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OZET

Akut Myeloid Losemi Hastalarinda FLT3 ve NPM1 Gen Mutasyonlarinin Sikhginin

Belirlenmesi ve Klinik Oneminin Arastirilmasi

Amagc: Akut Myeloid Losemi(AML) hematopoetik sistemden kaynaklanan ve ilerleyen
yasla birlikte kendini gosteren malin bir hastaliktir. FLT3 ve NPMI1 gen mutasyonlari
AML’nin prognozu agisindan oldukc¢a onemli yere sahiptir. Bu iki mutasyon molekiiler
genetik tekniklerle saptanabilmektedir. Bu retrospektif c¢alismada, hedef gen

mutasyonlarinin siklig1 saptanarak, AML nin klinik agidan degerlendirilmesi amaglanmistir.

Yéntem: Calismada, 2013-2015 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Poliklinigi’nden T1bb1 Genetik ve Molekiiler Biyoloji
AD laboratuvarina yonlendirilen 71 AML 6n tanil1 hasta yer aldi. FLT3 ve NPM1 gen
mutasyonlart i¢in ¢aligilan, iki ayr1 Ger¢gek Zamanli PZR(Real Time PCR) teknigi sonuglari
geriye donuk bigimde incelendi. Bunun yaninda arsiv ve hastane sisteminden elde edilen

hasta bilgileri kullanilarak istatistiksel degerlendirmeler yapildi.

Bulgular: Yapilan retrospektif incelemede 38 (%53,5) hastada FLT3, 7 (%9,8) hastada
NPM1, 26 (%36,7) hastada ise hem FLT3 hem de NPM1 geni incelendi. Ger¢ek Zamanli
PCR teknigi kullanilarak yapilan mutasyon taramasi sonucundan; toplam 8 (%11,2) hastada
NPM1 mutasyonu, 4 (%5,6) hastada FLT3/ITD, 2 (%2,8) hastada ise FLT3/D835
mutasyonu saptanmistir. Mutasyon saptanan 14 (%19,7) kisilik hasta grubu 13 (%92,8)
erkek, 1 (%7,2) kadin hasta olarak gozlemlendi. Hastalara ait biyokimya ve hemogram

degerleri istatistiksel olarak analiz edildi.

Sonug: Calismamizda saptanan toplam %14’lik mutasyon pozitifligi, son zamanlarda
yapilan caligmalardaki oranlara gore daha az goriilmistiir. Diger yandan hastalarin
biyokimya ve hemogram parametreleri ile hastaligin patogenez ve mutasyon siklig1 arasinda
anlamli bir deger bulunamamistir(p>0,5). FLT3 mutasyonu ké&tii prognoz ile sonuglanirken,
NPM1 mutasyonunun daha iyi prognozla iliskili oldugu farkli ¢alismalarda bildirilmistir.
Hastaligin tam1 ve tedavi planlamasinda, iki mutasyonun taranmasi klinik seyrine énemli

ol¢iide katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: AML, FLT3, FLT3/ITD, FLT/D835, NPM1



ABSTRACT

Objective: Acute Myeloid Leukemia (AML) is a malin disease caused by the hematopoietic
system and manifests itself with advancing age. FLT3 and NPM1 gene mutations are very
important for the prognosis of AML. These two mutations can be detected by molecular
genetic techniques. In this retrospective study, the frequency of target gene mutations was

determined and evaluated clinically

Method: In the study, 71 patients with a diagnosis of AML were included in the 2013-2015
community who were referred to the Department of Medical Genetics and Molecular
Biology, Department of Hematology, Department of Internal Medicine, Kocaeli University.
Images from two different Real Time PCR techniques studied for FLT3 and NPM1 gene
mutations were analyzed. In addition, detailed hardware evaluations taken from the archive

and hospital are made.

Results: The total mutation positivity of 14% found in our study was less than in recent
studies. On the other hand, no significant value was found between the biochemistry and
hemogram parameters of the patients and the pathogenesis and mutation frequency of the
disease(p>0.5). FLT3 mutation results in poor prognosis, while NPM1 mutation has been
reported in different studies to be associated with better prognosis. In the diagnosis and
treatment planning of the disease, screening of the two mutations is thought to contribute

significantly to the clinical course.

Conclusions: A total of 14% mutation positivity detected in our study was less than the
rates in recent studies. On the other hand, no significant value was found between the
biochemistry and hemogram parameters of the patients and the pathogenesis and mutation
frequency of the disease (p>0.5). While FLT3 mutation results in poor prognosis, it has been
reported in different studies that NPM1 mutation is associated with better prognosis. It is
thought that screening for two mutations will contribute significantly to the clinical course

of the disease in diagnosis and treatment planning.

Key Words: AML, FLT3, FLT3/ITD, FLT/D835, NPM1
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1. GIRIS

1.1 Hematopoez

Insan viicudundaki kan hiicrelerinin biitiinii hematopoetik kok hiicreler denilen, geng ve
olgunlagsmamis hiicrelerden olusur. Bu olusum siireci kemiklerin merkezinde bulunan
stingerimsi bir doku olan kemik iliginde gergeklesir. Hematopoez insan yasami boyunca
stiren etkin bir siirectir. Bu siire¢ tek bir tiir kok hiicreden biitlin farkli kan hiicrelerinin
gelisim siirecini kapsayan ve kendisini yenileyerek degisik tiirlerde hicre dizilerine
dontigebilen pluripotent hiicrelerden baglar (Sekil 1.1). Hematopoez iki basit islem
basamagindan meydana gelir; bunlardan ilki kendini yenileyebilme digeri ise yonelme ve
farklilagsmadir. (Demir, & Koker, 2020, s. 1181).

Myeloid progenitér

progenitor \

Pluripotent kok hiicre

Lenfoid

) @ T lenfosit B lenfosit

Notrofil Eozinofil Bazofil Monosit Trombosit  Eritrosit

Sekil 1.1.. Pluripoten kok hiicre ve kok hiicre kaynakli hiicre serileri

Boliinme, farklilasma ve olgunlagsma evrelerinden gegen; kok hiicre ve progenitor hiicre

ad1 verilen kan hiicreleri morfolojik olarak kolayca taninabilen ii¢ temel grupta incelenir.



Bunlar; eritrositler, trombositler ve ¢ok farkli islev ve yapiya sahip olan 16kositler olarak
bilinmektedir (Williams, 2000).

Kemik iligindeki kan hiicrelerinin gegirdigi bu siirecler, pluripotent kok hiicrelerin
progenitorler araciligi sayesinde olusarak; Bu kok hucreler myeloid ve lenfoid seri
hiicrelerine doniistiiriilmek Uzere yonlendirilirler. (Sekil 1.2.). Myeloid kok hiicreler bitin
myeloid dizi hucreleri olan eristrosit, grantlosit(nétrofil, eozinofil, bazofil), monosit ve
platetleri olustururken; lenfoid kdk hucreler, lenfoid dizi hiicreleri B ve T lenfositlerine
doniistirler. Myeloid diziler kemik iliginde gelisim gosterirken, lenfoid kok hiicreler islevsel
aktif B hucreleri, kemik iligi ve lenfoid organlarda, T lenfositlerinin gelisimini ise timusta

tamamlar. (Eminli ve ark., 2009).

ultipotert Plunpotent Yonlenrug KT'de tarunabily Olgun kan
kok hiicre kok hiicre projenitor hiicre prekiirsor hitcre hilcresi
op E E
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Sekil 1.2. Hematopoetik kok hiicre farklilasmasi K, Kemik iligi; CFU, colony-forming unit;
S, splen; GEMM, graniilosit, eritrosit, monosit (veya makrofaj)-megakaryosit; BFU, burst-
forming-unit, GM, grandlosit, monosit; EOS, eozinofil, BASO, bazofil; MEG, Megakaryosit

Kok hiicrelerin sahip oldugu temel 6zellikler sayesinde degisik birgok fonksiyona sahip
bu kan hiicreleri, insan yasamui siiresince yenilenerek sabit bir sayida kalmaktadir. Bu yolla,
ornegin; bir insan dmrii boyunca bir saat icinde 1-5x10° eritrosit ve 1-5x10° I5kosit iirettigi
belirlenmistir. Kan kaybi ve enfeksiyon gibi ihtiyacin yiikseldigi durumlarda bazi
diizenleyici mekanizmalar ile hiicre dagilim1 ve yapim hizinda fazlaca degisiklikler olabilir;
diger yandan bu yonelimlerin disinda bazi patolojik durumlarda ise direk kok hicre ilgili,
aplestik anemi, l6semi, myeloproliferatif hastaliklar ve myelodisplastik gibi sorunlar

meydana gelebilmektedir. (Williams ve ark., 2000)
1.2 Kanser

Kanserler oldukga fazla basamaga sahip bir patogenezden kaynak alirlar. Yakin zamanda
yapilan genetik tabanli ¢alismalar, yiiz binlerce bireyden alinan kan DNA’larma iliskin,
hematolojik maligniteler ve insan yasi ile baglantili yaygin somatik mutasyonlarin varligini
ortaya g¢ikarmiglardir. Bu mutasyonlar 6nciil bir hiicreden belirlenebilir hematopoetik
cogalmaya dogru genisleme olusturur. Aslinda bu klonal hematopoez durumunun yalnizca
ylksek hematolojik malignite riski ile degil, bununla birlikte kardiyovaskiiler rahatsizliklar

ve genel 0liim orani ile de baglantilar1 vardir(Jan, Ebert, & Jaiswal, 2016).

Tip biliminde bir olusumun; ‘kanser’ olarak isimlendirilebilmesi i¢in 5 niteligi tagimast

gerektigi Ongoriilmiistiir;

e Hiicrelerde sinirsiz poliferasyon 6zelligi

e Biiyiimesini baskilayan faktorlere duyarli olmamasi

e Hicrelerde apaptozis gortilmeme

e Damar olusumlarimi(angiogenezis) tetiklemesi

e Hiicrelerin doku disinda baska bolgelere sigramasi(metastaz)

e Hiicrelerin doku igine tam bir sekilde girmesi(invazyon) (Kumar ve ark., 2015;
Tahsinoglu ve ark., 1981)

Tim kanser tiplerinde rastlanan genomik degisimler, nokta mutasyonlari, sayisal ve

yapisal kromozomlarin bozukluklar1 olmaktadir. Genomdaki bu say1 ve yapi



anormalliklerinin yaninda, birgok epigenetik mekanizmalarinda kanser yapici etkilerinin
oldugunu gostermistir. Genetik agidan kanser yapisina bakildiginda, kanserde mevcut olan
genler, onkogenler ve timor silipressor gen olarak iki ayr farkli  grupta
incelenmektedir(Sakizli & Atabey, 2006). Onkogenler; kanser baslangicinda rol oynayan,
kontrolsuz proteinleri eksprese eden genlerdir. Timor baskilayict genler ise; hiicrenin
baslica fonksiyonlarinda gorev alan ve hiicre poliferasyonunun eksi yonde kontroliinii yapan

genlerdir.
1.3 Losemiler

Kemik iliginin insan yasamini tehdit edici malign bozukluklardan meydana gelen, kan
hiicrelerinin kontrol dis1 ve sinirsiz bigimde boliinerek gogalmasinin sonucu olusan hastalik

grubudur(Wujcik, 2003).

Losemiler; bulunduklari hiicrenin tipine goére myeloid ve lenfoid, hiicrelerin farklilagsma

seviyelerine gore ise; akut veya kronik olarak siniflandirilmaktadir(Ruddon, 2007)
1.3.2. Loésemi Etiyolojisi ve Patogenezi

Pluripotent hiicrelerden kaynak alan kan hiicreleri kemik iliginde gelisip olgunlasmis
hiicrelere doniistirler. Bu siirecte hematopoez gerceklesir. Losemiler s6z konusu oldugunda
bu kan hiicreleri olgunlasmamais blast halde kalir. Bunun nedeni ise ¢ekirdegindeki genlerden
veya Deoksiriboniikleik asit(DNA) segmentlerinden birinin mutasyona ugramis olmasidir.
Bir gen mutasyona ugradigi zaman hiicre olgunlasma yetenegini kaybeder. Bunun sonucu
olarak da boliinme kontroliinii ve yetenegini kaybeden birgok blast hiicre ve olgunlagsmis gok

az hiicreler meydana gelir (Austin, & Delzell, & Cole 1998)

Losemilerin ortaya ¢ikma sebepleri tam olarak bilinmemekle birlikte baz1 durumlarda olasi
birgok neden belirlenebilmektedir. Bazi karsinojenlerin etkisiyle birlikte mutasyon,
delesyon, kromozomal translokasyonlar ve genetik anomaliler meydana gelebilmektedir.
Kimyasal bir karsinojen olan benzenin hematopoetik ve diger kanser tiirlerine neden oldugu
bildirilmistir. Diger yandan rasyasyonun da kromozomlarda farkliliga yol ac¢tig1 ve 16semi

insidansini artirdig1 bilinmektedir. (Moloney, 1987)

Kalitsal etkenlerinde 16semi de 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin; Down
sendromlu hastalarin normal saglikli hastalara gore 16semi insidans1 16-30 kat daha fazla
oldugu goriilmiistiir(Brothman et al. 2003; Ross et al, 2005). Ayrica sayisal kromozomal

anomalilerinin sebep oldugu hormonal ve genetik durumlardan dolay1 Kliniferter ve Turner



sendromlu hastalarda saglikli bireylere gore 16semiye yakalanma riskinin daha yiiksek
oldugu bildirilmistir. (Gravholta ve ark., 1998; Halse ve ark., 1995).

1.3.3. Akut Losemiler

Akut l6semiler, oncll ve kok hicrelerin timorsel transformasyonu sonucu ilerleyen ve
I6semik hiicrelerin doniisebilme ve olgunlasma bozuklugu ile, normal kan hiicrelerinin
yapilamamasi, asir1 poliferasyon gosteren 16semik hiicrelerin doku, periferik kan gibi

yapilari istila etmesi ile karakterize edilir(Lichtman, 1995)

1976 yilinda Fransiz, Amerikan ve Ingiliz hematologlardan olusan bir grup tarafindan
orijinal sekil kabul edilen akut l6semi Fransiz,Amerikan,ingiliz siniflandirmas: (FAB)
siiflamast olusturulmustur. FAB smiflamasinda akut losemilerin morfolojik ve
sitokimyasal Ozellikleri g6z Online alinmigtir. Fakat imminfenotipleme, elektron
mikroskobu, sitogenetik, molekiiler biyolojik agidan tespit yontemlerini ve nadir l6semi

tiplerini igermeyen bir siniflamadir(Tablo 1.)(Head ve ark., 2004; Schumacher, 2004)

Tablo 1.1 Akut Losemi FAB siniflandirmasi

Akut Miyeloid Lésemi (AML)

(Alt Tip Tanimlama)

MO Minimal farklilagma gosteren akut miyeloblastik 16semi
M1 Olgunlagma gostermeyen akut miyeloblastik 16semi

M2 Graniilositik olgunlagma gosteren akut miyeloblastik 16semi
M3 Akut promiyelositer 16semi

M3V Akut variyant promiyelositer 16semi (mikrogranuler)

M4 Akut miyelomonositer 16semi

M4Eo | Akut eozinofilik miyelomonositer 16semi

Mb5a Akut monoblastik 16semi

M5b Akut monositer 16semi

M6 Akut eritrolosemi




M7 Akut megakaryoblastik 16semi

Akut Lenfoblastik Lésemi (ALL)

L1 Cocukluk tipi ALL
L2 Erigkin tipi ALL
L3 Burkitt tipi ALL

Akut l6semilerde genetik bozukluklarin ciddi bi¢cimde tespit edilir hale gelmesi ve
bunlarin prognoz agisindan énem arz etmesi ile 2001 yilinda Diinya Saglik Orgiitii(World
Health Organization, WHO) yeni bir siniflandirma yapmistir. Bu siniflandirmada
imminolojik, morfolojik, sitogenetik, genetik ve molekuler diizeyde kriterler gbz 6ninde
bulundurulmustur. Bu yeni siniflandirmada akut 16semi tanisi i¢in blastik hiicre sayimi
%20’ye indirilmis(%30’dan) olup, nadir 16semi tipleri de dahil edilmistir(Tablo 2.)( Valk, &
Delwel, & Lowenberg, 2005)

Tablo 2: Akut Losemi WHO Siniflamasi

Akut Miyeloid Losemi

1.Tekrarlayan Genetik Anomalilerle Seyreden AML

*1(8;21)(q22;922), (AML 1/ETO) ile AML

«inv(16)(p13q229 veya t(16;16)(p13;q22), (CBFB/MYHI1-1)ile AML

*Akut promiyelositer l16semi (t(15;17)(q22;922), (PML/RARa) ile AML)

*11g23 (MLL) anomalisi ile AML

2.Cogul Seri Displazisi ile Seyreden AML

*Onceden miyelodisplastik sendromlu

*Onceden miyelodisplatik sendrom olmadan

3. Tedaviye Ikincil AML ve MDS

Alkilleyici ajanlarla iliskili




*Topoisomeraz II inhibitor ile iligkili

4. Tammmlanan Gruplara Girmeyen AML

*Minimal farklilagma gosteren AML

*Olgunlagma gdstermeyen akut miyeloblastik

* Akut miyelofibrozis ile panmiyelozlésemi

*Graniilositik olgunlagsma gosteren akut miyeloblastik 16semi

*RARa rearrajmani gostermeyen akut promiyelositer 16semi

*Akut miyelomonositik 16semi

* Akut monoblastik ve monositer 10semi

* Akut eritrolosemi

*Akut megakaryoblastik 16semi

* Akut bazofilik 10semi

*Myeloid sarkom

Akut Lenfoblastik Losemi

1.Prekiirsor B-lenfoblastik 16semi/lenfoma

2.Prekirsor T-lenfoblastik 16semi/lenfoma

3. Burkitt lenfoma/l6semi

Serisi Belirsiz Akut Losemi

1.Bifenotipik akut 16semi

2.Farklilasmamis akut 16semi

Molekiiler analiz tekniklerinin ilerleyisi ile 16semiye doniisiim mekanizmalarinin birazda
olsa daha iyi anlagilmasini saglamis ve akut I6semide yeni ve fonksiyonel diagnostik marker

0zelligini almaya baslamiglardir(Matutes ve ark., 1997)



1.4 Akut Myeloid Losemi

Normal hiicrelere oranla poliferasyon hizi artmais,
proliferasyonu ile ortaya ¢ikan ve yiiksek hizda ilerleyen malign hastaliklar grubudur. Akut
Myeloid (AML) her yil tan1 konan 16semi hasta grubunun %20’sini olusturur. Cocukluk
doneminde Akut Lenfoblastik Losemi(ALL) AML’ye oranla 4 kat fazla olmasina karsin,
yenidogan doneminde AML daha sik goriilmeye baslar ve adolesan ¢aginda orani artmaya

devam eder. Bu yiikselis erigskin hasta grubunda da goriiliir. AML siklik oraninin daha fazla

oldugu kanitlanan durumlar Tablo 3’de goriilmektedir(Sonak & Uysalol, 2012)

Tablo 1.2. AML sikliginin arttigi durumlar

Genetik hastaliklar

Down sendromu (x15), Fankoni anemisi, Bloom sendromu, Kostmann
sendromu, Diamond Blackfan anemisi, Norofibromatozis, Ataksi-
Telenjektiazi, Shwachman-Diamond sendromu, Klinefelter sendromu,
Trombositopeni-radius  eksikligi (TAR) sendromu, Ailevi

trombositopeni

Cevresel faktorler

Maternal ila¢ / sigara / alkol kullanimi, Maternal topoisomeraz II
iceren yiyecek alimi, radyasyon, iyonizan isinlar*, sitotoksik
kemoterapi (alkilleyiciler ve epipodofilotoksinler)*, petrol Grunleri,

pestisidler, benzen*, agir metaller (*Ispatlanmis faktorler)

Sekonder AML nedenleri

Miyelodisplastik sendromlar ve miyeloproliferatif sendromlar,
Iyonizan radyasyon tedavisi ve bazi kemoterapétik ajanlar: Nitrogen
mustard, Cyclophosphamide, Ifosfamide, Chlorambucil, Melphalan,

Etoposide

1.4.1. Klinik Bulgular

AML’nin kesin kriterleri konulmamakla birlikte; belirli genetik veya sonradan olusan
bagisiklik sistemi sorunlari, radyoaktif ve rontgen isinlari, belirli kimyasal ajanlar ve

virlislerin bu hastalifin meydana gelmesinde 6nemli rolleri oldugu diisiiniilmektedir.

hiicrelerin kontro dis1 ve klonal




AML’de goriilme siklig1 farkli olmakla birlikte birgok bulgular ortaya ¢ikabilir. Bu bulgular
kisaca soyle 6zetlenebilir (Yiallouros, 2010) ;

1. Siklikla goriilen bulgular(hastalarin %60’ 1n1n iistiinde):

e Sdrekli halsiz, isteksiz hissetme
e Trombosit diistikliigiine bagli anemi veya diger cilt sorunlari

e Notrepeniye bagli enfeksiyon yatkinligi
2. Kismen goriilen bulgular (hastalarin %20-30’u arasinda)

e Normal dis1 dis eti ve/veya burun kanamalari
e Ciltte petesi de denilen ufak kanamalar

e Lenf bezlerinde sislikler
3. Cok az rastlanan bulgular(>%20)

e Nefes almada guclik
e Merkezi sinir sisteminin etkilenmesi sonucu bag agrilar1 ve gérme sorunlart

o Fiziksel aktivite yaparken zorlanma
1.4.2 Laboratuvar Bulgular

AML hastaliginin laboratuvar bulgularinin tanisinda artan veya yiikselen 16kosit sayisi,
anemi ile sonuglanan hematopoetik progenitér hiicrelerin kaybi ve sayica azalmasi,
trombositopeni gibi durumlar mevcuttur. Artan poliferasyon sebebiyle biyokimyasal agidan
laktat dehidrogenaz(LDH) ve iirik asit degerlerinin yiiksek ¢ikmasi da laboratuvar bulgulari
arasinda sayilabilir. Bunlara ek olarak cesitli bulgularin tespiti durumunda; Akciger grafisi,
batin goriintiilemesi, MR, BT ve ekokariyografi gibi tetkiklerde gerekli olabilir. AML’de
blast sayisinin %20-30 oraninin iistiinde seyretmesi kesin kriter olarak degerlendirilir ve bu
durumda kemik iligi aspirasyonu / biyopsisi kesinikle yapilmalidir(Anak, & Saribeyoglu,
2011)

1.4.3 Prognostik Faktorler

Akut losemilerde en elverisli tedavi seceneklerinin belirlenmesinde, biitiin risk
gruplarinin degerlendirilmesi prognostik faktorlerin saptanmasinda olduk¢a Onemlidir.
Ciinkii hastaligin seyrine gore en uygun yogunlukta tedavi siirecine gecis yapmak ve yliksek

riskli hastalarda bu riskleri almak olduk¢a dnemlidir. Tan1 esnasinda genel olarak kabul



edilen prognostik faktorlerin bazilar1 soyle siralanabilir(Agaoglu, 2010; Carroll, Bhatla,
Redner, & Kessel, 2016) ;

e Cinsiyet

e Yas

e Lokosit sayisi

e Sitogenetik ve molekiiler genetik test sonuglari
o WBC degeri

e Patoloji sonuglari
Genetik acidan iyi ve kotii prognoz gosteren bazi durumlar Tablo 4’te gdsterilmistir.

Tablo 1.3. Genetik agidan iyi ve kétii prognoz durumlari

Iyi prognoz gosteren durumlar Kot prognoz gosteren durumlar
-Normal karyotip sonuglari -5, 7, 8. kromozom anomalileri
-Negatif mutasyon sonuglari -Klonal kompleks karyotipik anomaliler
-inv(16) -1(9;22), 1(6;9) anomalileri
- t1(15;17), 1(8;21) -Lo6kositoz

1.5 FMS Benzeri Tirozin Kinaz 3(FLT3) Geni

Hematopoetik hiicreler tarafindan ifade edilen bir tirozin kinaz reseptorii olan FMS
benzeri tirozin kinaz 3(FLT3); kok hiicrelerin gelismesi ile farklilagmasinda ve
hematopoezin diizenlemesinde kritik gorevlerde yer alir. FLK-2 (fetal karaciger kinaz-2) ve
STK-1 (insan kok hucre kinaz-1) olarak da bilinen FLT3, 1991 yilinda 2 ayr1 bagimsiz grup
tarafindan klonlanmistir. FLT3 , siif III reseptor tirozin kinaz (RTKIII) reseptor ailesinin

diger tiyeleri ile birlikte oldukga yiiksek benzerliklere sahiptir. (Gilliland, & Griffin, 2002).

FLT3 geni kromozom tizerinde 13q12 bolgesinde yer alir alir ve 24 eksonluk kismi igerir.
Bu gen farelerde 1000 aminoasitlik bir proteini kodlarken insanlarda 993 aminoasitlik bir
kismi1 kodlar. FLT3 genel yap1 olarak hiicre disi bir alan, zar gecis bdlgesi ve hiicre iginde
tirozin kinaz bolgesini i¢eren bir C terminal kuyrugundan olusan, gecirgen zara sahip bir
proteindir(Sekil 3.). FLT3 reseptorii, kemik iliginde CD34+, olgunlagsmamis hematopoietik
hicreler, timus, plasenta, beyin, gonad ve dendritik hicreler gibi yapilarda ifade
edilirler(Rosnet, & Birnbaum, 1992; Agnes ve ark., 1994)

10



:‘FL .

Hiicre Digi Alan

o e e e o e - e e e e e
ITD
Tirozin Kinaz bdlgesi
g € o5 N676,F691

FLT3 inhibitori TKD

Aktive Edici' ? € og D83S

Bolge

PI3K/AKT, Ras/MAPK,
AND STATS
AKTIVASYONU

Sekil 1.3. FLT3'UN yapisini ve islevi
1.5.1 FLT3 Ligand1

FLT3 ligandi(FL) 1993'te klonlanan, ¢oziinebilen bir homodimerik protein olan,bir tip |
transmembran (TM) proteinidir. Kemik iligi mikrogevresindeki fibroblastlar, miyeloid
hematopoietik hticre dizileri, B ve T hucreleri gibi yapilardan eksperese edilir. (Duhier ve
ark., 2001).

Dentrik hiicreler(DH), T hiicrelerine antigen saglayan hiicrelerdir. Kanser hastalarinda
hiicresel immunoteropétik ajan olarak galigmalari yapilmistir. FL’nin, Katil hucrelerin(NK)
gelisimi lizerinde de 6nemli rolleri saptanmistir. DH ve NK hiicrelerinin poliferasyonuna yol
actigindan dolayi, FL’nin genis ¢ercevede bir anti tiimor ajan1 olma potansiyeli yapilan
calisamalarda g6z ontine alinmistir. Ayn1 zamanda FLT3’{in inhibisyonunun, AML igin iyi
bir tedavi yaklagimi gibi goriilse de anti 16semik immiinitenin engellenebilme olasiliginin

da bulundugu bildirilmektedir(Gale, 2003).
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Ayrcia in vitro ortamlarda yapilan ¢alismalarda FL, IL-7 ve IL-11 ile ifade edildiginde B
hicre 6ncillerinde klonal genisleme ve farklilasma saptanmistir. Bunun yaninda B hiicre
lenfopoezini stimile etmek icin IL-7, c-kit ligand, 1L-3 ve IL11 ile beraber hareket ettigi

bilinmektedir.

FL, FLT3 tasiyict AML ve ALL olgularinda incelendiginde; 16semik htcrelerde anti-
apopitotik 6zelligin yani sira, insan yasamini uzatici etkilere sahip oldugu goriilmistir.(
Rombouts, & Blokland, & Ldéwenberg, & Ploemacher , 2000). Bunun yanisira Anconi
anemisi veya kazanilmis aplastik anemi gibi hastaliklarda da ¢6ziinebilir FL oldukga yiiksek
seviyelerde bulunmustur.(McKenna ve ark., 2000).

FLT3 sinyal iletim yolaklart heniiz tam olarak bilinmemektedir ancak primitif

hematopoetik hicrelerin proliferasyonu ve apoptozisindeki Kritik rolii anlagilmistir.

Hemetopoetik hastaligi olan bireylerde yapilan ¢alismalar FL’nin hematopoezde 6nemli
bir rol oynadigin1 gostermistir. Saglikli kisilerde dolasimdaki (plazmada) FL ifadesi, bazi
hastalarda saptanan seviyeden daha diisiiktiir. Ayrica, kok hiicresi kompartmanina etki eden
hematopoetik bozukluklarda 6zellikle Fanconi anemisi ve kazanilmis aplastik anemi gibi
hastaliklarin tamisinda FL dlzeylerinin olduk¢a yiiksek oldugu saptanmistir. Bu tip
anemilerde kok hiicrelerin noksanligimi diizeltmek amaciyla FL’nin {iretebilecegi ileri

strilmektedir.(McKenna ve ark., 2000).
1.5.2. FLT3 ve Mutasyonlar

FLT3 reseptoriiniin genelde birgok B hticresinde, myeloid ve monositik 16semi htcre
hatlarinda ifadesi olurken, FL ekspresyonunun bilyiik bir kismi insan I6semi ve lenfoma
hicre hatlarinda oldugu belirlenmistir. FL’nin ayn1 zamanda birincil AML blastlarinda
yuksek derecede eksprese edildigi gozlemlenmistir.(Zheng ve ark., 2003). B lenfosit
kaynakli Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)’nin neredeyse tim ornekleri ve AML olgularinin
%90’dan cogundada hem RNA hem de fonksiyonel agidan FLT3 ekspresyonu gosterilmistir.
Ayni sekilde, Kronik myelositer 16semi (KML)’de diisiik seviyelerde, kronik lenfositik
l6semi (KLL) ve hatta T hiicre ALL htcrelerinin de FLT3’l ifade ettigi gOsterilmistir.
SEMK2-M1 16semi hiicre hattinin yabanil tip FLT3 geninin amplifikasyon saptanmistir.
Normal kemik iligi ile kiyaslandiginda insan l6semi (primer)hicrelerinde daha fazla
miktarlarda ve CD34 ifadesi ile yakin baglantili olmayacak bi¢imde, konrolsiiz olarak

eksprese edilir (Carow ve ark., 1993; Nakao ve ark., 1996). Bunun sonucunda FLT3
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reseptor-ligand birlesiminin 16komogenez 6nemli oldugu yapilan bir¢ok fonksiyonel hiicre

calismalarinda gosterilmistir.

Internal Tandem Duplikasyonu(ITD)’lar1 1996°da Nakao ve arkadaslari tarafindan
yetiskin AML ve ¢ocuk ALL hastalarinda mesajct riboniikleik asit (m RNA) siklig1 ve
dagilimi arastirmalarini yiiriitiirken, polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PCR) JM boélgesinde
beklenilenin disinda uzun fragmanlar olarak rastlanmis ve tanimlanmislardir. (Nakao ve
ark.1996). Bu fragmanlarin detayli tarama yapildiginda, farkli uzunluklarda sekanslar , adim
adim tekrarlar halinde araya girmis halde bulunmuslardir. Bu duplike olmus fragmanlarin
timiiniin tirozinden zengin oldugu , tiimiiniin exon 14-15 tarafindan kodlanan JM bdlgesi
icinde oldugu, uzunluklarinin 12-240-bp arasinda degisebildigi gozlenmistir (Frohling ve
ark., 2002; Gale, 2003).

Losemilerde FLT3-ITD mutasyonu sikliginin yetigkinlerde % 13,2 - % 32 arasinda
oldugu, miyelodisplastik sendromlarin (MDS) %3’ {inde , akut lenfoblastik I6semilerde
(ALL) ise ¢ok az siklikta rastlandigi bildirilmektedir. Ayrica FLT3-ITD mutasyonuna;
KML, Hodhgin dis1 lenfoma, multiple miyelom (MM) hastaliklarinda ve saglikli kisilerde
hi¢ rastlanmamustir ( Levis & Small, 2003).

ITD mutasyonu, AML alt tipleri i¢inde en sik olarak sirasiyla; M6, M7, M3 ve
M5’ goriilmiistiir. Kismi ve tam wild tip allel kayb1 sonuglarinin mutant band analizlerinde
her hastada ayni olmadigi ve bu durumun genetik instabiliteye bagimli olarak gelistigi

bildirilmistir(Gale, 2003).

FLT3’iin aktive edici bolgesindeki tirozin kinazlarda da mutasyon gézlenmektedir; bu
mutasyon ikincil tirozin kinaz bdlgesinin 20. Exonuna karsilik gelen aspartik asit 835(D835)
ve  isolosin  836(I836)  noktalarinda  amino  asit  duplikasyonu  olarak
tanimlanmistir(Yamamato ve ark., 2001). Tirozin kinaz aktivesine yol acan bu nokta

mutasyonunun AML vakalarinda goriilme insidansi yaklasik olarak %5-10 civarindadir.
1.6 Nukleofosmin Geni

Nikleolar fosfoprotein B23 veya numatrin olarakta isimlendirilen Nukleofosmin(NPM)
geni bir fosfoproteindir. Ribozomlarin biyogenezinde bulunmakla birlikte, baz1 proteinlerin
nukleolusa taginmasina olanak saglamasinin yaninda bir¢ok dnemli gorevleri vardir. Bunlar

sOyle siralanabilir;
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e Histon modifikasyonu

e Ribozom biyogenezi ve taginimi

e Genomik stabilite ve DNA onarimi

e Endoriboniikleaz aktivasyonu

e Hiicre dongiisii sirasinda sentrozom duplikasyonu
o ARF-p53 tiimor baskilayici yolaginin regiilasyonu
e RNA sarmal yapisinin kararsizlastirici aktivitesi

e Kaspazla aktive edici DNaz'in baskilanmasi

e (ekirdekeikte bulundugunda apoptozu inhibasyonu

NPM1 geni, cesitli timor tiplerinde regiilasyona yoluyla mutasyona ugratilir ve

kromozom yapisinda yer degisimlerine sebep olur(Falini ve ark., 2007)

Kati tiimorlerde NPM1 genellikle yiiksek seviyelerde eksprese olarak gdzlemlenir ve
NPM1'in tiimor baskilayict pS3/ARF yolagmin inaktivasyonu yoluyla timor ilerlemesini
destekleyebilecegi disiiniilmektedir; bunun tam tersine diisilk seviyelerde eksprese
edildiginde, NPM1, sentrozom duplikasyonunun engellenmesi yoluyla timor buyimesini
baskilayabilir(Meani N, & Alcalay M., 2009; Okuwaki M., 2008)

NPM proteinleri; NPM1, NPM2, NPM3 VE omurgalilarda bulunmayan NPM olarak dort
grupta incelenen 294 aminoasitlik bir proteindir. Bunlar arasinda en baskin ve uzunlugu en
fazla olan NPM1’dir. NPM2’nin, NPM1°den farkl 3* bélgesinde 24 aminoasitiN eksik
olmasidir. (Sekil 6. NPM1 varyantar1)( NPM3 ise ¢erceve domainindeki ekson 8 kaybuyla,
just membran bolgede eksik olan daha da kisa bir protein olusturmustur. Lim M.J., & Wang
X.W., 2006)
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Sekil 1.4. NPM1 varyantari
1.6.1.NPM1 Proteini

NPM1 proteini birden fazla spesifik bolge iceren 37 kD’luk islevsel bir bolgeye
sahiptir.(Sekil 7).

Heterodimerizasyon Riboniikleaz Aktivitesi Aromatik Bolge

Oligomerizasyon Histon Baglanmasi DNA/RNA Baglanmasi

i tielk
T

Sekil 1.5. NPM1 geni iizerindeki islevsel bolgeler(UCUNOGLU, 2011)
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Saperon aktive edici 6zelliklerinin yaninda, c¢esitli pentamerik sinyaller olusumunda da
gorev alir. Bunun yani sira proteinin ¢ekirdek merkezli transformasyonunu saglayarak

aktivesini regule sinyaller bulunur(Falini ve ark., 2006)

Yetigkin AML olgularinn {i¢te birinde, NPM1’de olusan nokta mutasyonu sonucu

sitoplazmadaki protein ekspresyon seviyeleri degisir(Ridge ve ark., 1990).

Bu zamana kadar AML olgularinda 40 farklit NPM1 mutasyonu saptanmistir; bunlarin
arasinda en sik rastlanan degisiklik mutasyon A olarak tanimi yapilan, gen sekansinin 956-
959 konumundaki , TCTG dortli nukleotidinin tekrar etmesi seklindedir. Bu degiskligin
AML hastalarinda goriilme insidans1 yaklasik %75-80 civarindadir(Naoe. T, & Kiyoi, H,
2004)

1.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

1983 yilinda Ameraikali biyokimyac1 Kary Mullis ve arkadasalar tarafindan icat edilen
Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR) molekiiler biyoloji,genetik ve molekiiler tipta hizlica

yerini almistir(Jaiki ve ark., 1985).

PCR, cift sarmalli DNA molekiiliiniin uzunlugu bilinen iki kismi arasinda, istenilene
miktarda DNA’nin enzimatik olarak c¢ogaltilmasini esasina dayanir. Baslagigta yalnizca
istenilen gen parcasinin kiiciik bir kopyasi elde edilirken, uzun yillar boyunca yapilan
calismalar sonucu, glinlizmiizde PCR teknigi ile birkag saat i¢inde kiiciik bir gen parcasindan

milyarlarca kopa elde edebilmek miimkiin hale gelmistir(Sekiya T 199

PCR hiicre igerisinde, DNA’nin kendini kopyalamasi esasina dayanir. Cift sarmalli
DNA(dnDNA), tek sarmalli DNA(dsDNA) haline ¢oziilerek kopyalanir ve ¢ogaltilarak

tekrar baglanmasi islemi gerceklesir. Teknik kisaca su basamaklarda islenir(Sekil 1. );

e Yuksek sicaklikta ¢ift sarmalli DNA’nin denatiirasyon islemi ile tek sarmalli hale
gelmesi,

e Sicakhik diistiriilerek oligoniikleotidlerin DNA’nin  tamamlayic1  dizilerine
baglanmasi

e Son olarak DNA polimeraz ile primerlere niikleotid eklenme islemleri

gerceklesirilerek DNA sarmali enzimatik olarak birlestirilir.
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Sekil 1.7. PCR teknigi basamaklar1 (Vierstraate A., 1999)
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2. AMAC

Bu retrospektif tez c¢alismasmin amaci, Tibbi Genetik ve Molekiiler Biyoloji A.D
laboratuvarina 2013-2015 yillar1 arasinda basvuran 71 Akut Myeloid Losemi(AML)
hastasinda taranan FLT3/ITD, FLT3/D835 ve NPM1 mutasyonlarini hasta klinik verileri ile
degerlendirerek; genetik degisikliklerin sikligi, klinige etkisi ve prognostik Oneminin

saptanmasidir.
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3. YONTEM

Bu retrospektif tez ¢alismasi, Kocaeli Universitesi Hastanesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Genetik
ve Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali’nda yiiriitiildii. Geriye doniik yapilan bu ¢alismada
hasta arsiv dosyalart ile birlikte Nucleus programindan alinan bilgiler incelendi. Caligsmaya,
2013-2015 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji
Poliklinigi’nden rutin tan1 amacli FLT3 VE NMP1 gen mutasyonu taramasi igin Tibbi
Genetik ve Molekiiler Biyoloji AD. laboratuvarina yonlendirilen AML 06n tanili ve

sonuclarmin bilimsel ¢aligmalarda kullanildigina dair onam almis 70 hasta alindu.

Calismaya almman bu hastalarin secimi yapilirken herhangi bir kriter olmaksizin
randomize bir se¢im yapildi. Arastirma i¢in gerekli olan klinik parametreler; yas, cinsiyet,
hematolojik ve biyokimya test sonuglari ile histopatolojik bulgular hastane sistemi(Nucleus)

ve arsiv dosyalarindan elde edildi.

Bu retrospektif calisma, Kocaeli Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu tarafindan onaylandi (KU GOKAEK 2020/225).
3.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, FLT3 gen paneli ¢aligsmasi i¢in yapildi. Hastalardan EDTA’]1 tiiplerle
alman periferik kan veya kemik iligi 6rneklerinin izolasyonu Qiagen robotik sistemi ile
yapildi. Izolasyon kitinin proteinaz K, yikama soliisyonu, manyetik boncuklar ve pipetaj
iceren kartus sistemi cihaza yerlestirilikten sonra hastanin 220 pL 6rnegi 1,5 ml’lik ependorf
tupune alindi. Son olarak DNA’nin izolasyonun olacag: eliisyon tiipleri yerlestirilerek DNA
izolasyon basamaklar1 otomatik olarak gergeklestirildi. Yeterli miktarda DNA

konsantrasyonuna sahip drnekler bir sonraki asamaya aktarildi.
3.2 RNA izolasyonu

NPMI1 geni calismasi i¢in ilk basamak olarak RNA izolasyonu yapildi.

e Hastalaran alinan periferik kan veye kemik iligi 6rnekleri 1,5 ml’lik falkon tiipe
aktarildi.

e 10-15 dakika buz iizerinde bekletilerek yavasca alt-iist edilerek karistirildi.

e 10 dakika 4C’de santrifiij edilerek siipernatant atildi.
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2 damla Eritrosit lizis tamponu (EL Buffer) eklenerek yavasca karistirildi.
Tekrardan 10 dakika 4C’de santrifiij edilerek siipernatant atildi.

Alinan kan miktar1 baz alinarak 350 puL veya 600 uLL RNeasy Lizis Tampon (Buffer
RLT) eklendi.

Tablo 3.1. Tampon miktari

Buffer RLT (pL) Kan miktar1 (ml) Lokosit sayist
350 <0,5 <2x10°
600 0.5-1.5 2x10° - 1x10’

Pipetaj yapilarak hiicrelerin tamamen par¢alanmasi saglandi.

Lizat Qlashredder kolonuna aktarildi. En yiiksek devirde 2 dakika santrifiij edildi.
15 saniye 10,000 rpm’de santrifiij edildi.

Filtre temiz collection tiipiline aktarilarak tizerine 700 uLL RW1 Buffer eklendi.

15 saniye 10,000 rpm’de santrifiij edildi.

Uzerine 500 pL RPE Buffer eklenerek 15 saniye 10,000 rpm’de santrifiij edildi.
Son ¢ islem tekrarlanip RPE Buffer eklendikten sonra 14,000 rpm’de 3 dakika
santrifj edildi.

Filtre temiz collection tiipiine alinarak 14,000 rpm’de 1 dakika dondiirtildi ve 1,5

ml’lik mikrosantrifiij tliptine aktarildi.

Uzerine 30-50 pL Rnase water eklenerek 40 saniye kadar bekletildi

10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek 6l¢iimii yapildi.

3.3 cDNA Asamasi

Elde edilen RNA orneklerinden cDNA eldesi etmek icin RT-RGQ Kit (Qiagen)
kullanilda.

RNA ornekleri 65°C de 5 dakika inkiibasyondan sonra hemen buz iizerine alinarak 5

dakika bekletildi (200 nanogram RNA ile baslandi).
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Tablo 3.2. Cdna ¢alismasi bilesenleri

Materyal Reaksiyon
basina
Karigim(Kit i¢inden ¢ikan) 7,5 uL
Reverse Transcriptase 2,5 UL
Toplam 10 pL

e 10 pl hazirlanan karisim RNA 6rnekleri tizerine dagitildi.
e Suile toplam hacim 25 pl’ye tamamlandi.

e Thermal Cycler cihazinda asagida verilen PCR protokolii uygulandi.

Tablo 3.3.Thermal Cycler cihazi protokolii

25°C 10 dakika
46 °C 45 dakika
85°C 5 dakika
4°C 5 dakika

3.4. Real Time PCR (Ger¢cek Zamanh PCR) Metodu
3.4.1 FLT3 Mutasyonunun Real Time PCR Yontemi ile Saptanmasi

FLT3 mutasyonu taramas1 FLT3/ITD VE FLT3/D835 olarak iki ayr1 ¢alismada yapildu.
Deneyin ilk asamas1 LightCycler 480 Real Time PCR cihazinda her iki mutasyonda ayni1
sekilde yapildi. Daha sonraki agamalarda ise; PCR sonrasi olusan ITD iiriinleri metafor
agorozda yiritiiliip degerlendirilmesi yapilirken D835 PCR iirilinleri ise enzim kesimi
islemine alindi. Mutasyon kiti olarak LeukoStrat FLT3 Mutasyon Kiti (Invivoscribe)
kullanildi.
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3.4.1.1. Deney Oncesi Hazirhk Asamasi

e Kiticerisinde bulunan FLT3 ITD Master Mix, FLT3 D835 Master Mix, 1\VVS-0050
Clonal Control DNA, 1VS-P004 Clonal Control DNA, 1VVS-0000 Polyclonal

Control DNA ve Specimen Control Size Ladder tiipleri oda sicakligina getirilerek

eritildi.

e 1VS-0050 Clonal Control DNA, ITD miksi i¢in pozitif kontrol olarak kullanildi.
e [VS-P004 Clonal Control DNA, D835 miksi i¢in pozitif kontrol olarak kullanildi.
e 1VS-0000 Polyclonal Control DNA, hem ITD hem de D835 miksi i¢in negatif

kontrol olarak kullanildi.

e Hasta isimleri ile birlikte 6rnekler listesi yapilarak hazirlik asamasi tamamlandi.

3.4.1.2. PCR Kurulumu

Deney grubu ile birlikte kontrol grubu karisim ornekleri asagida ** cizelgede ki gibi

hazirlandi.

Tablo 3.4. LightCycler i¢in gerekli bilesenler

Karisim Bileseni Miktar (uL)
ITD Master Miks/ 45
D835 Master Miks/
Spicemen Control Size
Ladder Miks
HotStartTag DNA 0,25
Polymerase
Toplam 45

e Ornek basina 45 pL miks tiiplere dagitilarak, iizerlerine 5 uL. DNA eklendi.
e PCR sonrast ITD iiriinleri %2’lik metafor agorozda 100 voltda 45 dakika

yiriitiiliip degerlendirilmesi yapilirken D835 PCR firiinleri ise enzim kesimi

islemine alindi.
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Tablo 3.5. PCR Sonras1 Beklenen Uzunluklar

Master Miks Pozitif Wild Mutant
Kontrol Type Tip
ITD Miks 360 331 330 bp’den daha
buyuk bant
bp bp

Spicemen - 84 bp, 96 bp, Sirasiyla bu
Control Size 200b bp, 300 bp,  uzunlukta bantlar
Ladder Miks 600 bp, goruldr.

3.4.1.3 ECoRV Enzim Kesimi

e EcoRV enzim kesimi iglemi sadece D835 PCR iiriinleri i¢in gerceklestirildi.

e 10x Buffer oda sicakligina getirilerek eritildi. (Bu asamadaki islemler soguk blok

tizerinde gerceklestirilmelidir.)

e Miks hazirlanmasi ve dagitimi PCR 6ncesi odada yapildiktan sonra PCR drlinlerinin

dagitilmasi ise PCR sonrasi ayr1 alanda gerceklestirildi.

(EcoRV enzimi kullanilacagi zaman -20°C’den ¢ikarilmali ve kullanildiktan sonra

hemen - 20°C’ye kaldirilmalidir.)

Tablo 3.6. EcoRV Enzim miksi i¢in gerekli bilesenler

EcoRV Miks I¢in

Gerekli
(D)
Kimyasallar
10X Buffer
2
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EcoRYV (10U/pl)

H.0O

14

Toplam

20

e 20 ul EcoRV miks tiiplere dagitilip tizerlerine 10 ul D835 master miks PCR

urtind yaklendi.

e EcoRV enzim kesimi iiriinleri % 2’lik agaroz jelde bantlar agilana kadar (45

dakika lsaat) yurdtaldd.

Tablo 3.7. EcoRV Enzim Kesim Uriinlerinin Degerlendirilmesi

Klonal (Pozitif ) Kontrol (1VS-
P004)

Polyklonal (Negatif ) Kontrol (1VS-
0000)

129 bp

81 bp

e EcoRV enzimi ile kesim yapildiginda ise 8 1bp’da bant veren drnekler negatif,

129bp’da bant veren drnekler pozitif olarak degerlendirildi.
3.4.2 NPM1 Mutasyonunun Real Time PCR Metodu ile Saptanmasi

NPMI1 mutasyon taramasi i¢in, hastalardan alinan periferik kan ve kemik iligi

orneklerinden total RNA izolasyonu yapilip elde edilen RNA’dan ters transkriptaz ile cDNA

sentezi gerceklestirilmistir. Ardindan Rotor-Gene Q Real Time PCR(Qiagen) cihazinda

NPM1 mutasyonu amplifikasyonu gergeklestirildi. Deneyde NPM1 mutA MutaQuant Kit

kullanildi.

e Ik olarak hastanin adi-soyadi, elde edilen niikleik asit konsantrasyonu, almacak

RNA miktar1 ve eklenecek su miktari kriterlerine uygun olarak ¢izelge hazirlandu.

e Kit icerigi ( RNase Inhibitér ve Reverse Transcriptase disinda) buz iizerinde

coziilerek kisaca santrifiij edildi.
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e RNase Inhibitdr ve Reverse Transcriptase,kullanilacag zaman buz iizerine ¢ikartildi.

e RNA o6rnekleri 65°C de 5 dakika inkiibasyondan sonra hemen buz iizerine alind.

Tablo 3.8. PCR icin gerekli olan bilesenleri

Bilesenler Miktar (ul)
1) 5X Buffer/ Tampon 5
2) dNTP 2
3) Random Primer 5,25
4)DTT 1,25
5) RNase Inhibitér 0,5
6) Reverse Transcriptase 1
Toplam 15
RNA *1-10

e Hazirlanan karisimdan her bir hasta RNA 6rneginin iizerine 15 pl miks dagitildi.

¢ Rotor-Gene Q Real Time PCR protokolii uygulandi.

Tablo 3.9. PCR termal dongu protokoli

Sicaklik Sire
(°C) (dakika)
25°C 10 dakika
50°C 60 dakika
85°C 5 dakika
4°C 5 dakika

3.5. Kullanilan Cihazlar

e LightCycler 480 Real Time PCR Cihazi ( Roche, Almanya)
e Rotor Gene Q Real Time PCR Cihazi (Qiagen, Almanya)

e SimpliAmp Thermal Cycler (ABD)

e Mikro Santrifuj (Sigma, ABD)

e Qubit 3 DNA &l¢iim cihazi (Invitrogen)

e Vorteks (Biosan)

e Mikropipetler, 10 pl, 100 pl, 1000 pl (Eppendorf, Almanya)

e Buzdolab1 -4 ve -20 (Arcelik, Turkiye)




e Robotik Sistem Cihazi (Qiagen)
e Elektroforez Tanki ve Gii¢ kaynagi

3.6. Sarf Malzemeler

e Pastor pipeti

e Falkon tip (15 ml, 50 ml)

e Mikrosantriftj tipler

e LightCycler 480 multiwell plate-96
e LightCycler 480 Seffaf Kaplama Filmi
e PCR tupu

e Mikropipet Uglari

e Jel Taragi

e Ependorf Tlp

e Ellsyon Tup

e Collection Tlp

3.7. Kullanilar Kitler ve Kimyasallar

e RT-RGQ cDNA Kit (Qiagen)

e LeukoStrat FLT3 Mutasyon Kiti (Invivoscribe)
e Eritrosit lizis tamponu (EL Buffer)

e RNeasy Lizis Tampon (Buffer RLT)

e NPM1 mutA MutaQuant Kit (Qiagen)

e Rnase water

e Metafor Agaroz Jel

e EZ1® DNA Blood Kit (Qiagen)

3.8. Analiz

FLT3 VE NPMI1 genlerinin ayr1 sekilde iki farkli Real Time PCR teknigi kullanilarak
yapilan mutasyon taramasi raporlar arastirildi. Raporlar pozitif ve negatif olarak incelendi
Hastalara ait hemogram ve biyokimya test sonuglari ise Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS (16.0)) programi ile Spearman korelasyon analizi kullanildi ve p<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu tez kapsaminda, 2013-2015 yillar arasinda Tibbi Genetik ve Molekiiler Biyoloji A.D
laboratuvarina AML 06n tanist ile yonlendirilen 71 hasta ¢aligmaya alindi. Periferik kan ve
kemik iligi alinan 6rneklerden taranmasi istenilen mutasyon tarama raporlar ile birlikte,
hastalarin dosya bilgileri ve hastane sisteminden alinan farkli test sonuglar1 retrospektif

olarak degerlendirildi.

Calismaya alinan bu hastalardan 38 (%53,5) kiside FLT3, 7 (%9,8) kiside NPM1, 26
%36,7) kiside ise hem FLT3 hem de NPM1 geni incelendi.
g

Tablo 4.1. Hasta Grubunun Ozellikleri

Cinsiyet Hasta Toplam (%)
Sayisi(n)

Kadin 17 (%23,9)

Erkek 54 (%76,1)

TANI

AML 59 (%083,2)

AML-M2 2 (%2,8)

AML-M3 6 (%68,4)

AML-M4 3 (%64,2)

AML-M5 1 (%1,4)

YAS

<30 5 (%7.5)

>30 66 (%092,5)

MATERYAL

Kemik 1ligi 13 (%18,3)

Periferik Kan 58 (%81,7)

Yapilan retrospektif inceleme sonucu FLT3/ITD, FLT3/TKD ve NPM1 mutasyonu

analiz sonuglari tez kapsami dahilinde birlikte degerlendirildi.

27



Sekil 4.1 Yillara Gore Mutasyon Siklig1

Yillara Gore Mutasyon Sikhgi

O L N W b U1 OO N

2013 2014 2015

W FLT3/ITD ™ FLT3/D835 NPM1

Sekil 4.2 Yillara Gore AML Alt Tiplerinin Siniflandirilmasi

Yillara Gore AML alt tiplerinin

40 siniflandiriimasi

30
20

10

, N - O

2013 2014 2015
EM EM1 mM2 mM3 mM4 mM5

Toplamda 71 hastada {lizerinden yapilan mutasyon taramasi sonucu toplam 8 (%11,2)
hastada NPM1 mutasyonu, 4 (%5,6) hastada FLT3/ITD, 2 (%2,8) hastada ise FLT3/D835
mutasyonu saptanmistir. Mutasyon saptanan 14 (%19,7) kisilik hasta grubu 13 (%92,8)
erkek, 1 (%7,2) kadin hasta olarak incelendi(p>0.05).

Saptanan mutasyonlar yillara gore ele alindiginda 2013 yilinda hig¢ pozitiflik saptanmaz
iken, 2014 yilinda ii¢ farkli mutasyonda (FLT3/ITD(n=2), FLT3/D835(n=2), NPM1(n=2))
esit sayida hastalarda, 2015 yilinda ise yuksek oranda NPM1(n=6) pozitifligi saptanmis

olarak gdzlemlendi.

Tablo 4.2. Mutasyon Gériilen Hastalarin Hemogram Sonug¢ Tablosu
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Olgu Saptanan WBC | NEU LYM MONO | EOS BASO PLT HCT
Mutasyon

1 FLT3/D835 15 4,12 2,11 7,68 0,003 106 21,9 22,9

2 NPM1 4,72 | 4,54 0,17 0,001 0,002 0 106 41,4

3 FLT3/ITD 126 5 5,73 111 1,49 3,18 47,5 23

4 FLT3/D835 0,06 | 0,007 | 0,051 0,001 0,001 0 15,7 24,9

5 FLT3/ITD 0,223 | 0,006 | 0,211 0,006 0 0 16,8 27,4

6 NPM1 10,4 | 0,015 | 2,31 7,79 0,014 0,317 26,7 35

7 NPM1 69,7 | 355 16,2 15,6 0,084 2,61 - -

8 NPM1 246 34,1 169 17,4 0,546 24,6 - -

9 NPM1 3,7 2,11 1,23 0,278 0,057 0,018 57,1 27,4

10 FLT3/ITD 1,35 | 0,088 | 1,09 0,144 0,004 0,02 48,6 21,5

11 FLT3/ITD 14,2 | 0,258 | 1,03 11,1 0,002 | 1,88 125 22,5

12 NPM1 0,119 | 0,045 | 0,054 0,015 0 - 22,5 22,1

13 NPM1 0,784 | 0,016 | 0,754 0,006 0,005 - 67,4 25,7

14 NPM1 0,646 | 0,252 | 0,347 0,004 0,039 0,005 25,9 27,2

Tablo 4.3. Mutasyon Saptanmayan Hastalarin Hemogram Sonug¢ Degerleri

Olgu | WBC NEU LYM MONO | EOS BASO | PLT HCT | MPW | RDW
1 89 13,2 6,59 53,3 0,233 15,6 394 | 219 |- 27,5
2 15,7 14,5 1,2 0,074 0,017 - - 23,9 | 595 |-
3 0,074 | 0,01 0,059 | 0,003 0,001 0 10,5 | 24,5 | - 16
4 5,62 0,856 | 1,97 2,67 0,01 0,113 | 104 27,8 | 8,52 | 25,8
5 2,69 2,33 0,218 | 0,123 0,003 0,012 | 101 259 9,72 |21
6 0,595 | 0,138 | 0,276 | 0,129 0,002 0,05 356 (289 |7,31 | 205
7 10,5 0,356 | 2,99 6,85 0,054 0,258 | 127 15,2 | 5,72 16,8
8 78,3 4,6 10,6 22,5 1,58 2,09 549 | 19,5 |- 21,7
9 14,5 4,53 2,7 6,86 0,012 0,377 | 14,3 | 22,5 | - 15,1
10 9,2 1,77 7,18 0,066 0,068 0,117 | 15,3 | 22,5 | - 15,2
11 6,77 2,08 3,04 1,54 0,02 0,089 | 155 22,6 |- 17,7
12 9,54 6,43 67,4 0,405 0,051 - 240 34 - 16,1
13 2,04 0,833 | 1,15 0,052 0 0 17,4 | 25,5 | - 14,5
14 41,7 31,8 6,35 3 0 0,538 | 63,8 | 25,5 | - 18,5
15 0,406 | 0,056 | 0,327 | 0,016 0,008 0 70,6 | 26,9 | 6,38 17
16 0,06 0 0,045 | 0,014 0,001 0 14,3 | 24,8 | - 17,7
17 0,472 | 0,003 | 0,456 | 0,01 0 0,003 | 65,2 | 24,8 | 6,69 13,8
18 126 5 5,73 111 1,49 3,18 | 47,5 | 23 6,75 16,1
19 1,09 0,022 | 0,469 | 0,598 0,001 0,002 | 38,5 | 27,8 | 8,02 17,3
20 0,269 | 0,008 | 0,259 | 0,001 0 0 25,3 | 30 7,05 16,9
21 2,04 0,152 | 1,71 0,132 0,026 0,018 | 263 26,4 | 5,39 17,6
22 1,41 0,592 | 0,767 | 0,007 0,003 0,036 | 55 26,7 | - 19,3
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23 2,28 1,23 0,93 0,09 0,006 0,023 | 265 29,5 | 6,82 15,6
24 16,3 15,6 0,505 | 0,157 0,011 0,031 | 75,2 |22,5 |7,23 15,7
25 0,223 | 0,006 | 0,211 | 0,006 |O 0 16,8 | 27,4 | - 14,8
26 10,4 0,015 | 2,31 7,79 0,014 0,317 | 26,7 | 35 9,74, | 21,1
27 0,475 10,129 | 0,339 | O 0,002 0,005 | 58 29,9 | 594 | 15,2
28 0,426 | 0,029 | 0,377 | 0,019 0,002 0 56,5 [ 30,6 | 7,35 17,2
29 15,1 1,29 2,64 9,71 0,015 1,44 32,6 | 16,1 | 6,99 18,7
30 2,55 1,02 0,998 | 0,207 0,284 0,043 | 197 | 41,7 | 6,93 17,7
31 3,47 2,26 0,693 | 0,465 0,001 0,03 255 23,7 | 6,18 14,4
32 2,99 0,156 | 1,91 0,713 0,004 0,207 | 43,5 | 289 |75 17,7
33 49,2 0,023 | 15,2 33,6 0 0,386 | 214 | 41,5 | 6,44 | 16,5
34 4,9 0,741 | 1,5 2,15 0,002 0,496 | 11 27,9 | - 18,9
35 0,889 | 0,352 | 0,503 | 0,018 | 0,001 0,015 | 21,5 | 23 - 17,2
36 1,99 0,048 | 0,936 | 0,842 0,005 0,155 | 160 | 27,5 |5,84 | 21,5
37 4,47 0,22 1,27 2,5 0,023 0,462 | 24,5 | 27 - 16,8
38 21,3 4,32 5,35 10,6 0,312 0,722 | 43,8 | 30,1 | 6,59 14,9
39 22,9 5,14 5,98 11 0,334 0,504 | 62,8 | 34,8 |6,2 15,7
40 1,49 0,371 | 0,818 | 0,274 | 0,002 0,027 | 8,1 33 - 18,5
41 183 12,5 25,8 114 1,4 289 |66,7 |314 |- 16,8
42 0,142 | 0,063 | 0,056 | 0,019 0,002 - 28,1 | 22 6,96 17,8
43 87,2 49,5 | 18,6 | 14,7 0,009 4,47 23,8 | 229 |6,47 |15,6
44 2,07 1,93 0,137 | O 0,005 - 388 | 254 | - 31,8
45 7,17 4,24 1,62 1,06 0,217 - 96,3 | 35,2 | 35,2 19,8
46 0,812 | 0,263 | 0,519 | 0,018 | 0,001 0,011 | 42,3 | 25,6 | 8,03 18,1
Tablo 4.4. Mutasyon Goriilen Hastalarin Biyokimya Sonug¢ Degerleri
Olgu | Saptanan | ALP | ALT BUN | CRP | LDH | URE | Urea | GGT | Albumin
Mutasyon SGPT
1 FLT3/D835 | 122 | 29 68 12,21 1534 |5 145,52 | 112 2,7
2 NPM1 81 11 26 0,62 |236 |31 |554 38 4,05
3 FLT3/ITD 128 | 15 10 12,54 | 179 | 1,3 | 21,4 56 3,91
4 FLT3/D835 | - - 18 12,56 | 95 3,1 | 38,52 - -
5 FLT3/ITD 76 16 22 20,66 | 632 [ 3,5 | 47,08 |51 4,74
6 NPM1 55 15 11 0,53 |93 3,1 | 23,54 |49 3,82
7 NPM1 51 20 6 9,41 |233 |28 |1284 |68 2,33
8 NPM1 115 | 26 26 2,2 465 | 7,7 | 55,64 | 46 2,22
9 NPM1 - 11 10 3,02 | 261 | - 21,4 - 3,96
10 FLT3/ITD 50 11 20 0,49 113 (4,6 | 42,8 35 3,57
11 FLT3/ITD 343 | 235 62 6,41 - 35,6 | 132,68 | 163 3,89
12 NPM1 343 | 235 62 6,41 - 35,6 | 132,68 | 163 3,89
13 NPM1 66 22 22 0,06 | 251 |22 |47,8 50 3,48
14 NPM1 115 | 23 16 2,34 | 765 |7 34,24 |31 4,33
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Tablo 4.5. Mutasyon Saptanmayan Hastalarin Biyokimya Sonug¢ Degerleri

Olgu | ALP | ALT |BUN | CRP |LDH | URE | Urea GGT | Albumin
SGPT
1 180 | 256 |16 40,39 | 4162 | - 34,24 473 | 3,67
2 - 69 41 33,07 | 186 | 3,8 | 87,74 - 2,8
3 87 25 15 1,03 |194 |53 |321 139 | 4,46
4 122 |29 68 12,21 | 534 |5 145,52 | 112 | 2,7
5 65 21 15 0,34 | 277 |33 |428 22 |32
6 781 |71 10 485 (344 |29 |[21,4 264 | 3,12
7 75 24 8 6,95 | 111 |11 |17,12 20 |3,85
8 - 11 15 1,43 | 755 |- 32,1 - 4,02
9 - 28 12 0,16 |- 55 | 25,68 - 4,15
10 |- 8 13 8,85 |- - 27,82 - 3,91
11 73 18 8 1,82 | 179 |22 |17,12 42 | 3,46
12 |- 14 12 170 |5,3 | 25,68 29 | 4,46
13 52 |35 15 0,15 |426 |- 32,1 13 | 4,21
14 |- 12 7 3,54 |- = 14,98 - -
15 164 | 33 11 7,66 |320 |34 |2354 178 | 3,41
16 106 | 14 - - 617 |4 - 123 | 3,22
17 |64 |9 9 9,02 209 |1,1 | 19,26 25 | 3,63
18 | 60 13 52 49,54 | 432 111,28 |14 | 2,51
19 128 | 15 10 12,54 | 179 |1,3 |21,4 56 |3,91
20 |- - 17 22,26 | 168 | 1,4 | 36,38 - -
21 | - . 61 23,25 | 664 |9,6 |130,54 |- -
22 105 | 14 21 28,26 | 249 | 2,8 | 44,94 70 | 3,02
23 65 16 19 3,78 223 |29 |40,66 25 | 3,75
24 |- - 21 2,77 | - 6,5 | 44,94 - 3,52
25 |47 |31 19 0,46 | 220 |4,4 | 40,66 117 | 5,02
26 |54 15 27 1,68 |162 |3,3 |57,78 32 3,39
27 128 | 14 5 - 675 |1,7 | 10,7 - 4,21
28 |63 |51 17 062 |771 |16 | 36,38 92 |3,68
29 |70 |31 32 15,71 | 937 | 5,5 | 68,48 53 | 3,16
30 |42 |9 23 2,1 446 | 3,7 | 49,22 50 | 3,57
31 |81 10 17 0,58 | 185 |3,9 | 36,38 13 | 4,07
32 115 |21 11 2,1 136 |5,3 | 23,54 53 | 3,27
33 10 25 - - - 53,5 - -
34 | 111 |24 20 7,58 |270 |57 |428 252 | 3,52
35 102 | 16 14 2,62 | 546 |66 |2996 113 | 4,13
36 |- 12 12 8,98 |242 |- 25,68 20 | 2,61
37 |73 10 28 433 |230 |- 59,92 18 | 3,47
38 |- 11 33 501 |627 |- 70,62 - -
39 |62 14 13 9,27 | 255 |3,7 |27,82 21 | 2,92
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40 |[384 [206 |61 |564 |4983 |356]13054 [179 |2,92
41 |81 |22 13 |2 270 | 7,3 [27,82 |41 [3,95
42 |- 35 14 |6,28 [1120 |11,2[2996 [80 |3,7

43 |92 |17 12 |899 |159 |2,8 |2568 |128 |3,26
44 |53 |9 13 17 165 |29 [27,82 |88 |29
45 |- 46 41 [256 |2356|17,8|87,74 |- 3,41
46 |73 |18 8 1,82 179 |22 |1712 |42 |3,46

Calismaya dahil edilen 71 hastadan 4 kisiye ait WBC kan degerlerine ulagilamamustir.
Hastalarin WBC degerleri; 9 (%12,6) hastada normal deger araliginda, 32 (%45) hastada

azalan ve 19 (%26,7) hastada artan seviyelerde oldugu gozlemlendi.

WBC degeri normal degerin altinda olan 32 hasta tespit edildi; Bu grupta incelenen 28
hastada notrofil, 27 hastada lenfosit, 29 hastada monosit, 27 hastada PLT ve 31 hastada HCT
degeri normal seviyenin altinda tespit edilmistir. WBC degeri normal degerin lizerinde tespit

edilen 19 hastanin 16’sinda ise CRP degeri artan seviyelerde oldugu tespit edildi.

Elde edilen hasta grubunda, mutasyon saptanan ve mutasyon saptanmayan hastalarin
hemogram ve biyokimya sonuglari karsilastiriliginda, pozitif hasta degerlerinin diger

gruptaki hastalarin degerleriyle arasinda anlamli bir farklilik gériilmemistir (p>0.05).

Arsivden elde edilmesi planlanan FLT3 mutasyon taramasi sonucu elde edilen jel

elektoroforezi goriintli sonuglarina ulagilamada.

Elde edilen klinik verilerin ve taranan mutasyonlarin incelenen 71 hasta ile birlikte genis
bir tablosu olusturuldu. Yas, cinsiyet, AML alt gruplandirmasi ve saptanan mutasyon
bilgileri ile birlikte, incelenen WBC degerleri kaydedildi. SPSS(SPSS 16.0) programi ile
istatisigi yapilan WBC degeri 3,6-10,2 referans degeri araliginda degerlendirilerek; normal

degerin Usti 16kositoz, bu referans degerinin alt1 ise 16kopin olarak yorumlandi.(Tablo .2.)

Tablo 4.5. AML hasta grubunun klinik verileri ile saptanan mutasyonlar

OLGUNO | HASTA CINSIYET | ALT GRUP | SAPTANAN | WBC
YASI MUTASYON

1 35 E - - Lokosiztoz

2 41 E - - Lokosiztoz

3 66 E M3 - Lokopeni
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4 34 E - - Lokopeni
5 71 E - FLT3/D835 Normal

6 67 E M5 - Loékopeni
7 22 K - - Normal

8 62 E - - Lokopeni
9 42 E - NPM1 Loékopeni
10 58 K M2 - Normal

11 40 E - - Lokosiztoz
12 56 E - Lokosiztoz
13 21 K - - Lokosiztoz
14 44 E - . Lokopeni
15 71 K - - Normal

16 66 E - - Normal

17 30 E - - Normal

18 46 E - - Lokopeni
19 55 E - - Lokosiztoz
20 53 K - - Loékopeni
21 41 K - - Lokopeni
22 37 E - FLT/ITD Lokopeni
23 26 E - - Lokosiztoz
24 56 E - FLT3/D835 Lokopeni
25 29 E - - Lokopeni
26 51 E - - Lokopeni
27 81 E M3 - Lokopeni
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28 68 EE - - Lokopeni
29 75 E - - Loékopeni
30 34 E - - Loékopeni
31 89 E - - Lokopeni
32 23 K - - Lokopeni
33 74 K - - Loékopeni
34 34 E - - Loékopeni
35 89 K - - Lokopeni
36 23 E M3 - Normal

37 74 E - - Loékopeni
38 25 E - - Lokopeni
39 42 E - - Lokosiztoz
40 - E M3 - Loékopeni
41 36 E - - Lokosiztoz
42 66 K - - Lokopeni
43 72 E - - Loékopeni
44 69 E - - Lokosiztoz
45 92 E M3 - Lokosiztoz
46 68 K M3 - Normal

47 25 K - - Loékopeni
48 57 E - - Lokopeni
49 72 K M4 NPM1 Loékopeni
50 65 E M4 - Normal

51 28 E - - Lokosiztoz
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52 56 - - Lokopeni
53 38 - - Loékopeni
54 74 - FLT/ITD Lokopeni
55 79 - - Lokopeni
56 71 - - Normal

57 64 - - Loékopeni
58 36 - - Lokosiztoz
59 82 - FLT/ITD Lokosiztoz
60 74 - - Loékopeni
61 41 M2 NPM1 Lokosiztoz
62 56 - - Lokosiztoz
63 38 - - Lokopeni
64 43 - - Loékopeni
65 32 - - Lokosiztoz
66 45 - NPM1 Lokopeni
67 - M4 NPM1 Normal

68 - - - -

69 - - - -

70 - - - -

71 77 - - -
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Tablo 4.6. Mutasyon Goriilen Hastalarin Flow Sitometri Sonu¢ Degerleri

Olgu BLAST CD34 CD45 | CD33 | HLA- CD117 MPO CD99 | CD22
DR
1 4,64% 21,72% | 57,18 | 51,61 | 23,58% | 37,36% | 88,91% | 17,58 | 28,14
% % % %
2 46,89% | 6% 34,67 | 6588 |30,08% | 78% 53,09% | 15,43 | 54,12
% % % %
3 7,65% 11,27% | 72,87 | 19,57 | 32,04% | 23,60% | 32,63% | 1,17% | 13,47
% % %
4 51,13% | 4,31% 90,45 | 88,18 | 25,22% | 79,35% | 28,28% | 61,83 | -
% % %
5 23,37% | 23,92% | 81,35 | 77,98 | 13,91% | 29,25% | 50,70% | 76,70 | 98,94
% % % %
6 78,65% | 31,73% | 99,00 |93,19 | 21,78% | 95,59% | 74,15% | 86,23 | 0,62%
% % %
7 74,60% | 7,29% 22,29 | 97,68 | 15,86% | 7,63% 0,31% | 92,77 | 12,07
% % % %
8 50,89% | 5% 99% 25,88 | 92% 78,90% | 36,77% | 89,77 | 14,64
% % %
9 79,34% | 13,34% | 94,32 | 87,33 | 60,36% | 90,70% | 35,32% | - 1,03%
% %
10 26,65% | 1,67% 9,04% | 1,85% | 1,20% | 0,90% 80,68% | 8,09% | 6,44%
Tablo 4.7. Hasta Grubunun Genetik Anomali Sonug Tablosu
Olgu | Mutasyon | t(15;17) | inv(16) | 9;22 | 11q23 | del5 | del20q | tri8 | del7q
1 - neg - neg - - - - -
2 - poz - neg - - - - -
3 - neg - neg neg - - - -
4 - neg - neg - - - - -
5 FLT3/D835 | poz - neg |- - - - -
6 - - - - - - - - -
7 - - neg - - - - - -
8 - neg - - neg - - - -
9 NPM1 - - neg - - - - -
10 - neg neg neg neg - - - -
11 - neg neg neg neg - - - -
12 - neg - - - - - - -
13 - - - - - neg | neg neg | -
14 - neg neg - - - - - -
15 - neg - - - - - - -
16 - neg - poz - - - - -
17 - neg neg - neg - - - -
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18 - neg - - neg - - -
19 - neg - - - - - -
20 - neg - - - - - -
21 - neg neg neg - - - -
22 FLT3/ITD neg - neg - - - -
23 - neg - neg - - - -
24 FLT3/D835 | poz neg - - - -
25 - neg neg neg - - - -
26 - poz neg neg - - - -
27 - neg - neg - neg neg -
28 - poz - neg - - - -
29 - neg - neg neg - - -
30 - neg neg neg - - - -
31 - neg neg neg neg - - -
32 - neg - neg yet - - -
33 - neg - neg - - -
34 - neg - neg neg neg | neg neg
35 - poz - neg neg - - -
36 - - - neg neg = - -
37 - - - - neg - - -
38 - neg F = - c = -
39 FLT3/ITD neg poz - - - - -
40 - neg - - - - - -
41 - neg = = - - = -
42 - neg - neg - - - -
43 NPM1 neg - neg - - - -
44 NPM1 neg - - - - - -
45 - neg - neg neg neg | neg neg
46 - neg - neg yet - - -
47 - neg - neg yet - - -
48 - neg - neg neg - - -
49 NPM1 neg - neg - - - -
50 - neg - neg - neg |- -
51 - neg - - yet - - -
52 - neg - - - - - -
53 - neg - - - - - -
54 - poz - - - - - -
55 - neg - - - neg | - -
56 - poz - - neg - - -
57 - poz - - neg - - -
58 - neg - neg neg - - -
59 - neg - - - - - -
60 - neg - neg - - - -
61 NPM1 neg - poz - - - -
62 - neg - poz - - - -
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63 - neg - neg - - - - -
64 - neg - neg - - - - -
65 - neg - neg - - - - -
66 NPM1 poz - - - - - -
67 NPM1 neg - neg neg - - - -
68 - - - poz neg - - - -
69 - neg - neg - - - - -
70 - neg - neg - - - - -
71 - neg - neg - - - - -

Elde edilen tabloda 9 hastada t(15;17), 1 hastada inv(16), 3 hastada ise 9;22 genetik
anomalisi saptanmistir. Bu incelemede; inv(16) gorilen 1 hasta FLT3/ITD pozitif, t(15;17)
gorulen 2 hasta FLT3/D835, 1 hasta NPM1 pozitif; t(9;22) gorulen 1 hasta ise NPM1 pozitif

mutasyonlu hastalar olarak gézlemlendi.
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5. TARTISMA

Kan kanseri olarakta bilinen 16semiler, kemik iliginde olgunlasmamis hiicrelerin asir1
poliferasyonu ile karakterize edilen hastalik grubudur. Kanser hastaliklarinin goériilme sikligi
siralamasinda 15. Sirada yer alirken, kansere bagli 6liimlerde 11. siradadir. Kadinlara gore
erkeklerde 1,5 kat daha sik goriilmekte ve erkek hastalarda oOliimciil seyirli olma
egilimindedir. Bu durum ¢alisma grubumuzdaki hastalarinin %23,9 unun kadin, %76,1’inin
erkek olmasi ile yaklasik bir deger gosterebilmektedir.(Lo-Coco, & Fuad, & Ramazan,
2010).

Akut Myeloid Losemi (AML), fonksiyonel gen mutasyonlarinin ve kromozomal yeniden
diizenlemelerin islevsellik kazanmasi aracilifiyla hematopoietik Onciillerin  klonal
transformasyonundan kaynaklanan heterojen bir 16semi grubudur. Tiim AML vakalarinin
yaklasik olarak %30’unu olusturan FLT3 en yaygin goriilen mutasyondur ve kotii prognostik
faktor olarak kabul edilmistir. Bu mutasyonlar, cogunlukla reseptoriin bitisiginde duran zar
alan1 i¢inde amino asitlerin ardisik kopyalarini igerir ve tirozin kinaz aktivitesi ile meydana

gelir.

Tez kapsami c¢aligmasinda 64 hastada FLT3 mutasyonlarinin varligir arastirildi.
Calismada FLT3/ITD ve FLT3/D835 olarak iki ayr1 grupta mutasyon taramasi incelendi.
Sonug olarak 4 (%5,6) hastada FLT3/ITD mutasyonu, 2 (%2,8) hastada ise FLT3/D835
mutasyonu saptanmistir. FLT3 mutasyonlari, yetiskin AML hastalarinin ~ %30 ila %35'inde
bulunmakla birlikte bu mutasyonlar ¢ogunlukla normal karyotipli AML hastalarinda
saptanmigtir. (Takahashi ve ark., 2011). FLT3'ln ylksek aktivasyonu ile sonuglanan
mutasyonlar, reseptoriin iki fonksiyonel alaninda tanimlanmistir. Bunlar AML tanili
hastalarda sirasiyla, %30 ve %10'unda meydana gelen; jukstamembran alanindaki (JM)
dahili tandem duplikasyonlar1 (ITD'ler) ve ikinci tirozin kinaz alanindaki (TKD) aktive edici
nokta mutasyonlaridir (Leung ve digerleri, 2013). Bu oranlar bizim saptadigimiz
%b5,6(FLT3/ITD) ve %2,8(FLT3/D835) mutasyon goriilme sikhigi ile anlamlilik

gostermemetedir.

Dorota ve arkadaslar1 2016 yilinda yaptiklar1 klinik ¢alismada, normal karyotipli AML
hastalarinda FLT3/ITD mutasyonlar1 ile hastaligin niiksetme riski ve daha kisa sagkalim
stresi arasinda dogrudan bir iligki oldugunu gostermistir. Calismamizda, FLT3'Un dahili

tandem duplikasyonu olan 1 hasta, 2 yillik takip sirasinda hayatini kaybetmistir.
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Hasta grubumuzda FLT/D835 mutasyonu saptanan bir erkek hasta Graft-versus-Host
Hastaligi (GVHD) tanis1 almistir. Graft-versus-Host Hastaligi (GVHD), dondrden hastaya
kok hiicre nakli ile verilen saglikli T-lenfositlerin aracilik ettigi yiiksek immiinolojik
reaksiyon ile sonuglanan organ fonksiyon bozuklugu ile giden kompleks bir hastaliktir. Bu
hastalikta vericinin hiicrelerine greft denir ve vericinin bagisiklik hiicreleri hastalikli
hiicrelere saldirdiginda, bu duruma graft-versus-losemi (verici hiicrelerin 16semiye karst
reaksiyonu) veya graft-versus-tiimor (verici hiicrelerin tiimore karsi reaksiyonu) etkisi ile
meydana gelir. (Akpek, 2003, s.123-125).

FLT3 mutasyon taramasi yapilan 1(%]1,4) hastada inv(16), 2(%2,8) hastada ise t(15;17)
sitogenetik anomalisi tespit edilmistir. Bu iki sitogenetik anomaliside iyi prognoz
gostermekle birlikte remisyona giren hastalarda sadece kemoterapi ile yapilan pekistirme
tedavisi ile birlikte hastalarda onemli 6lgiide yanit aldigi bildirilmektedir. Belirtilen
anomalilerden, FLT3 pozitif mutasyonu ile birlikte saptanan inv(16) hasta 3 yillik sagkalim
gosterirken, diger t(15;17) goriilen hastalar tedavilerinde iyi prognoz sergilemekle birlikte

tedavilerine devam edilmistir.

NPMI1 geni, ¢ekirdek ile sitoplazma arasinda tastyici gorevde ve belirgin niikleolar
lokalizasyonda, yiiksek derecede korunmus bir fosfoproteindir. Bu protein, nikleik asitlerin
baglanmasi, sentrozom duplikasyonunun diizenlenmesi ve ribozomal fonksiyonlar dahil
olmak tizere cesitli fonksiyonlarda gorev alir. Ek olarak NPM1, p53'iin kendisi ve p53 ile
etkilesime giren ve p53'0 diizenleyen proteinler dahil olmak {iizere c¢esitli proteinlere
baglanir. Bu etkilesimler yoluyla, NPM1'in sitotoksik ila¢ yanit1 olarak p53 fonksiyonuna
stres kaynakli ana diizenleyici oldugu diisiiniilmektedir. (Thiede ve ark, 2016). NPM1
mutasyonlariin prevalansi yasla birlikte artar, ¢ocukluk ¢agi AML'sinin %2-8'inde ve
yetiskin AML'sinin %27-35'inde meydana gelir. NPM1 mutasyonlart AML vakalarinin
yaklasik olarak ticte birinde ifade edilirkeni bu hastaligin kadin baskinligi gosterdigi
bildirilmektedir (Suleiman ve ark., 2018). Bizim ¢alismamizdaki oran ise 8 NPMI1

mutasyonlu hasta 1 kadin goriilmesidir.

Calismada akciger kanseri bir erkek hastada NPM1 mutasyonu saptandi. 1994 yilinda
anaplastik blyuk hicreli lenfomanin, NPM1 ile birlestigi tespit edilmistir. (Du ve ark, 2018)
Bagka bir ¢alismada CD34(-) ekspresyonunun NPM1 mutasyonu ile dogru orantida . (Thiede
ve ark, 2006) Ayni1 ¢alismada NPM1’in diger mutasyonlara oranla daha iyi bir prognoz
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gosterdigi bildirilmistir. Caligma grubumuzda CD34(-) durumunu gésteren hicbir hastada

NPM1 mutasyonuna rastlanmamaistir.

AML  hastalarimin  risk  smiflandirmast  ile  ilgili  olarak, AML ile
t(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1TL, inv(16)(p13.1;q22) ve mutasyona ugramis NPM1
olumlu sonugla indiiksiyon kemoterapisine iyi bir yanit gosterir. Mutasyona ugramis NPM1
ile birlikte FLT3-ITD'si olmayan veya FLT3-ITD'si diisiik olan vahsi tip NPM1'i olan
hastalarda orta risk siniflandirmasi vardir. Yabani tip NPM1 ve FLT3-ITD yiiksekliginin bir
arada bulunmasi, olumsuz bir prognoz ve kotii sonug ile iligkilidir (Daver ve digerleri, 2019).
NPMI1 mutasyonu saptadigimiz 1 hastada t(15; 17) translokasyonu ile saptanirken, geriye
kalan NPM1 mutasyonu saptanan 7 hastada; inv(16) ve t(15; 17) negatif olarak saptanmustir.
Iyi prognoz olarak bildirilen bu durumda ise 1 hastada 3 yillik sagkalim, 2 hastada ise 2 y1llik

sagkalim goriilmistiir.

CD34 kemik iliginde bulunan ve tiim hiicrelere doniisebilme 06zelliklerine sahip
hiicrelerdir. En 6nemli 6zelligi bulunduklar1 dokuda hizli bir sekilde o doku hiicrelerine
farklilasabilmesidir. (Orfao ve ark, 2003; Wells ve ark, 2000) CD34 basta olmak iizere;
CD117,CD33,CD11, CD15 ve HLA-DR l6semi siniflandirilmasinda 6nemli gostergelerdir.
CD117, CD13 VE CD33 myleloid serilerdeki en erken antijenlerdir ve daha immatr olan
CD34(+)’ligi ile gozlenebilirler. (Menendez ve ark, 2001) Calismamizda 66 yasinda NPM1
mutasyonu saptanan erkek hastada CD117, CD33 VE HLA-DR pozitifligi ayn1 anda
goriilmiistiir. Diger yandan 77 ve 54 yaslarindaki iki erkek hastada da CD34, HLA-DR ve
CD117 pozitifligi ile birlikte geng blast hiicrelerin artis1 gozlemlenmistir. Fakat iki hastada

da herhangi bir mutasyon saptanmamugtir.

Losemilerde %20-%30 arasindaki genis blast orani AML’ye doniisiimde ara donemi
tanimlar. (Howe ve ark, 2004) Calisma grubunda KML’den AML’ye 16semik doniigiim 6n
tanisiyla 2 erkek hasta gozlemlendi. Bir hastada NPM1 pozitif mutasyon saptanirken, diger
hastada herhangi bir mutasyon gorulmedi.

Alt grup tayini diger hastaliklarda oldugu gibi l6semilerde de en 6nemli faktdrlerden
biridir. Kisiye en uygun tedavi seceneginin saptanmasinda blastik hiicrelerin genetik yapisi,
bazi kan degerleri ve immiinohistokimyasal inceleme sonuglar1 olduk¢a 6nemlidir. Bizim
retrospektif ¢alismamizda inceledigimiz 71 kisilik hasta grubunda da M2 (n=2), M3 (n=6),
M4 (n=3) ve M5 (n=1) olmak iizere farkl alt tiplere ait mevcut olmaktaydi.
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Losemilerde beyaz kan hiicrelerinin(WBC) asirt yiikseligi veya disiikliigii gézlenebilir.
Insan viicudunun bagisiklik sistemi hiicrelerinin Slgiimiidiir. Lokosit sayis1 artisi,
enfeksiyon varligina veya bu enfeksiyona karsi bir fonksiyonun baglatildigin1 gosterir.
Bunun yaninda fark edici bu artis veya azalis kan hastaliklarinin da bir gostergesidir.
Calismamizda Statistical Package for the Social Sciences (IBM SPSS Statistics (24.0)) programi
ile degerlendirilen hastalara ait hemogram ve biyokimya testi sonuglar1 incelendiginde;
32(%45) hastada WBC degeri azalan sekilde gozlenirken, 19(%26,7) hastada arttigi
g6zlemlenmistir. Notrofil, lenfosit ve monosit degerleri azalan 16kosit sayis1 ile dogrudan
baglantili olarak azalirken, trombosit(PLT) ve hematokrit(HCT) degerlerinin de normalin
altinda tespit edilmesi genel olarak kan hiicrelerinin yeterli iretilemedigini
diisiindiirmektedir. Hiicre hasar1 sonucu artan Laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi ise WBC
yiikseligi goriilen 19 hastanin 16’sinda yiiksek seviyelerde oldugu tespit edildi. Diger tiim
hemogram(WBC, NEU, NEU%, LYM, LYM%, MONO, MONO%, EOS, EOS%, BASO,
BASO%, PLT, HCT, MPW, RDW) ve biyokimya(ALP, ALT SGPT, Ast, BUN, CRP, LDH,
Urik Asit, Ure, GGT, Albumin) parametreleri istatistiksel olarak degerlendirilip literatiir
incelendiginde, yiiksek veya diisiik kan degerlerinin, mutasyon saptanan ve saptanmayan

hastalar arasinda arasinda anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05).

AML’de uzun siireli hastaliksiz sagkalim veya iyilesme siirecine gecilmesinin birinci
basamag1 (6n kosulu) tam remisyonun saglanmasidir. Bir¢ok ilacin birlikte uygulanmasiyla
yapilan bu yontem, 16semi hiicrelerinin kemik iliginde saptanamayacak diizeye indirilmesi
ve normal hematopoiezin saglanmasi amagclanir. Son 40 yildir yaygin olarak kullanimda olan
remisyon indiksiyonu tedavisi hiicre siklisiine 6zgul ajan sitozin arabinozid ile hiicre
siklustine 6zgul olmayan ajan daunorubisin(intravendz olarak) den olusmaktadir. Bu tedavi
ile elde edilen tam remisyon orani (TR) geng eriskin (<55 — 60yas) AML olgularinda %60-
80, yasli AML (>55 — 60 yas) olgularinda %40-55, genel sagkalim orani ise sirastyla %30
ve %10-15°dir. Son 10 yildir Akut myeloid l6semide tedavi basarisinin artirilabilmesine
yonelik yeni yaklasimlar mevcuttur. Asagida bu caligmalarin kapsamindaki ajanlar

bildirilmistir(Besisik., 2016).

v' Immunoterapi (6rnegin gemtuzumab ozogamicin, IL-2, histamine dihidroklorid),

v" Niikleozid analoglar1 (klofarabin, troksasitabin)

v Hiicre sinyal iletisinin yonlendirilmesi (6rnegin FLT3 inhibitorleri;CEP-706,
PKC412, SU5416, SU5614, SU11248, farnesil transferaz inhibitorleri; R11577-
ZARNESTRA)
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Ilag direnci yonlendirilmesi (siklosporin, PSC-833),
Apoptoza yonlendirici (G3139-Genasense)
Metillenmeyi azaltan ajanlar

Antianjiojenik tedavi,

NI NEE N NN

Proteozom inhibisyonu (6rnegin bortezomib)

Son yillarda tedaviye yonelik yapilan  ¢alismalarla  ileriye  doniik
olarak, FLT3 inhibitorlerinin ortaya ¢ikisi, terapotik yontemler ve sonuclarda buyuk
degisiklikler getirebilir. Midostaurin (PKC412, Novartis) gibi FLT3 inhibitorleri, FDA
tarafindan yeni teshis edilen FLT3-ITD pozitif AML vakalarinda kullanilan kemoterapi ile
birlikte umut verici hedefe yonelik tedavi olarak onaylanmistir (Wei et al. al., 2017). Bir
multikinaz inhibitorti olan Midostaurin, birinci nesil bir FLT3 inhibitoridir. Uluslararas:
CALGB 10603/RATIFY calismasinin sonuglarina gore midostaurin, yogun kemoterapi ile
birlikte ABD Gida ve ilag Dairesi ve Avrupa ilag Ajans1 tarafindan onaylanmustir; ek olarak ,
Avrupa ila¢ Ajans: tarafindan aktive edici bir FLT3 mutasyonu sergileyen AML'li yetiskin

hastalar i¢in idame tedavisi olarak onaylanmastir.

FLT3'U hedefleyen bir multikinaz inhibitori olan Midostaurin, FLT3 ile mutasyona
ugramis AML'de 6n hat kemoterapisi ile kombinasyon halinde sagkalim oranlarinda fayda
gosterebilmektedir. Bu ilerlemeye ragmen, klinik pratikte FLT3 inhibitorlerinin kullanimi,
baz1 onemli ilag-ila¢ etkilesimleri ve optimal zamanlama, siire ve tedavi siralamasi
konusundaki belirsizlik nedenleri ile halen karigik bir siiregtir. Monoterapi olarak, FLT3
inhibitorlerinin faydasi baglangigta eksik ve gecici klinik tepkiler ve kazanilmis direncin
gelisimi ile sinirlandirilmistir. Bu, ortak direng mekanizmalarinin listesinden gelmek i¢in
tasarlanmis daha giiclii ve secici FLT3 inhibitorlerinin gelistirilmesine 6niinli agmistir. Bu
ikinci nesil FLT3 inhibitorlerinden biri olan gilteritinib, niikseden veya refrakter AML'nin
tedavisi i¢in simdilik FDA onaylidir. Artik birden fazla FLT3 inhibitdrii ticari olarak temin
edilebildiginden dolay1, bu ajanlarin AML popiilasyonundaki roliini daha fazla betimlemek
onemlidir (Weis ve Marini, 2019).

Ele aldigimiz hasta grubunun arsiv kayitlar1 incelendiginde, FLT3 mutasyonu olan 1
hastaya Arsenik Trioksit(Trisenox) tedavisi uygulanmis olup hastaligin seyrine katki
sundugu gozlemlenmistir. L6seminin az gorilen ama o6ldiricu turl olan promiyelositer
16semi tedavisinde kullanilan bu ilag, Powell ve arkadaslarinin 518 yetigkin iizerinde yaptig1

klinik deneyde, arsenik ve 16semi ilaglar1 alan 261 kisinin yagsam siiresinin 3 yilin ardindan
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%86 oraninda, yalnizca standart tedavi gdrenlerin yasam siiresinin ise %77 oraninda

arttiginin goriildiigiini bildirdi.

NPMI1 saptanan bir hastaya ise FLAG ile konsolidasyon tedavisi baglanmistir. Hastada 2
yillik sagkalim saglanmigtir. 2017 yilinda Dagdas ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada akut
I6semili 6 hastaya uygulanan bu yontem sonucunda FLAG tedavisinin primer refrakter ve
relaps akut I6semilerde bir tedavi segenegi olabiliceginin ancak remisyon siiresinin kisa
olmas1 nedeniyle 6zellikle allojeneik transplantasyon sansi olan hastalarda kullanilmasi1 daha
uygun goruldigii belirtilmistir. Bunun yaninda yiksek oranda hematolojik ve enfeksiytz

toksisiteye yol agabilecegide bildirilmistir.

Standart indiiksiyon tedavisinde kullanilan ilaglar genellikle sitozin arabinozid (ara-C) ve
antrasiklin kombinasyonudur. Antrasiklin olarak daunorubisin standart ilagtir. Diger
antrasiklin ya da antrasendion grubu ilaclar olarak idarubisin, mitoksantron ve daha seyrek
olarak amsakrin, aklarubisin de kullanilmaktadir. ilaca direng gelismesi idarubisin ile daha
az olmaktadir. FLT3 saptanan 3 hastada idarubucin(cytrarabine) baslanmis ve hastalarda
olusan ila¢ direnci bilgisine ulagilamamakla birlikte, hastalarda olumlu sonuglarin alindigi
incelenmistir. NPMI1 pozitif mutasyon goriilen bir hastada ilag direncinin gelistigi kayit
altina alinmistir. Hastaya diizenli olarak uygulanan idarubisin ilacinin, literatiirde bdyle

durumlar ile sonuglanacagi bildirilmistir.

Bircok kanserin kemoterapiye direng gelistirdigi temel mekanizma olan ¢oklu ilag direnci
(MDR), basarili AML tedavisinin 6niindeki en biiyiik engellerden biridir (Hatakeyama ve
Harashima, 2014). Eriskin AML hastalarinda ise bu durum artan yas daha kotii sonuglarla
iliskilidir. Genel saglik, performans durumu ve farkli komorbiditeler, bu hastalarin yogun
tedavi modalitelerine gosterdikleri toleransin lizerinde 6nemli bir etkiye sahipken, yasa bagh
AML ile iliskili spesifik genetik anormallikler ilag direncini arttirmaktadir. Bu nedenle yas,
tedavi kararlarinin tek belirleyicisi olmamalidir (Almeida ve Ramos, 2016). Diger yandan,

lestauranib g

Haziladigimiz retrospektif ¢aligma sonucunda elde ettigimiz verileri, son 15 yilda yapilan
ve c¢alismamiz ile paralellik gosteren diger calismalar1 karsilastirdigimizda; Bizim
calismamizda oldugu gibi, NPM1 mutasyonunun, FLT3 mutasyonlarina gore goriilme
sikligimin daha yiiksek saptandigi goriilmiistiir. Bunun yaninda hasta sayisina oranla
mutasyon goriilme sikligi ise diger ¢aligmalarda oldukca fazladir. Bizim elde ettigimiz diisiik

pozitif mutasyon saptanma oraninin, benzerlik gosterdigi calismalar ise lilkemizde yapilan
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iki yliksek lisans tez ¢alismasidir. Bagka bir yiiksek lisans ¢alismasindaki veriler ise hasta
sayisinin yiiksek olmasi ile dogru orantili goriilen siklik mevcuttur. Ancak saptanan

mutasyonlarda NPM1 mutasyonu degil, yiiksek bigcimde FLT3 pozitiligi gorilmiistiir.

Yapilan diger ¢alismalardaki kullanilan kit ve cihazlar karsilastirildiginda ise; kullanilan
cihazlar diisiik derecede benzerlik gostermekle birlikte, kullanilan kitler ve calisma

teknikleri olduke¢a farklilik gostermektedir.

Yaptigimiz caligma grubundaki hasta sayisi, yapilan elektroforez isleminin jel goriintii
arsivinin bulunamamasi ve hasta bilgi sisteminde bazi1 bilgilere eksik ulasilmasi, calismamizi

sinirlamastir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hazirladigimiz restrospektif calismamiz sonucu, elde ettigimiz klinik bulgu ve taramalar
ile birlikte hastalara ait parametleri inceledik. Istedigimiz bircok hasta kaydi ve raporlarina

ulasabildik.

FLT3 ve NPM1 genler l6semilerde en sik rastlanan mutasyonlardir. Bu iki mutasyonunda
AML basta olmak iizere 16semik doniisiim ile seyreden diger 16semi alt tiplerinde de
saptanabilecegi incelenmistir. FLT3 yiiksek niiks riski ile birlikte diisiik sag kalim oranlar1
ile sonuclanmaktadir. Bu mutasyonun mutans/normal gen oranlarinin sag kalim ile iligkili
bir hasta izlem kriteri olarak kullanilabilecegi diisliniilmektedir. Diger yandan NPM1 daha
iyi bir klinik seyir ile karakterize bir mutasyon olarak goriilmekle birlikte, AML’nin
prognozu ve alt tiplerine ayrilip tan1 almasi hastalarin tedavi ve tanisina yardimci olabilecegi

diistinilmektedir.

Yapilan diger incelemeler ile karsilastirildiginda, hasta grubumuzun klinik veri ve
sonuclar1 ele alindiginda 6nemli derecede farklilik gostermektedir. Diger ¢alismalar kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise c¢alisma teknikleri ve kullanilan deney kitleri farklh

olmasina ragmen ulagilan oranlar yaklasik olarak benzerlik gostermektedir.

Mutasyon goriilme oranlarinin farkli olmasinin, kit igerikleri ve kullanilan teknikler ile
baglantil1 olabilmesinin yani sira lilkemizde yapilan ¢alismalardaki gortilme sikliginin diger
ulkelere gore diisiik olmast; tilke popiilasyonu ile de baglantili olabilecegi diistintilmektedir.
Bunlara ek olarak; yapilan bir¢ok ¢alismada da goriildiigii gibi, mutasyonlarin varliginin ilag
kullanim1 iizerine etkisi oldukca fazladir. Retrospektif olarak hasta arsiv dosyalar
incelendiginde, genetik mutasyon tarama raporlarinin hasta tedavi ve takibi ile paralel
gitmedigi gozlemlenmistir. Bundan dolay1 genetik raporlarin hastanin tedavi seyrinde
oncelik olarak goz oniinde bulunduruldugunda, hastaligin ilerleyisine oldukga fazla katki

sunabilecegini diisiinmekteyiz.
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EKLER

EK-2 Olgu Rapor Formu

KOCAELI UNIVERSITESI HASTANESI TIBBI GENETIK ANABILIM DALI

HASTA OLGU RAPOR FORMU

Adi-Soyad: :

Materyal : Periferik Kan EDTA

DosyaNo :

OnTan  :AML

Tani tarihi :

Gdnderen Doktorun Adi-Soyadi :

incelemenin Yapildigi Laboratuvar : Tibbi Genetik Anabilim Dali
Taranan Mutasyonlar: FLT3/ITD, FLT3/D835 ve NPM1
Degerlendirmeye alinacak diger sonuglar;

Hemogram:

WBC:

LYM:

LYM%:

LYM:

NEU%:

MONO:

MONO%:

EOS:

EQS%:

BASO:

BASO%:

50



PLT:
HCT:
MPV:
RDW:
Biyokimya:
ALP:
ALT:
BUN:
CRP:
LDH:
URE:
Urea:
CCT:

Albumin:

Tibbi Gériintlileme:

BT:

us:

Patoloji:
Periferik Yayma:

Fiziki Bulgular:
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