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KISALTMALAR

A: Alfa

ALL: Akut Lenfositik Losemi

AMCA: Aminomthyl Cumarine

AML: Akut Myeloid Lésemi

BCR: Breakpoint Cluster Region

b¢: baz cifti

Biotin-11-dUTP: Deoksyuracil trifosfate
Brdu: 5-Bromo-deoksiuridin

CBG: Centromere-Barium-Giemsa
cDNA:Complementary DNA

CGH: Comparative Genome Hybridization
D: Dalton

DAPI: 4,6-Diamino-2-fenil-indol

dl: Desilitre

dm: Double minute

DNA: Deoxyribonikleic asit

dNTP: 2’-Deoksiniikleotid 5’-trifosfat
EDTA: Etilendiamintetraasetikasit

EtBr: Etidyum Bromir

FA: Formamide

FCS: Fetal Calf Serum

FISH: Fluorescence in situ hybridization
FITC: Fluorescein izotiyocyanate

GTG: Giemsa-Tripsin-Giemsa

GTL: Giemsa-Tripsin-Leishman

HRBT: High Resolution Banding Technique
hsr: Homogeneously Staining Regions
ISCN: An International System for Human Cytogenetic Nomenclature
i: lzokromozom

kb: Kilo baz

KMML: Kronik Myelo Monositik Lésemi
KML.: Kronik Myeloid Lésemi



KLL: Kronik Lenfositik Losemi

M: Molar

Mb: Mega baz

MCH: Mean Corpuscular Hemogilobin
MCV: Mean Corpuscular Volume

mg: Miligram

mM: Mili molar

pi:Mikro litre

MRD: Minimal Residual Disease
NOR: Nucleolar Organiser Region
ONC: Over Night Culture

p: Kromozomun kisa kolu

pcd: Premature centromere division
Ph': Philadelphia

PHA: Phytoheamagglutinin

P!: Propidium lodide

pmol: pikomol

PSI: Perspective Scientific Inc.

PZR. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

q: Kromozomun uzun kolu

QFA: Quinacrine-Fluoresan-Atebrin
RB: Retinoblastoma tiimér supressor geni
RBG: Reverse-Barium-Giemsa

RNA: Ribonucleic Acid

SCE: Sister Chromatid Exchange
SCLC: Small cell lung cancer

SDS: Sodyumdodesilsiilfat

SSC: Saline Sodium Citrate

TEB: Tris-EDTA-Borikasit

TEMED: N,N,N’,N’-Tetraetiimetilendiamin
TRITC: Teramethyl-Rhodamine-Isothiocyanate
UV: Ultraviole

YAC: Yeast Artificial Chromosome
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I.GIRIS VE AMAG

Kanser,hiicrelerin kontrolsiiz olarak biyimesi ve gogalmasi sonucu
olusan genetik bir hastaliktir. Hemapoetik sistemdeki anormal hiicre gogaimasi ile
karakterize olan losemilerde olugsan kromozomal degisikliklerin analizi, 16seminin
tipinin dogru olarak belilenmesi, remisyon ve relaps durumlarinda hastaligin
prognozunun anlagtimasi ve minimal residual hastaliklarin hiicre seviyesinde
takibinde yardimci olmaktadir.

Lésemi alt grublarindan biri olan Kronik Myeloid Losemi (KML)
spesifik bir kromozom anomalisi ile tanimlanan ilk kanser tipidir. KML'li olgularin %
90 dan fazlasinda Philadelphia kromozomu gorilmektedir. Hastaligin ortaya ¢ikmasi
ve ilerlemesi ile ilgili yakin ilgisinin oldugu dasunilmektedir. Philadelphia
kromozomu kisaca “Ph™ olarak gosterilir ve 9934 deki abl protoonkogeninin 22q11
deki ber geni ile resiprokal translokasyonu sonucu olusan bcr-abl flizyon genine
sahiptir. Flzyon geninin olugmasini sagliyan genlerden bcr geni farkh kiriima
bolgelerine sahiptir. Major Break Point Cluster Region (M-bcr) ve Minor Break Point
Cluster Region (m-bcr) KML olgularinda gézlenen kiriima béigeleridir. ber-abl flizyon
geninin kodladi§i fazyon proteini tirozin kinaz aktivitesine sahiptir ve hastaligin
prognozunda rol oynamaktadir.

Sitogenetik olarak Ph' kromozomu gézlenemeyen %5lik KML grubu
ise Ph'(-) olarak isimlendirilir. Ph'(-) bulunan fakat kiinik tablosu KML'ye uyan
hastalarin ¢ogunda, molekiiler biyoloji tekniklerinin gelismesi ile ortaya c¢ikan
Fluoresan In Situ Hibridizasyon ( FISH) ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
yontemleri ile ber-abl flizyonu saptanmisgtir.

KML'li olgularin yanisira yetigkin ALL olgulaninin %17-25'inde Ph'
kromozomunun géziendigi bildirilmistir. Bu nedenle de Ph' kromozomu bu hastalik
grublarinda prognostik indikatér olarak kabul edilmektedir.

Sitogenetik olarak normal gériilen hiicrelerdeki ber-abl flizyon geninin
tesbiti, bu olgularda taninin dogru konmasi ve prognozunun takibi agisindan oldukga



oénemlidir. Kemik iligi transplantasyonu, klasik ila¢ tedavisi veya interferon o tedavisi
protokollerinden birinin uygulandigi bu olgularda tedavinin segimi ve izienmesinde
Ph' kromozomu yol géstermektedir. Hastanin remisyona girdi§i dénemde ortaya
ctkan minimal residual hastahdinin ileri molekiler tekniklerie tesbit edilmesi bundan
sonraki tedavi protokoliiniin belirlenmesinde 6nem kazanir.

FISH yoéntemi, molekuler genetik ile sitogenetik arasinda kopri
olusturmaktadir. Kromozomlarin belli bolgelerine yada tamamina spesifik problar
kullanilarak interfaz ve metafaz hiicrelerinde tesbiti miimkan kilan giiclii ve hassas
bir tekniktir.

KML olgularinda bcr;abl fuzyon geninin hizli ve ¢ok daha hassas
olarak tesbit edilebilmesi igin molekiler genetik tekniklerine basvuruimaktadir.
Baslangigtan bu giine bir gok teknik denenmig ve daha giivenilir olani aranmigtir. Bu
gin kullanilan yéntemler igcinde en gavenilir teknik Reverse Transkriptaz/Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT/PZR) dur. Hastanin kan yada kemik iligi hGicrelerindeki ber-
abl fizyon gen mRNA'sindan reverse transkriptaz enzimi ile cDNA lan elde
edilip,PZR teknigi ile amplifikasyonu sonucu ber-abl fiizyon geni tespit edilmektedir.

Bu tez caligmasinda merkezimize refere edilen KML olgularindan
elde edilen kemik iligi aspirasyonu ve perifer kani 6rneklerinde GTL batlama teknigi
ile sitogenetik analizleri yapilarak Ph' kromozomunun gésterilmesi, bcr-abl
translokasyon DNA problan kullanilarak FISH teknigi ile interfaz ve metafaziarda
ber-abl fizyonunun tespit edilmesi, RT/PZR yontemi ile bcr-abl fiizyon geninin
ortaya ¢ikartiimasi ile elde edilen verilerin materyal ve teknik agidan karsilastiriimasi
amagclandi.

Ozellikle Ph'(-) bulunan olgularda farkl yéntemler kullanilarak ber-abl
gen fluzyonunun gosteriimesi ile cesitli tekniklerin birbirlerine Gstanliklerinin ve
birbirlerini tamamlayiciliklarinin, taninin dogru konmasi, prognozunun takibi ve
tedavinin saptanmasindaki dnemi belirtildi.



I.GENEL BILGILER

2.1.HEMOPOEZ(KAN HUCRELERININ YAPIMI)

Kan hucrelerinin yapimi (hemapoez), insanin yagina goére degisik yerlerde
olmaktadir. Fetal hayatta umbilikal kese, karaciger ve kemik iligi iken, gebeligin 24.
haftasindan sonra kemik iligi en énemli kan yapim yeri haline gelir. Butin kan
hicrelerinin kemik iliginde bulunan ilkel bir pluripotent kok hiicresinden olustugu
kabul edilmektedir. Kok hicreleri kemik iliginde morfolojik olarak birbirine benzeyen,
fakat fonksiyonel agidan birbirinden farkli, kendi kendini yeniliyebilme ve farklilagsma
yetenegine sahip hiicrelerden ibaret bir havuz olustururiar. Pluripotent kok hiicreleri
morfolojik agidan kiigiik lenfositlere benzerler. T ve B 6zelligi tasimaziar ve dolasan
kanda ¢ok az sayida bulunurlar. Pluripotent kdk hiicresi farklilagarak bir taraftan
lenfoid kék hiicrelerini bir taraftan da multipotent hemopoetik hiicreleri olugtururiar.
Lenfoid kok hicrelerinin farklilagsmasi ile B ve T lenfositlerini yapmak uzere
yonlendirilmis unipotent lenfoid kék hiicreleri olusur. Multipotent hemopoetik kék
hicreleri de farklilasarak, eritroid, granilositik, monositik ve megakaryositik hicreleri
vermek Uzere yonlendirilmis unipotent kék hicrelerini meydana getirirler. Kendi
kendini yeniliyebilme yetenekleri sinirh olan unipotent kok hicreleri de her hiicre
serisinin  morfolojik olarak ayirt edilebilen gen¢ ana hiicrelerine (proeritroblast,
myeloblast, monoblast, megakaryoblast ve lenfoblast) dontsurler. Blastik hiicreler
kendi kendini yeniliyebilme yetenedine sahip degildir. Bu hicrelerin belli
asamalardan gegerek geligmeleri sonucu olgun kan hiicreleri meydana gelir.
Normalde kemik iligindeki hiicrelerin ancak %1 inde mitoz gérulir. Oysa
hiperplaziye ugrayan bir ilikte mitoz orani %5 e kadar yiikselebilir.

Kan hiicreleri (i¢ evreden gecgerek gelismelerini tamamlariar. Bunlar sirasi ile;



1-Cogalma :
2-Olgunlagma :
3-Olgunlasmig hicrelerin kemik iliginde dolagima verilmesi (98) .
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Sekil 2.1.1 Kemik iliginde kan hicrelerinin yapimi

2.2.KANSER

Kanser kompleks ve kalitsal bir hastalik ailesidir. Hucrelerin kontrolsiiz olarak
¢ogalmasi ve buyumesi sonucu ortaya gikmaktadir. Normal hicrelerin kanser
hiicresine dénuistimii kompleks ve ¢ok agsamali bir olaydir ve karsinogenezis olarak
isimlendirilir (80, 7) .



Kanserlesen hicre kalitsal olarak bir sonraki generasyona aktaracag! bir
takim yeni 6zellikler kazanmigtir. Bu 6zellikler asagida siralanmistir:

1-Kanserlesen hiicre, normal hicrelerdeki inhibisyon mekanizmasini
kaybetmesi ile cogalma kontrolinii yitirmigtir.

2-Kanserlesen hicre, dokuya 6zgullugini: kaybetmistir. Kokeni ne olursa
olsun artik tamamen farkli 6zelliklere sahiptir. Kan ve lenf yolu ile her hangi bir
dokuya yerlesebilir.

3-Kanserlesen hiicrede, farklilagsma gerilemistir.

4-Kanserlesen hiicrenin, metabolizmasi degigmistir.

5-Kanserlesen hicrenin, antijenik 6zellikleri degismistir.

6-Kanserlesen hucrenin, morfolojisi degismistir.

Kanserdeki temel sorun hiicre gogalmasindaki kontroliin kaybidir. Cogalma
ve biiyiime gen kontroli altinda oldugundan dolay: gen ekspresyonunun degisimi ile
kontrol digina ¢ikmaktadir.

Gen ekspresyonunun degisimi DNA'nin direkt etkilenmesi (gen mutasyonlari,
translokasyoniar ya da amplifikasyonlar) ve gen transkripsiyonu yada translasyonu
gibi mekanizmalardan biri ile olusur.

Kanser sebebi agikga bilinmemekie beraber, hem dis (cevresel kimyasallar,
radyasyon) hem de i¢ (immun sistem defektleri, genetik yatkinlik) rol oynamaktadir.
Ilk olarak 1914’ te Boveri tarafindan, kanserin kaynaginda somatik mutasyonun
oldugu hipotezi ortaya atildi. Bu hipoteze gére kanser hiicrelerinin kaynag somatik
hiicrelerde olugsan kromozom dizensizliklerinin sonucudur. Bu diizensizlikler ise
asagida siralanan hiicresel kontrol mekanizmasinin bozulmasi ile anormal hiicre
proliferasyonuna yol agar. Orijinal kanser hiicresinden olugan tim somatik hiicrelere
bu genetik degisiklikler aktarilir. 1960 ta Nowel ve Hungerford tarafindan, kanserie
iligkili bulunan ilk kromozom anomalisi olan Philadelphia (Ph') kromozomu
bildirilmigtir.

Kromozom bant tekniklerinin gelismesi ile kanser hicrelerinde bulunan
kromozomiarin yeniden yapilandinimalarinin belirenmesinde ilerleme
kaydedilmigtir.

Tom kanser tiplerinde gorilen genetik degisimler, translokasyonlar,
inversiyonlar, delesyoniar, amplifikasyonlar, nokta mutasyonlarn ve duplikasyonlar
yada kromozomiarin kaybi yada artisi1 (aneuploidi) seklinde olmaktadir (80).

Kanser olusumunda etkili olan 3 tip gen bulunmaktadir.
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1-Timor Baskilayici Genler: Tumér baskilayici gen Grinleri normalde
anormal bilyime ve maling malformasyonlari bloke eder. Bu genler inaktif
oldukiarinda hicrenin blylme ve bélinmesini baskilayici etkileri ortadan kalkar.
Kanser olusabilmesi i¢in her iki allelin kaybedilmesi gerekmektedir.

2-Onkogenler: Normal hiicre biyimesini ve geligmesini etkiliyen genlerdir.
Onkogenlerin biytk bir bélimi hicre gogalmas: ve farklilagsmasinin kontrolii ile
iligkili protoonkogen denen normal genlerin mutasyona ugramis (aktive edilmis)
formlandir.

3-Diger Genler: Onkogen ve timor baskilayici genlerinin disindaki diger
genler de kanser olusumundaki rollerinden dolay: sorumiu tutulmaktadiriar (7, 96).

1-Tiimér Baskilayici Genler:

Tumér baskilayici genler hiicre ¢ogalmasinin negatif kontrolinii yapan
genlerdir. Hiicre proliferasyonu, farkhilagsmasi ve temel diger hiicre fonksiyonlarinda
dizenleyici rol oynar.

Normal kosullarda hiicrelerin gereginden fazla gogalmésml onleyen tomor
baskilayici genleri herhangi bir sekilde (kromozomal delesyonlar, translokasyonlar,
nokta mutasyonlari, heterozigosite kaybi vs.) inaktiflesir veya kaybolursa, hicre
cogaimasi normal sinirlarda tutulamaz ve kanser ortaya ¢ikar.

Ik kez retinablastom Gzerinde yapilan g¢alismalar sonucu tarif edilmistir. Bu
genlerdeki mutasyonlar resesifdir. Kanserin ortay ctkabilmesi icin her iki allelin de
goérev yapamaz hale gelmesi gerekir. Once allellerden birinin fonksiyonunu kaldiran
baslangic mutasyonu olusur. Daha sonra da ayni hiicrede olusan yeni bir
mutasyonla ikinci allelin de ortadan kalkmasi sonucu timér baskilayici genin
inaktivasyonu tamamlanmis olur. Bir ¢ok kanser tipinde tam bir maling fenotipin
olusabilmesi igin bir timor baskilayici genindeki bir baglangi¢ mutasyonun olmasi,
ayni genin ikinci allelinin de ve ayrica diger tiumér baskilayici genlerinde
inaktiflesmesi ve onkogenlerin aktivasyonu gerekmektedir (74, 80, 85). Bilinen ve
aday olan tiimér baskilayici genlerin bazilari tablo 2.2.1 de gésterilmigtir.



2-ONKOGENLER:

Normal hiicre biyime ve gelismesinde rol oynayan hiicresel genlerin
(protoonkogen) aktiflesmesi ile ortaya ¢ikan bazi onkogenlerin malign olugumlara
yol actigi biliniyor. Onkogenler ilk kez fare, kedi ve maymunlarda kansere neden
olan onkogenik retroviriislerin molekiler analizleri sonucu kesfedilmislerdir.

Insanda normal genomda bulunan onkogenier (c-onc) RNA timér
virtslerinde (retroviris) bulunan genlere homologdur. Bu giin igin 100°Un tzerinde c-
onkogen (c-onc) izole edilmig, insan kromozomlarinda haritalanmistir.
Protoonkogenileri aktiflegtiren ic mekanizmadan s6z edilmektedir.

1-Amplifikasyon: Yapisal olarak normal onkogenlerin artan kopyalari
sitogenetik olarak kagiik kromozom pargalar (double minutes, dmin) seklinde yada
nomal kromozomlar iginde inversiyon yapmis olarak (Homogeneously Staining
Regions, HSR) gérilir (91). Boylece protoonkogenlerin agiri ekspresyonu ortaya
ctkar. Normal hiicrelerde hemen hemen hi¢ gérilmeyen bu olay kanser hiicrelerinde
cogu kez gorilir. Néroblastomlarda N-myc protoonkogeninin 200 kez artmasi bu
mekanizmaya ©6rnek olarak verilebilir (96). Bu mekanizmanin goraldiga diger
protoonkogenler tablo 2.2.2 de gosterilmistir.

2-Nokta mutasyonlari: Tumér dokusundaki c-onkogenlerinin DNA dizilerinin
diger somatik dokularla karsilagtinimasi sonucunda, spesifik nokta mutasyonlarinin
farklh tmér tiplerine neden olabilecegi kabul edildi. (tablo 2.2.3)

3-Kromozomal yeniden diizenlemeler: Burada iki ayn mekanizma s6z
konusudur.

Birinci durumda; c-onkogenlerinin immunoglobulin yada T-cell reseptér
lokusuna translokasyonudur. Antigen reseptérieri de denilen bu reseptérierin normal
slreci esnasinda onkogenler aktiflesirler. Bu durum Burkitt lenfomada gézienir. 8
numarall kromozomda (8g24) bulunan myc oncogeni; immunoglobulinin 2p11 de
bulunan hafif zincirinin K pargasi t(8;2), 14932 de bulunan agir zincirinin enhanceri
1(8;14) ve 22911 de bulunan hafif zincirinin A parcalan t(8;22) ile olusturdugu
translokasyonlar sonucu aktive olmaktadir.

ikinci mekanizma ise; Kromozomal transiokasyon sonucu 2 geni kodlayan
bolgelerin fizyonu ile flzyon proteinin Uretiimesidir . Buna eniyi 6émek KML
olgularinda goérilen 9934 deki c-abl onkogeninin 2211 de bulunan bcr (breakpoint



cluster region) ile flzyonu, t(9; 22) sonucu ortaya ¢ikan bcr-abl flizyon proteinidir
(13,7). Tablo 2.2.4

Kanserilerdeki kromozomal anomaliler izerine yapilan ¢alismalar kromozom
bant tekniklerindeki ilerlemelerle paralellik géstererek gelismistir. 1960 larda, bant
teknikieri bulunmadan o6nce sadece KML olgulaninda Ph' kromozomu
gosterilebilmistir. 1970’lerde bant tekniklerinin baslamasi ile 30 dan fazla neoplastik
olayda kromozom anomalileri gosteriimistir. 1980’lerin ilk yillarinda, kromozomal
defektlerin bir cok kanser tipinde bulundugu ve her kanserin spesifik bir kromozomal
lezyonla iligkili oldugu kabul edildi. Gunimizde ise, gen klonlama, insitu
hibridizasyon, restriksiyon endoniikleaz gen haritalamasi ve PZR analizi gibi
molekiler biyoloji tekniklerinin uygulanmast ile daha gi¢li bulgular elde edilmistir.
Bu tekniklerin kullanimi birgok neoplazi ile iligkii kromozomal anomalilerin
gosterilmesi ve onkogenlerin bulunmasini saglamigtir (13, 80, 11)

3-Diger Genler:

Bu genlere iligkin en iyi 6rnek sitokrom P450 ve DNA tamiri enzim genleridir.
Sitokrom P450 gen ailesi tarafindan olusturulan ila¢ metabolize eden enzimler,
viicuda giren yabanci kimyasallarin detoksifikasyonundan sorumiudur. P450
genlerin bilylik kismi polimorfiktir ve ilag metabolizmasindaki farkhhigin temelini
olustururiar. Bunlardan en iyi incelenen genetik polimorfizm akciger kanserine
egilimle ilgili olan aril hidrokarbon hidroksilaz (AHH) dir (7, 96).



Tablo2.2.1 Baz bilinen yada aday Tumér baskilayici genler (80)

Gen Kromozom | Kanser Tipleri Uriin Yeri Fonksiyonu Kahtsal Sendrom
APC 5q Kolon kanseri | Sitoplazma? |? Ailesel
adenomatous
polyposis
DCC |[18q Kolon kanseri | Membran Hicre adezyon -
molekili
NF1 17q Nérofibrom Sitoplazma |GTPase- Nérofibromatozis
aktivator tip 1
NF2 22q Schwannoma |Membranic¢i |Membranin Nérofibromatozis
ve meningioma hiicre iskeletine |tip 2
baglantisi
p> 17p Kolon kanseri | Cekirdek Transkripsiyon | Li-Fraumeni
ve bir cogu fakiori sendromu
RB 13q Retinoblastoma | Cekirdek Transkripsiyon | Retinoblastoma
faktor
RET Tiroid kanseri | Membran Reseptor tirozin | Multiple endokrin
kinaz neoplazi tip 2
VHL 3p Bobrek kanseri {Membran? |? von Hippel-Lindau
hastalig
WT-1 |[11p Nefroblastoma | Cekirdek Transkripsiyon | Wilms Tuméri
faktorii




Tablo 2.2.2 Insan timérierindeki onkogen amplifikasyonu

Boyun ve bas bdlgesi
squamous hiicre
karsinomu

Onkogen Tiimor Protein fonksiyonu
c-myc SCLC Transkripsiyon faktort
Promyelositik l6semi
Glioblastoma
N-myc SCLC Transkripsiyon faktori
Néroblastoma
Glioblastoma
L-myc SCLC* Transkripsiyon faktorii
EGFR Glioblastoma Reseptor tirozin kinaz
HER-2 Meme Reseptor tirozin kinaz
Mide
Yumurtalik
cyklin D1 Karaciger Hiucre siklisi duzenleyicisi
Ozefagus

* SCLC Kuguk hicreli akciger kanseri
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Tablo 2.2.3 Insan timérlerinde belirlenen nokta mutasyonlari (80)

Onkogen Mutasyon Tiimor Protein fonksiyonu
H-ras Dugen GTPase Mesane GTPase
aktivitesi ve/veya
artan nikleotid
oranlar
K-ras Disen GTPase Akut myeloid 16semi | GTPase
aktivitesi ve/veya
artan nikleotid
oraniari
ret Extracellular domain | Multiple endokrin Reseptér tirozin kinaz
neoplasisi tip 2A
ret Kinaz domain Multiple endokrin Reseptor tirozin kinaz
neoplasisi tip 2B
met Kinaz domain Kalitsal papiller Reseptdr tirozin kinaz
bdbrek karsinomu
kit Kinaz domain Mast hiicre I6semisi | Reseptér tirozin kinaz
edk 4 p16 ile birlikte Melanoma Hucre siklisa

etkilesim kaybi

dizenleyicisi
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Tablo 2.2.4 Insan tumérierinde yaygin olusan translokasyonlar (80)

Onkogen Translokasyon | Tiimér Protein fonksiyonu
c-myc 1(8;14)(q24,932) Burkitt’s Transkripsiyon faktéri
t(2;8)(p12;g924) lenfoma
1(8:22)(q24:q11)
ber-abl 1(9;22)(q34;q911) Kronik myeloid | Non reseptor tirozin kinaz
I6semi
trk haritalanmadi Papiller tiroid Reseptor tirozin kinaz
karsinomu
ret inv(10)(q11.2;921) | Papiller tiroid Reseptor tirozin kinaz
digerleri karsinomu
haritalanmadi
PDGFR 1(5;12)(933;p13) Kronik myelo Reseptér tirozin kinaz
monositik
I6semi
bcl-1 t(11;14)(q13;932) |B-cell lenfoma |Hicre siklisu dizenleyicisi
(cyclin D1)
PRAD-1 inv(11)(p15;q13) | Paratiroid Hiucre sikliisti diizenleyicisi
(cyclin D1) adenom
bcl-2 t(14;18)(q32;921) |Folekiler Hucre 6lumu  dizenleyicisi
lenfoma




2.3.LOSEMI

Losemiler kan hicrelerinin sinirsiz ve kontrolsiiz bir sekilde bélinap ve
¢odalmas: sonucu olusan neoplastik hastalik grubudur. Bu hastalik c¢ogalan
hicrelerin farklilagsmasina gére (gen¢ yada olgun) iki gruba aynhr. Geng ve
olguniasmamis hiicrelerin neoplastik proliferasyonu sonucu “Akut’, kismen yada
tamamen olgun hiicrelerin neoplastik proliferasyonu sonucu da “Kronik” Idsemiler
olusur (98). Lésemiler huicresel farkllasma ve icerdigi hiicre tipine gére de Akut
yada Kronik Myeloid Lésemi (AML, KML); Akut yada Kronik Lenfositik Lé6semi (ALL,
KLL) olarak siniflandiniir. Monositik, bazofilik, eosinofilik ve eritroid Iésemi gibi nadir
formlan da vardir. AML ve lésemilerin bir grubu, predominant olabilen myeloid,
monositik, eritroid yada megakatyositik hiicre tipleri olan primitiv hematopoetik kék
hicreleri ile karakterizedir.

Lésemilerin gérillen tipleri ile gevresel ve genetik risk faktorieri arasinda
yakin iligki vardir. Diger maligneteler gibi I6semi de klonal artis yetenegdindeki bir
hicrede genetik degisiklikler sonucu olusur. Cesitli fiziksel ve kimyasal mutajenlerin
DNA kiriklarini indikledikleri ve daha sonrada resiprokal translokasyonlara yol actigi
bilinmektedir. Ornegin Akut Non Lenfositik Lésemi (AML olarak da bilinir) daha gok
yetigkinlerde goérilir. Bu yizden radyasyon, toksik kimyasallar ve genetik yatkinlik
ile iligkili bulunmustur. Radyologlar ve Japonya' ya atilan atom bombalarnndan canli
kurtulanlarda, benzen gibi kimyasallara maruz kalanlarda ve Down sendromiu
bireylerde AML gorilme riski yluksektir. Fanconi anemisi, Bloom sendromu ve
Ataxia telangiectasia gibi kromozomal kararsizhia sahip bazi otozomal resesif
hastaliklarin goérialdugu kisiler de yiiksek 16semi riski tagiriar.

Kanser olugum mekanizmalarindan biri olarak kabul edilen ve onkogenieri
aktiflestirdigi bilinen viral enfeksiyonlar ile yetigkinierde gérilen Tcell lenfosit I16semi
ve hairy cell I6semiler arasinda bir iligki oldugu dastniimektedir. Ancak viriislerin
indiikledigi I6semilere gocuklarda agikca rastlanilamamaktadir. En yaygin ve en
genis karakterize edilen ve losemilere yol agan genetik diizensizlikler, onkojenik
protenleri kodlayan fiizyon genlerini olusturan kromozomal translokayoniardir.
Onkogenleri aktiflestiren kromozomal translokasyonlardan bir goguna l6semilerin
degisik formlarinda rastlaniimaktadir. Bu duzensizliklerin klasik 6rnegi KML' de ber-
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abl fuzyon genini olusturan 9 ve 22 numaralt kromozom arasindaki resiprokal
transiokasyon (9;22)(q34;,q11) dur. Bu genin tirozinkinaz aktivitesi ve
transformasyon yetenegi vardir. Ayrica l6semilerde tesbit edilen bir c¢ok
translokasyon ve fiizyon geni bulunmaktadir. Bunlara t(1;19) sonucu olusan PBX1-
E2A geni; t(1;11) sonucu olugsan MLB-AFIP geninin ALL ‘de; t(8;21) sonucu olusan
AML1-ETO geni ve t(6;9) sonucu olusan DEK-CAN geninin AML'de gorilmesi 6rnek
olarak verilebilir. Bu translokasyonlarda bir hiicre serisinin morfolojik alt tipi ile
sinirlidir. Orn: t(15;17) ve PML-RAR-X geninin olusmasinin AML-M;' te gézienmesi
gibi. Bu translokasyonlarda hep bir flizyon gen olusmakta ve bu genin
transformasyon yetenegi bulunmaktadir.

Léseminin genetik degisiklerle gelisimi inisyasyon, promosyon ve progresyon
olarak siralanabilecek ¢ok asamali bir siregtir. Inisyasyonda I6semi fenotipinin
olusabilmesi icin genetik anomaliligin olugmasi gerekir. Bu anomaliye sahip hiicre,
normal hiicrelere gére daha fazla geligebilmekte ve/veya yagsamsal avantajlara sahip
hale gegcmektedir(11).

2.3.1 KML (KRONIK MYELOID LOSEMI)

KML (Kronik Myeloid Lésemi), pluripotent kék hicre diizeyindeki neoplastik
transformasyondan kaynaklanan kional bir myeloproliferatif hastalktir. Klinik olarak
graniilositlerin ¢cok fazla iretiimesi sonucu perifer kaninda yilksek l6kosit sayisi ve
dalak blylmesi ile karakterizedir. Lokosit sayisinin ylksek olmasina karsin
farkhilagsmasini tamamityabilmektedir. ilk kez 1845‘te Craigie, Bennett ve Virchow
tarafindan tarif edilmistir. O yillarda dalak buyimesi ile kendisini gdsterdigine dikkat
cekilmis ve “kanin iltihaplanmasi”, “suppuration of the blood” olarak adlandirtimistir.
Virchow bu hastaliga I6semi adini vermistir. O zamandan beri KML, kanserlerin
anlasilabilmesi icin model hastalik olmustur.

19860 ta Nowell ve Hungerford bu tip hastaliklarda 22 numarah kromozomun
delesyonundan kaynaklanan kigiik bir kromozomun (Philadelphia kromozomu)(Ph')
bulundugunu bildirmiglerdir. Tipik kiinik gelisim ve spesifik kromozom anomalisi
nedeni ile KML, en iyi tanimlanan myeloproliferativ hastahktir.

Bati Ulkelerinde 1/100.000 insidansi bulundugu ve tim l6semilerin %20-30
unu olusturdugu bildiriimektedir. Gériiime yas! 40’'larin ortalarn olmakla beraber 40-
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60 yas arasinda pik yapmaktadir. Nadiren gocuklarda gérilir. Belirli bir cinsiyeti
se¢memektedir (30, 50, 51, 98, 52).

KML hastalannin  %90'nindan fazlasinda Philadelphia kromozomu
gériilmektedir. lik yillarda kanserle iligkili bir sitogenetik anomali olarak kabul edilen
Ph' kromozomunun daha sonralan 9 ve 22 numarali kromozom arasindaki
resiprokal translokasyon 1(9;22)(g34;q11) ile olugtugu anlagiidi ve KML nin spesifik
sitogenetik bulgusu olarak kabul edildi ( 37, 30) sekil 2.2.3.1.1.

Yapilan invitro ¢aligmalar, normal hematopoetik hiicrelerin transformasyonu
ile olusan I6semi hiicrelerinin hizla ¢ogalarak, normal hiicrelerin azaldigini ve oigun
granilositlerin yagsam sirelerinin normal hiicrelerden daha uzun oldugunu
gostermektedir. KML'deki yonlendiriimis kék hicrelerin artisinin 6zellikle perifer
kaninda normalden 10-20 kat daha fazla olmaktadir. Karyotipleme ve Gilikoz 6
Fosfat Dehidrojenaz = (G6PD) izozim analizleri KML'li hastalardaki myeloid
kolonilerin l6semi hicrelerinden kaynakiandigini, normalden fazla ¢ogaidigim ve
tum metefazlarda Ph' kromozomunun gorildigint goéstermisti. Sadece T
lenfositlerinde malign olusum gériiimemekte ve Ph' kromozomunun gériilmemesinin
sebebi bilinmemektedir. Cok az sayida Ph'(+) hiicrelerin olabilecegi, ancak tesbit
edilemedigi dusuniimektedir. Ph' kromozomun kemik iligi, fibroblast ve diger
mezengimal dokularda bulunmadig: bildirilmigtir. KML'de neoplastik hicrelerin
bllyimesi otonom degildir. Yine yapilan invitro caligmalar KMLi hicrelerin normal
kemik iligi geligimini inhibe ettigini géstermistir (50, 16).

KML bifazik geligim gostermektedir.

1-Kronik faz: Bu faz prelésemi donem olarak dugindliyor. Bu dénemde
cesitli hemopoeitik alanlardaki (myeloid, eritroid, megakaryositik, T ve B lenfoid)
farklilasma yetenegini kaybetmemis pluripotent kék hicrelerinden gelen Ph' (+)
l6semi kionunun c¢ok fazla artmasi s6z konusudur. Bu hicrelerin farklilagmasi,
sonuna kadar devam etmekte ve yiksek miktarda olgun granilosit dolagimda yer
almaktadir. Ozellikie myelosit ve bazofili gibi granulositik formdaki I6kositlerin
sayisinda artis ve diisik notrofilik alkali fosfataz degeri géraimektedir(24).

Baz hastalarda spesifik olmayan belirtiler goriiimektedir. Hipermetabolizma,
anemi yada biyuk dalak gibi trombositopeniden daha ¢ok trombositoz belirtileri
yaygin bulgulardir.

Bu fazda hasta tolere edecek ilaclarla normale yakin yasam Kkalitesine
sahiptir. Bu dénemde Ph'(+) hiicrelerin normal hiicreler iizerine bir stinlago
bulunmaktadir. ber-abl flizyon gen iirin olan filizyon proteininin rolii s6z konusudur.
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bulunan bu timér baskilayici genindeki (Tp53) mutasyonun hematolojik
kanserlerdeki bir gok timdér tipinde gésteriimesi, ayni zamanda KML‘de de yapilan
caligmalarla bu mutasyonun belilenmesi, blastik krizde bu dizensizligin
géruimesinin oldukga anlamh oldugunu géstermektedir (77, 25, 52). Ancak yapilan
bazi ¢aligmalar bazi hastalarda p53 geninin bu transformasyonda rol oynayabilecegi
yonlindedir. Blastik krizdeki hastalarda, I6semi hicrelerinin ~%25-30 unda p53
geninde anomaliler gésteriimektedir. En yaygin olarak da p53 allellerinden birinin
kaybolup, dijerinde ise nokta mutasyonunun gelismesidir (13).

KML blastik hiicreleri genellikle normal hiicrelerden daha yavas bolinmekte
ve olgunlagsmamis hicreler hizla artmaya baglamaktadir. Bu fazdaki granilosit-
monosit klonlarinin Uretimindeki disis, klinik ve morfolojik bulgularda 2-6 ay énce
goérilmektedir. Transformasyon esnasindaki blastlarin fenotipi KML‘de hangi
hematopoetik kék hiicrelerinin dominant oldugunu goéstermektedir. Bu durum
hastadan hastaya farklihk géstermekle birlikte, olgularin %65‘inde myeloid blastlar,
%30'unda lenfoid, %5'inde ise eritroid, megakaryositik veya farklilasmamis blastlar
bulunmaktadir (50, 51). Olgularin blyuk bir kisminda KML'nin sonu genellikle bir kag
aylik yasamlan olan Akut Lésemidir. Bu dénemde p53 mutasyonlarinin yani sira
Retino Blastoma (RB) delesyonu ve RAS aktivasyonu, spesifik olmayan genetik
degisiklikier ve baska timér baskilayici genlerinin delesyonlan da gosterilmektedir.
Bunlardan p16 timér baskllaylcl genin delesyonunun homozigot oldugu durumiarda
lenfoid transformasyonla baglanti kurulmaktadir. Bu dénemde gérillen yeniden
diizenlemeler sonucu filzyon yapan genlere 6rnek olarak; t(16;21)(p11;922) FUJ-
ERG; t(3;21)(926;22) EVI 1-AML 1; inv (16)(p13;922) MYHI 1-CBF B verilebilir
(80,23).
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Bu protein Ph'(+) prekirsorierde, apoptozisi inhibe etmektedir. Yapilan molekuiler
calismalar ber-abl proteininin kronik faza sebep olan bir ajan olarak kalmadigini,
ayni zamanda hastaligin ilerlemesinde de rol oynayan birincil mekanizma oldugunu
gostermektedir (30, 50, 51, 52).

2-Blastik faz; Bir ka¢ hafta ile bir ka¢ yil (ortalama 3,5 yil) sGrmektedir.
Belirtilerin ilerlemesinden sonra hizla Gretilen myeloid hiicrelerin son farkhlagsma
kapasiteleri digsmektedir. Hastaligin acceler fazi (kemoterapiye direncin olugtugu
faz) baslamaktadir. Bu biastik krizin habercisidir ve tanidan birka¢ hafta sonra
olusabildigi gibi, kronik fazda 27 yil kalan hasta oldugu da rapor edilmektedir.
Hastaligin ilerlemesi, koétilesen klinik belirtiler, aneminin derecesinin artmasi,
trombositopeni ve kemik iligi fibrozisi ile iligkilidir.

Erken kronik fazda Ph'(+) hiicrelerin bulunmasi yada bcr-abl fiizyonunun
blastik krizin olugsmasi igin yeterli olmadigi dusuniimektedir. Bu fazin temel
6zellikleri olan trombosit ve bazofillerin artigina ek olarak ikinci klonal sitogenetik
anomaliler tesbit edilmektedir (51,52, 16 ).

Bu vakalarin % 80'inde Ph'(+) hiicrelerin goérilmesine ek olarak bir
kromozomal diizensizlik goriimektedir. Bu bulgular blastik krize yaklasildiginin
habercisidir. En yaygin gérilen kromozomal degisiklikler, ikinci Ph' kromozomu, 8
numarali kromozomun trizomisi (+8) ve 17 numarali kromozomun uzun kolunun
izokromozomu, i(17q) dur resim 2.2.3.1.2. Daha az yaygin olarak da 19 numarah ve
21 numaral kromozomlarin trizomileri (+19, +21) goérulmektedir. Vakalarin %20
sinde p53 geninde degisiklik gdzlenmistir (52, 16).

KML olgularinda, 6zellikle blastik fazda ¢ok yaygin olarak ikinci bir Ph’
kromozomunun goriilmesinin sebebinin, KML olgularinda goériilen 22 numarali
kromozomun bcr bdigesinin 5" ugutan kirilarak olusan birinci Ph' kromozomunun
duplikasyonu ile yada 3 ugtan kirilarak olugan ilave bir translokasyon olabilecegdi ve
ikincil duzensizlikler olarak gozlenen en yaygin izokromozomdur. KML'nin blastik
kriz fazinda goriilen bu dizensizliginin, hastaligin prognozunda 6nemli rol oynadigi
distnuimektedir. Diger hematolojik kanserlerde de siklikla gériulmesi, l6semi
gelisiminde birinci genetik degisiklik olarak &6nemli bir roli oldugunu
disindirmektedir. Cinki 17 numarali kromozomun kisa kolunda bir tumor
baskilayici gen olan Tp53 geninin lokalize oldugu bilinmektedir. 1(17q) da da
kromozomun kisa kolu kaybedildigi icin timor baskilayici genin fonksiyonu da
kaybedilmektedir. Tercihen myeloid blastik krizde p53 geninde nokta mutasyonu
olusmakta ve ikinci p53 alleli de i(17q) olusumu sirasinda kaybolmaktadir. 17p13 te
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Sekil 2.2.3.1.1 1(9;22)(g34;q11) diagram ve kirik noktalar (Ust); G- bantlama (sol) R-
bantlama (sa§) (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology)(39).

7 17 i(17aq)

Sekil 2.2.3.1.2 i(17q) G-bantlama (sol) R- bantlama (sag) (Atlas of Genetics and and
Cytogenetics in Oncology and Haematology)(39).

18



KML GENETIGININ TARIHCESI

1845; Craigie, Bennet, Virchow tarafindan KML ilk kez “Kanin iltihaplanmasi”
“Suppuration of the blood” seklinde tanimlandi.

1914; Boveri tarafindan kanserin orjininde somatik mutasyonun oldugu ortaya atiidi.

1960; Novel ve Hungerford tarafindan Ph' kromozomu gésterildi, ancak delesyona
ugramis 21 numarah kromozom oldugu diasunildi.

1973; Rowiley tarafindan 9 ve 22 numarali kromozomlar arasindaki translokasyon
gésterildi ve Ph' kromozomu adi verildi.

1976; Fiztgerald tarafindan 22 numarali kromozomdaki kirik noktas: bulundu.

1982; Heisterkamp ve ark. tarafindan 9 numarali kromozomda c-abl geni bulundu.
De Klein ve ark. tarafindan abl geninin 9 numarali kromozomdan 22 numarali
kromozoma transloke oldugunu gosterildi. KML gelisiminde abl geninin roli oldugu
bildiriidi.
Swan ve ark. tarafindan 22 numarali kromozomdan da 9 numarali
kromozoma sis onkogeninin transloke oldugu disinuidi.

1983; Collins ve Groudine tarafindan blastik krize girmis KML'li hastalarda Ph' (+)
hiicrelerde abl dizilerinin 4-8 kez arttig1 gosterildi.

1984; Prakash ve Yunis tarafindan translokasyona giren kromozomlarin kirik
noktalarinin 22q11.21 ve 9q34.1 subbantlarinda lokalize oldugunu bildirildi. 22
numarali kromozomdaki kirik noktasina “breakpoint cluster region “ adi verildi.

Jhanwar ve ark. tarafindan germline kromozomlarinda insitu hibridizasyon
ile abl geninin 9934.1 de oldugu ve buradan kirilarak Ph' kromozomuna gittigi
gosterildi.
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Shtivelman ve ark. tarafindan abl geninin ber genine transloke oldugu refere
edildi ve spesifik 8 kb. ik RNA’ nin 2 genin fiizyonunun transkripti oldugunu
bulundu.

1985; Kanapka ve ark. tarafindan Ph'(+) KML hastalarinda fiizyon gen Grininin
tirozin kinaz aktiviteli bir protein oldugu bulundu ve bu proteinin maling
tranformasyonda anahtar rol oyniyabilecegi bildirildi.

1987; Bernards ve ark. tarafindan PFGE ile abl eksonlan tesbit edildi ve bcr-abl
proteininin 210 kd. oldugu gdésterildi.

1991; Scot ve ark. tarafindan farede de abl geninin ayni sekilde hematolojik
maligniteye yol agtidi gosterildi.

1992; Haas ve ark. tarafindan Ph' (+) Idsemi olgularinda bir parental orjin egiliminin
oldugu gosterildi.

1993; Melo ve ark. tarafindan RT/PZR ile bcr-abl ve abl-bcr fizyon genlerinin
ekspresyon yaptiklan gosterildi. ‘
Welchand Wang tarafindan niikleer abl geninin tirozin kinaz aktivitesinin hicre
siklisiinde retinoblastomanin spesifik inaktivasyonu ile diizenlendigi gosterildi.
Feinberg ve

1994; Fioratas ve ark., Litz ve Copenhaver tarafindan Ph' (+) I6semi olgularinda
imprinting oldugu goriisi desteklendi.
Melo ve ark. tarafindan abl geninde imprinting olmadig bildirildi.

1995; Haas ve ark. tarafindan abl-bcr de imprinting oldugu ispatlandi.
Chissoe ve ark. tarafindan bcr geninin tamami ve abl geninin %80 den
fazlasinin dizilendirilmesi gerceklestirildi.

2000; Claudia S.Huetner ve ark. tarafindan bcr-abl geni ile indikienerek l6semi

gelistirilen transgenik farelerde bcr-abl flizyon geninin ekpresyonu baskilanarak
tamamen remisyona girdikleri bildirildi (40)
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2.3.1.1 PHILADELPHIA (Ph') KROMOZOMU

Kanserle iligkili bulunan ilk kromozom anomalisi Philadelphia kromozomu
(Ph") dur. Nowel ve Hungerford KML hastalarinda bu kromozomun gériidagani
bildirdiler (80).

Bant tekniklerinin 1970' lerde gelismesi ile 1973’ de Rowley bu kromozomun
9 ve 22 numarali kromozomlarin resiprokal translokasyonu sonucu olusan derivatif
22 oldugunu bildirdi ve Philadelphia kromozomu (Ph’) adimi verdi (26, 96).
Sitogenetikte kullanilan tekniklerin gelismesi ile kromozomlarda daha detayli bant
seviyelerine ulagilmasi sonucu, bu iki kromozomdaki kirik noktalar tesbit edilerek, 9
numarall kromozomun uzun kolu (q34.1) ve 22 numarali kromozomun uzun kolu
(q11.7) arasindaki resiprokal translokasyon olustugu anlasildi. Bunun sonucu kiigiik
bir 22 (Ph') ve daha uzun 9 numarali kromozom ortaya gikmaktadir (16).
KML olgularinin %90, yetigkin ALL olgularinin %25-30 ve ¢ocuk ALL ile AML
vakalannin %6’sinda t(9;22)(q34.1; g11.7) gériulmektedir (74). 9934.1 de lokalize
olan c-abl onkogeninin 22q11.7 de lokalize olan “breakpoint cluster region” kiriima
noktalarindan Major kirima bolgesine (M-bcr) transloke oldugu itk olarak 1982
Hagemeijer ve ark. tarafindan gosterildi (80). Bu translokasyon sonucu bcr-abl
fiizyon geni ve bu genin wriini olarak da bcr-abl fiizyon proteini olugr. Burada inaktif
durumda olan c-abl protoonkogeninin kromozomal translokasyonu sonucu
onkogene dénlismesi s6z konusudur. resim 2.3.1.1.1
Normal hiicrelerde bu genin Grin@inin hiicre geligiminde kontrol edici bir gorevi
oldugu ve translokasyon sonucu bu fonksiyonunun bozuldugu ve timoér olusturucu
potansiyelinin aktive oldugu bilinmektedir (63, 51). Bu translokasyon sirasinda iki
hiicresel gen olaya karigir. Bunlar 9 numarali kromozomda c-abl ve 22 numarali
kromozomda c-sis protoonkogenleridir. c-sis bir Smian sarkoma virlis onkogeninin
homologudur. Normalde 22q12.3 ile q13.1 bélgesinde lokalize oimaktadir. Bu bélge
ber kink noktasindan uzaktadir. Ancak Ph' kromozomu olugsumu esnasinda 9
numarali kromozoma eklenmektedir.. ¢ -sis, trombosit kaynakl bliyime faktérini
kodlar. Bu gen Urininin KML ile birlikte sikhkla gérilen myelofibroziste rol
oynayabilecegi dustiniimektedir (55, 16).
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ber-abl fuzyon proteini en iyi anlagilan proteinlerdendir. Bu konuda yapilan
calismalar c-abl geninin tirozinkinaz aktiviteli bir protein kodladigi ve bcr-abl fiizyon
geninde tirozinkinaz aktivitesinin gok arttigi géstermektedir. Bu 6zelligin hastaligin
prognozunda oldukga etkili olabilecegdi disanilmektedir (13, 50).

KML olgularinin biiyik bir kisminin sitogenetik bulgusu Ph' kromozomudur.
Olustugu kék hicresine gére myeloid, eritroid, megakaryositik ve lenfoid hiicre
tiplerinden biri gorilar (18). Ph' kromozomu, o6zeliikle KML olgularinda taninin
konmasi, prognozunun izlenmesi agisindan oldukg¢a énemili bir sitogenetik buigudur.
Tedaviden 6nce ve sonrasinda belli sirelerle 6zellikle kemik iliginde incelenmesi,
klinik olarak oldukc¢a énemilidir (83, 82, 79, 72, 28, 84).

Son yillarda bir grup arastirmaci Ph' kromozomunun olusumunda genomik
imprinting goéruldiginden sz etmeye baglamiglardir. Tercihli olarak baba orjinli 9
numarall kromozom ile anne orjinli 22 numarah kromozomun resiprokal
translokasyonu sonucu Ph' kromozomunun olustugunu 1993’ te Feinber, 1994’ te
Fioretas ve ark., yine 1994 te Litz ve Copenhaven g¢aligmalan ile
destekiemektedirler (58). Asiinda ilk olarak 1992’ de Haas ve ark. Ph'(+) l6semi
olgularinda baba orjinli egilim oldugunu gosterdi. Daha sonralan Wilms timér,
Rabdomyosarkoma, Osteosarkoma ve Retinoblastoma‘da da genomik imprinting
gézlendi ve babadan gelen allellerin tercihli olarak alindi§s belirlendi. Bir grup
aragtirmaci da bu fikre kargi gelmektedir. 1984’'te Melo ve ark., yine ayni grup
1995'te bu konuda hi¢ bir bulgu bulmadikiarini belirttiler. Ancak 1995’ te Haas abl-
ber fiizyonunda genomik imprinting oldugunu i1spatladi.

Varyant Ph'KROMOZOMU:

Varyant Ph' kromozomu ilk kez 1973'te bildirilmistir (10). Varyantiarin biyik
bir kisminda delesyona ugrayan 22 numarali kromozom tesbit edilmektedir. 22
numarali kromozom ile resiprokal translokasyona ugrayan kromozom 9 numarali
kromozomdan bagka bir kromozom yada kromozomiardir (51).

Ph' kromozomu bulunan olgularin %5’inde bir yada daha ¢ok kromozomun
olaya karigtii kompleks translokasyonlar sonucu olugan varyant Ph' kromozomu
gorulmektedir(74, 32). Y kromozomu hari¢ tiGm kromozomiarin varyant Ph'
translokasyonlari géraimustar.
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Ph' ve varyant Ph' kromozomlu KML olgulan arasinda hematoloji ve
prognoz agisindan hig bir farkhlik bulunmamaktadir (52, 31).

Ph' KROMOZOMU (-) KML OLGULARI: Morfoloji tablosu ile KML olan olgularin
%5’ inde sitogenetik olarak Ph' kromozomu bulunmamaktadir, Ph'(-) (74). Bu
hastalarin 1/3 Unde molekiller teknikler ile bcr-abl fizyonunun gerceklestigi
belirlendi.

Baslangigta Ph'(-) KML olgularinin kisa yagam siiresi, tedaviye yeterli cevap
verememe, basofil eksikligi ve trombositopeni gibi farkli klinik bulgulara sahip
olduklan rapor edilirken, bir gok arastirmaci tarafindan da, hematolojik indeksler,
klinik gelisim, tedaviye cevap ve yasam siresi agisindan Ph'(-) fakat bcr-abl
fuzyonu (+) hastalarin Ph'(+) hastalardan farksiz oldugunu bildirmektedir. ber-abl
fuzyonunun (+) oldudu bu hasta grubunda c-abl geninin bcr genine 9 ve 22 numarali
kromozomlar arasinda resiprokal transiokasyon yapmaksnzm interstitial insertion
yaptig gésterildi.

Sitogenetik olarak Ph'(-) bulunan hastalann geriye kalan 2/3 lik kismi ise,
myeloproliferatif Myelo Displastik Sendrom (MDS), Kronik Myelo Monositik Lésemi
ve dogru sitogenetik olarak Ph'(-) ve molekiiler genetik olarak da ber-abl (-) bulunan
KML olgularn ile hematolojik remisyona girmis KML olgulari oldsturmaktadlr. Yine bu
grupta Ph'(+) KML hastalarina benzemeyen, %25-50 daha digiik bir oranda blastik
transformasyona giren, KMML ile KML arasinda ara bir prognoza sahip sitogenetik
olarak Ph'(-) bulunan bir hasta grubu bulunmaktadir (43, 51).

Morris ve ark. Ph'(-) bulunan hastalarda ber-abl fiizyonunun olusabilecegini
molekiler teknikler kullanarak géstermistir (67). Bu nedenle molekiler teknikler bu
hastalarin tanilarinin konmasinda, prognoz ve tedavilerinin takibinde énemli rol
oynamaktadir (68)

Ph'(-) ve ber-abl fiizyonu (+) bulunan KML olgulannin bir kisminda hiicreler
varyant translokasyon tasidiklan igin Ph' kromozomu maskelenmektedir. Sadece
KML degil ALL de de Ph'(-), ber-abl (+) sonuclar alinmaktadir. Translokasyonun
sitogenetik olarak tesbit edilemedigi durumlarda molekiler tekniklere
bagvuruimaktadir. Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH), Southern Blotting ve
Reverse Transkriptaz/Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT/PZR) teknikleri ile bu
hiicreler tesbit edilebilmektedir (95).

23



2.3.1.2 c-abl ONKOGENI

c-abl onkogeni 9q34.1 de lokalize olur (102). Insan ve diger omurgalilar
disinda, Drosophila melanogasterde bulunmustur. Bu filogenetik korunma bize
normal c-abl onkogeninin insan ontogenezi igin oldukga dnemli rol oynadigini
gostermektedir (51). Abelson murine I6semi virisiniin transformasyon geni olan v-
abl geninin insanladaki homologudur. Tirozinkinaz protonkogenlerinin src ailesine
Uyedir (83). Normal hicrelerde protoonkogen olarak bulunan c-abl, nonreseptor
tirozinkinaza sahipti. Bu enzim, substratlan fosforilliyebilmektedir. Fakat hiicre
membran dizeyinde reseptér fonksiyonuna sahip degildir (30). Fare, pre B cell
I6semisinden izole edilen v-abl onkogenine homoloji gésterdiginden dolayi c-abl adi
verilmistir. Heisterkamp ve ark. bu onkolojik virlis geni olan v-abl geninden eide
edilen bir prob kullanarak translokasyon bélgesine “kromozomal walking” teknigi
uygulayarak, bu genin dizi analizini yapmiglardir (80) .

abl geni (c-abl) ~225 kb. dir ve 11 exon icermektedir. Exonlar 5 tan
sentromere dodru uzanmaktadir. Iki altenatifli 1.exonu (exon 1a ve exon 1b) ve bu
exonlara alternatif exon a2 bulunmaktadir. Exon 1a exon2 nin 19 kb. hik ve exon 1b
ise exon2 nin 200 kb.ik proksimalinde bulunmaktadir (52). Bu genomik
konfiglirasyonun sonucu olarak 2 blylak (6 kb. ve 7 kb. lik) c-abl mRNA’' si
transkribe olmaktadir (Sekil 2311).

c-abl geni gesitli dokulardaki hiicrelerde olmakla beraber, en yilksek mRNA
diizeyleri dalak, timus ve testiste bulunur. abl proteini stoplazmik ve g¢ekirdek
diizeyinde bulunmaktadir. Bu proteinin sentezi ve hicre i¢i lokalizasyonu, abl
proteininin hiicre biyolojisinde anahtar rol oynayabilecedini ve c¢esitli hicre
komponentlerinde bir¢ok fonksiyonunun olabilecegini géstermektedir.

Transgenik farelerle yapilan g¢alismalarda, homozigot abl gen delesyonu
tagiyan bu farelerin abl ptoteininin yokluguna bagli olarak hayvanin normal geligimini
tamamliyamadigi ve ciddi geligim geriligi, lenfoid organlann hipoplazisi ve adrenal
yetersizlikten dolayi prenatal dénemde 6ldigi gosterildi.

Normal bir c-abl proteini 145kd. agiligindadir ve p145™ olarak
adlandinimaktadir. c-abl proteini, tirozin proteinkinaz ailesine aittir (Sekil2.3.1.2).
.Bilindi§i gibi proteinkinaziar ATP’'nin son fosfatinin, substrat proteininin amino asit
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ucuna transferini katalizlemektedir. Bu enzimler genellikle serin yada threonine
amino asitine fosfat eklemektedirler. Tirozin fosfokinaz aktiviteli proteinlerin bu
enzimatik 6zelligi epidermal buyume faktéri, trombosit bllyime faktérii ve koloni
stimile edici faktér reseptorleri gibi cesitli biyime faktorii reseptorleri ile iligkilidir.
Ayrica bazi onkogenlerin timér olusturucu potansiyelleri ile de yakindan baglantili
bulunmaktadir. ABL proteninin N terminal ucunda SH; ve SH; (src homoloji 3ve 2
zinciri) bulunmaktadir. Bu bdélgeler proteinlerle etkilisime girmektedir. SH; 6zel
prolince zengin diziler iceren proteinier, SH, fosfotirizoin kalintilan ile etkilesime
girmektedir.

C terminal bdigesinde DNA baglanma bdélgesi bulunmaktadir. Transgenik
farelerdeki deneysel caligmalar, bu bdélgenin kaybinda abl proteininin g¢ekirdek
fonksiyonlarinini kaybettigini gostermigtir. Ancak bu fonksiyonlar hakkinda hersey
bilinmemektedir. Bu o&zelliklerinden dolayr c-abl geni ve proteininin hiicre
buyGimesinin kontrolunde etkili olabilecegi duslniimektedir. Hicre siklisu
esnasinda proteininin spesifik bir regilasyonunun bulundugunu goésteren cesitli
veriler Dbildirilmektedir. Ozellikle bu DNA baglanma béigesi hiicre bélinmesi
esnasinda sikline bagh kinaz aktivitesi ile fosforillenerek inaktiflenmektedir.

Cekidek abl proteininin tirozin kinaz aktivitesi RB (Retinoblastoma timor
supressor geni) proteini ile dizenlenmektedir. RB proteini ile abl proteini hiicre
siklistiniin Gy fazinda kompleks olusturmaktadir. G, dan G, fazina gegis esnasinda
RB fosforillenerek inaktiflesirken, RB den ayrilan abl proteinindeki tirozinkinaz
aktiflesir (30, 51, 95).

2.3.1.3 ber GENi

1984'de Groffen ve ark. tarafindan Ph'(+) bulunan KML olgularinda 22
numarali kromozomda 5,8kb.lik DNA iceren breakpoint cluster region (bcr) olarak
adlandinlan bir kink noktasi rapor edildi. 22g11.21de lokalize olan bcr geninin
5,8kb.hk kisminin, ashinda 90 kb.lk bir genin etkili pargasi oldugu 1985'de
Heisterkamp ve ark. tarafindan gésterildi. Bu genin bazi yazariar tarafindan Ph' geni
olarak da isimlendirildigi bildirildi. 22 numarali kromozomda 135 kb.hk bir bélgede
bulunan bcr geni 4,5 ve 6,7 kb.hik mRNA’ lannin bulundugu molekiler ¢aligmalarla



gosterilmigtir. Translasyon Grindi 160 kd.agiliinda ve p160° olarak
isimlendirilmektedir. ber geninin 23 exonu bulunmaktadir (sekil 2.3.1.3). Li ve ark.
blyakliga 83-190kd. arasinda degisen bir kag farkl ber proteinini insan hiicrelerinde
aésterdiler. ber transkriptleri fibroblastlar, myeloid ve lenfoid hiicre kiitirlerinde ve
epitel hiicrelerinde tesbit edildi. ber proteininin  hiicre siklisi regiilasyonunda roli
oldugu bildiriimektedir. Bu nedenle mitozda iken kromozomlar gevresinde, bélinme
disindaki hiicrelerde ise stoplazmada bulunmaktadir. bcr proteini tek tip
serin/threoninkinaz aktivitesine sahiptir. Bdylece bu aminoasitleri
fosforilliyebilmektedir. 2SH, baglanma béigesi, ik exonunda kodlanmaktadir. P21
icin GTPase aktivasyon proteini (GAP) olarak fonksiyonu olan bir C terminal bélgesi
bulunmaktadir. Bu proteinin bir membran reseptorii gérilmemektedir.

ber geninde ¢ farkh kirik noktasi tesbit edilmektedir. KML olgulannin biyik
cogunlugunda kink noktasi 5,8 kb.llk Major breakpoint cluster region (M-bcr)
bdlgesindedir ve exon b1'den b5'e kadar uzanan 5 exonu bulunmaktadir. Fakat son
yillarda exon 12 den exon 16’ya uzandidi seklinde ifade edilmektedir. Olugsan ber-abl
fizyon proteini 210 kd. agirigindadir ve p210°~** geklinde belirtiimektedir (51, 52,
95).

KML olgularinda en siklikla goriilen kinlma noktasi exon b2 ve b3 yada b3 ve
b4 arasindadir. ber genindeki ~3kb.lik bir bélgedeki bu intronik kiriima noktasindaki
kuguk farklilik, fizyon proteininin aminoasit dizisinde bir degisiklie yol agmaktadir.
Bazi yazarlara gore KML olgularninin klinik durumunu, ber kirik noktasinin
lokalizasyonu etkilemektedir. Ancak yapilan ¢aligmalarla hastaligin klinik geligimi ile
kink noktalan arasinda kesin bir iligki gosterilememekle birlikte, bu konu
aragtirmacilar arasinda tartigma konusu olarak devam etmektedir (26,103).

Ph'(+) bulunan ALL olgulannin 2/3'inde ve nadiren KML olgularinda, kirik
noktasi exon e1 ile exon e2 arasinda uzanan intron bdélgesine sahip mindr
breakpoint cluster region (m-bcr) bolgesinde bulunur. Olusan bcr-abl flizyon
proteini 190 kd. agirigindadir ve p190°™* olarak ifade edilmektedir. ber genindeki
Gglnci kink noktas) ~ber bélgesindedir. Bu kink M-ber bélgesinin alt kismina
denk gelmektedir. e19a2 birlesimi ile olusan bcr-abl fizyon geninin en genis
olanidir. Olugan proteinin agirh§ 230 kd.dur ve p230°*" seklinde belirtimektedir.
p230° proteinine sahip I6semilere gok nadir rastianiimaktadir (28).

26



1(9,22)->P210
both (9;22)->P130
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Sekil 2.3.1.1 c-abl protooncogeninin gematik yapisi (39)
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Sekil 2.3.1.2 c-ABL proteinin sematik yapisi (39)
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Sekil 2.3.1.3 c-ber geninin gematik yapisi (39)
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2.3.1.4 ber-abl FUZYON GENI VE PROTEINI

ber abl genlerinin 6zel boélgelerinden kirilmasi ve birlegsmesi sonucu ortaya
¢ikan ber-abl fiizyon geni, hematolojik malignitelerle birlikte s6z edilmektedir. Oysa
bu 2 gen arsindaki fiizyon insanlarda sikhkla gérilmektedir. Biemaux PZR yéntemi
ile normal hiicrelerin ~ %20’ sinde bcr-abl fiizyon genini gostermistir (12). Yapilan
calismalarla bu flzyonun gorildagi olgularin kiglk bir kismini hematolojik
olgularinin olusturdugu gésterilmisgtir.

Genellikie KML olgularinda gézlenen tim bcr-abl flizyon genleri 5’ ber dizisi
ile ilk 26 kodonluk kismi hari¢ 3'abl gen dizilerinin fazyonu ile olusur. KML
olgularinin biytuk bir kisminin yanisira ALL olgulaninin da 1/3'lik kisminda
gbézlenen ber-abl fizyonunda M-bcr olarak adlandirilan 5,8kb.lik gen béigesi ile abl
gen bélgesinin translokasyonu séz konusudur. M-ber béigesinde 1'den 5'e kadar
numaralandinian 5 exon bulunmaktadir. Tarihsel olarak b1'den b5‘e kadar ifade
edilirken, simdi exon 12 den exon 16'ya kadar numaralandinimaktadir. Farkh 2 tipte
ber-abl birlesmesi gergeklesmektedir. M-ber'ye ait exon 2 (b2) ile abl'ye ait exon 2
(a2) nin birlesmesi (b2a2) ve / veya M-bcr'ye ait exon 3 (b3) ile abl'ye ait exon 2 (a2)
nin birlegmesi (b3a2) sonucu ortaya gikan fiizyon mRNA 8,5kb. uzunlugundadir ve
210kd. agirh@indaki fiizyon proteinini kodlamaktadir. P210*"® olarak adlandirilan
bu proteinde, fiizyona katlan M-bcr'ye ait exon 3‘Un bulunmasi ile fiizyon
mRNA'sinda 75 bp.lik bir farklihk ortaya gikmasina bagh olarak 25 amino asitlik bir
fark gozlenir (44, 74, 64). P210"® bir fosfoproteindir ve tirozinkinaz aktivitesinin
regilasyonu bozularak, artmistir (18). invitro caligmalarla, ber-abl gen Graniinin
Abelson murine losemi virisi (Ab-Mulv) tarafindan sentezienen GAG-ABL fiizyon
proteinine benzerlik gosterdigi bildiriimektedir. Bu da P210°* fiizyon proteininin
hematopoetik hiicrelerin gelisiminin stimillasyonunda ve KML'nin patogenezinde
anabhtar rol oynadigini géstermektedir (63, 70).

KML olgularinda nadiren, ancak yasli ALL olgularinin % 70‘inde gézlenen bir
bagska bcr-abl fiizyon proteini de p190°™2 dir. m-ber geninin ilk exonu (e1) ile abl'nin
exon 2 (a2)‘si arasindaki franslokasyon sonucu olusan (e1a2) fiizyon proteini 190
kd. agirigindadir (103, 28). P190°*" kodlayan bcr-abl fiizyon mRNA'si p210a gére
7.5 kb. daha kisadir. Sadece yash ALL olgulaninda degil Ph'(+) bulunan ALL’li
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gocuklarin buyuk bir kisminda da bu flzyon proteini gézienmektedir. Invitro
galigmalar p190 proteininin p210 proteinine gére daha fazla tirozinkinaz aktivitesine
sahip oldugunu bildirmektedir (44).

ber-abl fiizyonu sirasinda amino ugtaki delesyonlaria tirozinkinaz aktivitesi
artmis onkogen Griini ortaya ¢ikmaktadir. Her iki proteinde de bu artis gézienirken,
p190 proteininde daha fazla tesbit edilmesi, onun daha fazla transformasyon
aktivitesine sahip oldugunun géstergesi olabilecegi invitro / invivo caligmalarla
gosterilimektedir. Bu durum belki de p190°'nin nigin 6zellikle Akut l6semilerde
gbzlendigini aciklamaktadir. Cinki yapilan galismalar ber-abl fiizyonu tespit edilen
Akut I6semilerde ¢ok daha aktif tirozinkinaz ve cok daha fazla hematopoetik
hicreler ve fibroblastlarda transformasyon aktivitesi bulundugunu bildirmektedir.
Kronik fazda nadiren p190 goérilen KML olgularinin ¢oduniugu KMML fenotipi
gostermektedir (30, 101, 59).

ber-abl transkriptinin nadir gorilen bagka varyantlan da bulunmaktadir.
1990'da Saglio ve ark. tarafindan bir KML olgusunda3. Bir kirkk noktasi (n bcr)
bulundugu rapor edilmektedir. 3"ber'nin bliyilik bir kismi (€19) ile abl geninin exon 2
(ay)'si arasindaki fuzyon sonucu (e19a2) biyilk bir fizyon geni ve 230 kd. luk
p230° fiizyon proteini olusmaktadir (81). Gok nadir olarak gériilen bu proteinin
KML'nin gok hafif formu ile iligkili oldugu diustntimektedir. Nétrofilik KML adi verilen
bu grup hastalarda Ph'(+) klasik KML ve Kronik Nétrofilik Losemi (KNL) ile cakigan
klinik ve hematolojik bulgular gérilmektedir. Bu bulgulara ilave ber dizileri igeren
fiizyon proteinlerinin  lIosemi  klonlannin  farkllagmasinda 6nemli  rol
oynayabileceklerini igaret etmektedir (28, 30, 64).

ber-abl fiizyon geninin diger bir tipi de Hochhaus  ve ark. tarafindan
bildirilmistir. Daha yeni bulunan bu gen, tanidan hemen sonra myeloid blastik kriz
gelisen, WBC degerleri daha disok olan KML hastalarinda gésterilmistir. ber'nin
exon 6 (e6) si ile abl’ nin exon 2 (a2) si arasinda olusan bu flizyon geninin proteini
p219'dan daha kisa olup, 287 amino asitlik oldugu bildirilmigtir. Ayrica yapilan
molekiler caligmalaria KML ve ALL olgularinda yeni, farkli kirik noktalarinin flizyonu
ile olugan bcr-abl flzyon genleri bildiriimektedir.

ber-abl fiizyon gen tipleri ile l6semi fenotipi arasinda kesin bir iligki
kurulmazken, olaya katilan ber'nin biytkligine bagh olarak ortaya cikan fiizyon
proteininin, l6seminin kronik yada akut fenotipini belirleyen kritik bir 6zelligi
olabilecegi dusiintlmektedir ( 30, 61,4).
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Sekil 2314 BCR-ABL filzyon proteini tiplerinin sematik yapisi (3)

ber-abl FUZYON GENI VE APOPTOZIS

Apoptozis, programlanmis hiicre 6limudar. Yapilan calismalarla normal
hicrelerde ve kemoterapik ajanlara tabi tutulan hiicre kiiltirierinde apoptozis
gosterilmektedir. Apoptozisi kontrol eden genlerin bir kismimi da onkogenler
olusturmaktadir. Bu genler iki katagoride toplanir ;

1 - Apoptozisi idare edenler : c-myc ve p53 genleri

2 - Apoptozisi inhibe edenler : bcl, ve ras genleri gibi .

Bilindigi gibi bir hiicre populasyonunun miktan sadece proliferasyon ile degil
ayni zamanda hicre 6lim hiz: ile de diizenlenmektedir. Bu durum hematopoetik
hiicreler igin de gegerlidir. Bu hiicrelerin yasamian genellikle programlanmis hiicre
6lumi ile dizenlenmektedir. Kanserli hiicrelerde ise hiicre tretim hizi ile hiicre 6lum
hizi arasindaki denge bozuldugu igin, kontrolsiiz ¢ogalma baglamaktadir.

Bazi aragtirmaciiar KML olgularinda hiicre gogalmasinin normal hiicrelere
gére arttigini bildirirken, bazi arastirmacilar da boyle bir artisin olmadigini
sOylemektedir. Ashinda bu hastalarda proliferasyon normaldir ve myeloid artisi,
proliferasyon artigina bagh degildir. Bu artigin, ber-abl fiizyon geninin GriinG olan
p210° proteininin apoptozisi inhibe etmesi sonucu olabilecedi dustiniimektedir.
Bu konuda yapilan galigmalar ber-abl ekspresyonunun énemii bir fonksiyonunun,
apoptozisi inhibe etmek ve hiicre yasaminin kontrolsiiz olarak uzamasiolarak
bildiriimektedir. Yapilan ¢aligmalarda, p210°*“®hnin Uretildigi hiicre kuitarlerinde,
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hiicreler growth faktér yoklugunda prolifere olabilmekte ve ortama antisense
oligoniikleotidler eklendiginde p210%™®" ekspresyonu inhibe edilmektedir. Daha
sonra da apoptotik hiicre élumleri olugsmaktadir. Apoptozisin baskilanmasi sonucu
neoplastik ilerlemeleye yol acan ikinci genetik degisiklikler (KML'de blastik kriz)
gérulmektedir.

Bir ¢ok sitotoksik ajan apoptozisi indlkliyerek hiicre élumiine yol acar.
Sitotoksik ajanlarin hicreler Gizerindeki etkileri, apoptozisi diizenleyen cesitli genetik
faktorlerle degisebilmektedir. Bu nedenle apoptozisinin bcr-abl proteini ile
inhibisyonu, klonal artig, timor progresyonu ve sitotoksik ajaniarla tedaviye direng
gostermede onemli bir rol oynamaktadir. Bu o6nemli 6zellik, timér geligiminin
mekanizmasini anlamamiza yaradidi gibi bu hastaliklarin tedavi yollan hakkinda da
bilgi vermektedir (62,8, 22,29 ).

2.3.1.5 MINIMAL RESIDUAL HASTALIK (MRD)

Minimal Residual Hastalik (MRD), mimkin olan metodlaria devam eden,
klinik remisyonda tesbit edilebilen en diisiik diizeydeki hastaligin mevcudiyeti olarak
ifade edilmektedir.

MRD’lerin tesbiti icin, bir gok teknik Gzerinde yapilan galigmalarda 2 amag
tzerinde durulmaktadir ;

1 - MRD'nin tesbitinde hassas ve spesifik metodlarin gelistirilip, standartize
ediimesi,

2 - Bu yollarin, hastalikiarin klinik gelisimlerini 6nceden belirlemesidir.

Losemi hicreleri, kendi temel morfolojik, immunofenotipik ve genetik
karakterleri ile normal hematopoetik hiicrelerden ayirt edilmektedir. MRD'lerin tesbiti
icin birka¢g metadolojik yaklagim vardir. En yaygin kullanilan yéntem, kromozom
anomalilerinin konvansiyonel sitogenetik analizi ile residual hastahiin izlenmesidir.
Tipik sitogenetik relaps, hematolojik relapstan énce ortaya cikmaktadir. Ancak
hassasiyeti dusaktir ( %1-5 ). Sinirli sayida metafaz ¢alisiidid) igin, residual hastalik
tasiyan hiicreler gozden kagabilmektedir. Yine de sitogenetik analizinin guvenilirlidi,
Southern Blott benzeri teknikler, flow sitometri veya imminolojik markeriarin
olctlduigi tekniklerden daha disik degildir.
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Molekiller sitogenetik teknikleri (FISH, Intefaz FISH, Hipermetafaz
FISH(h.FISH)) cok sayida hiicrenin (> 500) analizine izin vermektedir. 1/10° maling
hiicre yakalama hassashdina sahiptir. Ancak bu tekniklerdeki yanlis negatiflik,
relaps riski tagiyan hastalar igin riskli olabilmektedir.

Bir gok merkez hassashgi daha yiksek oldugu icin MRD‘lerin tesbitinde PZR
yéntemini segmektedir. 10°-10° hiicre popiilasyonunda 1 maling hiicre (teorik olarak)
tesbit edebilme yetenegine sahiptir.

Remisyonda gérﬁlén hiicrelerde MRD’lerin belirlenmesi klinik relapsin
tesbitinde 6nemili rol Gstlenmektedir. Kemik iligi transplantasyonu sonrasi hastanin
izlenmesi, relapsin erken sathada yakalanmasi agisindan ¢ok 6énemli olmaktadir.
Yine kemoterapi alan hastalarda remisyonun gergek olup olmadiginin tesbiti bu
tekniklerin  glvenilirligine baghdir. Dolayist ile MRD'nin tesbiti, hastaligin
prognozunun izlenmesi ve relapsa girdiginde tedbirlerin alinmasi igin oldukca
énemlidir (tablo 2.3.1.5) (53, 37, 75, 13, 30,100,90, 14, 54, 104).

Tabio 2.2.1.5 MRD tesbitinde kullanilan ydntemlerin karsilastiriimasi

METOD DUYARLILIGI
FACS %1-5
SITOGENETIK %1-5

FISH 110°
SOUTHERN BLOTTING %1-5

PZR 1/10°-10°

2.3.1.6 KML‘Li OLGULARDA UYGULANAN TEDAVI YONTEMLERI

KML' li hastalarin tedavisinde bugin igin kullanifan 3 farkl yol bulunmaktadir
Bunlar ;
1 — Konvensiyonel ilag tedavisi
2 —|FN a tedavisi
3 — Allogenik Kemik lligi transplantasyonu dur .
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1 — Konvensiyonel ila¢ Tedavisi; 1980‘e kadar en yaygin olarak
hydroxyurea ve busulfan kullaniimigtir. Ozellikle kronik fazda maling hiicrelerin
gelismesi tek bir ajan ile baskilanmaktadir. Kullanilan bu ajanlar hem alkilleyici
hemde antimetabolittir. Genellikle granulositozis ve trombositosisi kontrol etmektedir
(16).

Busulfan, hastaliin uzun peryodiaria kontrol altina alinmasini saglamakla
beraber, hastaligin %10 yada daha azinda myelosupresyon, akciger, kalp ve kemik
iligi gibi organlarin fibrozisi ve Addison’'s like hastaligi ile iligkili oldugu
diusunalmektedir. Kemik iligi transplantasyonu (KIT) igin uygun olmayan hastalarda
daha siklikla kulianiimaktadir.

Hydroxyurea, KIT icin aday olan hastalarda tercih edilmektedir. Ciinki daha
tolere edilebilir toksik profili oldugu bildiriimistir (43). Bu hastalarin %90 ninda bu
semptomlar bu ilaglarla kontrol altina alimr, ancak hastaligin ilerlemesi
6nlenememektedir (62).

2 - IFN _a Tedavisi; interferonlar hiicre bélinmesini inhibe etmektedir.

Bu nedenle de kanser hiicrelerinin proliferasyonunu bozduklari bilinmektedir. Son
yillarda tedavi edici bir ajan olarak gérilmektedir. Proteinlerdeki aminoasit dizilerine
bagh olarak 3 sinifta toplanmaktadir. Siniflandirma, interferon a (IFN ), interferon
(INF B) ve interferon gamma (IFN y) seklinde yapiimaktadir. Alfa ailesi en genis ve
en degisken gruptur. Yaklasik olarak 20'den fazla cesidi bulunmaktadir (41).
Interferon o tedavisinin diger tedavi protokollerine gére daha etkili oldugunu
gbsteren gcaligmalar bulunmaktadir. Kronik fazdaki hastalarda kullanildiginda tam bir
hematolojik cevabin %70, sitogenetik cenabin da %40 oraninda oldugu
bildiriimektedir. Konvansiyonel ilag tedavisi ile karsilagtinildiinda inteferon
tedavisinde hastalarin yasam sirelerinin ortalama 20 ay uzadi§1 gérilmekle birlikte
etkili bir tedavi yaklasimi olmakla beraber bu konudaki arastirmalar devam
etmektedir (45,43, 87, 52).

3 —Allogenik Kemik iligi Nakli; KML'de 6zellikle kronik fazda uygulandiginda
tedavi edici olmaktadir. Ancak kemik iligi nakli (KIT) riskli bir uygulama oldugu igin
tartisiimaktadir. Her hastaya uygulanamamaktadir. Ozellikle ;
¢ Geng¢ hastalarda uygulandiginda,
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o Erken kronik fazda uygulandiginda,

o Hasta busulfan tedavisi almamigsa, basarili sonuglar alinmaktadir (43). KIT
sonuglarl hydroxyurea yada inteferon tedavisi ile karsilastinldiginda, ilk 18 ay
da KIT yapilan hastalarin yasam sireleri daha kisadir, 18 ile 56 ay arasinda da
benzer sonuglar alinmaktadir. Fakat ézellikle 56 aydan sonra alinan sonuglar
daha iyi oimaktadir (87).

2.3.1.7 KML OLGULARINDA KULLANILAN TAN!I YONTEMLERI VE
KLINIK UYGULAMALAR

Sitogenetik analiz, molekiler sitogenetik ve molekiler genetik yéntemieri
KML olgularinda kullanilan ve birbirini tamamlayan tani yéntemleridir.

2.3.1.7.1 SITOGENETIK ANALIZ YONTEMLERI

Yagayan ve cekirdedi olan, bélinebilme yetenegini kaybetmemis tim dokular
kromozom calismalarinda kullanilabilmektedir. Perifer kani lenfositieri, deri, kemik
iligi, amniyositler ve koryon villi hiicreleri invitro olarak laboratuvar kosullarinda en
¢ok kullamlan dokulardir. Sitogenetik caligmalar igin gerekli olan metafaz
kromozomlarinin eldesinde temel olarak, iki farkh yontem kullaniimaktadir ;

1 — Direkt Yéntem: Kemik iligi hicreleri ile sitotrofoblastlar gibi spontan

mitotik aktivitesi olan dokularda uygulanabiimektedir.

2-_Kiltiir Yontemi: Perifer kani, amniyositler, gonad dokusu ve deri
fibroblastlarindan ancak kiltir edilerek kromozom elde edilebilmektedir. Bu amagla
medyum adi verilen protein, vitamin, hormon ve minerallerle zenginiestiriimis
ortamlar kullaniimaktadir.

Postnatal kromozom anomalilerinin saptanmasinda kullanilan perifer kani
lenfosit caligmalarinda, kullanilacak besi yerine normal sartlarda béliinmeyen
lenfositleri uyararak, mitoza sokmak icin Phytohaemaggiutinin (PHA) eklenmektedir
(Moorhead ve ark. 1960). Perifer kani lenfositleri icin ideal kiltir slresi 72 saattir.
Uzun sireli kiltiirlerde ise bu siire daha uzun ve dokuya ézeldir. Hiicre kiltirierinde
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kolgisin (colsemid) ilave edilerek i§ iplikgiklerinin protein yapisi bozulmakta ve mitoz
metafaz evresinde durdurulmaktadir. Béylece daha fazla sayida metafaz elde
edilmektedir. Hiicre zarnin yari gegirgen o6zellijinden yararlanilarak hacmini
genigletmek icin hipotonik soliisyon uygulanmasi ve hilcrelerin fiksasyonu ile daha
kaliteli metafazlar elde edilmektedir. Bundan sonraki adim kromozomiarin bantlama
teknikleri ile tek tek taninip sayisal ve/veya yapisal bir anomalinin olup olmadiginin
arastinimasidir.
Metafaz kromozomlart konvansiyonel ydntemle diiz olarak boyanarak ancak sayisal
anomaliler ile 6zgiin olmayan biiyiik yapisal anomaliler goriilebilmektedir.

Kromozomlarda daha ayrintili taniya gidebilmek igin bantlama yéntemlerinin
uygulanmasi gerekmektedir. Uygulanan bantlama yéntemleri GTG/GTL (Giemsa-
Tripsin-Giemsa)/(Giemsa-Tripsin-Leishman); QFA (Quinakrin-Fluoresan-Atebrin);
CBG (Centromer-Barium-Giemsa); RBG(Reverse-Brdu); NOR (Nukleolar Organiser
Region); HRB (High Resolution Bantlama) ve SCE Yoéntemi (Sister Chromatid
Exchange:Kardes Kromatid Degisimi) dur.

Bu tez galigmasinda GTL bantlama ydéntemi uygulandigi igin, sadece bu
yéntem agiklanmistir.

GTL (Giemsa — Tripsin — Leishman ) Bantlama Yontemi

Sitogenetik laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan bantlama teknigidir.
Yoéntemde, kromozomal proteinier olan histonlar ve nonhistonlar tripsin ile denatire
edilerek agtkta kalan DNA'nin Adenin ve Timin bazlarinca zengin tekrarlarindan
olusan bébigelerine Leishman‘in girmesi sonucu bu bdlgeler koyu boyanmakta ve
heterokromatin bdigeler olarak adlandinimaktadir. Boyanmayan bdlgeler ise
o6kromatin bolgelerdir ve yapisal genleri icermektedir. Yapisal kromozom anomalisi
goérilen olgularda anomali, 6kromatin bodigede olusursa fenotipin daha fazla
etkilendigi bilinmektedir. Bu islemden sonra her kromozom ¢iftine 6zgii a¢ik ve koyu
bantlar goriinir hale gelmektedir. llk kez 1971 yilinda, Paris‘te yapilan ISCN (An
International System for Human Cytogenetic Nomenclature) konferanslarinin 1995
yiindaki toplantisinda kabul edilen siniflandirmaya gére bantl analizieri yapiimakta
ve Kkaryotip yaziminda da ayni toplantida standardize edilen yazim kurallari
kullaniimaktadir (27, 60, 65). Sekil 2.3.1.7.1.1 de Insan kromozomlarinin G
bantlama ile elde edilen idiogrami gésteriimektedir.
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Bu sitogenetik analiz yéntemi ile genomun genel gériniimi belirlenmektedir.
Kullanim alanlarindan birisi olan kanser genetiginde de, hastalklarnn tanisinin
konmasi ve takibinin yapilmasinda énemli bir yer tutmaktadir. Tedavinin yanisira,
hastaligin ilerlemesi ile ortaya ¢ikan ikincil kromozomal diizensizliklerin tesbitine
imkan saglamaktadir (52) .
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2.3.1.7.2 MOLEKULER SITOGENETIK YONTEMLERI

Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kesfedildigi 1970'lerin baslarinda
Rekombinant DNA teknolojisinin geligsmesi ile molekiiler sitogenetik yontemlerinin ilk
adimlari da atiidi. Bu dénemdeki ilerlemelere ortam hazirlayan 3 temel gelisme ;

1- DNA'nin spesifik bolgelerinden restriksiyon enzimleri ile kesilmesi,

2- Saflagtinimis DNA pargasindaki tim nikleotidlerin dizilendirilmesi,

3- Niikleik asitlerin kendilerine komplementer olan diger bir nikleik asit ile
yani DNA-DNA, DNA-RNA yada RNA-RNA arasindaki hibridizasyonun
gerceklesmesi seklinde siralanabilmektedir.

Belirli bir hiicre populasyonu veya dokudan izole edilen niikleik asitlerin in
vitro hibridizasyonu farkli DNA ve RNA gruplarinin belirlenmesini saglamakia birlikte,
incelenen spesifik dizilerin hiicreler arasindaki dagilimlan yada kromozomiar
Uzerindeki yerleri hakkinda bilgi verememektedir. Bunun igin hibridizasyonun doku
yada hiicrede yapiimasi gerekmektedir. In Situ Hibridizasyon (ISH) adi verilen bu
teknikte spesifik DNA veya RNA dizileri, doku kesitlerindeki her hiicrede, kromozom
preparasyonlarinda veya interfaz niivelerinde morfolojik olarak gosterilmektedir. in
situ hibridisazyonu diger hibridizasyon tekniklerinden ayiran bir ézellik de nikleik
asitlerin kendi dogal hiicresel ortamlarinda incelenmesidir (6).

Sitogenetik ile molekiiler genetik arasinda bir kdprii olusturan ISH, klasik
sitogenetigin 6nemli bir tamamlayicisi olarak ¢ok hizla geligmistir. Molekiler
genetikteki ilerlemeler ¢cok sayida 6zgiin DNA dizilerinin klonlanmasina olanak
saglamis ve bu sayede belirli bolgelere 6zgiin tek iplikli DNA oligoniikleotidleri (prob)
elde edilmisti. Bu problarin radyoaktif @ yada nonradyoaktif maddeler ile
igsaretlenerek DNA'min uygun kosullarda komplementer olusturma &zelligine
dayanarak sitolojik preparatlar {izerinde, interfaz nikleuslarinda yada metafaz
kromozomlarinda hibridizasyonu sayesinde bu 6zgin bolgeler
gorunttlenebilmektedir. Bu teknik gen lokalizasyonunda kullanildig gibi, bantlama
teknikleri ile tamimlanamayan ¢ok sayida anormal kromozom cesidinin
(submikroskobik delesyonlar, duplikasyonlar, translokasyonlar, inversiyonlar ve
marker kromozomiar) aydinlatimasinda vazgecilmez bir teknik haline geldi.
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Gall ve Pardue'nin 1969'da, isaretlenmis 18+28S ribozomal problarini,
Xenopuslaevis nukleosundaki genlerle hibridize etmeleri, bu yontemin baslangi¢
noktasi olmustur. Jones 1970'de fare satellit DNA'sini sentromerik heterokromatin
bolgelere hibridize ederek ilk olarak DNA problarinin kromozomlar ({izerinde
gorantilenmesini bagardi. Radyoaktif isaretlenmis pek ¢ok diger tekrarlayan DNA
dizileri ile bir gok tiirdeki hibridizasyon galigmalari (Wimber ve Steffensen , 1970 ;
Henderson ve ark. , 1972 ; Steffensen ve ark. , 1974 ; Gosden ve ark. , 1975 ;
Szabo ve ark. , 1977 ; Yu ve ark. 1978 ; Eider ve ark. 1980 ; Burk ve ark. ,1985)
bunu izledi. Teknigin ilk gelistirildigi yillarda heniiz molekiiler klonlama g¢aligmalari
baslamadiindan, daha ¢ok ribozomal RNA tirleri ve arka arkaya tekrarlayan DNA
satellit dizilerinden yaralaniidi. Boyle diziler, kimyasal modifikasyonlarla direkt veya
radyoaktif isaretienebildi. Ancak radyoaktif maddelerle ¢aligmanin yaratti§i gaglukler
(maddenin yanlanma 6émrii, otoradyografi slresinin ¢ok uzun olmasi, galisanlar
{zerindeki radyasyon riski, atiklarin problem yaratmasi, nikleustaki ¢ok diistk bir
sinyalin degerlendiriimesinde yetersiz kalinmasi gibi ) nedeni ile yéntem yaygin bir
sekilde kullanilamadi ve nonradyoaktif isaretieme molekillerinin arayigina gidildi.

Insan kromozomlarindaki kantitatif calismalar, Cote ve ark. tarafindan 1980
yilinda baglatiidi. llk kez Gerhard ve ark. 1981‘de alfa-globin genini 16.
kromozomda, Malcom ve ark. ise betaglobin genini 11. kromozomda gésterdiler.

Bu arada radyoaktif isaretleyicilerin kullanmidigi ISH ydntemine alternatif
olarak geligtirilen ve niikieik asit problarinin haptenler veya diger isaretleyiciler ile
modifikasyonu ve bunu takiben florokrom enzim veya kolloidal altin partikiilleri ile
deteksiyonundan olusan Nonizotopik ISH (NISH) yontemi daha ¢ok uygulanir hale
geldi.

1981 yilinda Langerin Nick translasyonu yodntemini geligtirerek gergek
anlamdaki ilk radyoaktif olmayan DNA isaretleme sistemini basan ile uygulamasiyla
calisma siresi kisaldigi bu sistem dTTP’nin biotinlenmig anologu biotin (dUTP) ile
yer degistirmesi esasina dayanmaktadir.

Biotin-avidin sisteminin bulunmasi, monoklonal antikor teknolojisindeki
geligmeler, hapten molekiilleri ile igaretlenmis olan problarin, florokrom enzim yada
kolloidal altin gibi araci molekiller ile belirgin hale getirimesi ISH tekniginin
hassasiyeti ve guvenilirtigini arttirdi. Biotinin yanisira dioxigenin ve fluorescein ile de
isaretleme yapilmaktadir. 1991 yilinda fluoresanlanmig niikleotid analoglannin direkt
ve indirekt ISH ybntemleri ile kullaniimaya baglanmasi ile Fluoresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) adi verilen yeni bir yontem gelistirildi.
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DNA'nin ¢ift sarmal yapisi normal kosullarda stabildir, fakat isi ve formamid
gibi bazi maddelerle etkilesimi sonunda bu stabil yapinin bozuldugu, iki DNA
iplikgigini bir arada tutan hidrojen baglar koparak tek zincir haline gelirken, eski
kosullar yerine getirildijinde ise iki iplikgigin hidrojen baglan tekrar birbirine
baglanmaktadir. FISH'teki temel prensip, iste bu DNA'nin komplementierini
olusturabilme 6zelligine dayanmaktadir. Nick translasyon metodu ile isaretlenmis
DNA'nin komplementerini olusturabilme 6zelligine dayanmaktadir. Nick transiasyon
metodu ile igaretlenmis DNA molekild (prob), rutin sitogenetik yodntemierle
hazilanmig preparat Gzerindeki hedef DNA ile hibridizasyona sokulur ve probun
hedef DNA (zerindeki sinyallerinin imminohistokimyasal boyalarla ortaya
cikarilarak izlenmesi saglanir. Sekil 2317121 de in situ hibridizasyon protokolii ve
prob DNA'sI ile hedef DNA'nin olusturdugu hibrit molekiillerinin géruntilenmesi igin
gerekli bir dizi islem gosterilmistir.

FISH teknigindeki geligsmeler her gegen giin yeni tekniklerin ortaya ¢ikmasini
saglamaktadir. FISH tekniginin kulfanim alanlar;

1-Tanisal amagli kullanilan FISH

2 -Arastirma amagch kullanilan FISH olmak Gzere ikiye ayrilabilir.

1-Tamisal Amach Kullanilan FISH;

¢ Kiinik sitogenetik

e Prenatal tan

¢ Interfaz sitogenetigi

e Mikrodelesyon sendromiarinin tanisi

o Dokuda enfeksiyon ajaniarinin tanisi

e Kanser sitogenetigi

o Dokuda mRNA dizeyinde onkogenlerin degerlendiriimesi

2 — Klinik Amach Kullanilan FISH;
e Gen haritalamasi

e Tumor biyolojisi

e Mikrobiyoloji / Viroloji

¢ Gen expresyon analizi

e Somatik hiicre hibrit analizleri
e Mayoz / Mitoz analizleri

e Hucre tanimlantasi
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in situ hibridizasyonda sistemin duyarlii§i hedef dokunun gecirgenligi,
géruntileme teknigi ve probun 6zelliklerine baglidir (6, 46).
Bu teknikte kullamlan problar elde edilis kaynaklarina ve sitogenetikte
kullanim alanina gére gruplandiriimaktadir.
Elde edilis kaynaklarina gore su sekilde isimlendirilirier ;
e Plazmid problari
e Cosmid problar
e Yac problar
e PZR problar
e Somatik hicre problari
e Sentetik oligonikieotid problar

e Flow sitometri

Sitogenetikte kullanim alaninda 4 farkh prob ¢esidi bulunmaktadir. Bunlar;

Tekrarlayan Dizi (Satellit) Problari: Kromozomlarin sentromerik ve
perisentromerik bélgelerinde yer alan satellit DNA’lan a satellit , B sateliit ve diger
satellit DNA'larini igermektedir. Alphoid DNA dizilerinin kromozomiara 6zgi tek
olmalar nedeni ile kromozomiarin pek ¢oguna 6zgu kionianan sentromerik problar
metafaz kromozomlarinda kullanildigi gibi intefaz nikleuslarinda da yodun sinyal
verebilmektedir.

Bu problar, anéploidilerin tanisinda, tim kol ve Robertson tipi translokasyonlarinda
sentromer degerlendirmelerinde, marker ve ring kromozom ofjinlerinin
belirrlenmesinde kullaniimaktadir. '

Lokusa Ozgii Problar; Kionlanmis genlere 6zgu dizileri igeren bu problar,
ilgili kromozoma iligkin sayisal diizensizlikler, ilgili bdlgeyi iceren yapisal
dizensiziikler ve mikro delesyon sendromlarinin tanisinda kullamimaktadir.
Plazmid, faj, YAC, kozmid klonlari ile oligonikleotidier lokusa 6zgit problardir.

Tiim Kromozom Boyama (Painting) Problar; Bu problar ile ilgili
kromozom tiimiiyle boyanmaktadir. Plazmid, YAC, somatik hicre hibritleri ve flow

sorted kromozom kitiphanelerinden elde edilen problar kullamimaktadir.
Translokasyon degeriendirmelerinde, marker ve ring kromozom incelemelerinde
kullaniimaktadir.
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Banda Ozgii Problar; Supheli gorilen ve spesifik probun olmadig
durumiarda kullaniimaktadir. Bu yéntemde ilgili kromozom pargast kesilerek
cikartilir. PZR ile gogaltilarak, prob haline getirilir ve normal metafaz kromozomilar
ile hibridize edilir. Ozellikle kriptk dengesiz translokasyonlarda terminal
delesyonlarin saptanmasinda uygulanmaktadir (86).
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Sekil 2.3.1.7.1.2.1 In situ hibridizasyon protokolinin sematik olarak gésterilmesi (6)

KANSER GENETIGINDE FISH

Tani amagli kullanilan FISH tekniginin kullanim alanlarindan birisi de kanser
genetigidir.

Bilindigi gibi neoplazilerin baslamasi ve gelismesi ile bazi genetik
degisikliklerin iligkili olmasi, kanser sitogenetiginin 6nemini arttirmigtir. Ancak
6zellikle solid tumérlerde metefaz kromozomlannin eide edilmesinin zor olmasi,
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buna kargilik FISH tekniginin interfaz nukleuslarinda da kullanilabilmesi bu y6ntemin
kanser sitogenetigindeki 6nemini artirmigtir.

Ozellikle hematolojik kanserlerde gézlenen ve tesadifi olmayan
translokayonlar, taninin konmas: ve prognozun izlenmesi ag¢tsindan yol gosterici
olmaktadir. Bu teknigin kullanildigt alanlara en iyi 6rmnek KML hastalarinda 9 ve 22
numaralt kromozomlar arasindaki resiprokal translokasyon t(9; 22) sonucu olusan
ber-abl fiizyon geninin, uygun transiokasyon probu ile gésterilmesidir.

Losemilerde, genellikle kemik ilifi preparasyoniarinda yapilan karyotipik
analizierde, her zaman vyeterli sayida ve kalitede metafaz plaklan elde
edilememektedir. Klasik sitogenetik tekniklerinin yetersiz kaldigi bdyle durumlarda
FISH teknigi bu zorluklan ortadan kaldirmaktadir. FISH tekniginin, l6semilerde
kullanim amaglarini su sekilde siraliyabiliriz (1);

e Lésemi tipine ait karyotipik yapiyi (tani amagh) belirlemek,

o Tedaviye paralel olarak karyotipik degisikligi izlemek,

o Klinik remisyon ile karyotipik remisyonun paralelligini tesbit etmek,

o Hastaligin relapsinda, karyotipik degisikligi belilemek,

e KIT sonrasi, hastanin kemik iliinde olugan hiicre populasyonunun tesbit etmek,
o Hiicre tiplerini belirliyerek I6semi tipine ait inminofenotipileme yapmak.

FISH analizi, klasik sitogenetik analizlerine ek olarak kullaniimaktadir. Gegmiste
cesitli sayisal diizensizlikleri (+8, -7 ve +12 gibi) tesbit etmek amaci ile sentromerik
problar kullaniimigtir. Bu diizensizlikler interfaz niikleuslarinda FISH teknigi (interfaz
FISH) uygulayarak tesbit edilmistir. Sitogenetik olarak normal buigular alindiginda
yada uygun metafaz elde edilemedidi icin sonu¢ alinamadigi zamanlarda, eger bir
genetik dizensizlik varsa FISH teknigi ile gésterilebilmektedir. Bu nedenle de
ozellikle kemoterapi ve kemik iligi transplantasyonu sonrasinda (alici ve vericinin
farkh cinsiyetten oldugu zamanlarda) hastalann takibinde tercih edilen bir yéntem
olabilmektedir. 1(15;17) ve 1(9;22) gibi translokasyonlara spesifik kosmid problarin
gelistiriimesi ve kullaniimasi FISH tekniginin i6semilerde taninin konmasi ve
takibinde yer edinmesini saglamistir (52).

FISH ve onun varyantlan olan interfaz FISH ve son yillarda geligtirilen hipermetafaz
FISH (hFISH) c¢ok sayida hiicrenin (>500) analizine izin vermektedir (90).
Hipermetefaz tekniginde kisa sureli (30-60 dakika) colsemid uygulamasi ile hiicre
kaltarierinde analiz igin gok sayida metefaz elde edilmektedir (85).

Tek renkli problann kullanildigi FISH tekniklerinin yerini bugiin ¢ok renkli
problann kullamidid: teknikler (Multi color FISH) almistir.
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FISH teknigi ile KML'li hastalarda bcr-abl flizyon geninin interfaz hicreleri ve
metefazlarda gosterilmesinde kullarlan problar bir kag tipte bulunmaktadir. llk
yillarda farklt renklerde bcr ve abl DNA problarinin kullanildidi tek bir ber-abl fiizyon
sinyalinin alindidi konvensiyonel FISH tekniginden (S-FISH) yararianiimigtir. Bu
yéntem metefaz analizleri igin yiiksek uyguniuk gosterirken, interfaz hiicrelerinde
ayni sey sdylenememektedir. Clinki ber-abl sinyalleri normal hiicrelerin %4‘tinde st
Uste goriimektedir (yanhs pozitiflik). Daha da 6te ber-abl flizyon sinyalleri bir ¢ok
Ph'(+) hiicrede tesbit edilememektedir (yanhis negatiflik). Cunki S FISH'in fuzyon
sinyallerinin skorlanmas! subjektifdir. Bu teknigin MRD’ lerin tesbiti ve tedaviye
cevap hastalarda ¢ok dusik yuzdedeki Ph'(+) hiicrelerin belirlenmesindeki
uyguniugu yeterli olmadigi igin alternatif FISH yontemieri gelistiriidi. Bunlardan birisi
de farkl renkte igaretlenmis ber ve abl problarinin kullaniidigi ve 1(9;22)(q34;q11.2)
nin en yaygin kirik noktalarina spesifik ve translokasyonlu hiicrelerde iki renkte ber-
abl flizyon sinyali veren D-FISH tir. Burada derivatif 9 numarali kromozomda ve Ph
kromozomunda da birer tane sinyal gérulmektedir. D-FISH'te yanhg pozitiflik ve
yanhis negatiflik orani sifirdir (19). Bir diger yaklasim da 3 renkli FISH tir. Cok dusik
yanhs pozitiflik insidansi bulunur. ber, abl ve ASS ( kromozom 9'da abli‘nin
sentromerik bolgesindeki bir lokustur) spesifik ¢ farkh renkte 3 prob
kullaniimaktadir. Ozellikle MRD tesbitinde ¢ok hassastir. Bazen Ph'(+) hiicrelerde,
ber ve abl sinyalleri vardir fakat hiicrelerin durus sekillerinden dolay! farkedilemezler
ve bu durumda yanhs negatiflik s6z konusu olmaktadir. Oysa ayni hicrelerin gl
prob ve ¢l renk sistemi ile normal olarak skorlanmasi igin, abl ve ASS sinyallerinin
her ikisininde goériiimesi gerekmektedir. Bu nedenlie daha guvenilir oldugu kabul
edilmektedir (88).

43



Inv(16)

Normal 16

Sekil 2.3.1.7.1.2.1 Cesiti Hematolojik kanserlerde gézlenen kromozom
anomalilerinin FISH yontemi ile gosterilmesi: a; t(9;2), b; inv(16), c;t(8;21) (39)
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2.3.1.7.3 MOLEKULER GENETIK TEKNIKLERI

Konvesiyonel sitogenetik ve molekiler sitogenetik yéntemlerinin yetersiz
kaldigi durumlarda yada bu teknikierle elde edilen sonuglarin destekienmesi igin
molekiler genetik yéntemlerine bas vurulmaktadir.

KML'li hastalarda, bcr-abl fiizyon geninin gosteriimesini saglayan bu
treknikler kisaca anlatiidiktan sonra, bu tez galismasinda kullanilan metod olan
PZR ve RT/PZR tekniklerinden ayrintili olarak séz edilecektir.

1-Southern Blotting:

En yaygin kullanilan blotting teknigidir. E.M. Southern tarafindan gelistirilen,
genlerin yapisinin analiz edildigi gicli bir ydntemdir. Bir yada bir kag restriksiyon
enzim ile kesilerek elde edilen DNA pargalari agaroz jel elektroforezinde
blyukliklerine gore aynstiriidiktan sonra, jelden nitroselilloz filtre yada naylon
membran Uzerine aktanlir. Burada denatiire edilerek DNA iplikgiklerine ayrilir.
Saflagtirimis RNA, kionlanan bir cDNA yada kisa bir sentetik oligoniikleotid olan
radyoaktif igaretli problaria hibridize edilerek, otoradyografi ile spesifik DNA dizileri
belirlenir. DNA dizilerinin uzunlukiart hakkinda bilgi veren markerlaria
karsilastirilarak arastirilan genin uzunlugu ve miktan belirlenmektedir (99).

ber-abl fizyon geninin tesbitinde kullanilan Southern blotting tekniginin,
hassaslig! sitogenetik analiz yontemi ile aynidir. Normal hiicre populasyonunda %5
oraninda maling hiicre tesbit edilebilmektedir (90, 52).Translokasyona katilan
genlerin her birinden elde edilen poblarin aynt DNA pargasi Uzerinde hibridize
olmasina dayanan bu teknigin sonuglanmasi i¢in 10-14 gin gerekmektedir. Bu
nedenlerle klinik kullamimi ¢ok tercih edilmemektedir (13).
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2-Northern Blotting:

RNA'y1 analiz etmek igin kullanilan bir yéntemdir. Total RNA yada poly(A)
RNA agaroz jelde boylarina gére ayrilir. Jeldeki bu RNA molekiilleri filtre yada
naylon membrana aktarilir. Uygun bir prob kulianarak tesbit edilmektedir (99).
Spesifik bir hiicredeki spesifik bir mMRNA'nin uzunluk ve miktarinin tesbitinde
kullaniimaktadir.

KML'de spesifik 8,5kb.lik mMRNA transkriptinin tesbitine imkan saglamaktadir.
Ancak arastirma laboratuvarlarinda nadiren kullanilan bir yontemdir (52).

3-m RNA’min In Situ Hibridizasyonu:

Hucredeki gen expresyonu g¢alismalar igin anlamii olan bu metodda tek yada
cift iplikli cDNA yada RNA problan isaretlenir ve hicre iginde hibridize edilir. Bu
metod kigluk bir hiicre toplulugundaki bir genin transkripsiyonal aktivasyonunun
tesbitine izin verdigi igin Northern blotting ile analiz edilemeyen hicre
populasyonlarina uygulanabilmektedir (52).

4-Western Blotting:

P210*2® proteini bu yontemle tesbit edilmektedir. Gel elektroforezinde
aynigtirilan proteinler jelden filtreye aktanlarak, Immiinoblotting adi verilen bir
yontemie igaretli antikorlar yardimi ile istenilen protein tesbit ediimektedir.

Ancak KML‘de bcr-abl proteinlerinin tesbitinde yaygin kullaniimamaktadir.
KML hastalarinda olgun myeloid hicrelerindeki pargalayici enzimlerin yuksek
aktivitesinden dolayi, perifer kandan elde edilen proteinin izolasyonu zordur. Bu
metod KML tanisinda kullanilirken, MRD ‘lerin tesbitinde yetersiz kaimaktadir (52).
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5-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PZR):

1980‘lerin ortalarinda Kary Mullis tarafindan bulunan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) sayesinde spesifik DNA dizisinin klonlanmadan ¢ok sayida
kopyast elde edilmektedir. Bir DNA kaynaginda bulunan hedef DNA dizilerinin hizl
ve cok ybnli olarak gogaltiididi invitro bir yontemdir. Amplifikasyonlarda hedef
dizinin yakinindaki bolgenin DNA dizisinin bilinmesi gerekir. Cinki kullanilan iki
primer de bu bélgelere baglanmaktadir. Cok kiiglik miktardaki DNA, bu yéntem igin
yeterlidir. Baglangigta kullanilan materyal ¢ift ipliki DNA molekiilidar. Iplikier
isitilarak ayrilir, sogutularak primerlerin (15-20 niikleotid uzuniugunda) baglanmasi
saglanir. Bir DNA polimeraz enzimi olan Taq polimeraz ile kalip zincire
komplementer zincir sentezlenmektedir. Boylece iki orjinal, ve iki yeni zincir
olusmaktadir. Bu olay birbiri (izerine katlanarak gider. Dért nikleotid trifosfat (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) varhginda gercekiesen bu zincir reaksiyonda yeni sentezlenen
DNA iplikleri daha sonraki siklislerde DNA sentezi icin kalip olacaktir. 30 siklisten
sonra hedef dizinin 10° kopyasi elde edilmis olacaktir.

PZR sirasinda kullanitanTaq polimeraz isiya dayanikli bir DNA polimerazdir.
75°C'deki sicak su kaynaklarinda yasayan Thermus aquaticus bakterisine aittir.
Optimum 72°C‘de calisir ve 94°C'de bile stabil kalabilmektedir. Bu nedenle de PZR
icin tercih edilmigtir. Ciinki, her bir siklis degisik suda 3 agamadan olugmaktadir.

1-Denatiirasyon; 94°C'de 5 dakika siirer. DNA 6megi denatiire olarak DNA
ipliklerine ayrilir .

2-Pirimerierin DNA ipligine baglanmasi; 30-65 °C‘de 30 saniye surer.

3-Yeni DNA ipliklerinin sentezi; 65-75°C'de 2-5 dakika siirer.

Bu siklisler 30-60 kez tekrarlanmaktadir (91, 99). Bir ¢cok merkez PZR
teknigini kullanmaktadir.1/10%-1/10® oraninda timér hilcresini gosterebilmektedir.
Nested PZR, Quantitative PZR, RT/PZR gibi farkh uygulama tipleri bulunmaktadir
(90). Bu tez calismasinda Reverse Transkriptaz/PZR (RT/PZR) tekniginden
yararlanimigtir.
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6-Reverse Transkriptaz/Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT/PZR) :

Ozellikle mutasyon taramalarinda kuflanilan bu teknikle cDNA dizileri
gogaltimaktadir. Cahgilacak dokudan mRNA izole edilir v¢ bu mRNA Reverse
Transkriptaz enzimi kullamilarak PZR ile cDNA'ya doénastaralar (79, 91). cDNA
bundan sonraki PZR igin kalip gérevi gérmektedir. Bir gurup arastirmaci RT/PZR adi
verilen bu teknigi, KML hastalarinda bcr-abl flizyon geninin tesbit ve izlenmesinde
kullandi. Materyal olarak genellikle perifer kani kullaniimakia beraber, kemik iligi
aspirasyonu ile de ¢alisilmaktadir. Cahgilacak olan materyalden cDNA elde edilerek
ilk sentez gercgeklestirilirmektedir. Daha sonra PZR amplifikasyonu ile sadece ber-
abl fizyon cDNA dizilerinin amplifikasyonu saglanmaktadir. Cunki normal bireylerde
exonlar ayn ayri kromozomiardadirlar ve ayn transkriptleri bulunmaktadir. Ancak
ber-abl fuzyonu gergeklestiinde RT/PZR igin uygun hedef bdige olusur ve
amplifikasyon gerceklesir (47). RT/PZR tekniginin asamalarini asagidaki gibi
siraltyabiliriz (92);

» Hicrelerden DNA ekstraksiyonu

¢ bcr-abl fiizyon geninin mRNA'sInin izolasyonu ve reverse transkriptaz enzimi ile
hedef cDNA'nin sentezi

¢ Hedef cDNA'nin PZR ile cogaltiimasi

Bu teknikle gok daha hizli, hassas ve spesifik tetkikler yapilabilmektedir. RT/PZR
tekniginde amplifikasyon iki agsamali olarak gerceklestiriimektedir. ilk agamada bcr-
abl translokasyon bélgesi gogaltilir ve teknigin hassasiyeti 10° normal hiicrede 1
tane Ph'(+) hiicreyi bulabilecek sekildedir. Amplifikasyondaki ikinci agamada ise bir
set primer kullanilarak ilk set igindeki artis saglanmaktadir. Bu gekilde hassasiyet
daha da artarak 10°-10° normal hiicre iginde 1 tane Ph'(+) hiicre tesbit
edilebilmektedir (21, 42, 57).
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Il. GEREG VE YONTEM

3.1 GEREC
3.1.1 ORNEK

Bu caligma KML 6n tanisi yada kesin tani konulan [.U.Cerrahpasa Tip
Fakiltesi Hematoloji servisinden merkezimize sitogenetik analiz yapiimasi igin
bagvuran 52 olgu ile yapildi. Bu olgularin 48‘inden sifogenetik analiz yapmak amaci
ile kemik iligi aspirasyon ve RT/PZR yontemi ile ber-abl flizyonunun saptanmasi igin
perifer kani, 4’ inden ise her iki yéntemi uygulamak icin sadece perifer kani alind.
Alinan perifer kanlarinin 72 saatlik lenfosit kilturlerinin yapilmasi gerektigi ve hafta
sonlar kiltdr gikig islemleri yapilamadigindan, bazi olgularda da kiinik nedenlerie
kemik iligi aspirasyonu yapilan tim hastalardan perifer kani alinamadi. Sadece 26
olgudan ayni zamanda, sitogenetik analiz yapmak amaci ile perifer kani da
alinabildi.

Kemik iligi aspirasyonu ve perifer kanlan, sitogenetik analiz yapmak igin
heparinli, ber-abl fizyon geninin variginin RT/PZR yéntemi ile arastiriimasi icin ise
EDTA I alinarak calisildi. Sadece 2 olguda RT/PZR yéntemi ile bcr-abl fizyon
geninin varliginin ‘aragtinimasi igin EDTAh perifer kaninin yanisira kemik iligi
aspirasyonu da alindi. Ancak kemik ili§i aspirasyonunun zor bir iglem olmasi ve
RT/PZR ydnteminin kemik iliginde perifer kaninda oldugu kadar iyi sonu¢ vermemesi
nedeni ile RT/PZR yoénteminin uygulanmasi icin sadece perifer kaninin alinmasina
karar verildi.

Ayni zamanda hastalarin kan ve kemik iligi aspirasyon érneklerinde FISH
teknigi ile ber-abl flizyonlarinin varligi gésterildi.

Boylece merkezimize bagvuran olgularin klinik drneklerinde 3 farkli yontem
ile ber-abl flizyon geni arastirilarak, bu ¢ yéntem kiyaslandi.
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Hastalarin o6zellikleri tablo 3.1'de gésterildi. 21 erkek 31 kadin olgu ile
¢ahisildi. 14 olgudan bir defadan daha fazla tani sonrasi kontrol amagli olarak érnek
alindi. 16-78 yaslan arasindaki olgularin yag ortalamasi 42 dir. Olgu 2, 4 ve 20
digindaki tUm hastalar tedavi 6ncesi merkezimize bagvururken, olgu 2 ve 4 Allokit
sonrast, olgu 20 ise relaps déneminde bagvurdu.
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Tablo 3.1 52 olgunun 6zellikleri

OLGU |YAS [SEX | GELIS ALINAN ORNEK
SEBEBI KEMIK ILIGI | KAN KAN
HEPARINLI |EDTA'LI

Olgu1 (64 E KML (Tani ve takip) + +

Olgu2 [36 K KML (AlloKITve Takip) |+ + +
Olgu3 |26 K KML (Tan ve takip) + + +
Olgu4 |26 [K KML (AlloKITve takip) |+ + +
Olgus (35 K KML (Tani) + +
Olgu6 |42 K KML (Tani) + + +
Olgu7 |19 E KML (Tamni) + + +
Olgus |48 (K KML (Tani ve takip) |+ + +
Olgug |45 K KML (Tam) + + +
Olgu 10 |26 K KML (Tani) + + +
Olgu 11]62 K KML (Tani) + + +
Olgu 12123 K KML (Tani) + + +
Olgu 13 |22 E KML (Tam) + + +
Olgu 1444 (K KML (Tani) + + ¥
Olgu 15|25 K KML (Tami) + + +
Olgu 16 | 27 E KML (Tani) + + +
Olgu 17|78 K KML (Tani) + + +
Olgu 18 (70 E KML (Tani) + + +
Olgu 19 |42 K KML (Tani) + + +
Olgu 20 {33 K KML (Relaps) + + T
Olgu 21 |62 E KML (Tani ve takip) + + +
Olgu 22 | 28 K KML (Tani) + + +
Olgu 23|70 K KML (Tani) + +
Olgu 24 | 33 E KML (Tani) + +
Oigu 25 {43 K KML (Tani) + + +
Olgu 26 |65 E KML (Tami) + + +
Olgu 27 {23 K KML (Tan) + + +
Olgu 28|16 E KML (Tani ve takip) + + +
Olgu 29 | 56 K KML (Tani) + + +
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Olgu 30|39 K KML (Tani ve takip) + + +
Olgu 31|34 K KML (Tani ve takip) + + +
Olgu 32 |68 E KML (Tani) + + +
Olgu 33{35 K KML (Tani) + + +
Olgu34 54 |E KML (Tani ve takip) |+ + +
Olgu 35|32 K KML (Tani) + + +
Olgu 36 |45 E KML (Tani) + + +
Oigu 37 |60 E KML (Tani ve takip) + + +
Olgu 38 |39 E KML (Tani) + +
Olgu 39 (29 K KML (Tam) + + +
Olgu 40 (50 E KML (Blastik + +
déniasim)
Olgu 41|26 E KML (Tani) + + +
Olgu 42 |42 K KML (Tam) + + +
Olgu 43 | 25 K KML (Tam) + + +
Olgu 44 |63 E KML (Tani) + + +
Olgu 45 |68 K KML (Tani) + + +
Olgu 46 |43 E KML (Tan) + + +
Olgu 47 |52 E KML (Tami) + + +
Olgu 48 |27 K KML (Tami) + + +
Olgu 49 |74 K KML (Tani) + + +
Olgu 50 |52 E KML (Tani) + + +
Olgu 51|39 K KML (Tami) + + +
Olgu 52 | 37 E KML (Tani) + + +
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3.1.2 COZELTILER

3.1.2.1Kemik iligi Aspirasyonu Direk Preparasyon ve Overnight
Kiiltiirii igin Kullanilan Cozeltiler

Kiiltiir Medyumu: 100 ml RPMI 1640 Medyum
20 ml Fetal Calf Serum (FCS)
2 ml (200 mM) L-Glutamin
0,2 ml (5000 1U) Penicilin
0,2 ml (0,01 gr.) Streptomisin
Hazirlanan kaltar medyumu vidah kapakl kiltlr tiplerine 5’er ml olacak

sekilde bolinerek kullanilacagi zamana kadar (-20°C’de) saklandi.

Direk Preparasyon icin Kolsemid: 10ug/ml.’ lik gozelti.

Over Night Kolsemid (ONC): Stok kolsemid (1mcg/ml):
1ml kolsemid

9ml RPMI 1640 medyum
ONC (0,02mcg/ml): 1mcg/ml stok kolsemid
5ml khitar ortami

Hipotonik Cézelti: 0.075 M KCI ¢bzeltisi

Carnoy Fiksatifi: Metanol:Asetik asit (3:1)

3.2.1.2 Perifer Kan Kiiltiirii igin Kullanilan Cozeltiler

Kiiltiir Medyumu: 100 ml RPMI 1640 Medyum
20 ml Fetal Calf Serum (FCS)
2 ml (200 mM) L-Glutamin
1,5 mi Phytohemaglutinin (PHA)
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0,2 ml (5000 IU) Penicilin
0,2 mi (0,01 gr) Streptomisin
Hazirlanan kiltir medyumu vidali kapakl kiltiir tiiplerine 5’er ml olacak
sekilde bélinerek kullanifacadl zamana kadar (-20°C’de) saklandi.

Kolsemid: 10 ug/milik ¢ézeiti.
Hipotonik Coézelti: 0,075 M KCI ¢ozeltisi.

Carnoy Fiksatifi: Metanol:Asetik asit (3:1)

3.2.1.3 GTL Bant Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

Tripsin: 0,04 mg Tripsin 100 ml %9’luk NaCl ¢ézeltisi (salin) icinde ¢ozuldl.
Salin: %9’luk NaCl ¢odzeltisi

Tampon: 0,025 M KH,PO, ¢ozeltisi (pH 6,8)

Leishman Boyasi:

Stok gozelti: 0,3 gr Leishman boyasi 200 ml metanol icinde, 70°C’de bir
gece karigtirilarak ¢ézildi.

Kullanim gozeltisi: Boya ¢ozeltisi:tampon (1:5)

3.2.1.4 Fluoresan in Situ Hibridizasyon Cozeltileri

10x PBS (Phosphat Bufferd Saline): 80 gr NaCl
2 gr KCI

14,4 ar Na,HPO,
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1000 ml dH.O'da ¢ézdardlip, pH 7,2’ye HCL ile ayarlandi. 1:10 oraninda
sulandirilarak kullanildi. Cozeltiler oda i1sisinda saklandi.

20xSSC (Standart Saline Citrat): 3 M NaCl
0,3 M Trisodyum Sitrat

1000 ml d H,O'da ¢ézdirilap, pH 7’ye HCI ile ayarlandi. Otakiavlandiktan sonra oda

1sisinda sakland..

2xSSC: 20xSSC'’ nin 1/10 dilisyonu
(0,3 M Nacl, 0,03 M Tri sodyum sitrat)

%10 Tween 20 Cozeltisi: 10 ml Tween 20 (Sigma P-1379) dH,O ile

100ml’ ye tamamlandi. +4°C’de sakland..

4xSSC / %0,5 Tween 20: 5 ml %10’luk Tween 20 ¢ozeltisi
20 ml 20xSSC
d H,0 ile 1000 ml'ye tamamlanarak ve oda isisinda sakiandi.

RNAse A:
Stok ¢ozelti: 10 mg/ml RNAse A
Kullanim ¢ozeltisi: 1ul RNAse A stok ¢ozeltisi
9ul 2xSSC
Preparat basina uygulandi.

Pepsin: 10gr Pepsin
100 mi dH,0, iginde ¢ézilerek , -20°C’de sakiandi.

%70’lik Formamit/2xSSC: 175 ml Formamide
25 mi 20xSSC
d H,0 ile 250 ml’ ye tamamiandi. pH 7’ye HCI ile ayariand..

%50°lik Formamit/2xSSC: 250 m! Formamide

50 ml 20xSSC
dH,0 ile 500 ml'ye tamamlandi. pH 7’ye HCI ile ayarlandi.
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%70’lik Ethanol
%90’k Ethanol
%96’hik Ethanol

FISH Problan: Iki farkli FISH probu kullanildt.

M-bcr/abl (Major Breakpoint) Translocation DNA Probe (ONCOR):

Interfaz nikkleuslari ve metafaz yaymalarinda t(9;22)(q34:q11) resiprokal
transiokasyon sonucu olusan Major ber-abl fiizyon genini iki renkli Fluoresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) ile tesbit eder.

ber geninin (M-ber) bélgesine spesifik digoxigenin igaretli DNA probu ile abl
genine spesifik biotin igaretli probun karisimidir. ber lokusu kirmizi (rodamin), abl
lokusu sar yesil (fluoresan) boyanir.

BCR/ABL1 D-FISH™ Translocation DNA Probe (ONCOR): Interfaz
nilkleuslan ve metafaz yaymalarinda t(9;22)(q34;q11) resiprokal translokasyon
sonucu olugsan Major ve minér ber-abl flizyon genini iki renkli FISH ile tesbit eder. Bu
prob ile her iki derivatif 9 ve 22 numarali kromozom da fluoresan fiizyon sinyali verir.
ber ve abl1 genlerine spesifik direk isaretli problarin karigimidir.

ber probu kirmizi fluorokrom ve abl1 probu da yesil fluorokrom ile direk
isaretlenmigtir. ber lokusu kirmizi, abl1 lokusu yesil ve bcr-abl flizyon geni sari
renkte sinyal verir.

FISH problari (-20°C’ de) saklanr.
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Deteksiyon ve Amplifikasyon Kitleri:

Rhodamine igaretli Anti-Digoxigenin

Fluorescein isaretli Avidin

Rabbit Anti-sheep antikoru

Rhodamine/Anti-Rabbit antikoru

Anti-Avidin antikoru

Fluorescein-igaretli Avidin

Biotin-Digoxigenin Dual color detection kit

DAPI/Antifade (son konsantrasyonu 0,1ug/ml)
DAPI/Antifade (-20°C’de), diger kitler ise (+4°C’de) saklanir.

3.21.5 Reverse Transkriptaz/Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Cozeltileri

Lenfosit izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler:

Histopaq (Sigma1077) (+4°C’de saklanir.)
1xPBS (oda isisinda saklanir.)

mRNA izolasyonunda Kullanilan Gozeltiler:

B Mercaptol etanol

2M NAOAC (Sodyum Asetat) (pH4)
Fenol

Chloroform/isoamyle alkol (24:1)

t RNA soliisyonu

%100’luk etanol

%70'lik etanol

RNA sinli su

Denatirasyon g¢ézeltisi

Denatiirasyon Gozeltisi: 4M GIT
0,025 Na-sitrat
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0,5M Sarkozil (%10’luk)
Na-Sitrat sitrik asit ile pH:7’ye ayarland..

ber-abl Fiizyon Geninin cDNA’sinin Eldesinde Kullanilan Gozeltiler

10 x AMV buffer
d NTP
MgCl,
RNA sin
AMV
Abl3
Hepsi (-20°C’de) saklanir ve buz tzerinde caligilir.

%2’lik Agaroz Jel Elektroforezi Tamponlan

10xTEB (Tris-Borat Tamponu): 0,8M Tris
0,02M EDTA
0,97M Borik asit
pH:7,4 olacak sekilde borik asitle ayarlanir.

6xYiikleme tamponu: %0,25 BIB (bromo fenol blue)
%40 Sucrose
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3.2 YONTEM

Calisma, Istanbul Universitesi, Genetik ve Teratoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi (GETAM) Sitogenetik ve Molekiiler Genetik laboratuarlarinda yapildi.

Calismada kemik iligi aspirasyon érnekleri direk yada overnight kiltar (ONC)
yéntemi uygulanarak ¢aligiidi (94, 78). Perifer kan 6rnekleri ise, Moorhead ve ark.
tarafindan geligtirilen 72 saatlik kiltir ydntemi (97) modifiye edilerek uygulandi.
Hazirlanan preparatlar GTL bant yéntemi ile boyanarak, ISCN 1995'e (65) gbre
degeriendirildi. Ayrica alinan EDTA'lI perifer kami ve kemik iligi aspirasyon
materyalleri RT/PZR yéntemi ve iki renkli problarin kullaniidigi (M ber-abl, Dual
BCR-ABL-1 ,ONCOR) FISH teknigi kullanilarak molekiler sitogenetik teknikleri ile
de bcr-abl fuzyon genlerinin varligi arastiriidi.

3.2.1 Direk Preparasyon

Heparinli kemik iligi aspirasyonu ile ¢alisildi. 5 ml kultir medyumu igine 0,1ml
heparinli kemik iligi aspirasyonu ve 0,1ml kolsemid ilave edilerek, her hasta igin iki
tiibe ekim yapildi. Kaltirler 37°C'lik inkiibatdrde 2 saat inkiibasyona birakiidi. lki
saatin sonunda kditirler sonlandinlarak, kromozom eldesine gegcildi. Bu ydntem
sekil 3.2.1de sematize edildi.

Cuma guni gelen érekler, kaltar ¢ikis! iglemleri haftasonu yapn]amayacagl
igin kiitir yapilmayip, direk preparasyon uyguland..

3.2.2 Over Night Kiiltiir

5 mi kiitir medyumu igine 0,1ml heparinli kemik iligi aspirasyon materyali
ilave edilerek her hasta icin iki tilbe ekim yapildi. Kiitirler 37°C’lik inkibatore
yerlestirildi. Saat 16’da 0,1ml ONC kolsemid ¢bzeltisi ilave edilerek tipler gece
inkGibasyonu igin yeniden inkiibatore kondu. Ertesi giin sabah sekil 3.2.7'de
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anlatildigi hipotonik sok, fiksasyon ve yikama asamalarindan sonra, preparatiar
yayildi.

3.2.3 Perifer Kan Kiiltiiri

5 ml kiltir medyumu igine 0,2 mi heparinli venéz (perifer) kani ilave edilerek,
her hasta igin iki tlibe ekim yapildi. Kulttrler 37°C’lik inklbatére yerlestirilerek, 72
saatlik inkiibasyona birakildi. Kuitarin 70. Saatinde tipler 0,1 mil kolsemid ilave
edilerek, yeniden inkiibatére kaldirildi. 72 saatin sonunda kiiltirler sonlandirilarak,
kromozom eldesine gegildi. Bundan sonraki agamalar sekil 3.2.7'de anlatildigi gibi
uygulandi.

Preparatlarin hazirtanmasi, yaslandiriimas, GTL banttama ve FISH
tekniginin uygulanmasi kemik iligi ve perifer kani lenfosit kaltarierinde ayni sekilde
yaptimistir.

3.2.4 Preparatiann Hazirlanmasi

Lamlar temizlenip, yayma islemi i¢in hazirlands. +4°C’den c¢ikarilan tiipler,
santrifij edilerek Gst sivilan atiidi ve bir kez Carnoy fiksatifi ile yikandi. Santrifgj
ediien tuplerin Gst sivilan atilarak, dipte kalan hiicre pelleti {izerine bir kag damia
fiksatif ilave edildi. Lamlar %50'lik Carnoy fiksatifinden gegirilerek, 2-3 cm
yikseklikten 2-3 damla pellet konuldu. Preparat {izerinden birka¢ damla %50’lik
Carnoy fiksatifi gecirilerek, havada kurumaya birakildi.

Preparatlar kuruduktan sonra 90°C’lik hot plate {zerinde 30 dakika
birakilarak, yaslandinidi.
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1200 rpm devirde 7 dak Santrifiij ve supernatal atilimi
{
7 mi 0.075 M KCI (hipotonik soliisyon) ilavesi(vortex (izerinde)
)
20 dak 37°C’ de inkiibasyon
J
1200 rpm devirde 7 dak Santrifij
ve Ust sivinin atihmi
i
7 mi Carnoy fiksatifi ilavesi (vortex Gizerinde)
+4°C’ de gece bekiemesi
2
3 kez Carnoy fiksatifi ile yikama
\:

preparatlarn yayiimasi

Sekil 3.2.1 Kaltdr sonrasi kromozom eldesi

3.2.5 GTL Bantlama

Preparatlar tripsin ¢ozeltisi icinde 2-15 saniye hafifge galkalanarak tutuldu
(uygun sire her gin igin yeniden denenerek saptandi). Daha sonra preparatlar
sirastyla salin ve tampon ¢ézeltide yikanarak, 3 dak. Leishman boyas! kullanim
¢Ozeltisi ile boyandi. Akan suda calkalanan preparatlar havada kurutuldu ve entellan
ile kapatildi.

3.2.6 Fluoresan in Situ Hibridizasyon (FISH) Protokolleri

Hibridizasyonun yapilacagi gin preparatlar yayilarak, ayni gun igleme
konuidu.
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Preparatlarin Hazirlanmasi:Stoplazma sorunu olan olgularda,
preparatlar RNAse muamelesinden gegcirildikten sonra FISH igin hazirlandilar.
Stroplazma sorununun giderilemedigi bazi olgularda ise preparatlar pepsinle
yikanarak, haziriandi. Bu nedenle her iki ydntem de verilmistir (sekil 3.2.6.1).

1 x PBS'te 30 dak galkalayarak yikama

s
RNA se muamelesi
3 pepsin + 2xSSC'de
2 x SSC'de 30 dak yikama (37°C’de) 30 dak yikama (37°C’de)
$
dehidratasyon

(%70,90 ve96’lik etanol serisinden 2'ser dak gegirme)

Sekil 3.2.6.1 Preparatiarin FISH yontemi igin hazirlanmasi

Denatiirasyon:Preparatiar ve kullanilan iki farkhi prob ayn denatirasyon
protokolleri ile denatiire edildiler.

Preparatlarin Denatiirasyonu: Preparatlar icinde 72°C’'de isitilan %70
formamide/2 x SSC ¢dzeltisi bulunan sale iginde 2 dakika tutuldu. Daha sonra -
20°C’ deki %70, 90 ve 96’lik etanol serisinden 2'ser dakika gegirilerek dehidrate
edildi.

Problarnin Denatiirasyonu: Iki farkli ber-abl translokasyon probu kullanildig

icin farkli iki denatiirasyon protokolll uygulandi.

M-bcr/abl (Major Breakpoint) Translocation DNA Probu: 37°C’de 5
dakika tutularak denatire edildi.
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BCR/ABL1 D FISH Translocation DNA Probu: 37°C’'de 5 dakika tutuldu.
Ependorf tipline ayrilan prob 72°C’de 5 dakika denatiire edildi. Daha sonra 37°C’de
5 dakika tutularak hibridizasyona hazir hale getirildi.

Hibridizasyon:10ul prob hedef alana konularak, 25x25mm’lik lamelle
kapatildi. Etrafi yapistinici ile ¢evrelenip, nemli ve korunakh bir kutuya konularak,
37°C’deki bir etive kaldinldi. Béylece gece boyunca hibridizasyonun devam etmesi
sagland..

Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar:%50 formamide/2 x SSC 6nceden

43°C’ ye, 2 x SSC' de 37°C’ ye getirildi. Bir gece boyunca hibridize olan
preparatiarin lamelleri cikarilarak sirasiyla bu c¢ézeltilerde yikandi. Bu asamadan
(sekil 3.2.6.2) sonra sinyallerin amplifikasyonu gerceklestiriidi. Bu asamalarda
preparatiarin kurumamasina dikkat edildi.

%50 formamide/2xSSC ‘de 3x5 dakika yikama (43°C)
1
2xSSC'de 8 dakika yikama (37°C)
\
4xSSC/%0.5 Tween 20°de 3 dakika yikama

Sekil 3.2.6.2 Hibridizasyon sonrasi yikamalar

Deteksiyon ve Amplifikasyon:Bu asama sadece M-bcr/abl _(Maijor
Breakpoint) Translocation DNA Probu i¢in gegerlidir._ BCR/ABL1 D FISH
Translocation DNA Probu ise deteksiyonu énceden yapilmig, direk prob oldugu igin
bu agama gerekmemektedir. Bu agsamada Rhodamine igaretli Anti-Digoxigenin ve
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Fluorescein igaretli Avidin beraber kullanilarak ugulandi. Bazi olgularda daha hizii
ve pratik olan Biotin-Digoxigenin Dual color detection kiti kullamildi. Her iki
yontemden de s6z edildi (sekil 3.2.6.3, sekil 3.2.6.4).

Boyama ve Gdériintiileme:

15ul DAPI/Antifade (son konsantrasyonu 0,1pg/ml) hibridizasyon bélgesine
konarak, 25x25mm’lik lamelle kapatildi. Preparatlar fluoresan mikroskobunda
inceleninceye kadar +4°C’de karanlik kutu iginde saklandi. Fluoresan
mikroskobunda DAPI/ FITCH/ Rodamine Ggli filtrede preparatin tiim yiizeyi kontrol
edilerek, uygun metafaziar otomatik gériintileme (PS!) sisteminde fotograflandi.
Géruntileme PRETAM genetik laboratuvarinda yapiidi.



30 ul Rhodamine igaretli Anti-Digoxigenin + 30 ul Fluorescein igaretli Avidin ile

37°C’de nemli ve karantk bir ortamda 5 dakika inkiibasyon

{

4xSSC/%0.5 Tween 20°'de 3x2 dakika yikama
\

45ul Rabbit Anti-sheep antikoru ile

37°C’de nemli ve karanlik bir ortamda 5 dakika inkiibasyon

{
4xSSC/%0.5 Tween 20°'de 3x2 dakika yikama

N
45ul Rhodamine/Anti-Rabbit antikoru ile

37°C’de nemili ve karanhk bir ortamda 5 dakika inkiibasyon

\

4xSSC/%0.5 Tween 20°'de 3x2 dak yikama
{

45l Anti-Avidin antikoru ile

37°C'de nemli ve karanlik bir ortamda 5 dakika inkiibasyon

2
4xSSC/%0.5 Tween 20’de 3x2 dak. yikama
{

45l Fluorescein-igaretli Avidin ile

37°C’de nemli ve karanlik bir ortamda 5 dak inkiibasyon
2

4xSSC/%0.5 Tween 20’ de 2 dak yikama

Boyama

Sekil 3.2.6.3 Deteksiyon ve Amplifikasyon
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60ul FITCH-Avidin/Rhodamine Anti-Digoxigenin antikoru ile

37°C’ de nemii ve karanlik bir ortamda 5 dak. inkibasyon

4xSSC/%0.5 Tween 20’ de 3x2 dak yikama

Boyama

Sekil 3.2.6.4 Biotin-Digoxigenin antikoru ile defeksiyon

3.2.7 Mikroskop incelemesi

GTL bantlama yapilan preparatlar, Zeis Axioskop ve Olympus Bx50 ik
mikroskobunda x10’'luk objektifle taranarak, degerlendiriiecek metafazlar x100’luk
immersiyon objektifi ile incelendi. Fotograflar ayni mikroskoptaki kamera ile, yesil-
siyah filtre ve AGFA ORTHO 25(15 DIN) film kullanarak ¢ekildi. Film ve kartlar
(Kentmere Photografic Paper 7x9'/,in), liford Multigrade Developer ve liford Hypam
Rapid Fixer ile prosedirierine uygun olarak banyo edildi.

3.2.8 Lenfosit izolasyonu

Alinan EDTA'l perifer kani ve kemik iliJi aspirasyon materyalinin, Ficoll
Histopaque sedimantasyon gradyent yontemi ile lenfosit izolasyonu gerceklestirildi
ve m RNA izolasyoniari yaptlincaya kadar (-20°C’de) sakland (sekil 3.2.8.1).
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3.2.9 m RNA izolasyonu

Histopaq Ficoll sedimantasyon yontemi ile ayrnilan lenfositlerden, m RNA
izolasyonu gerceklestirildi (sekil 3.2.8.1de lenfosit izolasyonu ile birlikte g6sterildi).

3 ml Histopaq + 3 ml materyal (EDTA'h)
1
1500 rpm devirde 30 dakika santrifiij
y
izole edilen lenfositler + 1 x PBS (toplam 10 ml)
A
1500 rpm devirde 15 dakika santrif;j
2
izole edilenlenfosit + 500 ul denatarleyici ¢ozelti + 5ul B Mercaptol etanol
2
10-15 sn vortex
10 dak. oda isisinda inklibasyon
10-15 sn vortex
0,07 M NAOAC + 500 pl fenol + 200 pl chloroform/ isoamyle alkol (24:1)
\
10-15 saniye vortex
1200 rpm devirde + 4°C’ de 20 dakika santrifijj
A
tuplerin tst sivilan + ayriian sivi miktan kadar chloroform/ isoamyle alkol (24:1)
\:
10-15 saniye vortex
1200 rpm devirde + 4°C’de 10 dakika santrifijj
\
tapteki Gst sivi + 50 ul t RNA solUsyonu + sivinin iki katt % 100’ldk etanol

\
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gece boyu (-20°C’de) bekleme
s

14000 rpm devirde +4°C’de 30 dakika santrifilj

A
pellet + 1 ml %70’lik etanol

s

14000 rpm devirde 10 dakika santrifjj
y

kuruyan pellet + 50 pul RNA sin’li su

Sekil 3.2.8.1 Lenfosit ve m RNA izolasyonu

3.2.10 ber-abl Fiizyon Geninin ¢ DNA Sentezi

Elde edilen m RNA'dan Reverse Transkriptaz yontemi ile ¢ DNA elde edildi.

Primer : abl geni exon a3’ e spesifik Abl3 primeri kullanildi.
AbI3 5 GGTACCAGGAGTGTTTCTCCAGACTG 3’

Reaksiyon ortama: 2 pl 10 x AMV buffer
1 mMd NTP
5 mM MgCl,
0,5 ul RNA sin
0,6 wl AMV
1 ul Abl3
10 pl m RNA

Toplam hacim: 20
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Dongii: 60 dakika 42°C

5 dakika 99°C

5 dakika 4°C seklinde
programiandi.

3.2.11 ¢ DNA’nin 1.PZR ile Amplifikasyonu

ber- abl flizyon genini saptamak amaci ile asagidaki primer dizileri
kullanilarak ilgili gen bélgesi PZR ile gogaltildi. Reaksiyon 25ul’lik hacimde, 30
sikliste geceklestirildi. Reverse transkriptaz reaksiyonu ile elde edilen transkript
PZR ile ¢ogaltildi. bcr-abl translokasyonu olugan &émeklerde amplifikasyon
gerceklesti. Bu asamada 10° normal hilcrede 1 tane Ph'™ i hiicre tespit
edilebilmektedir.

Primer: ber geni exon b1’e spesifik NB1+ ve abl geni exon a3’e spesifik Abl3
primerieri kullaniidi.
NB1+ 5 GAGCGTGCAGAGTGGAGGGAGAACA 3’
AbI3 5 GGTACCAGGAGTGTTTCTCCAGACTG 3’

Reaksiyon ortama: 2.5 ul 10 x Taq buffer
3mM MgCl,
0.08 mMd NTP
0.5 pl AbI3
0.5 ul NB-1
0.3 ul Taq polimeraz
2.5 ul c DNA
15.2 uld H,O

Toplam hacim: 25 pl
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Dongii:

Baslangig; 5 dakika 94°C

1 dakika 94°C

1 dakika 58°C

1dakika 72°C

Sonlanma; 10 dakika 72°C
Dongii sayisi: 30

i.2.12 2.PZR

Bu 2. agsama bir set primer kullamiarak, PZR ile 1 . ampilfikasyon sonucu
elde edilen bdlge iginde ikinci bir gogalma (nested PZR) saglanir. Bu da bu teknigin
hassashgini 10° normal hiicrede 1 Ph"l hiicreye gikarmaktadir.

Burada 3 ayn tiupte reaksiyon ortam olusturuldu. 1. tip ber-abl fizyon geni,
2. tap pozitif kontrol, 3. tiip ise negatif kontrol icin hazirlandi. Elde edilen Grtnler
%2’lik Agaroz gel elektroforezinde yurituldi.

Primer: bcr genine spesifik B2A, abl genine spesifik CA3 primerleri
kullanitarak bcr-abl fiizyon geni tespit edildi (1.tap). Ampiifikasyon sonucu 456 bp’lik
b3a2 veya 385 bp’lik b2a2 translokasyon ariini elde edildi.

PZR reaksiyonunun pozitif kontroli olarak CA3 A2 primerleri kullaniid
(2.tap). Bu primerler 275 bp’lik PZR Uranini verir ve translokasyondaki abl

bélgesinin disindadir.

B2A 5 TTCAGAAGCTTCTCCCTGACAT 3’

CA3 5 TGTTGACTGGCGTGATGTAGTTGCTTGG 3
A2 5 TTCAGCGGCCAGTAGCATCTGACTT 3’
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Reaksiyon ortami: 1. Tiip

2.5 ul
2mM
2mM
0.5 ul
0.5ul
0.3ul
13.7ul
Sul

Toplam hacim: 25l

Déngii: 1. PZR da uygulanan program kuilanildi.

2. Tip

25l
2mM
0.2mM
0.5l
0.5ul
0.3l
13.7 ul
5pul

25 ul

3. Tiip

2.5yl 10 x Taq buffer

2.5mM MgCl,

0.2mM dNTP

0.5ul CA;

05u BA

- A,

0.3 ul Tag polimeraz
13 ul d H,O

- caligilan 6rnek

20 -

3.2.13 Agaroz Gel Hazirlanmas: ve Elektroforez iglemi

%2'lik Agaroz g¢ézeltileri 0.5 x TEB tamponu iginde kaynatildiktan sonra
55°C’ ye kadar sogutuldu. DNA'yi izleyebilimek igin gele son konsantrasyonu
0.5mg/ml olacak sekilde etidyumbromiir eklendi. Agaroz ¢ozeltisi donmadan énce

Uzerine 1 mm kalinhdinda 14 disli tarak yerlestirilen 14 x 11.5 cm boyutlarindaki gel

tabagina dékildi. Gel donduktan sonra iginde 0.5 x TEB tamponu bulunan yatay

elektroforez tankina yerlestirildi.

Ornekler 6 x yiikieme tamponiari ile karigtiniarak, geldeki ceplere yiklendi.

Elektroforez iglemi 100 V-120 V (35-90 mA)'da siirdirildi. Marker olarak 100 bp lik
DNA Ladder Marker kulianildi. Her bir 6rek 1. PZR, 2.PZR ve kontrol oimak (izere

3’ er kuyucug@a yiklendi. Sonuglar U.V. altinda fotograf ¢gekilmek suretiyle izlendi.
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IV BULGULAR

Bu tez calismasina dahil edilen toplam 52 olgunun 48‘inden sitogenetik
analiz yapmak amac: ile kemik ilii aspirasyon ve RT/PZR yéntemi ile bcr-abl
fuzyonunun saptanmasi icin perifer kan materyali alinirken,4’inden ise her iki
ybntemi uygulamak igin sadece perifer kan materyali alindi. Gereg ve yontemier
bélimiinde agiklanan sebeplerden dolayi kemik iligi aspirasyonu yapilan olgularin
26'sindan ayni zamanda, sitogenetik analiz yapmak amaci ile perifer kani da ahnd..
Kemik ili§i aspirasyonu yapilan olgularin tamamina, gere¢ ve yontemlerin yéntem
béluminde anlatildi§i gibi direkt yada over night kaltir (ONC) uygulandi. Ancak 39
olguda sitogenetik analizlerinin sonucu alinabildi. Kemik ili§i aspirasyonu ile ayn
zamanda perifer kan materyalleri de alinan 26 olgu ve sadece perifer kan materyali
alinan 4 olgu olmak tzere, toplam 30 olguda, 72 saatlik perifer kani lenfosit hiicre
kiltarl yapilarak, sitogenetik olarak ¢alisiidi. Galigilan olgularda Ph' kromozomu ile
birlikte diger kromozomal yapi ve sayisal dizensizlikler de arastiriidi. Bu olgulann
sadece 22 sinden sonug alinabildi.

Kemik ili§i aspirasyonu yapilan 21 olguda 1(9;22), Ph(+) bulundu. Bu
olgulardan 11’inin perifer kan lenfosit kiltorlerinden, sadece 1 olguda 1(9;22)
gozlenirken, 2 olguda Ph(+)/Ph'(-). Mosaizmi, 5 olguda Ph'(-) tesbit edildi.

Kemik iligi aspirasyonu yapilan 16 olguda 1(9;22) gézienmediginden Ph'(-)
olarak degerlendirildi. Bu olgulardan 9'u her iki materyalin de alindigi olgular olup,
7’sinin perifer kani lenfosit kilturlerinde de Ph'(-)'li hiicreler tesbit edilirken, 2 olguda
deg@erlendirilecek metafaz bulunamadi. Bu sonuglann disinda, tani ve takip nedeni
ile farkh zamanlarda olmak {izere 3 kez materyal alinan olgu 3’0n ilk kemik iligi
aspirasyon materyalinde Ph'(+) bulunurken, sonraki 2 materyalinde de Ph'(-)
bulundu. Uglincii kemik iligi aspirasyonu materyali ile ayni zamanda alinan perifer
kani lenfosit kiitiirinde de Ph'(-) sonug alind..

Kemik iligi aspirasyonu yapilan 2 olguda ve perifer kan lenfosit kaltirQ
yapilan 2’ si yukarida anlatilan olmak Gzere toplam 4 olguda Ph'(+)/Ph’(-) mosaizmi
gézlendi.

72



Kemik iligi aspirasyonu yapilan sadece 1 olguda endorediiplikasyon (end),
bir olguda da premature sentromer ayriimasi (pcd) gozlenirken, Ph' kromozomu
agisindan degerlendirilemedi.

9 kemik iligi aspirasyonu yapilan olgu ile 9 perifer kani lenfosit kiltirt yapilan
olguda sitogenetik inceleme yapilabilecek hiicreye rastlanimadigindan, Ph'
kromozomu ve dijer kromozomal dizensizlikler agisindan degeriendiriiemedi. Bu
olgulardan sadece 2’si ayni olgulardir.

Kemik iligi aspirasyonu ve perifer kani lenfosit kiltirl sitogenetik analiz
sonuglari daha ayrintilh bir sekilde tablo V.1 de, iki ayri tablo haline getirilmigtir.
Tablolar karsilastiriirken kolayhk olmasi amaci ile tek baslk altinda ve ayn
sayfada gosterilmistir
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Tablo 4.1 Kemik iligi aspirasyon materyali ve perifer kani lenfosit kilturinden elde

edilen sitogenetik analiz sonugclan.

Kemik ili§i aspirasyon materyali

Perifer Kan Lenfosit Kiiltiirii

Olgu |Metefaz | Sitogenetik Bulgu Olgu Metefaz | Sitogenetik Bulgu
Sayisi Sayisi
1* 36 46,XY.1(9;22)[34)/ 46,XY[2] 1
* 15 46, XY 1(9;22)[15] il 5 48, XY 1(9;22)[1V 46,XY[3)/
end[1]
2* 9 46,XX[9] 2
bt 16 46,XX[16]
i 48 46,XX[37]/Polipliodif11]
i 19 46 XX[19] e 20 46,XY[20]
3* 8 46,XX, $(9;22)[8] 3 '
i 30 45 XX,-12[3)/ 45,XX,-14[4)/
46,XX[23]
- 1 46,XX[1] 20 46,XX[20]
4* 20 46 XX[20] 4e
> 20 46,XX[20]
5 19 36~46,XX, #(9;22){15}/ S5e
88~92 XXXX, 1(9;22)x2[4]
6* 9 46, XX, 1(9;22)[9] 6* 10 46, XX[10]
s 3 46,XX, #(9;22)[3]
7 15 46,XY, t(9;22)[11Y 7e
46,XX, add(4p), 1(9;22)[4]
8* 50 46,XX, 1(9;22){50] 8e
s 5 46,XX, t(9;22)[4)/end[1]
9 22 46,XX, 1(9;22)[22] Qe
10 3 End[3] 10
11 23 486 XX, i(17q)[15} 46, XX[2}/ 11e
poliploidi{4])/ end[2]
12 44 46,XX[30)/poliploidi[12)/ 12e
end[2]
13 2 46,XY, 1(9;22)[2] 13 e
14 5 46,XY, 1(9;22)[5] 14 ¢
15 14 45 XX ,-17, $(9;22)[3Y/ 16 e
45 XX, -21, 4(9;22)[3V
46,XX, 1(9;22)[6)/ end[2]
16 1 46,XY, 1(9;22) 16 18 46, XY[14) klonal olmayan
sayl diizensizlikleri [4]
17 20 46,XX[17]/ poliploidi[3] 17 e
18 10 46,XY,add(18p)[4)/ 18 e
46 XY del(12)(porq)[2V/
46,XY,del(5)(q14923)[2}/
kional olmayan sayi ve

yapisal dizensizlikler [2]
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19 6 46,XX,1(9;22)[5)/ 46,XX[1] 19
20* - - 20 e
> 1 46,XX, 1(9;22)
21" 16 46,XY[16] 21+ 2 46,XY[2]
* 8 46, XY[2)/ poliploidi  [3)/ > 7 46,XY[7]
klonal olmayan sayr ve
yapisal duzensizlikler [3]
22 2 pcd[2] 22 12 46,XY,49;22)[ 7} 46,XY[5]
23 * 23 - -
24 * 24 » 16 46,XY 1(9,22)[4]/ 46,XY[12]
25 12 46,XX,1(9;22)[12] 25 - -
26 14 46,XY,[14] 26 17 46 XY[17]
27 3 46,XX, 1(9;22)[3] 27 20 46,XX[20]
28* - - 28
b - - b 20 46,XY,del(5)(p14)[1V/
46 XY[19]
29 11 46,XX[8]/ tetraploidi[3] 29 - -
30" - - 30
i 17 46,XX, 1(9;22) i - -
b 16 46,XX, t(9;22) [3V
43,X,-X,-8, 17, §(9;22)[{1}/
41,XX,-3, -9, -13, -15, -21,
-22, 1(9;22) [1) 46,XX [6] /
ped [5]
31* 7 46 XX 31e
i 7 46 XX [5]
46,XX [4}/ klonal olmayan
sayisal diuzensizlikier[3]
32 - - 32
33 20 46,XX[20] 33 1 46,XX,del(18q)
K7 - - 34 3 46,XY, 1(9;22)[3]
i 17 46, XY 1(9;22)[13}/ > 50 46 XY 1(9;22)[1)/ 46,XY [43)/
kional olmayan sayisal kilonal olmayan sayisal ve
dizensizlikler,t(9;22)[4] yapisal dizensizlikler,
Ph(-)[6]
35 - - 35 6 46, XX
36 - - 36
37* 4 46,XY,1(9;22)[4] 37" 1 46,XY,1(9;22)
bt 12 48 XY, 1(9;22)[8)/
klonal oimayan sayi
ve yapisal
dizensizlikler ,1(9;22)[4]
38 = 38 * 6 46,XY[6]
39 20 46,XX [20] 39 20 46,XX[20]
40 = 40 * - -
41 - - 41 30 47 XX, +21[1)/ 46,XX[29]
42 11 46, XX.4(9;22)[11] 42 20 486,XX[20]
43 - - 43e
44 11 46, XY 1(9;22)[11] 440
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45 40 48 XX[20)/ 47, XX,+8[3)/ 45 20 46,XX[15)/ end[1}/ poliploidi
end [6)/poliploidi [1] [1)/ klonal oimayan sayi ve
yapisal
duzensizlikler [3]
46 18 46, XY[11)/end[1) 46e
poliploidi[5]/ ped [1]
47 2 35,XY,-3,-6,-7,-8,-10,-11, a7 - -
-16,-17,-18,-20,-20[1)/
ped[1]
48 10 46,XX[10] 48 21 46,XX[13}/ klonal olmayan
say! dizensizlikleri [8]
49 - - 49 - -
50 - - 50e
51 1 46 XX 1(9;22)[1] 51 14 46,XX[14]
52 - - 52 - -

* Materyalin ilk alinigl

o 2. °
e 3 -
e 4 °

* Bu olguda sadece perifer kani alindi

e Bu olguda perifer kan lenfosit kiltri yapiimadi

end Endorediiplikasyon
pcd Premature sentromer ayriimasi
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Caligilan 52 olgunun tamamindan perifer kani alinarak, RT/PZR yontemi ile
ber-abl fluzyon geninin varli§i arastiriimigtir. Bu olgulardan ikisinde ayni zamanda
kemik iligi aspirasyonuna da bu yéntem uygulanmigtir. Ancak gere¢ ve yéntemde
anlatilan nedenlerie diger olgularda uygulanamamistir.

Cahsilan olgularin 49’ undan sonug alinirken, 3 olguda sonug¢ alinamamigtir.
31 olguda bcr-abi fiizyon geninin varligi bu yontemle gésterilmistir. 18 olguda ise
ber-abl flizyon geni tesbit edilmemigtir.

Calisilan bu olgulann RT/PZR sonuglan ile Ph'(+) hiicrelerin aragtirnidign
sitogenetik analiz sonuglan karsilagtinlarak, Ph' (-) bulunan, ancak RT/PZR yéntemi
ile ber-abl flizyon geninin tesbit edildigi olgulara ber-abl flizyon genine 6zgi DNA
problarinin kullanildi§i, FISH yéntemi uygulanarak bcr-abl flizyonunun bu yéntemle
de gosterilmesine karar verilmigtir. 18 olguya FISH yontemi uygulanip, 13 olguda
sonuc¢ alinmistir. Kemik iligi aspirasyonu yapilan 11 olguda FISH teknidi uygulanip,
ber-abl flizyon geni arastinimistir. Sonu¢ alinan 8 olgunun 7’ sinde bcr-abl flizyon
genine 6zgli DNA problari ile fiizyon sinyali tesbit edilirken, 1 olguda fuzyon sinyali
gorulmemigtir.Perifer kan lenfosit kiltirl yapilan 7 olguda FISH teknigi ile ber- abl
fuzyon geni arastiriimigtir. Bu olgulardan 4'GUnde bcr-abl flizyon geninin varhg:
gosterilirken, bir olguda Ph'(+)/Ph'(-) sonug tesbit edilmistir. Ph'(+) olgulardan 2’ si
kemik iligi aspirasyonu yapilan olgularla ayni olup, digerieri farkl olgulardir.

Bu iic yontemin uygulanmasi ile elde edilen sonuglar, galigilan materyallere
gore iki ayn tablo haline getirilerek, fablo /V.2 de gosterilmigtir. Tablolarda
sitogenetik analiz sonuglari, diger yontemlerle sadece bcr-abl fiizyonunun varligi

kolaylik oimasi amaci ile tek isim altinda ve ayni sayfada yer almaktadir.

S PR
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Tablo 4.2 Kemik ili§i aspirasyon ve perifer kani materyalinde ¢ farkli ydontem

uygulanarak elde edilen sonuglar.

Kemik iligi aspirasyonu Perifer kani lenfosit kiiltiiri
1Olgu |Ph RT/PZR | FISH [Olgu  [Ph RT/PZR FISH
1* [343(+)/ 1* .
(N2
** (+) - [11(+)/ |b2a;
(131

2 * (_) 2 * PY

=0 e

=) -

w0 N [T €
3* (+) 3* . b, a,
ek (_) wede P

bl () ber-abl (+) - @) b, a,
4+ ) 4 * . bs; a;
= 1)

5 *) 5 . (@)
6" +) 6* ) b, a, ber-abl (+)
bl (+) bl . b a,
7 ) 7 . b, @,
8* (+) ber-abli (+) 8* D -)

b ) bl . ()

9 () 9 . bs a,
10 [ 10 . b a;
11 ) 11 o {-)
12 () 12 o (-)
13 (+) 13 ° b, a,
14 +) 14 . b, a,
15 +) 15 . b, a,
16 (*) 16 () @)
17 ) ber-abl (-) 17 . -)
18 () 18 ° (-)
19 &) 19 . boa,
20 (+) 20* . ()
21 1() 21 ) )

- () bl ) ()
22 v 22 [71+)  |bza;

(@]t
23 * 23 %] (-)
24 * 24 [43(+)/ b, a,
(M12]

25* +) 25* %] b, a,
26 () 26 @) (@)
27 (+) 27 ) %)
28 * 7] b, a, 28" . b, a,
b %] ber-abl (+) - 7]

il %)

29 (-) 29 %) %)
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30* %] 30* . b, a;
ke (+) ik * b, a,
31 o) ber-abl (+) 31 . %)
hial ()
32 1% 32 [ b, a,
33 (<) ber-abl (+) 33 () b, a, ber-abl (+)
34" %] 34* (+)
" (+) = Ny (bra;
(-)149]
i (@)
3B |2 35 Q b, a,
% |o 36 . )
37* |(+) 37* (+) b; a;
- ()
38 * 38 - bs a; ber-abl (+)
39 ) 39 ) @)
40 * 40 (% bo a,
41 |2 41 ) B
42 ) 42 () bya,
43 %] 43 ° b, a,
44 (+) 44 o bs @,
45 () 45 (-) b, a, ber-abl (+)/(-)
46 (-) 46 . ()
47 O ber-abl (+) 47 ) b, 3 bor-abl (+)
48 ) 48 ) )
49 (%) 49 (%] b, a,
50 ) 50 . )
51 (*) 51 () b; 2,
52 %) bz s 52 %) b, a,

* Materyalin ilk alinigi

oo 2. *
*hk O 3- “

ek 4 °

* Bu olguda sadece perifer kani alind

¢ Bu olguda perifer kan lenfosit killtlirG yapiimadi

& Bu olguda sonug alinamadi

0/ V Bu oilguda sadece endoreduplikasyon (end)/ pcd gérildu
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Sekil 4.1 46,XY karyotipine sahip bir olguya ait metafaz ve karyogram 6rnegi
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Sekil 42 Ph'(+) bir olguya ait metafaz plagi ve karyogram ornegi

46,XX,1(9;22)(q34:911).
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Sekil 4.3 Ph'(+) bir olguya ait metafaz plagi ve karyogram oérnegi
46,XY,1(9,;22)(q34;q11)
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Sekil 4.4 Ph' (+) bir olguda tetraploid metafaz ve karyogram 6rnegi
88 XX,-X,-X, 1(9;22)(q34,q22)x2,-20
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Sekil 4.5 Bir olguya ait endoreduplikasyon érnegi

84




Sekil 4.6 FISH yéntemi uygulanan Ph' (=) bir olguya ait interfaz érnegi

Sekil 4.7 FISH yéntemi uygulanan Ph'(-) bir olguya ait metafaz 6rnegi




b

Sekil 4.8 Ph' (+)/Ph'(-) bir olguya ait interfaz ve metefaz 6rnegi
a; Ph' (+) interfaz b; Ph' (-) metafaz
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Sekil 4.9 Ph'(+) bir olguya ait interfaz FISH 6rnegi
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Sekil 4.10 Ph' (+) bir olguya ait interfaz ve metafaz 6rnegi
» Ph' kromozomu
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Sekil 4.11 RT/PZR ile ber-abl fuzyonunun belirlenmesi
1-Molekil agirhg standarti (100 bp ladder)
3,6,9- Translokasyon PZR'i ; 3, 9: ber-abl (+), 6: ber-abl (-)
4,7,10-Kontrol PZR"1
2,5,8-1.PZR
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V. TARTISMA VE SONUC

Hicrelerin kontrolsiiz olarak biyimesi ve ¢ogalmas: sonucu ortaya gikan,
tum kanser tiplerinde cesitli genetik degisimler tesbit edilmektedir. Hemopoetik
sistem kanserlerinden olan l6semilerde, olusan kromozomal degisikliklerin analizi;
I6seminin tipinin dogru olarak belilenmesi, remisyon ve relaps durumlannda
hastalifin prognozunun anlasiimasi ve minimal residual hastaliklarin hicre
seviyesinde takibinde yardimci oimaktadir. Lésemi alt grublarindan biri olan Kronik
Myeloid Lésemi (KML) spesifik bir kromozom anomalisi ile tanimlanan ilk kanser
tipidir. 9 numarali kromozomun q34 bandi ile 22 numarali kromozomun g11 bandi
arasindaki resiprokal translokasyon t(9;22)(q34;911) sonucu olusan Philadelphia
kromozomu (Ph’), ber-abl fiizyon genine sahiptir (37, 13, 30) .

KML olgularinda Ph' kromozomunun tesbiti igin birkag yontemsel yaklasim
vardir. En yaygin kullanilan yéntem, kromozom anomalilerinin sitogenetik analizi ile
tesbit edilmesidir. MRD’lerin tesbit edilimesinde de siklikia kullanilir. Tipik sitogenetik
relaps, hematolojik relapstan 6nce ortaya ¢ikmaktadir. Ancak hassasiyeti dustktar
(%1-5) ve sinirh sayida metafaz galisiidig icin, residual hastalk tasiyan hiicreler
gbzden kacabilmektedir. Yine de sitogenetik analizinin giivenilirligi, Southern Blott
ve benzeri teknikler, flow sitometri veya imminolojik markeriarin olglldaga
tekniklerden daha dusiik degildir. Molekler sitogenetik teknikleri (FISH) ¢ok sayida
hiicrenin (>500) analizine izin vermektedir. 1/10° maling hicre yakalama
hassasliina sahiptir. Ancak bu tekniklerdeki yanlis negatiflik, tanida ve relaps riski
tasiyan hastalarda riskli olabilmektedir. Bir cok merkez, hassashd daha yiksek
oldugu igin ber-abl fizyonunun varifinin gésteriimesi ve MRD'lerin tesbitinde PZR
yontemini segcmektedir. RT/PZR teknigi ise ¢ok daha hassas bir yontemdir. 10°-10°
hicre popilasyonunda 1 maling hiicre (teorik olarak) tesbit edebilme yetenegine
sahipti. Remisyonda gérillen hiicrelerde klinik relapsin tesbitinde 6nemli rol
Ustlenmektedir. Kemik iligi nakli sonrasi hastanin izlenmesi, relapsin erken safhada
yakalanmasi agisindan gok 6nemli olmaktadir. Yine kemoterapi alan hastalarda
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remisyonun gergek olup olmadiginin tesbiti bu tekniklerin glvenilirligine badh olarak
mumkiin olmaktadir. Dolayisi ile taninin konmasi, MRD'nin tesbiti, hastaligin
prognozunun izlenmesi ve relapsa girdiginde tedbirlerin alinmasi igin oldukca
énemlidir Sitogenetik analiz ve molekiler genetik teknikieri ile arada képri gérevi
géren molekiler sitogenetik teknikleri KML olgularinda birbirini tamamlayan tam
yontemleridir. (53, 21, 75,90, 104, 57).

Biz de bu tez calismasinda merkezimize refere edilen KML olgularindan
elde edilen kemik iligi aspirasyonu ve perifer kani materyalinde, GTL batlama teknigi
ile sitogenetik analizleri yapilarak Ph' kromozomunun gésteriimesi, bcr-abl
transiokasyon DNA problarn kullanilarak FISH teknidi ile interfaz ve metafazlarda
ber-abl fiizyonunun tespit edilmesi, RT/PZR ydntemi ile ber-abi fiizyon geninin
variginin ortaya cikartilmasi ile elde edilen verilerin materyal ve teknik agidan
karsilastiriimasini amagladik.

Bu tez galigmasi dahil edilen toplam 52 olgunun 48‘inden sitogenetik analiz
yapmak amaci ile kemik iligi aspirasyon ve RT/PZR yéntemi ile ber-abl fiizyonunun
saptanmasi igin perifer kan materyali alinirken, 4’inden ise her iki y6ntemi
uygulamak igin sadece perifer kan materyali alinarak gahsildi. RT/PZR yénteminin
uygulanabilmesi igin alinan materyalin EDTA’l, sitogenetik analizleri yapilacak
perifer kanlarinin ise heparinli alinmasina dikkat edildi. Perifer kanlannin 72 saatlik
lenfosit hiicre kaRtlrleri yapildi. EDTAh kanlann lenfosit hiicre kulturlerinin
yaplimasina caligildi, ancak bagarii sonu¢ alinamadi. Bu nedenle g¢aligilacak
olgulardan aymi anda G¢ farkh materyalin alinmasi gerekti. 72 saatlik hicre
kaltrandn kaltar sonrasi islemlerinin haftasonu yapilamamasi ve Gic materyalin de
ayni zamanda alinmasinda karsilagilan zorluklardan dolay: kemik iligi aspirasyonu
yapiian olgularin ancak 26’sindan ayni zamanda, sitogenetik analiz yapmak amaci
ile perifer kani da alinabildi. Kemik iligi aspirasyonu yapilan olgularin tamami,
merkezimize gelis zamanina gére direkt calisildi yada over night kiltir (ONC)
yapiidi. 39 olguda sitogenetik analizlerin sonucu alinabildi. Kemik iligi aspirasyonu
ile ayni zamanda perifer kan materyalleri de alinan 26 olgu ve sadece perifer kan
materyali alinan 4 olgu olmak lzere, toplam 30 olguda, 72 saatlik perifer kani
lenfosit hiicre kuitiirl yapilarak, sitogenetik olarak galigiidi. Bu olgulann sadece 22
sinden sonug alinabildi. Kemik iligi ve perifer kam materyallerinde yapilan
sitogenetik incelemelerde, olgulann klinikk durumlanna, aldikian tedaviye,
merkezimize gelis kosullarina ve laboratuvarimizdaki teknik sebeplere bagh olarak
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degerlendirilecek kalitede metafaz plakiarina rastlanilmadigi gibi hi¢ metafaz
olmayan olgular da tespit edildi. Merkezimize tani ve takip nedeni ile 3 kez gelen
olgu 28in tim kemik iliji aspirasyon materyalinde sitogenetik olarak hi¢c sonu¢
alinamazken, sadece tg¢iinci kez alinan perifer kan materyalinden sonug alabildik.
Burada olgunun klinik durumu kadar aldigi tedavinin de sonug¢ alinamamasinda etkili
oldugunu dusindik. Kiinik tabloya badh olarak yada alinan gugli kemoterapi
sonrasi mitoz sayisinin distiiga ve goérilen az sayidaki metafazlarda da disik bant
kalitesi sonucu yeterli sitogenetik inceleme yapamadigindan s6z eden galismalara
rastladik (71, 93, 102, 34, 89)
Calisilan olgularda Ph' kromozomu ile birlikte diger kromozomal yapi ve sayisal
dizensizlikler de aragtiniidi. Bazi kromozomal yapi ve sayisal dizensizlikier
hastaligin ilerlemesi ile birlikte ortaya c¢ikmakta ve prognoz hakkinda bilgi
vermektedir. Bu grup iginde i(17q), +8, +19, +21 ve ikinci Ph kromozomu 6zellikie
KML olgularinda blastik fazinda Ph' kromozomuna ek olarak gériilen en belirgin
sitogenetik bulgulandir ve hematolojik belirtilerden &nce ortaya cikar. 17p13 te
bulunan p53 timér baskilayici genindeki (Tp53) mutasyonun yada kaybin bir ¢ok
tamér tipinde géraldagi icin, kanser gelisiminde énemli bir genetik degisiklik olarak
kabul edilmektedir. i(17q)’da bu bélgenin kaybi s6z konusudur. +8'de 8q34 te
lokalize olan c-myc protoonkogeninin artisi ve c-myc mRNA’sinin artan
ekspresyonunun KML’de énemli rol oynadig: dusiiniimektedir(25, 52, 16,33).. Biz
de calisgmamizda ikinci Ph kromozomu disinda diger diizensizlikleri tesbit ettik. Olgu
11de sitogenetik analiz sonucu i(17q) bulundu. Ayni sekilde olgu 45°de buldugumuz
+8 olgu 41'de tesbit edilen +21 tek metafaz alaninda gériiimekle birlikte KML blastik
fazda nadir goriilen bir bulgu oldudu icin rapor edildi Olgu 2 ve 12'de sayillamayacak
kadar gok kromozom igeren poliploidili, olgu 10’da sadece endereduplikasyon, olgu
22’de sadece pcd ve olgu 29'da ise tetraploidili metafaz alanlanni gézlemledik. Bu
dizensizlikier neoplazi olgularinda sik rastianiimakta ve béliinme hatalarina bagh
olugsmaktadir (80,66). Klinik dnemi olan bu sitogenetik bulgular bu yéntemin énemini
ve vazgegilmez oldugunu géstermektedir. Yéntem kiyaslamasi yapan bagka galisma
gruplan da sitogenetik inceleme yéntemlerinin ©6neminden sbzetmekte ve
kullaniimasina devam edilmesi gerektigini bildirmektedir (15, 93, 92).
Calismamizdaki baz1 olgularda tani ve takip nedeni ile degisik zamanlarda
m ateryal alisi tekrarlandi. Her materyalden elde edilen sonugiar ayn degerlendirildi.
Kemik iligi aspirasyonu yapilan 21 olguda (olgu 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 13, 14, 15,
16,19, 20, 25, 27,30, 34, 37, 42, 44, 51), sitogenetik inceleme sonucu t(9;22), Ph(+)
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bulundu. Bu olgulardan, olgu1 de iki kez kemik iligi aspirasyonu yapildi ve ik
alinigta [34]Ph(+)/Ph(-)[2] bulunurken, ikinci alinista tim sahalarda Ph(+)gozlendi.
Tanmi ve takip nedeni ile farkli zamanlarda olmak tizere 3 kez materyal alinan oigu
3un ilk kemik iligi aspirasyon materyalinde Ph'(+) bulunurken, sonraki 2
materyalinde Ph'(-) bulundu. Ugiincii kemik iligi aspirasyonu materyali ile ayni
zamanda alinan perifer kani lenfosit kltiirinde de Ph'(-) sonug alind:. Burada ki Ph'
kromozomunun kaybinin aldigi tedavi sonucu oldugu disantldi. Bu olgularin
perifer kani lenfosit kiiltirlerinden sadece olgu 37 de Ph' (+) tesbit edildi. Olgu 1'in
ilk ve olgu 34'Gn ikinci kemik iligi aspirasyonu yapildigi zaman alinan perifer
kanlarinda Ph' (+)/Ph'(-)mosaizmi gézlendi. Olgu 6,16,27, 42 ve 51'de perifer kani
lenfosit kiltarlerinde Ph(-) bulundu. Olgu 25 ve 30’dan alinan kemik iligi aspirasyon
materyalinde sitogenetik inceleme yapilarak Ph' (+) bulundu, ancak yapilan 72
saatlik hicre kilturinde sitogenetik degerlendirme yapilamadi. Kemik ilidi
aspirasyonu yapilan olgu 5, 7, 8, 9, 13, 14, 15, 20 ve 44’de ise perifer kani
alinamadt. Ph(+) bulunanan bu 21 olguda RT/PZR yéntemi ile ber-abl flizyon genini
arastirdigimizda, olgu1,3, 6, 7, 9, 13, 14, 15,19, 25, 30, 34, 37, 42, 44 ve 51'nin
bulundugu 16 olguda bcer-abl fiizyon genini tesbit ettik. RT/PZR sonuglan ile kemik
iligi aspirasyon materyalinde yapilan sitogenetik inceleme sonuglari uyumiu cikti.
Yapilan farkh cahigmalarda da Ph'(+) olgularda sitogenetik, FISH ve RT/PZR
yontemierinin ayni derecede guvenilir olduklar rapor edilmektedir (34,89,
).-Sadece 4 olgu da (olgub, 8, 16, 20) RT/PZR yoéntemi ile ber-abl fizyonu tesbit
edilemedi. Bu olgulardan olgu 8'de FISH teknigi ile bcr-abl flizyon geni gosterildi.
Olgu 16 da ise sadece kemik iligi aspirasyonunda Ph(+) bulunup, perifer kaninda
yapllan sitogenetik inceleme ve RT/PZR yontemleri ile bcr-abl flzyonunun
gosterilememesi Ph'(+) hiicrelerin heniiz kan dolagimina gegmemis olabilecegini
distindirdi. Olgu 20 de ise sitogenetik inceleme sonucu Ph'(+) bulunurken,
RT/PZR yoéntemi ile bcr-abl fiuzyonu (-) bulundu. Bu ¢ oiguda bcr-abl fiizyon
geninin godsterilememesinin bir dijer sebebi olarak da fizyonun kullandigimiz
primerierin tanimadigi bir bagka noktadan olabilecegini disindik. Olgu 27 de ise
laboratuvar sartlarindan kaynaklanan teknik bir sorun nedeni ile RT/PZR sonucunu
alamadik.

Kemik ili§i aspirasyonu yapilan olgu 2, 4, 11, 12, 17, 18, 21, 26, 29, 31, 33,
39, 45, 46, 47 ve 48'in bulundugu toplam 16 olguda, sitogenetik inceleme sonucu
Ph(-) bulundu. Olgu 2, 21,26, 33, 39, 45 48'in bulundugu toplam 7 olgunun perifer
kani lenfosit kiiltiriinde de Ph(-) bulundu. Olgu 29 ve 47°de ise perifer kani alindi
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ancak sitogenetik inceleme yapilabilecek hicreye rastlaniimadi. Diger olgular ise
sadece kemik iligi aspirasyonu yapilan olgulardir. Bu olgularda RT/PZR yéntemi ile
ber-abl fizyon genini arastirdigimizda, olgu 2, 11, 12, 17, 18,21, 26, 39, 46 ve 48’
de sitogenetik inceleme ile uyumiu sonug¢ alindi. Olgu 17'ye FISH teknidi de
uygulandi ve diger yéntemlerle uyumlu olarak bcr-abl fiizyonunun oimadi§ tesbit
edildi. Olgu 4, 33, 45 ve 47'de ise RT/PZR yontemi ile ber-abl flizyon geninin varlig
tesbit edildi. Olgu 33 ve 47'de FISH teknigi uygulayarak RT/PCR yéntemi ile aym
sonucu bulduk. Olgu 29 ve 31'de RT/PZR yéntemi ile sonu¢ alamadik. Olgu 31 ve
olgu 45’e ayni zamanda FISH yéntemi de uygulandi. Olgu 31’de bcr-abl fiizyonu
gbzlenirken, olgu 45'de ber-abl fiizyonunu tasiyan ve tagimayan hicrelerin oldugunu
tesbit ettik. Bu sonuglar bu olguiann prognozunun takibinde 6nem tasimaktadir.
Burada FISH yénteminin RT/PZR yénteminden daha avantajh oldugu gérld. Ph'(-)
bulunan olgu 4 de Ph'(+) RT/PZR sonucunu dogrulamak amact ile FISH yéntemini
uygulamak istedik ancak deneyimiz metafaz kalitesinin ¢ok digik olmasi ve
gézlenen stoplazma kalintilarina bagh olarak hibridizasyonun gergeklesememesi
sonucu basarisiziikla sonuglandi. Bu olguda FISH sonucu veremedik. Bir ¢ok
olgumuzda benzer sorunlarla karsilastik. Bu sorunlar 6zellikle tOmor dokularinda
gérualmektedir ( 80,94). Olgu 23, 24, 38 ve 40da klinik nedenlerle sadece perifer kani
alinarak 72 saatlik lenfosit kiitiri yapildi. Olgu 23 ve 40'da degerlendirilecek
metafaza rastlanilmadi. Olgu 38'de Ph'(-) tespit edilirken, olgu 24'de ise
Ph'(+)/Ph'(-) mozaismi géziendi. Sonu¢ alinamayan olgu 23'de RT/PZR yontemi ile
ber-abl flizyonunun olugsmadigi tesbit edildi. Olgu 24, 38 ve 40'da RT/PZR yéntemi
ile ber-abl fiizyon geninin varhigi belirlendi. Olgu 38’e FISH yéntemi de uyguland: ve
RT/PZR yontemi ile uyumlu olarak ber-abl fiizyonu gosterildi.
Sitogenetik inceleme ve RT/PZR yontemi ile alinan sonuglar istatistiksel olarak
karsilagtiriidiginda Ph'(+) olgularda 2 yontem biribiri ile uyumlu gikarken, Ph'(-)
olgularda RT/PZR’in sitogenetik incelemeye gore daha uygun bir teknik oldugu
Kappa testi ile (Kappa: 0,505 p<0,01) yapilan Istatistik hesaplamalar sonucu
ispatiandi. Yapilan degisik calismalarda 6zellikle Ph'(-) olgularda RT/PZR
yonteminin Gstinligd rapor edilmigtir. Aynca bu ¢alismalarda molekiiler teknikler
icinde en hassas ve givenilir ydntem olarak RT/PZR yontemi bildirilmektedir ( 73,
82, 47, 12,35).

Ayni sekilde FISH teknigi ile RT/PZR ydntemini de karsilagtirmak istedik.
Ancak olgu sayisinin az olmasi nedeni ile RT/PZR ve FISH yontemi istatistik olarak
karsilagtirilamadi. Bununla birlikte iki yontemin birbiri ile uyumiu oldugu, baz
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durumlarda da RT/PZR yéntemine gére daha g¢ok avantaj sagladigi goézlendi.
Benzer sonuglara,degisik yazarlar tarafindan yayinianan literatlirlerde de rastiadik.
Farkl arastirma gruplar tarafindan yapilan ¢alismalarda sitogenetik olarak Ph'(-)
olgularda, uygulanan FISH ve RT/PZR yéntemleri ile bazi Ph'(-) olgularin becr-abl
fuzyon genine sahip oldugu go6steriimektedir. Burada birkag nedenden s6z
edilmektedir. Sitogenetik olarak Ph' kromozomu gérilimeyen ancak molekler olarak
ber-abl flizyonu tespit edilen KML hastalarinda yapilan incelemelerde abl
onkogeninin bcr bolgesine insersiyonunun gerceklestigi yapilan molekiler
incelemelerie gosterilmigtir. Molekiiler diizeydeki bu olusumun sitogenetik olarak
gosteriimesi mumkiin degildir (67). Bir dier sebep olarak da ézellikle giicli tedaviler
sonrasi Ph'(+) hicrelerin sayisi olduk¢ga azalmakta, ancak tedavinin
birakiimasindan bir siire sonra bastaki dizeyine ulasmaktadir. Ph'(+) hicrelerin
azaldi§! dénem de zaten yetersiz olan mitoz nedeni ile incelenebilen az sayidaki
metafazda bu translokasyon yakalanamamaktadir. Ayni olgulara molekiiler teknikier
uygulandiginda ise bcr-abl fizyonunun devam etti§i gézlenmektedir. Ozeliikle
interferon a tedavisi sirasinda Ph'(+) hiicrelerin orani 6nem tagimaktadir. Cok
sayida interfaz nivelerinin sayilabildigi igin interfaz FISH tekniginin daha avantajli
olduunu sdylenmektedir. Varyant Ph' kromozomuna sahip bazi olgularda
sitogenetik olarak gézden kagabiimektedir. Varyant Ph’ kromozomlannin tespiti
FISH teknigi ile mamkin olmaktadir( 48,49, 89, 34, 93). Ayrica bilindigi gibi tim
hematolojik kanserlerde kaliteli ve yeterli sayida metafaz buimak olduk¢a zordur. Bu
grub hastalara G bantlama yapip sitogenetik sonu¢ vermek c¢oju zaman
glclegsmektedir. Boyle durumlarda kaliteki metafaza ihtiyag duyulmayan interfaz
FISH teknidi devreye girerek Ph' kromozomu aragtirilabilmektedir (2). Bizim de
boyle bir olgumuz oldujundan daha énce séz edildi. Burada da oldugu gibi FISH
teknigi ozellikle interfaz FISH'i sitogenetik tekniklerein yetesiz kaldigi durumiarda
devreye girebilmektedir. Uygulanan tedavi sonrasi diigen Ph'(+) hiicrelerin oranini
verdidi gibi klinik olarak remisyona giren hastalarda MRD lerin tesbitinde FISH
tekniginin 6nemi bayiktir. Tedavi sonrast gegici bir iyilik ddneminden sonra hasta ilk
haline dénebilmektedir. Bu konuda bir gok yazar tarafindan FISH, RT/PZR ve diger
molekiiler tekniklerinin 6nemi belirtilmistir (82, 69, 93, 36, 17, 35, 76, 102, 5).

Calismamiz sirasinda FISH probu olarak dual color ber-abl translokasyon
problarini tercih ettik. Bu problaria FISH tekniginin hassashdinin arttdini bildiren ve
bu probu 6neren literatrlere rastladik (19, 20, 68).
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Sitogenetik inceleme agisindan iki materyali karsilastirdiimizda 5 olguda
kemik iligi aspirasyon materyalinde Ph'(+) tesbit edilirken perifer kaninda Ph'(-)
bulundu. Olgu 1 ve olgu 34’in perifer kan materyalinde de Ph'(+)/Ph'(-) sonug
alindi. Ph'(+) hiicrelerin kanda daha ge¢ ortaya gikmasi ve normal hiicrelerin 72
saatlik hiicre kiltiri sonunda godalmasi nedeni ile farkh bir Ph'(+)/Ph'(-) orani
vermesine sebep oldugu disinaldi. Cnki, bitin kan hicrelerinin yapim yeri kemik
iligidir ve bir pluripotent kék hicresinden olugsmaktadir. Pluripotent kék hiicre
dolasan kanda ¢ok az sayida bulunmaktadir. Pluripotent hemopoetik hiicreleri,
unipotent lenfoid kék hiicrelerine, onlar da her hiicre serisinin geng ana hicrelerine
(proeritroblast, myeloblast, monoblast, megakaryoblast ve lenfoblast) déntsirler.
Bu hucrelerin belli asamalardan gecgerek gelismeleri sonucu olgun kan hiicreleri
meydana gelir ve perifer kaninda dolagmaya baslarlar. KML myeloid hiicreleri tutan
bir I6semi tarii oldugu icin Ph(+) tagiyan hicrelerin dolagima katiimasi zaman
almaktadir (98). Bu sonu¢ bize sitogenetik analiz icin uygun materyalin kemik iligi
aspirasyonu oldugunu géstermektedir. . |ki materyali RT/PZR ve FISH teknigi
yoéninden karsilastirdiimizda ise sonuglar arasinda bir fark gérmedik. Bu sonuglar
olgu sayisinin az olmasi nedeni ile istatistiksel olarak degerlendiriiemedi. Kemik iligi
aspirasyonu agrih ve zor alinan bir materyal oldugu icin, molekiler teknikierde
parifer kaninin tercih edilebilecegini sdyleyebiliriz. lki materyal ve G¢ yéntemin
karsilastinidig: bagka galismalarda da ayni sonuglarin ¢ikarildigini belirledik (15,9,
102, 56).

Sonug olarak, Ph'(+) olgularda ¢ yéntemin de ayni dogruluga sahip oldugunu
belirledik.Hi¢ yanhis pozitif bulgumuz olmadi. Ancak Ph'(-) olgularda RT/PZR ve
FISH yontemlerinin sitogenetik analiz yéntemine gére daha hassas olduklarini
tespit ettik ve bu bulgumuzu literatirlerle destekledik. Ph'(+)/Ph'(-) mozaismini
tespit ettigimiz ozellikle sitogenetik olarak Ph'(-) olgularda FISH tekniginin RT/PZR
ybntemine gére daha bilgi verici oldugunu gésterdik.. Bu iki yontemin kiyasiandig
degisik zamanlarda ve farkli aragtirma gruplan tarafindan rapor edilen ¢aligmalar da
bizim sonucumuzu desteklemektedir. Bu ¢alisgmada sadece tam yéntemleri degil
ayni zamanda alinan materyallerde kargilagtinldi. Ozellikle sitogenetik analiz igin
kemik iligi aspirasyon materyalinin tercih edilmesi gerekmektedir. RT/PZR ve FISH
yontemleri igin ise iki materyal arasinda farkliiik gézlenmemistir. Bu iki yéntem igin
daha kolay alinabildigi icin perifer kani tercih edilebilir. Neoplastik olusumlarda
kaliteli kromozom eldesinin oldukga zor olmasi ve materyal alinan hastanin
6zelliklerinin yani sira, materyalin alinig ve merkezimize génderiime kosullarina da
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bagh olarak calismamizda sonu¢ alinamayan olgular RT/PCR yoéntemi ile
degerlendirildi. Burada RT/PCR yonteminin konvensiyonel sitogenetik ydntemine
Ustinlik sagladigindan soz edilebilir. Ancak Ph'(+)/Ph'(-) bulunan olgularda
RT/PCR yoéntemiyle sadece bcr-abl fiizyonu tesbit edilmistir. Clinkii bu teknikle
mozaik hicrelerin oram belilenememektedir. Sitogenetik ve FISH yoéntemleriyle
tesbit edilen mozaism ve orani Ozellikle tedavi sonrasi takiplerde ©6nem
kazanmaktadir. Ayrica Ph' kromozomunun yanisira bagka kromozomal sayi ve yapi
dizensizlikleri sitogenetik analiz yéntemi ile incelenebiimektedir. Biz de
calismamizda olgulann klinik takibi agisindan yénlendirici olan i(17q), +8 ve +21 ve
hiicre boélinme hatalarina bagh ortaya cikan sayisal ve yapisal dizensizliklere
rastladik. Sitogenetik ydénteminin dnemini literatiirlerle de destekledik.

Bu tez calismasi bize bu ¢ ydntemin bazi sartlarda birbirlerine Ustuniuk
saglasalar da, genellikle birbirlerini tamamladiklarini ve bir arada kullaniimasi
gerektigini géstermistir.
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VI OZET

Kronik Myeloid Lésemi (KML) olgularin % 90 dan fazlasinda bcr-abl flizyon
genine sahip olan Philadeiphia kromozomu (Ph')gériiimektedir. Ph' kromozomu
1(9;22) sonucu olusur ve prognostik indikatér olarak rol oynar. Philadeiphia
kromozomu gérilmeyen %5’lik KML olgularinin Ggte birinde, molekiiler olarak ber-
abl rekombinasyonu saptanmigtir. FISH yontemi,ile bcr-abl translokasyon problan
kullanitarak interfaz ve metafaz hiicrelerinde Ph' kromozomunu gésterilir. RT/PZR
teknigi ise bcr-abl fizyon gen mRNA'sindan reverse transkriptaz enzimi ile elde
edilen cDNA nin, PZR teknigi ile amplifikasyonu sonucu bcr-abl fiizyon geninin
varliginin gésterilmesi prensibine dayanir. Her iki yontem de CML tani yéntemi
olarak hassas ve glvenilirdir.

Hematoloji servisinden merkezimize refere edilen 52 CML hastasinda
konvansiyonel sitogenetik, FISH ve RT/PZR teknikleri ile caligtik. 48 KML
hastasindan sitogenetik analiz yapmak amaci ile kemik iligi asbirasyon ve RT/PZR
yontemi ile bcr-abl fiizyonunun saptanmasi igin perifer kan materyali alinirken,
4’'unden ise her iki yontemi uygulamak igin sadece perifer kan materyali alinarak
calisildi. Kemik iligi aspirasyonu yapilan olgularin ancak 26’sindan ayni zamanda,
sitogenetik analiz yapmak amaci ile perifer kani da alinabildi. Kemik iligi aspirasyonu
yapilan olgularin tamami, merkezimize gelig zamanina goére direkt gcalisiidi yada
over night kuoltir (ONC)uygulandi. 39 olguda sitogenetik analizlerin sonucu
alinabildi. 26 olguda kemik iligi aspirasyon ve perifer kani materyali, 4 olguda da
perifer kaninda olmak Uzere, toplam 30 olguda, hiicre kiitlrt yapilarak, sitogenetik
olarak caligildi ve sadece 22 sinden sonug¢ alinabildi.

Biz ayrica oigulanmizda mitoz hatalanna bagh dizensiziikleri, i(17q), +8,+21
dizensizlikleri de sitogenetik olarak inceledik. i(17q) (17p13 te Tp53 timor
baskilayici geni bulundugu igin),+8 (8934 te lokalize olan c-myc protoonkogeninin
artisi) ve +21 KML klinik gelisimi ile ilgili oldugu bilinmektedir.

Kemik iligi aspirasyonu yapilan 21 olguda sitogenetik inceleme sonucu
t(9;22), Ph'(+) bulundu. Bu olgulann perifer kani lenfosit kiiltirlerinden sadece 1
olguda Ph'(+) tesbit edildi. Ph (+) bulunan bu 21 olgudan16'sinda RT/PZR yéntemi
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ile ber-abl flizyon genini tesbit ettik. RT/PZR sonuglan ile kemik iligi aspirasyon
materyalinde yapilan sitogenetik inceleme sonuglari uyumlu ¢ikti. RT/PZR yontemi
ile ber-abl flizyonu tesbit edilemeyen 4 olguda hastanin kiinigine bagh olabilecegini
diisiindik. 1 olguda ise teknik nedenlerle sonug veremedik.

Kemik ili§i aspirasyonu yapilan toplam 16 olguda, GTL bantlama ile Ph'(-)
bulundu. Bu olgularin 7’sinde perifer kani lenfosit kdituriinde de Ph’(-) bulundu. Bu
oigularda RT/PZR yéntemi ile bcr-abl fizyon genini arastirdigimizda, 10 olguda
sitogenetik inceleme ile uyumiu sonug alindi. 4 olguda ise RT/PZR yontemi ile ber-
abl flizyon geninin varligi tesbit edildi. Ayni olgulara Dual color FISH uygulandiginda
2 Olguda RT/PZR ile uyumlu sonug alinirken, 1 olguda Ph'(+)/Ph'(-) bulundu.
Sitogenetik sonuglan RT/PZR sonuglann ile Kappa testi kullanilarak
karsilastinldiginda RT/PZR yénteminin &zellikle Ph'(-) olgularda Sitogenetik
incelemeden daha uygun oldugu(Kappa:0,505 p<0,01) gosterildi. Ph'(+)/Ph'(-)
bulunan olgularda FISH tekniginin RT/PZR tekniginden daha uygun oldugunu
gordik.

Sitogenetik inceleme icin kemik ili§i aspirasyon materyalinin daha uygun
oldugu gozlenirken, FISH ve RT/PZR yontemleri igin sonu¢ agisindan herhangi bir
fark olmadig) tesbit edildi.

Bu tez galigmasi bize, KML olgularinda tani, uygun tedavinin saptanmasi,
takip ve remisyon dénemindeki MRD’nin tesbit ediimesi icin GTL bantlama, FISH ve
RT/PZR tekniginin bir arada kullaniimasi gerektigini gosterdi. Elde edilen bu
sonugclar literatiirlerle de desteklenerek, Gi¢ ydntemin 6nemi vurgulandi.
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Vil SUMMARY

In more than 90% of chronic myeloid leukemia (CML) cases, Philadelphia
chromosome (Ph ') which posseses the bcr-abl fusion gene is observed. The Ph'
chromosome is formed as a result of 1(9;22) and serves as a prognostic indicator. In
one third of 5% of CML cases in which Ph' chomosome is not seen, bcr-abl
recombination is detected by molecular methods. By the use of the FISH method,
Ph' chromosome is shown in interphase and metaphase cells using ber-abl
translocation probes. RT/PCR tecnique is based on the principle that shows the
presence bcr-abl fusion gene as a result of the ampilification of the cDNA that is
acquired by reverse transcriptase enzyme from the mRNA of the bcr-abl fusion gene
by PCR amplification. Both methods are sensitive and reliable as methods of CML
diagnosis.

We performed conventional cytogenetic, FISH and RT/PCR techniques in
the 52 CML patients referred to our center from the Hematology Service. While bone
marrow aspiration material to perform cytogenetic analysis and peripheral blood to
perform RT/PCR in order to detect ber-abl fusion was obtained from 48 CML
patients, only peripheral blood was obtained from 4 patients to perform both of the
above methods. From 26 of the cases in which bone marrow aspiration was
performed, peripheral blood was also obtained for cytogenetic analysis. To all of the
cases in which bone marrow aspiration was done direct and overnight (ONC)
culturing was done. The results of cytogenetic analysis could be obtained in 39
cases. With bone marrow aspiration and peripheral blood material in 26 cases and
peripheral blood in 4 cases, cell culture was performed in a total of 30 cases and
studied by cytogenetic methods; results could be obtained from only 22 of them.

We also analysed the aberiation depending on mitosis, i(17q), +8, +21 abnormalities
by cytogenetic analysis in our cases. It is known that i(17q)(since Tp53 tumor
supressor gene is on 17p13), +8 (the amplification of the c-myc protooncogene
localized on 8q34) and +21 are related to the clinical development of CML.

In 21 cases in which bone marrow aspiration was done (9:22), Ph *(+) was found by
cytogenetic analysis. Among the peripheral blood lymphcyte cuiture of these cases,

Ph'(+) was detected in only one case. In these 21 cases in which Ph'(+) was
found bcr-abl fusion gene was detected by the RT/PCR method. The results of
these cytogenetics analysis done in bone marrow aspiration material were
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correlated with the resuits of the RT/PCR. In the 4 cases in which becr-abl fusson
could not be detected by RT/PCR, it was considered to be due to the clinical
condition of the patient. In one case, results could not be given because of technical
reasons.

In the total of 16 cases in which bone marrow aspiration was done Ph’
chromosome was found to be negative by GTL banding. When bcr-abl fusion gene
was analysed in these cases by RT/PCR resuits correlated with the cytogenetic
analysis in 10 of the cases. In 4 cases, the presecence of ber-abl fusion gene was
shown by the RT/PCR method. When dual color FISH was pewrformed in the same
cases, resuits were correlated with RT/PCR in 2 cases and one case was found to
be Ph '(+)/Ph'(-).

When the results of the cytogenetic analysis were compared with the results
of the RT/PCR by using the Kappa test, it was shown that RT/PCR method was
more appropriate especially in Ph'(-) cases han cytogenetic analysis (Kappa=0.505,
p<0.01) we observed that FISH technique was more suitable than the RT/PCR
tecnique.

While it was observed that bone marrow aspiration material was more
appropriate for cytogenetic analysis, it was detected that for FISH and RT/PCR
methods there was no difference in terms of result.

This thesis has shown us that, in the diagnosis, determining of appropriate
teratment, monitoring and detection of MRD in the remission stage of CML cases,
GTL banding, FISH and RT/PCR tecnique should be applied together. The results
obtained have been supported by literature and the significance of the three
methodologies have been emphasized.
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