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KISALTMALAR ve SIMGELER

Abl  : Abelson protoonkogeni

ALL : Akut Lenfoblastik Losemi

AML : Akut Miyeloid Losemi

BCR : Breakpoint Cluster Region

CCND1: Siklin D1 geni

DAPI : 4,6-Diamino-2-fenilindol

DNA : Deoksiriboniikleik asit

EGR1 : Early Growht Response 1 geni

ET  :Esansiyel Trombositoz

FAB : Fransiz-Amerikan-ingiliz

FISH : Floresan In Situ Hibridizasyon

G-CSF: Graniilasit koloni uyaric1 faktor
GM-CSF: Graniilasit-makrofaj koloni uyarici faktor
GTG : Giemsa-Tripsin-Giemsa

IGH : Immiinoglobiilin agir lokusu geni

IPSS : Uluslararasi prognostik skorlama sistemi
ISCN : International System for Human Cytogenetic Nomenclature
KCl : Potasyum klortir

KH,PO4: Mono Potasyum Fosfat

KLL : Kronik Lenfositik Losemi

KML : Kronik Miyeloid Losemi

KMPH: Kronik Miyeloproliferatif Hastalik

M : Molar

MDS : Miyelodisplastik Sendrom

MM : Multiple Myeloma

mg : Miligram

n : Number (say1)

NACI : Sodyum kloriir

Na,HPOQ,: Disodyum fosfat

NP40 : Nonil fenoksipolietoksiletanol
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PBS
PCR
pH
Ph

: Petit (Kromozomun kisa kolu)
: Kromozomun uzun kolu

: Phosphate Buffer Saline

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Potansiyel Hidrojen

: Philadephia kromozomu

PHA-M: Fitohemaglutinin-M

PV

RAS
RNA
Rpm

: Polisitemia Vera
: Rat Sarcoma geni
: Riboniikleik Asit

: Revolutions Per Minute

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute
RT-PCR: Molekiiler Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

TPO
SCF
SSC
WHO
pL

: Trombopoietin

: Kok hiicre faktorii

: Salin-sodyum sitrat

: World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii, DSO)
: Mikrolitre
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1. OZETLER

2007-2020 Tarihleri Arasinda Kemik iligi Taramas1 Yapilan Hastalarin

Kromozom Analiz Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Ogrencinin Adi- Soyadi: Liitfiye Giil CALISKAN
Damismani: Prof. Dr. Mahmut BALKAN
Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji

1.1 TURKCE OZET

Amac¢: Hematolojik kanserler, kemik iliginden kaynaklanan hiicrelerin asir1
proliferasyonu sonucu ortaya c¢ikan neoplazmlardir. Kemik iligi incelemesi,
hematolojik kanserlerle iligkili olan kromozom anomalilerinin belirlenmesinde
onemlidir. Calismamizda; hematolojik kanser 6n tanili hastalarda, konvansiyonel
sitogenetik analiz ve FISH yontemleri kullanilarak elde edilen sonuglari retrospektif

olarak degerlendirip literatiire katki saglamay1 amagladik.

Gerec¢ ve Yontem: Bu calismada, 2007-2020 yillar1 arasinda, Dicle Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’na bagli Genetik Tan1 laboratuvari’na, Dicle
Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilimdali ile Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Anabilim Dali’ndan gonderilen hematolojik kanser o6n tanili 310 olgudan
konvansiyonel sitogenetik analiz ve FISH yontemleri ile elde edilen sonuglar

retrospektif olarak degerlendirildi.

Bulgular: Genetik Tanmi laboratuvari’nda 2007-2020 yillar1 arasinda yaslar1 2-91
arasinda degisen 149 kadin ve 161 erkekten olusan toplam 310 hastadan alinan
kemik iligi aspirasyon materyali konvansiyonel sitogenetik analiz ve FISH
yontemiyle incelendi. 67 kadin (%47,5) ve 74 erkek (%52,5) toplam 141 olguda
normal karyotip, 68 kadin (%48,2) ve 73 erkek (%51,8) toplam 141 hastada anormal

karyotip gézlemlendi. 28 olguda metafaz bulunamadi. Olgularin hastalik gruplarina



gore dagilimi; Kronik Miyeloid Ldésemi (KML) 92 (%29,7), Myelodisplastik
Sendrom (MDS) 49 (%15,8), Multiple Miyeloma (MM) 41 (%13,2), Akut Miyeloid
Losemi (AML) 40 (%12,9), Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) 30 (%9,7), Kronik
Miyeloproliferatif Hastaliklar (KMPH) 13 (%4,2), Lenfoma 12 (%3,9), Kronik
Lenfositik Losemi (KLL) 8 (%2,6), diger kan hastaliklar1 25 (%8,0) vakada

gbzlemlenmistir.

Sonuclar: Calismamizda elde ettigimiz verilere gére hematolojik kanser 6n tanili
hastalarda, konvansiyonel sitogenetik analiz ve FISH yontemlerinin birlikte
kullanim1 sonucunda gdzlenen kromozom analizinin, hastaliklarin tani, tedavi,

prognoz ve genetik danigsmasina katki saglayacagini diistinmekteyiz.

Anahtar sozciikler: Hematolojik kanser, sitogenetik analiz, konvansiyonel

sitogenetik, FISH, kromozom anomalileri.



Evaluation of Chromosom Analysis Results of Patients Who Underwent Bone

Marrow Screening between 2007 and 2020

Student’s Surname and Name: CALISKAN, Liitfiye Giil
Adyviser of Thesis: Prof. Dr. Mahmut BALKAN
Department: Medical Biology

1.2. ABSTRACT

Aim: Hematological cancers are neoplasms that arise as a result of excessive
proliferation of cells originating from the bone marrow. Bone marrow examination is
important in identifying chromosomal abnormalities associated with hematological
cancers. In our study; it is aimed to contribute to the archive by retrospectively
evaluating the results determined using conventional cytogenetic analysis and FISH

methods in patients with pre-diagnosis of hematological cancers.

Material and Method: In this study, between 2007 and 2020, conventional
cytogenetic analysis and FISH method results of 310 patients who were admitted to
Dicle University Faculty of Medicine, Department of Medical Biology, from Dicle
University Faculty of Medicine, Department of Hematology and Department of
Child Health and Diseases with the diagnosis of hematological cancers will be

evaluated retrospectively.

Results: Bone marrow aspiration material obtained from a total of 310 patients, 149
female and 161 male, aged between 2 and 91, studied in the genetic laboratory
between 2007 and 2020, were examined by conventional cytogenetic analysis and
FISH method. 67 female (47.5%) ve 74 male (52.5%) normal karyotype was
observed in a total of 141 cases, and abnormal karyotype was observed in a total of
141 patients in 68 females (48.2%) and 73 males (51.8%). Metaphase was not found
in 28 cases. The distribution of cases according to disease groups was as follows:
Chronic Myeloid Leukemia (CML) 92 (29.7%), Myelodysplastic Syndrome (MDS)
49 (15.8%), Multiple Myeloma (MM) 41 (13.2%), Acute Myeloid Leukemia (AML)



40 (12.9%), Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) 30 (9.7%), Chronic
Myeloproliferative Diseases (CMPH) 13 (4.2%), Lymphoma 12 (3.9%), Chronic
Lymphocytic Leukemia (CLL) 8 (2.6%), other blood diseases were observed in 25
(8.0%) cases.

Conclusion: According to the data we found in our study, we think that the
chromosome analysis observed as a result of the use of conventional cytogenetic
analysis and FISH method in patients with pre-diagnosis of hematological cancers
will contribute to the diagnosis, treatment, prognosis and genetic counseling of the

diseases.

Keywords: Hematological cancers, cytogenetic analysis, conventional cytogenetics,

FISH, chromosomal abnormalities.



2. GIRIS ve AMAC

Hematolojik kanserler, kemik iliginden tiireyen ve tiim kan hiicrelerini lireten
hematopoetik kok hiicrelerde goriilen genetik diizensizlikler sonucu hiicrelerin
diizensiz ve kontrolsiiz boliinmesi, asirt proliferasyonu ve anormal farklilagmasi ile
ortaya c¢ikan kotii huylu tiimoral hastaliklardir. Gilinlimiize kadar yapilan ¢ok sayidaki
calismada, hematolojik kanserlere sayisal veya yapisal kromozom anomalilerinin
neden oldugu gosterilmistir. Ayrica hematolojik kanserlerde bilinen veya spesifik
kromozomal diizensizliklerin tespiti; hastaligin tanisi, tedavisinin planlanmasi ve
prognozunun takibinde 6nemli bir yer tutar (1).

Hematolojik kanserlerde goriilen anormallikleri belirlemede konvansiyonel
sitogenetik analiz ve FISH yontemleri etkin olarak kullanilir. Konvansiyonel
sitogenetik analizin, FISH ve diger molekiiler yontemlere gore avantaji, olusabilecek
tiim sayisal ve yapisal anomalilerin birlikte goriiliip degerlendirilebilmesine olanak
saglamasidir. Ancak kanser hastalarinda Ozellikle kemoterapi sonrasi mitotik
aktivitenin diismesiyle kemik iliginde degerlendirilecek hiicre sayisinin azalmasi ve
incelenecek metafaz bulunamamasi bu yontemin ana dezavantajidir. Ayrica kanser
sitogenetiginde  goriilen submikroskobik yeniden diizenlemeler ve nokta
mutasyonlar, konvansiyonel sitogenetik analizde rezollisyonun smirli olmasi
nedeniyle saptanamamaktadir (2).

Kanser genetiginde FISH yontemi, konvansiyonel sitogenetik analize gore
daha c¢ok tercih edilmektedir. Ciinkii FISH yonteminde metafaz hiicrelerinin
hazirlanmasina gerek duyulmadan interfaz hiicreleriyle de c¢alisilabilmektedir.
Hematolojik kanser tiplerinde arastirilan anormallige 6zgii problarla ¢alisilmast da
FISH yonteminin klasik sitogenetik analize gore daha hizli, hassas ve gii¢lii olmasini
saglamistir. Ancak sadece belli bir anormalligi tespit etmek i¢in inceleme yapmasi ve
teknik kisitlamalardan dolayr arastirilmak istenen anormallige 6zgii probun her
zaman bulunamamasi FISH yonteminin ana dezavantajidir (3).

Hematolojik kanser hastalarinda sitogenetik analiz ve FISH yontemi igin
gereken tiimor hiicresine, kemik iligi aspirasyon materyalinden ulasilir. Hastadan
aspire edilen kemik iligi yeterli miktarda degilse, kemik iligi biyopsisi yapilir.
Kronik miyeloid 16semi gibi kanser tiplerinin sitogenetik analizinde ise kemik iligi

aspirasyonu tercih edilir. Multiple miyeloma hastalarinda da tan1 asamasinda kemik



iligi aspirasyonu 6nemli bir yer tutar. Kemik iligi hiicrelerinin mitotik aktivitesinin
diisiik olmasi, yeterli sayida metafaz elde edilememesi, kisitli ve zor sartlarda, az
miktarda kemik iliginin alinmasi gibi nedenlerden dolayr kemik iligi aspirasyon
materyali ¢calisma sirasinda ziyan edilmeden dikkatlice kullanilmalidir (4).

Kemik iliginin sitogenetik incelemesi, hematolojik kanserlerle iligkili olan
kromozom  anomalilerinin  belirlenmesinde  biiyilkk  6nem  tagimaktadir.
Calismamizdaki asil amacimiz; hematolojik kanser 6n tanisi ile Tibbi Biyoloji
boliimiine yonlendirilen hastalarda, konvansiyonel sitogenetik analiz ve FISH
yontemleri kullanilarak elde edilen molekiiler analiz ve karyotip sonuglarini
retrospektif olarak degerlendirip literatiire katki saglamaktir. Calismamizda olgu
sayist yiiksek tutulmus olup iilkemizdeki hematolojik kanser temelindeki
kromozomal anomalilerin ortaya konmasinda yararli olacagi kanaatindeyiz. Ayrica
hematolojik kanser patogenezinin anlasilmasinda kaynak rolii oynayabilecegini

diisiiniiyoruz.



3. GENEL BIiLGILER

3.1. Kemik iligi

Kemik iligi, biiylik kemiklerin merkezinde bulunan kati ve sert yapilar
icindeki trabekiiler ve stromadan olusan tiim viicut kitlesinin %4-5’ini meydana
getiren, viicudun en biiyilk organlarindan biridir. Kemik iligi; kirmizi (aktif,
hematopoetik) ve sar1 (inaktif, yagli) olmak iizere ikiye ayrilir ve temel bileseni
yagdir (5). Erigkin geng bireylerin sar1 kemik iliginde %15 su, %5 protein, %80 yag
bulunurken, kirmiz1 kemik iliginde %40 yag, %20 protein, %40 su vardir (Sekil 1).

Sekil 1. Kemik iligi makro (a) ve mikro (b) ortamindaki stromal hiicreler (6).

Kirmizi ilik; eritrosit, 16kosit ve trombositlerin iiretildigi miyeloid dokudan
zengindir. Her iki ilikte de yaygin damar ag1 mevcuttur. Dogumda tiim kemik iligi
kirmizidir ve yas ile beraber sar1 ilik olusmaya baslar. Eriskin birinde kirmiz1 ilik
yasst kemikler ve uzun kemiklerin proksimal ucunda yer alirken sari ilik uzun
kemiklerin orta kisimlarinda yerlesmistir.

Erigkinlerde tiim kan hiicrelerinin kdkeni, kemik iligindeki hematopoetik kok
hiicrelerden gelir (7). Kendi kendini yenileyebilme, cogalabilme, tiim kan hiicrelerini
tiretme, immiin hiicreleri yapilandirip sekillendirme kabiliyetine sahip hiicrelere
hematopoetik kok hiicreler (HKH) adi verilir (8). En 6nemli bileseni hematopoetik
hiicreler olan kemik iliginde ayrica sitokinler, stromal hiicreler, biiylime faktorleri,
hiicre dis1 matriks ve kemokinler iceren 6zel mikrogevreler bulunmaktadir. Biitiin bu

hiicre i¢i bilesenlerin etkilesim i¢inde bulundugu yapiya “nis” adi verilir (5).
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Sekil 2. Kemik iligi mikrogevresi “nis” (9).

Farklilagsmamis hematopoetik hiicreler kemik yilizeyine yakin, farklilagsmig
hiicreler ise kemik iligi merkezine daha yakin bulunmaktadir. Hiicredeki kromatin
diizeyinde modifikasyonlar ve epigenetik degisiklikler hematopoetik kok hiicrelerin
olusum mekanizmasinda onemli yer tutar. Kemik iligi mikrogevresinden (nis) ve
hiicre ici diizenleyici sistemlerden aldiklari sinyallerle kok hiicreler ya dinlenme
fazinda kalir ya da farklilasir (6). Kemik iligi nisi hemotopoetik kok hiicrelerin
beklemede kalmalarini, ¢ogalmalarini, farklilasmalarini ve goglerini diizenler.

Kemik iligi nisi’nin énemli hiicresel bilesenleri sunlardir:

1. Osteoblastik hiicreler
2. Endotelyal hiicreler
3. Osteoklastlar

Bu hiicreler mezenkimal hiicrelerden koken alirlar ve nis’in fiziksel yapisini
meydana getirirler. Osteoblastlar; kemik dokudaki matriks olusumdan sorumludur ve
kemik mineralizasyonunda gorev alir. Endotelyal hiicreler HKH mikrogevresi
olusumunda 6nemli yere sahiptir. Osteoblastlar ve endotelyal hiicreler sirasiyla
endosteal ve vaskiiler nis’t meydana getirerek HKH’nin kendilerini yenilemesi,
farklilasmas1 ve fonksiyonlarini yerine getirebilmesi i¢in gereken mikrocevreyi
olusturmasi bakimindan son derece Onemlidirler. Kemik iliginde osteoblastik ve
vaskiiler nislerin birbirleri ile ahenk i¢inde ¢alistiklar1 belirtilmistir (10). Osteobastik
niste hematopoetik kok hiicreler adezyon molekiilleri araciligiyla bir arada dururlar
ve bu da kok hiicrelerin sessiz kalmasina katkida bulunur (11). Sekil 3’te

hematopoetik nislerin trabekiiler kemik kavitesindeki yerlesimleri gosterilmistir.
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Sekil 3. Trabekiiler kemik kavitesindeki hemotopoetik nislerin lokalizasyonu (9).

«-

Osteoklastlar ¢ok sayida makrofaj-graniilosit onciil hiicrelerin fiizyonu ile
olusur ve endosteal niste bulunurlar. Yapilan c¢alismalar, HKH’ler ve nisleri
arasindaki iligkiyi artiran faktorlerin, osteoklastlardan salgilanan enzimler tarafindan
aktif hale geldigini gostermistir (12).

Kemik iligi hiicre c¢esitleri islevsel olarak hematopoetik, stromal ve
parankimal olarak gruplandirilabilir. Hematopoez hematopoetik hiicrelerle,
ekstraseliiler matriks ve stromal hiicreler arasindaki etkilesimler reseptdr aracili

sinyaller ile diizenlenir (13).

3.2. Hematopoez

Hematopoez kelime manasi olarak kan hiicrelerinin olusumunu ifade eder.
Embriyolojik hayattan baglayarak eriskinlik doneminde kan hiicrelerinin iiretilmesi
ve yenilenmesi siireclerinin tamamidir. Omurgali canlilarda hematopoez, primitif
dalga ve kalict dalga olmak tizere iki dalgadan olusur (14). Primitif dalga erken
embriyolojik gelisim doneminde eritroid progenitorler ile eritrosit ve makrofaj
tretiminde etkilidir (15). Primitif dalga gecici bir siiregtir, eritroid progenitdrlerin
kendini yenileme ozelligi yoktur, yolk sak kesesinden iiretilir ve embriyonun
biiyiimesi sirasinda oksijenlemesinde rol oynar. Ancak adaptif bagisiklik sisteminin
hiicrelerini iiretmez (16). Kalict dalga kalici hematopoez gelisiminden sonra olusur
ve multipotent hematopoetik kok hiicrelerini igerir. Kalict hematopoetik kok hiicreler
gelismekte olan embriyoda aorta-gonad-mezonefroz bolgesinde olugmaya baslar
(Sekil 4), oradan fetal karacigere ve sonra da dogum sonrasi mekani olan kemik

iligine go¢ ederler (17).
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Sekil 4. Aorta-gonad-mezonefroz (AGM): Fetal hematopoetik kok hiicrelerin primer orijini (16).

Primitif hematopoez dalgasinin ortaya ¢iktigi zamanda, kan tretimi sadece
ekstraembriyonik dokularda goriiliirken, kalici hematopoez dalgasi sirasinda hem
ekstraembriyonik hem de intraembriyonik dokularda kan olusturma aktivitesi
belirgindir. Insanlarda hematopoez Sekil 5°de gosterildigi gibi yolk sak kesesinde
baslar (9-10 giin) oradan karacigere (5-6 hafta) sonrasinda kemik iligi (2-3.aydan

sonra) ve timusa go¢ eder.
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Sekil 5. Hematopoez (16).

Lenfoid ve myeloid hiicreler, kemik iliginin igindeki pluripotent kok
hiicrelerden meydana gelir (18). Lenfoid hiicreler B ve T lenfositleri, myeloid
hiicreler ise eritrosit, graniilosit, monosit ve megakaryosit gibi diger kan hiicrelerini

olustururlar. Bu olaya hematopoez ad1 verilmektedir (Sekil 6).
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Sekil 6. Hematopoez ve kanin sekilli elemanlar (19,20).

Kemik iligi igerisinde gelisen B hiicreleri herhangi bir uyar1 aldiginda
farklilasir ve plazma hiicrelerine doniiserek immiin sistemin 6nemli bir eleman
olurlar. Viicuda bir virlis veya bakteri girdiginde yiizeylerindeki IgM/D molekiilleri
sayesinde B lenfositleri plazma hiicrelerine doniisiir ve immiinoglobiilin (Ig)

yapisindaki antikorlart meydana getirerek savunmada gorev yaparlar (Sekil 7) (21).

Plazma Hiicresi

K38k Hiicre — Lenfoid Hiicre > B Hiicresi > Plazma Hiicresi

l
o o L o

l

Antikor
immiinoglobulin

Sekil 7. immiinoglobiilin gelisimi (21).

3.3. Kanser

Hiicre fonksiyonlar1 bir denge {izerine kurulmustur. Hiicrelerdeki boliinme ve
farklilasma siiregleri dokularin ihtiyacina goére bir diizen igindedir, bu denge
durumuna “homeostaz” denir. Bu denge herhangi bir mekanizma ile sekteye ugrarsa

anormal hiicre biiylimesi yani kanser olarak tanimlanan durum meydana gelir.
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3.3.1. Kanser tarihcesi

Kanserin tarihgesi insanlik kadar eski olmakla beraber net bir tanimlama
yapmak zordur. Kanser bugiin bizim i¢in koétii biiyiime anlamina gelmektedir ama
yazili tarihte salgin, veba yerine de kullanilabilmektedir. Bu yilizden papiriislerde ve
magara yazilarinda tanimlar {izerine yorum yapabilmekteyiz. Paleopatolojik olarak
kanserin tarih Oncesi meydana gelmesine iligkin kanitlar nadir ve nispeten gectir.
Bazi osteosarkom izlerine magara ayisi ve pleistosen atlarinin kemik incelemesinde
rastlanmistir. Insanda bu tiir ilk tiimérler M.O. 3400 yilindan itibaren Misir
kafatasinda tanimlanmistir. Neolitik Avrupa ve Kolombiya oncesi Kuzey Amerika
kemiklerinde multiple myeloma kanit1 izler bulunmustur. Misir papirtislerinde
tanimlanan en iyi kanser tanim1 deri, meme ve disi iireme organlarindaki bazi sislik
ve iilserlerin varligi idi (M.O. 1500). Giiniimiizde oldugu gibi eksizyon veya gesitli
merhemler ile muamele gordiiler. Ayni tanimlar Mezopotamya, Hindistan ve Pers’in
antik tibbi yazilarinda da bulunur. Kanser kavraminin baglangicini, ¢ogu tibbi
kavramlar gibi Hipokrat yazilarinda (M.O. 400) buluyoruz. inflamator olmayan, sert
sislikler ve iilserler, genellesme egilimi olan disi gogiis ve iireme egilimi olan
karkinos veya karkinom isimleri altinda tanimlanir ve daha sonra Latince’ye kanser
olarak ¢evrilir (22). Tiirk Tip tarihine bakacak olursak kansere Hipokrat ve Galen de
oldugu gibi hiimoral patolojilerin sebep oldugu kara safraya baglanarak “seratan” adi
verilmektedir. Tarsuslu Osman Hayri Efendi’nin “Kenzii’s Sihhati’l Ebdaniye”
(1298) adl eserinde seratan kiigiik topuz biiyiikliigiinde agrili, damarl bir yap1 olarak
tanimlanmaktadir. Ishak bin Murad “Havasiiledviye” eserinde kanser tedavisi ile
ilgili dnerilerde bulunmaktadir. Serafeddin Sabuncuoglu’nun “Cerrahiye-i ilhaniye”
(1945) isimli eserinde kanserin daglanarak kitlenin ¢ikarilmasi, agik yara varsa
kursun merhemlerin kullanilmas1 gibi dnerilerde bulunmustur (23). Multidisipliner
kanser ile miicadele tarihgesi ise 1700’lerin cerrahi ve korunma tavsiyeleriyle baglar
ve 2009°daki prostat kanseri énlemede selenyum ve vitamin E koruyucu etkisinin
incelendigi 35.535 erkek hasta iizerinde yapilan Selenyum ve Vitamin E Kanseri
Onleme Calismasmin (SELECT) sonuglarina kadar gelir. Bu tarih hem klinik dncesi
hem de klinik olarak etkili bir dizi kimyasal Onleyici, as1, cerrahi ve yasam tarzi
degisikliklerinin arastirilmasini igerir. Kanserden korunmanin klinik dncesi kilometre

taslari, 1929’da kimyasal olarak indiiklenen fare karsinogenezini onleme, 1940-
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50’lerde enerji kisitlamasi ¢aligmalari, Lathrop ve Loeb tarafindan yapilan 1913 ve
1916 fare calismalarini igerir. Alan kanserlesmesi ve ¢ok basamakli karsinogenezin
kesfi ve sonraki molekiiler karakterizasyonlari, obezite kontrolii 1841 arastirmalarina

ve genetik danismanlik ve kanserden kurtulma caligmalarina dayanmaktadir (24).

3.3.2. Kanserin olusum mekanizmasi ve kanser genetigi

Normal hiicresel diizenleme bozulursa kanser olarak bilinen diizenlenemeyen
ve kontrol edilemeyen hiicre boliinmeleri olusur. Protoonkogenler, normal hiicre
biliylimesi ve gelisimini diizenleyen proteinleri liretir. Protoonkogenleri degistiren
herhangi bir durumda (mutasyon vb.) kansere sebep olan onkogenler ortaya ¢ikar,
ayrica timor baskilayici genlerin de etkisiz hale gelmesi ile kanser icin zemin
hazirlanmis olur. Genetik mutasyonlarin yaninda epigenetik degisiklikler de hiicre

boliinme ve farklilagmasini etkileyerek kanser olusturabilirler (25).

3.3.3. Kansere neden olan genetik mekanizmalar

Genetik ve epigenetik varyasyonlar olusturarak kansere neden olan faktorlere
“karsinojen” denir. Karsinojenler “endojen (viicudun iirettigi)” ve ‘“ekzojen
(disaridan maruz kalinan g¢evresel faktorler)” olmak {izere ikiye ayrilir. Cevresel
faktorler; beslenme aligkanliklari, sigara ve zararli madde kullanimi, radyasyon ve
UV  1s1g¢a maruz kalma yaninda yasin ilerlemesine bagli mutasyon
kiimiilasyonlarindaki artis da etkilidir. Epigenetik etkileri olan gevresel faktorler
arasinda beslenme, kimyasallar ve endiistriyel kirleticiler bulunur. Epigenetik
mekanizmalar ayrica utero ve hiicresel diizeyde gelisim sirasinda rol oynar, bu
nedenle ¢evresel maruziyetler, yasamin ilerleyen donemlerinde hastalik riskini
degistirmek i¢in gelisen organizmanin epigenomunu bozarak fetiise zarar verebilir.
Buna karsilik, biyoaktif gida bilesenleri yasam boyunca koruyucu epigenetik
modifikasyonlar1 tetikleyebilir ve erken yasamda beslenme 6zellikle 6nemlidir.
Genetik 6zelliklerin 6tesinde, bir bireyin genel saglik durumu, gebelikte baglayan ve
epigenetik degisiklikler yoluyla hareket eden bir¢ok ¢evresel sinyalin entegrasyonu
olarak kabul edilebilir (26). Kemik iligi mikrogevresi 16seminin ve diger kanser
tiirlerinin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bir¢ok yonden,

kemik iligi malign hiicrelerin biiylimesi icin ideal bir mikrogevre saglamaktadir (1).
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Son yillarda yapilan arastirmalar sonrasinda hiicre ¢ogalmasi ve 6lmesini kontrol

eden genlerdeki mutasyonlarin kanserden sorumlu oldugu bildirilmistir (27).

3.3.3.1. Protoonkogenler ve onkogenler

Normal hiicre boliinme ve farklilasmasinin diizenlenmesinden sorumlu olan
genler aym1  zamanda  protoonkogen  olarak da  adlandirilmaktadir.
Protoonkogenlerdeki herhangi bir mutasyon sonrasi gelisen fonksiyon artisi onlar
onkogene doniistiirebilmektedir. Bir protoonkogenin onkogene doniismesi, dominat
bir mutasyon olaymi temsil eder, yani mutasyona ugramamis ikinci allel, aktive
edilmis allelin fenotipini telafi edemez. Bu baskin mutasyon, aktive edilmis bir
onkoproteinin sentezine yol acar ve bdylece bir fonksiyon mutasyonu kazancini
temsil eder. Aktive edilmis onkoproteinler genellikle hiicre dongiisiinii aktive ederek,
farklilagsmay1 inhibe ederek veya apoptozu bloke ederek hiicresel proliferasyon
tizerinde uyarici etkilere neden olur ve bdylece bir hiicrenin tiimorijenik fenotipinin
gelisimine katkida bulunur. Ayrica tiimor siipresor genlerin de mutasyonla inaktive
olmasi ile kanserojenik etki sirkiilasyonu tamamlanir (28). Onkogenler ilk olarak
kuslarda ve kemirgenlerde viral enfeksiyondan sonra tiimor iireten retroviral olarak
kodlanmis genler olarak kabul edildi. Retroviral onkogenler, mutasyona ugramis ve
boylece aktive edilmis bir bi¢imde viriis genomuna dahil edilmis normal hiicresel
genlerin tlirevleri olarak tamimlanabilir (29). Protoonkogenlerin onkogenlere

doniistimiinii aktifleyen ¢esitli yollar bulunmaktadir:

Nokta mutasyonlar: Insan tiimérlerinde en sik rastlanan onkogenlerden birisi “Ras”
onkogenidir. GTP hidrolize edici protein Ras, tiim insan tiimorlerinin %20-30’unda
(kolon kanserlerinin %50’sinde, akciger kanserlerinin %25’inde) mutasyona ugramis
bir protoonkogenin {irliniidiir. GDP/GTP’yi yiiksek afinite ile baglar ve GTPaz aktive
edici proteinlerin (GAP) varliginda yiikksek GTP hidroliz aktivitesi sergiler.
Protoonkojenik “normal” Ras, hiicre biiyiimesini, hiicre farklilagsmasini, apoptozu ve
diger hiicresel olaylar1 etkileyen sinyal iletim yollarinda diizenlenmis bir molekiiler
anahtar olarak islev goriir. Ras, GTP’ye baglh veya GTP’nin GDP’ye hidrolize
oldugu iki durum arasinda gegis yapar. Ras’in onkojenik varyantlari, GAP varliginda
ve yoklugunda GTPaz aktivitesini bloke eden nokta mutasyonlar1 igerir. Bu sekilde

kesfedilen ilk mutasyon pozisyon 12’deki glisinin valine degismesi ile
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gerceklesmistir. Ayni sekilde 13. ve 61. pozisyonlardaki amino asit degisimleri de
insan timorlerindeki Ras onkogenlerinde sik rastlanir. Bu da GTP’den GDP formuna
gecisi engeller, aktif Ras birikimine yol agar ve bodylece timor gelisimine katkida

bulunur (Sekil 8).

Chromosome 12 NN IS~ WY WHNE N¥ ¥¥ 1)
\
KRAS gene
Codons 110 11 e 1Biinsiw=:-188
|normal } I {mutant I
Codon . 10 1 12 13 s « 100 43 = 13
DNA GGA GCT GGT GGC GGA.GCT.GTT.GGC
Protein ... Gly Ala Gly Gly . Gly Ala Val Gly
RAS GDP
\I‘\Jf! ve
KRAS mutations lead to
constitutively active RAS
KIC vo (‘C!I;Q
RAS GTP RA s (‘T[:
Normal growth, ptohferdhon Abnormal growth, proliferation
and differentiation and differentiation

Sekil 8. Kolon kanserinde RAS onkogeni ve 12. kromozomda glisinin valine degisimi (29).

Translokasyonlar: Protoonkogenlerin onkogenlere doniisiimii sirasinda kromozom
yapisinda translokasyon (duplikasyon ve delesyonlari igeren anomali) sonrasi 10semi
ve lenfomalar ortaya ¢ikar. Kromozom translokasyonu ile meydana geldigi
tanimlanan hastalik Burkitt Lenfomasidir. Burkitt Lenfoma olgularinda saptanan en
stk ve en Onemli genetik anomali 8. kromozomun q24 bandma lokalize MYC
geninin, 14. kromozom 32 bandma lokalize Ig agr zincir bolgesine
translokasyonudur ve t(8;14) seklinde ifade edilir (Sekil 9).

Bu translokasyon disinda daha az siklikla da olsa goriilen translokasyonlar MYC
geni ile Ig hafif zincir bolgesini ilgilendiren 2ql1 lokusu arasindaki translokasyon

t(2;8) ve yine MYC geni ile 22q11 lokusu arasindaki translokasyondur t(8;22).
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Translokasyon ile

Normal yeniden diizenlenmis
Kromozom Kromozom
=
Translokasyon
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c-myc—p > <— IgH <«— IgH/c-myc

Sekil 9. Burkitt Lenfoma translokasyon drnegi [46,XY t(8;14)(q24;q32)].

Diger protoonkogenlerin translokasyonlari, siklikla anormal gen (iirlinii
olusumuna neden olan kodlama dizilerinin yeniden yapilanmasi ile sonuglanmistir.
ABL onkogeni, 9. kromozom {izerinde bulunan 9q34.1 bélgesinden 22 numarali
kromozom iizerindeki 22q11.2 (BCR) bolgesine aktarilmaktadir. Bu translokasyon,
KML nin patogenezinde merkezi rol oynadig: diisiiniilen BCR/ABL fiizyon geninin
olugmasina neden olmaktadir (Sekil 10). Philadelphia (Ph) kromozomu olarak

adlandirilan bu fiizyon gen, tanida ve prognozda etkilidir (29).

9. kromozom degisimi

Normal
kromozom. Kromozeal kirik 22 kromozom degisimi
Normal ~ 2
(Philadelphia (Ph)
kromozom kromozomu)
<
< g €
ﬁ BCR=3m —— é -BCR-ABL
[ l -
ABL

o

Sekil 10. BCR/ABL translokasyonu sematik ¢izimi.

Gen Amplifikasyonu: Bir¢ok kanserde goriilen bir diger sitogenetik degisiklik, bir
hiicrede bulunan genomun bir pargasinin bir¢ok kopyasmin var olmasi olarak
bildigimiz “gen amplifikasyonu” dur. Gen amplifikasyonu, néroblastoma, bas-boyun
yasst hiicreli kanseri, kolorektal kanser ve beyinde malign glioblastoma gibi birgok
kanserde sik goriilir. Bu amplifiye bolgelerin hiicre biliylimesini uyaran ya da

apopitozu durduran veya her ikisine de neden olan MYC, RAS ve EGF reseptoriinii

16



kodlayan genler gibi protoonkogenlerin fazladan kopyalarini igerdigi bilinmektedir.
Omegin; N-MYC’i kodlayan MYCN protoonkogeni ¢cocukluk ¢ag1 néroblastomunun
ileri evrelerinin %40’1inda 200 kez amplifiye olmustur (Sekil 11) (28).

M-
—_ 8E

=)
cb%e
88@%

N-MYC—

Doublae

B e

Sekil 11. DNA’nin amplifiye olmus parcalari, normal olarak bantlanmayan ve belirli DNA par¢asinin ¢ok sayida
amplifiye olmus kopyalarini igeren (double minutes) ¢ok kiigiik ek kromozom ve (homogenously staining
regions) homojen olarak boyanan bolgeler (HSR) olarak izlenir.

Protoonkogenler tarafindan kodlanan proteinler normal hiicre boliinmesini
diizenlerken, onkogenler tarafindan kodlanan proteinler kontrolsiiz boliinmeye neden
olarak kanser olusumuna sebep olur. Ayrica farklilagmadaki aksamalar ve

programlanmis hiicre 6liimiindeki basarisizliklar da kanser hiicrelerinin 6zelligidir.

3.3.3.2. Tiimor siipresor genler

Tiimor baskilayicit genler, hiicre biliylimesinin negatif diizenleyicileridir. Normal
islevleri tehlikeye girdiginde, engelleyici etkilerinin yoklugu, sinirsiz hiicre
dongiisiine ve biiylimesine yol acabilir. Son zamanlarda ortaya ¢ikan giiclii kanitlar,
bu genlerin islev kaybinin kansere yol agan yaygin bir olay oldugunu
dogrulamaktadir. Timor siipresor genlerin basarisizliklar, gen DNA’sindaki
degisikliklerden veya protein irilinlerinin arizalanmasindan kaynaklanabilir. Bu
genler hakkinda son zamanlardaki olaganiistii bilgi birikimi, normal karsinojenezin
normal diizenleyici slireglerin bozulmasini temsil ettigini ortaya koymaktadir (30).
P53, RB, INK4-ARF ailesi ve PML gibi tiimor baskilayici genler, hiicre dongiisii
ilerlemesini diizenleyerek, DNA replikasyonunun ve kromozomal ayrigsmanin aslina
uygunlugunu saglayarak veya apopitozu indiikleyerek malign transformasyonu
baskilar. Miyeloid l6semide, miyeloid transkripsiyonunun ve ¢Oziiniir sinyal
faktorlerinin  yliksek dilizeyde koordineli, asamali ifadesinden kaynaklanan

hematopoetik  farklilasma  bozulur, terminal farklilasma ve kontrolsiiz
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proliferasyonda bir bloga yol agar. Bu, hemen hemen her zaman, kontrol noktasi
kontroliinii ve apopitozu indiikleyen fonksiyonlarni atlatmak icin bir veya birkag
tiimdr baskilayici genin fonksiyonel inaktivasyonunu veya genetik bozulmasini igerir
(31). Tumor baskilayic1 genlerde meydana gelebilecek delesyon, genin kodlanan
bolgesinde stop kodonu (AUG, UGA, UAA) olusumu gibi genetik mutasyonlar

inaktivasyonuna neden olurlar.

3.3.3.3. DNA tamir genleri

DNA’da cesitli nedenler ile hasarlar olusabilir, bu hasarlar onarilmadigi
takdirde ise hiicreler neoplastik transformasyona ugrarlar. Hiicrelerimiz DNA
hasarini onarabilme kabiliyetine sahiptir. Bunu da DNA onarim genleri araciligryla
saglamaktadir. DNA tamir genlerinde islev kayb1 i¢in her iki allel birden inaktif hale
gelmelidir. DNA onarim genlerinde kalitimsal mutasyona sahip olan bireyler kanser
riski yiliksek bireylerdir. DNA tamir genlerinin siniflamasi ve bazi 6rnekleri Tablo

1’de verilmistir.

Tablo 1. DNA tamir genleri.

Simifi Genler

APEX1, APEX2, CCNO, LIG3, MPG, MUTYH, NEILI,
Baz Eksizyon Tamiri (BER) NEIL2, NEIL3, NTHL1, OGGI1, PARPI, PARP2, PARP3,
POLB, SMUGI, TDG, UNG, XRCCl1

ATXN3, BRIP1, CCNH, CDK7, DDBI1, DDB2, ERCCI,
ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCCS5, ERCC6, ERCCS, LIGI,
MMS19, PNKP, POLL, RAD23A, RAD23B, RPAIL, RPA3,
SLK, XAB2, XPA, XPC

Niikleotit Eksizyon Tamiri (NER)

MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH4, MSHS5, MSH6,
PMS1, PMS2, POLD3, TREX1

BRCAI, BRCA2, DMCI, FENI1, LIG4, MRE11A, PRKDC,
RAD21, RAD50, RADS51, RAD51C, RAD51B, RADSID,
RADS2, RADS4L, XRCC2, XRCC3, XRCC4, XRCCS,
XRCC6

Yanlis Eslesme Tamiri (MMR)

Cift Zincir Kiriklart Tamiri (DSB)

ATM, ATR, EXOIl, MGMT, RADI8, RFCI1, TOP3A,

DNA Tamiri ile iligkili Diger Genler TOP3B, XRCC6BPI

18



3.3.3.4. Viriisler

Papillomaviriis (HPV) enfeksiyonlart sonucu olusan servikal tiimorlerde, viral
protein E6 p53°e baglanir ve viral protein E7 de Rb’ye baglanir. HPV pozitif
tiimorlerde, p53’iin viral protein E6’ya baglanmasi hizlica yikilmasina neden olur
(Sekil 12). P53 fonksiyon kaybinin, kanserin 6nemli olusum nedenlerinden biri

olusu, kanserin 6nlenmesindeki 6nemini vurgulamaktadir.

B integrated HPV
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Sekil 12. HPV enfeksiyonu sonras1 P53 fonksiyon kaybinin sematik gosterimi (32).

3.4. Hematolojik kanserler
3.4.1. Losemi

Genetik anomali sebebi ile hematopoezin durmasina ve hematopoetik kok
hiicrelerin klonal ¢ogalmalarina neden olan kan hastaligidir. Kelime manasi olarak
kanin beyazlasmasi anlamima gelen 16semi ilk olarak 1827 yilinda Valpeau
tarafindan terminolojiye kazandirilmistir. Losemiler gelis ve ilerleyis agisindan
“akut” ve “kronik” olarak smiflanmaktadir. Olgunlasmamis hiicrelerden (blast)
koken alanlar akut olarak adlandirilir, ilerlemesi biraz daha hizlidir. Cogunlugu
olgun hiicrelerden olusan arada olgunlasmamis hiicreleri de igeren tipi ise kronik
olarak adlandirilir, ilerlemesi ise daha yavastir. Losemiler koken aldiklari yapiya
gore lenfoid veya miyeloid olarak siniflandirilir. Boylece iki ana baslikta ve dort
grupta incelenir (33,34):

1. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

2. Akut Myeloid Losemi (AML)

3. Kronik Myeloid Losemi (KML)
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4. Kronik Lenfoblastik Losemi (KLL)
3.4.1.1. Akut lenfoblastik 16semi (ALL)
3.4.1.1.1. Tamim ve tarihce

ALL, kemik iliginde klonal lenfoblastlarin anormal proliferasyonu ile kendini
belli eden hematolojik bir kanserdir. Malign lenfoblastlarin davranisi yalnizca
genomik anormalliklerine bagli degil, ayn1 zamanda nis ile kompleks iligkilerine de
baglidir. Bu anormal ¢ogalma sonrasi fonksiyonlarii yerine getiremeyen kemik
iliginde pansitopeni meydana gelir. Pansitopeni sonucunda da halsizlik, solukluk,
ates ve sonuclar1 agir olabilen enfeksiyonlara zemin hazirlanir. Lenfoblastlarin ig
organlarda birikmesi sonrasi organomegaliye neden olabilir (35).
3.4.1.1.2. Epidemiyoloji

Cocukluk ¢aginda gozlemlenen en yaygin kanserdir. Bu dénemde gézlenen
kanserlerin %25’ini olusturur (36). ALL yillik insidans1 Tiirkiye’de 1,5/100.000
olarak bildirilmistir. Son ¢alismalarda eskisine gore ciddi remisyon oranlari (%90)
bildirilmektedir. Yiiksek riskli vakalarda tedavi dozu riske gore ayarlanmakta ve
gerekirse kemik iligi kok hiicre nakli segenegi goz dniinde bulundurulmaktadir (37).
Cocukluk caginda erkeklerde goriilme olasiligi kizlara gore daha yliksektir.
Kardeglerden birinin ALL tanis1 almasi ile diger kardeslerde risk artmaktadir. Cift
yumurta ikizlerinde bu oran 2-4 kat artmis iken tek yumurta ikizlerinde 5 yil iginde

goriilme olasilig1 %20 olarak bildirilmistir (38).

3.4.1.1.3. Siniflandirma

Akut Losemileri siniflandirmak i¢in kullanilan FAB (French American
British) ve WHO (World Health Organization) olmak iizere iki siniflama mevcuttur.
Bu iki siniflama kemik iligi blast sayilarina yaklagimin yani sira FAB smiflamasi
daha c¢ok sitokimyasal ve morfolojik boyanma 6zelliklerinden yararlanirken, WHO
siniflamasi sitogenetik, immiinfenotipleme ve molekiiler anomalilerden yararlanir
(39). WHO 2008 siniflamasi, 6ncii B ve T hiicrelerinin farklilagmasi, proliferasyonu
sirasinda olusan hatalar sonucu olugan ALL’yi {i¢ gruba ayirmustir: Prekiirsor B-
lenfoblastik losemi/lenfoma: t(9;22) pozitif B- lenfoblastik 16semi; BCR-ABLI,
t(12;21)(p13.2;q22.1) pozitif B-lenfoblastik 16semi; ETV6-RUNXI1, hiperdiploidi
pozitif B-lenfoblastik 16semi, hipodiploidi pozitif B- lenfoblastik ldsemi,
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t(5;14)(q31.1;q32.3) pozitif B-lenfoblastik 16semi; IL3-IGH, t(1;19)(q23;p13.3)
pozitif ~ B-lenfoblastik  16semi; TCF3-PBX1, Prekiirsor T-lenfoblastik
losemi/lenfoma ve Burkitt l6semi/lenfoma olarak siiflanmistir (40).

FAB siniflandirmasi, 1976 yilinda morfolojiyi temel alarak ALL’yi L1, L2,
L3 olmak iizere li¢ gruba ayirmistir (41): L1 tip / Cocukluk ALL (B-ALL ve T-
ALL), L2 tip / Yetiskin ALL (¢ogunlukla T-ALL), L3 tip / Burkitt tipi ALL (B-
ALL) olarak adlandirilir.
3.4.1.1.4. Prognoz

Morfolojik olarak 3 alt tipe ayrilan ALL’de L1 ve L2 immiinfenotipik olarak
fark gostermezken tedaviye yaklasim agisindan fark olusturan olgun B hiicreli
ALL’yi gosteren L3 ayrimi yapilmalidir. Yas bu hastalarda prognozu belirleyen en
onemli faktordiir. Cocukluk ¢agi ALL’lerde %90°a yakin kiir saglanmasi beklenirken
eriskin donemde bu oran %40’lar civarindadir (42). Erigkin donemde cinsiyet
prognozda dikkate alinmaz iken ¢ocukluk ¢aginda erkek cinsiyet kotli prognoz olarak

bildirilmistir (43).

3.4.1.1.5. Etiyoloji

ALL patogenezinde bir¢ok faktor bulunmak ile beraber (kimyasallar, ilaglar,
radyasyon, genetik ve cevresel faktorler vb.) etiyolojisi tam olarak aydinlatilabilmis
degildir. Viral unsurlarin da patogenezde onemli yeri bulunmaktadir. Ornegin;
cocuklarda L3 tipi ALL ve Burkitt lenfomaya Epstein-Barr Viriisiiniin (EBV) neden
oldugu bildirilmistir (44)

3.4.1.1.6. Klinik

ALL tanist konulan hastalar klinige genellikle kemik iligi tutulumu nedeniyle
kemik agrilari, halsizlik, yorgunluk, ciltte ve agiz i¢inde kanama, enfeksiyona agik
olduklarinda sik¢a ates ve laboratuvar olarak da pansitopeni ile basvurabilirler.
Kemik iligi tutulumuna bobrek tutulumu, hepatosplenomegali, lenfadenopati yani
sira santral sinir sistemi (SSS) tutulumu da eslik edebilir. SSS tutulumu B-ALL %?20-
30 gibi yiiksek oranlardadir ve prognozda onemlidir. Tedavide kemoterapi dnemli bir
yer tutar. Erigskin donemde yan etkiler fazla gozlendiginde dozu yeterli olarak

verilemeyebilmektedir (45).
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3.4.1.1.7. ALL’de gozlenen sitogenetik degisiklikler

Cocukluk donemi ALL’de kromozomal anomali varligit %80 olarak

bildirilmektedir. Bu anomalilerin tespiti, tani, prognoz ve tedavi se¢iminde yol

gostermektedir. Hiperdiploidi cocukluk c¢agi B hiicreli ALL’lerde en ¢ok gdzlenen

sayisal anomali olup iyi prognoz gostergesidir. Hipodiploidilerden kromozom sayist

40’1 altinda olanlar kotli prognoz gosterir. ALL’de sayisal anomalilerle birlikte ¢ok

sayida yapisal anomaliler de gozlenmektedir. (46).

3.4.1.1.7.1. Yapisal anomaliler

t(12;21)(p13;q22): Cocukluk cagr B-ALL’lerde %25 oraninda goriilmekle
birlikte, yetiskin ALL’lerde ¢ok daha az goriilmektedir. Tespiti igin
konvansiyonel sitogenetik teknikler yetersiz kaldigindan FISH yontemi tercih
edilir. 12p13°’te bulunan ETV6(TEL) geni ile 21g22°de bulunan
AMLI(CBFA2) geni arasinda resiprokal bir translokasyon sonucunda
ETV6/AMLI1 filizyon proteini olusmaktadir. Bu translokasyonun goriildiigii
hastalarda iyi prognoz goriilmektedir (47).

t(9;22)(q34;q11): Burada Ph “Philadelphia kromozomu” olarak bilinen
22q11°’de bulunan BCR geni ile 9q34’te bulunan ABL protoonkogeninin
yapismasi neticesinde BCR-ABL olarak adlandirilan kimerik bir protein
yapist olugsmaktadir. ALL vakalarinda kirik noktast BCR geninin ekson 1 ile
ekson 2 arasinda “m-BCR (mindr breakpoint cluster region)” diye bilinen
bolgededir ve p190 BCR-ABL olarak isimlendirilir. KML olgularinda ise
ekson 14 ile 15 ya da ekson 13 ile 14 arasinda bulunan “major breakpoint
cluster region (M-BCR)” diye isimlendirilen bélgededir ve p210 BCR-ABL
olarak adlandirilir. Her iki durumda da olusan flizyon protein, sitoplazmada
yerlesmekte ve hiicrenin apopitoza direngli hale gelmesine neden olmaktadir.
Cocukluk cagi ALL’lerinde Ph pozitifse kotlii prognoz habercisidir ve
hastalarin yogun tedaviye alinmasi gerekmektedir (48).

t(1;19)(q23;p13): Cocukluk ¢ag1 pre-B ALL’lerinde 9%20-25 oraninda
gozlenirken, diger tlirlerde %5-6 oraninda goriilmektedir. Translokasyon, 19.
kromozomdaki E2A bdlgesi ile 1. kromozomdaki hox geni olan PBX1
bolgesi arasindadir. Sonucunda E2A/PBX1 adi verilen flizyon proteini

olusmaktadir. Kotii prognoz goriiliir (49).
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t(8;14)(q24;32) ve varyant formlar1 olan t(2;8)(p12;q24) ve
t(8;22)(q24;q11): Burkitt lenfoma, olgun B ALL veya Burkitt tipi ALL’de
(FAB L3) gorilmektedir. B hiicreli ALL’de olgularin  %85’ini
t(8;14)(q24;32), %5’ini  t(2;8)(p12;q24), %15’ini ise t(8;22)(q24:;q11)
olusturmaktadir (50).

MLL translokasyonlari: ALL olgularinin yaklasik %8’inde MLL genini
igeren 1123 bolgesini tutan translokasyonlar bulunur. Bu translokasyonlar
t(4;11), t(9;11) ve t(11;19)’dur. t(11;19) MLLTI1/ENL hem erken B-ALL
hem de T-ALL de goriiliir. MLL gen yeniden diizenlemeli hastalar genellikle
kotii prognozludur. lging bir sekilde MLL gen delesyonlu olgularda kétii
prognoz gosterilmemistir (51).

TCF3/PBX1 translokasyonu: ALL olgularinin yaklasik %5’inde t(1;19)
translokasyonu bulunur. Bu translokasyonla kromozom 19’daki TCF3 geni
ile kromozom 1’de yer alan PBX1 geni fiizyonu gergeklesir. t(1;19) baslica
pre-B ALL’de gozlenmektedir (52).

Delesyonlar: Cocukluk ¢ag1 ALL’lerinde 9p delesyonu %10 siklikta
rastlanmaktadir. 9p’de meydana gelen delesyon, pl6 INK4A, pl15 INK4B,
pl4 ARF69,70 gibi hiicre sikliisiinii diizenleyen genler iizerinedir ve bu da
O9p’de lokalize olan tiimor baskilayict genler fzerine etkilidir. 6q
delesyonlarmin sikligi ise %7’lerdedir. Burada kirik noktas1 6ql15, 6q21 ve
6923 arasindadir (53). 12p’deki anomaliler ise %10 civarindadir, delesyon ve
translokasyon olarak gozlenmektedir. T-ALL’de de gdzlenmektedir. Iyi
prognoz isaretidir (54).

3.4.1.1.7.2. Sayisal anomaliler

Yiiksek hiperdiploidi: 50°den fazla kromozom sayis1 olan vakalarda bu adi
alir. Normal ve blast icindeki DNA’nin akim sitometrisi ile dl¢lilmesiyle
cikan oranlar1 1.16’dan biiyiikse hiperdiploidi olarak kabul edilmektedir.
Cocukluk ¢agi ALL’lerin %25-30’unda gozlenmektedir. Yetiskinlerde daha
azdir. En sik olarak 21. kromozomun artist gozlenmekle birlikte

4.6.10.14.17.18.20. kromozomlarm ve X kromozomunun artis1 da
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goriilebilmektedir. Kromozom sayist 56-67 olanlarda iyi prognoz, 51-56 ise
daha kotii, 82-94 araliginda ise en kotii prognoz gosterir (55).

e Diisiik hiperdiploidi: 47-50 arast1 kromozom sayisina sahip olan
durumlardir. Cocukluk ¢agr ALL’lerin %10-15’ini olusturmakla birlikte,
yetiskinlerde %7-17 oraninda goriilmektedir. Prognozu yiiksek hiperdiploidi
olanlara oranla daha kotidiir. Bu hiperdiploidi ¢esidinde 8.10.21.
kromozomlarda artis gézlenmektedir (56).

e Hipodiploidi: 46 kromozomdan az olan durumlara denir. 41-45 olanlar, 30-
40 olanlar, 30’dan az olanlar olmak iizere {i¢ alt gruba ayrilmaktadir.
Cocukluk ¢agi ALL’lerin %7-8’ini olustururken, yetiskinlerde %2-8 oraninda
goriilmektedir. Kromozomlardaki kayip, dengesiz translokasyonlar ve
disentrik kromozomlar hipodiploidiye neden olur. 20. kromozomun kaybi1
siklikla kargimiza ¢ikmakla beraber 1.5.6.10.11.18.19.21.22.
kromozomlardaki kayiplar da buna eslik edebilir. Prognozu kétiidiir (57).

¢ Diploidi: 46 kromozom vardir. %10-15 oraninda goriilmektedir. Prognoz orta

seviyededir (58).

3.4.1.2. Akut miyeloid l6semi (AML)
3.4.1.2.1. Tanim ve tarihce

Kemik iliginde hematopoetik kok hiicrelerinin klonal ¢ogalmasi ile olusan
durumdur. Akut miyeloid 16semide normal olgunlagsma siireci sekteye ugrayan blast
hiicreleri olgunlagamaz, kemik iligi ve kanda birikir. Bunun sonucunda ise normal
olgunlagsmas1 gereken kan hiicrelerinin ¢ogalmasi durur ve anemi, trombositopeni,
16kopeni ortaya ¢ikar. Hipokrat’tan beri klinik tarifleri dile getirilmis olsa da yeterli
tanimlama 1827 yilinda Velpau tarafindan kaleme alinmistir. Hastada mikroskobik
olarak 16semi varligi 1845°de Carigie ve Bennett, ardindan 1846’da Virchow
tarafindan olmustur. 1847°de Virchow “leukemia” kelimesi ile hastaligin adini
koymustur. 1913 yilinda bir Tiirk hematologu olan Hasan Resad Sigindi ile birlikte

Schilling-Torgau ilk monositer 16semiyi tanimlamiglardir (56).
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3.4.1.2.2. Epidemiyoloji
AML c¢ocukluk donemi 16semi olgularinin %15-20’sini, yetiskinlerde akut
l6semilerin %80’ini meydana getirmektedir. Yasla beraber siklig1 artmakla beraber

erkeklerde daha sik goriliir. En sik 60-65 yas arasinda gozlemlenir.

3.4.1.2.3. Siiflandirma

Siklikla FAB ve WHO simiflamasi kullanilir. Akut 16semilerin sitokimyasal
ve morfolojik boyanma niteliklerine gore FAB simiflamasi yapilmistir. FAB
simiflamasina gore MO-M7 arasinda smiflanmistir. FAB’a gore, M0O: Minimal
farklilasma gosteren akut miyeloblastik 16semilerle baslayip olgunlasir. M7: Akut
megakaryoblastik 16semilere giden 8 grup olarak tanimlanmistir (57). 2001 yilinda
Diinya Saglhk Orgiitii akut 16semilerde lenfoid ve hematopoetik kokenli kanserler
i¢in yeni bir gruplandirma olusturmustur. Buna goére Akut miyeloid 16semiler:

a) Tekrarlayan sitogenetik anomalilerle seyreden AML

b) Cogul seri displazi ile seyreden AML

C) Tedaviye ikincil AML ve MDS

d) Tanimlanan gruplara girmeyen AML olmak iizere dort grupta

incelenir (40).

3.4.1.2.4. Prognoz

Cok degiskenli prognoz caligmalarinda yas Onemli bir faktordir (59).
Sitogenetik 6zelliklerine gére prognoz 3 gruba ayrilmistir:
A) iyi prognoz: t(8;21), t(15;17), inv(16) veya t(16;16) kromozom anomalileri
gozlenen 60 yas alt1 hastalar 1yi prognozludur.
B) Kétii prognoz: ikiden fazla kromozomda sitogenetik anomali gézlenen AML’li
olgularda 5. kromozom uzun kol delesyonu, kromozom 5 veya 7 monozomisi
gozlenmesi kotii prognoza isaret eder.
C) Orta Prognoz: Iyi ve kétii prognozlularda gériilen genetik bozukluklardan farkli

karyotip sergilerler.
3.4.1.2.5. Etiyoloji

Cevresel ve genetik faktorlerin yani1 sira kimyasallar, radyasyon ve

predispozan hastaliklar etiyolojide sorumlu tutulmaktadir. Radyasyona maruz kalan
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insanlarda AML 15-20 kat fazla gézlenmektedir. Ayrica sigara, bocek ilaglart gibi
kimyasallar da insidansi artirir. Genetik gegis i¢in yeterli delil olmamakla beraber
ikizlerde kardeste goriilme siklig1 fazla bulunmustur. Normal ¢ocuklar ile genetik
hastaliklara sahip cocuklar kiyaslandiginda AML goriilme sikliginin sendromlu

cocuklarda fazla oldugu bildirilmistir (59).

3.4.1.2.6. Klinik
Anemi, trombositopeni ve l6kopeniye bagli olarak halsizlik, yorgunluk ve
enfeksiyonlara agik oldugundan ates ile kendini gosteririr. Istahsizlik ve kilo kaybi

sik rastlanan durumdur, tedavi edilmez ise mortal seyredebilir.

3.4.1.2.7. AML’de gozlenen sitogenetik degisiklikler
Kompleks bir hastalik olan AML’de ¢esitli genlerde meydana gelen
mutasyon ve sitogenetik anomaliler belirtilmistir. AML olusumuna neden olan genler

translokasyonlarda yer alan genlerin klonlamasi ile belirlenmistir.(60).

3.4.1.2.7.1. Yapisal anomaliler
o t(15:17)(q22:q11): AML M3’de prognoz belirlemede dnemli bir 6zellik olan
15. kromozomdaki PML geni ile 17. kromozomdaki RARA geninin
yapismasi ile olusan translokasyondur (Sekil 13) . Hastalarin %95’inde tani

sirasinda pozitiftir (61).
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Sekil 13. 17. kromozomdaki RARA ve PML genlerinin sematik goriiniim.

o t(8:21)(q22:q22): AML M2’de gozlemlenen 21. kromozom {izerindeki

AMLI geni ile 8. kromozom iizerindeki ETO geninin fiizyonu ile olusan bir
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translokasyondur (Sekil 14). AML hastalarinin %5-10"unda, AML-M2

hastalarinin %30-40’1nda goriilen bu translokasyon iyi prognoza sahiptir (62).
I " e
ero T

AML A ETO

I4—

AML1-ETO

Sekil 14. 21. kromozomda AML1 geni ile 8. kromozomda ETO translokasyonu semasi.

e Inv (16): AML M4’te gozlemlenen ve CFB-MYHI11 gen bolgesinde olusan
farklilasma ile meydana gelir. Iyi prognoz belirteci olan inv(16) AML’li
olgularin yaklasik %10-12’sinde gozlenir (62).

e MLL geni translokasyonlari: 11g23 bdlgesini igeren translokasyonlardir
(Sekil 15). 1 yas altt AML’lerin %60’1inda yetiskin AML’lerin %10’unda
bulunabilir. Bugiine kadar en yaygin yer degistirmeler sonucunda , MLL-AF4
flizyon geni; t(4;11)(q21;923), MLL-AF9 fiizyon geni; t(9;11)(p22;q23) ve
MLL-ENL fiizyon geni; t(11;19)(q23;p13.3) olustugu belirlenmistir. Akut

16semilerin hepsinde t(4;11) translokasyonu kétii prognoz belirtecidir (63).
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Sekil 15. MLL geni prob spesifikasyonu sematik goriiniimii.

3.4.1.2.7.2. Sayisal anomaliler
e AML ye spesifik olarak monozomi 5 ve monozomi 7 hem ¢ocuklarda hem

de yetigkinlerde kotii prognozla iliskilidir. Monozomi 7 Kkaryotipli
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pediatrik AML’li hastalar ayni zamanda relaps acisindan yiiksek risk
tagimaktadirlar. En sik olarak hipodiploidi ayrica 5 ve 7 numarali
kromozomlar1 igeren kompleks karyotiplerle karsilasilabilir. AML M3’te

yapisal anomalilere ek olarak trizomi 8 eslik edebilir (64).

3.4.1.3. Kronik lenfositik l6semi (KLL)
3.4.1.3.1. Tanim ve tarihce

Kronik ldsemiler arasinda en sik gozlenen tiiridiir. Olgun B lenfositlerin
kemik iliginde, periferik kanda, lenf diigimlerinde, karaciger ve dalakta asir1 artis
ile karakterizedir. Losemi tanisi tarihte tanimlandiktan sonra 1893 yilinda Kundrat,
l6semiyi lenf diiglmlerini tutan kronik bir hastalik olarak tanimlarken
“lenfosarkoma” deyimini kullanmistir (65). Ancak KLL nin klinik olarak ilk ayrintili
tarifi Minot ve Isaacs tarafindan 1924 yilinda yapilmistir (66).

3.4.1.3.2. Epidemiyoloji

Eriskinlerde gozlemlenen en sik 16semi tipidir. Tan1 konulan KLL olgularinin
%95’1 B-KLL’dir. Toplumda insidans1 4/100.000 olarak bildirilmistir ve yas ile
beraber artmaktadir. 60-70 yas arasi bildirimi siktir. 70 yasin iizerinde 50/100.000
olarak bildirilmistir. Erkeklerde goriilme olasiligi kadinlardan fazladir (67).

3.4.1.3.3. Simiflandirma

KLL lenfositleri farklilagmasini ve olgunlagsmasin1 tamamlamis, yasam siiresi
uzun monoklononal hiicrelerden olusmaktadir. Siniflamasinda B-KLL ve T- KLL
olarak ikiye ayrilmaktadir: B-Hiicreli KLL (B Kronik lenfositik losemi, B
Prolenfositik 16semi, Tiiyli (Hairy) hiicreli 16semi, Plazma hiicre 16semisi, Losemi-
lenfoma sendromlar) T-Hiicreli KLL (T Kronik lenfositik 16semi, T Prolenfositik
16semi, Eriskin T hiicreli 16semi-lenfoma, Sezary sendromu, Periferik T-hiicreli

lenfoma) olarak simiflandirilir (68).
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3.4.1.3.4. Prognoz

Hastalarin ¢ogunlugu asemptomatik seyrettigi i¢in tedaviye baslama siiresi
prognozu etkilemektedir. Evre 0 diisiik riskli hastalar, evre I ve II orta riskli hastalar,
evre III ve IV vyiksek riskli hastalardan olusmaktadir. Diislik riskli hastalarda
beklenen yasam 12 yilin iizerindeyken, orta risk grubunda 8 yil, yiiksek risk
grubunda ise 2 yila diismektedir (69). Ayrica IgVH gen mutasyon varligi, CD-38
expresyonu, B2 mikroglobiilin ve timidin kinaz aktivitesindeki artis, P53

inaktivasyonu varligi prognozda kotii isaret olarak degerlendirilmektedir (70).

3.4.1.3.5. Etiyoloji
Akut ve kronik myeloid 16semiden farkli olarak radyasyon, kimyasal ilac,
viral enfeksiyonlar ile direkt baglantis1 gosterilememistir. Fakat aile Oykiisii olan

ksilerde goriilme olasilig1 %10-15 oraninda arttig1 bildirilmistir (71).

3.4.1.3.6. Klinik

Hastalarin bir¢ogunda erken evrede semptom vermeyebilir ve rutin tam kan
sayimi sirasinda tani konulabilmektedir. Ayrica ates, istahsizlik, yorgunluk, kilo
kaybi, gece terlemesi, lenf bezlerinde biiyiime, sik sik enfeksiyon gecirme,
splenomegali ve buna bagh agr ile de kendini belli edebilmektedir. Rai ve Binet

evreleme sistemleri kullanilarak, KLL klinik evrelere ayrilir (72).

3.4.1.3.7. KLL’de gozlenen sitogenetik degisiklikler
KLL de klasik sitogenetik taramalar B hiicrelerinin in vitro proliferasyonu zor
oldugu i¢in kullanilamamaktadir. FISH yontemi uygulanarak KLL hastalarinin

%80’inde p53 ve 13q14 delesyonlari tespit edilebilmektedir (73).

3.4.1.3.7.1. Yapisal anomaliler
e 13q14 delesyonu: KLL hastalarinda en sik goriilen anomalilerinden biri
13q14 bolgesinin delesyonudur ve Rb tiimor baskilayict geni bu bolgede yer
alip hematolojik kanserlerde 6nemli role sahiptir. 13q14 bolgesinde MDR
disindaki genlerin KLL patogenezinde rol aldiklarini destekler niteliktedir
(Sekil 16)(74).
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Sekil 16: 13q14 delesyonu sematik ¢izimi.

e 11q22.3 delesyonu: 11g22.3 bolgesinin delesyonu KLL’li hastalarin yaklasik
%15’inde kotii prognoz bulgusu verir (67).

e 17p13 delesyonu: 17pl13 bolgesinde yer alan p53 tiimor baskilayict geni
apoptozisde gorevlidir. 17p13 bolgesi delesyona ugrayan hastalarin %80’inde
p53 geni de mutasyona ugrayarak fonksiyonunu kaybeder. KLL’de kotii

prognozu gosterir (67).

3.4.1.3.7.2. Sayisal anomaliler
e Trizomi 12: Orta seviyede prognoz ile iligkilidir ve genellikle diger

kromozomal anomalilerle birlikte goriildiigii bildirilmistir.

3.4.1.4. Kronik miyeloid losemi (KML)
3.4.1.4.1. Tanim ve tarihce

Hematopoetik kok hiicrelerin kontrolden ¢ikarak klonal ¢ogalmasi ile ortaya
¢ikan malign karakterli bir hastaliktir. Myeloid elemanlarin (monosit, eritrosit,
megakaryosit, B lenfoid ve T lenfoid) proliferasyonu, apoptozisin azalmasi sonucu
olusur. Diinya Saglik Orgiiti (WHO), KML hastaligini miyeloproliferatif bir
malignite olarak smiflamaktadir (75). KML 1845’te “splenomegali ve l6kositoz
nedeniyle oliime yol acan bir hastalik” olarak ilk defa John Hughes Bennet
tarafindan tariflenmistir (76). Fakat 1891 yilinda Paul Erlich trafindan Losemilerin
siniflamasi ile ayrintil tarif edilerek “splenomiyelojenik 16semi” adii almistir (77).
Nowel ve Hungerford 1960 yilinda anormal bir kromozom tespit ederek,

“Philadelphia kromozomu” olarak adlandirmislardir (78). Janet Rowley 1973 yilinda,
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Ph kromozomun yapisindaki anormalligin 9. Kromozom ve 22. kromozom

arasindaki translokasyon oldugunu tanimlamaistir (79).

3.4.1.4.2. Epidemiyoloji

Eriskin donemi Ldsemilerin %15-20’sini olusturur. Toplumda insidansi
2/100.000 olarak bildirilmistir. Her yasta goriilmek ile birlikte 25-60 yas aras1 siktir.
Erkek/kadin goriilme orani 3/2 olarak bildirilmektedir.

3.4.1.4.3. Siniflandirma

KML, kronik miyeloproliferatif hastaliklardan (KMPH) bir tanesidir.
Miyeloproliferatif hastaliklarin hepsinde neoplastik kok hiicrelerin proliferatif
kapasitesi kontrolslizdiir ve asir1 hematopoez meydana gelir. Klasik tip Ph
kromozomu olgularin %85’inde bulunurken kompleks olarak adlandirilan tipi yani
en az bir farkli kromozomun daha translokasyona dahil oldugu tipi olgularin
%15’inde goriiliir. Olgularin %2-5’inde Ph kromozomu goriilmez. Olgularin %10-
15’inde tipik goriilen t(9;22)’ye ek +der (22), +8, i(17q), +19, +21, -Y, -7, -17, +17
gibi bagka kromozomal anomaliler de goriiliir. Bu anomaliler hastalik sirasinda

gelismesi durumunda kotii prognoza isaret eder.

3.4.1.4.4. Prognoz

KML hastalarinda Sokal ve Hasford skorlama sistemleri kullanilarak yapilan
sag kalim analizlerinde, Sokal da kronik evrede olan hastalarin yaklasik yasam siiresi
4,5 yil, hizlanmis akselere evrede 3,5 yil ve blastik yiiksek risk grubunda 2,5 yildan
az olarak bildirilmistir (80). Hasford’da ise kronik grupta sag kalim yaklasik 96 ay
iken, akselere grupta sag kalim yaklasik 42 ay tespit edilmistir (81).

3.4.1.4.5. Etiyoloji

Tam netlik kazanmamakla bereber genetik ve cevresel foktorler etkilidir.

Ozellikle radyasyon maruziyetinde goériilme olasilig1 artmaktadir.
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3.4.1.4.6. Klinik

Hastalarin %30-40’1 asemptomatik seyreder, en sik sikayetler halsizlik, kilo
kayb1 ve splenomegaliye bagli yan agrisidir. Eski zamanlarda KML tanili hastalarda
splenomegali siklig1 %90’larda iken giiniimiizde erken tarama testleri ile bu siklik
%50’lere gerilemistir. KML’de kronik, hizlanmis ve blastik olmak tizere ii¢ klinik
evre gozlemlenmektedir. Kronik evrede %85 oraninda tani almis hasta bulunur.
Hizlanmis evre %10 hasta igerirken blastik evrede %35 civarinda hasta saptanir.
Kronik evrede tedavi baglanmaz ise hizlanmis evre ve blastik evreye gecis yaparak 3-

5 yillik survey belirtilmektedir (82).

3.4.1.4.7. KML’de gozlenen sitogenetik degisiklikler

Ph “Philadelphia kromozomunun resiprokal translokasyon sonucu ortaya
¢ikan anormal 22. kromozom oldugu bilinmektedir (83). 9.kromozomda bulunan
“Abelson (ABL)” protoonkogeni ile 22. kromozomda bulunan “Breakpoint Cluster
Region (BCR)” geninin 22. kromozom iizerinde yapismasi sonucunda meydana

geldigi gosterilmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. Philadelphia kromozomunun sematik yapisi

FISH sinyallerinin degerlendirilmesi, floresan mikroskop yardimi ile
yapilmaktadir. Kaynasmis 1s1malari translokasyon 1simasi olarak degerlendirilmekte,
normalde 2n DNA miktarinda beklenilen BCR ve ABLI1 bdélgelerine ait sinyal
paternleri ikiser tane goriilmesi gerekirken translokasyon sebebiyle birer tane
gortlecektir. Hassasiyet acisindan FISH yonteminin, konvansiyonel sitogenetik

analizlere gore daha hassas oldugu bilinmektedir. KML hastalarinin takibinde
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kullanilan yontem RT-PCR yontemidir. Bu yontemin ¢aligma prensibi, BCR/ABLI
fiizyon genine ait transkriptlerin, ABL1 genine ait transkriptlere oranlanmas1 esasina

dayanir (83).

3.4.2. Lenfoma
3.4.2.1. Tamim ve tarihge

Lenfositlerden kaynaklanan ve lenfoid dokularin neoplazisi ile karakterize bir
hastaliktir. Lenfoid hiicreler kemik iligi disinda lenfoid dokularda gelismeye devam
eder. Kemik iligindeki gelismemis lenfoid hiicrelerde veya ekstramediiller lenfoid
dokudaki daha olgun lenfoid hiicrelerde olusan bazi genetik degisikliklere bagl
olarak gelisir. Ekstramediiller lenfoid dokudan gelisen lenfoid kanserler lenfoma
olarak adlandirilir (84). Lenfomanin ilk tanimi 1832 yilinda Thomas Hodgkin
tarafindan yapilarak ismi ile anilmaya baglanmistir. 1982 yilindan sonra ise yeterli
olmadig1 diisiiniilerek Hodgkin ve Non-Hodgkin lenfoma olarak iki biiylik gruba
ayrild.

3.4.2.2. Epidemiyoloji
Lenfomalar ¢ocukluk c¢agi kanserleri arasinda gelismis iilkelerde 3. sirada
iken, gelismekte olan tilkelerde 2. sirada yer almaktadir. Afrika iilkelerinde ise en sik

kanserler olarak gozlenmektedir 85).

3.4.2.3. Simiflandirma

Lenfomalarin siniflamasinda 3 tiir sistem kullanilmaktadir. Working formdilii,
REAL simiflamast ve WHO smiflamasidir ki en son giincel kabul edilen WHO
siniflamasidir (86).

e Hodgkin lenfoma (HL): Lenfoid kokenlidir ve patolojik numunelerde
“Reed-Sternberg hiicresi” goriilmesi ile saptanir. WHO siniflamasina gore {i¢
gruba ayrilir:

1. Nodiiler Lenfosit Predominant HL.
2. Klasik HL.
a. Nodiiler sklerozan

b. Mikst seliiler
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c. Lenfositten zengin
d. Lenfositten yoksun
3- Siniflandirilamayan HL
e Non-Hodgkin lenfoma (NHL): Histolojik ve immiinolojik olarak ¢ alt
gruba ayrilir:
1- B-hiicre kokenli (kiigiik ve farklilasmamais) (Burkitt ve Burkitt olmayan)
2- T-hiicre kokenli (yaygin T hiicre isaretleri verdigi i¢in prolenfositik 16semi
tanis1 konmustur, nadir goriiliir)

3- Biiyiik hiicreli lenfomalar (T ve B hiicre kokenlidir ve hizli gelisir)

3.4.2.4. Prognoz

Hastalarin prognoz takibinde lenfomanin tipi, alt gruplari, evresi etkilidir.
Tedaviye ulasim siiresi de survey lizerine etkili olabilmektedir. Lenfoma kombine
kemoterapi ile tam remisyon saglanabilen bir hastaliktir. Lenfomada gézlenen 1. ve
II. klinik evreler lokalize hastalik gosterirken, III ve IV. evreler yaygin, ilerlemis

hastalik gostergesidir (87).

3.4.2.5. Etiyoloji
Tam olarak aydinlatilabilmis degildir. EBV viriisiiniin etkili oldugunu
sOyleyen yayinlar mevcuttur. Ayrica aile bireylerinde olmas1 durumunda kiside olma

olasiligimin yiiksek olmasi1 genetik gecisi desteklemektedir (88).

3.4.2.6. Klinik
Hastalar genellikle boyun ve koltuk altinda sislikler ile bagvurur, organ basisi
olursa nefes darligi, agr1 ile de kendini belli edebilir. Ates, kilo kayb1 ve gece

terlemesi de semptomlar arasindadir (89).

3.4.2.7. Lenfoma’da gozlenen sitogenetik degisiklikler
e MYC/IG [t(8;14), t(2;8) ve t(8;22)]: t(8;14)(q24;q32) translokasyonu ve
varyantlar1 olan t(2;8)(pll;q24) ve t(8;22)(q24;q11) Burkitt lenfoma (BL) ile
iligkilidir. Olgularin %85’inde t(8;14) bulunurken diger iki translokasyon
%15 olguda goriiliir. Her {i¢ translokasyonda da C-MYC onkogeni IG agir ve
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hafif zincirlerinin lokuslartyla yapmis oldugu resiprokal translokasyonlar
sonucunda artmis MYC transkripsiyonuna yol acarlar. WHO 2008
hematopoetik neoplazmlar siniflandirmasinda, MYC translokasyonlarinin BL
icin Ozgilil olmadig belirtilmistir (90). Endemik BL’de go6zlemlenen
MYC/IG  kirilma  noktalar1  anormal  somatik  hipermutasyondan
kaynaklanmaktadir. C-MYC anormallikleri ise BL gelisiminde onemli bir
basamaktir. Hiicre dongilisii kontrolii, hiicre boliinmesi, anjiyogenez ve
apoptoz gibi c¢ok sayida kritik biyolojik silireci diizenler. Bu etkiler C-
MYC’nin insan timér olusumundaki patogenetik Onemini ortaya koyan
verilerdir. Birgok sitogenetik ¢aligma, Non-Hodgkin lenfomalarda, lenfoid
timdriin klinik fenotipine sitogenetik anormalliklerin etki ettigini ortaya
koymaktadir. Ikincil kromozom degisikliklerinin ¢ogunlugu, DNA kayip
veya kazancina neden olan, dengesiz yeniden diizenlemelerdir. Ek olarak
tekrarlayan kromozomal anormallikler genellikle kromozom 1, 6, 7, 12, 13,
17 ve 22’yi ilgilendirmektedir. Uzun kol kromozom kazanglar1 1 (+1q), 7
(+7q) ve 12 (+12q), yanisira 17p13 delesyonlar1 ve 13q34 bantini ilgilendiren
degisimler yetiskin BL’sinda sik goriiliir. Sekonder anormalliklerden bazilari,
1q, + 7q ve del(13q) gibi degisimler, kotii prognozla iligkilidir (91).
3.4.3. Multiple myeloma (MM)
3.4.3.1. Tanmim ve tarihce
Kemik iligi igerisinde bulunan plazma hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi
sonrast olusan bir kanserdir. Plazma hiicreleri B-lenfositlerin olgun hali olup
farklilasmas1 sonucunda meydana gelir En tipik 6zelligi idrarda ya da serumda
monoklonal immiinoglobiilinlerin saptanmasidir. Ik Myeloma tanimi Solley
tarafindan 1844 yilinda “Sarah Newbury” olarak bildirilmistir. Prof. Henry Bence
Jones adini verdigi idrarda saptanan anormal bir protein “Bence-Jones Proteiniirisi’ni
1945°te tanimlamistir. Rustizky ise 1873 yilinda “Multiple Myeloma” terimini ¢oklu

kemik tlimoriine sahip bir hasta i¢in tanimlamstir (92).
3.4.3.2. Epidemiyoloji

MM hematolojik kanserlerin %10-15’inde, biitiin kanserlerin ise %]1’inde

gozlenmektedir. Toplumda goriilme sikligr 2/100.000 olarak bildirilmistir. Irklara
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bakacak olursak Afrika kokenli Amerikalilar’da sik rastlanmakta iken Orta Dogu ve

Asya 1rkinda daha az rastlanmistir (93).

3.4.3.3. Prognoz

MM hiicre fenotipleri ve klinik diizeyi prognozda etkilidir. Plazma hiicreleri
antijenlerinin kayb1 (CD27), Kanser Testis Antijenleri (CTA) veya T hiicresi antijeni
CD28 ekspresyonu, CD221 / IGF1R’nin anormal ekspresyonu ve CD45 eksikligi,
kotii prognoz ile iliskilidir ve agresif MM klinik seyri izlenir. MM’nin zamanla

AML’ye doniismesi kotii prognoz isaretidir (92).

3.4.3.4. Etiyoloji
Tam olarak aciklik getirilememek ile birlikte genetik ve cevresel faktorler
(radyasyon, bocek ilaglart gibi kimyasallar, sigara kullanimi vb.) sorumlu

tutulmaktadir (92).

3.4.3.5. Klinik

MM’de plazma hiicrelerinin kemik iligi ve organlarda birikmesi ile klinik
bulgular ortaya ¢ikmaya baglar. Normalde kemik iliginde plazma hiicreleri %5’in
altinda iken bu oranin artmasi ile kemik agrilari, hematopoezi etkileyerek anemi ve
enfeksiyonlara agik hale gelmeye neden olabilir. Malign plazma hiicrelerinin

salgiladig1 sitokinler kemik erimesi ve patolojik kiriklara neden olabilir (94).

3.4.3.6. Multiple myeloma’da gozlenen sitogenetik degisiklikler

MM kemik iligi ve nis arasinda etkilesimle (hiicre-hiicre, hiicre matriks)
biiyiime faktorleri ve sitokinlere odaklanir. Kemik iligi stromal hiicreleri ile myeloma
hiicreleri; ICAM-1, CD49d/VCAM-1, CD138 gibi ¢ok sayida adezyon molekiilleri
sayesinde siirekli etkilesim halindedir (94). -13, del13qg MM’de %40-50 oraniyla en
stk gozlenen anomalilerden biridir. Monozomi 13 yaklagik %80-90 MM olgusunda
gozlenirken, diger bolgesel delesyonlar %10-20 seklinde gozlenmektedir (95).
MM’de tanimlanan diger genetik degisiklikler ise 8q24(c-myc), 18q21(bcl-2), 1p11-
13(N-ras), 12p11-12(K-ras), 17p13(p53), 13q14(Rb1) olarak bildirilmistir (96).
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3.4.4. Miyelodisplastik sendrom (MDS)

MBDS pansitopeni, displazi ve inefektif eritropoez ile karakterize bir kok hiicre
hastaligidir. Eriskinlerde ¢ocukluk cagina gore daha sik gozlenir. Sikayetlerin ¢ogu
pansitopeniye baglidir (halsizlik, solukluk, enfeksiyona acik olma, ates) (97).
Olgularin yaklasik 1/3 AML’ye doniismektedir. Sitogetik tan1 6nemlidir.

3.4.4.1.Miyelodisplastik sendrom’da gozlenen sitogenetik degisiklikler

MDS hastalarinda en sik gézlenen anomaliler del5q, del8, del7q, monozomi
7, trizomi 8 ve —Y anomalileridir. Eger AML hastalarinda 5. ve 7. kromozoma ait
anomaliler gozlenirse bu durum “MDS’den gegisli AML” seklinde yorumlanir. MDS

olgularinin alt tiplerine 6zgii spesifik kromozom anomalisi ise bildirilmemistir.

3.4.5. Kronik miyeloproliferatif hastaliklar (KMPH)

Myeloid kokenli hiicrelerin asir1 proliferasyonu sonucu meydana gelen
hastalik grubudur. En bilinen liyesi KML’dir. Onun disinda Polisitemia vera,
Idiyopatik myelofibrozis, Esansiyel trombositemi bu grupta bulunan hastaliklardur.
KMPH grubunda diger hematolojik kanser cesitlerine goére maligniteye gecis daha az
goriiliir. Klasik sitogenetik yontemler, hastaligin prognozunu takip etmede énemli bir
yere sahiptir. Gruba 6zgii spesifik kromozomal anomali saptamak giictiir. t(9,22), -
5q, -7, +8; +9, i(17q), -20q sik goriiliirken inv(16), t(8,21) ve t(15,17) kromozom
anormallikleri daha az goriiliir. Bu sitogenetik anomalilerin KMPH’de goriilmesi

kotii prognoza isaret etmektedir (98).

3.5. Hematolojik Kanserlerde Genetik Degisiklikler
3.5.1. Kromozom anomalileri

Kromozomlar ¢ok uzun DNA sarmali ve buna bagli histon proteinlerinden
meydana gelen, hiicre boliinmesi sirasinda kromatin ipliklerin kisalip kalinlagmasiyla
olusan, canlilarda genetik bilgiyi depolayan, genleri nesilden nesile tasiyarak kalitimi
saglayan yapilardir. Insan somatik hiicrelerinde 22 ¢ift otozomal kromozom, diside
iki X, erkekte ise bir X ve bir Y toplamda bir ¢ift cinsiyet kromozomu olmak tizere

46 kromozom bulunur (99).
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Kromozom anomalileri, kromozomlarda meydana gelen sayisal ve yapisal

degisikliklerdir. Sitogenetik yontemlerle metafaz kromozomlarini bulup mikroskopik

olarak gozleyerek kromozom anomalilerini tespit etmek, kanser patogenezinde

onemli rol oynar. Kromozomlardaki sayisal veya yapisal bazi degisikliklerin,

onkogenleri aktif edip timor baskilayict genleri baskilamasina veya flizyon

proteinlerin olusumuna yol actig1 bilinmektedir (100).

3.5.1.1. Sayisal kromozom anomalileri

Insanda kromozom sayis1 haploid setin (n) tam katlar1 seklinde degisiyorsa

(n, 3n, 4n...) Oploidi, bir ya da iki kromozomun artmasi veya eksilmesi olarak

degisiyorsa (2n+1, 2n-1..) buna da andploidi denir (101).

I. Oploidi: Hiicrelerdeki kromozom sayisinin, insan igin normal diploid

(2n=46) sayisinin disinda, haploid (n=23) kromozom takiminin tam katlar1

olarak degisimine (n, 3n, 4n...) dploidi denir.

a)

b)

c)

d)

Triploidi: Hiicredeki temel kromozom sayisinin {i¢ kat oraninda artmasi
(3n=69) durumudur.

Tetraploidi: Temel kromozom sayisinin dort kat oraninda artmasi
(4n=92) durumudur, nadir goriiliir (102).

Endorediiplikasyon: Mitozda, sitoplazma boéliinmesinin
gerceklesmemesi nedeniyle duplike olmus kromozomlarin ikiser
kromatidli kromozom c¢iftleri halinde olmasidir. Tiimor dokularinda bu
hatalara rastlanir (103).

Yiiksek poliploidiler: 4n’den fazla kromozomun karyotipte goriilmesi

durumudur.

II. Anéploidi: Bir veya iki kromozom artma ya da eksilmesiyle olusan,

poliploidiye gbre daha sik gozlenen andploidi, en ¢ok monozomi ve trizomi

olarak karsimiza cikar (104).

a)

Hiperploidi: 2n+1 ve 2n+2 seklindeki kromozom sayisindaki
artmalara hiperploidi denir ve en iyi Ornek trizomilerden Down

Sendromu olarak bilinen trizomi 21°dir.
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b) Hipoploidi: 2n-1 ve 2n-2 gibi kromozom sayisindaki azalmalara
hipodiploidi denir ve en iyi 6rnek monozomilerden Turner Sendromu

olarak bilinir.

3.5.1.2. Yapisal kromozom anomalileri

Yap1 anomalilerinin esas nedeni, hiicre dongiisiinlin herhangi bir evresinde
kromozomlarda meydana gelen kirilmalardir. iyonize radyasyon, bazi kimyasal
ajanlar ve viral enfeksiyonlar kromozomlarda bu kirik ve yeniden diizenlemelere
neden olur. Bunun sonucunda kromozom materyalinin normal miktar1 korunuyorsa
yapisal anomali dengeli olarak, kalitsal materyal miktarinda artma veya eksilme

oluyorsa dengesiz olarak tanimlanir (105).

3.5.1.2.1. Dengeli yapisal kromozom anomalileri

1. Ters donme (inversiyon): Bir kromozomda iki kirik olusmasi sonucunda
kopan segmentin 180° donerek eski yerine ama ters sekilde yapismasina
denir. Ters donen kromozom segmenti sentromer igeriyorsa perisentrik
inversiyonlar, sentromer igermiyorsa parasentrik inversiyonlar diye iki sekli
bulunur (106).

2. Yer degistirme (translokasyon): Es olmayan kromozomlar arasindaki
kirilmalar sonucu bir kromozomdan kopan parcanin baska bir kromozoma
yapismasi ile olusan parga degisimleridir. Resiprokal (karsilikli), robertson

(sentrik flizyon) ve insersiyon olmak tizere ii¢ ayr1 gruba ayrilir (105).

3.5.1.2.2. Dengesiz yapisal kromozom anomalileri

1. Eksilme (delesyon): Kromozomun kiiciik bir pargasinin kirilma veya kopma
sonucu kaybolmasi1 durumudur.

2. Artma (duplikasyon): Homolog kromozomlardan birinden kopan parganin
diger kromozoma eklenmesiyle meydana gelen artma durumudur.
Duplikasyon sonucunda kromozomun bir segmenti iki kopya olarak bulunur.

3. Halka kromozom (ring): Bir kromozomun her iki ucunun kirilmasi ile
olusan kirik uclarin birleserek halka veya yiiziikk goriiniimiinii aldigi nadir

gbzlenen kromozom anomalisidir (107).
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4. izokromozom: Hiicre boliinmesinin anafaz evresinde kromozomlarm
sentromerinden enine  yanlis bdliinmesi sonucu olusan  kusurlu
kromozomlardir.

5. Marker kromozom: Normal kromozom setine ek olarak bulunan,
sitogenetik G-bantlama yontemi ile tespit edilemeyen ¢ok kiiciik kromozom
pargalaridir.

6. Disentrik kromozom: Normal kromozom bir sentromer igerirken disentrik

kromozomlarin iki sentromer tasidig1 nadir goériilen kromozomlardir.

3.6. Hematolojik Kanserlerde Kullanilan Tam1 Yontemleri
Hematolojik kanserlerde goriilen kromozom anomalilerini tespit etmek icin
konvansiyonel sitogenetik analiz, molekiiler sitogenetik yontemlerden FISH

(Floresan In Situ Hibridizasyon) ve PCR kullanilmaktadir (108).

3.6.1. Konvansiyonel sitogenetik analiz

Sitogenetik, sitoloji (hiicre bilimi) ve genetik bilimlerinin birlesmesiyle
ortaya ¢ikan, kromozomlarin yapr ve fonksiyonlarni hiicre béliinmesinin metafaz
sathasinda inceleyen bilim dalidir. Sitogenetik iginde karyotipleme ve FISH
yontemleri ¢ok o©nemli bir yere sahiptir. Karyotipleme, herhangi bir genetik
hastaligin kromozom anomalisini tespit etmek i¢in yapilan kromozom analizi
yontemidir (109).

Hematolojik hastaliklarda kromozom analizleri i¢in materyal olarak
genellikle hastadan aspire edilen kemik 1iligi, en geleneksel ve kolay calisilabilen
doku oldugu i¢in periferik kan kullanilmaktadir (109). Kemik iligi gibi kendiliginden
boliinme hiz1 yiiksek hiicrelerde direkt, periferik kan lenfositleri gibi bdliinme hizi
diistik hiicreler ise 6nce kiiltlire edilerek uyaricilarla boliinmeye zorlanir, cogaltilir ve
sitogenetik ¢alisma icin kullanilir.

Kromozom analizleri i¢in ideal kiiltiir siiresi kemik iligi lenfositleri i¢cin 24-48
saat, periferik kan icin 72 saat’tir. Kemik iligi lenfositlerine 24 saatlik kiiltiir i¢in
mitojen kullanilmazken, T lenfositleri mitoza sokmak i¢in Kkiiltlir ortamina
Fitohemaglutinine (PHA) eklenir. Mitozu metafaz sathasinda durdurmak i¢in ortama

1g ipliklerinin olusumunu engelleyen Kolsisin (Colcemid) eklenir. Uygun bir metafaz
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yaymasina ulagmak ve kromozomlar1 birbirinden ayirmak i¢in 6nemli bir asama olan
hipotonik uygulamasinda, hiicrelere 20-25 dakika hipotonik soliisyonla muamele
edilir. Daha sonra hiicre fazinin ti¢ kez fiksatif ile yilkanmasiyla hiicrelerin
fiksasyonu yapilir. Bu islemle boya alma yetenekleri artan ve dehidre olan hiicreler
lamlara yayilarak boyanir. Son olarak boyama ve bantlama islemleri yapilarak elde
edilen kromozomlarin 151k mikroskobunda karyotip analizleri yapilir. Modern
sitogenetik analizlerde siklikla kullanilan boyama yontemleri GTG (Giemsa-Tripsin-

Giemsa), HRB, NOR, R, Q ve C bantlama yontemleridir (110).

3.6.1.1. GTG bantlama teknigi

Gilinlimiiz sitogenetik laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan bantlama
teknigi Giemsa bantlama (G-bantlama)’dir. Bu yontemde, histonlar tripsinle denatiire
edilerek DNA agikta birakilir, Giemsa ile boyanir ve enine agik ve koyu bantlar elde
edilir. Adenin ve Timin’den zengin gen bolgeleri koyu bant, Guanin ve Sitozin’den
zengin genler agik renk bant olarak goézlenir. GTG bantlama ile 400-700 arasinda
bantin degerlendirilebilmesi, bu teknigin hematolojik hastaliklarda periferik kan ve
kemik iliginde sitogenetik inceleme i¢in yaygin olarak kullanilmasini saglamistir.
Ciinki karyotip analizi i¢in kanda ideal bant aralig1 500-550, kemik iliginde ise 400
bant diizeyinin {Ustiindedir (111). 1971 yilinda Paris konferansinda ilk kez
kromozomlarin sitogenetik isimlendirilmesi belirlenmis ve zamanla gilincellenmistir.
Gilinlimiizde de halen kromozomlarin degerlendirilmesi “International System for

Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 2005)”e gore yapilmaktadir (112).

3.6.2. Molekiiler sitogenetik yontemler: FISH (Fluoresan In Situ Hibridizasyon)

Glinlimiiz  kanser genetiginde kromozomal yeniden diizenlemelerin
gosterilmesi i¢cin en sik kullanmilan molekiiler sitogenetik yontemdir. Klasik
sitogenetik yontemlerle saptanamayan kiiclik ve tespiti zor delesyonlarin, kriptik
translokasyonlarin, duplikasyonlarin, marker kromozomlarin ve tiimdr gelisimine
neden olan anomalilerin arastirilmasinda kullanilan etkili ve hizli bir tekniktir. Klasik
sitogenetik c¢alismalarda metafaz kromozomlar1 gerekirken, FISH hem metafaz
kromozomlarin1 hem de interfaz hiicre ¢ekirdegini degerlendirir (113). FISH teknigi,

hedef DNA/RNA bolgesinin floresan veya radyoaktif isaretli DNA veya RNA
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dizileri ile hibridizasyonu sonrast “in situ” olarak floresan mikroskopta
goriintiilenmesinde  kullanilir.  Arastiritlan  kromozomal bolgenin  veya hedef
DNA/RNA dizisinin FISH teknigi ile goriintiilenebilmesi i¢in o bolgeye ozgi,
komplementer ve florokromlarla isaretlenmis tek zincirli DNA veya RNA dizilerine

“prob” denir.

3.6.2.1. FISH tekniginde kullanilan problar

FISH yonteminde 3 tip prob kullanilir (Sekil 18). Bunlar (114);

a. Tiim kromozom boyama (painting) problari: Kromozomun tamamini ya
da kromozomun p ve q kollarin1 ayr1 renklerde boyayarak tanimlanmasini saglayan,
yapisal anomalilerin, marker ve ring kromozomlarin tespitinde kullanilan
kromozomun tiimiine veya bir pargasina 6zgili problardir.

b. Lokus spesifik problar (tek gen problari): Incelenecek genin yerini
belirlemek, gen amplifikasyonlarini ve delesyonlarini saptamak icin kanser
genetiginde siklikla kulanilan gen spesifik veya lokusa spesifik problardir.

c. Tekrarlayan dizi (alfa satellit) problari: Kromozomun sentromeri
yakiindaki alfa satellit bolgesine spesifik, sayisal anomalilerin belirlenmesinde
kullanilan tekrarlayan dizilere sahip problardir. Kromozomlarin telomer
bolgelerindeki delesyonlar1 ve yeniden diizenlemeleri arastiran kromozoma 06zgi

telomerik problar da bu grup igerisindedir.

Lokusa 8zgli  Sentromerik Telomerik Kromozomun tiimiini
prob prob prob boyayan prob

Tekrarlayan dizilerden
olusan problar

Sekil 18. FISH tekniginde kullanilan prob ¢esitleri (114).
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3.6.2.2.Hematolojik kanserlerde molekiiler sitogenetik yontem (FISH) ile tespit
edilen genetik degisiklikler

Son yapilan arastirmalar, hematolojik malignite ¢esitlerinin ¢ogunda goriilen
farkl1 kromozomlardaki translokasyon, inversiyon, delesyon gibi anomalilerin

hastaliklarin tan1 ve prognozu ile iliskili oldugunu ortaya koymustur (Tablo 2) (83).

Tablo 2: Hematolojik kanserlerde sik goriilen yapisal ve/veya sayisal kromozom anomalileri.

Hematolojik kanser adi Sik gozlenen kromozom anomalileri

TEL/AMLI1t(12.21), trizomi/monozomi7,Trizomi/monozomi8
MLL/AF4-t(4,11)(q21,923), t(8;14)(q14:q32)(Burkitt tipi ALL)
1(9;22), t(1.19), del 13q14.3,

AMLI/ETO-((8.21)(q22;q22), PML/RARA-t(15.17)(q22;q12), CBFB-
1(16;16) inv(16q22), del11q23, del 5q, del 7q, +8

AKkut lenfoblastik 1osemi

Akut miyeloid l16semi

Kronik miyeloid 16semi

BCR/ABL-1(9,22)(q34.,q11)

Kronik lenfositik 16semi

1(11,14)(q13;932), t(14;18)(q32:q21) (BCL-1,BCL-2 )
del-ATM(11q22.3), del-P53(17p13.1), del 1314, +12

Miyelodisplastik sendrom

trizomi/monozomi7,del 5q/5q31(EGR1), del 7q

Multiple Miyeloma

Trizomi 7,IGH/FGFR3-t(4.14), t(11.14), t(6.14), t(14.16) ,del13q, del-

P53(17p13.1),
IGH/MYC-t(8,14)(q24.1:q32), t(11.14), del-P53(17p13.1),

Burkit Lenfoma

Kronik miyeloproliferatif

hastanklar (KronikMPH) JAK2 V617F mutasyonu, BCR/ABL-t(9,22) (q34.,q11)

3.6.2.3. Hematolojik kanser hastalarinda gozlemlenen kromozom anomalileri
icin kullanilan spesifik prob ¢esitleri
e 5/5q31 (EGR1) FISH analizi: Miyeloid kokenli kanserlerden Akut miyeloid
16semi (AML) ve Miyelodisplastik sendrom (MDS)’larda 5q delesyonunu
saptamak i¢in kullanilan probdur (Sekil 19). Bu hastaliklarda 5. kromozomun
kisa kolunda delesyon goriilmesinin, hastali§in tani, prognoz ve tedavisinde

etkili oldugu bildirilmistir (115).

5p 15.31 EGRI1
(I AT EINEEND  chromosome 5
/ \\ / *\_‘\
// '\ /f \_\\‘
g N / T
e # ‘\\ / \\\
- . I / = e~
‘ he ey | _? A
DES630  DBS2064 BESI701 | D55500
D5S2415 D5S52542
| | e ——— |
310K8 184kb
100Kb

Sekil 19. 5/5q31 (EGR1) FISH probu (116).
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t(9,22)-BCR/ABL FISH analizi: BCR/ABL gen bolgelerinin translokasyonu
sonucu olusan fiizyon geni, KML olgularimin hemen hepsinde ve ALL

olgularinda da gozlenmekte olup kdtii prognoz gosterir (Sekil 20).

Sekil 20. BCR/ABL-((9;22) FISH probu (117).

TP53 (17p13.1) FISH analizi: KLL ve Multiple myeloma gibi 16semilerin
cogunda gozlenen kotii prognozla iliskili p53 bolgesinin  delesyonunu

saptamak i¢in kullanilan probdur (Sekil 21)(118).

P53 D17Z1

/

EFME3

LA
bL751678

150KDb

[ |
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100Kb

Sekil 21. P53 (17p13.1) FISH probu (119).

IGH/CCND1-t(11;14) FISH

analizi:

11.

ve

14.

kromozomlarin

translokasyonu ile olusgan IGH/CCNDI1 gen bdlgeleri fiizyonu Multiple
myeloma ve lenfoma g¢esitlerinin ¢ogunda gozlenir ve kotii prognozludur

(Sekil 22).
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Sekil 22. t(11;14) FISH probu (120).



4. GEREC ve YONTEM

Calismamizda, 2007-2020 yillar1 arasinda Dicle Universitesi (DU) Tip
Fakiiltesi Hematoloji ile Cocuk Saghg ve Hastaliklart Anabilim Dallari’nda
hematolojik kanser 6n tanis1 almis, DU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Genetik Tani1 laboratuvarinda konvansiyonel sitogenetik analiz ve FISH yontemi
calisilmis 310 hastanin, sitogenetik analiz ve FISH yontemi sonuglar1 retrospektif
olarak degerlendirilmistir. Hastalarin yas, cinsiyet, 6n tan1 ve demografik 6zellikleri,
olgularin var olan dosyalarindan elde edilmistir.

KML grubunda 92, AML grubunda 40, KLL grubunda 8, MDS grubunda 49,
ALL grubunda 30, MM grubunda 41, KMPH grubunda 13, Lenfoma grubunda 12,
diger kan hastaliklar1 grubunda 25 olmak iizere toplam 310 hastadan kemik iligi
ornekleri alinmustir.

Calismada kemik iligi aspirasyon materyaline 24 ve 48 saatlik kemik iligi
kiiltiir yontemi uygulandiktan sonra hastalarin kromozom analizi i¢in GTG-Bantlama
yontemi uygulanmistir. Ayrica kromozom trizomisini, monozomisini, delesyonlarini
ve translokasyonlarmi gozlemlemek amaciyla farkli problar ile Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) yontemi uygulanmaistir.

Tez ¢alismamiz, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar1 Etik

Kurulu’nun 25.03.2021 tarih ve 379 karar numarasi ile onaylanarak kabul edilmistir.

4.1. Gereg ve Cihazlar

4.1.1. Kullamilan cihazlar
37 °C Etiv Distile su cihazi
Laminal air flow kabini Mikrofotografi aygiti
Zaman ayarli santrifiij +4/-20°C Buzdolab1
Isik mikroskobu (Olympus Cx31) Hot plate
Floresan mikroskobu (Olympus Bx51) Su banyosu
Floresan mikroskobu filtreleri Manyetik karistirict
Hassas terazi Ph stick (Isolab)
Vorteks mikser Laboratuvar saati
Hibridizasyon cihazi
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4.1.2. Kullanilan malzemeler

15 mL steril kiiltiir tiipii Beher

6 mL Heparinli tiip Plastik eldiven

Tek kullanimlik Steril Pasteur Pipetleri Degisik capta enjektorler
Lam ve Lameller Kronometre

Dikey saleler Termometre

Meziir (100 mL) Erlenmayer

Filtreli pipet uglar1 Elmas uclu kalem
Mikropipet Yapistirici

4.1.2.1. Kullanilan kimyasal maddeler

RPMI 1640 Medium (Biologicial Industries,
944113)

Izotonik (Eczacibast)

PHA-M Pytohemagglutinin M

Penicillin / Streptomycine Solution (Biological

Industries 722867)

Fetal Calf Serum (Biological Industries)

Trypsin-EDTA Solution C (Biological Industries
814619)

Acetic Acid (Glacial) (Riedel-de Haen)

Sodium phosphate diabasic anhydrous

(NazHPO4,H20)

Colcemide Solution (Biological Industries 816646)

Potassium Phospate monobasic(KH2POx)

Xylol (Merck)

20XSSC (Serve)

Methanol(Riedel-de Haen)

0.075 M KCI (Sigma)

Etil Alkol (Sigma)

Tween-20 (Merck)

Giemsa Stain (Sigma)

Ethanol %100 (Sigma)

Heparin (Mustafa Nevzat)

Ethanol Absolut(Riedel-de Haen)

Distile Su

4.1.2.2. FISH problan

FISH Probu t(9;22)(q34;q11)(Cytocell, UK)

FISH Probu t(2;8)(q24;q11)(Cytocell, UK)

FISH Probu t(4,11)(q21,q23)(Cytocell, UK)

FISH Probu t(15;17)(q22;qr2)(Cytocell, UK)

FISH Probu t(9;11)(p22,q23) (Cytocell, UK)

FISH Probu t(12;21)(p13;q22) (Cytocell, UK)

FISH Probu t(11;19)(q23;p13) (Cytocell, UK)

FISH Probu t(4.14)(Cytocell, UK)

FISH Probu t(11;14)(Cytocell, UK)

FISH Probu t(8.14) (Cytocell, UK)

FISH Probu t(14;16)(Cytocell, UK)

FISH Probu del 13q14(Cytocell, UK)

FISH Probu t(8;21)(q22;q22)(Cytocell, UK)

FISH Probu del 17p13(Cytocell, UK)

FISH probu del 20q (Cytocell UK)

FISH Probu del 7q(Cytocell, UK)

FISH Probu del 5q(Cytocell, UK)

FISH Probu inv(16) (Cytocell, UK)
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4.2. Konvansiyonel sitogenetik analiz
4.2.1. Cozeltiler ve tamponlar
A. Besiyeri hazirlanmasi
RPMI 1640 Kemik iligi besiyeri medium (Biologicial Industries, 944113) 100 mL
Fetal calf serum (Biological Industries) 10 mL
Penicillin / Streptomycine (Biological Industries 722867) 1 mL
L-Glutamin (Biological Industries) 2 mL
Hazirlanan besiyeri agzi1 kapakli steril santrifiij tiiplerine 5’er mL koyularak -
20°C’de saklandi.
B. Kolsisin (Colchicine) soliisyonu: 40 mg Colchicine + 100 mL distile su
C. Tespit soliisyonu (Carnoy fiksatifi): 3 kisim metanol + 1 kisim acetic acit glacial
Karisim -20°C’de sakland. igindeki alkoliin uguculugundan dolay1 her deney
asamasinda taze olarak hazirlandi.
C. Hipotonik soliisyonu (0;075 M KCl): 1000 mL distile su + 5,6 gr KCI
Deneye baglamadan 1-2 saat 6nce hazirlanarak 37°C’lik etiive konulur.
D. Streptomycine soliisyonu: 1 gr Streptomycine sulfate +10 mL steril distile su
E. Penicilline soliisyonu: 1.000.000 U Penicilline-G potassium + 10 mL distile su
F. Serum soliisyonu: Fetal Calf Serum dessicated + 30 mL distile su
G. PBS (Phosphate buffer saline) ¢ozeltisi: 1 PBS tableti (Amresco, AIE404-100) +
100 mL distile su
H. Trypsin ¢ozeltisi: PBS tampon soliisyonu + 0,05 gr Tripsin
I. S6ransan tamponu:
a. 11,88 g Na:HPO.4 + 1000 mL distile su
b. 9,08 g KH2PO4 + 1000 mL distile su
(a ve b soliisyonlar1 karigtirithip pH=6,8’e ayarlanir.)
I. Fitohemaglutinine soliisyonu: 5 mg Pytohemaglutinine (M. Bacto, Difco) + 5 mL
distile su
J. Giemsa boya tamponu (Diiz boyama i¢in): 5 mL Giemsa stain stock solution + 95

mL steril distile su
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4.3. Molekiiler sitogenetik (FISH) yontem
4.3.1. Cozeltiler ve tamponlar
a. Yikama soliisyonlari:

- 20X SSC stok soliisyonu: 87,66 gr NaCI + 44,12 gr Na sitrat +1000 mL
distile su.

- 2X SSC tamponu: 10 mL 20X SSC + 90 mL distile su ile 100 mL’ye
tamamlanir (20X SSC’nin 1/10 diliisyonu olusur).

- 0,4X SSC tamponu: 2 mL 20X SSC + 98 mL distile su ile 100 mL’ye
tamamlanir (20X SSC’nin 1/50 diliisyonu olusur).
b. Etil alkol ¢ozeltileri:

- %70’lik Etil alkol: 70 mL Etil alkol + 30 mL distile su

- %85’lik Etil alkol: 85 mL Etil alkol + 15 mL distile su 100 mL’ye
tamamlanir.

- %100’ ik Etil alkol: 100 mL Etil alkol ile hazirlanir.
¢. NP40 ile hazirlanan soliisyonlar:

- 0,4X SSC tamponu + %0,3 NP40 soliisyonu: 2 mL 20XSSC + 98 mL distile
su + 300 mL NP40

- 2X SSC tamponu + %0,1 NP40 soliisyonu: 10 mL 20X SSC + 90 mL distile
su + 300 mL NP40
¢. Prob karisimi: 1 pL Prob + 7 pL Hibridizasyon tampon ¢ozeltisi + 2 pL Distile

su

4.4. Calisma metodu
4.4.1. Kemik iligi kiiltiiriinden sitogenetik calisma yontemi (24 ve 48 saatlik
kiiltiir yontemi)

- Caligmamizda, kemik iligi materyallerine 24 ve 48 saatlik kiiltiir metodu
uygulanmustir. Kiiltiir sonras1 preperatlar GTG-bantlama teknigiyle boyanmis ve
“International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 2005)”e gore
yorumlanmustir.

- Hastalarin sternum veya iliak kemiklerinden steril bir sekilde aspire edilen
yaklagik 5 mL kemik iligi aspirasyon materyalleri heparinle yikanmis enjektor

kullanilarak alinir.
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- Kiiltiir medyumu olarak kemik iligi i¢in RPMI 1640 kullanilir. Hazirlanmig
medyumlar ortamda kapakli tiiplere 5’er mL olacak sekilde konur.

- 5 mL medyum igeren Kkiiltiir tiiplerine, her hasta i¢in 7-8 damla kemik iligi
ekilir.

- 37°C’deki etiive konulan tiiplerin hiicre kiiltiirii baslatilir.

- Kemik iligi numunelerine 24 ve 48 saatlik kiiltiir yapilir. Kemik iligi
ekiminden sonraki 22. ve 46. saatlerde hiicreleri metafaz evresinde durdurabilmek
i¢in her bir tiipiin i¢ine 1g ipliklerinin olusumunu engelleyen Colsemid soliisyonu 0.1
mL olacak sekilde 2 damla eklenir ve hafifce karistirilir. Sonra 30 dakika tekrar
37°C’lik etiive konularak bekletilir.

- Bu siire sonunda kiiltiir sonlandirilir ve kromozom eldesi islemlerine gecilir.

4.4.2. Kromozom eldesi

- Etlivden ¢ikarilan tiipler 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.

- Bu siirenin sonunda siipernatant kismi pastdr pipeti ile atilarak vorteks
yardimuiyla her tlipe yavasca 6 mL hipotonik (0,075 M KCI) soliisyon eklenir.

- Tiipler 25 dakika etiivde 37°C sicaklikta hipotonik sok i¢in bekletilir.

- Hipotonik sok tamamlandiktan sonra 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.
Stipernatantlar atilip pellet lizerine vorteks esliginde karistirilma sirasinda pipetle
damla damla 10 mL Carnoy fiksatifi ilave edilir.

- Fiksatif eklendikten sonra tiipler yikama i¢in tekrar 1200 rpm’de 10 dk
santrifiij edilir. Supernatant boliimii atilip tizerine fiksatif eklenir.

- Ug kez tekrarlanan fiksatifle yikama isleminden sonra preperatlar yayma
islemine hazirlanmis olur.

- Son santrifiijden sonra tiiplerin dibinde kalan pellet lizerine 1 mL fiksatif
eklenir ve pasteur pipeti ile yavas yavas pipetaj yapilir.

- Yayma sirasinda 30 cm yliksekten 45 derecelik ac1 ile soguk 1slak lam
lizerine pastor pipeti ile 2-3 damla yayilir.

- Yayma islemi yapilan lamlar havada kurutulduktan sonra laboratuvar
ortaminda oda sicakliginda hot plate iizerinde 1 giin bekletilerek yaslandirilir.

- Lamlar GTG (Giemsa ile boyanmis Tripsin uygulanmis G-bantlama)

bantlama yontemi ile boyanir.
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4.4.3. Bantlama
- Kurutulan lamlar 6nce soguk tripsinde 55 sn bekletilir, siire bitiminde soguk
salin ve buffer soliisyonlarindan gegirilir.
- Lamlar %3’liik Giemsa boya ¢ozeltisinde yaklasik 3-5 dk bekletilip boyanir.
- Boyanan preperatlar suyla yikandiktan sonra kurutma kagidinda kurutulup

151k mikroskobunda en az 20 metafaz degerlendirilir.

4.4.4. FISH yontemi

- Kemik iligi kiiltiir ¢aligmasindan sonra hazirlanan tiiplerdeki siipernatant
atilip pelletinden 10 pL slayta tam ortaya gelecek sekilde damlatilir. Damlatilan yer
elmas uclu kalem ile isaretlenir.

- Yayma isleminden sonra slayt 37°C’de kurumaya birakilir.

- Slaytlar kuruduktan sonra dnceden hazirlanmis g¢ozeltilerde sirasiyla 2X
SSC, %70’lik, %85°lik, %100’liik etil alkol serilerinde 2 dk bekletilir.

- Preperatlar seri ¢ozeltiden sonra 37°C’lik etiivde 1 dk bekletilir.

- Karanlik bir odada ¢ikarilan preperatlarin lizerine 5 pL ¢alisilacak prob
damlatilir ve tizeri lamel ile kapatilir.

- Lamelin hava almamasi ve probun buharlagsmasin1 6nlemek i¢in lamelin
etraf1 yapistirici ile yapistirilir.
a) Denatiirasyon

Hazirlanan slaytlar 6nceden 75°C’ye ayarlanmig hot plate tizerinde 10 dk
bekletilir.
b) Hibridizasyon

Nemli ve karanlik bir kutuya yerlestirilen preparatlar 37°C’lik etiivde 1 giin
bekletilir.
¢) Hibridizasyon sonrasi yitkama

1. Etiivden ¢ikarilan slaytlarin tizerindeki lamel dikkatlice kaldirilir.

2. Preperatlar once benmari yardimiyla isis1 71°C ve pH’s1 7-7,4 ayarlanan
20X SSC tamponunda 1 dk yikanir.

3. Sonra 10 pL tween 20 iceren 2X SSC tamponunda 30 sn yikanir.

4. Preperatlar dik olacak sekilde bir siire kurumaya birakilir.
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5. Kuruyan preperatlarda prob muamelesi yapilan bolgelere 10 pL. DAPI
Antifade damlatilir ve lamelle kapatilir.

6. Hazirlanan slaytlar 151k almayan bir kutuya yerlestirilip +4°C’lik
buzdolabinda saklanir.

7. Preperatlar karanlik ortamda ve floresan mikroskobunda 100X objektifle
taranir.

8. Her bir hasta icin sinyalleri gii¢lii ve net goriilen 100-200 hiicre incelenir.
Incelemede, metafaz ve interfaz hiicreleri sayilarak otomatik gériintiilleme sisteminde

fotograflanir.

4.5. Istatistiksel yontemler

Istatistiksel incelemeler i¢in IBM SPSS Statistics 23.0. programi
kullanilmistir. Hastalara ait veriler; say1 ve yiizde, standart sapma, ortalama seklinde
verilmigtir. Hastalarin kemik iliginde konvansiyonel sitogenetik analiz ve FISH
yontemi sonuglarinin literatiirle uyumlu olup olmadigr karsilastirilmistir. Verilerin

analizinde t-test ve ki-kare testi kullanilmagtir.
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5. BULGULAR
Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nin Genetik

Tan1 Laboratuvarinda yiiriitiilen ¢alismamizda hematolojik kanser 6n tanis1 almis 310
hastadan alinan kemik iligi aspirasyon materyaline uygulanan kemik iligi kiiltiirt,
GTG-bantlama ve FISH teknigi ile elde edilen sonuglar retrospektif olarak
degerlendirilmistir.

Calisma grubumuzu olusturan hastalarin yas ortalamasi 53,57+21,99 (2-91 yil
aras1) ve kadin/erkek sayilar1 149/161 olarak bulunmustur. Hastalardan aspire edilen
310 kemik iligi 6rnegine uygulanan GTG-bantlama yontemi sonucunda 28 ornekte
istenen kalite ve sayida metafaz bulunamazken 282 6rnekte metafazlar incelenmistir.
Olgularimizin; yas, cinsiyet, gonderildigi klinik, 6n tani, caligilan materyal,
kromozomal inceleme teknigi, kromozom analizinde goriilen diizensizlikler ve
karyotip goriintiilerine ait veriler dosyalarindan elde edilmistir.

Calismamiz; KML grubunda yas ortalamasi 59,34+17,6 olan 46 (%50) kadin
ve 46 (%50) erkek; KLL grubunda yas ortalamasi 55,29+8,2 olan 3 (%37,5) kadin ve
5 (%62,5) erkek; AML grubunda yas ortalamasi1 63,03+11,67 olan 21 (%52,5) kadin
ve 19 (%47,5) erkek; ALL grubunda yas ortalamasi 9,83+5,48 olan 12 (%40) kadin
ve 18 (%60) erkek; KMPH grubunda yas ortalamasi 48,54+16,65 olan 8 (%61,5)
erkek ve 5 (%38,5) kadin; Lenfoma grubunda yas ortalamasi 49,254+19,99 olan 8
(%66,7) erkek ve 4 (%33,3) kadin; Multiple Myeloma grubunda yas ortalamasi
58,02+18,09 olan 22 (%53,7) kadin ve 19 (%46,3) erkek; MDS grubunda yas
ortalamast 59,96+18,28 olan 24 (%49) kadin ve 25 (%51) erkek; diger kan
hastaliklar1 grubunda yas ortalamasi 53,88+20,93 olan 13 (%52) erkek ve 12 (%48)
kadin olmak iizere toplam 310 hastada ger¢eklestirilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Hastalarin demografik 6zellikleri.

Tam n %0 Yas (Ort.+SD) Cinsiyet (E/K)
KML 92 %329,7 59,34+17,6 46/46
MDS 49 %15,8 59,96+18,28 25/24
MM 41 %13,2 58,02+18,09 19/22
AML 40 %12.,9 63,03+11,67 19/21
ALL 30 %9,7 9,83+5,48 18/12
Diger kan hastahklar: 25 %38,1 53,88+20,93 13/12
KMPH 13 %4.,2 48,54+16,65 8/5
Lenfoma 12 %3.,9 49,25+19,99 8/4

KLL 8 %?2,6 55,29+8,2 5/3

Ort.: Ortalama, SD: Standart sapma
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Calisma grubumuza ait toplam 310 hastanin sitogenetik analizine ait tiim

bilgiler, hastalarimizi gruplandirdigimiz 9 grup altinda Tablo 4-12’de verilmistir.

Tablo 4. KML o6ntani/tanisi tagtyan hastalarin sitogenetik bulgulari.

Sira Yas Cinsiyet | Tam Sitogenetik sonu¢

1 68 K KML 46,XX

2 71 E KML 46, XY

3 63 E KML 46,XY

4 27 E KML 46,XY(1)/45 X0(4)

5 54 E KML 46,XY, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
6 61 K KML 46,XX

7 46 K KML 46,XX, del (17p13)

8 72 K KML 46,XX, t(9;22)Ph(+)(20)

9 57 K KML 46,XX, Ph(-)

10 76 E KML 46,XY, 1(9:22)Ph(+)(20)

11 59 K KML 46,XX, 1(9:22)Ph(+)(20)

12 63 E KML 46,XY, t(9;22)Ph(+)(20)

13 40 K KML 46,XX, 1(9;22)(q34,q11)Ph(+)
14 83 E KML Metafaz bulunamadi

15 17 E KML 46,XY, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
16 67 K KML Metafaz bulunamadi

17 68 E KML 46,XY, Ph(-)

18 80 E KML 46,XY

19 67 K KML Metafaz bulunamadi
20 47 K KML 46,XX
21 48 E KML 46, XY
22 41 K KML 46,XX, Ph(-)
23 53 K KML 46,XX, Ph(-)
24 60 E KML 46, XY
25 67 K KML 46,XX, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
26 56 E KML 46,XY, t(9:22)Ph(+)(23)

27 42 K KML 46,XX, Ph(-)

28 50 E KML 46,XY, 1(9;22)Ph(+)(22)

29 91 E KML 46,XY, 1(9:22)(q34,911)Ph(+)
30 70 E KML 46,XY, (9:22)Ph(+)(17)

31 18 K KML 46,XX, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
32 38 E KML 46,XY, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
33 35 K KML 46,XX, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
34 77 E KML 46, XY

35 84 K KML Metafaz bulunamadi

36 57 E KML 46, XY

37 21 K KML 46,XX, Ph(-)

38 84 K KML Metafaz bulunamadi

39 61 E KML 46,XY (17)/45X0(3)/47 XY(1)
40 16 K KML Metafaz bulunamadi

41 58 K KML 46,XX(6)/45,X0(5)

42 59 K KML 46,XX, 1(9;22)Ph(+)(20)

43 69 E KML 46,XY, Ph(-)

44 49 K KML 46,XX, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
45 48 E KML 46,XY, t(9;22)Ph(+)(20)

46 55 K KML 46,XX, 1(9;22)Ph(+)(20)

47 35 K KML 46,XX, t(9;22)Ph(+)(20)

48 19 E KML 46,XY, Ph(-)

49 71 E KML 46,XY,1(9;22)Ph(+)(20)

50 40 E KML 46,XY, 1(9;22)Ph(+)(20)

51 31 K KML 46,XX, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
52 50 K KML 46,XX(5)/45,X0(15)

53 85 K KML 46,XX, t(9;22)Ph(+)(22)
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54 44 K KML 46,XX(6)/45,X0 (4)

55 73 E KML 46, XY

56 81 E KML 46,XY, Ph(-)

57 70 E KML 46,XY, Ph(-)

58 64 K KML 46,XX, Ph(-)

59 60 E KML 46,XY, t(9;22)Ph(+)(20)

60 70 K KML 46,XX, Ph(-)

61 76 K KML 46,XX, Ph(-)

62 86 E KML 46,XY, t(9;22)(q34,q1 1)Ph(+)
63 77 E KML 46,XY, Ph(-)

64 68 K KML 46,XX, t(9;22)Ph(+)(20)

65 72 E KML 46,XY, 1(9;22)(q34,q1 1)Ph(+)
66 61 E KML 46,XY, Ph(-)

67 72 E KML 46,XY, (9:22)Ph(+)(20)

68 65 K KML 46,XX, Ph(-)

69 67 E KML 46,XY, Ph(-)

70 69 E KML 46,XY, Ph(-)

71 62 E KML 46,XY, Ph(-)

72 65 E KML 46,XY, Ph(-)

73 61 K KML 46,XX, Ph(-)

74 55 K KML 46,XX, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
75 89 K KML Metafaz bulunamadi

76 77 E KML 46,XY, 1(9:22)(q34,q1 )Ph(+)
77 79 E KML 46,XY, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
78 69 E KML 46,XY, 1(9:22)(q34,q1 )Ph(+)
79 48 K KML 46,XX, 1(9;22)(q34,q11)Ph(+)
80 66 E KML 46,XY, Ph(+)

81 47 K KML 46,XX, 1(9:22)Ph(+)(20)

82 41 K KML 46,XX, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
83 42 K KML 46,XX, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
84 65 E KML 46,XY, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
85 57 K KML 46,XX, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
86 70 E KML 46, XY

87 73 E KML 46,XY

88 85 K KML 46,XX, Ph(-)

89 46 K KML 46,XX, 1(9:22)(q34,q11)Ph(+)
90 54 K KML 46,XX, del(22q11.23)(2),Ph(-)
91 25 E KML 46,XY, 1(9:22)(q34,91 )Ph(+)
92 34 K KML Metafaz bulunamadi

Tablo 5. KLL 6n tanisina sahip hastalarin sitogenetik bulgulart

Sira Yas Cinsiyet | Tam Sitogenetik sonu¢

1 47 E KLL 46,XY(10)/47,XY,+12,(1)/45,X0(5)
2 49 E KLL 46,XY,del(17p)

3 49 K KLL 46,XX

4 68 E KLL 46,XY

5 64 K KLL 46,XX

6 58 E KLL 46,XY

7 48 K KLL 46,XX

8 52 E KLL 46,XY

Tablo 6. AML 6n tani/tanili olgularin sitogenetik bulgulari.

Sira Yas Cinsiyet | Tam Sitogenetik sonug¢
1 69 K AML 46,XX,45.XX (1)
2 72 E AML 46,XY
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3 64 K AML Metafaz bulunamadi

4 62 K AML Metafaz bulunamadi

5 76 E AML 46,XY(18) ,45,XY(4)
6 77 K AML 46,XX(4),45,XX(8)

7 80 E AML 46,XY(3),45,XY(7)47,XY(2)
8 64 K AML Metafaz bulunamadi

9 67 K AML 46,XX

10 53 K AML 46,XX(8),45,XX(4) 47,XX(1)
11 64 K AML Metafaz bulunamadi
12 60 E AML 45,XY,-11

13 66 K AML 46,XX

14 42 K AML 46,XX(9), 45,XX (5)
15 58 K AML 46,XX (13) ,45,XX,44,XX
16 64 K AML 46,XX,-del(5q31.2)
17 55 E AML 46,XY,-del(5q31.2)
18 61 E AML 46,XY

19 55 E AML 46,XY

20 75 E AML 46,XY

21 27 E AML 46,XY

22 71 K AML 46,XX

23 71 K AML 46,XX

24 64 K AML 46,XX

25 61 K AML 46,XX

26 54 E AML 46,XY (13),44,XY(3)
27 45 K AML 46,XX (13),44,XX(5)
28 83 K AML 46,XX,Ph(+)4,Ph(-)13
29 53 E AML 46,XY,Ph(-)

30 59 E AML Metafaz bulunamadi
31 62 E AML 46,XY,inv(9)(p13g21)
32 67 K AML 46,XX

33 63 E AML Metafaz bulunamadi
34 57 K AML 46,XX

35 84 E AML Metafaz bulunamadi
36 74 E AML Metafaz bulunamadi
37 70 K AML 46,XX(13),44,XX(10)
38 45 E AML 46,XY

39 77 K AML 46,XX

40 70 E AML Metafaz bulunamadi

Tablo 7. ALL 6n tanisi almis hastalarin sitogenetik bulgulari.

Sira | Yas Cinsiyet | Tam Sitogenetik sonu¢
1 8 K ALL 46,XX, 45,XX (3), 47,XX (3)
2 6 E ALL 46,XY, 45,XY (1), 47,XY (3)
3 4 E ALL 46,XY, 45.XY (4)
4 3 E ALL 46,XY (2) / 9gh+ /45 XY (2)
5 18 E ALL 46,XY (18), 45.XY (4)
6 13 E ALL 46,XY
7 18 K ALL 46,XX
8 7 E ALL 46,XY
9 5 K ALL 46,XX
10 6 E ALL 46,XY, 1(9;22)Ph(+)(60)
11 9 E ALL (%25) 46 XY, (%75) 45,XY, 44, XY
12 8 K ALL 46,XX, Ph(+)
13 4 E ALL 46,XY, Ph(-)
14 5 K ALL 46,XX (8), 45,XX (3)
15 13 K ALL 46,XX
16 4 E ALL 46,XY
17 15 K ALL 46,XX
18 8 E ALL 46,XY
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19 18 K ALL 46,XX (10), 45,XX (8)
20 14 E ALL 46,XY (14), 45,XY (4)
21 9 E ALL 46,XY (11), 45,XY (3)
22 18 E ALL 46,XY

23 14 K ALL 46,XX (16), 45, XX (12), 47,XX (2)
24 18 K ALL 46,XX

25 6 E ALL 46,XY Ph(-) 17

26 2 E ALL Metafaz bulunamadi

27 7 E ALL 46,XY, t(9;22)Ph(+)(80)
28 20 K ALL Metafaz bulunamadi

29 5 K ALL 46,XX, Ph(+)(5)

30 10 E ALL 46,XY

Tablo 8. Kronik Miyeloproliferatif Hastalik 6n tanili hastalarin sitogenetik bulgulari.

Sira Yas Cinsiyet | Tam Sitogenetik sonu¢
1 52 E Myelofibrozis 46, XY
2 64 E Myelofibrozis 46,XY (15),45,XY (2),47.XY (1)
3 22 K Esansiyel Trombositoz 46,XX (12), 45, XX (4)
4 39 E Myelofibrozis 46,XY
5 52 E Mpyelofibrozis 46,XY (5), 45,XY (13)
6 34 E Polisitemi Vera 46,XY
7 65 E Myelofibrozis 46,XY
8 62 K Myelofibrozis 46,XX
9 32 K Polisitemi Vera 46,XX
10 27 K Mpyelofibrozis 46,XX (19), 45,XX (3)
11 76 E Myelofibrozis 46, XY
12 47 E Myelofibrozis Metafaz bulunamadi
13 59 K Myelofibrozis 46, XX

Tablo 9. Lenfoma 6n tanili/tanili olgularin sitogenetik bulgulari.

Sira Yas Cinsiyet | Tam Sitogenetik sonug
1 36 E Non-Hodgkin Lenfoma 46,XY (10), 45.XY (5), 47.XY (1)
2 35 E Hairy cell Lésemi/Lenfoma 46,XY (7), 45.XY(6), 9gh+
3 17 E Burkitt Lenfoma 46,XY
4 26 K Lenfoma 46,XX
5 68 E Lenfoma 46,XY (4), 45, XY (4)
6 55 E Lenfoma 46, XY
7 78 K Lenfoma 46,XX
8 62 E Non-Hodgkin Lenfoma 46,XY
9 56 K Lenfoma Metafaz bulunamadi
10 28 E Lenfoma 46, XY
11 71 E Burkitt Lenfoma 46, XY
12 59 K Non-Hodgkin Lenfoma 46,XX

Tablo 10. M. Myeloma 6n tanilin hastalarin sitogenetik bulgulart.

Sira Yas Cinsiyet | Tam Sitogenetik Sonu¢
1 32 E Multip] Myeloma 46,XY /45, XY / -21
2 63 E Multipl Myeloma 46,XY
3 56 K Multipl Myeloma 46,XX (5) /45,X0 (3) /47,XX (2)
4 79 E Multipl Myeloma 46,XY (5) /45,X0 (13)
5 66 E Multipl Myeloma 46,XY (3) /45,X0 (9)
6 43 E Multipl Myeloma 46,XY (10)
7 34 K Multipl Myeloma 46,XX (16) / 45,X0 (7)
8 66 E Multipl Myeloma 46,XY (5)/45,X0 (2)
9 54 E Multipl Myeloma 46,XY /45,XY /-16
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10 55 K Multipl Myeloma 46, XX

11 39 E Multipl Myeloma 46, XY

12 77 E Multipl Myeloma 46, XY

13 35 K Multipl Myeloma 46,XX (18) /45,X0 (5) /t(11,14)
14 38 K Multipl Myeloma 46, XX

15 74 E Multipl Myeloma 46,XY(7)/45,XY(3)
16 67 E Multipl Myeloma 46, XY

17 43 E Multipl Myeloma 46, XY

18 20 E Multipl Myeloma 46,XY / 1gh+/9qh+
19 84 K Multipl Myeloma 46,XX

20 48 K Multipl Myeloma 46,XX (9) /45,X0 (13)
21 40 K Multipl Myeloma 46,XX

22 46 E Multipl Myeloma 46,XY(5)/45,X0 (3)
23 56 K Multipl Myeloma 45,X0 (9)

24 87 K Multipl Myeloma 46,XX

25 40 K Multipl Myeloma 46,XX

26 80 E Multipl Myeloma Metafaz bulunamadi
27 61 K Multipl Myeloma 46,XX

28 86 E Multipl Myeloma 46,XY(10) /45,X0 (11)/47,XY (1) / del(4)(q31.1-gter)
29 62 K Multipl Myeloma 46,XX

30 49 K Multipl Myeloma 46,XX

31 82 K Multipl Myeloma 46,XX (12) /45,X0 (2)
32 44 K Multipl Myeloma 46,XX (16) / 45,X0 (7)
33 49 K Multipl Myeloma 46,XX

34 56 K Multipl Myeloma 46,XX

35 72 K Multipl Myeloma 46,XX

36 82 E Multipl Myeloma 46,XY

37 71 K Multipl Myeloma 46,XX

38 44 K Multipl Myeloma 46,XX

39 34 E Multipl Myeloma 46,XY

40 72 K Multipl Myeloma 46,XX /inv(9)(pl11ql2) / 45,X0 (20)
41 83 E Multipl Myeloma 46, XY

Tablo 11. Miyelodisplastik sen

drom (MDS) tanili/6n tanilt hastalarin sitogenetik bulgulari.

Sira Yas Cinsiyet | Tam Sitogenetik sonu¢
1 66 E MDS 46,XY
2 29 K MDS 46,XX
3 72 E MDS 46,XY (10), 45, XY (5)
4 66 E MDS 46,XY (6), 45.XY (3)
5 59 K MDS 46,XX (3), 45, XX (1)
6 77 E MDS 46,XY (4), 45,.XY (6)
7 45 E MDS 46,XY (6), 45.XY (2)
8 28 K MDS 46,XX (5), 45, XX (1)
9 76 E MDS 46,XY, del 5q
10 56 K MDS 46,XX (19), 44,XX (2)
11 33 K MDS 46,XX (6), 44,.XX (4), 47,XX (1)
12 85 E MDS 46,XY (15),45.XY (2)
13 84 K MDS 46,XX
14 36 E MDS 46,XY (16), 45.XY (1)
15 61 K MDS 46,XX (15), 45,XX (2), 44.XX (3)
16 62 E MDS 46,XY
17 60 K MDS 46,XX
18 81 E MDS 46,XY
19 79 K MDS 46,XX, t (9;22)
20 51 E MDS 46,XY
21 37 K MDS 46,XX
22 73 K MDS 46,XX
23 35 K MDS 46,XX (9), 45.XX (3)
24 58 K MDS 46,XX
25 70 E MDS 46,XY (5), 45.XY (5)
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26 78 E MDS 46,XY

27 51 E MDS 46,XY

28 24 E MDS 46,XY

29 82 E MDS 46, XY

30 33 K MDS 46,XX

31 83 E MDS 46,XY (9), 47,XY (3), 45, XY (2)
32 61 E MDS 46,XY (9), 45, XY (8)

33 89 K MDS 46,XX (8), 44, XX (4), 47,XX (1)
34 78 K MDS 46,XX

35 72 K MDS 46,XX

36 45 E MDS 46,XY (3), 44, XY (7)

37 76 K MDS 46,XX, 16gh+ (13), 45, XX (3)
38 60 E MDS 46,XY (16), 45, XY (5)

39 45 K MDS 46,XX (17), 45,XX (3), -del(5g31.2)
40 48 K MDS 46,XX (13), 44,XX (2)

41 72 E MDS 46,XY (12), 44,XX (3)

42 82 K MDS 46,XX (15), 44,XX (4)

43 33 K MDS 46,XX (13), 44,XX (10)

44 74 E MDS 46,XY, 9gh+

45 68 K MDS Metafaz bulunamadi

46 73 K MDS 46,XX (5), 44, XX (3)

47 50 E MDS 46,XY (15), 44,XY (1)

48 38 E MDS 46, XY

49 44 E MDS 46, XY

Tablo 12. Diger kan hastaliklar tanili olgularin sitogenetik bulgulari.

Sira Yas Cinsiyet | Tam Sitogenetik sonug¢
1 46 E Beta Talasemi 46,XY
2 36 K ? 46,XX
3 72 E ? 46,XY
4 28 K ? 46,XX
5 33 K ? 46,XX
6 79 E ? 46,XY
7 48 K Aplastik anemi 46,XX (2), 45,XX (3), 47,XX (1)
8 80 E ? 46,XY (6), 45, XY (5)
9 45 K Hemoglobinopati 46,XX, -del(17p13)
10 85 K Hemoglobinopati 46,XX (5), 45, XX (10)
11 38 K Anemi 46,XX
12 27 E Fankoni anemisi/Aplastik anemi Metafaz bulunamadi
13 69 K Hemoglobinopati 46,XX, 46, XX, t(1:12), 47, XX, +21
14 81 K Hemolitik anemi 46,XX (12), 45, XX (2), 44, XX (1)
15 79 E Anemi 46,XY
16 24 K Aplastik anemi 46,XX, -del(5q31.2)
17 78 E Anemi 46,XY
18 29 E Hepatosplenomegali/anemi 46,XY
19 73 E Hemoglobinopati 46,XY
20 45 K Pansitopeni 46,XX, inv9(p12q13)(14), 44, XX (10)
21 54 K Hematomegali 46,XX (19), 45.XX (2), 46,XX, 17q+1
22 74 E Romatoid artrit 46,XY Ph(-)
23 58 E Anemi 46XY,
24 30 K Aplastik anemi Metafaz bulunamadi
25 27 E Lokopeni 46,XY (14), 45, XY (2)

Calisma grubumuzun cinsiyet dagilimi ve yas ortalamalari Tablo 13’te

gosterilmistir.
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Tablo 13. Calisma grubunun cinsiyete gore dagilimi ve yas ortalamalari.

Cinsiyet n %0 Yas (ort.+SD)

KADIN 149 48,1 52,67 + 20,69

ERKEK 161 51,9 54,40 + 23,28
TOPLAM 310 100

Calisma grubumuz igerisindeki 310 hastanin gruplara gore dagilimina
bakildiginda; 92 KML (%29,7), 49 MDS (%15,8), 41 MM (%13,2), 40 AML
(%12,9), 30 ALL (%9,7), 25 Diger kan hastaliklar1 (%8,1), 13 KMPH (%4,2), 12
Lenfoma (%3,9) ve 8 KLL (%2,6) gézlenmistir.
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Sekil 23. Calisma popiilasyonundaki hasta gruplarinin dagilimi.

5.1. Sitogenetik bulgular

Hastalardan aspire edilen kemik iligi orneklerine 24 ve 48 saatlik kiiltiir ve
GTG bantlama yontemleri uygulanmasi sonrast bulunan metafazlara konvansiyonel
ve molekiiler (FISH) sitogenetik yontemler uygulanmis, elde edilen biitiin kromozom
analizleri bu kemik iligi orneklerinden calisilmistir. Konvansiyonel ve molekiiler
(FISH) sitogenetik incelemeleri “International System for Human Cytogenetic
Nomenclature (ISCN,2005)” kurallarina uygun sekilde gerceklestirilmistir.

Konvansiyonel ve molekiiler (FISH) sitogenetik kromozom analizlerine gore;
80 (%25,8) hastada sayisal anomali saptanirken, 61 (%19,7) hastada yapisal anomali
tespit edildi, 141 (%45,5) hastada herhangi bir anomali saptanmadi, 28(%9) hastada

ise metafaz elde edilemedigi i¢in degerlendirme yapilamadi (Tablo 14).
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Tablo 14. Calisma grubundaki tiim hastalarin kromozom anomalisi bakimindan dagilimi.

n %
SAYISAL ANOMALI 80 25,8
YAPISAL ANOMALI 61 19,7
ANOMALI YOK 141 455
METAFAZ YOK 28 9,0
TOPLAM 310 100

Tablo 15. Calisma grubundaki kadin/erkek hastalarin kromozom anomalisi agisindan dagilimi.

Anomali (+) Anomali (-)
KADIN % 4?:2 467?5
ERKEK fyl 571?8 572‘,‘5
TOPLAM % 13(1) }33)

Calisma grubumuzdaki kadin/erkek hastalarin kromozom analizi sonuglari

Sekil 24’te gosterilmistir.

Cinsiyet

Sekil 24. Kromozom anomalilerinin cinsiyete gore dagilimi.

Calisma popiilasyonundaki 310 olgunun gruplara gore kromozomal anomali

dagilimlarina bakildiginda;

AML hastalaria ait kiiltiire edilmis toplam 40 kemik iliginden elde edilen
metafaz hiicrelerinde yapilan konvansiyonel sitogenetik ve FISH incelemeleri
sonucunda; 46, XX,Ph(+)4,Ph(-)13 ve 46,XY,inv(9)(p13qg21)
anomalileri 2 (%5) hastada, 46,XX,44XX(5),46,XY,45,XY,-11(6) sayisal

yapisal

anomalileri 11 (%27,5) hastada gozlenmistir. Bu sonuglara gore hastalarin
18’inde sayisal ve yapisal kromozom anomalileri gézlenmezken, 9 hastanin
kemik iligi materyalinde metafaz gozlenmedi.

KML hastalarma ait kiiltiire edilmis toplam 92 kemik iliginden elde edilen

metafaz hiicrelerinde yapilan konvansiyonel sitogenetik ve FISH incelemeleri
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sonucunda; 46XY,t(9;22)(q34,q11)Ph(+)(42), 46XX,del(17p13)(1),
46XX,del(22q11.23)(2), Ph(-)(1) yapisal anomalileri 44 (%47,8) hastada, 46
XX/45X0(5) sayisal anomalileri 5 (%5,4) hastada gozlemlenmistir. Bu
sonuglara gore kemik iligi 6rneklerinin 35’inde sayisal ve yapisal kromozom
anomalileri gozlenmezken, 8 kemik iligi 0rneginde yeterli say1 ve kalitede
metafaz bulunamadi.

KMPH hastalarina ait kiiltiire edilmis toplam 13 kemik iliginden elde edilen
metafaz hiicrelerinde yapilan konvansiyonel sitogenetik ve FISH incelemeleri
sonucunda; 46,XX,45, XX ve 46,XY,45,XY.47.XY andploidi (sayisal
anomali) 4 (%30,8) hastada tespit edilirken, yapisal anomali gdzlenmemistir.
Bu sonuglara gore kemik iligi orneklerinin 7’sinde sayisal ve yapisal
kromozom anomalileri gozlenmezken, 2 numunede metafaz gozlenmedi.
ALL hastalaria ait kiiltiire edilmis toplam 30 kemik iliginden elde edilen
metafaz hiicrelerinde yapilan konvansiyonel sitogenetik ve FISH incelemeleri
sonucunda; 46XY, t(9;22)Ph(+)(3), 46XX,Ph(+)(1) yapisal anomalileri 4
(%13,3) hastada, 46,XY,45.XY ve 46,XX,45,XX sayisal anomalileri 11
(%36,7) hastada gozlenmistir. Bu sonuclara gore kemik iligi orneklerinin
13’tinde kromozomal anomali gozlenmezken, 2 kemik iligi 6rneginde yeterli
say1 ve kalitede metafaz elde edilemedi.

KLL hastalarina ait kiiltiire edilmis toplam 8 kemik iliginden elde edilen
metafaz hiicrelerinde yapilan konvansiyonel sitogenetik ve FISH incelemeleri
sonucunda; 46XY,del(17p) yapisal anomalisi 1 (%12,5) hastada,
46XY/47XY,+12,/45X0 sayisal anomalisi 1 (%12,5) hastada saptanmistir. Bu
sonuclara gore kemik iligi 6rneklerinin 6’sinda sayisal ve yapisal kromozom
anomalileri gozlenmemistir. Hastalara ait kemik iligi 6rneginden elde edilen
metafaz hiicrelerinde yapilan klasik sitogenetik ve FISH incelemelerinin
tiimiinde sonug elde edilmistir.

Lenfoma hastalarina ait kiiltlire edilmis toplam 12 kemik iliginden elde edilen
metafaz hiicrelerinde yapilan konvansiyonel sitogenetik ve FISH incelemeleri
sonucunda; 46,XY,45,XY,47XY,9gh+ sayisal anomalisi 3 (%25) hastada

saptanirken, yapisal anomali gézlenmemistir. Bu sonuclara gore kemik iligi
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orneklerinin 8’inde kromozomal anomali saptanmamigtir. Kemik iligi
orneklerinin 1’inde ise istenen kalite ve ¢oklukta metafaz bulunamamastir.

e M. Myeloma hastalarina ait kiiltiire edilmis toplam 41 kemik iliginden elde
edilen metafaz hiicrelerinde yapilan konvansiyonel sitogenetik ve FISH
incelemeleri sonucunda; 46XX/45X0/(11,14), 46XY/45X0/47XY,
del(4)(q31.1-gter), 46 XX, inv(9)(p11q12)/45X0 yapisal anomalileri 3 (%7,3)
hastada, 46XX/45X0 ve 46XY/45XY,-21 sayisal anomalileri 14 (%34,1)
hastada saptanmistir. Bu sonucglara gore kemik iligi 6rneklerinin 23’{inde
yapisal ve sayisal anomali gozlenmezken, 1 kemik iligi 6rneginde yeterli say1
ve kalitede metafaz bulunamamustir.

e MDS hastalarina ait kiiltiire edilmis toplam 49 kemik iliginden elde edilen
metafaz hiicrelerinde yapilan konvansiyonel sitogenetik ve FISH incelemeleri
sonucunda; 46,XX (17),-del (5q31.2), 46,XY,del 5q, 46,XX, t (9;22) yapisal
anomalileri 3 (%6,1) hastada, 46,XX,45,XX,44,XX ve 46,XY,45,XY 47XY
hipodiploidi ve hiperdiploidi sayisal anomalileri 25 (%51,0) hastada
gozlenmistir. Bu sonuglara gdre 20 hastada kromozomal anomali
gozlenmezken, kemik iligi materyallerinin 1’inde yeterli miktarda metafaz
saptanmamuistir.

e Diger kan hastaliklar1 goriilen hastalara ait kiiltiire edilmis toplam 25 kemik
iliginden elde edilen metafaz hiicrelerinde yapilan konvansiyonel sitogenetik
ve FISH incelemeleri sonucunda; 46XX,-del(17p13), 46XX,-del(5q31.2),
46XX.,inv9(p12q13)(14) ve 46,XX,t(1:12)47,XX,+21 yapisal anomalileri 4
(%16) hastada, 46,XX, 45,XX, 44,XX ve 46,XY,45,XY sayisal anomalileri 6
(%24) hastada saptanmistir. Bu sonuglara goére 11 hastada kromozomal
anomali goriilmezken, kemik iligi Orneklerinin 4’{inde istenen diizeyde
metafaz elde edilememistir.

Hastalarin konvansiyonel sitogenetik ve FISH analizi ile elde edilen verileri

Tablo 16°da yer almaktadir.
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Tablo 16. Hasta gruplarindaki sayisal-yapisal kromozomal anomali dagilimi.

Normal Sayisal anomali (+) | Yapisal anomali (+) Metafaz (-) Toplam

n 18 11 2 9 40

AML % %45 %217,5 %5,0 %22,5 %100
n 13 11 4 2 30

ALL % %43,3 %36,7 %13,3 96,7 %100
n 35 5 44 8 92

KML % %38 %5.,4 %47,8 %8,7 %100
n 6 1 1 0 8

KLL % %75 %12,5 %12,5 90,0 %100
n 7 4 0 2 13

KMPH % %53,8 %30,8 %0 %15,4 %100
n 20 25 3 1 49

B % %40,8 %51,0 %06,1 %2,1 %100
MM n 23 14 3 1 41

% %56,1 %34,1 %7,3 %24 %100
Lenfom n 8 3 0 1 12

emoma T %66,7 %250 %0,0 %83 %100
Diger kan n 11 6 4 4 25

hastaliklar % %44 %24,0 %16,0 %16 %100

Kadin ve erkek hastalara ait sitogenetik analiz ile elde edilen normal karyotip

ornekleri Resim 1°de verilmistir.
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Resim 1. Normal karyotipli kadin ve erkek hastalarin kromozomlarinin konvansiyonel sitogenetik goriintiisii.

5.2. Molekiiler sitogenetik “FISH” bulgulari

Calismamizda, hastalarimizin FISH incelemesinde hematolojik kanserlerin
tani, tedavi ve prognozunu belirlemek amaciyla en yaygin translokasyon ve delesyon
FISH problar1 kullanilmistir. Caligma popiilasyonunun gruplara gore dagilimu:

1. 9q34.1(ABL1)/22q11.2(BCR) bdlgelerine 6zgii translokasyon, BCR/ABL
flizyonunu tespit etmek icin t(9;22) probu “Cytocell Aquaris BCR/ABL
Translocation Probe dual fusion (BCR gen bélgesi (22q11.2)S.Green ve ABL gen
bolgesi (9q34)(S.Orange)” kullanilan FISH ¢alismasinda bu flizyon geninin {iriinii

olan Philadelphia kromozomu (Ph+);

63



- KML grubunda 42 hastada (Resim 2),
- ALL grubunda 4 hastada,
- AML grubunda 1 hastada (Resim 3),
- MDS grubunda ise 1 hastada (Ph+) olarak bulundu.
2. IGH/CCNDI1 gen bolgesine 6zgii translokasyon t(11;14)(q13;q32) FISH probu
ile yapilan FISH analizinde;
- M. Myeloma grubunda 1 hastada translokasyon pozitif bulundu.
3. 5q31.2 gen bolgesine 6zgii delesyon del5q problart “Cytocell Aquaris Deletion
Probe” ile yapilan FISH ¢alismasinda;
- MDS grubunda 2 hastada,
- Diger kan hastaliklar1 grubunda ise 1 hastada delesyon pozitif olarak tespit
edilmistir.
- 4 hastada ise metafaz bulunamadigindan sonuca ulasilamamustir.
4. 17p.13 bolgesine 6zgii delesyon dell7q FISH problart ile yapilan FISH
analizinde;
- KML grubunda 1 hastada,
- Diger kan hastaliklar1 grubunda 1 hastada,
- KLL grubunda 1 hastada delesyon pozitif bulunmustur.
5. 22q11.23 bolgesine 6zgli del22q FISH problari ile yapilan FISH analizinde;
- KML grubunda 1 kiside delesyon pozitif olarak analiz edilmistir.

Resim 2. KML hastasinda goriilen t(9;22) (Cytocell Aquarius BCR/ABL Translocation Probe) analizi. {1k
hiicrede 3 kirmizi, 1 sar1 ve 1 yesil sinyal goriilmiistiir. Sart sinyal gézlenen hiicrede Ph kromozomu t(9;22)
pozitiftir.
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Resim 3. AML hastasinda goézlenen t(9;22) (Cytocell Aquarius BCR/ABL Translocation Probe) analizi. 22.
kromozomun BCR gen bolgesi yesil, 9. kromozomun ABL1 gen bdlgesi kirmizi renkte sinyal verdi. 9.
kromozomun BCR bélgesinde 3 tane kirmizi sinyal gozlendi.

Calismamizda anormal karyotipli 141 hastamizin sitogenetik anomalileri Tablo
17°de verilmistir.

Tablo 17: Anormal karyotip saptanan 141 olgudaki kromozom diizensizlikleri

n KARYOTIP

25 46,XY, t(9;22) Ph(+)

[°
w

46,XX, t(9;22) Ph(+)

46,XX, del (17p13)

46,XY, del (17p)

46,XX, del (22q11.23)

46,XY, del (59)

46,XX, del(5q 31.2)

46,XY/45,X0/47,XY del(4)(q31.1-qter)

46XX,inv(9)(pl1q12)

46,XY.,inv(9)(p13q21)

46,XX /45, X0/ t(11,14)

| [ D [ bt | D | e [ ot [ et | DD

46,XX,46,XX,t(1:12),47,XX,+21

F S
(5]

46,XY/45,X0/47,XY

9
>]

46,XX/45,X0/47,XX
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6. TARTISMA

Hematolojik hastaliklarin tanisi, takibi, tedavi planlamasi, tekrarlama riski ve
ailesel tarama ihtiyacinin gereksinimini belirlemek amacl kemik iliginin taranmasi
onemlidir. Bu hastalarda sirasiyla 6nce Konvansiyonel sitogenetik analiz, molekiiler
sitogenetik yontemlerden FISH ve PCR (Polimerase Chain Reaction) calisilmasi
tavsiye edilmektedir (121). Her ne kadar hematolojik kanserlerde klinik takip,
biyokimyasal laboratuvar testleri prognoz hakkinda yorum yapmamiza yardimci olsa
da sitogenetik incelemeler hastada remisyonun degerlendirilmesi, prognoz takibi ve
tedavi bitirilme zamaninin belirlenmesinde aydinlatici bir role sahiptir. Soysal ve ark.
bildirdigine gore, hematolojik kanserlerde kullanilan sitogenetik analiz sonug¢larinin
yetersiz kalmasi durumunda FISH yOnteminin anomali yakalamadaki basar1 oraninin
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (2). Calismamizda hematolojik kanser tani/6n
tanisiyla boliimiimiize yonlendirilen hastalardan aspire edilen kemik iligi
orneklerinde klasik sitogenetik analiz ve FISH yontemini kullanarak elde edilen
kromozom analizlerini retrospektif olarak degerlendirdik. Klasik sitogenetik analiz
sonuglariin yetersiz kaldig1 bazi vakalarda FISH yontemi ile anomali tespit ettik.

Kromozom incelemelerinde Onerilen yontemlerin kendi aralarinda tercih
edilmelerini saglayan avantaj ve dezavantajlart mevcuttur. FISH yontemi kompleks,
spesifik ve submikroskobik taramalarda etkili olurken problarinin spesifik olmasi
nedeniyle 6n tam1 gerektirmektedir. FISH iki ana bilesenin hazirlanmasini igerir;
DNA probu ve probun hibridlestirilecegi hedef DNA. Bu yontemde basarili bir
yorumlama; secilen malzemelerin kalitesine, hibridizasyon durumuna ve
hibridizasyon sonras1 yikamalarin ve antikor saptamalarinin sikligina baghdir (122).
Konvansiyonel sitogenetik analiz ise 0n tanit yonlendirmesi olmadigindan genel
taramalarda tercih edilen bir tekniktir. Kemik iligi yaninda periferik kanda da direkt
yontem ile metafazlar elde edilebilmektedir. Genel karyotip goriintiisii konvansiyonel
sitogenetik analiz ile saptanmaktadir. Kanser hastaliklarinda tani, takip ve prognozda
goriilecek yeni kromozom anormalliklerinin belirlenmesinde de Onemli rol
oynamaktadir (123).

Calisma gruplarinda “International System for Human Cytogenetic, ISCN,
2005 kriterlerine uyularak konvansiyonel sitogenetik analiz ¢alisilmistir.

Calismamizda laboratuvarimiza yonlendirilen ¢esitli hematolojik kanser 6n tanili tiim
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hastalar degerlendirmeye alinmistir. Calismaya katilan 310 hastanin kemik iligi
incelemesinde 80 (%25,8) sayisal ve 61 (%19,7) yapisal anomali tespit edildi. 141
(%45,5) hastada herhangi bir anomali saptanmazken 28 (%9) hastada ise metafaz
bulunamadi. Cox ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada 260 AML 06n tanili
hastalarda uygulanan konvansiyonel sitogenetik analizde %41 (n=105) anomali
saptanirken, %39 (n=102) anomali saptanmadi ve %20 (n=53) metafaz elde edilmedi
olarak raporlanmistir (124). Metafaz elde etme konusundaki bu yiiksek defekti
numuneleri alma, saklama ve koruma teknigi ile agiklamaktadirlar. Literatiirde bizim
calismamiz ile benzer olan Giliran ve ark. ¢alismalarinda MDS 6n tanisi ile tarama
yaptiklar1 68 hastanin 4 tanesinde metafaz elde edilememis, 8 tanesinde anomali
saptanirken ki bunlarda da en sik Y kromozom yoklugu tespit edilmis, geri kalan
hastalarda normal karyotip elde ettiklerini raporlamistir (125).

Myelodisplastik sendrom vakalarinda AML ile ortak anomalilere sik
rastlanmaktadir. MDS tanili hastalarin yasamlarinin bir doneminde AML gelisme
orani yaklasik %30-40 olarak bildirilmektedir (126). MDS 06n tanili hastalarda
yapilan sitogenetik analizlerde hem sayisal hem de yapisal anomali tespit
edilebilmektedir. Primer MDS olgularinda %50-60 anomali bildirilirken, sekonder
olgularda bu oran %80-85’leri bulabilmektedir. En tipik anomali ise 5q delesyonu
olarak dikkati ¢eker ki bu da WHO smiflamasinda ayr1 bir alt grup olarak kabul
gormiistiir (127). FAB ve WHO simiflamalarina gore alt gruplarinda farkli yaklasim
ve tedavi protokolleri uygulanmaktadir. Bunun yaninda sitogenetik incelemeler tani
ve prognoz takibinde onemli bir yere sahiptir. Uluslararas1 prognostik skorlama
sistemi (IPSS) MDS’li hastalar1 risk gruplarina goére lice ayirir; iyi prognoz [normal
karyotip, -Y, del(5q), del(20q)], kotii prognoz (kompleks yapida anomaliler, 7.
kromozom anomalileri), orta prognoz (diger kromozom anomalileri) olarak
degerlendirilir (128). Bernasconi tarafindan bildirilen bir arastirmada 188 MDS’li
olguda tespit edilen en sik anomaliler %12 del(5q), %6 ise monozomi 7 olarak
bildirilmistir (129). Ayrica 1029 olgudan olusan baska bir calismada ise MDS 6n
tanis1 ile basvuran hastalarda sitogenetik inceleme ile %44 anormal karyotip
saptanmis, ayrica %18 del(5q), %6 trizomi 8, %4 del(20q) seklinde kompleks
anomaliler bildirilmistir (130). Giiran ve ark. 2011 yilinda yaymladiklar1 bir

arastirmada yas ortalamasi 54.53421.23 olan 68 MDS 06n tanis1 ile bagvuran hastada
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en stk Y kromozom yoklugu (%5,9) tespit ettiklerini bildirmiglerdir (125). MDS
tanil1 olgularda genellikle monozomi 7, dell5q, trizomi 8 gibi sayisal anomaliler
izlenmektedir. Ayrica t(1;3)(p36;921), t(1;7)(q10;p10) translokasyonlar1 da yapisal
olarak sik raporlanmaktadir (98). Bizim c¢alismamizda ise literatiir ile paralel olarak
59,96+18,28 yas ortalamasina sahip 49 MDS tanili hastanin 25’inde sayisal anomali,
3’linde ise yapisal anomali tespit edilmistir. 3(%6,1) hastada 46XX(17), -del(5q31.2),
46,XY,del5q, 46XX, t(9;22) yapisal anomalileri 6ne c¢ikarken, sayisal anomali
gozlenen 25 (%51) hastada ise siklikla 46,XX, 45,XX, 44, XX ve 46,XY, 45,XY,
47XY hipodiploidi ve hiperdiploidi tespit edilmistir.

Calismamizi olusturan 310 hastanin, literatiire uygun olarak gruplarinin yas
ortalamasina baktigimizda ALL’nin en diisik, MDS’nin ise en yiiksek yas
ortalamasina sahip grup oldugunu tespit ettik. KLL hastalar1 genellikle orta yas ve
siklikla 60 yag {istli tan1 konulan hastalardir. Uzun yasam siiresine sahip olgun B
lenfositlerin kemik iligi, periferik kan ve lenfoid dokularda artmasi ile karakterizedir.
KLL’de standart sitogenetik analiz yapmak zordur, bunun sebebi ise diisiilk mitoz
hizina sahip olmalarnidir (131). Izole 13q delesyonu iyi prognoz olarak
bildirilmekteyken, 17p delesyonu hastalarda TP53 mutasyonu ile birlikte
seyretmektedir ve bu da kotli prognoz olarak degerlendirilmektedir. Dohner ve ark.
(132) 325 olgudan olusan calismasinda %55 13q delesyonu tespit ettiklerini,
sonrasinda sirast ile %18 11q delesyonu, %12 12q trizomisi ve %7 17q delesyonu
saptadiklarint bildirmiglerdir. Lai ve ark. (133) 2011 yilinda 275 Cinli KLL
hastasinda delesyon oramin1 Bati {ilkelerinden farklt olarak 933,5 olarak
bildirmiglerdir. Calismamizda KLL vakalarinin yas ortalamasi 55,29+8,2 olup
literatlire gore daha diisiik ¢ikmak ile beraber istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
KLL 6n tanis1 konulan 8 hastanin 6’sinda normal karyotip tespit edildi. Grupta 1
(%12,5) hastada 46XY,del(17p) vyapisal anomalisi, 1 (%12,5) hasta da
46XY/47XY,+12,/45X0 sayisal anomalisi saptanmistir. Bizim saptadigimiz 17p
delesyonu ise kotii prognostik 6zelliktedir.

KML tanisi ile basvuran hastalarin %95°1 gibi ¢ok biiyiikk bir oraninda 9.
kromozom ile 22. kromozom arasinda resiprokal translokasyon t(9;22)(q34;q11.2)
sonucunda olusan derivatif kromozom “Philadelphia kromozomu” olarak

adlandirilir. Nadir bir varyant ise t(9;22) translokasyonu, 22ql1 delesyonundan
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olusan Ph kromozomu’dur. Bu varyant geninin olusumu ile ilgili olarak, 9.-22.
kromozom arasinda resiprokal olmayan insersiyonu sonrasi gen fiizyonu ya da dnce
beklenen  t(9;22)(q34,q11) translokasyonu ger¢eklesmesi ardindan  diger
kromozomlarin katilimiyla farkli kirtk noktasi igeren revers translokasyonlarin
izlemesi ile olusabilecegi iddia edilmistir. Bu varyantin tespitinin Onemi tam
anlamiyla aciklanamayip bu konu iizerinde calismalar devam etmektedir (128).
Ayrica Ph(-) KML tanili hastalarda molekiiler genetik BCR/ABL geni lizerinde yeni
diizenlemeleri ortaya ¢ikarmistir. Bu yeni diizenlemelerin  varligmi ve
lokalizasyonunu ortaya ¢ikaran molekiiler inceleme ayni zamanda double fiizyon
geninin varligmi da ortaya c¢ikarmaktadir. Bu durum hastaligin  prognozunun
anlagilmasina katki saglamaktadir (132,133). Bizim c¢alismamizda literatiir ile
uyumlu olarak 59,34+17,6 yas ortalamasina sahip 92 hastanin 49 tanesinde anomali
saptanirken 35 hastada normal karyotip bulunmustur. Anomali tespit edilen
hastalardan 44’iinde yapisal anomali mevcuttur. Yapisal anomaliye sahip 44 KML
tamili  hastanin = 42 (%95,45) ’sinde  46XY,t(9;22)(q34,q11)Ph(+)(21),
46XX,t(9;22)Ph(+)(21) iken 1 (%2,27) hastada 46XX,del(17p13), 1 (%2,27) hastada
da 46XX,del(22q11.23)Ph(-)1 yapisal anomalileri gozlendi, 5 hastada ise
46XX/45X0(5) sayisal anomalisi gdzlemlenmistir.

ALL, lenfositlerin heniiz olgunlasmamais bir blast hiicresinde olusan anomali
sonras1 gelisen bir malignitedir. Bu degisimin farkli asamalarda olmas1 nedeniyle alt
tipleri olusmustur: B lenfosit kaynakli ise B-ALL, T lenfosit kaynakli ise T-ALL
olarak gruplandirilir. 15 yas alti ¢ocuklarda en sik goriilen kanser ve en sik ikinci
0lim nedenidir (134). ALL’de siklikla goriilen t(9;22) translokasyonudur, bu da
hiicre ¢ogalmasi ve dongiisiinde 6nemli rolii olan tirozin kinaz aktivitesine neden
olarak proliferasyonu tetikler, ayrica P53 gibi tlimor supresor genleri de bloke eder
(135). Cocukluk ¢ag1 B-ALL’lerde en sik goriilen sayisal anomali hiperdiploidi olup
1yi progoz olarak degerlendirilir. Kromozomu 40’1n altinda oldugu hipodiploidi ise
kotii prognoz olarak degerlendirilir (136). Bizim calismamizda da literatiir ile benzer
olarak 9,83+5,48 yas ortalamasina sahip 30 hastanin 4’iinde (%13,3) 46XY,
t(9;22)Ph(+)(3), 46XX,Ph(+)(1) yapisal anomalilerini, 11’inde (%36,7)
46,XY,45,XY ve 46,XX,45,XX sayisal anomalilerini tespit ettik.
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AML, kemik iligi ve kanda myeloid birikimine neden olan hemotalojik bir
neoplazidir. AML tanis1 i¢gin WHO’ya gore kan ve kemik iliginde ¢ekirdekli
hiicrelerin %20’si (FAB’a gore %30) myeloblast icermelidir (137). AML tanili
hastalarda sitogenetik analiz sonuglar1 biraz daha karisiktir, 150’den fazla sayisal ve
yapisal anomali oldugu bildirilmistir (138). AML smiflamasinda yapilan diizenleme
ile t(8;21)(q22;922), inv(16)(p13.1g22) veya t(16;6)(p13.1;q22),
t(15;17)(q24.1;921.1), t(9;11) (p21.3;923.3), t(6;9)(p23;q34.1), inv(3) (q21.3926.2)
veya 1(3;3)(q21.3;926.2), t(9;22) (q34;q11.2) prognozla iligkilendirilen tekrarlayan
anomalilerdir (139). Sayisal ve yapisal anomaliler degerlendirildiginde en sik 21., 8.,
17. ve 7. kromozomlarda anomali gozlendigi, tek kromozom degisikligi goriilme
oraninin ise %40 ile en sik oldugu bildirilmistir (140). Calismamizda 63,03+11,67
yas ortalamasina sahip 40 hastanin 2’sinde (%5) siklikla 46,XX,Ph(+)4,Ph(-)13 ve
46,XY,inv(9)(p13qg21) yapisal anomalileri, 11’inde (%27,5) ise
46,XX,44XX(5),46,XY,45,XY,-11(6) sayisal anomalileri gozlenmistir. Bu sonuglara
gore hastalarin 18’inde sayisal ve yapisal kromozom anomalileri gbzlenmezken, 9
(%24.,4) hastanin kemik 1ligi materyalinde lireme olmadig1 i¢in metafaz gézlenmedi.
Kutluay ve ark. (138) bildirdigi AML tanili 589 olgunun sitolojik incelemesinde
metafaz elde etme oran1 %71 olarak bildirilmistir. Calismamizda ise bu oran AML
grubunda %75,6 olarak literatiir ile uyumlu bulunmustur.

KMPH, KML disindaki Polistemia vera, Trombositopeni ve Primer
miyelofibrozisi igerir. Bu hastaliklarda taniya 0zgii sitogenetik inceleme
tanimlanmamigtir. Nevruz ve ark. (141) 2005 yilinda yapmis oldugu c¢aligmada,
KML dis1 KMPH tanist alan 38 hastadan sadece 1 tanesinde 46,XX,del(17)(q23-24)
kromozomal anomali tespit edilirken digerlerinde normal karyotip bildirilmistir.
KML disinda KMPH olgularinda nadir de olsa Ph(+) kromozom gd&zlenebilir bu da
kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir. Fakat tek bir klonda tanimlanan kromozomal
anomalilerin ise prognoza etkisi agik degildir (142). Literatiirde ayrica Zamona ve
ark. (143) 28 hastadan olusan inceleme sonuglarinda 5 hastada del(20q) ve del(13q)
anomalilerinin prognostik acidan degerli olabilecegini ileri siirmiislerdir. KMPH
hastalig1 ileri yas hastaligi olarak tanimlanmakta, hastalarin %25-50’si 60 ve lizeri
yas olarak bildirilmektedir (144). Calismamizda ise 48,54+16,65 yas ortalamasina

sahip 13 olgu literatiirden farkli olarak daha gen¢ yasta olmasina ragmen istatiksel
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olarak anlamli degildi. Kemik iligi incelenen 13 hastanin 4’iinde (%30,8)
46,XX,45,XX ve 46,XY,45,XY,47,XY anoploidi sayisal anomalisi tespit edilirken,
yapisal anomali gozlenmemistir. Bu sonuglara gore kemik iligi 6rneklerinin 7’sinde
sayisal ve yapisal kromozom anomalileri gozlenmeyerek literatiir ile uyumluluk
gorilmiistiir.

Lenfoma lenf dokusunun primer maligniteleridir. Lenfoid organlarda ve
icinde lenf dokusu olan tiim organlarda goriilebilmektedir ve primer yerinden kolay
bir sekilde yayilim gdsterebilir. Lenfoma tiirlerinden Burkitt lenfoma farkl
epidemiyolojik, klinik, patolojik, immiinolojik ve molekiiler sitogenetik 6zelliklere
sahip ekstranodal bir malingnitedir (145). Hastaligin tan1 koyma yas1 45-55 arasi
iken takipli hastalarin yas ortalamasi ise 55-70 arasinda ileri yas hastaligidir.
Erkeklerde sik rastlanir. Sitogenetik analizde 17p ve del(6q) tespiti kotii prognozdur.
Hodgkin Lenfomada PCR ile %80’e varan EBV pozitifligi bildirilmektedir (146).
Literatiirde ileri yas hastaligi olarak bildirilen lenfoma bizim ¢alismamizda farkli
olarak 49,25+19,99 olarak saptanmasina ragmen istatiksel olarak anlamli degildi.
Lenfoma hastalarmma 12 kemik iliginde incelenmesi ile 46,XY,45,XY,47XY,9gh+
sayisal anomalisi 3 (%25) hastada saptanirken, yapisal anomali gézlenmemistir. Bu

sonuglara gore kemik iligi 6rneklerinin 8’inde kromozomal anomali saptanmamastir.
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7. SONUC ve ONERILER

Calisma grubumuzu olusturan Hematolojik kanser tanili/on tanili 310
hastadan aspire edilen kemik iligi 6rneklerinde konvansiyonel sitogenetik analiz ve
FISH yontemleri kullanilarak elde edilen sonucglar geriye doniik olarak
degerlendirildi. Hematolojik kanserlerle iliskili olan kromozomal anomaliler,
literatiirle uyumlu olarak ¢alismamizda da sik goriilen anomalilerdir.

Calismamizin sonuglarina gore, kemik iligi kiltlirlerinde konvansiyonel
sitogenetik analizlerin FISH teknigiyle birlikte kullanimi ile basari oranimin daha
yiiksek oldugu tespit edildi. Bu da hematolojik kanserlerin tani, tedavi ve
prognozunu belirlemek amaglh kemik iligi incelemesinde bu iki teknigin birlikte
kullanilmasimin ¢ok o6nemli oldugunu gostermistir. Kanser genetiginde her bir
hastalik i¢in sayisal ya da yapisal kromozomal degisikliklerin degerlendirilmesinde
klasik sitogenetik analiz ve molekiiler sitogenetik yontem olan FISH sonuglarinin
birbiriyle uyumlu oldugu, birbirini destekledigi ve literatiire de uygun olarak énemli

oldugu kanaatine varilmistir.
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10.2. MAKALE
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10.4. ORJINALLIK BEYANI
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