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OZET

Erigkin Myeloid Losemi Olgularinin Tanisinda Yiiksek Ciktili BAC Tabanli Molekiiler
FISH Analizlerinin Real-Time PCR Teknolojisiyle Es Zamanli Kullanimi

Losemiler kan hiicrelerinin sinirsiz ve kontrolsiiz bir sekilde boliiniip ¢ogalmalari
sonucu meydana gelmektedirler. Myeloid l6semiler arasinda, Kronik Myeloid Losemi
(KML) ve Akut Myeloid Losemi (AML) yer almaktadir. Ph kromozomu KML’nin en
belirgin 6zelligidir. AML’de ise bazi kromozom diizenlenmelerinin prognostik ac¢idan
Onemi biiytiktiir.

Bu ¢alismada, erigkin myeloid 16semi olgularinin tanisinda RT-PCR ve yiiksek ¢iktili
BAC tabanli molekiiler FISH analizleri yontemlerini ayn1 zamanda kullanilip, olgularda
genom diizeyinde meydana gelen aberasyonlarin saptanmasi amaglanmustir.

Calismada cinsiyet farki gozetmeksizin, 18-80 yas arast1 47 AML veya KML tanili
bireyden alinan periferik kan oOrnekleri RNA diizeyinde RT-PCR yontemiyle, DNA
diizeyinde ise yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FSH analizleri yontemiyle
incelenerek, genetik hasarlarin en ¢ok hangi bolgelerde yer aldigi taranmistir. RT-PCR
caligmalar1 sonucunda; 10 (% 21,3) hastada translokasyon, yiiksek ¢iktili BAC tabanh
molekiiler FSH analizleri ¢alismalart sonucunda da; 13 (% 27,7) hastada genomun ¢esitli
bolgelerinde ¢esitli boyutlarda aberasyonlara rastlanilmistir. Hastalarin 27°sinde (% 57,4)
her iki yontemlede herhangi bir genetik hasar varligina rastlanilmamistir. En sik goriilen
aberasyon, AML tanil1 3 olguda (% 6,4) gozlenen trizomi 8 ve Y kromozomu kaybidir.

Losemi olgularinin  tanisinda bu iki yontemin bir arada kullanimi, tanmin
desteklenmesi ve prognozun belirlenmesi acisindan hematolojiye yeni bir yaklagim

saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Losemi, trizomi, delesyon, RT-PCR, yiiksek ¢iktili FISH analizleri
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ABSTRACT

The Simultaneous Usage of BAC Based High Throughput FISH Analysis and the Real-
Time PCR Technology at the Diagnosis of the Adult Myeloid Leukemia Cases

Leukemia occurs as a result of limitless and uncontrollable production of the blood
cells. Among Myeloid Leukemias, CML and AML take place.

In this study, RT-PCR and FISH Analysis methods are utilized simultaneously at the
diagnosis of the adult myeloid leukemia cases and it is aimed to determine the aberations
that occur in the genome level.

In this study, without a gender consideration, peripheral blood samples taken from 47
AML or CML diagnosed individuals between ages 18-80 are examined with the RT-PCR
method in the RNA level and with the FISH Analysis method in the DNA level, and
scanned to see where most of the genetic damages take place. As a result of the RT-PCR
studies; translocation in 10 patients (21,3%), and as a result of the FISH Analysis;
aberrations with several sizes in various of the genome in 13 patients (27,7%) were
encountered. In 27 patients (57,4 %) no existence of genetic damages were seen with either
methods. The most frequent aberration is the trisomy 8 and loss of Y chromosome which
was stated in 3 (6,4%) AML cases.

The simultaneous useage of these two methods for the diagnosis of the leukemia cases
provides a new approach to hematology in terms of supporting the diagnosis and determine

the prognosis.

Keywords: Leukemia, trisomy, deletion, RT-PCR, High Throughput FISH Analysis.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

aCGH: array based Comperative Genomic Hybridization
ALL: Akut Lenfoblastik Losemi
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1. GIRIS

Losemiler kan hiicrelerinin siirsiz ve kontrolsiiz bir sekilde boliinlip ¢ogalmasi
sonucu meydana gelen hastaliklar grubunu olusturmaktadirlar. Kemik iliginden koéken
aldigr hiicrenin ¢esidine gore myeloid veya lenfoid, etkilenen hiicrelerin farklilagsma
derecesine gore akut veya kronik 16semi olmak iizere gruplandirilmaktadirlar (Wujcik,
2003).

Myeloid 16semiler arasinda Kronik Myeloid Losemi (KML) ve Akut Myeloid Losemi
(AML) yer almaktadir. KML molekiiler diizeyde en iyi karakterize edilmis 16semi tipidir
ve aym1 zamanda spesifik kromozom anomalisinin (Ph kromozomu) saptandigi ilk
hastaliktir. KML tiim 16semi olgularinin yaklasik % 14’{ini, erigkin 16semi olgularinin ise
yaklasik % 20’sini olusturmaktadir (Cardama ve Cortes, 2006). Hastalik her yasta
gozlenebilmektedir. Ancak hastaliga 20 yas altindaki olgularda sik olarak
rastlanilmamaktadir. Hastalik saptandigindaki ortanca yas ise 45-55 arasinda
degismektedir (Faderl et al, 1999). Kromozomal bantlama tekniklerinin gelisimiyle
beraber 1973 yilinda Ph kromozomu olarak adlandirilan kisalmis kromozom 22’nin; 9. ve
22. kromozomlarin uzun kollar1 arasinda ki t(9;22)(q34;ql1) resiprokal translokasyon
sonucu olustugu belirlenmistir (Druker, 2008). Bu translokasyonun molekiiler sonucu
kimerik BCR-ABL proteinini kodlayan BCR-ABL onkogeninin olusumudur (Cardama ve
Cortes, 2008). Ph kromozom KML’nin en belirleyici 6zelligidir ve olgularin yaklasik
olarak % 90-95’inde gbzlenmektedir (Cardama ve Cortes, 2006). KML’nin klinik seyri,
kronik ve blastik faz olmak iizere iki evre gostermektedir fakat bazen bu iki evre arasinda
akselere fazda yer alabilmektedir. Hastalik baslangi¢ belirtileri arasinda splenomegali,
anemi, kilo kaybr ve terleme sikca yer almaktadir ( Pekgelen, 2003). KML hastalarinda
tedavinin amaci, BCR-ABL transkriptini i¢eren hiicreleri ortadan kaldirmak ve boylelikle
molekiiler remisyon saglamaktir. Bu amagla kullanilan en etkili ilag imatinibdir (Jabbour,
2009).

Myeloid 16semiler arasinda ki diger bir hastalik grubu olan AML, myeloid ve
monositik  farklilasma gosteren 16semik blast hiicrelerinin  kemik iligindeki
proliferasyonuyla ve normal kan hiicrelerinin bozulan tiretimiyle karakterizedir ( Cheson,
2003). Eriskinlerde goriilen en yaygin 16semi tipi olup, yaklasik olarak bu olgulardaki tiim
akut 16semilerin % 80’ini olusturmaktadir (Lichtman, 2001). Ayrica tiim 16semi tipleri
arasinda en diisiik yasam siiresi AML’ de gozlenmektedir (Deschler, 2006). AML’de

hastaya gore farklilik gosteren klinik belirtiler arasinda yorgunluk, zayiflik, kolay kanama,



dis eti kanamalar1, hepatomegali ve splenomegali yer almaktadir (Lichtman, 2001). ilk kez
1976 yilinda Fransiz, Amerikan ve Ingiliz (FAB) bir grup hematolog tarafindan akut
l6semilerin siniflandirilmasi yapilmis ve bu simiflandirmada AML 8 patolojik alt tipe
ayrilmistir ( Ali, 2006). AML’de sitogenetik ve molekiiler genetik anomalilerinin belirgin
hale gelmesi ve bunlarin prognostik 6nem tagimalarindan dolay: yeni bir siniflandiriimaya
ihtiyag duyulmus ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) yeni bir siniflama meydana getirmistir
(Vardiman, 2009). AML’de baz1 kromozom yeniden diizenlenmeleri prognostik agidan
olduk¢a Onemlidir. En sik karsilasilan kromozom anomalileri arasinda; trizomi 8,
monozomi 7, monozomi ve trizomi 21, kromozom 5 veya kromozom 7’nin bir kisminin
veya tamaminin delesyonu, X veya Y kromozomunun kayb1 yer almaktadir. Bu dengesiz
kromozom diizenlenmelerinin yaninda, t(8;21), t(15;17) translokasyonlar1 ve inversiyon 16
AML’de prognostik agidan biiyiik 6nem tasimaktadir (Bacher, 2010).

Genetik diizensizliklerin 16semi olgularinin tanisindaki 6nemiyle, bu bozukluklarin
belirlenmesinde kullanilan yontemler son yillarda artis gostermektedir. Real-Time PCR
yontemi 16semi tanisinda hassas ve 0zgiil olmasi sebebiyle kullanilan en duyarl
sistemlerden biri haline gelmistir. Bu yontemin gen anlatim1 kullaniminda dogru
duyarhilikta kantitatif data vermesi ve amplifikasyon sonrast manipiilasyona ihtiyag
duymamas1 sebebiyle diger yontemlere gore oldukga iistiinliik saglamaktadir. Losemiyle
iliskilendirilmis genlerin diizeylerini saptama bakimindan biiyiilk 6nem tagimasina ragmen
bu yontem bir tarama yontemi degildir. Tarama yontemi olarak onerilebilecek en degerli
teknolojilerden biri hematolojik olgulara yeni bir yaklasim saglayan yiiksek ¢iktilit BAC
tabanli molekiiler FISH analizleri yontemidir. Bu yontem ile konvansiyonel tekniklerden

farkli olarak birden ¢ok delesyon-duplikasyon bolgeleri ayni anda taranabilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hematopoez

Saglikli insanlarda kan hiicrelerinin sayilar1 belli sinirlar icinde bulunmaktadir.
Omiirleri siirli  olan bu hiicrelerin  siirekli olarak {iretilmeleri gerekmektedir.
Embriyogenezin erken evrelerinde (0-2 ay) kan hiicreleri vitellus kesesi mezoderminden
gelismektedir. Bir siire sonra karaciger ve dalak gecici hematopoetik dokular olarak gorev
yapmakta, gebeligin 24. haftasindan sonra kemik iligi en 6nemli kan yapim yeri haline
gelmektedir. Hematopoez ¢ocukluk yaglarinda biitiin kemiklerin iliginde olmasina ragmen
eriskin yasta kafatasi, vertebralar, kaburgalar, sternum ve pelvis kemiklerinin iliginde
(kirmiz1 kemik 1ligi) yer almaktadir. Biitiin kan hiicrelerinin kemik iliginde tek bir hiicre
tipinden gelistigine inanilmaktadir. Bu hiicre tiim hiicre tiplerini olusturabildiginden
pluripotent kok hiicre olarak adlandirilmaktadir. Cogalma yetenekleri yiiksek olan kok
hiicreler, bu yetenekleri kisitlanmis yavru hiicreleri olusturmaktadirlar. Bu unipotansiyel
veya bipotansiyel progenitor hiicreler, morfolojik 6zellikleri ilk defa doniisecekleri olgun
hiicre tiplerini doniistiirecek bi¢cimde farklilik gdsterdigi oncil, prekiirsor hiicreleri (blastlar)
olusturmaktadirlar. Pluripotent kok hiicreler bir taraftan lenfoid multipotent bir taraftan da
miyeloid multipotent hiicrelere farklilasmaktadirlar. Lenfoid kok hiicrelerinin
farklilasmasiyla B ve T lenfositlerini yapmak iizere yonlendirilmis unipotent lenfoid kok
hiicreleri olusur. Myeloid multipotent kok hiicreler de farklilasarak, eritroid, graniilositik,
monositik ve megakaryositik hiicreleri vermek {izere yonlendirilmis progenitdr hiicreleri
meydana getirmektedirler. Kendi kendini yenileyebilme yetenekleri sinirli olan progenitor
hiicrelerde her hiicre serisinin morfolojik olarak ayirt edilebilen gen¢ ana hiicrelerine
(proeritroblast, miyeloblast, megakaryoblast, monoblast, lenfoblast) doniismektedirler.
Blastik hiicreler kendi kendini yenileyebilme yetenegine sahip degillerdir ve bu hiicrelerin
belli asamalardan gecerek gelismeleri sonucu olgun kan hiicreleri meydana gelmektedir

(Aytekin ve Solakoglu 2006).
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Sekil 2.1. Pluripotent kok hiicrelerin hematopoez siiresince farklilagmasi (Aytekin ve
Solakoglu 2006)
2.2. Kanser
Kanser, hiicrelerin normal davranislarini diizenleyen mekanizmalarin bozulmasi
sonucu meydana gelen kompleks ve kalitsal bir hastalik ailesidir. Normal hiicrelerin kanser
hiicresine doniisiimii, kompleks ve c¢ok asamali bir olaydir ve karsinogenez olarak
adlandirilmaktadir. Kanserler; baslangi¢ yaslarina, biiyiime oranlarina, yayilmalarina,
evrelerine ve tedaviye verdikleri tepkilere gore ¢esitlilik gdstermektedirler. Buna ragmen
tiim kanserlerin karakteristik temel 6zellikleri bulunmaktadir. Bunlar;
1.Anormal hiicre biiyiimesi ve boliinmesi (hiicre cogalmast)
2.Hiicreleri viicudun diger boliimlerine yayilmasini ve metastazini engelleyen normal
sinirlamalardaki anormalliklerdir. (Nussbaum ve Mclnnes 2005)
Bu temel Ozelliklerin disinda, kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak bir
takim Ozellikler kazanmislardir. Bunlar arasinda hiicre kiiltiirlerinde kontakt inhibisyondan

kagabilme, boliinebilmek icin sinyallere gereksinim gostermeme, ¢ogalmayr baskilayici



sinyallere duyarsizlik, apoptozisten kagabilme, anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz
yapabilme sayilabilmektedir (Cefle, 2009).

Kanser hiicrelerini tehlikeli yapan, denetlenemeyen hiicre ¢ogalmasi ve metastatik
yayillmanin birlesimidir. Deride goriilen basit sigiller gibi benign tiimorler ( iy1 huylu
tiimdrler) ¢evredeki dokuya ya da viicudun uzak bolgelerine yayilmadan olustuklart yerde
kalirlar. Fakat tiimorler hem c¢evredeki dokuya, hem de kan ya da lenfatik sistem
araciligiyla viicudun diger bolgelerine yayildiklarinda malignant ( kotii huylu, tehlikeli
tiimor) olurlar.

Tiim kanser tiplerinde goriilen genetik degisimler, translokasyonlar, inversiyonlar,
delesyonlar, duplikasyonlar, amplifikasyonlar, nokta mutasyonlari1 ve kromozomlarin kayb1
ya da artis1 seklinde (aneuploidi) olmaktadir. Genomdaki say1 ve yap1 anomalilerine ek
olarak ¢esitli epigenetik mekanizmalarinda kanser olusumu iizerine etkili oldugu
gosterilmigtir. Kanserin genetik yapisina bakildiginda, kanserde yer alan genler,
onkogenler ve tiimdr silipressor genler olmak {izere iki temel alt gruba ayrilmaktadirlar
(Sakizli ve Atabey 2006) .

2.2.1. Onkogenler

Onkogenler, hiicrenin normal ¢ogalmasini denetleyen sinyal yollarinda gérev yapan
genlerin  (protoonkogen) anormal eksprese olan veya mutant sekilleridir.
Protoonkogenlerde gerceklesen degisiklikler sonucunda, onkogenler anormal hiicre
proliferasyonuna ve tiimor gelisimine yol agmaktadirlar. Onkogenler ilk kez fare, kedi ve
maymunlarda kansere neden olan onkogenik retroviriislerin molekiiler analizleri sonucu
kesfedilmistirler (Sakizli ve Atabey 2006).

Insan tiimérlerinde gdzlenen onkogenlerin bir béliimii daha dnce retroviruslarda (RNA
timoOr virlisii) tanimlanmis olan onkogenlerin homologu iken, bir bolimi ilk kez
insanlarda tanimlanan yeni onkogenlerdir. Gen transfer deneyleri ile ilk tanimlanan insan
onkogeni, Harvey sarkom virlisiiniin insan homologu olan rasH onkogenidir. Ras gen
ailesi, hiicre zar ile iliskilendirilen, hiicre biiylimesini ve boliinmesini diizenleyen sinyal
iletim molekiillerini kodlamaktadirlar. Ras gen ailesinin birbiriyle yakindan iliskili ii¢
tiyesi (rasH, rasK ve rasN) insan tiimdrlerinde en sik goriilen onkogenlerdir.

Protoonkogenleri aktiflestiren {i¢ mekanizmadan s6z edilmektedir.
1-Nokta mutasyonlar: Tiimor dokusundaki onkogenlerin DNA dizilerinin diger somatik
dokularla karsilastirilmasi sonucunda spesifik nokta mutasyonlarinin farkli timor tiplerine

neden olabilecegi gorlilmiistiir.



2-Amplifikasyon: Tiimdr hiicrelerinde, normal hiicrelere kiyasla bin kattan daha fazla
goriilen onkogen amplifikasyonu bir¢ok tiimoriin giderek daha hizli biiylimesine ve daha
malign nitelikler kazanmasina neden olmaktadir. Onkogen amplifikasyonunun en tipik
orneklerinden biri, néroblastomlarda (embriyonik sinir hiicrelerinden gelisen bir ¢ocukluk
cagl tlimoril) c-myc geninin benzeri olan N-myc genidir. Bu mekanizmanin gorildigi
diger protoonkogenler cizelge 2.1.’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Bazi1 insan tiimorleri ile ilgili onkogenler (Sakizli ve Atabey 2006)

Onkogen Kanser Turu Aktivasyon Sekli
c-myc Meme ve akciger karsinomu Amplifikasyon
L-myc Akciger karsinomu Amplifikasyon
N-myc Noroblastom, Akciger karsinomu Amplifikasyon

gli Glioblastom Amplifikasyon
K-ras Barsak, akciger, pankreas, tiroid Nokta mutasyonu
karsinomu, akut myeloid l6semi
H-ras Mesane Nokta mutasyonu
N-ras Akut myeloid ve lenfositik 16semiler, Nokta mutasyonu
tiroid karsinomu
abl Kronik myeloid ve akut lenfositer 16semi Translokasyon
bcl-2 Folikiiler B hiicreli lenfoma Translokasyon
Cyklin D1 | Paratiroid adenomu Translokasyon
c-myc Burkitt lenfomasi Translokasyon
Hox-11 Akut T hiicreli [6semi Translokasyon
PDGFR | Kronik myelomonositik 16semi Translokasyon

3-Kromozomal yeniden diizenlemeler: Bir¢ok kanser tiirlinde kromozom yapisinda
translokasyon, duplikasyon ve delesyon gibi anormallikler gézlenebilmektedir. Kromozom
translokayonu sonucu onkogen aktivasyonuna iliskin tanimlanmis ilk 6rnek c-myc
geninin, antikor iireten B lenfositlerin tiimorii olan Burkitt lenfomasinda ki roliidiir. Bu
timOr immiinglobilinleri kodlayan genlerin translokasyonuyla tanimlanmaktadir. 8q24
kromozomal lokalizasyondaki MYC proto-onkogeni, 14q32 lokusundaki agir zincir
immunoglobulinin distaline transloke olmaktadir t(8;14). Bu translokasyon, normalde
immunoglobulinlerle birlikte iligkisi olan enhancerlar1 veya sekansi aktive eden
transkripsiyonel elementleri MYC geninin yanina tagimaktadir.

Bazi1 protoonkogenlerin translokasyonu da, genlerin protein kodlayan bolgesinde
degisikliklere neden olarak, anormal gen iirlinlerinin ortaya ¢ikmasiyla sonuglanmaktadir.
Bu tiir translokasyonlarin en tipik 6rnegi kronik myeloid 16semi olgularinda gézlenen, 9.

kromozomun uzun kolunda (9q34) yer alan bir tirozin kinaz olan ABL proto-onkogeni ile,



22. kromozomun uzun kolunda (22q11) yer alan BCR geni arasindaki translokasyondur.
Sonugta ortaya ¢ikan Ber/Abl flizyon proteininde normal Abl proteininin amino ucu yerine
Ber amino ucuna ait diziler bulunmaktadir. Proteine Ber dizilerinin eklenmesi, bir tirozin
kinaz olan Abl’nin kontrolsiiz aktivitesine neden olarak, hiicre transformasyonuna yol
agmaktadir.

2.2.2. Timor Baskilayic1 Genler

Tiimor baskilayici genler hiicre cogalmasinin negatif yonde kontroliinii yapan
genlerdir. Hiicre farklilagmasi, proliferasyonu ve diger temel hiicre fonksiyonlarinda
diizenleyici rol oynamaktadirlar. Normal kosullar altinda hiicrelerin gereginden fazla
cogalmasini onleyen tiimor baskilayici genler herhangi bir sekilde inaktiflesirlerse hiicre
¢ogalmasi normal siirlar altinda tutulamaz ve bu sekilde kanser ortaya cikar.

Insan kanserleri i¢inde en sik ve tiim kanserlerin %50’sinden fazlasinda mutasyona
ugradigr gozlenen tiimdr baskilayict gen p53°diir. Bu gen 50’den fazla farkli genin
transkripsiyonunu uyaran ya da baskilayan bir transkripsiyon faktorii gibi rol oynayan bir
cekirdek proteinini kodlamaktadir. p53 hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinin yan1 sira, DNA
hasar1 sonucunda ortaya ¢ikan apoptoz icin de gereklidir.

[k timér baskilayict gen (RB1 geni), ender goriilen bir gocukluk ¢agi tiimérii olan
retinoblastomun incelenmesiyle tanimlanmaistir. Bilinen tiimor baskilayici genlerin bazilar
de cizelge 2.2.’de gosterilmistir (Nussbaum ve Mclnnes 2005).

Cizelge 2.2. Baz1 bilinen tiimor siipressor genler (Nussbaum ve Mclnnes 2005)

Tiimdr | Kromozom | Gen Uriinii ve Hastaliklar
Ba(s}l;ﬁ?eyrlcl Fon(1)<1sei1;10nu Herediter Sporadik
RBI 13q P110 Retinoblastoma | Retinoblastoma;kiiciik
Hiicre siklus hiicreli akciger
regiilasyonu kanseri
P53 17p pS3 Li-Fraumeni Akciger ve meme
Hiicre siklus kanseri
regiilasyonu
NF1 17p Norofibromin | Neurofibromatosis Bilinmiyor
GTP’az1 tip 1
aktive eden
protein
NF2 22q Merlin Neurofibromatosis Sporadik
Hiicre yuizey tip 2 schwannoma ve
molekiilleri ile meningomalar
hiicre-iskelet
molekiillerinin
baglantisi




2.3. Losemi

Losemiler kan hiicrelerinin sinirsiz ve kontrolsiiz bir sekilde boliinlip ¢ogalmasi
sonucu olusan neoplastik hastaliklar grubudur. Losemi hiicreleri ilk olarak kemik iligi ve
lenfoid dokularda ¢ogalip, daha sonra periferik kana gegerek diger dokulara yayilmaktadirlar
(Wujcik, 2003).

Hematopoez siirecinde hematopoetik kok hiicreler olmasi gerektigi gibi islendiginde
periferal kan hiicrelerine farklilagsmaktadirlar. Losemilerde ise, kemik iligi hiicrelerinin geligim
asamalarinda, bu hiicrelerin ¢ogalma hizlarinin bir nesilde arttig1 gézlenir. Bu neoplastik klon
kemik iliginde ¢ogalir ve diger kemik iligi hiicrelerinin yerini almaya baslar (Rosmarin ve ark.,
2005).

Losemiler; kemik iliginden kdoken aldigi hiicrenin cesidine gére myeloid veya lenfoid,
etkilenen  hiicrelerin  farklilasma  derecesine  gére akut veya kronik olarak
siiflandirilmaktadirlar. Losemiler genel olarak AML, ALL, KML, KLL ve MDS olarak
gruplandirilmaktadirlar (Ruddon, 2007).

2.3.1. Loseminin Tarihcgesi

Losemi ile ilgili ilk vaka bildirimi 1827 yilinda Velpeau tarafindan yapilmigtir.
Velpeau tarafindan tespit edilen hasta; ates, giicsiizliilk, karin sisligi ve idrar yollar
taglarindan kaynaklanan agrilar gibi rahatsizliklardan dolay1r hastaneye basvurmus,
bagvurudan kisa bir siire sonrada kaybedilmistir. Otopside hastanin ¢ok biiylik dalak ve
karacigerin yan sira, kanmin kirmizi sarap renginde, kivaminin ise artmis adeta lapa gibi
oldugu bildirilmistir.

Virchow ve Benett’in 1845 yilindaki raporlarina kadar 16semi ¢ok 1iyi
tanimlanmamustir. Bu tarihlerde Virchow ve Benett olgularinin ayri otopsilerinde, kanin
beyaz rengine dikkat ¢cekmisler ve hastaligi tanimlamislardir. Bu yiiksek 16kosit sayisindan
Otlirii beyaz kan terimi (weisses blut) kullanilmis, daha sonra ise Yunanca kokenli beyaz
anlamma gelen “leukos” ve kan anlamma gelen “haima” sozciiklerinden “leukemia”
(16semi) terimi tiiretilerek kullanilmaya baslanmistir (Williams ve ark., 1991).

Cok fazla cogalan fakat farklilagsmayan lokositler, kemik iligi basta olmak {izere
karaciger, lenf bezleri, dalak, testis, deri ve merkezi sinir sistemi gibi organ ve sistemleri
isgal edebilirler. Gereginden fazla hiicre liretilmesine ragmen, bu hiicreler tam olarak
faklilagsmadiklarindan islev goren hiicre sayisi azaldigindan anemi, trombositopeni ve
notropeni olusmaktadir. Tam olarak farklilasmamis ve normal fonksiyonlarini yerine

getirme yeteneginden yoksun hiicreler ‘blast’ olarak adlandirilmaktadir. Blastlarin normal



hiicrelere orant ve yapilart l6semilerin kendi i¢inde ki alt siniflamalarinda ve fazlara

ayriminda rol almaktadir (Piller, 2001).

2.3.2. Loseminin Patogenezi ve Etiyolojisi

Kan hiicreleri kemik iliginde ki pluripotent kok hiicrelerinden gelismektedirler. Bu
hiicrelerin farklilasmasiyla hematopoez siireci tamamlanmaktadir. Losemi, pluripotent kok
hiicresinin farklilasip spesifik kan hiicrelerini olusturdugu herhangi bir asamada
gozlenebilmektedir. Hiicrelerin 16semik doniisiimii temelde bir mutasyon sonucu meydana
gelmektedir. Mutasyona ugrayan hiicrelerin ¢ogu organizma tarafindan ortadan
kaldirilabilmekte fakat az sayida hiicre asir1 cogalma 6zelligi kazanabilmektedir (Williams
ve ark., 1991).

Losemilerin  ortaya ¢ikis nedeni tam olarak bilinmemekle beraber olusum
sebeplerinden de yalnizca tek bir faktdr sorumlu degildir. Losemi olusumunun meydana
gelmesinde rol alan cevresel etkenler arasina kimyasal ajanlar ile viriisler, karsinojenik
etkilerinden dolay1 girebilmektedirler. Karsinojenlerin dozuna, etki siiresine ve kisilerin
duyarliligina bagli olarak kanser olusturma riskleri degismektedir. (Vogel ve Fisher, 1993)
Ozellikle radyasyon kromozom degisikliklerine neden oldugundan ldsemi insidansini
arttirmaktadir. Yillar icerisinde bunlarin artistyla 16semi insidansi da artmaktadir. Ornek
olarak atom bombasinin etkisine direk olarak maruz kalanlarda ¢ok kisa bir siire i¢erisinde
16semi goriilmiis ve goriilme orani sikligr da gittikce artmustir. Kimyasal karsinojenler
arasinda bulunan benzenin hematopoetik, lenfoid ve akciger kanserlerine sebep oldugu
bildirilmistir (Moloney 1987).

Losemi olusumunda kalitsal etkenlerde rol almaktadir. Buna herediter 16semi
olgularina tahmin edilenden daha sik rastlanilmasi bir delil olarak gosterilebilir. Down
sendromlu olgularda da Idsemi insidansi, saglikli kisilere gore 16-30 kat daha fazla olarak
goriilmiistiir. (Brothman et al. 2003, Ross et al, 2005) Ayrica Klinifelter ve Turner
sendromlu olgularda da fazla ya da eksik kromozomlarin neden oldugu hormonal ve
genetik etkilerden dolay: farkl tiplerde ki kanserlere yakalanma oraninin saglikli bireylere
gore cok fazla oldugu yapilan birgok ¢aligmada gosterilmistir (Gravholta ve ark., 1998,
Halse ve ark., 1995).

2.3.3. Losemilerin Simiflandirilmasi
Losemiler, semptomlarina, kdken aldiklart hiicre grubuna, klinik seyirlerine, ortaya

cikis ve ilerleme hizlarina gore gruplandirilmaktadirlar. Ortaya ¢ikis hizlarina gore kronik



veya akut l6semi olmak lizere iki gruba ayrilmaktadirlar. Akut 16semiler; kisa siireli
semptomlari, kemik iligi veya periferik kanda bol miktarda bulunan olgunlagsmamis hiicre
formlariyla ve ylikselmis toplam 16kosit miktariyla karakterize edilmektedirler. Kronik
l6semiler; uzun siireli semptomlari, kismen ya da tamamen olgun hiicrelerin neoplastik
proliferasyonuyla karakterize edilmektedirler. Her 2 grupta koken aldiklar1 hiicre grubuna
gore; Akut yada Kronik Myeloid Losemi (AML, KML) ve Akut yada Kronik Lenfositik
Losemi (ALL, KLL) olmak iizere 4 gruba ayrilmaktadir (Pekcelen,2003).

2.4. Kronik Myeloid Losemi (KML)

2.4.1. Tamim ve Tarihge

Kronik Myeloid Lésemi (KML) ayni zamanda kronik myelositik 16semi, kronik
myelojenik  16semi, kronik graniilositik 16semi olarak da adlandirilmaktadir.
Myeloproliferatif hastaliklar arasinda yer alan kronik myeloid 16semi degisime ugramis
primitif pluripotent hiicrelerden kaynakli klonal bir hastaliktir (Pek¢elen,2003).

Myeloid, monositik, eritroid, B lenfoid ve nadiren de T lenfoid serilerini icermektedir.
Hastalik kendini kemik iliginde myeloid hiicre serisinin sayica artisiyla, ¢evre kaninda
olgun myeloid hiicrelerden olusan yiiksek 16kosit sayis1 ve splenomegali (dalak biiyiimesi)
ile gostermektedir (Faderl et al, 1999). Akut 16semide bulunan patolojik tablonun aksine,
16semi hiicreleri farklilasma yeteneklerini kaybetmemislerdir (Goldman et al, 2003).

KML spesifik kromozom anomaliliginin (Philadelphia (Ph) kromozomu) saptandigi
ilk hastaliktir. Ayn1 zamanda biyolojik ajan (interferon) tedavisiyle l6semik klonun
baskilandig1 ve sag kalimin uzatildig1 ilk neoplastik hastaliktir. Molekiiler diizeyde de en
1yi karekterize edilmis 16semi tipidir (Faderl et al, 1999).

Ik kez 19. yiizyillda tanimlanan KML iizerinde yiizyili askin bir siireden bu yana
klinik ve morfolojik 6zellikleri yoniinden arastirmalar yapilmaktadir. KML ilk kez 1845
yilinda splenomegali ve 16kositozu olan ve splenomegali nedenini agiklayacak baska bir
etiyolojinin tespit edilemedigi 2 hastada tanimlanmistir. KML patogeneziyle ilgili ilk
onemli ipucu 1960 yilinda Nowell ve Hungerford tarafindan Philadelphia (Ph veya Phl)
kromozomunun saptanmasiyla elde edilmistir. 1973 yilinda Rowley, Philadelphia
kromozomunun 9. ve 22. kromozomlar arasindaki resiprokal translokasyon sonucu
meydana geldigini goézlemlemistir. 1980°1i yillarda da bir dizi arastirmaci BCR-ABL

fiizyon geninin olusum mekanizmasini gostermislerdir (Goldman et all, 2003).
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2.4.2. Smiflandirma

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) 2008 yilinda yapmis oldugu smiflandirmaya gore
KML, Myeloproliferatif neoplaziler (MPN) icerisinde smiflandirilmistir. KML, klasik
morfolojisi, klinik 6zellikleri, Ph kromozomu veya BCR/ABL fiizyon geninin varligiyla
nitelendirilmistir. Hastalarin kiiciik bir boliimiinde, atipik KML (aKML), kronik
myelomonositik 16semi (KMML) veya kronik notrofilik 16semi (KNL) olarak adlandirilan
hastalik formlar1 da gdzlenebilmektedir. Cocuklarda ise juvenil myelomonositik 16semi
(JMML) olarak bilinen hastalik izlenebilmektedir. Fakat bu KML varyantlarinin hi¢gbirinde
Ph kromozomuna rastlanmamaktadir (Vardiman et al, 2009).
Cizelge 2.3. Myeloid neoplazilerde 2008 WHO siniflandirilmasi (Vardiman et al, 2009)

1. Akut myeloid l6semi (AML)
2. Myelodisplastik sendromlar (MDS)
3. Myeloproliferatif neoplaziler (MPN)
3.1. Kronik myeloid 16semi
3.2. Polisitemia vera
3.3. Esansiyel trombositemi
3.4. Primer myelofibrozis
3.5. Kronik nétrofilik 16semi
3.6. Kronik eozinofilik 16semi, bagka yerde siniflanmamis
3.7. Hipereozinofilik sendrom
3.8. Mast hiicreli 16semi
3.9. MPH, siniflandirilamamis
4. MDS/MPN
4.1. Kronik myelomonositik 16semi
4.2. Juvenil myelomonositik 16semi
4.3. Atipik kronik myeloid 16semi
4.4, MDS/MPH, siniflandirilamamis
5. Eozinofili ve PDGFRA, PDGFRB, veya FGFR1 anormalligi ile iliskili myeloid
maligniteler
5.1. PDGFRA anormalligi ile iliskili myeloid maligniteler
5.2. PDGFRB anormalligi ile iligkili myeloid maligniteler
5.3. FGFR1 anormalligi ile iligkili myeloid maligniteler

2.4.3. Epidemiyoloji ve Etiyolojisi

KML, tiim I6semi olgularinin yaklasik % 14 kadarini, erigkin I6semi olgularinin ise
yaklasik % 20’sini olusturmaktadir (Cardama and Cortes, 2006). Insidans1 100.000°de 0,6
ile 2 arasinda degismektedir ve yasla birlikte artis gozlenmektedir (Rohrbacher and
Hasford, 2009). Tiirkiye siklig1 ise bilinmemektedir (Ilhan,0.). KML erkeklerde kadinlara
gore daha sik gozlenmektedir. Erkek kadin orami 1.3-1.8/1 arasinda degismektedir
(Rohrbacher and Hasford, 2009). Hastalik her yasta goriilebilse de 20 yas altinda nadir
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olarak gozlenmektedir. Hastalarin % 12-30 kadar1 60 yasin {izerindedir. Hastalik
saptandiginda ortanca yas ise 45-55 arasinda degismektedir (Faderl et al, 1999).

KML vakalarinin ¢ogunda; kalitsal, ailesel, cografik, etnik veya ekonomik bir neden,
hastalik ile iligkili olarak saptanmamistir ve hastalik etiyolojisi belli degildir. Vakalarin
cogu sporadik olup, etiyolojide suglanan tek bir ajan bulunmamaktadir. KML’ ye
yakalanma riskinin iyonize radyasyon maruziyetinden sonra artabilecegi bildirilmistir.
1945 yilinda Japonya’daki atom bombasi patlamasindan sonra radyasyona maruz
kalanlarda ve ankilozan spondilit nedeniyle radyoterapi alanlarda artmis KML insidansi

saptanmistir (Cardama and Cortes, 2006, Pekgelen, 2003).

2.4.4. Sitokinetigi
KML gelisiminin genellikle tek bir pluripotent hematopoetik kok hiicresinin BCR-

ABL flizyon genini tastyan Ph kromozomunu edinmesi sayesinde olduguna inanilmaktadir.
Losemi oOncii hiicrelerine Ph kromozomu ¢ogalma onceligi kazandirmakta ve boylece
asama asama normal iligin yerini 16semik myeloid bir kitle almaktadir. Bu hipotez i¢in,
elde edilen molekiiler anomalinin hastalarin hemen hepsinde ayni sekilde bulunmasi kanit
olarak verilebilmektedir. Ama bu olusum mekanizmasinin hangi molekiiler ve sitogenetik
degisiklikler sonucu meydana geldigi ise bilinmemektedir (Goldman and Melo, 2003).
Benzer bi¢imde, kok hiicre tarafindan elde edilen proliferatif avantajin molekiiler temelleri
1yi bir sekilde tanimlanmamis olmakla birlikte 16semik progenitdr hiicrelerin, interlokin-3
(IL - 3) ve graniilosit koloni-tetikleyici faktor (G - CSF) basta olmak iizere bu gibi biiylime

faktorleri ile siirekli uyarilmasi ile ilgili olabilecegi ileri siirtilmiistiir (Jiang et all, 1999).

2.4.5. Sitogenetigi

1960 yilinda Philadelphia’da, Peter Nowell ve David Hungerford, KML hastalarinda
akrosentrik kromozomda, delesyonla olustugu diisiiniilen kalic1 bir kromozomal anomali
tanimladilar. Kesfedildigi sehrin onuruna, bu kromozomu Philadelphia (Ph) kromozomu
olarak adlandirdilar. Kromozomal bantlama tekniklerinin gelisimiyle beraber 1973 yilinda
Janet Rowley, Ph kromozomu olarak adlandirilan kisalmis kromozom 22’nin; 9. ve 22.
kromozomlarin uzun kollar1 arasinda ki t(9;22)(q34;q11) resiprokal translokasyon iiriinii
sonucu olustugunu belirlemistir. Bu durum spesifik bir maligniteyle baglantili ilk
kromozomal anomaliligine 6rnek olusturmustur (Druker, 2008).

Ph kromozomu, 9. kromozomun q34.1 bandinda ki 3' ABL gen segmentinin, 22.
kromozomun ql1.2 bandinda ki 5' BCR gen segmentine eklenmesiyle meydana gelen

dengeli translokasyon sonucu olugsmaktadir (Chase et al, 2001) (Sekil 2.2.). Ph kromozomu
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KML’nin en belirleyici 6zelligidir ve olgularin % 95’inde gozlenmektedir. Ayn1 zamanda
eriskin akut lenfoblastik l6semilerin (ALL) % 15-30’unda ve ¢ocukluk ¢agi ALL’lerin %
5’inde, yeni tanit almig akut myeloblastik 16semilerin ise % 2’sinde saptanmaktadir

(Cardama and Cortes, 2006) .

Degisime ugravan
9. kromozom

Normal 9. Kromozomal
kromozom kainlmalar
Degigime ugrayan
| Mormal 22. 21. kromozom
kromozrom | {Ph kromozomu)

< g <
bor —— —— é -ber-abl

abl .
w

Sekil 2.2. Normal 9. ve 22. kromozom ve t(9;22) translokasyonu
(http://pubweb.fccc.edu/philadelphiachromosome/history.html)

KML hastalarinin % 5-10 kadarinda varyant Ph kromozomu gozlenmektedir. Varyant
Ph kromozomu 9. ya da 22. kromozom ile baska kromozomlar arasinda meydana gelen
translokasyonlar sonucu olusmaktadir (Huret, 1990). Varyant Ph translokasyonu 9q34 ve
22ql1 ile beraber diger birka¢ genomik bdlgeyr de i¢ine almaktadir. Bu genomik
bolgelerden en sik olanlari: 1p36, 2q11, 3p21, 6p21, 9922, 11q13, 12p13, 17pl3, 17925,
19p13, 21q22, 22q13’tiir. Varyant olgularin tiimiinde BCR-ABL fiizyon geni molekiiler
seviyede tanimlanmistir. Bu translokasyonu iceren olgularin fenotipik ve prognostik
ozellikleri standart Ph translokasyonu olanlardan farkli degildir (Johansson et al, 2002).

Olgularin yaklasik % 9-16’sinda klinik tablo KML ile uyumlu iken sitogenetik olarak
Ph kromozomu goézlenmemektedir. Bu olgularin yaklasik % 30-50’sinde Ph kromozomuna
rastlanilmamasina ragmen molekiiler diizeyde KML i¢in karakteristik olan BCR/ABL
fiizyon geni tespit edilebilmektedir. Bu durum Ph negatif, BCR/ABL pozitif KML olarak
adlandirilmaktadir. BCR-ABL pozitif olgularda Ph kromozomuna sahip olanlar ile
olmayanlar arasinda prognoz ile ilgili bir fark olmadigina inanilmaktadir (Chase et al,

2001).
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2.4.6. Molekiiler Biyolojisi

KML’de, t(9;22)(q34;q11) dengeli resiprokal translokasyonunun molekiiler sonucu,
kimerik BCR-ABL proteinini kodlayan BCR-ABL onkogeninin olusumudur. Bu gen;
apoptotik uyaranlara diren¢ gosterebilen, hiicre proliferasyonunu hizlandirabilen ve hiicre
adezyonunda degisikliklere neden olan yapisal bir kinaz aktivitesi saglamaktadir (Cardama
and Cortes, 2008). Kinazlar yoluyla proteinlerin fosfarilasyonu, sinyal iletim
mekanizmasinda o6nemli rol oynamaktadir. Tirozin kinazlar, intraseliiler sinyal-ileti
yolaklarini diizenlediklerinden, hiicre proliferasyonu ve diferansiasyonu iizerinde 6nemli

role sahiptirler (Chase et all, 2006).

2.4.6.1. ABL Geni

ABL geni Abelson Murine Losemi viriisiiniin (A-MuLV) tasidigi, viral ABL (v-abl)
onkogeninin insandaki homologu olup non-reseptdr tirozin kinaz kodlamaktadir. ABL geni
9. kromozomun uzun kolu tizerinde (9q34.1) bulunmakta olup 11 ekzondan olusmaktadir.
Ik ekzon alternatif olarak iki bdlgeye béliinebilmektedir (Ia ve Ib) ve bu bdlgelerin
transkripsiyonu sonucu sirasiyla 6 kb ve 7 kb boyutlarinda iki farkli mesajc1t RNA (mRNA)
olusmaktadir. Ph translokasyonunda Abl geninin kirilma noktasi genellikle 200 kb
uzunlugunda olan ekzon Ib ile ekzon 2 arasinda meydana gelmektedir. Ikinci kirilma
noktas1 ise ekzon Ia ile ekzon 2 arasindaki 19 kb uzunlugundaki bdélgede meydana
gelmektedir (Michael ve ark., 2000).

Siirekli olarak eksprese edilen Abl proteini 145 kd boyutunda olup 2 izoformu (la ve
Ib) ilk ekzonda olusan alternatif splicing ile meydana gelmektedir. Abl proteini hem
sitoplazmada hem de niikleus igerisinde bulunarak iki kompartman arasinda gecise izin
vermektedir (Kurzrock ve ark., 2003).

Protein igerisinde bir¢ok yapisal domain tanimlanmistir. 3 SRC homoloji domaini
(SH1-SH3) proteinin NH; ucuna dogru konumlanmistir. SH1 domaini, tirozin kinaz
fonksiyonuna sahip iken SH2 ve SH3 domainleri diger proteinlerle olan etkilesimi
saglamaktadir (Sekil 2.3). Molekiiliin merkezinde ki prolince zengin sekanslar diger

proteinlerin SH3 domainleri ile etkilesime girmektedir (Michael ve ark., 2000).
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Sekil 2.3. Normal ABL proteinindeki fonksiyonel bolgeler (Kurzrock ve ark., 2003).
Tirozin kinazlar, tirozin amino asidine fosfat grubu ekleyen enzimlerdir. Katalitik
domainleriyle adenozin trifosfatin (ATP) son fosfatini tirozin amino asidinin ucuna
transferini katalizlemektedirler. Normal ABL’nin fosforilasyonu siki bir sekilde kontrol
edilmektedir. ABL proteinin amino ucunda ‘‘cap’’ denen bir yap1 bulunmaktadir. Bu yap1
ABL proteininin SH3 ve katalitik bolgelerine baglanarak, proteinin kinaz aktivitesini
inhibe etmektedir. BCR-ABL olusumundaki gibi meydana gelen bu bdlgenin kayb1 ytiksek
kinaz enzimatik aktivitesiyle sonuclanmakta ve bu da ABL proteininin onkogenik
potansiyele doniisiimiinde anahtar rol almaktadir (Kurzrock ve ark., 2003).

ABL,; hiicre regiilasyonu, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagmasi, adhezyon ve hiicre
Oliimii gibi ¢esitli hiicresel islevlerden sorumludur. Hiicre biiylimesini hem hizlandirmakta,
hem de inhibe etmektedir. ABL, pasif hiicrelerde Retinoblastoma proteinine (RB)
baglanarak inaktif tutulmaktadir. Hiicre dongiisiiniin S fazinda bu proteinin fosforillenerek
ABL’den ayrilmasiyla ABL aktif hale gelmektedir. Aktivasyon sonrasinda ABL diger
genleri  aktiflestirmektedir.  Bununla  beraber  bazi  ¢aligmalarda ~ ABL’nin
overekspresyonunun hiicre siklusunun G1 fazinda duraklamasina neden oldugunu

gostermistir (Van Etten, 1999).
2.4.6.2. BCR Geni

BCR geni 22. kromozomun uzun kolu (22q11) iizerinde bulunmakta olup 23 ekzondan

olusmaktadir. BCR geninde 4.5 kb ve 7 kb’ lik iki fakli transkript sirasiyla 130 kD ve 160
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kD biiyiikliigiindeki 2 major proteini kodlamaktadir. BCR geninde 3 farkli kirik noktasi
tespit edilmistir. KML hastalarinda 22. kromozomdaki genomik kirilma noktalarinin 5.8
kb’lik bir bolgede kiimelesmis olarak bulundugu gosterildi ve bolgeye ‘breakpoint cluster
region’ (BCR), kirilma noktalarinin kiime bdélgesi adi verildi. Sonraki ¢alismalarda, bu
bolgenin BCR geni olarak bilinen genin orta kismini olusturdugu anlasildi ve bu bdlgenin
ad1 ‘major breakpoint cluster region (M-bcr) olarak degistirildi. M-ber kirilma noktast,
KML olgularinin ¢ok biiyiik bir kisminda gézlenmekte olup bu kirilma noktas1 12. ve 16.
ekzonlar arasinda meydana gelmektedir. Orijinal olarak bu bdlge ekzon bl- bS5 olarak
adlandirilmaktadir. Diger kirilma noktasi Ph (+) ALL hastalarin % 70-80’inde ve nadiren
KML olgularinda gozlenmekte olup ekzon el ve ekzon e2 arasinda uzanan intron
bolgesine sahip mindr breakpoint cluster region (m-bcr) bolgesinde meydana gelmektedir.
BCR geninde ki tiglincii kirilma noktas1 m-ber bolgesinin 3' ucunda yer alan ekzonlar olan
€19 ve e20 arasinda meydana gelmekte ve bu bolge p-ber olarak adlandiriimaktadir

(Pane ve ark., 2002) (Sekil 2.4).

Oligomerizasyvon
Domain p1608¢
Serin/Treonin
Kinaz Domain GEF Domain RacGAP Domain

{ l COOH

.Kromozom SHE hagl“ i

22q11 T
"|"1 7 Fﬂsfuserm M-ber i ber
p210(1-902/927)  p230(1-1176)
mabcr

p190(1-426)

Sekil 2.4.Normal BCR proteini ve proteinin fonksiyonel bolgeleri (Kurzrock ve ark., 2003)

BCR geni stirekli olarak eksprese edilmektedir. Fare ve insan dokularinda mRNA
seviyesinin beyin ve hematopoietik hiicrelerde yiiksek oldugu bulunmustur. BCR geni
birgok farkli fonksiyonel domain igerdiginden kompleks bir molekiildiir. BCR geninin ilk
ekzonu biiylik bir 6nem tasimaktadir, ¢iinkii bilinen tiim Bcr-Abl fiizyon proteinlerini
icermektedir. BCR proteini BCR geninin ilk ekzonu tarafindan kodlanan serin/treonin

kinaz aktivitesine sahiptir. Ayrica birka¢ Src homoloji-2 (SH2 ) baglanma bdlgesi domaini
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ve oligomerizasyon domainleride BCR geninin ilk ekzonunda bulunmaktadir. SH2
domainleri olduk¢a korunmuslardir, fosforillenmis tirozin i¢eren 3-5 amino asitten olusan
SH2 baglanma bdlgesini 100 amino asitlik katalize olmayan bolge baglamaktadir. Bu
etkilesim sinyal iletimi komplekslerinin bilesiminde 6nemlidir. Oligomerizasyon domaini
icerisinde ki mutasyonlar Ber-Abl’nin tirozin kinaz enzimatik aktivitesini azaltmaktadir.
Ayrica Ber ve Ber-Abl arasindaki etkilesimi ortadan kaldirmaktadir. BCR nin merkezi ve
karboksi terminal (COOH-terminal) bdlgeleri ¢esitli seviyelerde G proteinleri ile etkilesim
halindedir. Bu proteinler intraseliiler sinyal iletimi, hiicresel iskeletin diizenlenmesi ve
hiicrenin normal biliylime ve gelisiminde esas rol almaktadirlar. En iyi calisilmis G
proteinlerinden biri p21 onkogenidir. p21**° COOH-terminal bélgesi Ras i¢in GTP’az
aktivitesine sahiptir ve Ras guanozin trifosfat-aktivator protein (Ras-GAP) domaini olarak
gecmektedir. BCR birkag tirozin rezidiisii lizerinden 6zellikle tirozin 177 (Y177) lizerinden
fosforlanabilmektedir. Y177, Ras yolaginin aktivasyonuna karisan 6nemli adaptdr molekiil
olan Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb- 2)’ye baglanmaktadir (Laurent ve ark.,
2001).

2.4.6.3. BCR/ABL Fiizyon Geni ve Fiizyon Proteini

9q34.1 bolgesine lokalize olan ABL geni iizerindeki kirilma noktasi, 300 kb’lik
bolgenin 5' segmentinin herhangi bir yerinde meydana gelebilmektedir. Kirilma igin ilk
alternatif ekzon Ib’den yukari dogru, ekzon Ib-la arasi veya ekzon Ia’dan asagi dogru
olabilmektedir.

Bircok KML hastasinda ve ALL hastalarmin 1/3’liik kisminda BCR genindeki kirilma
noktas1 5,8 kb biyiikliigiindeki bolge icinde M-ber olarak bilinen alanda meydana
gelmektedir. Bu bolge gende ki gercek pozisyonlarina gére ekzon 12°den ekzon16’ya (bl-
b5) kadar uzanan 5 ekzondan meydana gelmektedir. BCR-ABL islemi ber ekzonlarinin abl
ekzon a2’ye katilmasiyla olugmaktadir (Melo, 1996).

M-ber’de kirilmanin hangi ekzonlar arasinda meydana geldigine baglh olarak BCR-
ABL transkriptinin iki formu tanimlanmistir. Kirilma b2 ve b3 ekzonlar1 arasinda meydana
geliyorsa b2a2 mRNA’s1, kirilma b3 ve b5 ekzonlar1 arasinda meydana geliyorsa b3a2
mRNA’s1 elde edilmektedir. Her iki durumda da meydana gelen flizyon mRNA 8,5 kb
uzunlugundadir ve 210 kD agirhginda p210°4"!
kodlamaktadir (Laurent ve ark., 2001, Melo, 1996).

ALL hastalarmin geri kalan 2/3’liik kisminda, nadiren KML ve AML hastalarinda
BCR genindeki kirilma noktas1 54,4 kb’lik alanda m-bcr olarak adlandirilan bolgede

olarak adlandirilan flizyon proteinini

meydana gelmektedir. BCR-ABL geni BCR geninin ilk ekzonunun (el) ABL geninin
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ikinci ekzonu (a2) ile birlesmesinden meydana gelmektedir. Bu genin mRNA’s1 ela2
olarak adlandirilir ve 190 kD agirliginda p190®“**! fiizyon proteinini kodlamaktadir
(Melo ve ark., 1994).

BCR genindeki ii¢lincii kirilma noktasi genin 3' ucunda ekzon 19 ve ekzon 20 arasinda
u-ber olarak adlandirilan alanda meydana gelmektedir. e19a2 birlesimiyle olusan
transkriptin translasyonuyla 230 kD’luk p230°“**" olarak adlandirilan fiizyon proteini
meydana gelmektedir (Melo, 1996).

Kromozom § Eromozom 22
l \ 3 —1h
&1 ! ;
\ 5 -
2] - { |
a2 W i
m-bcr ’ mm 13
B / -
) -
M-bcr e ,L — \ I —E:H
- II -“93
s IIII 15. =]
| a5/
>AQL T T 1
; _'\___)?
|
CRicH
p-bor e g Im1
B O B e prseehan
HH I I
. ]F) p210BCR-AEL
B0 I 0Nl e
i I Il Il Bl e19az=p p2a0scnes

Sekil 2.5. Ber ve ABL genlerindeki kirilma noktalar1 (Faderl ve Ark.,1999)

2.4.6.4. BCR/ABL Sinyal iletim Yollar

Malign transformasyonu BCR/ABL fiizyon proteini 4 temel mekanizma ile
gerceklestirmektedir. Bu mekanizmalar; mitotik boliinmeyi saglayan sinyal ileti yollarinin
stirekli aktif olmasi, hiicrelerin adhezyon 6zelliklerini kaybetmesi, apoptozun engellenmesi
ve proteozomlarin ABL gen aktivitesini engelleyen proteinleri parcalamasidir.

KML oncii hiicreleri, kemik iligi stroma hiicrelerine ve ekstraseliiler matrikse diisiik
adhezyon gostermektedirler. Stromaya adhezyon, hiicre proliferasyonunu negatif yonde
diizenler ve KML hiicreleri degisen adhezyon ozellikleri ile bu diizenden kagis

gostermektedirler (Michael ve ark., 2000).
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BCR/ABL flizyon proteinin, transformasyona yol agan ¢esitli sinyal yollarini aktif hale
getirerek onkogenik aktivitesi ortaya ¢ikmaktadir. Mitoz sinyal ileti yollarinin
aktivasyonunda anahtar rolii Ras, Map kinaz, Jak/Stat, PI-3 kinaz ve Myc yolaklar
saglamaktadir. BCR/ABL fiizyon proteini, RAS/MAPK, PI-3 kinaz CRKL ve c¢c-CBL
sinyal iletim yollarin1 aktive etmekte ve ayrica transformasyon ve proliferasyonda da
onemli rol oynayan JAK-STAT iletim yolunun aktivasyonunda da gorev almaktadir. BCL-
2 ve AKT proteinleri sayesinde, PI-3 ve RAS yollarinin aktive edilmesiyle apoptozun
baskilanmasi saglanmaktadir (Inokuchi, 2006).

BCR-ABL’nin bir¢ok bdlgesi RAS icin 6nemli kontrol elemanlart islevi yapmaktadir.
Bu bolgeler KML’de en belirgin sinyal yolaklarinin merkezinde bulunmaktadir. RAS
aktivasyonu, GRB2, CBL, SHC ve CRKL gibi birgok adaptdr protein araciligiyla
gerceklesmektedir. Adaptor proteinler ayni zamanda p2105*® PI-3 kinaz ve JAK-STAT
kinazlar gibi diger ileti sistemleriyle de baglant1 kurmaktadir. RAS sinyal iletimi yolunda
daha ¢ok MAPKs (mitojen-aktiviteli protein kinaz), tercthen de JUN kinaz (JNK)
yolaklarini igermektedir (Sekil 2.6.) (Faderl ve ark., 1999).
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Sekil 2.6. p2105*"! <nin sinyal yolaklari (Faderl ve ark., 1999).
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2.4.7. Klinik Ozellikleri

Hastalik bagslangic1 genellikle sessizdir. KML hastalarinin biiyiik kismi kronik fazda
basvurduklar1 i¢in baslangi¢ semptom ve bulgularin goriilme sikliklar1 cizelge 2.4.°te
gorildiigi gibidir. Gliniimiizde ilerleyen rutin tetkikler ve fizik muayene sirasinda
splenomegali ile tesadiifen hastalarin % 10 ile % 30’una semptomsuz donemde tani
konabilmektedir (ilhan,0).

Anemi, kilo kaybi, terleme, kadinlarda menstriiasyon bozukluklari, kemik ve eklem
agrilar1 da baglangic belirtileri arasindadir. Tani sirasinda hastalarin yaklasik %10’u
akselere faz ve diger %10’u da blastik krizdedir. Ilk kromozomal anomalinin
saptanmasindan semptomlu doneme kadar gecen siire yaklasik olarak 6 yildir. Tanidan
sonra toplam sag kalim 4-5 yil, baslangigtan itibaren ise ortanca 10 yildir (Pekgelen, 2003).
Cizelge 2.4. KML’de kronik fazinin baslangi¢ semptom ve bulgulari (Ilhan,0).

Semptomlar (%)
Yorgunluk 83
Kilo kaybi1 61
Karinda sislik hissi ve istahsizlik 38
Kolay berelenme veya kanama 35
Ates 11
Bulgular
Splenomegali 95
Sternumda hassasiyet 78
Lenfadenopati 64
Hepatomegali 48
Purpura 27
Retinal Kanama 21

Hastalarin laboratuar bulgularima bakildiginda, 16kosit sayilarinin  genellikle
1.000.000/mm™’iin iizerinde oldugu gdzlenmektedir. Hastalarda anemi erken bir bulgu
degildir fakat trombositoz siklikla gozlenmektedir. Hastaligin klinik seyri, kesin bir sekilde
kronik faz ve blastik faz olmak iizere iki evre gostermektedir. Bazen bu iki evre arasinda

akselere faz yer almaktadir (Pekgelen, 2003).

2.4.7.1. Kronik Faz

KML’nin kronik fazi genellikle artmig 16kosit sayis1 ile birlikte kemik iligi
proliferasyonu ve matiirasyonu ile karakterizedir. Periferik kan bulgularinda; 16kositoz
20x10°/mm’ ile 500 x10*/mm’arasinda degismek iizere, genellikle 130 x10*/mm’ ile 225x
10°/mm’ arasindadir. Myeloblast oram < % 3 seklindedir. Trombositoz genellikle

gbzlenmekte olup bazi olgularda >1000x10°/mm’ seklindedir.
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Kemik iligi bulgularinda myeloid seri elemanlarinin egemenligi gozlenmektedir.
Megakaryositler artmis ve normalden hafifce kiiciik ve kiime yapmis olarak
gorilmektedirler. Eritroid seri elemanlar1 ise normal veya azalmis olarak bulunmaktadir.
Sitogenetik incelemelerde Ph kromozomu taniyr dogrulamaktadir. Fakat hastalarin % 5-
10’unda Ber geninin  yeniden diizenlenmesini igeren varyant translokasyonlar
saptanmaktadir. Kronik faz genellikle 2-4 sene sonra akselere veya blastik faza
gecmektedir. Blastik faza gecis ani veya yavas olabilir. Kronik fazin blastik faza ilerlemesi
ilk yil % 5 ve sonraki yillarda % 20-25 oranindadir. Blastik faza ilerleyen hastalarin
morfolojik olarak 2/3’ii AML ve 1/3’ii ALL’dir (ilhan,0).

2.4.7.2. Akselere Faz

Kronik evrede ki hastalik gidisati degisir. Hastalik eski tedaviye direng gostermeye
baslar, aneminin derinlesmesi, tedaviye direngli lokositoz, trombositopeni veya
trombositoz gozlenmektedir. WHO ’ya gore periferik kanda ve kemik iliginde ki blast orani

%10-19 arasindadir. %20°nin {lizerinde bazofili gozlenebilmektedir (Sessions, 2007).

2.4.7.3. Blastik Faz

Klinik olarak, KML’nin blastik fazi c¢esitli semptomlarla karakterize edilmistir.
Bunlar; gece terlemeleri, kilo kaybi, ates, kemik agrisi, anemi, enfeksiyon veya kanama
riski artisidir. Lokosit sayisi zorlukla kontrol altina alinabilmekte ya da alinamamaktadir.
Anemi ve trombositopeni derinlesmekte, ilerleyici splenomegali gozlenmektedir. Periferal
kan veya kemik iliginde gbzlenen blast oran1 % 30 veya daha fazladir. Periferik kan veya
kemik iliginde bazofilteozinofil % 20°den fazladir. Devamli trombositoz veya
trombositopeni gozlenebilmektedir. KML’de blast hiicreleri genellikle myeloid ve lenfoid
olmak {lizere iki tiptir. Olgularin % 60-80’inde myeloid blast hiicreleri, % 20-30 olguda ise
lenfoid blast hiicreleri gozlenmistir. Hastalarin % 60-80’inde trizomi 8, ikinci Ph,
izokromozom 17 (iso(17q)), gibi ek sitogenetik degisiklikler gozlenmektedir. %10’dan
daha az olguda trizomi 19, trizomi 21, trizomi 17 gibi kromozomal anomaliler
gozlenmektedir. Ayrica olgularin kiigiik bir kisminda p53 geninde degisiklikler
gozlenmistir. Baz1 hastalarda ani bir fibrotik faz goriilebilir ve bu durum ya blast fazina

geciste kisa bir donemi igerebilir ya da hastalar akut lsemiye donlismeksizin kaybedilir

(Silver, 2009).
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Cizelge 2.5. KML ‘nin akselere ve blastik fazlarinin taniminda kullanilan WHO kriterleri
(Vardiman, 2002)

Akselere Faz Tam Kriterleri
Periferik veya kemik iliginde ki blast oraninin %10 ile %19 arasinda olmasi,
Periferik kandaki bazofil oran1 > %20,
Tedaviye direngli trombositopeni <100x10°/L
Tedaviye cevapsiz trombositoz >1000x10°/L
Artan dalak biiytikliigii ve tedaviye cevapsiz 16kosit miktarinda artig
Klonal evrime sitogenetik kanit
Yukaridaki kriterlerden bir veya birden fazlasinin bulunmast hastanin akselere faza
gectigini gostermektedir.
Blastik Faz Tam Kriterleri
Periferik veya kemik iliginde ki blast oraninin > %20
Ekstramediiller blastik proliferasyon

Yukaridaki kriterlerden bir veya birden fazlasinin bulunmast hastanin balstik faza
gectigini gostermektedir.

2.4.8. Tedavi

KML hastalarinda tedavinin amaci, BCR-ABL transkriptini igeren hiicreleri ortadan
kaldirmak ve boylelikle molekiiler remisyon saglamaktir. KML tedavisinde baslangicta ki
ilk amag¢ I0kosit sayisint normal degerler seviyesinde tutabilmekti. Bu tedavi
konvansiyonel kemoterapi olarak adlandirildi ve 1980’lere kadar bu tedavide siklikla
hidroksitire ve busulfan kullanildi. Hidroksitire ve busulfan gibi tek bir ajanla kemoterapi
kronik evre boyunca KML’nin denetimini ve l6kosit sayisinin normal degerler altinda
tutulmasin1  saglayabilmekteydi fakat sag kalim siiresinde anlamli bir uzama
saglayamamaktaydi (Pekgelen, 2003).

Hidroksiiire olgunlasmis myeloid onciil hiicrelerini hedefleyen, riboniikleotid rediiktaz
inhibitdrii olup DNA sentezini engelleyen bir ajandir. Ilag kisa siire iginde 16kosit sayisini
hizlica diislirebilmektedir. Tedaviye 1-2 g ile baslanip ¢ok yiiksek lokosit sayisi olan
vakalarda daha yiiksek dozlar kullanmilabilmektedir. Ilag kesildiginde etkisi hemen
sonlanmaktadir ve ayrica Ph kromozomunu negatiflestirmemektedir.

Busulfan, etkisi yavas olan bir ajandir. Hidroksilireye gore en biliylik dezavantaji

etkisinin ge¢ baslayip ge¢ sona ermesidir. Baslangic dozu giinliik olarak genellikle 4-8
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mg’dir. Ilacin yan etkileri arasinda; %10 veya daha az hastada miyelosiipresyon, akciger,
kalp ve kemik iligi gibi organlarda fibrozu yer almaktadir (Kantarjian, 1993) .
Glinlimiizde giincel olarak kiiratif tedavi se¢enekleri arasinda; interferon-o, imatinib,

allojenik kemik iligi transplantasyonu yer almaktadir (Pekgelen, 2003).

2.4.8.1. interferon-o

Interferonlar  hiicre  boliinmesini  inhibe ettiklerinden  kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu bozduklar1 bilinmektedir. KML tedavisinde ki anti tiimor 6zelligi dikkat
cekicidir. Kronik fazda ki hastalarda kullanildiginda tam bir hematolojik yanitin % 70,
sitogenetik yanitin ise % 40 oraninda oldugu bildirilmistir. Glinliik dozlar1 3-5
megaiinites/m*’dir. Doz limiti asilmadig: takdirde ates, {isiime, istahsizlik gibi grip benzeri
yan etkilerle iligkilidir. Imatinib piyasaya siiriildiikten sonra kullanim1 énemini yitirmistir

(Cardama ve Cortes, 2008).

2.4.8.2. Allojenik Kok Hiicre Transplantasyonu

Allojenik kok hiicre tedavisi, HLA’s1 uygun vericisi olan geng KML hastalarinin
tedavisinde onemli bir segenektir. Ozellikle erken kronik faz ve iyi risk grubunda ki
hastalarda uzun donem hastaliksiz ve toplam sag kalim goriilmektedir. Genellikle elli yasin
tizerinde olan hastalar bu tedaviye alinmamaktadir. Hastalarin sadece 1/3 veya 1/2’lik
kism1 HLA-uygun kardes, yas, yeterli organ fonksiyonu, performans durumu gibi kriterlere
sahip oldugundan biiyiik hasta gruplarinda kok hiicre tedavisinin uygulanabilirligi
engellenmektedir. Tedavi uygulanan hastalarda 5 yillik sag kalim oranlar1 akselere fazda %
40-60, blastik fazda % 10-20 oraninda gbzlenmektedir. Transplantasyona bagli 6liim % 20,
relaps ise % 15 oraninda goézlenmektedir. Allojenik kok hiicre tedavisinden sonra
hastalarin % 10-30 kadarinda 3 yil igerisinde relaps meydana gelmektedir. Relaps
asamasinda ilk olarak BCR-ABL transkriptlerinin sayis1 artar, daha sonra Ph pozitif
metafazlar gozlenir, son asamada ise KML’nin kronik faz hematolojik o6zellikleri
gozlenmektedir. Bu tedaviden sonra hastalar RT-PCR ve sitogenetik olarak gézlem altinda
tutulmalidirlar. Giiniimiizde imatinib tedavisine molekiiler cevap tam ise bu tedaviye
devam edilmektedir. Fakat gen¢ yastaki hastalarda eger % 100 HLA uygun vericisi varsa
allojenik k&k hiicre tedavisi ilk secenegi olusturmaktadir (Cardama ve Cortes, 2008, ilhan,
0.).
2.4.8.3. Imatinib
Imatinib mesylate; Gleevec, Glivec veya STI571 gibi diger isimleriyle de kullanilmaktadir
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(Jabbour ve ark., 2009). Kimyasal yapisi bir 2-fenilaminoprimidin olan imatinib bir tirozin
kinaz inhibitoriidiir. ATP ile Ber-Abl kinazin baglanma bolgesine baglanabilmek igin bir
yaris icerisindedir. Bcr-Abl proteinine baglandigi zaman, proteinin ATP-baglanma
bolgesini bloke etmektedir. ATP’den fosfat transferini engelleyip, asagl yonde sinyal ileti
yollarini bloke ederek biiylime duraklamasina veya apoptoza neden olmaktadir (Goldman,

2009).

Sekil 2.7. Imatinibin etki mekanizmasi. Temel olarak BCR-ABL’nin tirozin kinaz
fonksiyonu ATP’den fosfatin ¢esitli substratlar {izerindeki tirozin rezidiisline transferiyle
gerceklesmektedir ve bu KML’nin karakteristik myeloid hiicrelerinin ek proliferasyonuna
yol agmaktadir. Imatinib ATP’nin BCR-ABL tirozin kinaza baglanmasimi bloke eder
boylece kinaz aktivasyonunu engeller. (Druker, 2008)

BCR-ABL mutasyonu neredeyse tiim KML hastalarinda bulunmaktadir, bu protein
16semik hiicrelere 6zgiidiir ve bu hiicrelerde yliksek diizeylerde eksprese edilmektedir.
Losemiyi indiiklemek i¢in mutlaka BCR-ABL’ nin tirozin kinaz aktivitesi gereklidir. 1996
yilinda Druker ve arkadaslari BCR-ABL igeren ve prolifere olan myeloid hiicrelerin
imatinib ile inhibe edildigini veya tamamen 0ldiiriildiigiinii fakat normal hiicrelere minimal
diizeyde zarar verdigini gostermislerdir. Imatinib, klinik olarak 1998 yilinda kullanima
gecmistir (Goldman, 2009). KML i¢in dikkate deger aktivitesi ve hafif toksisite profiliyle
standart tedavi haline gelmistir (Cardama ve Cortes, 2006).

Haziran 1998’de Druker ve arkadaslar1 tarafindan imatinibin standart dozunu,

etkinligini, glivenilirligini saptamak amaciyla bir faz I caligmasi diizenlendi. Calismaya
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KMUL’nin kronik fazinda olan, IFN-a tedavisine cevap vermeyen, tedaviye direng gosteren
veya ilact tolere edemeyen hastalar alinmistir. Calismanin diger asamalarinda blast
krizinde olan KML hastalar1 ve Ph kromozomu pozitif olan ALL hastalar1 ¢calismaya dahil
edilmistir. Hastalara 25-1000 mg dozlarinda imatinib verilmistir. 300 mg ve iizeri doz alan
54 hastanin 53’linde (%98) tam hematolojik yanit yani normal l6kosit ve trombosit sayisi
elde edilmistir. Faz I caligmalarindan elde edilen datalar faz II klinik denemelerinin
gerceklesmesine yol agmistir. Bu klinik denemeler faz I ¢alismasinda elde edilen sonuglari
konfirme etmektedir. IFN-a tedavisinde basarisiz olan kronik fazda ki KML hastalarinin %
95’inda tam hematolojik yanit, % 35’ten fazlasinda ise tam sitogenetik yanit alinmistir
(Druker, 2008).

Multimerkezli, randomize faz III ¢alismasinin sonucuna goére  (International
Randomized Study of Interferon and STI571) giinliik 400 mg imatinib KML i¢in standart
tedavi olarak kabul edilmistir (Cardama ve Cortes, 2006). Fakat bazi arastiricilar, giinliik
600-800 mg imatinib ile tedaviye baglamanin uzun dénemde daha iyi sonu¢ verecegini
savunmuglardir (Goldman, 2009a).

Imatinibin en &nemli yan etkileri arasinda mide bulantis1, stv1 tutulumu, kilo alima,
kemik agrilar1, dokiintii, karaciger fonksiyonunda bozukluklar yer almaktadir (Goldman,
2009b). KML hastalar1 imatinibe primer veya sekonder direng gostermektedirler. Primer
direng; hastalarin imatinib tedavisinden cevap alinamamasi, sekonder direng ise; elde
edilen cevabin kaybedilmesidir. Tanimlanmis en iyi diren¢ mekanizmasi Abl tirozin kinaz
domaininde meydana gelen mutasyonlarin gelismesidir. Ayrica BCR-ABL onkoproteinin
yiiksek ekspresyonu, BCR-ABL geninin amplifikasyonu, ilacin hiicrelerden hizli olarak
atilmasim1  saglayan P-glikoproteinin yiiksek oranda ekspresyonuda bilinen direng

mekanizmalar1 arasinda bulunmaktadir (Cardama ve Cortes, 2006).

2.5. Akut Myeloid Losemi (AML)

Akut 16semiler geng, olgunlasmamuis (blastik) myeloid ya da lenfoid seri hiicrelerinin
kemik iligi, ¢evre kanm1 ve diger dokularda birikimi ile karakterize olan hastaliklardir. Akut
16semiler, akut myeloid 16semi (AML) ve akut lenfoblastik 16semi olmak tizere (ALL) iki
ana kategoriye ayrilmaktadirlar ( Pekgelen, 2003).

Hematopoetik dokunun malign ve klonal hastaligit olan AML, losemik blast
hiicrelerinin 6zellikle kemik iliginde ki proliferasyonuyla ve normal kan hiicrelerinin

bozulan iiretimleriyle karakterizedir (Lichtman, 2001). AML’de malign hiicrenin, siirekli
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olarak myeloid ve monositik farklilasma gosteren bir blast olmasindan ve hastalarin
yaklasik % 5 ile % 10’unda blastlarin, eritroid veya megakaryositik farklilasmaya sahip
olmalarindan dolay1 hastalik akut nonlenfoblastik 16semi olarak da adlandirilmaktadir
(Cheson ve ark., 1990).

AML ya hematopoetik kok hiicrede ya da asir1 derecede farklilasmis hiicrelerde ki
somatik mutasyondan kaynaklanmaktadir. Hastalarin yaklasitk % 80’inde, somatik
mutasyonlar kromozomal translokasyonlardan kaynaklanmaktadir ve bu translokasyonlar
protoonkogenlerin kritik bolgelerinde ki yeniden diizenlemelerle meydana gelmektedirler.
AML’nin klinik belirti ve semptomlar1 nonspesifiktir ve hastaya goére farklilik
gostermektedir. Baslangi¢c bulgu ve semptomlari arasinda; solgunluk, yorgunluk, zayiflik,
carpint1 ve eforla nefes darligi bulunmaktadir ve bunlar anemi gelisimini belirtmektedirler.
Kolay kanama, dis eti kanamalar1 ve deri yaralanmalarinda uzun siireli kanamalar
trombositopeniyi gostermektedir ve siklikla hastaligin erken belirtileri arasindadir. Tani
sirasinda birgok hastada ates mevcut bir oOzelliktir. Karaciger (hepatomegali), dalak
(splenomegali), deri, lenf nodiilleri, (lenfadenopati) kemik (kemik agrisi) ve merkezi sinir
sistemi olmak tlizere g¢esitli dokularda ki 16semik infiltrasyon, farkli diger semptomlar:

tiretmektedir (Lichtman, 2001).

2.5.1. Smiflandirma

AML’deki myeloblastlar lenfoblastlardan daha biiylik (12-20 mikron capinda) ve
sitoplazmalar1 daha genis olan hiicrelerdir. Sitoplazmada ‘Auer cisimleri’ ad1 verilen
azurofil boyanan kiigiik ¢omaklarin varligt AML i¢in tant koydurucu bir bulgudur. Bu
durum AML vakalarinin % 10-20’sinde bulunmaktadir. AML hiicrelerine 6zgii bazi yiizey
antijenleri tanmimlanmistir ve immiinofenotipleme ile bu antijenlerin belirlenmesi
saglanmaktadir. AML ve ALL’ nin ayiric1 tanis iki hastaligin birbirinden klinik davranis,
prognoz ve tedaviye cevap agisindan belirgin farkliliklar géstermesinden dolay1 énemlidir
(Biiyiikoztiirk, 2007) .

Akut Idsemilerin smiflandiriimasi ilk kez 1976 yilinda Fransiz, Amerikan ve Ingiliz
(FAB) bir grup hematolog tarafindan olusturulmustur. Bu smiflandirmada AML 8§
patolojik alt tipe ayrilmaktadir. Bu ayrim, hakim olan hiicrelerin graniilosit, monosit,
eritrosit ya da megakaryositlere diferansiyasyonu ve maturasyon derecesi temel alinarak
yapilmistir. Fakat, immiinfenotipleme, elektron mikroskobu, sitogenetik, molekiiler
biyolojik tetkik yoOntemlerini ve nadir olarak rastlanilan 16semi tiplerini igermeyen bir

siiflandirmadir (Ali, 2006). Bu siiflandirma ¢izelge 2.6.’daki gibi tanimlanmistir.
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Cizelge 2.6. Akut Myeloid Losemide FAB Simiflamasi (Ali, 2006).

Akut Myeloid Losemi
Alt Tip Tanimlama
MO | Minimal farklilasma gésteren AML

M1 |Olgunlagsma gostermeyen AML

M2 | Olgunlagsma gosteren AML

M3 | Akut promyelositik 16semi (APL)

M4 | Akut myelomonositik 16semi (AMML)
M5 | Akut monositik 16semi (AMoL)

M6 | Akut eritrolosemi
M7 | Akut megakaryoblastik 16semi

FAB MO (minimal fakhlasmms AML): Tim AML vakalarmin % 3’iinii olusturan
MO0’daki 16semik hiicreler morfolojik yonden farklilasmamis myeloblastlardir. ALL ile
karigtirilabilmektedir. MO blastlar1 megakaryoblastlara (M7) ve monoblastlara (MS5)
benzerlik gostermektedir. Immiinofenotiplemede myeloid dizi i¢in 6zgiil olan CD33, CD13
veya myeloperoksidaz pozitifliginin varlig: ile tan1 konmaktadir.

FAB M1 (Olgunlasma gostermeyen AML): AML olgularinin % 15-20’sini
olusturmaktadir. Blastlarda Auer cisimleri seyrektir ya da hi¢ yoktur. ALL’den ayrimi igin
sitokimyasal boyalara gereksinim vardir.

FAB M2 (Olgunlagsma gosteren AML): En sik rastlanillan AML alt tipi olup tiim AML
vakalarmin % 25-30’unu olusturmaktadir. On plandaki hiicreler blast veya erken
promyelositlerdir. Bu alt tipteki hastalarin yaklasik olarak yarisinda t(8;21) kromozom
translokasyonu gozlenmektedir. Bu vakalarda standart kemoterapi ile tam remisyon elde
etme olasilig1 yiiksektir

FAB M3 (Akut promyelositik losemi, APL): Eriskin AML vakalarinin % 5-10’unu
olusturmaktadir. Kemik iliginde veya periferik kanda atipik promyelositlerin varligi ile
karakterizedir. M3 hiicrelerinin immiinofenotipi farkli 6zellikler gosterir ve bunlarda
genellikle CD34-, HLA-DR, CDI14, CD33+’tir. APL losemi vakalarinin % 80’inden
fazlasinda t(15;17) kromozom translokasyonu saptanmaktadir. Cogu olguda yaygin damar
ici pthtilagmasi ve buna bagli olarak agir kanama belirtileri gdzlenmektedir.

FAB M4 (Akut myelomonositik 16semi, AMML): Tiim AML vakalarinin % 20-30’unu
meydana getirmektedir. Bu alt tipte 16semi hiicreleri myeloid ve monositik farklilagsma
gosteren blastik hiicrelerden meydana gelmektedir. M4 alt tipinin, anormal eozinofillerle
birlikte olan (M4Eo) olarak adlandirilan bir varyanti bulunmaktadir. Bu varyantta

myelomonositik blastlarin yan1 sira <%30 oraninda hem morfolojik hem de sitokimyasal
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olarak anormal eozinofiller bulunmaktadir. M4Eo, tiim AML vakalarinin % 5-10’unu, M4
vakalariin ise yaklasik olarak 1/3’iinii olusturmaktadir. Bu varyantta 6zgiil bir karyotipik
anomali olan inversiyon 16 (inv(16)) gozlenmektedir. Bu varyantta diger AMML
olgularma kiyasla daha yiiksek oranda tam remisyon ve uzun siireli sag kalim
saglanabilmektedir.

FAB M5 ( Akut monositik lésemi, AMoL): Tim AML olgularinin % 2-9’unu
olusturmaktadir. Monositik farklilasma gdsteren hiicrelerin hakim oldugu AML alt-tipidir.
M5’in az farklilagmis (M5a) ve 1yi farklilasmig (MS5b) olmak iizere iki varyanti vardir.
AMoL tamis1 i¢in, kemik iligindeki noneritroid hiicrelerin % 80’inden fazlasinin
monoblast, promonosit veya monositlerden olusmasi gerekmektedir.

FAB M6 (Akut eritrolosemi): AML vakalarinin % 3-5’ini olusturmaktadir. M6 tanisi
icin kemik iliginde myeloblast ve promyelositlerin oraninin > %30 olmas1 gerekmektedir.
Eritrolosemiye genellikle 50 yasin iistiindeki vakalarda rastlanilmaktadir.

FAB M7 (Akut megakaryoblastik losemi): AML vakalarimin % 3-12’sini
olusturmaktadir. Konvansiyonel indiiksiyon kemoterapisine yanit iyi olmamakla beraber
hastalarin ancak < % 40’inda tam remisyon saglanmaktadir (Biiyiikoztiirk, 2007, Pekgelen,
2003).

Akut myeloid 16semide sitogenetik ve molekiiler genetik anomalilerinin belirgin bir
hale gelmesi ve bunlarin prognostik 6nem tasimalar1 sayesinde yeni bir siniflandirmaya
ihtiyag duyulmus ve Diinya Saghk Orgiiti (WHO) yeni bir siniflama yapmistir. Bu
siniflamada; morfoloji, immiinfenotipleme, sitogenetik ve molekiiler biyolojik 6zellikler
g0z Ontline alinmistir. AML tanist i¢in kemik iligi veya kandaki blastik hiicre sayis1 %
30°dan % 20’ye diistiriilmiis ve nadir 16semi tipleri de dahil edilmistir (Vardiman, 2002).

Bu siniflandirma ayrintilar ¢izelge 2.7.”de gosterilmektedir.

Cizelge 2.7. Akut 16semi WHO siniflamasi (Vardiman 2009)

1. Tekrarlayan Genetik Anomalilerle Seyreden AML
- 1(8;21)(q22;922), ( AMLI/ETO ) ile AML
- inv(16)(p13.1;922) veya t(16;16)(p13.1;q22), (CBF/MYH11) ile AML
- Akut promiyelositer 16semi t(15;17)(q22;q12), (PML/RAR-alfa) ile AML ve
varyantlari
- 11923 (MLL) anomalisi ile AML

2. Cogul seri displazi ile seyreden AML
- Onceden miyelodisplastik sendromlu (MDS)
- Onceden miyelodisplastik sendrom olmadan
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Cizelge 2.7. (devam) Akut 16semi WHO siniflamasi

3. Tedaviye ikincil AML ve MDS
- Alkilleyici ajanlarla iliskili
- Topoizomeraz Il inhibitdrleri ile iliskili

4. Tanimlanan gruplara girmeyen AML
- Minimal farklilagsma gosteren AML
- Olgunlagma gostermeyen akut miyeloblastik
- Akut miyelofibrozis ile panmiyeloz 16semi
- Grantilositik olgunlagma gosteren akut miyeloblastik 16semi
- RARa rearrajmani géstermeyen akut promiyelositer 16semi
- Akut miyelomonositik 16semi
- Akut monoblastik ve monositer 16semi
- Akut eritroldsemi
- Akut megakaryoblastik 16semi
- Akut bazofilik 16semi
- Miyeloid sarkom

2.5.2. Epidemiyoloji ve Etiyolojisi

AML, yetiskinlerde goriilen en yaygin 16semi tipidir ve tiim l6semi tipleri arasinda en
diisiik yasam siirest AML’ de goriilmektedir. Amerika’ da 1975-2005 yillar arasinda yasa
gore diizeltilmis insidans orani yaklasik olarak 100.000 kiside 3.4°tiir (Deschler ve
Liibbert, 2006). Cocuklarda tiim akut 16semilerin % 15-20’sini olustururken, eriskinlerde
bu oran % 80’e ulasmaktadir. Erkeklerde kadinlara oranla daha sik olarak rastlanmaktadir
Yeni tan1 almig AML hastalarinda medyan yas 65°tir. Nadir olarak 40 yas 6ncesi AML
tanis1 konmaktadir ve insidansi yagla birlikte gittikce artmaktadir.

AML gelisimi ¢izelge 2.8.°de 0Ozetlendigi gibi bircok risk faktorii ile iligkilidir
(Deschler ve Liibbert, 2006). Tek yumurta ikizlerinin birinde l6semi gelisirse; diger
ikizinde 1/5 olasilikla 16semi gelisebilecegi rapor edilmistir (Lichtman, 2001). Cocuklar
arsinda genetik bozukluklar ve konstitiisyonel genetik defektler AML ile iligkili dnemli
risk faktorleridir. Down sendromu olan bir ¢cocukta akut 16semi gelisimi riski 10 ile 20 kat
arasinda artmistir. AML olgularinda belirli klonal kromozomal anomaliler % 50 ile % 80
oraninda, yas ile birlikte artan oranda gzlenmektedir. Siklikla bulunan anomaliler arasinda
5. 7. 9. ve Y kromozomlarindaki delesyon, t(8;21)(q22;922), t(15;17)(q22;ql1)
translokasyonlari, trizomi 8 ve 21, kromozom 16, 9 ve 11’1 igeren anomaliler yer
almaktadir (Deschler ve Liibbert, 2006).

Fiziksel ve gevresel faktdrler de AML patogenezinde yer almaktadir. Ornegin iyonize
radyasyona maruz kalma AML ile iliskili olarak bulunmustur. Japonya’ da atom bombasi

patlamasina maruz kalanlar arasinda maruziyetten 5 ile 7 y1l sonra artmis AML insidansi
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gozlenmistir. Alkilleyici ajanlar ve topoizomeraz II inhibitorleri gibi kemoterapatik

ajanlarin AML insidansini arttirdiklari rapor edilmistir (Jabbour ve ark., 2006).

Cizelge 2.8. AML gelisimi ile iliskili risk faktorleri (Deschler ve Liibbert, 2006).

Down sendromu
Klinifelter sendromu

Genetik Patau sendromu

Bozukluklar Ataksi telenjektazi
Kostman sendromu
Norofibromatozis

Fanconi anemisi
Li-Fraumeni sendromu

Fiziksel ve kimyasal faktorler | Benzen

Pipobroman benzeri ilaglar
Sigara kullanimi
Herbisitler

Radyasyon mazuriyeti Nonterapatik ve terapatik
radyasyon

Kemoterapi Alkilleyici ajanlar
Topoizomeraz II inhibitorleri
Antrasiklinler

2.5.3. AML’de Prognostik Onemi Olan Kromozom Kusurlar

Kromozomlarin anormal sayilarindan veya yapilarindan ya da her iki durumdan da
kaynaklanan anomaliler AML olgularinin yaklasik % 75’ini olusturmaktadir (Lichtman,
2001). En sik rastlanilan kromozom anomalileri arasinda; trizomi 8, monozomi 7,
monozomi 21, trizomi 21, kromozom 5 veya kromozom 7’nin bir kisminin veya tamaminin
delesyonu, X veya Y kromozomunun kaybi1 yer almaktadir. Prognostik onemi olan
kromozom anomalileri arasinda translokasyon 8;21, 15;17 ve inversiyon 16’nin yeri
oldukca dnemlidir ve bu resiprokal yeniden diizenlemeler AML olgularinin yaklasik olarak

% 20’sinde gézlenmektedir. (Bacher ve ark., 2010)

2.5.3.1. t(8;21)(q22;q22) / AML1-ETO Geni

Bu translokasyonda kirilma noktalari, 8q22 kromozomundaki ETO (eight-twenty-one)
(sekiz-yirmi bir) veya MTG8 (myeloid translocation gene) (myeloid translokasyon geni)
olarak adlandirilan gen ile 21922 kromozomundaki AMLI1 (akut myeloid faktdr 1) geni

arasinda meydana gelmektedir. Translokasyon sonucu meydana gelen fiizyon protein
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genellikle AMLI-ETO olarak adlandirilmaktadir. Bu translokasyon AML M2 olgularinin
yaklasik olarak % 40’inda, tim AML olgularinin ise, popiilasyondakilerin genetik
gecmislerine ve cografik yerlesimlerine baglhi olarak % 8 ile % 20’si arasinda
gozlenmektedir (Peterson ve ark., 2007).

AMLI geni AML1 DNA-baglayan alt iinitesi ve CBFp (core binding factor ) alt
tinitesinden olusmaktadir. CBF grubunda ki genler bir¢ok dokunun farklilagmasinda rol
oynayan c¢esitli hedef genlerle heterodimer olusturarak islev gormektedir. DNA’ya
baglanarak islev goren alfa ve DNA’ya baglanmadan transkripsiyonel aktiviteyi arttiran
beta alt iiniteleri bulunmaktadir. AMLI1-CBF transkripsiyonel faktorii bir takim
hematopoeze 6zgii genleri regiile etmektedir ve hematopoetik sistemin normal gelisimi i¢in
gereklidir. Sekil 2.8. ’de bu transkripsiyon faktoriiniin normal isleyisi ve 8§;21
translokasyonu sonucu isleyisi gosterilmektedir. t(8;21) eriskinlerde oldukga iyi prognozlu
bir AML alt grubudur ve konvansiyonel kemoterapiye, sitozin arabinozide iyi yanit

vermektedir (Lowenberg ve ark. 1999).

A
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Sekil 2.8. AMLI1- CBFp transkripsiyon faktorii. A- Normal hiicrelerde, AML1- CBFf
transkripsiyon faktorii kompleksi AML1’in transkripsiyon diizenleyici bolgesinde
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Sekil 2.8. (devam) AMLI1- CBF[ transkripsiyon faktéri. TGTGGT DNA sekansina
baglanmaktadir ve transkripsiyonu aktive etmektedir. B- t(8;21) translokasyonuyla olusan
fiizyon proteini bu aktivasyonu saglamamaktadir. Transkripsiyonun baskilanmasinin
ETO’nun niikleer korepressér kompleksiyle direkt etkilesimi araciligiyla ilgili oldugu
goriinmektedir. Benzer bir sekilde bu durum inv (16)’da da goriilmektedir (Lowenberg ve

ark. 1999).
2.5.3.2. t(15;17)(q22;q921) / PML/RAR Geni

AMVL’nin alt tiri olan, (AML M3) akut premyeloid l6semi (APL) bol miktarda
malignant premyelositik blastlarin kemik iliginde bulunmasiyla karakterize edilmistir.
Kendine 06zgli translokasyon tipi vardir ve yiiksek oOlclide tedavi edilebilirligi
bulunmaktadir (Goldschmidt Ve ark., 2010).

APL 15. ve 17. kromozomlar arasindaki translokasyonla karakterize edilmistir ve
Rowley tarafindan 1977 yilinda tanimlanmistir. Bu translokasyon 1522 bolgesine lokalize
olan promyelositik geni (PML) ile 17q21 bolgesine lokalize olan retinoik asit reseptor alfa
geni (RARa) arasindaki molekiiler yeniden diizenlemeyle olugmustur ve myeloid
olgunlagsmada promyelositik satha siiresince farklilasmay1 bloklandigindan hastalik
patogenezinde kritik 6nem tasimaktadir. Bu durum 15;17 translokasyonu sonucu, retinoik
asit tarafindan saglanan transaktivasyonun dominant negatif olarak inhibe edilmesiyle
gerceklesmektedir (Chauffaille ve ark., 2001). RARa’daki kirilma noktast her zaman 2.
intronda meydana gelirken, PML geninde; intron 6, ekzon 6 ve intron 3’te olmak {iizere li¢
olas1 kirilma noktas1 bulunmaktadir ve bunun sonucu olarak sirasiyla olast iic PML/RARa
1izoformu berl, ber2, ber3 olugsmaktadir (Goldschmidt Ve ark., 2010).

APL tanisi; klinik, morfolojik, sitogenetik ve molekiiler ¢caligmalara dayanmaktadir.
Onceleri antrasiklin ve sitarabin AML tedavisi i¢in bir segenekti ama 1980’lerin sonunda
ATRA’nin (all-trans retinoic acid) kullanilmasiyla remisyon oraninda biiylik gelisme

yakalanmistir (Nasr, 2010).

2.5.3.3. Inv (16)(p13q22) / CBFB MYH11 Geni

AML olgularinin yaklasik olarak % 8’inde inversiyon 16 (inv(16)) goriilmektedir.
Hiicrelerin morfolojisine gore akut myelomonositik 16semi (FAB M4) olarakta
siiflandirilmaktadir (Martens ve Stunnenberg, 2010). Molekiiler seviyede inv
(16)(p13g22); 16922 bolgesine lokalize olan CBF3 geninin; 16p13 bolgesine lokalize olan
diiz kas miyozin agir zincir 11 (muscle myosin heavy chain: MYHI11) geniyle yapmis

oldugu flizyon sonucu olugsmaktadir ve bu fiizyonla CBFB/MYHI11 kimerik geni meydana
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gelmistir. CBFB ve MYHI11 genleri icinde degisken genomik kirilma noktalar
bulunmaktadir ve bunun sonucunda 8 farkli CBF/MYHI11 fiizyon transkripti (tip A’dan
H’ye) kodlanmaktadir. En sik rastlanilan fiizyon transkripti tip A’dir ve yaklasik olarak
olgularin %85 inde goriilmektedir (Marcucci ve ark. 2001).

Cizelge 2.9. AML ile iligkili onkoflizyon proteinleri (Martens ve Stunnenberg, 2010).

AML’de
Translokasyon Prognoz FAB Onkofiizyon-protein | meydana gelis
siklig1
t(8;21) Iyi prognoz M2 AMLI1-ETO % 10
t(15;17) Iyi prognoz M3 PML-RARa %10
inv(16) Iyi prognoz M4 CBFB-MYHI1 %35
der(11q23) Degisken M4/M5 MLL-fiizyon %4
t(9;22) Advers M1/M2 BCR-ABLI1 %2
t(6;9) Advers M2/M4 DEK-CAN <%1
t(1;22) Orta M7 OTT-MAL <%l
t(8;16) Advers M4/M5 MOZ-CBP <%l
t(7;11) Orta M2/M4 NUP98-HOXA9 <%l
t(12;22) Degisken M4/M7 MNI1-TEL <%l
inv(3) Advers | MI1/M2/M4/M6/M7 RPN1-EVI1 <%l
t(16;21) Advers | M1/M2/M4/M6/M7 FUS-ERG <%1
2.5.4. Tedavi

AML tedavisi, remisyona sokma (remisyon induksiyon) ve remisyon sonrasi tedavi

olmak {izere 2 kisma ayrilabilmektedir. 1960’larda Freireich tam remisyonun
saglanmasinin yasam siiresinin gelisimindeki onemini gdstermistir. Tam remisyon kemik
iligi ve kandaki hiicre sayisinin normale donmesi ve kemik iligindeki blast oraninin %5’ten
diisiik olmasi olarak tanimlanmistir (Jabbour ve ark., 2006).

AML’ de tam remisyon elde etmek icin akut premyelositik 16semi (FAB M3)
disindaki diger tim FAB alt tiplerinde cytarabin (cytosine-arabinoside) ve antrasiklinden
olusan ikili kemoterapi uygulanmaktadir. Cytarabine, hiicre siklusu S-fazi igin spesifik
olan bir antimetabolittir ve DNA sentezini engellemektedir. Antrasiklinler ise DNA’nin
kirlmasina yol agan ajanlardir. Cytarabine 100-200 mg/m*/giin dozunda 7 giin boyunca
verilmektedir. Antrasiklin genellikle 3 giin silireyle uygulanir ve 3. giin cytarabine ile
birlikte verilir ve bu tedavi ‘3+7° tedavisi olarak adlandirilmaktadir (Ravandi ve
ark.,2007).

APL remisyon indiiksiyon tedavisinde bir A vitamini tiirevi olan ‘all trans retinoic
acid’ ATRA kullanilmaktadir. Bu tedaviyle t(15;17) pozitif (FAB M3) vakalarinda l6semi
hiicrelerinin ~ differansiye olmasi ve sitotoksik tedavi

saglanir sonucu gelisen

33



komplikasyonlar (6rnegin yaygin damar i¢i pihtilagsma) genellikle 6nlenmektedir (Wahab
ve Levine, 2010). AML vakalarimin yaklasik olarak 3/4’ii 60 yasin {lizerindedir ve bu yas
grubunda olumsuz prognostik faktorlere sik rastlanilmaktadir. Yash vakalarda genellikle
daha 1limli kemoterapi uygulanmaktadir (Eleni ve ark., 2010).

Remisyon sonrasi, hastaligin niiks etmesini Onlemek amaciyla, kalan losemi
hiicrelerini eradike etmek igin AML hastalarinin tedavisine devam edilmektedir. Geng
hastalarda remisyon sonrasi, yogun kemoterapi, allojenik ya da otolog kok hiicre
transplantasyonlar1 (AKHT, OKHT) uygulanabilmektedir. Birinci tam remisyon sirasinda
HLA-uygun kardesinden AHKT almis vakalarda niiks orani genellikle %20°den az olarak
goriilmektedir. OKHT’ de AHKT’ den farkli olarak hastanin remisyon sirasinda toplanmis
kendi kok hiicreleri kullanilmaktadir (Stone ve ark., 2004).

2.6. Losemik Doniisiimiin Gosterildigi Metodlar

2.6.1. Real-Time PCR Yontemi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 1980’lerin ortalarinda Kary Mullis tarafindan
kesfedilen ve molekiiler biyolojide biiyiik bir devrim yaratan yontemdir. Mullis bu bulusu
ile 1993 yilinda Nobel 6diilii ile 6diillendirilmistir. PCR, dizisi bilinen iki bolge arasinda
yer alan DNA parcasinin in vitro kosullar altinda enzimatik olarak ¢ogaltilmasi islemidir.
Bu islemle DNA’nin herhangi bir bélgesinin; primerler, DNA polimeraz enzimi ve ortama
eklenen deoksiriboniikleotidler (ANTP) ile uygun kosullar altinda inkiibe edilmesiyle kisa
siire icerisinde milyonlarca kopyasi yapilabilmektedir. Tipik bir PCR reaksiyonu 3
basamaktan olusmaktadir. (Sekil 2.9.) Birinci asama olan denatiirasyon (90-95 °C)
araliginda gerceklesmektedir ve bu agsamada ¢ift zincirli DNA pargasi denatiire olmaktadir.
Baglanma asamasinda sicaklik diigmesiyle primerlerin kalip DNA’ya baglanmasina izin
verilir. Son agsama olan uzama agsamasinda primerler iizerinden uzama gerceklesmektedir.
Bu 3 asama PCR reaksiyonunda ki 1 siklusu olusturmaktadir (Giinel, 2007, Kubista ve
ark., 2006).
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Sekil 2.9. Tipik bir PCR reaksiyonu (Kubista ve ark., 2006)

PCR tiplerinden biri olan Real-Time PCR metodunda geleneksel PCR yontemi ile gen
analizi birlestirilmistir. Bu metod, PCR ¢ogaltimin1 goriinlir hale getiren ve monitorize
edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru
orantili olarak arttig1 bir ¢ogalma yontemidir. RT-PCR’nin temel amac1, 6rnekte ¢ok diisiik
miktarda bulunabilen spesifik niikleik asit sekanslarinin 6l¢limlerinin ve ayirt edilmelerinin
yapilabilmesidir. Bir¢ok isimlendirme yapilan bu teknolojiye, ‘kinetik PCR’, ‘homojen
PCR’, ‘kantitatif Real-Time PCR’ gibi ¢esitli adlar altinda rastlamak miimkiindiir (Bustin,
2000).

Biyolojik oOrneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere
dontistiirme ve mRNA’nin diizeyinin sayisal olarak belirleyebilme RT-PCR teknolojisinin
en ¢ok kullanilan alanlarini olusturmaktadir. Bunlarin yani sira, gen ekpresyonunun
kantitasyonu, array verifikasyonu, viral kantitasyon, tek nokta mutasyonlarini belirleme,
patojen belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti, kromozom bozukluklarinin
tespiti gibi ¢alismalarda da ¢esitli kullanim alanlar1 bulunmaktadir (Sayitoglu).

RT-PCR teknolojisinin birgok avantaji bulunmaktadir. Ornegin konvansiyonel PCR

<

‘plato fazinda ° yani son noktada degerlendirilmesine ragmen, RT-PCR esnasinda
‘eksponansiyel biliylime fazinda’ data gozlemlemesi yapilabilmektedir, konvansiyonel
Olctimlerden 1000 kat daha az RNA o6rnegi ile calisilabilinmektedir, PCR islemi sonrasi
elektroforeze gerek duyulmamaktadir. Gen ekspresyonu degerlendirilmesinde en hassas,
etkili, hizli uyarlanabilir metoddur. iki kat artmis degisimi bile belirleyebilme hassasiyetine
sahiptir. Tiim bu avantajlara ragmen bu metodunda teknik donanim, alt yapi, tecriibe

gerektirmesi, yiiksek ekipman ihtiyaci, standardizasyon gibi bazi limitasyonlari

bulunmaktadir (Wong ve ark., 2005).
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Glinlimiizde bir¢ok arastirma ve tami laboratuarlarinda kullanilan real-time PCR
cihazlar1 mevcuttur. Bu cihazlar birbirlerinden reaksiyon kapasiteleri, kanal sayilar1 ve
hizlar1 gibi ¢esitli ozellikleriyle ayrilmaktadirlar. Yaygin olarak kullanilan sistemler
arasinda, ‘Light Cycler’, ‘ABI7700, ABI7900 ve ABI7000’(Applied Biosystems), Bio-Rad
Instruments’in ‘i-cycler’ yontemi yer almkatadir (Ginzinger, 2002). RT-PCR metodunda

kullanilan prob ve floresan teknikleri 2 kategoriye ayrilmaktadir (Stahlber ve ark., 2005).
2.6.1.1. Ozgiil Olmayan Floresan Isaretli Problar

-Syber Gren I: En fazla kullanilan boya ¢esidi olan SYBR Green I, spesifik olmayan ¢ift
zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda kullanilmaktadir. Bu yontemde kullanilan floresan boya
sadece cift zincirli DNA’ya baglandigindan ¢ogalan DNA miktarinda ki artisa paralel
olarak cihazda okunan floresan miktarida es zamanli olarak artmaktadir. Cogaltimin
basinda reaksiyon karistmi igerisinde DNA, primerler ve SYBR Gren 1 boyasi
bulunmaktadir. Serbest DNA molekiilii baslangicta ¢ok az bir 1s1ma yapmaktadir. Primerler
baglanip uzama basladiginda boya molekiilii ¢ift zincirli DNA’nin arasina girer ve floresan
yayilimi baglar. Baslangigta zayif olan sinyal, iirlin miktariyla paralel olarak artan floresan

miktar artisiyla giiglenmektedir (Sekil 2.10.).
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Sekil 2.10. SYBR Gren I boyasi (Velden ve ark., 2003)

Maliyeti ucuz olan bu ydntemin bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bu yontemde
istenmeyen PCR firiinlerinin ¢ogalmasiyla da floresan agiga ¢ikacagindan bu i1sima her
zaman istedigimiz DNA’nin ¢ogaldigim1 gostermez ve bdylelikle yanhs pozitif sonug
almabilir. Ortamda hedef DNA dizisi bulunmadiginda primerlerin birbirleri ile
baglanmalar1 sonucu ‘primer dimerleri’ olarak adlandirilan ¢ift zincirli DNA bolgelerinin
olusumu ile floresan 1g1ma gozlenebilmektedir (Velden ve ark., 2003).

2.6.1.2. Ozgiil Floresan Isaretli Problar

Cogaltmak istedigimiz DNA pargasi spesifik bir bolge ise bu bolgenin saptanmasinda

0zgiil floresan isaretli problar kullanilmaktadir.
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-TagMan Prob Yontemi: Cogaltilmak istenen DNA’ya komplementer olan ve floresan
isaretlenmis tek zincirli bir prob igermektedir. Floresan isaretli bu probun 5’ ucunda
‘reporter’, 3’ ucunda ise ‘quencher’ boyalar1 bulunmaktadir. 3" ugtaki baskilayict boya, 5
uctaki boyanin sinyal olusumunu engellemektedir. Cogalma sirasinda Taq DNA polimeraz
enziminin 5'—3’ niikleaz aktivetisiyle reporter boya probdan ayrilir ve sinyal olusturur.

Her bir dongiide iirlin miktar1 arttik¢a floresan miktarinda da iiriine bagli olarak artis

gozlenmektedir (Sekil 2.11.).
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Sekil 2.11.TagMan probu

-Molekiiler Boncuk Yontemi: Sag¢ tokasi seklinde olan yapiin yuvarlak u¢ kismu
cogaltilacak DNA ile komplementer tek zincirli DNA dizisini icermektedir. Bu yapinin ug
kisimlarinda 2 adet florokrom boya bulunmaktadir. Baskilayict olan boya diger boyanin
floresanin1 engellemektedir. Cogaltilmak istenilen DNA bdlgesi PCR reaksiyonu ile
cogalmaya basladiginda hedef DNA dizisine goére dizayn edilen probun bu bdlgeyle
karsilagsmast sirasinda konformasyonu degisir ve diiz ¢ift zincirli hale ge¢cmektedir.
Molekiiler boncugun yapisinin degismesiyle boyalar birbirlerinde uzaklasir ve floresan

miktar1 artar (Sekil 2.12.).
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Sekil 2.12. Molekiiler boncuk yontemi

Hikbrid
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-Hibridizasyon prob yontemi: Bu yontem ‘LightCycler PCR’ cihazinda kullanilmak
tizere gelistirilen bir yontemdir. Hibridizasyon prob sistemi floresan boya ile isaretli iki
oligoniikleotidden olusmaktadir. Farkli olarak dizayn edilmis olan problarin 3’ ucunda

!

floresan isaretli boya (dondr) , 5" ucunda alici boya (acceptor) bulunmaktadir. PCR
reaksiyonu sirasinda hedef niikleit asit dizisine baglanan bu iki prob birbirine yaklastiginda
bir enerji yayilimi gergeklesir (FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer). Enerji
transferi ‘dondr’ boyadan ‘acceptor’ boyaya dogru transfer olmaktadir. Enerji transferi
sonucunda olusan floresan miktar1 PCR siiresince olusan {irlin miktar1 ile dogru olarak

artmaktadir (Sekil 2.13) (Velden ve ark., 2003, Cacherill ve ark., 2001).
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Sekil 2.13. Hibridizasyon probu

2.6.2. Yiiksek Ciktih BAC Tabanh Molekiiler FISH Analizleri

Yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri, FISH ve mikroarray
tekniklerini temel alan bir yontemdir.

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH), kromozom {izerinde ki spesifik DNA
sekanslarmin varligmi ya da yoklugunu belirleme ve lokalize etmede kullanilan bir
tekniktir. Southern blot tekniginin bir analogudur. FISH, niikleik asit problar1 araciligiyla
preperat {izerinde bulunan hiicresel ya da kromozomal DNA veya RNA’nin incelenmesi
temeline dayanan bir tekniktir. Floresan isaretlerle etiketlenen, tamamlayict DNA’ya, bu
DNA dizilerinin yerlesimini gorebilmek i¢in hibridizasyona ugrayan veya baglanan tek
zincirli DNA kisa dizilerini (prob) gerektiren bir yontemdir (Raap, 1997). FISH
yonteminde, hedef DNA/RNA molekiiline komplementer, isaretli niikleik asit dizisine
‘prob’ denilmektedir. Glinlimiizde, pratik olmalar1 ve ticari olarak bulunabilmelerinden
otlirii direkt ve florokromlarla isaretli problar kullanilmaktadir. Molekiiler tekniklerin
sitolojik preperatlara uygulanabilecegi gercegi ilk kez 1969 yilinda Gall ve Pardue

tarafindan ortaya atilmistir. ilk dénemlerde radyoaktif maddelerin kullanilmas1 bu teknigin
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yavas ilerlemesine yol agmistir fakat prob isaretlenmesinde radyoaktif olmayan maddelerin
kullanilablecegi  ve  sinyal  gliglendirilmesinde = immiinokimyasal  ajanlardan
yararlanilabilecegi saptandiktan sonra bu teknikte hizli bir ilerleme gézlenmistir. (Levsky
ve Singer, 2003)

Tiimor hiicrelerinde metefaz kromozomu eldesi oldukca giictiir. Elde edilen bu
metefaz kromozomlarinin morfolojileri, klasik sitogenetik yontemlerle 6zellikle yapisal
anomalileri ortaya koymakta yetersiz kalabilmektedir. FISH yontemi interfaz niikleusunda
da analizi olanakli kilmasi1 sayesinde kanser genetiginde kullanilan en dnemli tekniklerden
birini olusturmustur. Bu yontemle 1-3 Mb boyutlar1 arasindaki aberasyonlar
saptanabilmektedir (Durak).

DNA Mikroarray’i, molekiiler biyolojide kullanilan multipleks bir teknolojidir.
“Features” olarak adlandirilan, her biri prob olarak bilinen pikomol (102 mol)
seviyesindeki spesifik DNA sekanslarindan olusan binlerce mikroskopik DNA
oligoniikleotid noktacigmin dizilenmis serilerinden olugmaktadir. Bu problar yiiksek
kararlilik altinda ¢cDNA veya cRNA 0Ornegini (hedef olarak bilinen) hibridize etmede
kullanilan kisa bir gen parcast veya diger DNA elementi olabilmektedir. Bir array on
binlerce prob icerdiginden, mikroarray uygulamasi birgok genetik testte paralel olarak
basar1 saglamaktadir. Bu nedenle array’ler bir¢cok kesfin hizlandirilmasini saglamislardir.

Mikroarray teknolojisi fragmente DNA’nin bir substrata tutturulup, bilinen bir gen
veya fragment ile problanmasi mantigiyla isleyen Southern Blot yonteminden
gelistirilmistir.  Mikroarray yontemindeki temel prensip, iki DNA ipligi arasindaki
hibridizasyondur yani; birbirleriyle spesifik olarak, baz ciftleri arasinda hidrojen baglari
olusturarak eslesen komplementer niikleik asit sekanslarinin yapisidir. Niikleotid
sekansindaki yiiksek sayidaki komplementer baz ciftleri, iki iplik arasinda siki bir non-
kovalent bagin bulunmas1 anlamina gelmektedir. Nonspesifik olarak baglanan sekanslarin
yikanmasindan sonra, sadece hibridizasyonda kuvvetlice eslesen iplikler kalmaktadir.
Boylece bir prob sekansina baglanan floresan isaretli hedef sekanslar, eslesen bazlarin
sayistyla belirlenen hibridizasyon giiciine, hibridizasyon sartlarina (sicaklik gibi) ve
hibridizasyon sonrasi yikamaya bagli olarak sinyal olusturmaktadir. Bir noktaciktan
(feature) gelen toplam sinyal giicii, bu noktacik lizerinde bulunan problara baglanan hedef
Ornegin miktarina baghdir. Standart mikroarray’lerde problar, kat1 bir yiizeye kovalent bag
yardimiyla ylizey mithendisligi yolu ile baglanmaktadir. Kat1 yiizeyler; cam veya silikon

¢ipten olusabilmektedir.
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DNA mikroarray’leri ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin l¢tilmesi, SNP’lerin
belirlenmesi, mutant genomlar1 sekanslamada veya genotiplemede kullanilmaktadirlar.
Kullanim alanlarinin 6nemi, yeni mikroarray platformlarinin gelisimine yol agmistir. Array
tabanl karsilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH) teknolojisi de bunlardan biridir.
Klasik CGH ile ilgili baz1 limitasyonlarin iistesinden gelmek i¢in arastirmacilar, CGH
prensibini mikroarraylerin kullanimu ile birlestirmiglerdir. aCGH’nin temelleri ilk kez 1997
yilinda Solinas-Toldo ve arkadaslar1 tarafindan atildi. Ilk olarak hastaliklarla iliskili
spesifik kromozomal bolgelerdeki segmental degisimlerin belirlenmesi amaciyla kullanildi.
Konvansiyonel CGH metodunun {izerine kurulmus gibi goriinsede duyarlilik alam
acisindan c¢ok daha ileride olan bir yontemdir. Bu alandaki gelismeleri, 1999 yilinda
Pollack ve arkadaslar1 tarafindan array platformu iizerine cDNA dizisini (hedef)
immobilize edilmesi ve DNA kopya sayisindaki degisimleri genom diizeyinde ortaya
¢ikarilmasi izlemistir (Lockwood ve ark., 2006).

aCGH metodunda ilk basamagini, iki genomik DNA Orneginin (test edilecek ve
referans olacak ornek) farkli renkte florokromlarla: Siyanin 3 (Cy3) ve Siyanin 5 (Cy5)
isaretlenmesi olusturmaktadir. Art arda tekrarlanan bolgelerden kaynaklanabilecek hatali
eslesmeler Cot-1 DNA ile bloke edilmektedir. Bu asamayz, ¢esitli tiirevlerde olan problarin
cam matriks tlizerine immobilizasyonu takip etmektedir. Uygun sicaklik ve siirede
gerceklesen hibridizasyon asamasindan sonra bilgisayar ortaminda ¢esitli analiz
programlari ile floresan sinyaller tanimlanarak sonuglar yorumlanmaktadir. (Sekil 2.14)
(Redon ve ark., 2009). aCGH metodunda metafaz kromozomlar1 kullanmak yerine, prob
olarak bilinen kiigiik DNA segmentlerinin diizenli bir sekilde yerlestirilmesiyle tasarlanan
slaytlar kullanilmaktadir (Lucito ve ark., 2003).

aCGH metodunda kullanilan platformlar oligoniikleotidler (yaklasik 60 baz ¢ifti) ve
biiylik genomik DNA klonlar1 olmak tizere iki esas kategoriye ayrilmaktadir (Strefford ve
Parker, 2009). Bakteri yapay kromozomu (Bacterial Artificial Chromosomes; BAC) biiyiik
genomik DNA klonlar1 arasinda yer almaktadir. Prob olarak kullanilan bakteri yapay
kromozomlarmin uzunlugu 150-200 kb arasinda degismektedir (Ylstra ve ark. 2006).
Farkli aCGH platformalarimin genomik ¢oziiniirliigli, DNA problarinin aralik ve
uzunluklar ile belirlenmektedir. BAC platformlar yaklasik olarak 1 Mb’lik rezoliisyona
sahiptirler. Yani genomda ki 1.000.000 baz ciftini 6rtmektedirler. Tiim genomun yaklasik
olarak 3 milyar bazdan olustugunu disiiniirsek genomun 1/3000° ini BAC aCGH
metodunda gorebiliriz (Strefford ve Parker, 2009).
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Sekil 2.14. aCGH tekniginin basamaklari

Bu metodun temel avantajlar1 arasinda tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi, hibridizasyon
asamasinin kolay bir sekilde gerceklesmesi ve yiiksek isaretleme basarisi yer almaktadir
(Cowell, 2004).

FISH ve BAC aCGH metodlarin1 baz alan, yiiksek ¢iktilt BAC tabanli molekiiler FISH
analizleri tekniginde, hedef genlerdeki genomik degisikliklerin bulunmasi ve haritalanmasi
BAC problar1 sayesinde, FISH metodu esas alinarak saglanmaktadir ve bu teknik
hematolojik malignitelerin tanisina yeni bir yaklagim saglamaktadir. Bu metod
konvansiyonel yontemlere gore oldukg¢a hizli ve kolay analiz olanag: sagladigindan 16semi
olgularinin tanis1 ve takibinde 6nem tagiyan genomik degisikliklerin izlenmesinde olduk¢a
onemli bir yer tutmaktadir. Konvansiyonel tekniklerden farkli olarak bu yontemle, birden
¢ok delesyon-duplikasyon bolgeleri ayni anda taranabilmekte ve hematolojik bir yaklagim
saglamaktadir. Bu nedenle bu metod yiizlerce FISH analizine es deger bir metoddur

(Horsley ve ark., 2006, Suela ve ark., 2007).

41



Yiiksek Ciktili FISH Analiz platformlar1 hematolojik malignitelerle iliskili somatik
kromozomlarin 31 bolgesini (1p34, 1p13, 1q12, 1921, 1922, 1q43-44, 2p24, 3p24.2, 4q12,
5q13, 5931, 6q23.3, 7922, 7932, 7934, 8q24, 9p21, 9q34, 11q13, 11922.3, 11g23.3, 12q15,
13q12.2, 13ql4.3, 13ql4, 17pl13.1, 17q21.1, 20ql2-q13.12, 20ql2, 21q22,
22ql11.2.) icermektedir. Bu yoOntemin temel dezavantaji ise dengeli diizenlenmeleri

saptayamamasidir.
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3. GEREC-YONTEM

3.1. Yontem

Calismada, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik laboratuarma
rutin tan1 amagh genetik inceleme igin Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Hematoloji Servis ve Polikliniginden ve Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Onkoloji Servis ve Poliklinigi tarafindan gonderilen 47 hasta yer aldi. Calismadaki
hastalar; cinsiyet farki gozetmeksizin 18-80 yas arast KML veya AML tanisi/6n tanisi
almis olanlar arasindan secilmistir. Her bir hastadan mor kapakli EDTA’li hemogram
tiiptine yaklasik 3 ml. periferik kan alindi ve kan materyalinin 500 ul kadar Yiiksek
Ciktili BAC tabanli molekiiler FISH analizi ¢alismas1 i¢in genomik DNA izolasyonunda
kullanildi. DNA izolasyonu i¢cin MagNA Pure Compact Nukleik Asit Izolasyon Kiti I
(Roche Diagnostic GmbH Germany) kullanildi. DNA kalitesi agaroz jel elektroforezi ile
kantitesi ise spektrofotometre (NanoDrop ND-1000; NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE) kullanilarak tayin edildi. Yiiksek Ciktili BAC tabanli molekiiler FISH
analizi platformu olarak CytoChip Focus Haematology (BlueGnome Limited, Cambridge,
UK) slayt1 kullanildi. Yeterli kalite ve kantiteye sahip hasta DNA’s1 ve referans DNA
(Human Genomic DNA: Male/Female; Promega Corporation, Madison, USA) CytoChip
protokoliine uygun olarak lekelendi. Lekelenen hasta DNA’s1 ile referans DNA birlestirildi
ve protokole uygun olarak CytoChip Focus High Throughput FISH analysis (BlueGnome
Limited, Cambridge, UK) formatindaki slaytlar ile 47°C’ lik su banyosunda ( GFL®, 1003,
Germany) 16-21 saat hibridizasyona birakildi. Hibridizasyon siiresi sonunda CytoChip
protokoliine uygun olarak yikanan slaytlar, Agilent Mikroarray G2505B tarayici (Agilent
Microarray Scanner; Agilent Technologies, Palo Alto, CA) ile tarandi. Goriintii yogunlugu
verileri kaydedildi ve BlueGnome’un BlueFuse Multi v2.0 (BlueGnome Limited,
Cambridge, UK) analiz programi kullanilarak analiz edildi. Analiz sonrasi elde edilen
gorilintii ve gen listesi kaydedildi. Hastalardan alinan periferik kan 6rneginin 500 uL kadar1
Real-Time PCR calismasi i¢cin RNA izolasyonunda kullanildi. RNA izolasyonu i¢in High
Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) kullanildi.
RNA kantitesi spektrofotometre (NanoDrop ND-1000; NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE) kullanilarak tayin edildi. Yeterli kalite ve kantiteye sahip hasta
RNA’larindan ¢DNA sentezlendi (LightCycler ® t(9;22) Quantification Kit, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Elde edilen cDNA orneklerinden t(9;22)
(LightCycler © t(9;22) Quantification Kit, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
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Germany), t(15;17) (PML-RAR Kit, Way2Gene Tibmolbiol Syntheselabor Gmbh, Berlin,
Germany) ve t(4;11) (Way2Gene Tibmolbiol Syntheselabor Gmbh, Berlin, Germany)
translokasyonlar1 LightCycler 1.5 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
cithazinda saptandi ve LightCycler Software v3.5 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany) yazlilim programinda kantifikasyon ve erime egrisi analizleri gergeklestirildi.
Calismanin etik agidan uygunlugu, Kocaeli Universitesi Etik Kurulu tarafindan
degerlendirildi ve onaylandi. Calismada yer alan her hasta, aydinlatilmis onam formunu

imzalamis ve ¢alismada yer almay1 kabul etmistir.

3.1.1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

Toplanan 6rneklerden MagNA Pure Compact Instrument cihazi kullanilarak magnetik
yontem ile DNA elde edildi. Calismada DNA eldesi i¢cin MagNA Pure Compact Niikleik
Asit Izolasyon Kit I (Roche. Diagnostics GmbH, Germany) kullanildi. izolasyon kitinin
kartusu cihazin yuvasina yerlestirildikten sonra hastanin 500 pL 6rnegi 2 ml’lik ependorf
tiipe konularak cihazda ilgili yerlere yerlestirildi. Son olarak DNA toplanacak (elution)
tiipler cihaza yerlestirildikten sonra cihaz c¢alistirilarak 25 dakika iginde 100 pL izole
edilmis DNA elde edildi. 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslar spektrofotometre
(NanoDrop, ND-1000 ) kullanilarak o6lgiildii. Aseo/Azso orant 1,7 ile 2.0 arasinda olan
DNA’lar ¢caligmaya alindi.

3.1.2. Periferik Kandan RNA Izolasyonu

Toplanan 6rneklerden High Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) kullanilarak RNA izolasyonu islemi gerceklestirildi.
1. 1,5 mL’lik eppendorf tiipe 1000 pl Red Blood Cell Lysis Buffer ve 500 ul kan veya
kemik iligi pipetlendi.
2. Karisim 15-25 C° de 10 dakika calkalandh.
3. Sonrasinda karisim 2500 rpm, 15-25 C° de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant atildu.
Pelletin iizerine 1000 pl Red Blood Cell Lysis Buffer eklendi.
4. Karisim 2500 rpm, 15-25 C° de 3 dakika santrifiij edildi. Supernatant atildi. Pellet
tizerine 200 pl PBS ve 400 pl Lysis/Binding Buffer eklenip karisim 15 saniye vortekslendi.
5. Karigimin tiimii High-Pure Filter kolonuna eklenip 8000 g’de 15 saniye santrifiij edildi.
6. Kolonun dibinde toplanan sivi1 atildi. Filtre yeni bir 2 ml’lik toplama tiiptine konuldu.
7. Filtreye 500 ul Wash Buffer I eklendi ve 8000 g’de 15 saniye santrifiij edildi.

8. Kolonun dibinde toplanan s1v1 atildi. Filtre yeni bir 2 ml’lik toplama tiiptine konuldu.
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9. Filtereye 500 ul Wash Buffer II eklendi ve 8000g’de 15 saniye santrifiij edildi.

10. Kolonun dibinde toplanan stvi atild1. Filtre yeni bir 2 m1’lik toplama tiipiine konuldu.
11. Filtreye 200 ul Wash Buffer II eklendi ve maksimum devirde 2 dakika santrifiij edildi.
12. Kolonun dibinde toplanan siv1 atilda.

13. Tiip bos olarak maksimum devirde 1 dakika santrifiij edildi.

14. Filtre 1,5 mI’lik eppendorf tiip i¢ine yerlestirildi ve lizerine 50 ul Elution Buffer
eklendi.

15. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Filtre atildi. Elde edilen RNA miktar1 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslar
spektrofotometre (NanoDrop, ND-1000 ) kullanilarak 6lgiildii. Ajep/Azgo orani 1,8 ile 2.0

arasinda olan RNA’lar ¢alismaya alindi.

3.1.3. DNA ve RNA’larin Kantite ve Kalite Tayini

DNA ve RNA’larin kantitesi NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE)cihazinda DNA i¢in DNA-50, RNA i¢in RNA-40 opsiyonu kullanilarak
yapildi. DNA ve RNA’larin 260/280 oranlarinin 1,8-2,0 arasi; 260/230 oranlarinin ise 2,0

ve Uzeri olmasina dikkat edildi.

Sekil 3.1. NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)

DNA ve RNA’larmn kalite tayinleri agaroz jel elektroforez yontemi ile yapildi. On
islem olarak 1XTBE hazirlandi. Bu islem i¢in 100 mL 10XTBE (Tris, Borik Asit, EDTA-
AppliChem, Germany) 900 mL distile su i¢inde ¢ozildi. % 1’lik agaroz jel hazirlamak
icin 0.5 g agaroz tartilip 50 ml 1XTBE igerisinde kaynatilarak ¢oziildii. Coziinen agaroz
jelin i¢ine 2 pL etidyum bromid eklenerek jel iginde homojen olarak dagilmas: saglandi.

Katilasmayacak kadar sogutulan agaroz ¢6zeltisi tarak iceren jel tablasina dokiilerek jelin
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polimerlesmesi beklendi. Jel igine yerlestirilmis tarak ¢ikartildiktan sonra olusan kuyularin
ilkine markir yiiklendi. Ornek iiriin miktar1 80-100 ng olacak sekilde, 1,5 pL yiikleme
boyasi, 5 uL niikleaz igermeyen su ile karistirilarak pipetlendi. Jel elektroforez tanki giic
kaynagina bagland1 ve 50 amper, 100 voltta 60 dakika yiiriitiildii. Jelde yiiriitiilen {irtinler

UV transilliimiinatdr ile goriintiilenip, fotografi ¢ekilerek degerlendirildi.

3.1.4. Yiiksek Ciktih BAC Tabanh Molekiiler FISH Analizi Metodu

3.1.4.1. DNA Lekeleme

1. 0,2 mL’lik PCR tiiplerine DNA miktar1 50 ul de 400 ng olacak sekilde niikleaz
icermeyen su ve genomik DNA konuldu. DNA ve niikleaz icermeyen su miktar1 23 pl
olacak sekilde ayarlanda.

2. Lekeleme karisimi asagida verildigi gibi hazirlandi ve genomik DNA iizerine eklendi.

Lekeleme Karisimi Miktar
Reaction buffer 10 pl
Cy3-dCTP veya Cy5-dCTP 1 pul
Primer solution 10 pl
dCTP-Labelling Mix 5ul
Toplam Hacim 26 ul

3. Ornekler 94 C°’de 5 dakika inkiibe edilip, siire sonunda buz iistiinde 5 dakika
bekletildiler.

4. Karisimin iizerine 1 pl Klenow enzimi eklendi.

5.2000 g’ de 30 saniye santrifiij edildi.

6. Karisim 37 C® *de 16-20 saat inkiibasyona birakildi.

7. Inkiibasyon sonras1 karisima 5 ul EDTA soliisyonu pipetlendi.

8.2000 g’de 30 saniye santrifiij edildi.

3.1.4.2. DNA’ nin Piirifikasyonu

Purifikasyon asamasinimn ilk basamagini Autoseq G50 kolonlarmin hazirlanmasi
islemi olusturdu.
1. Kolonlar vortekslendi.
2. Kolonlarin kapaklar1 ¥ oraninda acilip dip kisimdaki kapak kirildi.
3. Kolonlar 2 mI’lik toplama tiiplerine yerlestirilip 2000 g’de 1 dakika santrifiij edildiler.
4. Toplama tiipleri atild1. Kolonlar 1,5 mI’lik eppendorf tiiplere yerlestirildi.
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5. Ornekler kolonlara yiiklenip 2000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

6. Kolonlar atildi. Piirifiye olmus 6rnekler NanoDrop, ND-1000 cihazi kullanilarak Aje
nm (DNA), Asso (Cy3) ve Agso (CyS) absorbans degerleri 6lgiildii. DNA miktarinin 180-
325 ng / ul ve boya katilim miktariin 6-15 pmol / pl olmasina dikkat edildi.

3.1.4.3. Orneklerin Kurutulmasi

1. Her bir hasta DNA’s1 ile Referans DNA’s1 ayni tiipte birlestirildi.
2. Birlesimin {izerine 25 pul COT-1 Human DNA eklendi.

3. 60 C™°de, yiiksek vakumda, 60 dakika 6rnekler kurutuldu.

3.1.4.4. Hibridizasyon

Hibridizasyon islemine ge¢gmeden 6nce 20XSSC (Sodyum Salin Sitrat) ve 2XSSC +
%50 formamid karisimi hazirlandi. 20XSSC; 175,3 gr NaCl (3M’lik) ve 88,2 gr Sodyum
Sitratin tartilip 1000 ml’ye kadar deiyonize suyla tamamlanmasiyla hazirlandi. Bu
karisimin ¢ozlinmesi magnetik karistirict kullanilarak saglandi. Elde edilen 20X SSC’nin
pH’1 7 olarak ayarlandi. 2XSC + %50 formamid karisimi; 1ml 20X SSC (pH: 7), 5 ml
formamid ve 4 ml deiyonize su konularak hazirlandi. Daha sonra slayt kutusu igerisine
kurutma kagitlar1 yerlestirildi ve 2XSSC + % 50 formamid karisimi ile kurutma
kagitlarinin ¢ok 1yi 1slanmasi saglandi. Bu 6n hazirliklardan sonra asagidaki basamaklara

gecildi.

1. Kurutulan 6rnekler iizerine 75 “C’de 1sitilmis Dekstran Siilfat (DS) Hibridizasyon
sollisyonundan 21 pl eklendi.

2. Ornekler 75 °C’de 10 dakika denatiire edildi. Pelletin iyice ¢dziinmesi elle karistirilarak
saglandi.

3. Ornekler tekrar 75 °C’de 10 dakika denatiire edildi.

4. Her 6rnekten 19 pl CytoChip Focus High Throughput FISH analysis slaytlarina yiikleme
yapildi.

5. Yikleme yapilan slaytlar 6nceden hazirlanmis olan slayt kutusunun igerisine yerlestirildi

ve slayt kutusu parafinle sarildi (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Yiikleme yapilan slaytlar

6. Icerisinde yiikleme yapilan slaytlar olan slayt kutusu 47 °C’ lik su banyosunda 16-21

saat hibritlenmeye birakildi.

3.1.4.5. Yikama

Yikama islemine gegcmeden Once asagida gosterilen soliisyonlar hazirlandi.

2XSSC + %0,05 Tween20 Karisimu Hazirlanisi

e 100 ml 20XSSC (pH =7)

e 0,5 ml Tween20 — 1000 ml’ ye tamamlandi
1XSSC Hazirlanisi

e 25ml 20XSSC (pH=7) — 500 ml’ye tamamlandi.
0,1XSSC Hazirlanisi

e 5 ml20XSSC (pH=7) — 1000 ml’ ye tamamlandi.

1. 3 adet 1000 mI’lik cam kap ve 1 adet sale ¢ikarildi.

2. Yikama islemine gegmeden 6nce HYBEX Incubator igerisine 0,1 XSSC soliisyonu

koyulup sicakligin 60 C°*’ye ¢ikmasi saglandi.
3. Yikama islemi asagidaki kosullar altinda gergeklestirildi.

Yikama Soliisyonu Kosul Islem
Salede 2xSSC + %0,05 Tween |Oda sicaklig 2 dakika icerisinde
20 lamellerin diismesi
sagland1
1.Kap 2xSSC + %0,05 Tween | Oda sicakligt CytoChip Focus High
20 10 dakika manyetik | Throughput FISH analysis
karistirict ile slaytlar1 yikandi
2.Kap 1xSSC Oda sicakligi CytoChip Focus High
10 dakika manyetik | Throughput FISH analysis
karistiricr ile slaytlar1 yikandi
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HYBEX 0,1x SSC HYBEX Inkiibatér | CytoChip Focus High
Inkiibator icerisinde 5 dakika | Throughput FISH analysis
bekletildi slaytlar1 yikandi
3.Kap 0,1xSSC Oda sicakliginda 1 | CytoChip Focus High
dakika bekletilir Throughput FISH analysis
slaytlar1 yikandi

Sekil 3.3. HyBex Inkiibatorde yikanan slaytlar

4. Yikanan slaytlar falkon tiipe yerlestirildi.

5. 200 g’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra hizli bir sekilde ¢ikartilip, tarama islemine
gecildi.

3.1.4.6. Tarama

1. Slaytlar Haematology kisimlari iiste gelecek sekilde tarayici kasetlerine yerlestirildi.

Sekil 3.4. Tarayici kasete yerlestirilen slayt
2. Tarayici karuselinde “Home” pozisyonu haricindeki numarali her yere slayt’lar

yerlestirilebilir (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.5. Tarayici karuseline yerlestirilen slaytlar
3. Agilent tarayici yazilim programi, masa tistiindeki “Agilent Scan Control” ikonu
yardimziyla agildi.

4. Tarama islemi agagidaki ayarlara gore yapildi.

Slayt Slayt’lar karusel iizerinde ka¢ numarali
pozisyonlarda yerlestirilmisse isaretlendi
Tarama alan1 (Scan Region) 52 x 19.50 mm

Channels (Kanallar) Red&Gren

Resolution (Rezoliisyon) 10 um

TIFF 16 bit

PMT %100

XDR Isaretlenmeyecek

Browse Tarayicidan ¢ikan goriintiiniin kayit yeri se¢ildi

5. Ayarlama islemi bitince “Scan Slot” ikonuna basild1 ve tarama islemi baglatildi.

3.1.4.7. Veri Analizi

Tarama isleminden sonra elde edilen veriler TIF uzantili dosyalardir. Bu dosyadan,
Feature Extraction yazilim programu ile txt, xml, pdf gibi uzantis1 olan ve slayt hakkinda
cesitli bilgiler igeren dosyalar olusturuldu. Bu dosyalardan pdf uzantililar kalite kontrol
(QC-Quality Control) dosyalari olup hibridizasyonun kalitesi hakkinda ¢esitli parametreler
sunmaktaydi. Sonuglarin dogrulugu i¢in kalite kontrol dosyalarindaki parametreler kontrol
edildi. Veriler BlueFuse Multi v2.0 analiz programi araciligiyla analiz edildi. Analiz

asamasindan sonar elde edilen goriintii ve gen listesi kaydedildi.

3.1.5. Real-Time PCR Metodu
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3.1.5.1. cDNA Asamasi

1. t(9;22) (Light cycler t(9;22) quantification kit) kitinin i¢erisinden ¢ikan {i¢ standart (9a,

9b ve 9c), pozitif kontrol, negatif kontrol ve hastalar i¢in birer 0,2 ml’lik PCR tiipleri

hazirlandi.

2. Her bir hasta i¢in hazirlanmis olan PCR tiiplerine 10uL hasta RNA’s1 pipetlendi.
Thermal cycler (Applied Biosystems 2720) da 65 °C’de 10 dakika denatiire edildi.

3. Tiip sayis1 kadar asagida gosterilmis olan cDNA karisimi hazirlandi.

Materyal Reaksiyon Bagina
H,O 4,4 ul
RT Buffer 4,0 ul
Random Primer p(dN)s 0,2 pl
AMV Reverse Transcriptase 0,4 ul
RNase Inhibitor 0,6 ul
Deoxynucleotid mix 0,4 ul

4. Karisimdan 0,2 mI’lik tiiplere 10’ar pl pipetlendi.

5. Thermal cycler cihazinda asagida verilen PCR protokolii uygulandi.

Sicaklik (°C) Siire (Dakika)
37°C 60 dakika
65°C 10 dakika
4°C 0

6. Elde edilen cDNA 6rnegi -20°C’de muhafaza edildi.

3.1.5.2. t(9;22) LightCycler (LC) asamasi

cDNA eldesinden sonra LC agamasi i¢in asagida verilen 2 farkli karisim hazirlandi.

G6PDH Karigimi BCR-ABL Karisimi
Materyal Reaksiyon bagina Materyal Reaksiyon bagina
H,0O 9,2 ul H,O 6,8 ul
Reaction mix, 10x 2 ul Reaction mix, 10x 2ul
G6PDH Detection mix 3,8 ul t (9;22) Detection mix 6,2 ul
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1. Her bir 6rnek i¢in 2 tane LC kapiller tiipii kullanildi.

2. Hastaya ait cDNA 6rneginden SuL kapiller tiipii igerisine pipetlendi.
3. cDNA’lar iizerine 15uL. G6PDH ve BCR-ABL karisimi pipetlendi.

4. Kapiller tiipler LightCycler” 1.5 (Roche Diagnostic GmbH, Germany) cihazina yiiklendi

ve asagida gosterilen programlarda ¢alisma gerceklesti.

Denatiirasyon

Dongii program verileri Deger

Dongti sayisi 1

Analiz modu Yok

Sicaklik Hedefi Segment 1

Hedef Sicaklik (C*) 95

Inkiibasyon Zamani 00:30

Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0

Basamak Olciisii 0

Basamak Gecikmesi (Ddngiilerde) 0

Kazanim modu Yok

Amplifikasyon

Dongii program verileri Deger

Dongti sayisi 45

Analiz modu Kantifikasyon

Sicaklik Hedefi Segment 1 Segment 2 | Segment 3
Hedef Sicaklik (C°) 95 64 72
Inkiibasyon Zamani 00:00:01 00:00:10 00:00:26
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0 20.0 2.0
Basamak Olciisii 0.0 0.0 0.0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0 0 0
Kazanim modu Yok Tek Yok
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3.
6.
7.

Erime Egrisi

Dongii program verileri Deger

Dongti sayis1 1

Analiz modu Yok

Sicaklik Hedefi Segment 1 Segment 2 | Segment 3
Hedef Sicaklik (C°) 95 42 80
Inkiibasyon Zamani 00:01:00 00:02:00 00:00:00
Sicaklik Degisim Hizi (C /saniye) 20.0 20.0 0.1
Basamak Olgiisii 0.0 0.0 0.0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0 0 0
Kazanim modu Yok Yok Devam
Sogutma

Dongii program verileri Deger

Dongiti sayisi 1

Analiz modu Yok

Sicaklik Hedefi Segment 1

Hedef Sicaklik (C°) 40

Inkiibasyon Zamani 00:00:60

Sicaklik Degisim Hiz1 (C° /saniye) 20.0

Basamak Olgiisii 0.0

Basamak Gecikmesi (Ddngiilerde) 0

Kazanim modu Yok

Caligsma bittikten sonra kantifikasyon analizi yapildi.

Analiz sonras1 ber-abl degeri olanlar pozitif, olmayanlar negatif kabul edildi.

Pozitif olanlara sonuglar verilirken ber-abl degeri GOPDH degerine boliinerek fiizyon

degeri hesaplandi.

3.1.5.3. t(15;17) LightCycler (LC) asamasi

cDNA eldesinden sonra LC asamasi i¢in asagida verilen 2 farkli karigim hazirlandi
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G6PDH Karisim PML-RAR Karisim
Materyal Reaksiyon Materyal Reaksiyon
basina basina
H,0 9,2 ul H,0 7 ul
Reaction mix, 10x 2ul Tib Molbiol 16x 4 ul
PML-RAR

G6PDH Detection 3,8 ul LC FastStart DNA Master 4 ul
mix HybProbe

1. Her bir 6rnek i¢in 2 tane LC kapiller tiipii kullanildu.

2. Hastaya ait cDNA 06rneginden SpuL kapiller tiipii icerisine pipetlendi.
3. cDNA’lar lizerine 15ul. G6PDH ve PML-RAR karisimi pipetlendi.

4. Kapiller tiipler LightCycler™ 1.5 cihazina yiiklendi ve asagida gosterilen programlarda

calisma gerceklesti.
Denatiirasyon
Dongii program verileri Deger
Dongti sayisi 1
Analiz modu Yok
Sicaklik Hedefi Segment 1
Hedef Sicaklik (C°) 95
Inkiibasyon Zamani 00:10:00
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0
Basamak Olciisii 0.0
Basamak Gecikmesi (Ddngiilerde) 0
Kazanim modu Yok
Amplifikasyon
Dongii program verileri Deger
Dongti sayist 45
Analiz modu Kantifikasyon
Sicaklik Hedefi Segment 1 Segment 2 | Segment 3
Hedef Sicaklik (C°) 95 59 72
Inkiibasyon Zamani 00:00:05 00:00:15 00:00:10
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0 20.0 20.0
Basamak Olciisii 0.0 0.0 0.0
Basamak Gecikmesi (Ddngiilerde) 0 0 0
Kazanim modu
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Erime egrisi

Dongii program verileri Deger

Dongti sayis1 1

Analiz modu Yok

Sicaklik Hedefi Segment 1 Segment 2 Segment 3
Hedef Sicaklik (C°) 95 40 85
Inkiibasyon Zamani 00:00:20 00:00:20 00:00:00
Sicaklik Degisim Hizi (C /saniye) 20.0 20.0 0.2
Basamak Olgiisii 0.0 0.0 0.0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0 0 0
Kazanim modu Yok Yok Devam
Sogutma

Dongii program verileri Deger

Dongti sayisi 1

Analiz modu Yok

Sicaklik Hedefi Segment 1

Hedef Sicaklik (C°) 40

Inkiibasyon Zamani 00:00:30

Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0

Basamak Olciisii 0.0

Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0

Kazanim modu Yok

5. Calisma bittikten sonra erime egrisi analizi islemi gerceklestirildi.
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3.1.4.4. t(4;11) LightCycler (LC) asamasi

cDNA eldesinden sonra LC asamasi i¢in asagida verilen 2 farkli karisim hazirlandi.

t(4;11) Karisimi
Materyal Reaksiyon bagina
H,O 3,4 ul
Mg 1,6 ul
TEL-C primer 2l
AMLI primer 2ul
FL prob 2 ul
LC prob 2ul
M mix 2 ul

G6PDH Karisimi
Materyal Reaksiyon basina
H,0O 9,2 ul
Reaction mix, 10x 2ul
G6PDH Detection mix 3,8 ul

1. Her bir 6rnek i¢in 2 tane LC kapiller tiipii kullanildu.

2. Hazirlanan iki karigim kapiller tiiplerine 15uLolacak sekilde pipetlendi.

3. Karisimlar lizerine hastalara ait olan SuL. cDNA 6rnegi ilave edildikten sonra 20 pl’lik

son reaksiyon hacmi standardize edildi.

4. Kapiller tiipler LightCycler® 1.5 cihazina yiiklendi ve asagida gosterilen programlarda

calisma gerceklestirildi.

Denatiirasyon

Dongii program verileri Deger
Dongti sayisi 1

Analiz modu Yok
Sicaklik Hedefi Segment 1
Hedef Sicaklik (C°) 95
Inkiibasyon Zamani 00:10:00
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0
Basamak Olciisii 0.0
Basamak Gecikmesi (Ddngiilerde) 0
Kazanim modu Yok
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Amplifikasyon

Dongii program verileri Deger

Dongii sayisi 45

Analiz modu Kantifikasyon

Sicaklik Hedefi Segment 1 Segment 2 | Segment 3
Hedef Sicaklik (C*) 95 55 72
Inkiibasyon Zamani 00:00:10 00:00:10 00:00:30
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0 20.0 20.0
Basamak Olciisii 0.0 0.0 0.0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0 0 0
Kazanim modu Yok Tek Yok
Erime egrisi

Dongii program verileri Deger

Dongti sayisi 1

Analiz modu Erime egrisi

Sicaklik Hedefi Segment 1 Segment 2 | Segment 3
Hedef Sicaklik (C°) 95 40 85
Inkiibasyon Zamani 00:01:00 00:02:00 00:00:00
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0 20.0 0.2
Basamak Olgiisii 0.0 0.0 0.0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0 0 0
Kazanim modu Yok Yok Devam
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Sogutma

Dongii program verileri Deger
Dongti sayisi 1
Analiz modu Yok
Sicaklik Hedefi Segment 1
Hedef Sicaklik (C°) 40
Inkiibasyon Zamani 00:00:30
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0
Basamak Olgiisii 0.0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0
Kazanim modu Yok

5. Calisma bittikten sonra erime egrisi analizi islemi gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

Calismada, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik laboratuarma
Subat 2010 — Nisan 2011 tarihleri arasinda rutin tan1 amagh genetik inceleme i¢in Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji Servis ve Polikliniginden ve Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Onkoloji Servis ve Poliklinigi tarafindan génderilen
47 hasta yer aldi. Toplam 47 hastanin 36’s1 (% 77) AML, 11’1 (% 23) KML tanis1 almisti.
Calismadaki toplam kadin sayis1 24 (% 51), erkek sayist ise 23 (% 49) idi. AML tanili
kadin ve erkek hasta sayisi birbirine esit olmak {lizere 18’er (% 50) kisiydi. KML tanilt
kadin hasta sayis1 6 (% 54,5), erkek hasta sayist 5 (% 45,5) idi. Calismadaki toplam
erkek/kadin oram1 0,96, AML tanil1 hastalarda erkek/kadin oran1 1, KML tanili hastalarda
erkek/kadin orani 0,83 idi. Caligmaya dahil edilen hastalarin cinsiyet dagilimi ¢izelge
4.1.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Cinsiyetin hastalar tizerindeki dagilimi

Tam

AML KML Toplam
(n=36) (n=11) (n=47)

Erkek 18 5 23
Cinsiyet (%50) (%45,5) (%49)
(n,%) | Kadin 18 6 24

(%350) | (%54,5) | (%51)

Calismaya katilan tiim hastalarin yas ortalamas1 47,2 + 14,4 (22-81), erkek hastalarin yas
ortalamasi1 47,9 £ 12,8 (31-79), kadin hastalarin yas ortalamas1 45,9 + 16,1 (22-81) olarak
hesaplandi. AML ve KML tanil1 hastalarin cinsiyetlerine gore yas ortalamasi dagilimlar
cizelge 4.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.2. AML-KML tanil1 hastalarin yas ortalamas1 dagilimi

Tam

AML KML Toplam
Erkek | 475+11,9 | 492+17,1 47,9+ 12,8

Yas (31-67) (36-79) (31-79)
(Ortalama + S8) [ gaqin 463+15 | 448+20,6 | 459+ 16,1

(Alt - Ust Deger) (26-81) (22-72) (22-81)
Toplam 46,9 + 13,3 | 46,8 £18,3 472+ 14,4

(26-81) (22-79) (22-81)

59



Calismaya katilan AML hastalarindan 12’si (% 33,3) tedavileri sirasinda exitus oldu.
Exitus olanlar caligmaya katilan tiim hastalarin % 25,5’ini olusturmaktadir. Exitus
hastalarin yas ortalamasi 45,8 + 13,1 (26-67) olarak hesaplandi. Toplam 12 hastanin 6’s1
(% 50) kadm, 6’st (%50) erkek idi. Exitus olan 12 hastanin 4’0 (% 33,3)
siiflandirilamayan grupta, 3’1 (%25) M3 alt tipinde, 2°si M2 (%16,7), diger 2’si (%16,7)
MDS’den AML doniisiim gostermis, 1°1 ise (% 8,3) M5 alt tipindeydi. (Cizelge 4.3.)

Cizelge 4.3. Exitus olan hastalarin AML alt tiplerine gore dagilimi

Alt Tip N %
Siniflandirilamayan | 4 % 33,3
Grup
M3 3 % 25
M2 2 %16,7
MDS—AML 2 % 16,7
M5 1 % 8,3
Toplam 12 % 100

Hastalarin hastaneye basvurusundaki sikdyetleri arasinda; birinci sirada halsizlik (%
67), ikinci sirada ates (% 31), daha sonra yorgunluk (% 25), burun kanamasi (% 17) ve
nefes darlig1 (% 11,1) goriildi. Diger sikdyetler arasinda bacakta morarma, bulanti, kusma,
kilo kaybi, sik enfeksiyon gegirme yer almistir.

Organomegali bilgisine ulasilan 32 hastanin 2’sinde (% 6,3) yalnizca hepatomegali,
5’inde (%15,6) yalmizca splenomegali, 14’iinde ise (% 43,8) hepatosplenomegali tespit
edilmistir. Hastalarin organomegali 6zellikleri ¢izelge 4.4 te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.4. Hastalarin organomegali 6zellikleri

Organomegaliler Goriilen Kisi Sayis1
Hepatomegali 2
n=32 (%6,3)
Splenomegali 5
n=32 (%15,6)
Hepatosplenomegali 14
n=32 (%43,8)

Hastalarin tan1 ve tedavi anindaki 16kosit, hematokrit, hemoglobin, trombosit ve
Laktik Dehidrogenaz (LDH) diizeyleri verilerine ulasildi. AML hastalarinin 16kosit
ortalamasi 50,6 + 39,8 x10° uL, hemoglobin ortalamast 9 + 2.4 g/dl, hematokrit ortalama
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degeri % 26 + 7,4, trombosit ortalamas1 80,6 + 100,4 x10° pL, laktik dehidrogenaz degeri
ortalamast 625,1 + 440 U/L olarak bulunmustur. Verisine ulasilabilen KML hastalarinin
16kosit ortalamasi 77,3 + 64,9 x10° uL, hemoglobin ortalamasi 10,3 + 1,6 g/dl, hematokrit
ortalama degeri % 29,7 £ 5,9, trombosit ortalamasi 336,4 + 263 x10° uL, laktik
dehidrogenaz degeri ortalamasi 519,6 = 279,2 U/L olarak bulunmustur. Hastalarin kan
verilerine ait bulgular ¢izelge 4.5.te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.5. Hastalarin kan verilerine ait bulgularin ortalamasi

AML KML Toplam
Ort + SS Ort + SS Ort + SS
(Alt —Ust Deger) Alt —Ust Deger Alt —Ust Deger
n N N
Lokosit 50,6 £39,8x10° L | 77,3+ 64,9x10° pL | 44,4+ 48,9x10° uL
x10° pL (0,98-152) (6,2-182) (0,98 — 182)
36 9 45
Hemoglobin 9+2,4g/dl 10,3+ 1,6 g/dl 9,2+23 g/dl
g/dl (4,31-12,7) (7,53-12,8) (4,31-12,8)
36 8 44
Hematokrit % 26 + 7,4 %29,7+5,9 26,6 +7,2
% (12,3-39,3) (22,4- 39) (12,3-39,3)
36 8 44
Trombosit | 80,6 = 100,4 x10° uL | 336,4 + 263 x10° uL 132,9 £ 178,1 uL
x10° uL (10,8-529) (21,4-739) (10,8-739)
35 9 44
Laktik 625,1 £440 U/L 519,6 £279,2 U/L 606 = 414,5 U/L
Dehidrogenaz (147-1824) (250-973) (147-1824)
U/L 36 8 44

AML olgularinin FAB siniflamasina gore dagilimit MO % 5,6 (n=2), M1 % 11,1 (n=4),
M2 % 22,2 (n=8), M3 % 22,2 (n=8), M4 % 2.8 (n=1), M5 % 2,8 (n=1), M7 %2,8 (n=1)
oraninda bulundu. Olgularin 3’tinde (% 8,3) MDS’den AML’ye doniisiim gozlendi.
Olgularin 8’1 (%22,2) ise smiflandirilamamistir. FAB siiflamasina gére olgularinin hig
birinde M6 alt tipi gozlenmemistir. Bu siniflandirma 6zeti ¢izelge 4.6.’da 6zetlenmistir.

Cizelge 4.6. AML olgularinin FAB siniflamasina gére dagilimi

Alt Tip n %
MO 2 % 5,6
M1 4 % 11,1
M2 8 % 22,2
M3 8 % 22,2
M4 1 % 2,8
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Cizelge 4.6. (Devam) AML olgularinin FAB siniflamasina gore dagilimi

Alt Tip N %
M5 1 % 2,8
M6 - -
M7 1 % 2,8
MDS—AML 3 %38.3
Siniflandirilamayan 8 %22,2
Grup
Toplam 36 %100

Yapilan yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri (Coklu FISH analizleri)
sonucu toplam 13 (% 27,7) hastada genomun cesitli bolgelerinde, ¢esitli boyutlarda
aberasyonlar saptanmistir. Bu 13 hasta igerisindeki 3 (% 6,4) olguda bulunan
aberasyonlara ek olarak RT-PCR yontemi ile ber-abl fiizyon geni varligi saptanmistir. RT-
PCR yontemi ile 7 (% 14,9) hastada ber-abl flizyon geni varligi saptanirken, yiiksek ciktili
BAC tabanli molekiiler FISH analizleri sonucu genom diizeyinde bu hastalarda aberasyona
rastlanilmamistir. Hastalarin 27’°sinde (% 57,4) hem yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler
FISH analizleri sonucu herhangi bir aberasyonun varligina, hem de RT-PCR yontemiyle
herhangi bir translokasyonun varligina rastlanilmamistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Olgularda saptanan aberasyonlarin yontemlere gore dagilimi

Yiiksek ¢iktili BAC tabanli | RT-PCR yontemi Kisi Toplam hasta
molekiiler FISH sonucu translokasyon; Sayis1 sayisina gore
analizleri sonucu saptanan olgular:(+) (n) yiizde (%)
aberasyon; saptanmayan olgular: (-)
saptanan olgular: (+)
saptanmayan olgular: (-)

+ + 3 % 6,4

+ - 10 % 21,3

- + 7 % 14,9

- - 27 % 57,4
Toplam 47 % 100

Yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri sonucu aberasyon saptanan 13
hastadan 11°1 (% 84,6) AML, 2’si (% 15,4) ise KML tanil1 hastalar1 olugturmaktadir. 11
aberasyonlu AML hastas1 tim AML olgularinin % 30,6’s1n1, aberasyona sahip 2 KML
hastasi ise tiim KML olgulariin % 18,2’sini olusturmaktadir. Aberasyona sahip AML
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hastalariin 5’1 (% 45,4) simiflandirilamayan grupta, 3’1 (% 27,3) M1 alt tipinde, diger 3
(%9,1) hastada sirayla M2, M3 ve M5 alt tiplerine gore dagilmaktadir (Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.8. Aberasyon saptanan olgularin dagilimi

Yiiksek ciktili BAC tabanhi Kisi Sayist | Yiizde
molekiiler FISH analizine gore (n) (%)
aberasyon saptanan AML alt tipleri

Smiflandirilamayan Grup 5 % 45,4
MI 3 % 27,3
M2 1 % 9,1
M3 1 % 9,1
M5 1 % 9,1
Toplam 11 % 100

Olgularin tiimiinde saptanan aberasyonlar Cizelge 4.9.’da 6zetlenmistir.

Cizelge 4.9. Olgularin tiimiinde saptanan aberasyonlar

Saptanan Aberasyon Aberasyonun gorildigii
hasta sayis1 ve ylizdesi
Y kromozomu kaybi 3(%6,4)
Trizomi 8 3 (% 6,4)
Trizomi 5 1 (% 2,1)
Trizomi 6 1(%2,1)
Trizomi 10 1 (% 2,1)
Trizomi 21 1(%2,1)
Monozomi 20 1 (% 2,1)
X kromozomu kazanimi |1 (% 2,1)
del 13q14.2-q14.3 1 (% 2,1)
del 3p26.3-p14.2 1(%2,1)
del 5q13.2-q35.3 1 (% 2,1)
del 12p13.33-p11.2 1(%2,1)
del 14q32.33 1 (% 2,1)
del 22q13.2-q13.31 1(% 2,1)
del 1g24.1-q44 1(%2,1)
del 1p36.33-p36.22 1(%2,1)
dup 1q25.1-q44 1(%2,1)
dup 8q21.2-q24.3 1 (% 2,1)
dup 2p23.2-p22.1 1 (% 2,1)
dup 3q13.31-g25.1 1 (% 2,1)
dup Xpl11.1 1(%2,1)
dup 9921.2-q34.12 1(%2,1)
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AML hastalarinin siniflandirilamayan grubunda olan 4 olguda multiple aberasyonlar
saptanmistir. Bu gruptaki ilk olguda 5., 8., 10. ve 21 kromozomlarda trizomi gézlenmistir.
Ayn1 zamanda ber-abl fiizyon geni varligi saptanmustir. Ikinci olguda trizomi 8 ve 22q13.2-
ql13.31 bolgesinde yaklasik olarak 3.9 Mb boyutunda delesyon saptanmistir. Bu olguda
ber-abl varligina saptanilmamistir. 3. olguda 1p36.33-p36.22 ve 1q24.1-q44 bolgelerinde
sirasiyla yaklasik olarak, 8.2 Mb ve 101 Mb boyutlarinda delesyon varlig1 saptanmistir. Bu
olguda bcr-abl varligina saptanilmamistir. 4. olguda Y kromozomu kaybi, X kromozomu
kazanimi1 ve 3ql13.31-g25.1 bolgesinde 151,8 Mb boyutunda duplikasyon varligi
saptanmistir. Bu olguda ber-abl varligina saptanilmamistir. 5. olguda Y kromozomu kaybi1
saptanmistir. Bu olguda t(15;17) gozlenmemistir. Bu hasta grubuna ait bilgiler ¢izelge
4.10.’da Ozetlenmistir.

Cizelge 4.10. AML tanili siniflandirilamayan gruptaki hastalarin aberasyon verileri

Olgu | Cinsiyet | Yas | Coklu FISH analizi sonucu | RT-PCR sonucu | Sag kalim
1 Erkek | 41 |- trizomi 5 ber-abl varligi Exitus
- trizomi 8 saptanmistir oldu
- trizomi 10
- trizomi 21
2 Kadin | 61 |- trizomi 8 ber-abl varhig Exitus
- del(22)(q13.2- q13.31) saptanmamugtir oldu
Boyut: 3,9 Mb
3 Kadin | 58 |[-del(1)(p36.33-p36.22) ber-abl varhig Hayatta
Boyut: 8,2 Mb saptanmamigtir
- del(1)(q24.1-q44)
Boyut: 101 Mb
4 Erkek | 66 |-Y kromozomu kaybi ber-abl varligi Hayatta
- X kromozomu kazanimi saptanmamigtir
- dup(3)(q13.31-g25.1)
Boyut:151,8 Mb
5 Erkek | 35 |Y kromozomu kayb1 t(15;17) negatif Hayatta

AML M1 alt tipinde olan 3 hastadan ilkinde multiple aberasyonlar saptanmistir. Bu
hastada Y kromozomu kayb1, 13q14.2-q14.3 bolgesinde 5 Mb boyutunda delesyon ve bcr-
abl varligi saptanmustir. Ikinci olguda 2p23.2-p22.1 bolgesinde 11,5 Mb boyutunda

duplikasyon varlig1 saptanmistir. Bu olguda ber-abl ve t(4;11) varlifina saptanilmamistir.
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Ucgiincii olguda Xp11.1 2,2 Mb duplikasyonu saptanmis, ber-abl varligi ise saptanmamustir.
Bu hasta grubuna ait bilgiler ¢izelge 4.11.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.11. AML M1 grubunda bulunan hastalardaki aberasyonlar

Olgu | Cinsiyet | Yas | Coklu FISH analizi sonucu | RT-PCR sonucu | Sag
Kalim
1 Erkek |44 |-Y kromozomu kaybi ber-abl varligi | Hayatta
- del(13)(q14.2-q14.3) saptanmistir
Boyut: 5 Mb
2 Kadin |67 |-dup(2)(p23.2-p22.1) - ber-abl varligr | Hayatta
Boyut: 11,5 Mb saptanmamigtir
- t(4;11) negatif
3 Kadin |36 |- dup(X)(pll.1) - ber-abl varligi | Hayatta
Boyut: 2,2 Mb saptanmamigtir

AML M2 alt tipine sahip 1 hastada 8q21.2-q24.3 bolgesinde 60,1 Mb boyutunda
duplikasyon varlig1 saptanmistir. Bu olguda t(15;17) ve t(4;11) gézlenmemistir. AML M3
alt tipindeki hastada multiple aberasyonlara rastlanilmistir. Bu aberasyonlar1 sirasiyla
3p26.3-p14.2 bolgesinde 62 Mb, 5q13.2-q35.3 bolgesinde 110 Mb, 12p13.33-p11.2
bolgesinde 28,6 Mb ve 14q32.33 bolgesinde 2,4 Mb boyutlarindaki delesyonlar ve
monozomi 20 olusturmaktadir. Bu hastada t(15;17) ise gozlenmemistir. AML M5 alt
tipindeki hastada da multiple aberasyonlara rastlanilmigtir. Bu hastada 6. ve &.
kromozomlarda trizomi ve 1g25.1-q44 bolgesinde 73 Mb boyutunda duplikasyon
saptanmistir. Bu olguda ber-abl varligi saptanmamustir. Bu olgulara ait bilgiler ¢izelge
4.12°de ozetlenmistir.

Cizelge 4.12. AML tanili M2, M3 ve M5 alt tipindeki hastalarda bulunan aberasyonlar

Alt Tip |Cinsiyet |Yas | Coklu FISH analizi sonucu | RT-PCR sonucu Sag
Kalim
AML | Kadm |26 [-dup(8)(q21.2-q24.3) -t(4;11) negatif | Exitus
M?2 Boyut: 60,1 Mb - t(15;17) negatif | oldu
AML | Kadm |81 [-del(3)(p26.3-pl4.2)
M3 Boyut: 62 Mb - t(15;17) negatif | Hayatta
- del(5)(q13.2-q35.3)
Boyut: 110 Mb
- del(12)(p13.33-p11.2)
Boyut: 28,6 Mb
- del(14)(q32.33)
Boyut: 2,4 Mb
- monozomi 20
AML | Kadm |37 |-trizomi6, -trizomi 8 - ber-abl varlhig Exitus
M5 - dup(1)(q25.1-q44) saptanmamistir oldu
Boyut: 73Mb
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Aberasyon saptanan KML tanili bir hastada 3ql1.2 duplikasyonu (0.6 kb)
saptanmistir. Bu hastada ayrica ber-abl varligina rastlanilmistir (flizyon transkript:5,7 x 10°
%). Atipik KML tamli diger hastada 9q21.2-q34.12 bolgesinde 61,82 Mb boyutunda
duplikasyon varli§in1 saptanmistir. Bu olguda bcer-abl varligi saptanmamistir. Bu olgulara
ait bilgiler cizelge 4.13’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.13. KML olgularina ait aberasyonlar

Tanmi | Cinsiyet | Yas | Coklu FISH analizi RT-PCR sonucu Sag
Sonucu Kalim
KML | Kadm | 30 |-dup(3)(qll.2) - ber-abl varligt saptanmigtir | Hayatta
Boyut: 0,6 kb Fiizyon Transkript: 5,7 x 107
atipik | Erkek - dup(9)(21.2-34.12) |- ber-abl varlig Hayatta
KML 79 | Boyut:61,82 saptanmamigtir

Toplam 7 (% 14,9) hastanin genomunda yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH
analizleri sonucuna gore herhangi bir bolgede aberasyona rastlanilmamasina ragmen RT-
PCR yonteminde ber-abl varligina rastlanilmistir. Bu 7 hastanin 5°1 (%71,4) KML, 1’1 (%
14,3) AML-MO, 1’ide (%14,3) AML-M7 tanili hastalardan olusmaktadir. Bu hastalara ait
bilgiler ¢izelge 4.14.’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.14. ber-abl varligr saptanip, coklu FISH analizi sonucu normal olan hasta grubu

Olgu/Tan1 | Cinsiyet | Yas | Coklu FISH RT-PCR sonucu Sag Kalim
analizi
Sonucu
1-KML Kadin | 42 Normal - ber-abl varligr saptanmustir Hayatta
Fiizyon Transkript: 1,6 x 107
2-KML Erkek | 40 Normal - ber-abl varligr saptanmistir Hayatta
Fiizyon Transkript: 2,8 x 107
3-KML Kadin | 68 Normal - ber-abl varligr saptanmigtir Hayatta
Fiizyon Transkript: 8,5 x 107
4-KML Kadin | 35 Normal - ber-abl varligr saptanmigtir Hayatta
Fiizyon Transkript: 1,7 x 10
5-KML Kadin | 22 Normal - ber-abl varligr saptanmistir
Fiizyon Transkript: 4,6 x 107 Hayatta
6- AML Erkek | 39 Normal - ber-abl varligr saptanmistir Hayatta
. - )
MO Fiizyon Transkript: 1,6 x 10
7- AML Erkek | 33 Normal - ber-abl varligi saptanmistir Hayatta
M7 Fiizyon Transkript: 1,1 x 107
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Toplam 27 (% 57,4) hastanin genomunda, yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH
analizleri sonucuna gore herhangi bir bolgede aberasyona rastlanilmamis ayni zamanda
RT-PCR yo6ntemiyle de herhangi bir translokasyon varligi saptanmamistir. Yiiksek ciktili
BAC tabanli molekiiler FISH analizleri sonucu, bazi hastalarda saptanan aberasyonlar ait

goriintiiler asagidaki sekillerde gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.1. AML tanili siniflandirilamayan gruptaki bir hastaya ait aberasyonlar. I: trizomi
5, II: trizomi 8, III: trizomi 10, IV: trizomi 21.
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q35.3, III: del 12p13.33-p11.2, IV:del 14q32.33, V: monozomi 20.
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Sekil 4.3. AML M1 tanil1 hastaya ait aberasyonlar. I: del 13q14.2-q14.3, II: Y kromozomu
kaybi.
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5. TARTISMA

Losemiler kan hiicrelerinin sinirsiz ve kontrolsiiz bir sekilde boliiniip ¢cogalmasiyla
karakterize olan hastaliklar grubunu olusturmaktadirlar (Wujcik, 2003). Losemilerin
molekiiler genetigi tekrarlayict kromozom anomalilerinin bu hastalikta tanimlanmasiyla
baslamistir (Ozbek). Myeloid diizensizlikler 3 major sitogenetik alt gruba ayrilmaktadir.
Ilki dengeli kromozom aberasyonlar1 (AML olgularinin % 20’sinde gdzlenmekte), ikincisi
olgularin normal karyotipe sahip olmasi, tigiinciisii olgularda genomda artis (duplikasyon)
veya azalis (delesyon) seklinde gozlenen dengesiz kromozom anomalileridir (AML
olgularinin % 35-40’1nda gézlenmekte) (Suela ve ark., 2007).

Yiiksek c¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri ile, bircok dengesiz kromozom
anomalisi kisa bir siire icerisinde ayni1 anda tespit edilebilmektedir. Tan1 ve prognostik
acidan belirgin dengeli kromozom anomalilerinin saptanmasinda da RT-PCR yontemi
siklikla kullanilmaktadir. Calismamizda, AML tanili 36 hasta ve KML tanili 11 hasta
tizerinde gerceklestirdigimiz yliksek ciktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri sonucu,
bazi hastalarda genom diizeyinde ¢esitli aberasyonlara rastladik.

Grimwade ve arkadaglarmin AML tanili 1612 hasta iizerinde yapmis olduklar
calismada, AML tanisinda onemli olan sitogenetik sonuglar 6zetlenmistir. Hastalardan
t(8;21), t(15;17) ve inv(16) translokasyonlarini tastyanlar, diisiik oranda ilk ilag direncine
ve azalmis relaps riskiyle iligkili artmis hayatta kalma ile karakterize olan iyi prognostik
grubu olusturduklar bildirilmistir. Diger taraftan kompleks karyotip, kromozom 5 ve 7’nin
total kaybi, kromozom 5 ve 3’lin uzun kol kayb1 (q) ve 11q23 yeniden diizenlenmelerinin
kotli prognostik grubu olusturdugu rapor edilmistir. Normal kromozoma sahip olgular,
trizomi 8, 21 ve 22, kromozom 7 ve 9’un q kolu kaybmin ve diger yapisal ve sayisal
anomalilerin ortalama prognostik grubu olusturduklar1 bildirilmistir. Calismada normal
karyotipe sahip hasta sayis1 680 (% 42) olarak bildirilmistir (Grimwade ve ark., 1998).
Bizim calismamizda AML hastalarinin arasinda t(15;17) translokasyonunu tasiyan bir
olguyla karsilasilmadi. Kotii prognostik grubu olusturan kromozom 5q delesyonuna
olgularimiz arasinda 1 hastada rastladik. Ortalama prognostik grubu olusturduklar
diistiniilen trizomi 8 ve trizomi 21’e olgularimiz arasinda sirasiyla 3 ve 1 kiside rastladik.
Bizim ¢alismamizda normal karyotipe sahip hasta sayisi oran1 % 69’dur. Grimwade ve
arkadaslarinin ¢aligmasina gore bizim ¢alismamizda normal karyotipe sahip hasta oraninin
yiiksek olusunu, ¢alismamizdaki hasta sayisinin sinirli olusuna ve hastalarin bir kisminin

tedavi sirasinda bagvurmalarindan dolay1 kaynaklandigini diisiinmekteyiz.
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Trizomi 8, AML olgularinda tek basina veya diger kromozom aberasyonlariyla olusan,
en sik olarak gozlenen sayisal anomalidir (Schoch ve ark., 2006). AML’de en sik
karsilagilan sayisal anomali olmasina ragmen patogenetik etkisi hakkinda sahip olunan
bilginin oldukca az oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda olgularda trizomi 8’in tek
basina % 5-7 oraninda, diger aberasyonlarla beraber % 10-15 oraninda gozlendigi
bildirilmistir. Tek basina gézlendiginde iyi prognostik faktdr olurken, kompleks karyotiple
beraber kotii prognostik 6zellik sergiledigi bildirilmistir (Schoch ve ark., 2006, Wolman ve
ark., 2002). Trizomi 8’in tek bir anomali olarak yeniden gelisen AML veya MDS
olgularinda organik solvente maruziyetten sonra olusabilecegi ve yiiksek oranda yash
AML olgularinda gozlendigi rapor edilmistir (Paulson ve ark., 2006). Trizomi 8 FAB
siniflamasina gére AML olgularinin tiimiinde gozlenmesine ragmen M5’te yiiksek oranda
gozlendigi  bildirilmigtir ~ (Paulsson ve  Johansson, 2007). Calismamizda
siiflandirilamayan AML grubunda 2, AML-MS tanili 1 olguda olmak iizere toplam 3
olguda (% 6,4) trizomi 8 varligin1 saptadik. Her 3 olguda bu aberasyona ek olarak genom
diizeyinde farkli aberayonlara da rastladik. Wolman ve arkadaglarinin yapmis oldugu
calismada 434 kiside trizomi 8’e¢ ek olarak diger klonal aberasyonlara rastlanilmistir
(Wolman ve ark., 2002). Bu hasta grubunun yas ortalamasi 55 olarak rapor edilmistir.
Bizim c¢aligmamizda trizomi 8 saptanan 3 olgunun yas ortalamasi ise 46 olarak
hesaplanmistir. Wolman ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, olgularin 16kosit
degerleri 0.5 ile 262 x10° pL arahiginda, hemoglobin ortalamalart 9,1 g/dl ve platelet
ortalamalar1 45 x10° pL olarak rapor edilmistir. Calismamizda 3 olgunun 15kosit degerleri
1,2 ile 101 araliginda, hemoglobin ortalamalar1 8,9 g/dl ve platelet ortalamalar1 41 pL
seklinde hesaplanmistir. Caligmadaki hasta sayist arttirildiginda literatiir bilgisiyle iligkili
olan bu hematolojik verilerin tam uyumlu olacagini diisiinmekteyiz.

AML olgularinda trizomi 8 ile yapilan ¢aligmalarda, bu aberasyonu tasiyan vakalarda
hayatta kalma siiresinin diisiik olusu vurgulanmistir. Bizim ¢alismamizda da trizomi § ve
buna ek olarak cesitli aberasyonlar saptanan 3 olguda yaklasik 12 aylik zaman dilimi
igerisinde exitus olmuslardir.

Calismamizda AML’de siniflandirilamayan grupta olan bir olguda trizomi 8; trizomi
5, trizomi 10 ve trizomi 21 ile birlikte gozlenmistir ve hasta exitus olmustur. Literatiir
incelendiginde AML’li hastalarda bdyle bir olgunun rapor ediligine rastlayamadik. Trizomi
21 AML ve MDS’de trizomi 8’den sonra en yaygin olarak gozlenen trizomi olmasina
ragmen bu karyotipik anomalinin myeloid diizensizlikler icerisindeki klinik ve prognostik

yeri tam olarak karakterize edilmemistir (Wan ve ark., 1999). Diger say1 anomalilerine
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gore trizomi 5’in AML olgularinda ender olarak gozlendigi bildirilmistir. Kromozom 5°te
gozlenen artiglar genellikle diger sitogenetik aberasyonlarla iligkili olmasina ragmen g¢ok
nadir durumlarda tek basina anomali olarak gozlendigi bildirilmistir. Trizomi 5’in FAB
siniflamasina gére M3 alt tipi harig, diger alt tiplerin tiimiinde gozlendigi bildirilmistir.
Trizomi 5 ve 8’in birlikte goriilmesinin monositik farklilagmay1 gosterdiginden olguya M4
veya M5 tanis1 koyulabilecegi rapor edilmistir. Bu iligkinin biyolojik 6nemi tayin
edilmelidir (Ma ve ark., 1998). AML’de trizomi 10’un tek basina gézlenmesinin oldukca
nadir oldugu ve tanida farkl olarak kotiiden kismen i1yiye uzandigi ama ¢ok kiigiik sayidaki
olgularda rapor edildiginden bu sonucun c¢ikarilmasinin zor oldugu bildirilmistir.
(Llewellyn ve ark. 1999)

Calismamizda yer alan AML-MS5 tanili bir olguda, trizomi 8, trizomi 6 ve 1.
kromozomun q25.1-q44 boélgeleri arasinda 73 Mb’lik bir duplikasyonla birlikte
gbzlenmistir. Trizomi 6’nin, hematolojik diizensizliklerde oldukga diisiik oranda tek basina
gozlenmis oldugu rapor edilmis ve trizomi 8’le bir arda gdzlendigi olgulara literatiirde
rastlanilmistir (Mohamed ve ark. 1998). Bu aberasyonlara ek olarak 1. kromozomda
saptadigimiz duplikasyon AML olgularinda ilk defa gosterilmektedir. Bu bolgede yer alan
genlerle ilgili ileriki asamalarda ayrintili ¢aligsmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Siniflandirilamayan AML grubundaki bir olguda tizomi 8, 22. kromozomdaki q13.2-
ql3.31 bolgesindeki 3,9 Mb boyutunda bir delesyonla beraber goézlenmistir. Delesyon
saptanan bu bolgede Ku proteinin alt tipi olan Ku70 proteini lokalizedir (Koike, 2002). Bu
proteinin bir¢cok hiicresel siiregte; DNA tamirinde, transkripsiyonun regiilasyonunda,
kromozom bakiminda anahtar rol oynadigi bildirilmistir (Koike, 2002). Bu proteinin
foksiyonundaki bozukluk sonucu, normal hiicrelerin kanserli hiicrelere doniisiimii Ph
pozitif 16semilerde gozlendigi bildirilmistir (Skorokhod ve ark. 2006). Olgumuzda da Ph
varligl saptandigindan, buldugumuz verilerin literatiir ile uyum icerisinde oldugunu
gormekteyiz.

AML’de sayisal aberasyonlar arasinda trizomiden sonra ikinci sirada, kromozomun
tiimiini kapsayan kayiplar olan monozomilere sik olarak rastlanildigi bildirilmistir. Tek
kromozom kayiplar1 arasinda Y ve 7. kromozom monozomileri AML’deki en sik
karsilasilan grubu olusturduklar rapor edilmistir. Bu monozomileri 5, 9 ve 21. kromozom
monozomilerinin takip ettigi bildirilmistir (Mrozek ve ark. 2001). Hematolojik
hastaliklarda Y kromozomu kaybinin yasla birlikte geliserek arttig1 bildirilmesine ragmen,
yapilan ¢alismalarda, bu aberasyonun hastanin yagsam siiresiyle veya onceki tedavisiyle

iligkili oldugu bildirilmemistir (Wong ve ark., 2008, Zhang ve ark, 2007).
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Wiktor ve arkadaslarinin hematolojik hastaliklarla iligkili 571 kisi iizerinde yapmis
olduklar1 ¢alismada, 97 AML tanili hastanin 3’iinde (% 3,1) tek basina Y kromozomu
kaybina rastladiklarini rapor etmislerdir (Wiktor ve ark. 2000). Bakshi ve arkadaslarinin
270 AML tanmili hasta iizerinde yapmis olduklari ¢aligmada 17 (% 6,3) hastada Y
kromozomu kaybina ek olarak farkli aberasyonlara da rastlamislardir. Ayrica AML-M1
tanili 44 yasindaki bir olguda Y kromozomu kaybi gozlenmis fakat bu olguda t(8;21)
translokasyonuyla beraber gerceklestigi rapor edilmistir (Bakshi, 2004).

Calismamizda AML-M1 tanili 1 ve AML tanili simiflandirilamayan grupta olan 2

olguda olmak iizere toplam 3 kiside (% 6,4) Y kromozomu kaybina rastladik. AML’ nin
siiflandirilamayan grubundaki 1 olguda (% 2,1) yalnizca Y kromozomu kayb1 gozlenmis,
diger 2 olguda (% 5,5) bu aberasyona ek olarak farkli aberasyonlarda saptanmustir.
Hematolojik malignitelerde gozlenen genetik olaylar arasinda en yaygin olarak
kromozomal delesyonlar gézlenmektedir. Myeloid maligniteler arasinda 13q delesyonuna
rastlanilmaktadir. Hiicre siklusu regiilasyonunda rol alan bir tiimor siipressor gen olan RB1
(Retinoblastoma) geni 13. kromozomda 13q14 bandina lokalizedir (Starza ve ark., 1998).
Yapilan calismalarda KLL olgularinin yarisindan ¢ogunda 13q14 kromozomal bandinda
delesyona rastlanmaktadir. Starza LA ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, 54
AML olgusunun 5’inde 13ql4 delesyonu saptanmistir (Starza ve ark., 1998). Timor
stipresor genlerin 16semi lizerindeki etkilerinin 6nemine ait ¢alismalara daha ¢cok yogunluk
verilebilir. Calismamizda,Y kromozomu kaybi olan 44 yasindaki AML-M1 tanili olguda
bu aberasyona ek olarak kromozom 13’te q14.2-q14.3 bdlgeleri arasinda 5 Mb boyutunda
bir delesyon saptanmuistir.
Y kromozomu kayb1 olup siniflandirilamayan gruptaki diger olguda da bu aberasyona ek
olarak X kromozomu kazanimi ve 3. kromozomun q13.31-q25.1 bolgeleri arasinda 151,8
Mb boyutunda duplikasyon saptanmistir. Boyle bir olguya literatiirde rastlayamadik. Az
sayidaki bildiride 3q’daki artisin  AML ve MDS’nin ilerleyisiyle iliskili oldugu
belirtilmistir. (Mehtaa ve ark., 2010)

Myeloid malignitelerde kromozom 1 anomalilerinin daha az yaygin oldugu, AML ve
MDS’de % 5’ten daha az oranda gozlendigi bildirilmistir (Caramazza ve ark., 2009).
Caligmamizda AML tanili1 36 hastanin 1’inde (% 2,1), 1. kromozomda p36.33-p36.22 ve
q24.1-g44 bolgeleri arasinda sirasiyla 8,2 Mb ve 101 Mb boyutlarinda delesyon
saptanmistir. Tek hastada saptanan bu anomali ylizdesi literatlir bilgisiyle uyum

igerisindedir.
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Myeloid neoplazilerde gozlenen, dengesiz yapisal kromozom  yeniden
diizenlenmelerinde 5q delesyonunun en ¢ok MDS olgularinda, bunu takiben AML
olgularinda gozlendigi bildirilmistir. AML’de 5q delesyonunun hem yeni tani alanda hem
de tedavi sirasinda gozlenebilecegi belirtilmistir. AML’de genellikle kompleks karyotip ile
iliskilendirilmistir. AML’de 5q delesyonu veya kromozom 5’in tiimiiniin kaybi, koti
prognostik degere, hastaligin hizli bir sekilde ilerleyisine ve hayatta kalimin diisiik
olusuyla karakterize edilmistir. En sik gozlenmis olan 5q delesyonlar, ql12-31-q13-35
bantlar1 arasinda bulundugu 200 {izeri hastada yapilan c¢alismalarda goézlenmistir. 5q
delesyonunun en sik olarak monozomi 7, 20, 13, trizomi 8 ve 12p’deki anomalilerle
beraber goriilmiistiir (Grimwade ve ark., 1998, Grimwade ve ark., 2001). Calismamizda
AML-M3 tanili olgumuzda 5q13-q35 bdlgeleri arasinda 110 Mb boyutunda ki delesyon;
monozomi 20, 12p13-pl1 bolgeleri arasinda 28,6 Mb boyutunda ki delesyon, 3p ve
14q’daki delesyonlarla beraber gozlenmistir. Olguda gézlenen bu kompleks aberasyonlar,
AML’deki sitogenetik degisikliklerde literatiir bilgisi ile uyum igerisinde bulunmustur.
Calismamizdaki diger 3 olguda sirasiyla 2p23.2-p22.1, Xpl1.1 ve 8q21.2-q24.3 bolgeleri
arasinda farkli boyutlarda duplikasyon saptanmistir. Bu kromozomlar {izerinde meydana
gelen aberasyonlara yapilan farkli caligmalarda rastlanilmistir ( Mrozek ve ark., 2001).

Myeloid losemiler arasinda olan KML hematopoetik kok hiicrenin klonal ve malign
bir hastaligidir. KML, kromozom 9 ve 22’nin uzun kollar1 arasinda gergeklesen dengeli
resiprokal translokasyon sonucu; t(9;22)(q34;ql11) ortaya ¢ikan Ph kromozomu ile
karakterizedir. Ph kromozomu KML olgularinin yaklasik olarak % 90-95’inde
gbzlenmektedir. Bu translokasyonun molekiiler sonucu olarak olusan Bcer-Abl fiizyon
proteini losemik transformasyondan sorumlu tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. Eriskin
l6semi olgularinin yaklasik olarak % 20’sini olusturmaktadir. Calisma grubumuzda 47
olgunun 11°1 (% 23) KML tanil1 hastalardan olusmaktaydi. 11 olgunun 6’sinda (% 55) RT-
PCR yontemiyle Ber-Abl varligi saptanmistir. Oranin literatiir bilgisine gore oldukga
diisiik olmasinin nedeni olarak, olgularin bir kisminin tedavi siirecinde olmasi ve tedaviye
olumlu yanit vermelerinden dolayr kaynaklandigini diisiinmekteyiz.. KML’de kronik
fazdan blastik faza ilerleme siireci genellikle ek sitogenetik anomaliliklerle beraber
gelmektedir. Blastik fazdaki yaklasik % 75 hastada Ph kromozomuna ek olarak ekstra Ph
kromozomu, trizomi 8 veya i(17q) gozlenmektedir. Bunlardan baska daha az siklikta 17,
19 ve 21. kromozom trizomileri ve monozomi 7’de gozlenmektedir (Chase ve ark., 2001).

Yiiksek ciktili BAC tabanli molekiiler FISH analizi sonucu, 11 KML tanili hastanin
2’sinde (% 18,2) genom diizeyinde aberasyonlar saptadik. ilk olguda Ber-Abl varligma ek
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olarak 3ql1.2 bolgesinde yaklasik 0,6 kb’lik duplikasyon saptadik. Literatiirde 3q11.2
bolgesinde 0,6 kb kadar kiigiik bir duplikasyon varligiyla karsilasiimamistir. Diger olgu
atiptk KML (aKML) tanilidir ve bu olguda Ber-Abl varligia rastlanilmamis, 9q21.2-
9q34.12 bolgeleri arasinda 61,82 Mb boyutunda bir duplikasyon saptanmistir. Klinik ve
hematolojik bulgular1 KML’ye benzer olan aKML Ph kromozomu ve Bcer-Abl
transkriptinin olmayisiyla karakterizedir (Kurzrock ve ark., 2001). Herhangi bir spesifik
sitogenetik degisiklik aKML ile iliskilendirilmemesine ragmen yaklasik % 50- 65 hastada
sitogenetik anomaliliklere rastlanilmistir. Hernandez J. M. ve arkadaglarinin 11 aKML
tanil1 hastada yapmis olduklar1 ¢caligmada en sik trizomi 8 olmak tizere, 5q, 13q, 17p, 12q
delesyonlarina ve ekstra 21. kromozoma rastladiklarin1 rapor etmislerdir. Calismamizda
saptamis oldugumuz 9q21-q34 bolgelerini kapsayan duplikasyon varligina literatiirde
aKML tanili hastalarda rastlayamadik. Bu duplikasyonun aKML tanili hastalarda yeni bir
veri oldugunu ve ileriki c¢aligmalarda klinik etkisinin arastirilmast gerektigini
diisiinmekteyiz.

Losemi tanisinda bilinen en duyarli sistemlerden biri olan RT-PCR yo6ntemi dinamik
hassas ve 0zgiil olmas1 sebebiyle siklikla kullanilan bir yontem haline gelmistir. Gen
anlatiminda RT-PCR kullanimi, dogru duyarlilikta kantitatif data vermesi ve amplifikasyon
sonras1 herhangi bir manipulasyona ihtiya¢ duymamasi ile diger yontemlere goére bir
ustiinliik saglamistir. Bu yontem l6semiyle iligkilendirilmis genlerin diizeylerini saptama
acisindan oldukg¢a dnemlidir fakat bu bir saptama yontemidir, tarama yontemi degildir. Bir
tarama yontemi olarak Onerilebilecek en degerli teknolojilerden biri, yliksek ¢iktilt BAC
tabanli molekiiler FISH analizleri yontemidir. Hematopoetik tiimorleri, ¢oklu sitogenetik
aberasyonlar vermesi ve Kkiiltiire edilmelerindeki giicliik nedeniyle klasik karyotip
analizinin c¢ok zor olarak gergeklestigi dokulardir. Hematolojide kullanilan bu yeni
yontemle, konvansiyonel tekniklerden farkli olarak birden ¢ok delesyon-duplikasyon
bolgeleri aynm1 anda taranabildi ve sonuglar hematolojik bir yaklasim sagladilar.
Konvansiyonel yontemlere gore daha hizli ve kolay analiz olanagi saglayan bu yeni
yontem, losemilerde hem 6n tani belirlenmesinde hem de takipteki olgularin genomik
degisikliklerinin izlenmesinde énemli sonuglar ortaya ¢ikarmistir. Bu yontemin 16semideki
degerinin gercek sinirlarinin tespiti igin genis hasta gruplarini igeren konfirmatif ¢aligmalar

gerekmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismada yer alan 47 hastanin 36’st AML, 11’1 ise KML tanis1 almis hastalardan
olugmaktaydi. Yiiksek ¢iktilit BAC tabanli molekiiler FISH analizleri sonucu 13 (% 27,7)
hastada genomun g¢esitli bolgelerinde, cesitli boyutlarda aberasyonlar saptanmistir. Bu 13
hastanin 3’tinde (% 6,4) bulunan aberasyonlara ek olarak RT-PCR yontemi ile, ber-abl
fiizyon geni varlig1 saptanmistir. Hastalarin 7’sinde (% 14,9) ise yalnizca ber-abl fiizyon
genine, toplamda ise 10 (% 21,3) hastada bu flizyon genin varli§ina rastlanilmigtir.
Calismada yer alan hastalarin 27’sinde (% 57.4) her iki yontemle de herhangi bir genetik
degisiklik gozlemlenmemistir.

Calismada, yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri sonucunda en sik
olarak gozlenen aberasyonlar; AML tanilit 3 (% 6,4) olguda saptanan trizomi 8§ ve AML
tanili diger 3 (% 6,4) olguda saptanan Y kromozomu kaybidir. AML’de prognostik agidan
olduk¢a onemli olan bu aberasyonlar, 16semi ile iligkili diger sayisal anomalilerle beraber
gozlemlenmis, ayrica yapilan analizler sonucunda farkli kromozomlarda l6semi ile
iligkilendirilebilecek delesyon ve duplikasyon boélgelerine de rastlanilmistir. RT-PCR
yontemi ile, KML tanisinda ¢ok biiyiilk 6nem tasiyan bcer-abl fiizyon genine g¢alismaya
katilan 11 KML tanili hastanin 6’sinda (%54,5) rastlanilmistir.

Sonug olarak, 16semi olgularinin tanisinda her iki yontemin bir arada kullanimi,
taninin desteklenmesine ve prognozun belirlenmesi bakimindan hematolojiye yeni bir
yaklasim saglayabilecektir. Elde edilen verilerin ileriki caligmalarda genisletilmesiyle,
klinisyenlere hastaligin seyri ve takibi acisindan yardimeci olabilecek sonuglar elde

edilinebilir.
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