
arasinda anlamh bir fark oldugu (p<0,05) saptandi (Grafik 9 ve Tablo 24).
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Grafik 9: MMP-2 geni promotor bdlgesi metilasyon orani hasta ve kontrol gruplarina gore
dagilimi
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Hastalarin (n=26) MMP-9 geni metilasyon duizeyi ile yas, I6kosit, trombosit ve
hemoglobin degerleri karsilastinldiginda aralarinda anlamli bir iliski tespit edilemedi
(p>0,05). Sadece MMP-9 geni metilasyon degeri ile CD22 hiicre ylizey antijeni arasinda
negatif anlamli bir iliski (p<0,05; r=-0,477) goruldi. MMP-9 geni metilasyon degerinde
hasta ile kontrol grubu arasinda anlamh bir fark oldugu (p<0,05) saptand: (Grafik 10 ve
Tablo 24).

60

50 4

40 o

304

20 5
Cinsiyet

10+ I

O Erke

95% CI MMP-9

-10 . . Kiz

ALL Kontrol

Grafik 10: MMP-9 geni promotor boélgesi metilasyon orani hasta ve kontrol gruplarina gore
dagihmi
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Tablo 24: VEGF-A, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 genleri promotor hélgeleri metilasyon oranlarinin

dagihimi
Tani VEGFA TIMP2 MMP2 MMP9 ‘
ALL N 26 26 26 26
Ortalama 6,55 11,91 29,74 30,96
SD 14,92 19,89 33,20 26,70
Minimum 0,01 0,03 0,01 0,28
Maksimum 50,00 53,66 91,81 93,86
Kontrol N 26 26 26 26
Ortalama 0,52 0,71 0,44 4,19
SD 2,52 3,22 2,17 5,92
Minimum 0,01 0,02 0,01 0,67
Maksimum 12,88 16,50 11,06 32,20
p 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
*p<0,05

Genlerin metilasyon oranlannin karsihkh etkilesimleri incelendiginde; hasta
grubunda, VEGF-A geni ile TIMP-2 (p<0,05; r=0,546) geni ve TIMP-2 geni ile MMP-9
(p<0,05; r=0,519) geni arasinda pozitif anlaml iliski oldugu rapor edildi. Kontrol
grubunda ise VEGF-A geni ile MMP-2 (p<0,05; r=0,440) geni ve TIMP-2 geni ile MMP-9
(p<0,05; r=0,594) geni arasinda pozitif anlaml bir iliski oldugu tespit edildi. Genlerin

metilasyon oranlarinin birbirleri ile iliskileri Tablo 25 ve Tablo 26’da gdsterildi.
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Tablo 25 Hasta grubunda genlerin metilasyonlarinin karsilikh etkilesimleri

VEGF-A TIMP-2 MMP-2 MMP-9 ‘
VEGFA Spearman 1
Korelasyon
p
N 26
TIMP2 Spearman 0,546** 1
Korelasyon
p 0,004
N 26 26
MMP2 Spearman 0,146 0,265 1
Korelasyon
p 0,477 0,190
N 26 26 26
MMP9 Spearman 0,075 0,519** 0,192 1
Korelasyon
p 0,722 0,008 0,359
N 25 25 25 25

*p<0,05 **p<0,01
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Tablo 26: Kontrol grubunda genlerin metilasyonlarinin karsilikh etkilesimleri

VEGF-A TIMP-2 MMP-2 MMP-9
VEGFA Spearman 1
Korelasyon
p
N 26
TIMP2 Spearman 0,250 1
Korelasyon
p 0,218
N 26 26
MMP2 Spearman 0,440* 0,368 1
Korelasyon
p 0,025 0,064
N 26 26 26
MMP9 Spearman -0,017 0,594** 0,347 1
Korelasyon
p 0,933 0,001 0,082
N 26 26 26 26

*p<0,05 **p<0,01

4.3.3. ifade ve Metilasyon Analizlerinin Karsilikh Etkilesimi

Hasta ve kontrol grubunda genlerin ifade ve metilasyon oranlarinin karsilikli
etkilesimleri incelendi ve birbirleri ile iligkileri Tablo 27 ve Tablo 28’de gdsterildi.

Genlerin ifade ve metilasyon degerlerinin karsilikli etkilesimleri incelendiginde
hasta grubunda; MMP-2 geninin metilasyonu ile MMP-2 geninin ifadesi arasinda
negatif anlamh (p<0,05; r=-0,488) bir iliski oldugu saptandi. Kontrol grubunda ise MMP-
2 geni metilasyonu ile MMP-2 geninin ifadesi arasinda pozitif anlamh (p<0,05; r=0,466)
ve MMP-9 geninin metilasyonu ile MMP-9 genin ifadesi arasinda negatif anlaml

(p<0,05; r=-0,427) bir iliski oldugu belirlendi.
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Tablo 27: Hasta grubunda genlerin ifade ve metilasyon degerlerinin korelasyonu

VEGFA  TIMP1  TIMP2 MMP2 MMP9 ‘VEGFA# TIMP2*  MMP2"  MMPY*
VEGFA  SK. 1
N 26
TIMPL  SK. 0,338 1
0,091
N 26 26
TIMP2  SK.  0,638** 0453* 1
0,000 0,020
N 26 26 26
MMP2  SK. 0,627** 0488* 0,646** 1
0,001 0,012 0,000
N 26 26 26 26
MMP9  SK. 0,472*  0,410* 0,740**  0,573** 1
p 0015 0,037 0,000 0,002
N 26 26 26 26 26
VEGFA"  SK. 0,347 0,052 0,228 0,136 0,332 1
0,083 0,800 0,262 0,507 0,097
N 26 26 26 26 26 26
TIMP2"  SK. 0,129 -0,038  -0,036 -0,132 -0,083 0,546** 1
p 0530 0,854 0,860 0,520 0,686 0,004
N 26 26 26 26 26 26 26
MMP2*  SK.  -0,169 0,278 -0,366 -0,488**  -0,153 0,146 0,265 1
0,410 0,169 0,066 0,011 0,456 0,477 0,190
N 26 26 26 26 26 26 26 26
MMP9®  SK.  -0,129 0,175 0,042 -0,258 -0,196 0,075 0519** 0192 1
p 0538 0,403 0,843 0,213 0,347 0,722 0,008 0,359
N 25 25 25 25 25 25 25 25 25

*p<0,05 **p<0,01; #: Metilasyon sonucu; SK.: Spearman Korelasyon
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Tablo 28: Kontrol grubunda genlerin ifade ve metilasyon degerlerinin korelasyonu

VEGFA TIMPL  TIMP2 MMP2 MMP9 ‘VEGFA# TIMP2* MMP2*  MMP9*
VEGFA SK. 1

N 26
TIMP1 K. -0,212 1
0,299
N 26 26
TIMP2 SK.  -0,457* 0,123* 1
0,019 0,548
N 26 26 26

MMP2 SK. 0,153 0,147 0,040 1

0,457 0,475 0,846

N 26 26 26 26
MMP9 SK. -0,367 0,090 0,273 -0,227 1
p 0,065 0,663 0,177 0,265
N 26 26 26 26 26
VEGFA"  SK. 0,167 0,076 0,061 0,300 0,153 1
0,415 0,712 0,768 0,136 0,455
N 26 26 26 26 26 26
TIMP2® SK. 0,269 0,113 -0,180 0,027 -0,267 0,250 1
p 0,184 0,582 0,379 0,894 0,187 0,218
N 26 26 26 26 26 26 26
MMP2"  SK. 0,250 0,248 0,053 0,446* -0,047 0,440* 0,368 1
0,219 0,222 0,798 0,022 0,820 0,025 0,064
N 26 26 26 26 26 26 26 26
MMP9®  SK. 0,148 0,345 0,121 -0,147 -0,427* -0,017 0,594** 0,347 1
p 0,471 0,084 0,555 0,475 0,030 0,933 0,001 0,082
N 26 26 26 26 26 26 26 26 26

*p<0,05 **p<0,01, #: Metilasyon sonucu; SK.: Spearman Korelasyon
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5. TARTISMA

ALL, lenfoblastlarin anormal bir sekilde kontrolsuz ve asin ¢ogalmasi sonucunda
kemik iliginin anormal hcreler ile dolmasi ve buradan kana, beyin-omurilik gibi diger
organ ve dokulara yayilmasi sonucu belirti veren malign bir kanser turtdur. Genetik ve
epigenetik mekanizmalardaki degisimler, ALL gibi birgok kanser turindn temelinde
yatan baslica temel nedenlerdir. Onkogeneze dahil olan genlerin hipometilasyonu veya
hipermetilasyonu ve buna paralel olarak ifadelerinde gerceklesen degisimler kanserin
gelisimine onculuk etmektedir. Cocukluk ¢agi ALL olgularinda, hastaligin gelisimine
neden olan genetik degisimler, sinyal yolaklarindaki onkogen ve timor supresor
genlerdeki mutasyonlar genis oranda calisilmistir. Tam remisyonda olan hastalarda
nuksun ortaya ¢ikmasinin altinda yatan genetik ve epigenetik degisimler halen tam
olarak bilinmemektedir. Calismamizda, hastalarin tani aninda nikse ve/veya
anjiyogeneze neden olabilecek olan VEGF-A, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9
genlerinin ifadesi ve metilasyon degerlerindeki degisiklikler arastirildi.

ALL, on bes yas alti cocuklar arasinda en yaygin gorilen kanserdir. Hastalik en
sik 2-5 yaslar arasi goriilmektedir. Erkeklerde, kizlara gére daha yiksektir (1:1.2).%°
Calismamizda yer alan hastalarin, yas ortalamasi 7 yil, kizlarin erkeklere orani ise 1:1.36
olarak hesaplandi. Bu oranlarin literatdr bilgileri ile uyumlu oldugu gordldu. Lokosit,
trombosit ve hemoglobin degerleri, ALL hastalarinda prognozu belirleyen 6nemli
faktorlerdir. ALL hastalarinda, trombositopenin esik degeri 100.000/mm? olarak kabul
edilmistir. Genelde, hastalarda trombosit miktari 100.000/mm¥un altindadir.'®
Calismamizda; hastalanmizin 21’inde trombosit degeri 100.000/mm*iin altinda ve
ortalama trombosit miktarinin  77.142,31/mm?® oldugu saptandi. Bu hastalara
trombositopeni tamisi konuldu. Hemoglobin degerleri, saghkh 6 ay-4 yas araligindaki
cocuklarda 11-12,5 g/dl, 5-7 yas c¢ocuklarda 11,5-13 g/dl ve 8-11 yas arahgindaki
cocuklarda 12-13,5 g/dl olmalidir.’® Hasta grubumuz bu kriterlere gore degerlendirildi
ve 24 olguya anemi teshisi konuldu (Tablo 16). ALL hastalarinin %53’Unde l6kosit
degeri 10.000/mm¥un altinda, %30’unda 10.000-49.000/mm? araliginda ve %17’inde
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50.000/mm? Uzerinde oldugu ifade edilmistir.’® Hastalarimizda ise %46'sinin I6kosit
degeri 10.000/mm®in altinda, %27’sinin 10.000-49.000/mm? araliginda ve %27’sinin
50.000/mm? (izerinde oldugu bulundu. Hastalarimizdaki degerler literatr ile uyumlu
ancak, 50.000/mm?® iizerindeki hasta yiizdemizin daha fazla oldugu gozlendi. Bu
hastalarimizin, 3'nin B-ALL ve 3'nin T-ALL oldugu tespit edildi. Yuksek Iokosit
(>50000/mm3), B-ALL hastalarinin %16.8’'inde ve T-ALL hastalarinin %60’ inda tespit
edildi. Literaturdeki calismalarda da benzer oranlarda yilksek lokosit saptandig
bildirilmistir.®*®? ALL’de tani aninda trombositopeni tek basina yeterli degildir. Bunun
yaninda tam kan sayimi, kemik iligi aspirasyonu, flow sitometri ve sitogenetik
degerlendirmeler hastaligin ayinminda o6nemli diger parametrelerdir. Ayrica
trombositopeni, ALL tanili hastalarda kemoterapiye ikincil kemik iligi baskilanmasi veya
hastaligin nitks olmasi sonucunda da gelisebilir.®® Bir calismada, B-ALL tanisi almis 2
yasindaki bir erkek cocugunda, trombositopeni ve makrositoz gbzlemlenmesi Uzerine 4
nesil aile bireylerinin genetik taramalari sonucunda, otozomal kalitim gdsteren yeni bir
trombositopeni ailesi ve makrositoz tespit edilmistir.** Buda bize, trombositopeninin
tek basina ALL tanisina yardimci olamayacagini ancak, ailesel trombositopeninin ALL
gelisimine neden olabilecegini distndirmektedir. Bu konunun ileride yapilacak daha
detayh calismalarla aydinlatilacagini disinmekteyiz.

Hastalarimizin immunofenotip  alt  gruplar acisindan  dagihmi
degerlendirildiginde; 19'u (%73,1) B-ALL, 5’1 (%19,2) T-ALL ve 2’si (%7,7) common ALL
olarak siniflandinldi (Tablo 17). Hastalarimizda goérilen T-ALL oranindaki dusiklik
sosyo-ekonomik diizeye ve cevresel faktorlere baglanabilir. Gelismis tlkelerde; ABD ve
Bati Avrupa Ulkelerinde, T-ALL sikligi ortalama %13 olarak bildirilirken, Bulgaristan’da
%28, Fransa’da %20, Yunanistan’da %26 ve italya’da %28,1 oranlarinda bildirilmistir.%®
Fas'ta 1996-2000 yillari arasinda, 100 ¢ocukta T-ALL orani %37 olarak bulunmustur.®
Hastalarimizin sag kahm oramnin, %80,9 (n=21) oldugu saptandi. Almanya’da 82
merkezde, 1981 - 2000 yillari arasinda elde edilen verilere gore genel sag kahm oranin
%85 oldugu rapor edilmistir.®” Hastalarimizin sag kalim orani bu calisma ile benzerlik
gOstermektedir. Hastalarin izlenimleri sirasinda, remisyona giren ALL hastalarinin

%17,4’Unde niks goraldd. Niks gelisen hastalar incelendiginde; immiinofenotipik
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dagihmlan sonucu 2 hastanin B-ALL ve 2 hastanin T-ALL oldugu saptandi. Avusturya,
Almanya ve isvigre’de toplam 2169 ¢ocuk hasta ile ilgili bir calismada, niiks orani %16,2
olarak bulunmustur.?®® Bu calismadaki niiks orani, hastalarimizdaki oran ile benzerlik
gbstermektedir.

MTHFR; 5,10 metilen tetrahidrofolatin (MTHF) 5-metil tetrahidrofolata (THF)
donlsimani katalizleyen ve folat metabolizmasinda énemli rol oynayan bir enzimdir.
Folat ise homosisteinin metilasyonu ve nukleotid sentezi gibi pek ¢ok biyokimyasal
yolda gorev yapan bir vitamindir.®® C677T polimorfizmi sonucunda bu bélgede
normalde olmasi gereken alanin aminoasiti yerine valin aminoasitinin gegmesi sonucu
enzimin yapisi bozuldugu igin flavin adenin dinlkleotidin (FAD) enzime baglanmasi
etkilenmekte ve MTHFR enzim aktivitesi %55-65 oraninda azalmaktadir. Sonucta,
reaksiyon Urlind olan 5,10-MTHF olusamamakta, yolakta 5-MTHF’nin birikmesine bu
da, homosistein birikimine neden olmaktadir.”® A1298C polimorfizmi, enzimin S-
adenozil metiyonin regulator bdlgesini kodlayan karboksi terminal bdlgesinde
meydana gelir. S-adenozil metiyonin baglanma bdlgesinde meydana gelen
konformasyonel degisiklik, enzim aktivitesinin engellenmesine neden olur. C1298C
genotipine sahip bireylerde, MTHFR aktivitesinin %60 oraninda oldugu bildirilmistir.”

ALL hastalarinda, metotreksat ila¢ tedavisinden énce MTHFR mutasyon analizi
yapiimaktadir. MTHFR C677T ve A1298C mutasyonlari olan hastalarda, bu ilacin
serumdaki seviyesinde artis ve toksisite goruliir. Tedaviden Once, bir isaretci olarak bu
mutasyonlar taranir. Bu ilacin agir yan etkilerine karsi, saglam hicreleri korumak adina
metotreksat antidotu ve folik asit aktif formu olan kalsiyum folinat verilir. Mutasyon
tasiyan hastalara verilen kalsiyum folinat miktari, mutasyon tagimayanlara oranla daha
fazladir. Bununla ilgili bir cahsmada; ALL’li ¢ocuklarda, C677T (CT, TT) (p=0,009) ve
A1298C (AC, CC) (p=0,02) polimorfik varyantlar: tasiyanlarda metotreksat toksisitesinin
anlamli olarak yiiksek oldugu gosterilmistir.”* Eriskin ve cocuk ALL, AML ve KML
hastalari Uzerinde yapilan bir calismada ise T677T homozigot varyant tipin, C677T
heterozigot varyant tipe oranla daha az oldugu rapor edilmistir.”® Diger bir calismada,
144 ALL'li ¢ocukta, C677T polimorfizminin kontrol grubuna oranla yiksek oldugu

bildirilmistir.”® Calismamizda ise, ALL hastalarimizin C677T polimorfizm sonuglari
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degerlendirildiginde (n=23); %47,8’'inin CC normal, %43,5’inin CT heterozigot ve
%8,7’sinin TT homozigot polimorfizmi tasidigr saptandi (Tablo 18).

MTHFR’nin  C677T mutasyonunun, kardiyovaskiler hastaliklar, noéral tip
defektleri, felg, Down sendromu, diabetes mellitus, migren, meme ve endometrial
kanser gibi hastaliklarda bir risk faktorii olabilecegi ileri suriilmustiir.”*"" Yapilan
calismalarda, MTHFR’nin T677T genotipli hastalarda, akut I6semi, kolerektal ve akciger
kanserlerine yakalanma riskinin azaldigi, endometrial kanser riskinin arttigi ileri
stirtiimiistir.”®" 677T/1298C heterezigot mozaik bireylerde, noral tip defektlerinde
onemli bir artisin oldugu bildirilmistir.”>"® Buna karsilik, C677C/A1298A homozigot
normal bireylerde ALL gelisimi fazla iken, C677T/A1298C heterozigot bireylerde ALL
gelisiminin daha az gérildigi saptanmistir.”>™® Bir calismada; niiks geciren ALL
hastalarinda, niiks etmeyen hastalara ve kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6lctide dusuk
oranda MTHFR aktivitesi rapor edilmis ve ALL hastalarinda saptanacak MTHFR
diizeyinin niks icin ayirci bir faktor olabilecegi kanisina varilmistir.® C677T
polimorfizmi agisindan degerlendirildiginde hastalarimizin 2'sinde TT homozigot
polimorfizmi saptanmis, bu hastalarin B-ALL oldugu ve kemik iligi tutulumu gecirdikleri
tespit edilmistir. Yukaridaki calismalar; ALL’de, MTHFR’nin C677T ve A1298C
polimorfizmlerinin hastaligin tedavisinde dnemli oldugunu ortaya koymaktadir. Buna
paralel olarak, varyantlarin hastaligin niksu ile iliskili olup olmadig: ileride yapilacak
daha kapsamli molekdiler genetik calismalar ile gosterebilecektir.

Trombosit kaynakli biyime faktorleri stiperailesinin tyesi olan vaskiler endotel
buylime faktori (VEGF) ailesi, endotel hiicreleri igin 6zguldir. Vicutta, hem fizyolojik
olaylarda hem de timér biyumesi ve yayilmasini iceren patolojik bircok hastaligin
etiyolojisinde yer almaktadir. VEGF-A, endotel hicrelerinin blyime ve farkhlagsmasi
icin gereklidir. Vaskllogenez, anjiogenez ve lenfanjiogenezi duizenler. Damar
gecirgenliginde artisa neden olur ve monositler igin kemotaktiktir. Endotel
hucrelerinde, apoptozisi engelleyerek hicre devamliligini saglar ve pro-inflamatuar
etkilidir. VEGF-A, |6kositlere baglanabilir. VEGF-A reseptdrleri, inflamatuar hicrelerde
ve trombositlerde gdsterilmistir.?**?* Genelde, solid timérlerde calisilmis olan VEGF

ailesi, hematolojik malignensilerde son 15 yildan itibaren c¢alisiimaktadir. Hematolojik
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kanserlerde ifade edildigi, l6semik hilcrenin ¢ogalmasini, yasami ve kemoterapi
direncine araci oldugu bildirilmistir.® VEGF-A geninin ifadesinin, periferal T hiicreli
lenfoma, diffiiz buylk B hicreli lenfoma, mantle hicreli lenfoma, primer eflizyon
lenfomasi gibi agresif lenfomalarda; ayrica kronik lenfositer 16semi, kronik myeloid
l6semi, akut myeloblastik 16semi ve ALL'de arttigi saptanmistir.®2®* Artmis VEGF-A
ifadesi, yavas seyirli lenfomalarin agresif forma donusimi ve kotl prognozla
iliskilendirilmistir.2> Serum VEGF diizeylerinin, Hodgkin disi lenfomada olaysiz sag kalim
ile iliskili oldugu da saptanmustir.®® Calismamizda, ALL hastalarinin tani anindaki VEGF-A
gen ifade duzeyi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlaml
(p<0,05) oldugu bulundu. Hastalarin %38.5’inde, ortalamanin tzerinde ifade edildigi
kaydedildi. Bu hastalarimizin 2’si common ALL ve 8’i B-ALL alt tipine sahip olduklari
gordldi. Yine, bu hastalardan 2’sinin B-ALL oldugu, kemik iligi nikst gecirdigi ve bir
hastanin kaybedildigi fark edildi. Ancak, SSS nuksu olan hastalarimizda (n=2), VEGF-A
geninin ortalamanin altinda ifade edildigini saptadik. Bununla birlikte, VEGF-A gen
ifadesinin diger genlerin ifadeleri ile iliskisi incelendiginde, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9
genleri ile birlikte anlamli olarak artis gosterdigi saptandi (Tablo 19, Tablo 20).

ALL hastalarinin, plazmasinda tani anindaki VEGFA diizeyi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmaz iken zamanla, niiks geciren hastalarda anlamli dl¢tide
artigi bildirilmistir.®” Bununla birlikte, hiperdiploid olan hastalarda; VEGFA’nin yiiksek
diizeyde ifade edildigi gdsterilmistir.®” Yine, niiks olan ALL tanili ocuklarda VEGF-A’nin
serum konsantrasyonunun niiks olmayanlara oranla anlamh dizeyde ylksek oldugu
bildirilmistir.?® VEGF-A ifade diizeylerinin incelendigi bir calismada; tani, remisyon ve
nuksteki kemik iligi ifade dizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli olmadig
bildirilmistir.2® Diger bir calismada ise, VEGF-A’nin ifade diizeyi, niiks olan ALL’li
cocuklarda yeni tanili ALL’li cocuklara kiyasla anlamli oranda yiiksek bulunmustur.®
VEGF-A geni ifadesi, serum konsantrasyonu ve promotor bdlgesi 2578C>A ve 634G>C
nukleotid degisimlerinin yiksek ntks riski olan ALL’li ¢ocuklarda, distk niks riski
olanlara oranla anlaml oldugu ve bu degisimlerin cocukluk ¢agi ALL’de prognostik
etkiye sahip olabilecegi ifade edilmistir.™® Ayrica, VEGF-A gen ifadesinin niksli

hastalarda ilk 14 gunde maksimum dizeye ulastigi ve kemik iligi tutulumu olan
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hastalarda, SSS tutulumu olan hastalara oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir.%
VEGF-A’'nin idrardaki Olcimlerinde, tanmi anindaki ALL’li cocuklarda bir degisim
gozlenmez iken; niks gozlenen olgularda yiiksek oranda bulundugu bildirilmistir.%
Bizde ¢alismamizda genin ifadesini, kemik iligi tutulumu olan hastalarda SSS tutulumu
olanlara oranla yiksek bulmus olsakta vaka sayimizin azhgindan dolayr anlaml
bulamadik. Fakat ileride sadece niiks etmis hastalar tzerinde yapilacak galismalar bu
farki netlestirecektir.

VEGF-A geninin akciger kanserinde MMP-9 ile birlikte artis gosterdigi®, ALL
tanil cocuklarda MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ifadesinin VEGF-A tarafindan
uyarildigi®®, servikal kanserlerde TIMP-2 geni ile birlikte artis gosterdigi ve bu kanser
tard icin TIMP-2 ile birlikte bir belirte¢ olabilecegi bildirilmistir.® Bununla birlikte, bir
beyin tumdoru olan adamantinom kraniyofarinjiyom tanil hastalarda MMP-2, MMP-9
ve TIMP-2 ile birlikte arttigi ifade edilmistir.*® VEGF-A’nin ifadesi hastalarimizda,
kontrol grubuna oranla anlamh olsa da; kemik iligi tutulumu olanlarda, SSS tutulumu
olan hastalanimiza oranla yiksek bulunsa da; VEGF-A’nin ALL tamili ¢cocuklarda hangi
genleri nasil etkiledigi ve ifadesindeki artisin hangi deger arahginda olmasinin niks
veya sag kalim orani igin prognostik bir isaret¢i olabilecegini ileride yapilacak daha
genis kapsaml c¢ahsmalar goOsterecektir. Mevcut bulgularimiz, bu konuda ileride
yapilacak ¢calismalara kaynak olusturacaktir.

Ekstraselliler matriks (EM) proteinleri ve proteoglikanlari, organizmalara
sadece vyapisal destek saglamakla kalmayip aym zamanda hicre c¢ogalmasi,
farklilasmasi ve hareketi yaninda yapisma ve doku morfogenezisi gibi pekgok biyolojik
aktivitesi olan karmasik ve dinamik bir yapidir. EM, timoér dokusunun biylimesi ve
yayilmasini dnlemek i¢in primer bir bariyer olarak gorev yapar. MMP’ler, EM ile bazal
membran bilesenlerini parcalama yetenegine sahip ve aktif bolgesinde cinko iceren,
kalsiyuma bagimli homolog bir enzim ailesidir. Dokunun yeniden yapilanmasi,
morfogenezis, yara iyilesmesi ve normal gelisimsel sire¢ gibi fizyolojik durumlarda
Oonemli rol oynadiklari gibi timdr hucresi invazyonu, anjiyogenezis ve metastaz gibi
patolojik sureclerde de yer alirlar.***> MMP’leri, inhibe eden baz faktorler

tanimlanmistir. Bunlardan biri, genel proteinaz inibitéri olarak bilinen ve yuksek
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molekll agirligr nedeni ile dokulara girmesi zor olan a-2-makroglobulin, digeri ise
antikollajenaz akiviteye sahip olan serum C-reaktif proteindir. Bunun yani sira, bazi
spesifik MMPs doku inhibitérleri (TIMP) tanimlanmistir. TIMP’ler, in-vivo kosullarda
MMP aktivasyonunun diizenlenmesinde énemli rol oynar.® TIMP’ler, MMP’ler ile
koordineli olarak ifade edilmektedirler. Aktif enzimi inhibe etme 6zelligine sahip iken
otoaktivasyonu inhibe etmemektedir. Bu durum enzimlerin, TIMP’ler ile inaktive olana
kadar etki gostermesini saglamaktadir. Bu sekilde, ekstraselltler matriks yikimi kontrol
altinda tutulmaktadir. TIMP’lerin MMP inhibisyon aktivitesine ek olarak, mitojenik ve
hiicre biiyiimesini indiikleme aktivitesi de vardir.**~%%3

Kanser hcreleri, EM bariyerini asmak i¢in MMP’leri kullanirlar. Kanser
gelisiminde, hiicresel organizasyon ve kontakt inhibisyon kaybi ana mekanizmalardan
biridir. MMP’ler, hicrelerin hem diger hucrelere, hem de EM elemanlarinin kontakt
inhibisyon mekanizmalarini etkiler. Memeli epitelyum hicrelerinde, hicre-hiicre

baglantisinda desmoplakin ve E-kadhrein kaybina neden olur.>**®

Cesitli solid kanser
trlerinde yapilan ¢calismalarda; MMP’lerin timor hicrelerinin konak immun cevaptan
kagmasinda da gorev aldigi, anjiogenez de ise VEGF, FGF ve TGF beta gibi baz
proanjiogenik faktorlerin MMP’ler tarafindan aktive edildigi belirtilmistir.*”%® MMP-2,
MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2'nin ylksek oranlarda olmasi hastaligin kotl prognozu ile
iliskilendirilmistir.***% Ayrica, oral yassi hiicreli karsinomda, renal karsinomda, prostat,
mide ve pankreas kanserlerinde fazla ifade edildigi ve tamisal bir faktor olabilcegi
bildirilmistir.***% Hematolojik kanserlerde, MMP’lerin ve TIMP’lerin rolii tam olarak
aydinlatilamamistir.  Normal kemik iligi dokusunda yer alan eritroblastlarda,
megakaryositlerde ve myeloid hiicrelerde tespit edilmistir.***°>? Lésemilerde artan
MMP ifadesinin sadece invazyon ve metastazda degil ayni zamanda kanserin
bilyiimesinde de dnemli olabilecegi vurgulanmistir.*® Calismamizda ise, ALL hastalarinin
tani anindaki MMP-2 geninin ifadesi kontrol grubu ile karsilastinldiginda, istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05) oldugu ve hastalarin %76,9’'unda ortalamanin Uzerinde ifade
edildigi saptandi. Bu hastalarimizin 2’sinin common ALL, 4’Gnin T-ALL ve 14’Unin B-
ALL oldugu gozlendi. Yine, bu hastalarin 2’sinin B-ALL oldugu ve kemik iligi, 1’inin T-ALL

oldugu ve SSS nuksu gecirdigi ve o6ldigu, bunun disinda 2 hastanin daha 6ldugi rapor
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edildi. MMP-9 gen ifadesini kontrol grubu ile karsilastirdigimizda, istatistiksel olarak
anlamh (p<0,05) oldugu ve hastalarin %61,5’'inde ortalamanin zerinde ifade edildigi
bulundu. Bu hastalardan, 2’sinin common ALL, 3’Unin T-ALL ve 11’inin B-ALL oldugu;
ayrica 2’sinin B-ALL olup kemik iligi, 1’inin T-ALL olup SSS tutulumu gegirdigi ve 6ldugu,
bunun disinda 1 hastanin daha 6ldigi gézlendi. MMP-2 ve MMP-9 gen ifadeleri
kontrol grubuna oranla yiksek olan hastalarimiz  risk gruplarina gore
degerlendirildiginde; MMP-2 ifadesi yiksek olan 20 hastanin orta risk grubunda, MMP-
9 ifadesi yuksek olan 16 hastanin 2’sinin yiksek ve 14’0nun orta risk grubunda yer
aldigini rapor ettik. MMP-2 gen ifadesinin diger genlerin ifadeleri ile iliskisi
incelendiginde, VEGF-A, TIMP-1 ve TIMP-2 genleri ile birlikte; bunun yani sira MMP-9
geninin, VEGF-A, TIMP-1, TIMP-2 ve MMP-2 genleri ile birlikte anlamh bir artis
gosterdigi bulundu (Tablo 20, Tablo 21).

Literaturde, ALL ile MMP-2 ve MMP-9 genleri arasindaki iliski ile ilgili az sayida
aragtirmaya rastlandi. Arastirmalarda, AML blastlarinda ve I6semik hiicre hatlarinda
(HEL, HL-60, K-562 ve KG-1), hem MMP-2 hem de MMP-9’un ifade edildigi ve normal
kemik iligi mononiklear hicrelerinde de (olgunlasmamis CD34+ hcreleri haric)
yalnizca MMP-9 salgilandigi bulunmustur.*®" ALL tanili cocuklarin kemik iligi
orneklerinin immun boyamalarinda, bu hastalarin %12’sinin (n=55) MMP-2 ve MMP-
9’a pozitif reaksiyon verdigi ve hastalardan 6’sinin yuksek riskli ALL grubunda oldugu
tespit edilmistir.'® Ancak, yeni tanili ALL’li hastalarin %67,1'inde, MMP-2 geninin
ifadesinin tespit edilemedigi, dustk risk grubunda yer alan hastalarda ise MMP-9 gen
ifadesinin anlaml diizeyde yiiksek oldugu bildirilmistir.® Cocukluk cagi ALL'nin klinik
karakteri ile MMP (MMP-2, MMP-9) ve TIMP (TIMP-1, TIMP-2) genlerinin ifadelerinin
incelendigi bir arastirmada anlamli bir iliski bulunmamistir.®® Lenf nodiillerine,
karacigere, dalaga ve akcigerlere |[6semik htcrelerin infiltrasyonu ile karakterize edilen
T-ALL’de, bu infiltrasyonda MMP-2 ve MMP-9'un etkin oldugu ileri stiriilmusttir.*
Diger bir calismada, hepatosplenomegalisi olan ALL hastalarinda, MMP-2/TIMP-1 ve
MMP-2/TIMP-2 arasinda anlamh bir iliskinin oldugu ve MMP/TIMP arasindaki
dengenin, ekstrameddller organlara I6semik hicrelerin infiltrasyonu ile yakinda iliskili

olabilecegi ifade edilmistir.*® Buna karsin, MMP2/TIMP2 ve MMP9/TIMP1 oranlari ile
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hayatta kalma ve l6semi hiicrelerinin baska organlara infiltrasyonu arasinda anlamli bir
iliskinin olmadigi bildirilmistir.'®® Hastaligin tekrarladigi ALL tanili cocuklarda, yiiksek
MMP-2 ve MMP-9 ifadesi ile hiicrelerin apoptoza gidisi arasinda da negatif bir iligkinin
oldugu belirtilmistir.*** Ayrica, MMP-9 geninin yiiksek ifadesinin, diisiik sag kalim orani
ile iligkili oldugu ve c¢ocukluk cagi B-ALL’de hastaligin seyri icin MMP-9 ifadesinin
bagimsiz bir faktor olabilecegi ileri surtilmistur.*'* T-ALL’de artan hipoksinin, MMP-2
ve MMP-9 ifadelerini artirdigi ve bunun sonucunda invazivligi artan bir T-ALL tablosu ile
sonuglandigi  saptanmistir.*> Meme kanserinde de, hipoksinin ve hipoksi
induklenebilir-1-a’nin  (HIF1-a) fazla ifadesinin  MMP’ler araciligi ile timdorin
invazyonunda ve yayiliminda etkili olabilecegi belirtilmistir.*** Arastirmalarda bu
genlerin artan ifadeleri ile I6semik hucrelerin diger organlara infiltrasyonu arasinda bir
bag olabilecegi ifade edilmis olup; cahismamizda da artan gen ifadelerini niks olan ve
kaybedilen hastalarda daha sik gozlemlememiz yapilan calismalar: teyit etmektedir.
Buna ragmen, niks eden ve kaybedilen vaka sayimizin az olmasi bulgularimizi anlamsiz
kilsa da; ileride daha ¢ok vaka ile yapilacak ¢calismalar bu bulgulari anlamlandirabilir.
Cogu solid tumdrlerde ve hematolojik malignansilerde, MMP’ler ile TIMP’ler
arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir.>>°>°¢%71%0 gadece hasta sayisi az olan
calismalarda, herhangi bir iliskinin varligindan s6z edilmemektedir.>®%¢11411°
TIMP’lerin, ekstraselltler matriksin duzenlenmesi ve MMP’lerin inhibisyonu ile
metastaz gelisimine karsi koruyucu bir etkisi oldugu bilinmektedir. Hayvan
deneylerinde, malign neoplaziler tizerinde TIMP1’in yararli etkileri gosterilmistir.%°*°
Son cahsmalarda, TIMP’lerin aktivitelerinin daha karmasik oldugu ve timorin gelisimi
sirasinda MMP’lerin baskilanmasinin yaninda diger genlerin aktivitesini de etkiledigi
gosterilmisitir.****"1® Artan TIMP1 ifadesinin meme kanseri, papiller tiroid karsinomu,
kolorektal kanser, renal karsinom ve non-Hodgkin lenfoma gibi kanser tirlerinde kot
prognoz ile iliskilendirilmis ve tumorun agresif davranisi ile artan TIMP-1 ifadesinin
baglantili olabailecegi ileri surtlmustur.****? Yine, artan TIMP-2 ifadesi kolorektal
karsinomda, hepatoseliiler karsinomda, pankreatik ve gastrik kanserlerde umut verici

prognostik bir isaretleyici olarak tanimlanmistir.****?” Lésemilerde ise; B-hiicreli Burkitt

lenfoma hicre hatlarinda yuksek TIMP-1 ifadesi ve neoplastik T-hiicre hatlarinda
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yiksek TIMP-2 ifadesi ile protein seviyesi tespit edilmigtir,"?"%

Calismamizda,
hastalanmizin  tam anindaki TIMP-1 gen ifade duzeyi, kontrol grubu ile
karsilastinldiginda, istatistiksel olarak anlamh bir iliskinin (p<0,05) oldugu bulundu
(Tablo 20). Hastalarimizin %65,4’unde TIMP-1 geni ifadesinin ortalamanin zerinde
oldugunu saptadik. Bu hastalardan 2’sinin common ALL, 3’Untn T-ALL ve 12’sinin B-ALL
oldugu; 1’nin T-ALL olup SSS niiksl gegirdigi ve 6ldugu, bunun disinda 2 hastanin daha
oldugu kaydedildi (Tablo 17, Tablo 20).

Hastalarimizin tani amindaki TIMP-2 gen ifade dizeyi, kontrol grubu ile
karsilastinldiginda, istatistiksel olarak anlamh bir farkin olmadig (p>0,05), ancak TIMP-
2 geninin hastalarin %30,8’inde ortalamanin Uzerinde ifade edildigi bulundu. Bu
hastalardan 2’sinin common ALL ve 6’simin B-ALL oldugu; 1'nin B-ALL olup kemik iligi
nuksu gecirdigi ve 1 hastanin da 6ldigi tespit edildi. Hastalanimizda genlerin, diger
genlerin ifadeleri ile iliskisi incelendiginde, TIMP-1 geninin TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9
genleri ile birlikte; TIMP-2 geninin de, MMP-2 ve MMP-9 genleri ile birlikte anlamh
olarak artis gosterdigi bulundu (Tablo 21). Lenfoblastik neoplazili hiicre hatlari Gizerinde
yapilan in-vivo bir ¢calismada; T-immunofenotipi ile TIMP-2 ifadesi arasinda bir iliskinin
oldugu vurgulanmistir.**® ALL tanili ocuklarda ise; TIMP-2 ve MMP-2 genlerinin T-ALL
hastalarinda daha yiiksek ifade edildigi saptanmistir.*®® Yine, TIMP-1 geninin ifadesinin
yiksek olmasi ile ALL hastalarinin 5 yildan daha az olaysiz sag kahmi arasinda anlamli
bir iliski oldugu belirtilmistir.'® Tani anindaki yiiksek TIMP-1 ifadesinin losemik
hicrelerin  SSS infiltrasyonuna egilimini gdsteren bir isaretci oldugu da ifade
edilmistir.™*® SSS tutulumu olan ALL'li bebeklerde, yiiksek TIMP-2 diizeyi ile SSS
tutulumu arasinda bir iliski bulunurken, TIMP-1 ifadesi ile ilgili herhangi bir iligki
bulunamamustir.*®

Kuglk hucreli akciger kanserinde, yuksek MMP-9 ifadesinin lenf nodiliine
metastaz ile iliskili oldugu ve TIMP-1 ile birlikte artis gosterdigi;*"**
timorlerinde timor kaynakli MMP-9, TIMP-1, MMP-13, ve Her2/neu ifadesiyle birlikte

agresif meme

pozitif iliski gosterdigi saptanmistir.*®

Mesane, prostat, agresif beyin timorlerinde ve
kolorektal kanserlerde, MMP-2 ve MMP-9'un birlikte artis g0Osterdigi rapor

edilmistir.****" Bobrek kanserlerinde MMP-2, MMP-9 ve TIMP-2 ‘de ve akciger
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kanserinde MMP-2, TIMP-2 ve MMP-2/TIMP-2 seviyelerinin birlikte arttigi rapor
edilmistir.****** Bu sonuglar géstermektedir ki; ALL hastalarinda tani aninda VEGF-A,
TIMP-1, MMP-2 ve MMP-9 genlerindeki ifade artisinin klinik izlemde ve hastaligin
seyrinde yeni bilgiler sunabilir. SSS ve kemik iligi gibi farkh tutulumlarda ve daha genis
vaka sayilarinda yapilacak molekiler ¢calismalar, bu genlerin nuks ile olan iligkisini daha
iyi aydinlatacak ve hastaligin tedavisinde yeni yontemlerin ortaya c¢ikmasini
saglayacaktir.

DNA metilasyonu, guntmiizde en ¢ok ¢alisilan epigenetik mekanizmadir. DNA,
DNA metil transferaz enzimleri tarafindan, CpG bdlgelerindeki sitozin niikleotidlerinden
metillenir. Sitozin birimleri, 5-karbon pozisyonuna metil gruplarinin takilmasiyla 5-
metilsitozin halini alir. CpG adaciklar, genlerin promotor bélgelerinde bulunan yaklasik
500 baz cifti uzunlugunda, %55’ten fazla CG iceren ve metilasyon orani disik
korunmus nikleotid dizileridir. Metillenme genlerin  transkripsiyonunu, baz
transkripsiyonel aktivatorlerin baglanmasini engelleyerek veya metillenmis DNA’ya
ozgul olarak baglanan represérlerin katilimini saglayarak engeller.”*® Kisacasi
metilasyon, genin ifadesini baskilayan genetik bir strectir. Kanserlerde de hastaligin
ilerleyisi ile genlerin metilasyon durumu 6nemli élciide degismektedir.***** Epigenetik
sonuclar, timor-supresor genlerin hipermetile ve proto-onkogenlerin hipometile
oldugunu gostermistir'*?.

Calismamizda; VEGF-A, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin metilasyon
yuzdeleri, hasta ve kontrol grubu arasinda karsilastinldiginda, hastalarda batin
genlerin metilasyon yuzdesinin anlamli dizeyde yuksek oldugu rapor edildi (p<0,05)
(Tablo 24). VEGF-A, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 gen ifadesinin ylksek oldugu
hastalarda, bu genlerin metilasyon oram dislk beklenirken, ylksek tespit edildi.
Nitekim bir cahsmada TIMP-2 geninin promotor bdolgesinin ¢esitli noktalardan
metillendigi, ancak bu durumun genin ifadesini etkilemedigi bildirilmistir. Celiski gibi
gbzuken bu duruma neden olarak, genin ifadesindeki artisin veya azalisin nokta
mutasyonlar: ile ilgili olabilecegi ileri surilmustiir.*** Bununla birlikte, néroblastoma
hicrelerinde TIMP-2 geninin promotor bdlgesindeki nokta mutasyonun genin ifadesi

ile iliskisi oldugu gosterilmistir.'** Ayni zamanda, T-ALL ve T-hiicreli lenfoblastik
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lenfoma hicre hatlarinda; 6nemli olclide azalmis p21 gen ifadesinin, promotor
bolgedeki CpG metilasyonundan bagimsiz oldugu ileri surtilmiistir.** Fakat PAX5
geninin metilasyonunun B-ALL’de %10-15 iken, T-ALL'de %85 oldugu ve buna paralel
olarak gen ifadesinin B-ALL’'de T-ALL’ye oranla yiiksek oldugu aciklanmistir.**® Ayrica,
metil grubunu DNA’ya baglayan DNA metil transferaz-1 (DNMT-1) gen ifadesinin, akut
l6semili hastalarda,**” DNMT-1, DNMT3A ve DNMT3B genlerinin de AML tanili
hastalarda anlamli bir artis gosterdi bildirilmistir.**®* Bu calismalar da, kanser
hiicrelerinde metilasyon duizeyinin arttigini gostermektedir. Kanser hicre hatlarinda
mikroarray tabanl bir ¢cahismada da, genomun farkli bélgelerinde hipermetilasyon ve
gen kopya sayisinda artis oldugu bildirilmistir.**® Hipermetilasyon mekanizmalari ve
genomik kararsizhk arasindaki iliski agik olmamasina ragmen, kopya sayi degisimi ile
hipermetilasyon ve hipometilasyonun spesifik genlerin anormal transkripsiyonu icin
potansiyal mekanizmalar oldugu, cesitli kanser turlerinde kanser gelisimine neden
olduklari ileri strtilmugtur. %1%

Tum bu sonuglar, genlerin ifadesi ve metilasyon degerleri arasinda gozlenen
farkliigin nedenleri olarak; genin promotor bolgesindeki nokta mutasyonlari veya
delesyonlarin, genin kopya sayisindaki degisimlerinin ve belki de transkripsiyon
faktorlerindeki yapisal degisimlerin etkili olabilecegini gostermektedir. Kanser gibi
kompleks hastaliklarda, gen ifadesinin sadece metilasyon durumu ile degil, genin kopya
sayisi ve promotor bolgedeki delesyon ve nokta mutasyonlarinin etkili olabilecegi
soylenebilir. ileride, daha ¢ok ve farkh hasta gruplan Uzerinde yapilacak genetik
calismalar, bu konudaki soru isaretlerini ortadan kaldiracaktir. Tim bu ¢alismalar, ALL’li

hastalarin tanisina 6nemli katkilar saglayacag distntlmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

. ALL tarmisi almis 26 gocuk hastanin %42,3’u kiz ve %57,7’si erkek, yas ortalamasi
7 yil (83,38 ay) olarak bulundu.

. Hastalarin ortalama l6kosit degeri 52020,76/mm3; ortalama trombosit degeri
77142,31/mm3 ve ortalama hemoglobin degeri 8,44g/dl olarak hesapland..
Hastalarin  %92,3’Unde anemi, %34,6’'sinda noétropeni ve %80,8’inde
trombositopeni teshis edildi. Bununla birlikte, hastalarin %23,1’'inde anemi,
notropeni ve trombositopeni birlikte tespit edildi.

. FAB Kklasifikasyonuna gore; hastalarin %30.8’inin L1 ve %69.2’sinin L2 alt
grubunda yer aldigi gérildi. BFM tani prognostik kriterine gore; hastalarin
%84,6’si MRG ve %15.4’0 HRG oldugu bulundu. Akim sitometrisi ile yapilan
immunofenotipik inceleme sonucunda; hastalarin %73.1’i B-ALL, %19.2’si T-ALL
ve %7.7°'si common ALL olarak siniflandirild.

. Remisyona giren 23 hastanin %17.4’Gnde niks goraldd. Nuks gelisen hastalar;
FAB siniflamasina gore, 1'i L1 ve 3’0 L2 alt grupta yer almaktaydi. BFM
grubunun prognostik kriterlerine gore; hastalarin 2’si MRG ve 2’si HRG risk
grubunda oldugu gorildid. imminofenotipik dagiimlarina gore; hastalarin 2’si
B-ALL ve 2’si T-ALL olarak siniflandinldi. Nikstn, 2 hastada (10 ve 13 nolu) SSS
tutulumu, diger 2 hastada ise kemik iligi tutulumu gosterdigi tespit edildi. SSS
tutulumu gosteren 2 ALL hastasi yasamini kaybetti.

. Yirmi 0¢ hastada MTHFR geninin C677T polimorfizm sonuglarina gore;
%47,8’inin CC normal, %43,5'nin CT heterozigot ve %8,7’sinin TT homozigot
oldugu saptandi. Ayni zamanda, TT homozigot polimorfizm tasiyan 2 hastanin
B-ALL oldugu ve bu hastalarda kemik iligi tutulumu oldugu da goéralda. Ayni
genin A1298C polimorfizm sonuglar degerlendirildiginde; %34,8’nin AA normal,
%56,5’'nin AC heterozigot ve %8,7’sinin CC homozigot polimorfizm tasidig

saptandi. Ayni zamanda, CC homozigot polimorfizm tasiyan 2 hastanin B-ALL
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oldugu rapor edildi. Bu hastalarin, %26.1'nin her iki polimorfizm igin
heterozigot (CT/AC) oldugu tespit edildi.

. VEGF-A, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ifadesi ile yas, l6kosit,
trombosit, hemoglobin ve CD yuzey antijen degerleri karsilastirildiginda; VEGF-
A gen ifadesi ile CD10 yizey antijeni arasinda istatistiksel olarak anlamh bir
iligkinin (n=21; p<0,05; r=0,443) oldugu, TIMP1 gen ifadesi ile trombosit degeri
arasinda negatif anlamli bir iliskinin (p<0,05; r=-0,589) oldugu bulundu. Bununla
birlikte TIMP2 geni ifadesi ile 16kosit degeri arasinda negatif anlamh bir iliski
(p<0,05; r=-0,461) ve MMP9 geni ifadesi ile CD10 ylzey antijeni arasinda
anlamh bir iliski (n=21; p<0,05; r=0,470); (n=21) CD20 (n=21; p<0,05; r=-0,637)
ve lokosit (p<0,05; r=-0,443) degerleri arasinda negatif anlamli bir iliski oldugu
goralda.

. VEGF-A, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ifade diizeyleri, hasta ile
kontrol grubu arasinda karsilastirildiginda; VEGF-A (p<0,05), TIMP-1 (p<0,05),
MMP-2 (p<0,05) ve MMP-9 (p<0,05) icin anlamh bir farkin oldugu ancak, TIMP-
2 (p>0,05) geni icin anlamli olmadig tespit edildi.

. Genlerin ifade oranlarinin karsihkh etkilesimleri incelendiginde; hasta grubunda
VEGFA genin TIMP2 (p<0,05; r=0,638), MMP2 (p<0,05; r=0,627) ve MMP9
(p<0,05; r=0,472) genleri ile; TIMP1 genin TIMP2 (p<0,05; r=0,453), MMP2
(p<0,05; r=0,488) ve MMP9 (p<0,05; r=0,410) genleri ile; TIMP2 genin VEGFA,
TIMP1 yaninda MMP2 (p<0,05; r=0,646) ve MMP9 (p<0,05; r=0,740) genleri ile;
MMP2 genin VEGFA, TIMP1, TIMP2 yaninda MMP9 (p<0,05; r=0,573) geni ile
anlamli iliski gosterdigi bulundu.

. VEGF-A, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin metilasyon duzeyi ile hastalarin
yas, lOkosit, trombosit, hemoglobin ve CD ylzey antijen degerleri
karsilastinldiginda; VEGF-A geninin metilasyon dizeyi ile 16kosit degerleri
arasinda negatif anlamli bir iliski (p<0,05; r=-0,405) ve MMP9 geninin
metilasyon degeri ile CD22 hicre ylizey antijeni arasinda negatif anlaml bir
iliski oldugu goéralda (p<0,05; r=-0,477).
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10.

11.

12.

13.

14.

VEGF-A, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin metilasyon yizdesi
hasta grubu ile kontrol grubu arasinda karsilastinldiginda; VEGF-A (p<0,05),
TIMP-2 (p<0,05), MMP-2 (p<0,05) ve MMP-9 (p<0,05) icin anlamli bir fark
saptand..

Hasta grubunda genlerin metilasyon oranlarinin  karsihkh etkilesimleri
incelendiginde; VEGFA geninin, TIMP2 (p<0,05; r=0,546) geni ile ve TIMP2
geninin, MMP9 (p<0,05; r=0,519) geni ile anlamli iligki gosterdigi rapor edildi.
Genlerin ifade ve metilasyon degerlerinin karsilikli etkilesimleri incelendiginde;
hasta grubunda, MMP2 geni metilasyon ve ifade dizeyleri arasinda anlamli
(p<0,05; r=-0,488) bir iliskinin olmadig gozlendi.

Calismamizda; tam aninda VEGF-A, TIMP-1, MMP-2 ve MMP-9 genlerinin
yiksek oldugu hastalarda niiks gelisimine ve mortalitesine bakildiginda; bu
hastalanin 4’Unde niks gelistigi, niks olan 2 ve niks olmayan 2 hastanin
yasamini yitirdigi goruldd. Bu hastalanmizda (n=6) VEGF-A, TIMP-1, TIMP-2,
MMP-2 ve MMP-9 gen ifadelerinin yiksek bulunmasi bu degerin niks ve
mortalite icin tanida bir belirleyici olabilecegini distiindirmektedir. Ancak ALL’li
cocuklarda, hastaligin tekrarlamasi konusunda ileride yapilacak daha ¢ok sayida
hastanin yer aldigi calismalarin, bu konuya daha c¢ok aciklik getirecegini
diusunmekteyiz.

DNA metilasyonunun genom organizasyonunda 6nemli bir role sahip oldugu
fakat kanserde bu mekanizmanin rolinin karmasik oldugu; ancak yapilan
calismalarla bu konunun biraz daha netlesmeye basladigi anlasiimaktadir.
Kanser olusumunun erken sirecindeki metilasyon degisikliklerinin nasil
olustugu ve metilasyonun gen ifadesi Uzerindeki etkileri aydinlatiirsa hasta
kayiplarinin sayisinda azalma ve hastaligin ilerleyisinin durdurulmasinda umut
verici ilerlemeler saglanacaktir. Hastalarimizda, VEGF-A, TIMP-2, MMP-2 ve
MMP-9 genlerinin metilasyon yuzdesinin anlamli olarak yiksek bulunmasi,
genlerin ifadesi tzerinde metilasyon etkisinin tahmin edilenden daha karmagik

ve arastiriimasi gereken bir konu oldugunu distindirmektedir.
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15. LiteratUrde; cesitli genlerin ifadesinde ve metilasyonundaki artis arastiricilar,
genlerin kopya say1 degisimlerine, promotor bdlgelerinde delesyon veya nokta
mutasyonlarina ve transkripsiyon faktorlerinde olusabilecek yapisal degisimlere
yonlendirmistir. Calismamizda da; VEGF-A, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2 ve MMP-9
genlerinin ifadesindeki ve metilasyonundaki artisin altinda yatan nedenlerin bu
genlerin kopya sayisi degisimlerinin, promotor bdlgesindeki delesyon ve nokta
mutasyon taramalari ve transkripsiyon faktorlerinin yapisal degisimlerinin

olabilecegi ileri strllebilir.
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