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OZET

AKUT LENFOBLASTIK LOSEMI (ALL) ve AKUT MIYELOID LOSEMI
(AML)’de PROGNOZU ETKILEYEN KMT2A ANOMALILERINIiN SIKLIGI

Eser, Raperin
Yiiksek Lisans, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Danisman: Prof. Dr. Kemal Giiven
Ocak 2023, 95 sayfa

Akut 16semi hastalarinda KMT2A geni anomalilerinin saptanmasi olumsuz prognoza isaret
eder. Calismada amag¢ Gilineydogu Anadolu Bolgesi yetiskin akut 16semi hastalarinda bu
anormalliklerin sikligim tespit etmektir. Dicle Universitesi hastaneleri Hematoloji klinigine
gelen Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) ve Akut Miyoloid Loésemi (AML) 6n tanili
hastalarindan alinan kemik iligi ve kan 6rneklerine KMT2A dual FISH probu uygulanarak,
anomaliler arastirildi. Anomali tespit edilen FISH olgular igin ayrica, Dicle Universitesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali laboratuvarina rutin ¢alismalar i¢in gonderilen numunelerden
bu ¢aligmada pozitif olanlarinin panel analiz raporlar1 da incelendi. Panelde incelenen diger
gen bolgeleri ile KMT2A bolgesi karsilagtirilarak degerlendirme yapildi. Akut 16semili
hastalarda KMT2A bolgesindeki anomalilerin baz1 diger bolgelerdeki anomalilerle beraber
goriilmesi de olasidir. Bu ¢alismada KMT2A anomalili olgularin, 2' sinde ayn1 zamanda 7.
kromozomda da anomali gériilmiistiir ve 1 olguda 8q24.21 bolgesinde tetrazomi, 1 olguda da
8021.3 bolgesinin trizomisi goriildii.

FISH yontemi ile yapilan ¢alisgmada 62 olgunun 4’tinde 11923.3 gen bdlgesinde anomali
tespit edilmistir. Bu olgulardan 4"l de erkek olup olgularin 3’4 ALL iken 1’1 AML' lidir.
ALL' li olgularindan 1'inde KMT2A gen boélgesinde tetrazomi ile MYC, ABL1, BCR
bolgelerinde de tetrazomi tespit edildi. ALL' li 1 olguda KMT2A gen bolgesinde trizomi, 1
olgu da da hiperdiploidi bulundu. ALL'li diger bir olguda ise KMT2A delesyonu goriildii.
AML' bir olguda KMT2A gen bdlgesinde monozomi tespit edildi. 62 olguda 21 ALL'li
olgulardan FISH analizinin %4,76 oraninda, AML'li olgulardansa %?2.43 oraninda 11q23.3
gen bolgesinde meydana gelen sayisal ve yapisal degisimler tespit edilmistir. Yaptigimiz
calismada; FISH ile elde edilen oranlar, literatiir ile karsilastirildiginda ALL i¢in esdeger
fakat AML i¢in disiik bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: AML, ALL, FISH, KMT2A Anomalileri, MLL
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ABSTRACT

FREQUENCY OF KMT2A ABNORMALITIES AFFECTING PROGNOSIS
IN ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA (ALL) and ACUTE MYELOID
LEUKEMIA (AML)

Eser, Raperin
Master of Science in Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Kemal Giiven
January 2023, 95 pages

Detection of KMT2A gene abnormalities in patients with acute leukemia indicates an
unfavorable prognosis. The aim of the study is to determine the frequency of these
abnormalities in adult patients with acute leukemia in the Southeastern Anatolia Region.
Anomalies were investigated by applying the KMT2A dual FISH probe to bone marrow and
blood samples taken from patients with pre-diagnosis of Acute Lymphoblastic Leukemia
(ALL) and Acute Myoloid Leukemia (AML) who came to the Hematology clinic of Dicle
University hospitals. For FISH cases with anomaly, the panel analysis reports of the samples
that were positive in this study among the samples sent to the Dicle University Medical
Genetics Department laboratory for routine studies were also examined. Evaluation was
made by comparing the KMT2A region with the other gene regions examined in the panel.
In patients with acute leukemia, it is possible that anomalies in the KMT2A region are seen
together with anomalies in some other regions. In this study, anomaly was also seen in the
7th chromosome in 2 of the cases with KMT2A anomaly, and tetrasomy in 8q24.21 region
was seen in 1 case and trisomy in 8g21.3 region in 1 case.

In the study conducted with the FISH method, anomaly was detected in the 11g23.3 gene
region in 4 of 62 cases. 4 of these cases are male, while 3 of them are ALL, 1 has AML.
Tetrasomy in the KMT2A gene region and tetrasomy in MYC, ABL1, BCR regions were
detected in 1 of the cases with ALL. Trisomy in the KMT2A gene region was found in 1
patient with ALL, and hyperdiploidy was found in 1 patient. KMT2A deletion was observed
in another case with ALL. Monosomy was detected in the KMT2A gene region in a case
with AML. Numerical and structural changes in the 11923.3% gene region were determined
in 62 cases in 4.76% of FISH analysis from 21 cases with ALL and 2.43% of cases with
AML. In our study; The rates obtained by FISH were found to be equivalent for ALL but
lower for AML when compared with the literature.

Key Words: AML, ALL, FISH, KMT2A Abnormalities, MLL
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1.GIRIS
Kemik 1iligi, viicudun yiiksek organizasyona sahip dokularindan biridir ve kirmizi
kan hiicresi yapimi, bagisiklik savunmasinda gerekli siiregler ve antikor hiicresi

Kemik

mekanizmalarla kan hiicreleri yapim siirecine hematopoez denir (Gulati vd., 1988).

sentezi gibi gorevleri vardir. iligi kok hiicrelerinden molekiiler

Normal hematopoez siirecinde, pluripotent kokenli hiicreleri Gzellesmis kan
hiicrelerini olusturmak iizere miyoloid hiicrelere yani kemik iliginde kalacak olan
gruba ve lenfoid kokenli olup biiyiime ve farklilasma siirecini lenf organlarinda

tamamlayacak hiicre gruplarina ayrilir(Sekil 1)(Cheng vd., 2020).

Multipotent miyeloid kok hiicreleri tim miyeloid dizi hiicrelerini; eritrosit, graniilosit
(ndtrofil, eozinofil, bazofil), monosit ve plateletleri olusturur. Multipotent lenfoid

kok hiicreler lenfoid dizi hiicrelerinden, B ve T lenfositlere dondisiir.
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iligindeki hematopoetik kok hiicrelerin malignant

transformasyonuna sebep olan anormal farklilasma ve proliferasyon siiregleri ile



karakterize olur (Devine ve Larson., 1994). Malign transformasyon sonrasinda
kemik iliginde anormal klonal hiicrelerin birikimi, saglikli hiicre sayisindakinde
azalmaya ve bu da viicutta kemik agrisi, ates, sik tekrarlanan enfeksiyonlar vb. gibi
semptomlarin agiga ¢ikmasina neden olur. Losemiyi olusturan bu ¢oklu genetik ve
epigenetik siireglere 1okomogenez denir (Irons vd.,1996) . Lokomogenez siiregleri
sitogenetik analizlerle daha detayli incelenerck 16semileri alt katogorilere ayirmayi
ve risk degerlendirmelerinin yapilmasini kolaylastirmistir. Bu ¢alismada incelenen
MLL ya da KMT2A geni akut 16semili yetiskin hastalarin hangi siklikla anomalilere

sahip oldugunu saptamaktir.

KMT2A (MLL) anormallikleri, ¢esitli soylarin l6semilerinde yaygindir. Spesifik
olarak, KMT2A kromozomal yeniden diizenlemeleri, akut lenfoblastik 16semi (ALL)
teshisi konan tiim ergenlerin ve geng yetiskinlerin yaklasik %5 ila %15'inde ve akut
miyeloid 16semili (AML) tim yetiskin hastalarin %3'inde mevcuttur (Bataller vd
.,2021).

Lizin metiltransferaz 2a geninin (KMT2A) bulundugu 11qg23'Qi iceren kromozomal
translokasyonlarin, yliksek oranda standart tedavilere direng ve niiks gdsteren akut

16semilere neden oldugu literatiirde bildirilmistir (Issa vd. 2021).

Yakin zamanli ¢alismalar KMT2A vyeniden diizenlemelerinin ve anomalilerinin
klinik konsepte bagli olarak terapiye yanit ve toplam prognoz iizerinde etkili
olabilecegini ileri siiriiyor. Bu nedenle, KMT2A yeniden diizenlemelerinin ve
anomalilerinin floresan in situ hibridizasyon (FISH) ile tespiti ve degerlendirilmesi

tani, prognoz ve tedaviler bakimindan yararli olabilir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Hematolojik Maligniteler

Kani olusturan kemik iligi ya da immun sistem hiicreleri dokularinda baglayan
kanserlere denir. Daha ¢ok yashi kesimi etkiler. Medyan yas1 59 iken 17-96 yas
arasinda goriilmektedir (Baeza vd., 2019). Immiinfenotipleme, sitogenetik ve
molekiiler genetik testlerin yardimriyla, hematolojik malignitelerin ¢ok sayida genetik

cesitlilik igerdigi anlagilmistir (Lichtman, 2008).

Apoptozun hematolojik malignitelerde deregiilasyonu malign hiicrelerin birikime
sebep olur (Zaman ve vd., 2014). Saglikli bireylerde apoptozun yash, zararl
hiicreleri enerji kullanarak yok etmesi gerceklesir ve kanserli hiicre birikimi
engellenmis olur. Hematolojik malignitelerde yapilan c¢alismalar apoptoza
odaklanarak terapotikler gelistirmistir (Valentin vd., 2018).

Uc ana hematolojik malignite tiirii vardir. Lenfoma, ve plazma hiicresi neoplazileri

ve losemiler.

2.1.1 Lenfomalalar

Lenfoma, lenfatik sistemin, ozellikle lenf digiimlerinin kanseridir. Lenfosit adi
verilen bir tiir beyaz kan hiicresini etkiler. Doktorlarin en ¢ok bildigi tip, Hodgkin
lenfoma olarak adlandirilir. Yetigkinlerde en yaygin kan kanseri seklidir ve teshis

edilen tiim kan kanseri vakalarinin yarisindan fazlasini olusturur.

WHO siniflandirmasina gore bazi lenfoma c¢esitlerinin siniflandirilmasi su sekildedir;
B hiicre lenfomalari,agresif B hiicreli lenfomalar (Sekil 2.1.1), periferik T hiicreli ve
Dogal Oldiiriicii hiicre kaynaklilar (Jaffe vd., 2017). Daha sonraki siniflandirma
kriteri ise bu hiicrelerin prekiirsor ya da olgun olmasina baghdir (Matasar ve
Zelenetz, 2008). Diger cesit bir siniflandirmada ise lenfomalar baslica Hodgkin ve
Hodgkin olmayan lenfomalar ayrilir. Hodgkin lenfomalar lenfatik sistemde baslarken

Hodgkin dis1 lenfomalar lenfositlerde baslar.

Hodgkin dis1 lenfomalarda risk faktorleri arasinda otoimmiin hastaliklar, HIV/AIDS,

insan T-lenfotropik virtisii enfeksiyonu, bagisiklik sistemini baskilayici ilaglar ve



baz1 bocek ilaglart yer alir (Hu vd., 2017). Hodgkin lenfoma igin risk faktorleri
arasinda Epstein-Barr viriisii, ¢ocukluk ¢aginda sigara dumanina maruz kalmak veya
bakteri- virtislere maruz kalmak risk faktoriinii arttirirken egzersiz — riski

diistirmektedir (Maggioncalda vd., 2011).

Sekil 2.1 B-Hiicreli Lenfoma Hiicreleri (Le Gouill vd.,2007)

2.1.2. Plazma Hiicresi Neoplazileri

Plazma hiicreleri B lenfositlerden kdken alan hiicrelerdir. Bu hiicrelerdeki genetik
degisimler baslica 3 tip hastaliga sebep olur. Bunlar; Multiple Miyelom,
Plazmasitom ve Makroglobulinemidir. Hastaliklar biyolojik, patolojik ve klinik
olarak heterojen seyreder. Genetik degisimler plazma hiicrelerindeki hayatta kalma,
cogalma ve metastatik kapasitelerini arttirirken maligniteye meylini de hizlandirir
(Dutta vd.,2017). Plazma hiicre neoplazilerinin en malign formu olan birincil plazma
hiicreli 16semide, plazma hiicre popiilasyonu 600 gende 1900 farklit DNA degisikligi
icerir (Simeon vd., 2015). Birincil genomik degisimler ikincil genomik degisimler
olan monoklonal proteinlerin iiretimini tetikleyerek, bunlarin kanda veya bobrekte

birikimi ile daha tehlikeli bir hal almasina neden olur (EI-Ayoubi vd., 2017).

Anlami belirsiz monoklonal gamopati (MGUS), asemptomatik ve premalign evredir.

Genelde hastalar anemi, noropati veya hiperkalsemi gibi baska nedenlerle
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inceleniyor (Castillo, 2016). MGUS' un kesin nedeni bilinmemektedir. Genetik
degisiklikler ve gevresel tetikleyiciler rol oynuyor gibi goriinmektedir.50 yas ve

tizerindeki kisilerde daha yaygindir.

Genomik ¢aligmalarin ilerlemesi ile MGUS mevcut 7 kategoriden (risklerine gore az,
orta ve yiiksek riskli MGUS ve sessiz-sinsi miyelom, son evrede de multiple
miyelom) baslica Monoklonal gamopati, multiple myelomun erken tespiti ve

multiple miyelom olarak siniflandiralabilecektir (Landgren, 2021).

2.1.2.1. Multiple Miyelom
En ciddi plazma hiicre hastaligidir (Gulati vd., 2022). Tedavisi yoktur ve en sik

gortilen ikinci hematolojik malignitedir (Roodman ve Drake, 2021). Genetik
miyelomda prognostik dneme sahiptir. Miyelomun genetik karmasikligi, miyelom

cogaltan bir hiicre diizeyinde intraklonal heterojenlige dayanir (Morgan vd., 2012).

Plazma hiicreleri ve kemik iligi nisi arasindaki etkilesimlerin anlasilmasi da yeni
terapOtik ilaglarin gelistirilmesinde etkili olmustur (Rollig vd., 2015). Proteozom
inhibitdrleri ve immiinmodiilator ilaglarin hastalikta kullanima girmesi ile birlikte 5
yillik genel sagkalim %25-34’ten %49-56’lara kadar yiikselmistir (Moreau vd.,
2012). 2000 lerin baglarinda ortalama sag kalim 3 sene iken su an ortalama sagkalim

5 senedir (Kristinsson vd., 2014).

Multiple Miyelomda yiiksek risk gruplar1 genetik analizlerle belirlenir. Yiiksek risk
gruplarinin  tedaviye yanitt daha disiiktir ve mortalisi yiiksektir. IgH
translokasyonlar1 ve hiperdiploidiler iki ana birincil genetik olay olarak kabul edilir.
Bu birincil olaylar ikincil genetik olaylara sebep olurken hastaligin seyri agresiflesir,
timorin ilerlemesine yol agar ve tedavi sartlar1 da zorlanmis olur (Cardona-
Benavides vd., 2021) (Manier vd., 2016). Ikincil genetik olaylardan yaygin
goriilenleri NRAS, KRAS mutasyonlaridir (Sekil 2,2).



Post-GCBcell —— MGUS —_— SMM 3 MM s PCL

L )
l

Primary genetic events Secondary genetic events

Hyperdiploidy NRAS, KRAS, BRAF, FAMA6C, EGR1, CYL mutations
Trisomies of chromosomes 3, MYC translocation

5,7,9,11,15,19and/ or 21

del(17p): TP53
Monosomy of chromosome 13/
del(13q) FGFR3, DIS3, PRKD2, PRDM1, KRAS mutations
del(12p)
IGH translocations gain(1q)
t(4;14)
t(14;16) NRAS, KRAS, CCND1, IRF4 mutations
t(11;14)
t(6;14)
t(14;20)
MAF/MAFB mutations

Sekil 2.2 MM’de birincil ve ikincil gelisen genetik olaylar (Cardona-Benavides vd., 2021)

Mutasyonlardan en sik etkilenen yol, KRAS, NRAS, BRAF, EGR1 ve FGFR3
genlerini igeren mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yoludur (Cardona-
Benavides vd., 2021).

Sitogenetik risk faktorlerine ek olarak, agresif hastalik biyolojisi ile iliskili diger iki
belirteg, yliksek serum laktat dehidrojenaz ve rutin periferik yayma incelemesinde

dolagimdaki plazma hiicrelerinin kanitidir (Palumbo vd., 2015)

2.1.2.2. Plazmasitom

Plazmasitom, bir plazma hiicre tiimdriiniin yumusak doku veya eksenel iskelet i¢inde
bliyiidiigii bir plazma hiicre diskrazisidir. Kemigin soliter plazmasitomu
(SPB),ekstramediiller plazmasitom (EMP) ve ¢oklu plazmasitomlar olmak {izere {ige
ayrilir. Soliter plazmasitom, tek bir klonal plazma hiicresi kiitlesinden tiirer ve
ekstramediillerde (EMP), yumusak dokularda veya kemiklerde yayilabilir (SPB)
(Caers vd., 2018).



Yaygin olarak {ist solunum yollarinda daha sonra, gastrointestinal ve genitotiriner

sistem, akcigerler, lenf diigtimleri, deri ve diger yerlerde de goriiliir (Kremer,2005).

2.1.3. Losemiler

Losemi, lokositlerin kanda ve kemik iliginde artmasi ile kendini gosterir. Losemi,
beyaz kan hiicrelerinin viicuttaki enfeksiyonlarla savasmasini engeller. Losemi akut
(hizli biiyiiyen) veya kronik (yavas biiyiiyen) olabilir ve lenfositleri (lenfositik
16semi) veya diger bagisiklik hiicrelerini (miyeloid 16semi) etkiler. 15 yas alti

cocuklarda en sik goriilen kan kanseridir (Bispo vd., 2019).

Losemi biyolojik ve klinik olarak ¢ok ¢esitli bir hastaliktir. Molekiiler ve hiicresel
biyoloji tekniklerindeki son gelismeler, 16seminin altinda yatan molekiiler temeli ve
etiyolojiyi tespit etme, izleme, modelleme ve inceleme yetenegimizi 6nemli Glglide
gelistirdi. Sivi bir tiimor olan 16semi, metastaza ihtiya¢c duymadan genel dolagimda
bulunur (Shen vd., 2020) (Sekil 2.3).

NORMAL KAN HUCRELERI LOSEMILI KAN GORUNUMU
GORUNUMU

Sekil 2.3 Normal ve Losemili Kan Hiicrelerinin Karsilastirmas: (Leukemia)



Losemilerin ~ siniflandirilmasinda; WHO  simiflandirmast ~ klinik,  morfolojik,

immiinofenotipik ve genetik 6zelliklerin bir kombinasyonuna dayanmaktadir (Sekil
2.4).
Daha az kullanilan diger siniflandirma sistemleri, anormal 16kositlerin morfolojisine
dayanan Fransiz-Amerikan-Ingiliz (FAB) sistemini icerir (Sekil 2.5)

AKUT MIYELOID LOSEMI

TARIHGE
Kemoterapi +- [Sitotoksik Terapiler Sonrasi Miyeloid Neoplazmalari ]

Radyoterapi orn. Sitotoksik tedavi sonrasi KMT2A::MLLT3 fuzyonlu AML

Belirleyici Genetik Anormallikler ile AML

PML ile akut promiyelositik I6semi:: RARA fazyonu
RUNX1T1 fazyonlu AML

CBFB::MYH11 flizyonlu AML

DEK::NUP214 fazyonlu AML

RBM15::MRTFA fuzyonlu AML

BCR::ABL1 fazyonlu AML

KMT2A yeniden duzenlemesi ile AML

NUP98 yeniden duzenlemesi ile AML

MECOM yeniden duzenlemesi ile AML

NUP98 yeniden dizenlemesi ile AML RUNX1T3::GLIS2 fazyonlu AML

NPM1 mutasyonlu AML
CEBPA mutasyonlu AML

MDS veya | —» AML miyelodisplazi ile ilgili

KATBA::CREBBP fiizyonlu AML
FUS:ERG fiizyonlu AML
MNX1::ETV6 fazyonlu AML

MDS/MPN NPM1::MLF1 fazyonlu AML

Diger genetik alterasyonlariyla AML

SINIFLANDIRMA HIYERARSISI

Farklilagma ile tanimlanan AML
Minimum farklilasma ile AML
Olgunlasma olmadan AML
Olgunlasma ile AML

Akut bazofilik Iosemi

Akut miyelomonositik I6semi
Akut monositik losemi

Akut eritroid l6semi*

Akut megakaryoblastik [6semi

*bu ailede AML-MR'nin yerini alan tek tip

Sekil 2.4 AML i¢cin WHO klasifikasyonu tablosu (The New WHO Classification, 2022)

AML’DE PRATIK FAB SINIFLAMASI *

WRIGHT veya GIEMSA

Ki'nde = % 30 Blast¥  PY’de = % 30 Blast ¥°

ile BOYANMIS KEMIK iLiGi ORNEGI

BLASTLARDA MIYELOID

FARKLILASMA YOK

(ALL?, MO, M1, M5a, M7)
IMMUNOFENOTIP

BLASTLARDA MIYELOID/MONOSITIK
FARKLILASMA VAR (S_TOPLAZMiK
GRANULASYON, CEKIRDEK LOBULASYONU)
(M2, M3, M4, M5b, M6)

MIYELOID g'OSJ EL'ji\MYASAL
MARKER (+) LENFOID IMMUNOFENOTIP
(CD13,14,33 vs.)  MARKER (+) M3
HiSTOKIMYASAL (D3, 7,19; 20, 22, t15;17) MPO veya
BOYALAR, TdT, clg, slg, vs.) SBB -/ +
IMMUNOFENOTIP LL MPO veya SBB + NSE +
_ MPO ( veya SBB) + (M2, M4, M6) M5b
hNﬂ:g ( veya SBB) NSE — S (monoblast—
s - M1 NSE - PAS + monosit = % 80)
; . M2 (monositik
(miyeloid maturasyon - fmiyaisi M6 y maturasyon +)
maturasyon+) ﬁe-mro'l s
MPO (veya SBB) — MPO ( veya SBB) —, NSE + . iperplazi+)
NSE + Ultrastriiktiirel analiz M4
M5a PPO +, CD41 +

(monoblast—

M7 monosit % 30-80)

(monoblast— monosit = % 80)
(monositik maturasyon —)

* PY'nin de INCELENMESI SARTTIR. AMA SINIFLAMA KI BULGULARINA GORE YAPILIR. LENFOSIT, PLAZMA, MAKROFAJ ve MAST HUCRELERI
SAYILMAZ * AML-M6 HARIG 'NCI'va GORE ** MPO (+) = BLASTLARIN > % 3'ii (+); MIYELOID MATURASYON (+) = NONERITROID HUCRELERIN > 9
10'u PROMIYELOSIT-PMNL; MONOSITIK MATURASYON (+) = MONOSITIK HUCRELERIN > % 20’si PROMONOSIT-MONOSIT, < % 80'i
MONOBLAST; ERITROID HIPERPLAZI {+) = BUTUN CEKIRDEKLI HUCRELERIN 2 % 50'si ERITROID PREKURSOR: MPO= MIYELOPEROKSIDAZ;
SBB= SUDAN BLACK; NSE= NONSPESIFIK (ALFA NAFTIL) ESTERAZ: PPO= PLATELET PEROKSIDAZI

NOT: BAZI AML VAKALARI (OZELLIKLE SEKONDER OLANLAR) FAB KRITERLERINE GORE SINIFLANAMAZ

Sekil 2.5 AML' de FAB Simiflandirmasi (Bennett vd., 1991)



Akut 16semi, 16semik blastlarin morfolojisi ve immiinofenotipine gore farkli alt
tiplerle karakterize edilen ve siiflandirilan agresif bir hematolojik malignite seklidir.
Olgunlagmamis ve islevsiz hiicreler olan blast hiicreleri (Sekil 2.6), normalde kemik
iligi hiicrelerinin %1 ila %5'ini olusturur. Akut losemilerde, periferik kan

yaymasinda veya kemik iliginde %20'den fazla blast ile karakterize edilir.

Sekil 2.6. Periferik Kan Blast Hiicresi (Chang K vd.,2004)

Akut 16semide karakterizasyon, kemik iliginde mutant ve olgunlagsmamis 16semik
blastlarin birikmesi ile olur. Bu patojenik siireglerde rol oynayan onkogenler yeni

tekniklerle belirlenebilir (Look, 1997).

Onkojenik transkripsiyon faktorleri tarafindan paylasilan yeni ortaya ¢ikan bir ortak
ozellik, ilerlemis 16seminin gelisimi icin isbirlik¢i mutasyonlarin birikmesine izin
veren, hedeflenen hematopoietik kok hiicrelere kendi kendini yenilemeyi gelistirme
ve hatta kazandirma yetenekleridir (Look, 1997).
Onkojenik transkripsiyon faktorlerinin aracilik ettigi transkripsiyonel ve epigenetik
yeniden programlama, epigenetik diizenleyici komplekslerin anormal aliminin akut
16semi i¢in bir anahtar wve potansiyel bir terapotik hedef olabilecegini
diisindiirmektedir (Look, 1997).



2.1.3.1 Losemilerin Etiyolojisi

Karsilikli kromozomal translokasyonlar, kromozomal silmeler, nokta mutasyonlari
ve epigenetik degisiklikler gibi genetik hatalar, hematopoezin farkli agamalarinda
kok hiicrelerin olgunlagsmasini durdurabilir ve olgunlasmamis, l6semik bagisiklik

hiicrelerinin kontrolsiiz gogalmasina yol agabilir.

Losemi gelisiminde ¢oklu genetik ve cevresel risk faktorleri asagida verildigi gibi
tanimlanmaisti (Stieglitz ve Loh, 2013).

e lyonlastiric1 radyasyona maruz kalma, birden fazla 16semi alt tipi riskinin
artmasiyla iligkilidir.

e Benzen maruziyeti yetiskinlerde, ozellikle AML'de 16semi igin bir risk
faktoriidiir.

e Kemoterapiye, 0zellikle alkile edici ajanlara ve topoizomeraz inhibitorlerine
onceden maruz kalmak, yasamin ilerleyen donemlerinde akut 16semi riskini
artirir.

e Herhangi bir hematolojik malignite dykiisii, daha sonra l6seminin bagka bir
alt tipinin gelismesi i¢in bir risk faktoridiir.

e Viral enfeksiyonlar (6rn. insan T-hiicreli 16semi viriisii, Epstein Barr viriisii)
ALL'nin alt tipleri ile baglantilidir.

e (Cesitli genetik sendromlar (6rnegin, Down sendromu, Fanconi anemisi,
Bloom sendromu, Li-Fraumeni sendromu) artmis AML ve ALL riski ile
iliskilidir.

Pediatrik 16semiler, birincil kanserler i¢in alkile edici ajanlar ve topoizomeraz II
inhibitorleri ile kemoterapi gibi belirli terapdtik maruziyetleri ile iliskilidir (Hijiya
vd., 2009).

Cok sayida ¢alisma, ALL'li Siyah ve Hispanik ¢ocuklarin tarihsel olarak Beyaz ve
Hispanik olmayanlara gore daha kotii sonuglara maruz kaldiklarin1 gostermektedir
(Kahn vd. 2019).

Coklu meta-analiz, sigara i¢cenlerde AML riskinin arttigin1 gostermektedir. Yapilan

calismada, ayrica sigara igmeyenlere kiyasla halen sigara i¢enler i¢in yaklasik %40 a
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yakin bir artmus risk ve 30 paket-yildan fazla gegmise sahip stirekli sigara i¢enler igin
%66' lik bir artis géstermistir (Ugai vd. 2017).

Cesitli genetik anormallikler AML riski ile iligkilidir. Ailesel AML nadir olmasina
ragmen,AML, Kostmann sendromu, Diamond-Blackfan anemisi, diskeratoz
konjenita ve Schwachman-Diamond sendromu gibi nadir goriilen kalitsal kemik iligi
yetmezligi sendromlarinin yani sira Fanconi anemisi ve Bloom sendromu gibi DNA
onarim eksikligi sendromlarinin dogal tarihinin bir parcasi olarak kabul edilir (Bispo

vd.,2019).

AML de Siyah 1rk, Beyazlara gore artan 6liim riski ile iliskilendirilmistir (Patel ve
ark. 2012). Artan yasin disinda, bilinen tek KML igin risk faktorii, atom
bombasindan sag Kkurtulanlar arasinda 16semi ile ilgili literatiirde ag¢iklanan

iyonlastirict radyasyona maruz kalmaktir.(Heyssel vd.,1960).

2.1.3.2 Losemilerin Epidemiyoloji
GLOBOCAN' a gore 16semi, 2018'de diinya ¢apinda en sik teshis edilen 15. kanser

ve kanser oliimlerinin 11. 6nde gelen nedenidir ve 437.033 kanser vakasi ve 309.006

kanser 6limiine neden olmustur (Global Cancer Observatory).

Akut miyeloid 16semi, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki tiim yeni kanser
teshislerinin %1,1'ini olusturur. 1990'da AML, diinya g¢apindaki toplam 16semi
vakalarinin %18.0'in1 olusturuyordu. Bu oran 2017'de %23,1'e yiikseldi (Dong
vd.,2020).

Ulusal Kanser Enstitiisii (NIH) verilerine gore 2022 yilinda 16semide tahmini yeni
vaka sayis1 60.650 olacak. Bu oran tiim yeni kanser vakalarinin yiizdesi %3,2’dir.
2022’de l6semiden tahmini olarak 24.000 kisi hayatina kaybedecek ve bu tiim
kanserlerin %3.9’dur. 2022 igin en yaygin 11.kanser tiirii 16semidir (National
Institute of Health).
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2.1.3.3 Akut Miyeloblastik Losemi (AML)

Akut miyeloid 16semi (AML) (Sekil 2.7), kemik iligi, periferik kan ve potansiyel
olarak ekstramediiller dokuda 16semik blast hiicrelerinin klonal ¢ogalmasina Yol
acan, miyeloid soyundan hiicrelerin anormal farklilasmasi ile karakterize edilen

heterojen bir hematolojik malignitedir.

Sekil 2.7 AML hiicreleri (Liotta, 2010)

Bu da normal hematopoetik hiicrelerin iiretiminin azalmasina ve etkisiz hematopoez
ile ilgili komplikasyonlara yol agcar. AML, eriskinlerde teshis edilen en yaygin akut

16semi tirtidiir (Yamamoto vd.,2002).

Tiim 16semi alt tiirleri arasinda AML, 16semi 6liimlerinin en yliksek yiizdesini (%62)

olustururken ayni zamanda 5 yillik %24 oraninda en diisiik sagkalim ile iligkilidir
(Shallis vd.,2019).

AML’de G-bandi Kkaryotip analizi, hastalarin %75' inden fazlasinda klonal
kromozom anormalliklerini tespit eder ve t (8; 21), inv (16) veyat (16; 16), t (15; 17)
ve 11g23'te MLL genini iceren karigik translokasyonlar en sik goriilenlerdir (Mrozek
vd.,1997).

Epigenetik mekanizmalar arasinda DNA metilasyonu ve histon kuyrugu
modifikasyonlari bulunur. Ancak bu dogal siire¢ kanser hiicrelerinde ters gidebilir.
Kritik genlerin DNA metilasyonu veya histon deasetilasyonu ile susturulmasi,
delesyon veya fonksiyon kaybi mutasyonuna bir alternatif olarak l6komogeneze
katkida bulunabilir (Roman-Gomez vd.,2004).
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AML'de, p15, p73, E-cadherin, ID4, RARb2 gibi fonksiyonel olarak ilgili birgok
gende anormal DNA metilasyonu gozlemlenebilir. Kromozamal translokasyonlarin
sonucuna bagli olarak, AML’de histon kuyrugu modifiye edici enzimlere de
rastlanmistir. Bu epigenetik olaylar AML gelisimde kritik role sahip oldugundan
tedavide hedef olarak arastirmaya devam edilmekteler. Bircok kanser bunlara AML’
de dahil olmak iizere, CpG adas1 metilator fenotipi olarak adlandirilan bir fenomen
olarak, ayn1 anda birden fazla genin yogun metilasyonu ile karakterize edilir. Ayrica,
stk gerceklesen anormal gen metilasyonu genellikle kotii prognoz ile iliskilidir
Kanserde anormal metilasyonun nedenleri tam olarak tanimlanmamistir (Roman-
Gomez vd.,2004).

2.1.3.4 Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

ALL'nin bilinen bir nedeni yoktur. Akut lenfoblastik 16semi hem c¢ocuklarda hem de
yetiskinlerde geligir. ALL tipik olarak kalitsal olmayan genetik anormalliklerden
kaynaklanir. Philadelphia kromozomu,veya t (9;22), yetiskin ALL' de en sik goriilen
kromozomal translokasyondur (vakalarin %25 'inde mevcuttur) ve ¢ocuklardan farkl
olarak oldukga agresif bir klinik seyir ile karakterizedir(f). ALL hizla ilerler ve tedavi

edilmezse genellikle haftalar veya aylar i¢inde 6liimciil olur (Marino vd.,2013).

Yasa 6zgli insidans, 1-4 yas aras1 ¢cocuklarda en yiiksektir, ardindan ¢ocukluk (5-14
yasg), ergenlik ve geng eriskinlik (15-39 yas) boyunca keskin bir sekilde diiser ve 25
ile 45 yas arasinda en diisiik noktasina ulasir (Ulusal Kanser Enstitiisti-NI1H).2022'de
ALL tahmini vaka sayist 6.660 ve tim yeni kanser vakalarimin % 0,3 olacaktir
(NIH). ALL’ den vefat edeceklerin tahmini sayis1 2022’de 1,560 olacaktir (NIH).
Akut lenfositik 16semi 6liimlerinin yiizdesi, 65-74 yas arasi kisilerde en yiiksektir ve

medyan 6liim yas1 59 dur (Malard ve Mohty,2020).

Akut lenfoblastik 16semili (ALL) c¢ocuklarin %80' inden fazlasi modern
kemoterapotik rejimlerle tedavi edilir. Bes yillik remisyondan sonra niiksler nadirdir
(Tabone vd.,2009). Ancak bu sonuglar 6nemli esitsizlikleri gizlemektedir; Akut
lenfoblastik 16semili ¢cocuklarda 5 yillik genel sagkalim %90' a ulasmis olsada, 50
yasindan biiyiik hastalarin yalnizca %25'i tanidan 5 yil sonra yasiyor, bu da daha
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yagli yetiskin hastalar (>40 yas) icin tedavide daha ileri gelismelerin olmasi

gerektigini vurguluyor (Hunger vd.,2012).

Kemik iliginde, periferik kanda ve lenf diigiimii, dalak, karaciger ve merkezi sinir
sistemi gibi diger bolgelerde malign, olgunlasmamis lenfoid progenitdr hiicrelerin
birikmesi ile karakterize olur (Heim vd.,2013). Lenfositler, dogal 6ldiiriicii hiicreleri,
B hiicrelerini (humoral, antikor giidiimlii adaptif bagisiklik i¢in) ve T hiicrelerini
(hiicre aracili, sitotoksik adaptif bagisiklik icin) igerir. ALL, koken aldig1 hiicreye
gore siniflandirilir ve iki ana alt tip vardir; B soyu ALL (B ALL) ve T soyu ALL (T
ALL).

ALL, major kromozomal degisikliklerle karakterize birgok genetik alt tipe sahiptir ve
alt tiplerin belirlenmesi risk smiflandirmasi i¢in kritik 6neme sahiptir. Bu genler
hemopoietik  transkripsiyon  faktorlerini, epigenetik  degistiricileri,  sitokin
reseptorlerini veya tirozin kinazlari kodlarken, 16semi olusumuna katkida bulunan
ikincil genomik olaylar, kopya numarasi degisikliklerini (lenfoid transkripsiyon

faktorlerini igeren) Ve sekans mutasyonlarini igerir (Malard ve Mohty,2020).

Yiiksek hiperdiploid akut lenfoblastik 16semili hastalarda histon modifiye edicilerin
genlerinde (CREBBP, WHSC1, SUV420H1, SETD2 ve EZH2) veya RTK-RAS
sinyal yolunda (FLT3, NRAS, KRAS ve PTPN11) siklikla alt klonal mutasyonlar ile
gortilen (yaklasik %50) mutasyonlar vardir (Malard ve Mohty,2020).

Hipodiploid akut lenfoblastik 16semi, 45 veya daha az kromozomlu 16semik
hiicrelerin kromozom mutasyonudur. Hipodiploidin prognozunun standart akut
lenfoblastik 16semiden ¢ok daha kotii oldugu belirlenmistir. Kromozom sayisi ne

kadar diisiikse, hayatta kalma orani 0 kadar diisiik olmaktadir (Heerema vd.,1999).

2.1.3.5 Loseminin Genetigi
Normal hematopoez, kendini yenileme kapasitesine sahip hematopoietik kok
hiicrelerden kaynaklanan, titizlikle kontrol edilen bir hiicre boliinmesi ve farklilagsma

stirecidir. Bu stireg, gesitli sinyal yollariyla diizenlenir. Birgok neoplastik siiregte,
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patogenezde bu yollar1 gosteren bir veya birkag sinyal yolaginda degisiklik

gozlemlenmistir.

Geleneksel olarak, kanser patogenezinde yer alan genler, onkogenler ve tiimor
baskilayici genler olarak ikiye ayrilmistir. Onkogenlerin, translokasyon veya
sporadik mutasyon yoluyla kurucu aktivasyon elde ederek patogenezde 6nemli bir
rol oynadig1 kabul edilirken, timdr baskilayici genler, gen/protein fonksiyonunun

inaktivasyonu yoluyla patogenezde yer alirlar.

Protoonkogenler, normal hiicresel fonksiyon i¢in 6nemli olan ve transkripsiyon
faktorleri, biiyiime faktorleri ve biiylime faktorii reseptorleri dahil olmak tizere cesitli

proteinleri kodlayan hiicresel genlerdir.

Lokomogenez, ¢oklu bagimsiz genetik ve epigenetik olaylar1 igeren evrimsel bir
stiregtir. Tedaviyle iliskili MDS ve AML'de tanimlanan sitogenetik ve genetik
anormallikler, 16komogenezde genetik olaylart baglatiyor olabilir (Pedersen
Bjergaard vd., 2006).

Onkogenler etki mekanizmalarina gére 5 farkli sinifa ayrlabilir. Herhangi bir
onkogende olusan degisiklikler kontrolsiiz hiicre biiyiimesine neden olabilir. Birinci
siniftaki onkogenler, bir reseptore baglanan ve bir protein iiretimini uyaran ileri
biiyiime faktorlerini kodlar. Ikinci smif onkogenler, hiicre yiizeyindeki biiyiime
faktorii reseptorlerini kodlar. Biiyliime faktorleri bir biiytime faktorii reseptoriine
baglandiginda, reseptdrii agip kapatabilirler. Reseptoriin mutasyonel veya post-
translasyonel modifikasyonlari, bir reseptoriin kalici olarak agilmasina ve bunun
sonucunda diizensiz biiyiimeye neden olabilir. Ugiincii smifi sinyal transdiiserleri
veya efektorler olusturur. Sinyal donistiiriiciiler, hiicre ylizeyi reseptoriinden gelen
sinyali hiicre ¢ekirdegine gotiirmekten sorumludur.  Dordiincii  gruptaki
transkripsiyon faktorleri, DNA'nin belirli bolgelerine baglanan ve transkripsiyonu
kontrol eden molekiillerdir. MYC ve MYCN, mutasyon veya amplifikasyon ile
aktive edildiginde hiicre boliinmesinin asir1 uyarilmasina neden olan transkripsiyon
faktorlerinin Ornekleridir. Onkogenlerin son sinifi apoptoza miidahale eder. Artik

olme sinyaline yanit vermeyen hiicreler, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina yol agabilir.
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Protoonkogenlerin aktive olmast kromozomda sayisal veya yapisal degisimleri

meydana getirir (Kristopher ve Stephen, 2020).

Protoonkogenlerin aktive edildigi 3 ana mekanizma:

- Translokasyon veya delesyonlar
- Amplifikasyon
- Mutasyonlar

Losemilerde Delesyonlar ve Translokasyonlar

Kromozom translokasyonlari tarafindan iiretilen genomik flizyon gen dizileri, 16semi
icin ideal klonal belirteg saglar:
(@) olusturulduktan sonra kararhidirlar ve

(b) fiizyon gen baglanti noktalarinda bulunan benzersiz niikleotit dizileri, PCR i¢in
iyi hedefler saglar ve bu nedenle yiiksek o6zgiilliikle birlikte yiiksek duyarlilikta

saptanabilir.

Losemide en iyi tanimlanan translokasyon, kronik miyeloid 16semide ve akut
lenfoblastik 16seminin spesifik alt tiplerinde bulunan BCR-ABLI1 proteinini iireten
Philadelphia kromozomu t(9;22)'dir (Kristopher ve Stephen, 2020).

Philadelphia kromozomu (Sekil 2.11), kromozom 9 ile kromozom 22 arasindaki
genetik materyalin karsilikli translokasyonu, t(9;22)(q34;q11) nedeniyle kusurlu
ve alisilmadik derecede kisadir ve BCR-ABL1 adi verilen bir fiizyon geni
icerir. BCR/ABLI1 iiretimi, tirozin kinazin kurucu aktivasyonu ile sonuglanir. Devam
eden hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasini inhibe etme ve hiicre Sliimii ile
sonuclanir. Ayrica BCR-ABL1 geni, JAK2/STAT yolagi, PI3K-AKT-mTOR
yolagi, MAPK/ERK (RAS/RAF/MEK/ERK) yolagi, TRAIL kaynakli apoptoz ve
C/EBP aracili farklilasma yolagmin patogenezi ile iliskilidir.Philadelphia
kromozomu, farkli losemilerle iliski gostermistir; Akut Miyeloid Losemi (AML),
Akut Lenfoblastik Lésemi (ALL) (¢ogunlukla B hiicreli ALL, nadiren T hiicreli
ALL), Kronik Nétrofilik Losemi (CNL) ve Karisik Fenotip Akut Losemi (MPAL)
(Haider vd.,2022).
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Losemilerde goriilen translokasyon ve delesyonlar 6 farkli grupta incelenebilir

(Tablo 2.1).

Tablo 2.1 Losemilerde Goriilen Translokasyon ve Delesyonlar (Medeiros ve Konoplev, 2016’den

modifiye edilmistir)

Kromozomal translokasyonlar Genler Yorumlar
a. RARAd'y1igeren;
t(15;17)(g21;921) e PML e DNA baglanmasi, hiicre
e RARa ¢ogalmasi

Tablo 2.1 (devam)

e transkripsiyon faktorii

t(11;17)(923;921)

ZBTB16 (PLZF)
RARa

e  Cinko-parmak
transkripsiyon faktorii
e  Transkripsiyon faktorii

1(5;17)(932;0921) e NPM1 e RNA tagima/isleme
e RARa e  Transkripsiyon faktorii
1(11;17)(923;921) e NUMAL e Niikleer mitotik aparat
e RARa e transkripsiyon faktorii
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Tablo 2.1(Devam)

del(17)(q21) e PRKAR1A e cAMP'ye bagiml protein

¢ RARa kinaz tip | alfa
diizenleyici alt birim

e transkripsiyon faktori

(4;17)(q12;921) e FIPIL1 e FIP1 benzeri 1

* RARa e transkripsiyon faktori
t(X;17)(p11;q12) e BCOR e BCLG6 koruyucu

¢ RARa e transkripsiyon faktori
t(2;17)(q32;921) ¢ NABP1 (OBFC2A) e 2Aigeren

e RARa oligoniikleotit/oligosakka

rit baglayici kat
e transkripsiyon faktorii

b. Cekirdek baglama faktorii igeren:

t(8;21)(g22;0q22.3) e RUNXI1T1 e  Cinko-parmak

e RUNX1 transkripsiyon faktorii

e Runt benzeri
transkripsiyon faktorii

t(3;21)(026;022) ¢ MECOM EAP e  Zn-parmak motifi igerir
e RUNX1 e Runt benzeri
transkripsiyon faktorii
1(12;21)(p13;922) o ETV6 (TEL) o ETS benzeri
e RUNX1 transkripsiyon faktorii

e Runt benzeri
transkripsiyon faktorii

t(1;21)(p36;022) e Dbilinmiyor e AML ve MDS'de nadir

t(5;21)(g13;922) ¢ RUNX1 ¢ Runt benzeri
transkripsiyon faktorii

t(17;21)(g11;922)

inv(16)(p13;922) e CBFp e CBF'nin DNA'ya
baglanmasini stabilize
eder
1(16;16)(p13;922) e MYHI11 e Diiz kas miyozin geni
del(16q)
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Tablo 2.1(Devam)

c. KMT2A (MLL) igeren:

t(11;v)(g23;v) e KMT2A (MLL) Drosophila trithorax
e Degisken homolojisi
Bir¢ok ortak gen, AF-9
en yaygin olanidir
d. Niikleoporin genlerini igeren:
t(6;9)(p23;q34) ¢ DEK varsayilan transkripsiyon
e NUP214 (CAN) faktorii
niikleoporin
Sifreli e SET Bilinmeyen islev
o NUP214 (CAN) niikleoporin
t(7;11)(p15;p15) e HOXA9 Homeobox geni
e NUP98 Niikleer gozenekli
kompleks gen
inv(11)(p15;922) e DDXI10 DEAD-box varsayilan
o NUP98 RNA
Helikaz
Niikleer gozenekli
kompleks gen
e- Ets ailesinin genlerini i¢eren:
(t16;21)(p11;922) FUS(TLS) EWS benzeri RNA
ERG baglayici protein
ETS benzeri
Tablo 2.1 (devam) transkripsiyon faktorii
t(12;22)(p13;q11) e ETV6 (TEL) ETS benzeri
e MN1 transkripsiyon faktorii

Menenjiyomdan
klonlandi
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Tablo 2.1(Devam)
f- Diger translokasyonlar:

t(8;16)(p11;p13) o KAT6B (MO2Z) e  Monositik 16semi Zn
e CREBBP (CBP) parmak
e  Transkripsiyonel
aktivasyon
1(9;22)(g34;911) e ABL1 e  Tirozin kinaz
e BCR e Bilinmeyen islev

Tablo 2.1 ‘de gosterilen tranlokasyon gesitleri su sekilde agiklanabilir:

a-RARAa'y1 igeren; Bu translokasyonlar, kromozom 17 iizerindeki retinoik asit

reseptorii alfa (RARA) genini igerir (Liquori vd.,2020).

b-Cekirdek baglama faktorii igeren; Cekirdek baglama faktorii (CBF), normal
hematopoezin transkripsiyonel regiilasyonunda yer alan heterodimerik bir protein

kompleksidir.

c-KMT2A (MLL) igeren: MLL translokasyonlu 16semiler, bu 16semilerin
alisilmadik, bifenotipik immiinofenotipi ile, bazi MLL translokasyonlarinin (bebek
16semisi ve tedaviye baglh 16semi) benzersiz klinik sunumu ile ve bu
translokasyonlarda MLL ile ortak olan ¢ok sayida farkli kromozomal lokus nedeniyle

yogun ilgi konusu olmustur (Aplan,2006).

d.Niikleoporin genlerini igeren: Niikleoporinler, ¢oklu tasima reseptorleri ile
etkilesime girdiklerinde niikleositoplazmik tasimada ¢ok onemli rollere sahiptir.
Ayrica hiicre dongiisli diizenlemesi, mitoz ve gen ekspresyonu gibi diger hiicresel
streglerde yer alirlar. NUP214 ve NUP98 lokuslarini igeren kromozomal
translokasyonlar, AML ve ALL'de tekrar eder. Onceki kanser tedavisinin bir sonucu
olarak ortaya cikabilirler, fakat ayn1 zamanda de novo olarak da ortaya ¢ikabilirler

(Mendes ve Fahrenkrog, 2019).

20




e- Ets ailesinin genlerini iceren: ETS transkripsiyon faktorleri, insanlarda 28 aile
iiyesinden olusan normal hiicre gelisimi, proliferasyon, farklilasma, anjiyogenez ve
apoptoz ile ilgili genlerin ekspresyonunu diizenler. Bu transkripsiyon faktorlerinin
diizensizligi, kanserlerde hiicre proliferasyonunu kolaylastirir ve birkag tye, belirli
gen transkripsiyonlarini aktive ederek istila ve metastaz siirecinde tol oynar (Fry

vd.,2018).

f- Diger translokasyonlar: Kromozomal yeniden diizenleme t(8;16)(p11;p13), daha
fazla arastirma i¢in ilging bir adaydir ciinkii t(8;16) ile AML'de 16komogenez yollar
tam olarak anlagilmamistir. Bu translokasyon, MYST3 (MOZ) ve CREBBP (CBP)
genlerinin bozulmasi ve fiizyonu ile karakterize edilir. MYST3, 8pl1'de lokalizedir
ve gen transkripsiyonunu modiile eden monositik 16semi ¢inko parmak proteinini
kodlar. 16pl3 kromozomu iizerindeki fiizyon partneri CREBBP, gen

transkripsiyonunu modiile eder (Haferlach vd., 2009).

Losemilerde Amplifikasyonlar

Cift dakika (dmin), homojen boyanan bdélgeler (hsr) ve halka kromozomlar seklinde
genomik amplifikasyonlar, ldsemide nadir olmasina ragmen kanserde siktir. Cift
dakikalik kromozomlar (dmins ya da DMs), kiigiik kiiresel eslestirilmis kromatin
govdeleri olarak ortaya ¢ikan bir gen amplifikasyonu bi¢imidir. Genellikle, genlerin
yapisal olarak ifade edilmesine izin veren temel diizenleyici 6gelerden yoksundurlar.
Dminler nadirdir ve genellikle k&tii prognoz ile iligkilidir.Gen amplifikasyonundaki
rolleri nedeniyle, DM' lerin varlig1 bu nedenle tiimor biiylimesinin hizlanmasinda bir
faktor olabilir. Bunun bir 6rnegi, akut miyeloid 16semili hastalarda MYC geninin
DM tarafindan kolaylastirilan amplifikasyonudur(Wong vd.,2014). Daha ¢ok kolon
kanseri, mide kanseri, prostat kanseri ve meme kanseri gibi kat1 timorlerde

goriilmiistiir (Gebhart,2005).

Insan tiimér hiicrelerinde ekstrakromozomal olarak ¢ogaltilmis genlerin kaybinin
uyarilmasinin tiimdrijenisiteyi azalttigi gosterilmistir, bu nedenle DM'lerin veya
onkogenleri tasiyan diger ecDNA'nin ortadan kaldirilmasi, kanser tedavisi

arastirmasi i¢in Onerilen bir yoldur (Von hoff vd.,1992). DM'ler ve HSR'ler (homojen
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boyama bolgesi) arasindaki karsilikli doniistim, kemoterapi direnci igin bir

mekanizma olarak onerilmistir (Nathanson vd.,2014).

FLT3, miyeloid neoplazmalarda birkag sinyal iletim yolu ile iligkili bir onkojen
gorevi gormekte olup onkojenik rolii, genellikle nokta mutasyonlar1 dahil olmak
tizere aktive edici somatik mutasyonlardan kaynaklanir (Grunwald vd.,2013).
Hematolojik malignitelerde FLT3'lin tandem duplikasyonu onkogen aktivasyonuna
sebep olmaktadir. FLT3 dahili tandem duplikasyon mutasyonlar1 (FLT3-1TD), artan
nikks ve daha diisiik genel sagkalim ile iliskilidir (Kennedy vd.,2020).FLT3'"in
hematolojik bozukluklardaki o6nemli rolii nedeniyle, FLT3'in aktivasyonunu
engellemek icin FLT3 inhibitorleri ve tirozin kinaz inhibitorlerini igeren hedefe

yonelik tedavilerin uygulamalart gelistirilmistir (EI Fakih vd,2018).

Akut miyeloid 16semi (AML) ve miyelodisplastik sendromlu hastalarda kromozom
21 amplifikasyonlar1 bildirilmistir (Andersen vd.,2005). 21922 Amplifikasyonu, akut
miyeloid 16semide (AML) nadir goriilen bir sitogenetik sapmadir. Simdiye kadar,
AML'de 21922 amplifikasyonunun sitogenomik ve molekiiler 6zellikleri ve klinik

korelasyonu iyi karakterize edilmemistir (Kudalkar vd.,2022).

Bu tezin konusu olan gen bolgesi 11q23'te KMT2A geninin kromozomal yeniden
diizenlemeleri ve amplifikasyonu, siddetli miyelodisplastik bozukluklar1 ve lenfoid

ve akut miyeloid l16semileri olan hastalarda bulunan yaygin anormalliklerdendir.

Losemilerde Mutasyonlar
Anormal veya kesik protein iiriinleriyle sonuclanan yanlis anlamli veya anlamsiz
mutasyonlara neden olan nokta mutasyonu, tiimdr baskilayici gen inaktivasyonunun

yaygin bir mekanizmasidir (Medeiros ve Konoplev, 2016).

Tiimor baskilayict gen TP53, insan kanserinde en sik mutasyona ugrayan genlerden
biridir. TP53 proteininin kanser, yaslanma, yaslanma ve DNA onarimi gibi birkag
temel siiregteki merkezi rolii vardir. Bununla birlikte, TP53'in akut miyeloid
16semideki (AML) rolii muammadir. TP53 mutasyonlari, kemoterapi direnci ve

yiiksek niiks riski ile iligkilidir. TP53 mutasyonlari, terapi ile iliskili, niiks ve yash
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AML hastalar1 gibi genomik instabilitenin arttigit AML vakalariin yani sira terapi ile

iligkili miyelodisplastik sendrom (t-MDS) daha yaygindir (Barbosa vd., 2019).

Antikanser tedavilerden kaynaklanan terapiyle iligkili 16semiler nadir degildir ve

RUNX1 nokta mutasyonlarinin insidansi goriillmektedir.

RUNX1'de iki genis mutasyon kategorisi vardir;
e Monoalelik kromozomal translokasyonlar

e Mono- veya bialelik somatik mutasyonlar

En yaygin kromozomal translokasyonlar, de novo AML'de t(8;21)(q22;q22) ve akut
lenfositik 16semide (B-ALL) t(12;21)(p13;922)'dir (Bellissimo vd.,2017).
RUNX1'deki mono- ve bialelik mutasyonlar, delesyonlar, missense, splicing,
frameshift ve anlamsiz mutasyonlar1 igerir. Bu mutasyonlar, mekanik olarak
kromozomal translokasyonlardan farklidir ve daha kotii bir prognoza sebep olur
(Gaidzik vd.,2016).

2.2. KMT2A Geni ve Fonksiyonlar:

KMT2A (Lizin Metiltransferaz 2A), protein kodlayan bir gendir. Akut lenfoblastik
16semi 1 (ALL-1), miyeloid/lenfoid veya karigik soylu l6semi 1 (MLL1), MLL veya
cinko parmak proteini HRX (HRX) olarak da bilinir. KMT2A geninin (Sekil 2.9) 37
ekzonu vardir ve ¢23'te 11. kromozom iizerinde bulunur (Sekil 2.10) (Arnaud vd.,
2005).

KMT2A, 431 kDa proteini kodlayan 36 ekzon iceren 90 kb'lik biiyiik bir gendir.
Protein, transkripsiyon faktorlerinin DNA'nin diizenleyici bolgeleriyle birlesmesine
izin veren DNA konformasyonunda degisikliklere neden olarak transkripsiyonu
diizenledigi bilinen AT kancalarini icerir. Bu AT kancalari, spesifik DNA yapilarim
tanir. KMT2A'nin diger bolgeleri, raportdr yapilardan transkripsiyonu baskilayabilir,
homodimerizasyona aracilik edebilir, niikleer proteinlerle etkilesimlere aracilik
edebilir, transkripsiyonel aktive edici aktivite icerebilir ve ATP'ye bagli kromatin
yeniden modellenmesi ile ilgilidir (Arber vd.,2018).

23



MLL Gene

?
t t t t

A-T Methyltransferase Activation SET
hocks domain domain domain
| "

Sekil 2.9. KMT2A Geni (De Braekeleer vd., 2005)

5@%25@%

1 23 45 6 7 8 9 10J11|12 1314 1516 17 18 19 20 21 22 T

Sekil 2.10. KMT2A (MLL) geni 11¢23.3'te bulunur (Matias, 2007)

KMT2A proteini, AT kancalar1 (ATH) ve CxxC alanlar1 dahil olmak tizere N-
terminali, MLL1-hedef genlerini taniyan ve baglayan bir transkripsiyon faktorii
gorevi  goriirken, C-terminal SET alam, bir histon H3 lizin-4(H3K4)

metiltransferazdir (Krivtsov ve Armstrong, 2007).

KMT2A kompleksinin montaji ve hedeflenmesi icin WDRS, RBBP5 ve ASH2L gibi
bir dizi bagka protein gereklidir ve bu nedenle KMT2A aktivitesine katkida bulunur
Diger metiltransferazlar gibi, KMT2A de cesitli iglevlere sahip bir¢ok farkli proteini
iceren biiyiik niikleer komplekslerin bir pargasidir (Couture vd.,2006).
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Mevcut kanitlar, KMT2A 'nin DNA'y1 AT kancasi alanlart ve DMT' ye homolog alan
araciligiyla diziye 6zgili olmayan bir sekilde bagladigini gostermektedir. KMT2A,
DNA'y1 dogrudan baglayabilen alanlara sahip olmasina ragmen, DNA ile KMT2A
etkilesimi, menin gibi diger DNA baglayict proteinlerle etkilesimlerden de
etkilenebilir. Menin, hematopoietik sistemde KMT2A-fiizyon proteinleri tarafindan
anormal gen ekspresyonunun siirdiiriillmesi i¢in kesinlikle gereklidir (Libbrecht
vd.,2021).

Histon deasetilaz 1 (HDAC1) ve HDAC2, CYP33, PcG proteinleri PC2 ve CTBP
gibi gen ekspresyonunu baskilayan c¢oklu proteinlerle etkilesime ragmen, gogu
genetik ve biyokimyasal kanit, Hox genleri gibi bilinen hedefler i¢in gen
ekspresyonunun pozitif diizenleyicisi olarak MLL'ye isaret eder (Xia vd.,2003).

Hem fare hem de insan kemik iligi (BM) numunelerinin gen ekspresyon analizleri,
Hox genlerinin ¢ogunlugunun hematopoietik hiicrelerde eksprese edildigini gosterdi
(Pineault vd., 2002). Bu gozlemler, Hox genlerinin, HSC'ler dahil olmak tizere erken
hematopoietik hiicrelerde anahtar islevler oynadig1 ve diizensiz Hox ekspresyonunun
16semik doniisiimii etkileyebilecegi hipotezlerine yol agti. Fare BM hiicrelerinde
Hoxal0, Hoxb3 ve Hoxb6'min asir1 ekspresyonu, B- ve T hiicrelerinin
farklilasmasinda bir blok, bozulmus eritropoez ve miyeloproliferatif bozukluklarin ve
16seminin indiiklenmesi gibi derin etkilere sahip oldugu goriilmistiir (Simsek
vd.,2010).

KMT2A , hematopoietik dokuda HOX genlerinin (Sekil 2.11) kritik bir diizenleyicisi
oldugundan, KMT2A yeniden diizenlenmis 16semilerde HOXA genlerinin anormal
ekspresyonunun, kimerik KMT2A flizyon proteinlerinin bu lokuslara hedeflenmesine
atfedilebilecegine inanilmaktadir (Milne vd.,2005). Ayrica transkripsiyonu diizenlemek
icin kofaktorlerle birlikte islev gorebilirler (Shah ve Sukumar., 2010).

Bazi KMT2A degisiklikleri bagimsiz olumsuz prognostik faktorlerdir ve hastalar
genellikle yiiksek riskli protokollere gore tedavi edilir. Bu nedenle, KMT2A
degisikliklerinin tanimlanmasi, tedavi karar1 verme i¢in énemli ¢ikarimlara sahiptir

(lencikova ve Kolenov, 2013).
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Akut 16semide (AL) translokasyonlar, insersiyonlar, delesyonlar ve duplikasyonlar
gibi 11923 kromozom bandini igeren sitogenetik anormallikler gosterilmistir
(Pajuelo-Gamez vd., 2007).

KMT2A proto-onkogeni, asagidakiler gibi birka¢g mekanizma yoluyla bir onkogen

haline donistiiriilebilir (Ilencikova ve Kolenov, 2013):

e Kromozomal translokasyonlar

e 11q alanindaki delesyonlar, inversiyonlar, MLL geninin diger kromozomlara
eklenmesi veya kromatin materyalinin MLL genine eklenmesi gibi karmasik
kromozomal degisiklikler

e Kismi tandem tekrarlar

e Amplifikasyonlar ve kazanglar
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Sekil 2.11 Hox kiimeleri, Hox genleri ve Hox islevi (Shah ve Sukumar 2010)

Hox Gen Kiimeleri: insanlarda, bugiine kadar tanimlanmis 39 Hox genine sahip 4 kiime vardir. Sekil,
3'genlerin 6n dokularda ve 5'genlerin arka dokularda ifade edildigi uzamsal esdogrusallig
gostermektedir. b- Hox Genleri: Hox transkripsiyonu, trithorax grubu (TRXG) proteinleri tarafindan
yukar1 regiile edilebilir veya histon metilasyonu (Me3) ile polipek represér kompleksi 2 (PRC2)
tarafindan asag1 regiile edilebilir. c-Hox proteinlerinin gesitli islevleri vardir. S100B'nin néroblastoma
hiicre hatlarinda HOXC6 tarafindan aktivasyonu ile gosterildigi gibi, gen promotorinde TAAT
bolgelerine baglanarak hedef genleri transkripsiyonel olarak diizenleyebilirler (Shah ve
Sukumar,2010).
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2.2.1. KMT2A Translokasyonlar: ve Fiizyon Genleri
Akut 16semilerinin yaklasik %10' u KMT2A translokasyonlarini barindirir (Muntean
ve Hess,2012).

KMT2A vyeniden diizenlemeleri, akut lenfoblastik 16semili (ALL) bebeklerin
yaklasik %80'inde ve pediatrik ve yetiskin ALL'lerin %5-10'unda saptanabilir.Bebek
akut miyeloid l6semisinin (AML) %60'inda, de novo vakalarin %3'tinde ve tedaviye

bagl yetiskin AML vakalarinin %10'unda bulunabilirler (Grossman vd.,2013).

Losemilerde Hox geninin asir1 ekspresyonu, genellikle translokasyona ugramis Hox
geninin yapisal ekspresyonu veya tritoraks homologu KMT2A tarafindan
degistirilmis  diizenleme ile sonuglanan translokasyon mutasyonlarindan
kaynaklanir.Bazt HOXA ve HOXB genlerinin asir1 ekspresyonu, 16semi klonlarinin
ve bunlarin atalarinin proliferasyonunu artirabilir; bunlardan HOXA9, ozellikle
kemik iligi kaynakli hiicrelerin artan proliferasyonu ile iliskilidir (Lawrence
vd.1992). 70'den fazla farkli tekrarlayan MLL1 translokasyon partner geni

tanimlanmustir.

ALL ve AML'den muzdarip yetigkin hastalarda 11g23 translokasyonlar1 sporadik
olarak tespit edilir. Biitiin bu I6semili hastalarin ortak 6zelligi kot bir prognoza
sahip olmalaridir. 11g23 translokasyonlu bebek ALL hastalarinin 5 yillik sagkalim
orani, en son teknolojiye sahip tedavilerle bile %15-50" iken bu translokasyonun
goriilmedigi hastalarda oran 70%-90%" dur. (Pieters vd.,2019).

En sik gozlenen kesme noktalari, KMT2A geninin 9, 10 ve 11. intronlarindadir. Tiim
kromozomal yeniden diizenlemeler, fiizyon ortaginin C-terminaline ¢ergeve iginde
kaynasmis genin N-terminalini igeren bir flizyon proteini iretir. Tim KMT2A
translokasyon tasiyan losemilerin yaklasik %80'ini olusturan en sik bes KMT2A
yeniden diizenlemesi sunlardir (Sekil 2.12): t(4;11)(921;923) veya MLL-AF4;
t(9;11)(p22;923) veya MLL-AF9; 1(11;19)(g23;p13.3) veya MLL-ENL;
t(10;11)(p12;923) veya MLL-AF10; ve t(6;11)(q27;923) veya MLL-AF6.
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Sekil 2.12 Pediatrik ve yetiskin Akut Losemilerde en sik goriilen flizyon partnerleri (Krivtsov ve
Armstrong, 2007)

Genel olarak, KMT2A yeniden diizenlemeleri olan hastalarin prognozu kotidir ve

yiiksek riskli protokollere gore tedavi edilirler, ancak bu translokasyon esine bagl

olarak degisebilir (Muntean ve Hess,2012).

2.2.1.1. AF4 Fiizyonu
KMT2A -AF4 fiizyon proteini ¢ogunlukla CD19+ B-soyu ALL vakalaryla iligkilidir

(Muntean ve Hess,2012).

Translokasyon ile tlireyen yeni kromozom 11 iizerinde 11923 ve 4g21'de iki lokusun
fiizyonu ile MLL-AF4 kimerik proteinini lretir (Meyer vd.,2018). KMT2A yeniden
diizenlemelerinde (KMT2A -r) en tekrarlayan fiizyon partneri olup, KMT2A -r
16seminin yaklasik %36'sin1 Olusturur ve o6zellikle KMT2A -r akut lenfoblastik
16semi (ALL) vakalarinda (%57) yaygindir (Britten ve Kamel,2019).

t(4;11)(q21;923)(Sekil 2.13), KMT2A 'yi igeren sik tekrarlayan translokasyonlardan
birini temsil eder ve hem yetiskinlerde hem de bebeklerde/¢ocuklarda lenfoblastik
l6semide en yaygin olanidir. AF4-MLL1 flizyon proteini, bebek ve yetiskin MLL-r-
ALL'lerin ~%50 ve %75'inde bulunur (Meyer vd.,2018).
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Sekil 2.13 (A). Floresans in situ hibridizasyon (FISH) probu XL MLL'min (Metasistemler) konumu,
11g23'te MLL lokusunu g¢evreleyen bir yesil ve bir kirmizi sinyalden olusan normal kromozom 11'de
de belirtilir. Translokasyon durumunda, iki sinyal boliinerek MLL lokusunun bozuldugunu gosterir.
Sonug olarak der(11), MLL'ye yakin kirmizi sinyali tutarken der(4), MLL'nin uzak kismina karsilik
gelen yesil sinyali icerecektir. Bu modeller, XL MLL probu (B) ile hibridize edilmis bir
t(4;11)(q23;921) barindirdig1 bilinen RS4;11 hiicre hattindan temsili bir metafazda goriilebilir. Ayn1
yeniden diizenleme, G-bandi ile elde edilen (C)'de gésterilmistir(Britten ve Kamel, 2019)

2.2.1.2. AF9 Fiizyonu
Akut miyeloid 16semide (AML), MLL-MLLT3-fizyon proteini ile sonuglanan

translokasyon t(9;11)(p22;923), MLL' yi igeren en yaygm translokasyondur.
Translokasyon (9;11) hem de novo hem de terapiyle iligskili AML'de (t-AML)
bulunabilir ve mevcut WHO smiflandirmas: bu iki alt tipi farkli kategorilere
ayirir(Kiihn vd.,2011).

Her yasta ortaya cikabilir, ancak ¢ocuklarda daha sik goriiliir, pediatrik AML'nin
%5-12'sinde ve yetigkin AML'nin %1-2'sinde bulunur ve erkeklerde ve kadinlarda
esit derecede yaygindir. KMT2A-MLLT3 fiizyonlari, APL dis1 akut miyeloid
16semili hastalarda orta dereceli bir prognoz ile iliskilidir (NCCN.org) Bir preklinik
calismada, KMT2A-MLLT3'i barindiran bir transgenik 16semik fare modeli,
IRAK1/4'e duyarlilik gostererek ilerlemede gecikme ve sagkalimda iyilesme sagladi
(Liang vd.,2017).
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2.2.1.3. ENL Fiizyon

MLL-ENL'nin miyelomonositik dnciileri in vitro olarak dliimsiizlestirdigi ve farelere
verildiginde miyeloid 16semiyi indiikledigi gosterilmistir (Lavau vd.,1997). MLL-
ENL, bir dizi hematopoietik progenitorden AML'yi baglatabilir (Ugale vd.,2014).
MLL-ENL, olgun efektor hiicrelere dogrudan doniisimii temsil etmek yerine

proliferasyonu tesvik edebilir ve farklilagsmay1 inhibe edebilir.

t(11;19) tasiyan hiicre hatti ¢alismalarinda, Tkachuk vd. (1992), her iki tiirev
kromozomdan ifade edilen fiizyon transkriptlerini tanimladi. Daha bol bulunan tiirev
11 transkripti, kromozom 19'dan ENL genine kaynasmigs HRX geninin amino
terminali 'AT-hook' motiflerini igeren kimerik bir proteini kodladi (ENL, '11-19

16semi' i¢in bdyle adlandirilmaistir).

Losemide 11g23 iceren translokasyonlar, ¢inko parmak alanlarinin kromozom 4,
kromozom 9 veya kromozom 19 {izerindeki diger genlere fiizyonla translokasyonuna
neden olur. Birlestigi kromozom 19 iizerindeki gen ENL' dir. Nakamura ve ark.
(1993), kromozom 4 (AF4) ve kromozom 9 iizerinde kaynastigr genlerin ENL' ye
yiiksek sekans homolojisi gosterdigini bulmuslardir.

2.2.1.4. AF10 Fiizyonu

Bu fiizyon,AML’de faz M5/M4’de;ALL’ de tiim evrelerde, terapi ile ilgili vakalarda
goriiliir.10p11'den 10p15'e kadar kromozom 10'da ¢ok ¢esitli rapor edilen kesme
noktalar1 heniiz tam olarak incelenme asamasinda. t(10;11)(p12;q14), akut miyeloid
16semi, akut lenfoblastik 16semi ve malign lenfomada bulunan CALM/AF10 fiizyon
genine yol acan tekrarlayan bir kromozomal translokasyondur. Bu translokasyon,
varsayilan bir ¢inko parmak transkripsiyon faktorii olan AF10 ile bir klatrin montaj
proteinini kodlayan CALM (Klatrin montaj proteini lenfoid miyeloid I6semi) geninin

fiizyonu ile sonuglanir (Dreyling vd.,1996).
PICALM olarak da bilinen CALM, 11923 kromozomu iizerinde yer alir, her yerde

eksprese edilir ve endositozda rolii olan ¢ok sayida alana sahip 652 amino asitli bir

proteini kodlar. CALM/AF10 fiizyon proteini olduk¢a 16kojeniktir. CALM/AF10'un
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ifadesi, bir murin kemik iligi nakli modelinde agresif bir akut 16seminin gelismesine

yol agmistir (Deshpande vd.,2006).

2.2.1.5. AF6 Fiizyonu

AF6 veya MLLT4 olarak bilinir.t(6;11)(q27;q23) KMT2A/AFDN bolgeleri arasinda
gerceklesmistir. t(6;11) translokasyonun farkedilmesi gézden kacabilir: kromozom 6
tutulumundaki anormallik, geleneksel bantlama teknikleriyle bir del(11q) olarak
yanlis yorumlanabilir bu nedenle FISH teknigi gereklidir (ATLAS of genetics,2017).
Akut miyeloid 16semide, bazen tedaviye bagli 16semide, B lenfoblastik 16semide ve
T-hiicreli lenfoblastik 16semide goriliir. t(6;11) 16semi tasiyan losemi hastalar
genellikle ¢ok kotii prognozlu (OS~%10) tipik bir AML hastaligi fenotipi gosterir.
KMT2A -AF6, hedef gen promotorlarina bagl transkripsiyon faktorleriyle etkilesimi
kolaylagtiran N-terminalinde MEN1/LEDGF baglama alanimi igerir (Yokoyama
vd.,2004).

Translokasyon t(6;11), 11g23/MLL yeniden diizenlemesi ile akut 16seminin yaklasik
%>5'ini temsil eder ve AML'de ALL'den daha sik goriiliir (Balgobind vd.,2009)

2.2.2. KMT2A Bolgesinde Sayisal Degisiklikler

KMT2A gen amplifikasyonu, kromozom 11'in amplikonunun bir veya daha fazla
baska kromozoma entegre edildigi ve  KMT2A geninin birden fazla kopyasini
olusturdugu translokasyonlari yoluyla meydana gelebilir. Genel olarak, genin
amplifikasyonu, genin yapisal olarak normal kopyalarinin asiri ¢ogalmasimna Yol
acarak onkojen uyarici proteinin asir1 tretimine yol agar. Bu ekstra proto-onkogen
kopyalari, bir hiicredeki gen {rliniiniin miktarmni arttirir, bdylece siirsiz hiicre

cogalmasini indiikler (llencikova ve Kolenov,2013).

Gen amplifikasyonu, AML'li hastalarin yaklagik %1'inde dmin (KMT2A geninin
alan1) seklinde bir sitogenetik analiz yapilarak tanimlanir (llencikova ve
Kolenov,2013). KMT2A geninin amplifikasyonu, CMYC onkogeninden sonra
AML/MDS'de en ¢ok amplifiye edilen ikinci gendir. Bir ¢alismada, homojen
boyanan boélge (hsr) ve ¢ift dakika (dmin) sergileyen 8/27 (%29) AML vakasinda
KMT2A amplifikasyonu bulundu (Atlas Genetics Oncology, 2022).
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KMT2A amplifikasyonlu AML/MDS, yash bir yas, 4 ila 91 yil arasinda degisen
ortalama basvuru yas1 72, genellikle daha 6nce alkile edici ajanlar veya topoizomeraz
Il ile tedavi Oykiisii ve hafif kadin baskinligi ile iligkilidir. Tedaviyle iliskili
MDS/AML'de KMT2A geninin amplifikasyonu hastalarin %12'sinde bulundu (Atlas
Genetics Oncology, 2022).

FISH, KMT2A amplifikasyonunun saptanmasinda faydali olmustur. Gen
amplifikasyonu, sitogenetik olarak iki yoldan biriyle kendini gdsterir, ya homojen
boyanan bolgeler (hsr) ile kromozomal olarak ya da cift dakikalik kromozomlar
(dmin) olarak ekstrakromozomal olarak. Floresan in situ hibridizasyon (FISH),
amplifiye edilmis bolgelere dahil olan genlerin tanimlanmasina izin verir (Cuthbert

vd., 2000).

Izole bir anormallik olarak trizomi 11 (+11), akut miyeloid Idsemili (AML)

hastalarda nadir goriilen bir olaydir ve kotii prognoz ile iliskilidir (Alseraye vd,2011).

KMT2A genini igeren 11. kromozomun uzun kolunun(q) kismi kazanimi, miyeloid
malignitelerde nadir fakat tekrarlayan bir anomali olup siklikla ileri yasla iligkilidir
(Sekil 2.14) ve olduk¢a karmasik karyotip ile kendini gosterir (Bahar ve
Zamecnikova,2016).

33



L.SI MLL

Sekil 2.14 MLL Amplifikasyonu (Bahar ve Zamecnikova,2016)

(A) 11g amplifikasyonlu karyotipler. (B) Metafaz ve interfaz hiicrelerinde MLL'nin (KMT2A) (11q+

tizerinde 2 fiizyon sinyali) intrakromozomal duplikasyonunu gésteren dual prob ile FISH sonuglari.
11. kromozomdaki amplikonlarin biiyiiklikleri degisir ve genellikle bir bant 11923
ve KMT2A genini igerir. Ancak, baska baz1 bolgeler de gozlenmistir; sadece uzun

kolun degil, kisa kolun parcalari da ¢ogaltilabilir (Sarova vd.,2010).

2.3.FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon)

2.3.1. FISH Teknigi

1980'lerde molekiiler genetigin ortaya c¢ikist ve son otuz yilda floresan in situ
hibridizasyon (FISH), c¢ok renkli FISH, karsilastirmali genomik hibridizasyon
(CGH), ¢esitli dizi tabanli genotipleme gibi bir dizi gii¢lii molekiiler sitogenetik
teknolojinin gelistirilmesi ve  DNA ve RNA dizilimi, neoplastik baslangic ve
ilerlemede isleyen molekiiler mekanizmalar hakkindaki bilgimizi ve anlayisimizi

onemli Olciide genisletti.
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Yeni teknikler, arastirmacilarin tiimdr hiicrelerini bireysel genler diizeyinde, hatta tek
baz ciftleri diizeyinde arastirmasina olanak sagladi ve giderek artan sayidaki kanserle

iligkili genomik anormalliklerin molekiiler sonuglar1 boylece agiga ¢ikt1 (Vogelstein
vd., 2013).

Geleneksel sitogenetik bantlama ydntemleri zahmetlidir ve rutin klinik ortamlarda
translokasyonlar1 saptamak i¢in zaman alicidir. Gen yeniden diizenlemelerini ve
flizyon transkriptlerini tespit etmek icin Southern blot, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) gibi molekiiler
yontemler kullanilabilir, ancak bu yontemlerin duyarlilik ve &zgiillik sorunlar
vardir. Southern blotting, tiimdr hiicrelerinin en az %10'unun varligin1 gerektirir.
Cesitli molekiiler yontemler arasinda, floresan in situ hibridizasyon (FISH), fazlar
arasi diizeyde translokasyonlarin hassas bir sekilde tanimlanmasi igin yardimci bir

yontem olarak ortaya ¢ikmistir(Heim ve Mitelman, 2015).

FISH yontemi nispeten basittir ve tek bir deneyde c¢ok sayida interfaz hiicresi
puanlanabilir. Hematolojik malignitelerdeki translokasyonlar igin ikili fiizyon
yaklagimi kullanan oldukga hassas problar tanimlanmigtir (Dewald ve ark.,1998)
FISH, yeni kromozomal translokasyonlarin ve Kkriptik aberasyonlarin yani sira
marker kromozomlarin tanimlanmasinda etkilidir. insan Genomu Projesi'nin
tamamlanmasi gibi genom analizindeki son gelismeler, insan genomundaki herhangi
bir genomik konum ig¢in prob gelistirme olanaklarini genisletti (Heim ve Mitelman,

2015).

Daha iyi etiketleme ve goriintiileme sistemleri de yontemin etkinligini artirmis ancak
maliyet etkinligini korumustur. FISH'in faydasi, spesifik sapma tiplerini tespit
etmeye uygun farkli prob tiplerinin gelistirilmesiyle daha da artt1 (Heim ve Mitelman,

2015).
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Tablo 2.2 Cesitli yapisal ve sayisal kromozom sapmalarini tespit etmek icin kullanilan farkli tipte
FISH problar1 (Heim ve Mitelman, 2015)

CESIDI UYGULAMASI
Sentromer problari Kromozomal kopya numarasinin numaralandirilmasi
Kromozom boya problari Marker kromozomlarinin karakterizasyonu,

kromozom translokasyon tespiti

Mikro delesyon benzersiz sekans problari Interfaz ve metafazdaki kiigiik mikroskobik

delesyonlarin tanimlanmasi

Amplifikasyon algilama Problar1 Biiyiitiilmiis kromozom segmentlerinin tespiti ve

spesifik gen amplifikasyonlari

Telomere 6zgii problar Kromozom telomerlerinin yakinindaki kiigiik

terminal diizenlemelerinin tespiti

Translokasyon birlesim sekans problari Metafaz ve interfaz hiicreleri kullanarak kromozom

translokasyonlarinin varligini saptamak i¢in

G-band1 karyotipleme ve FISH analizi, AML'de hastalarin klinik alt gruplara
ayrilmasina yol agti. In situ hibridizasyon teknikleri, DNA'nin iki antiparalel
tamamlayic1 sarmal halinde dogal organizasyonuna dayanir. Hedef DNA'nin metafaz
yayilmalarinda veya interfaz ¢ekirdeklerinde denatiirasyonundan sonra, tek sarmalli
DNA problarinin, tamamlayict genomik dizileriyle hibrit ¢ift sarmalli kompleksler
olusturmasina izin verilir. Hibridizasyondan 6nce problar, floresan mikroskobu ile
dogrudan saptamaya izin vermek i¢in fliloroforlarla etiketlenebilir (Pinkel vd., 1986;

Cremer vd., 1988).

FISH teknigindeki ilk adim, prob dizisinin floresan bir kopyasinmi (Sekil 2.15b, orta
slitun) veya prob dizisinin, prosediirde daha sonra floresan hale getirilebilecek
degistirilmis bir kopyasint (Sekil 2.15b) yapmaktir. Daha sonra, herhangi bir
hibridizasyon gerceklesmeden 6nce hem hedef hem de prob dizilerinin 1s1 veya
kimyasallarla denatiire edilmesi gerekir (Sekil 2.15c). Bu denatiirasyon adimu,
sonraki hibridizasyon adimi sirasinda hedef ve prob arasinda yeni hidrojen baglarinin

olusmasi icin gereklidir (Speicher ve Carter, 2005).
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Prob ve hedef sekanslar daha sonra birlikte karistirilir (Sekil 2.15d) ve prob spesifik
olarak kromozom iizerindeki tamamlayici sekansina hibritlenir. Prob zaten floresansa
(orta siitun), hibridizasyon bolgesini dogrudan tespit etmek miimkiin olacaktir. Diger
durumlarda (sol siitun), hibritlestirilmis probu gérsellestirmek icin ek bir adim
gerekebilir. Problar ve bunlarin kromozomal hedefleri arasinda olusan melezler, bir

fliloresan mikroskop kullanilarak tespit edilebilir (Speicher ve Carter, 2005).
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Sekil 2.15 FISH Teknigi (Speicher ve Carter, 2005)
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2.3.1 Akut Losemilerde FISH Teknigi

Bir sitogenetik analiz, 6nemli prognostik ve tahmin edici bilgiler saglar ve kansere
Ozgii genetik anormallikleri veya tiriinlerini hedefleyen bireysel tedavi igin temel
olusturarak terapotik kararlara rehberlik eder ve ayrica genetik remisyon veya
ilerlemeyi izleyerek terapotik etkinligin degerlendirilmesine yardimei olur (Heim ve

Mitelman, 2015).

FISH' in standart sitogenetik analize kiyasla avantajlari, FISH' in mikroskop altinda
tespit edilemeyecek kadar kiiciik genetik degisiklikleri tanimlamak igin
kullanilabilmesi, hiicre kiiltiirli gerektirmemesi ve interfaz c¢ekirdeklerinin hizli bir
sekilde degerlendirilmesi i¢in dogrudan taze veya parafine gomiilmiis dokular
tizerine uygulanabilmesidir. Bu nedenle hastalarda risk simiflandirmalarinda

kullanilmaktadir.
Cesitli sitogenetik teknikler kullanilarak kemik iligi hiicrelerinin kromozomal analizi,

belirli bir hematolojik bozuklugu olan hemen hemen her hasta grubunun dikkatli

muayenesinin ayrilmaz bir pargasi haline gelmistir (Tansatit, 2016).

2.3.1.1. ALL’ de FISH Paneli

Tablo 2.3 ALL Paneli (Ashok vd.,2017)

Hedeflenen Genetik Anomali | FISH Panel Probu | Prob Rengi Ureticinin Ad
t(9;22) (g34;gq11) BCR/ABL1 Yesil / Kirmizi MetaSystems
t(12;21)(p13;922) ETV6 / RUNX1 Yesil / Kirmizi MetaSystems
11923 Delesyonu MLL Sari = Yesil + Kirmizi | CytoCell
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ALL'de, t(9;22) yetiskinlerde (%25-30) cocuklardan (%~3) daha yiiksek bir
insidansta meydana gelir ve yasla katlanarak artar. Tarihsel olarak, yetiskinlerde Ph-
pozitif ALL, ¢ok kotii bir prognoz ve yiiksek bir niiks orani ile iliskilendirilmistir.
Ancak imatinib kullanimi1 bu yas grubu i¢in de olumlu sonuglar vermistir (Ashok

vd.,2017).

t(12,21) ETV6/RUNXL, ilk olarak 1994 yilinda FISH teknigi ile kesfedilmistir. 12 ve
21. kromozomlar arasindaki translokasyonlu bolgelerin bantlama modeli ve boyutu
ayni oldugu i¢in Karyotipleme ile gériinmez. ETV6-RUNXL1 flizyonu (Tablo 2.3),
BCP-ALL'nin

%25-30'unda meydana gelen ¢ocukluk ALL'sinde en yaygin translokasyondur ve en
yiiksek insidansi 3-5 yaslarindadir (Ashok vd.,2017).

2.3.1.2. AML’ de FISH Paneli

Tablo 2.4 AML FISH Paneli (Orazi vd., 2013)

Anomali Dahil Olan Genler
t(3;3); inv(3) MECOM/RPN1
-5/del(5q) (Multiple genes)
t(6;9) DEK/NUP214
-7/del(7q) (Multiple genes)
Trisomy 8/del(20q) (Multiple genes)
t(8;21) RUNX1T1/RUNX1
t(11p15) NUP98

t(11q23) KMT2A (MLL)
t(15;17) PML/RARA
inv(16) or t(16;16) CBFB/MYH11

AML FISH paneli (Tablo 2.4), Akut miyeloid 16semili (AML) hastalara kesin tani
koymada, hastaligin alt tiplemerini belirmede ve risk degerlendirmesi yapmada sik
kullanilan gen anomalileri bolgelerinden olusmaktadir. Elde edilen sonuglar

karyogenetik analizlerle beraber degerlendirilebilir.

En sik incelenen bolgelerden translokasyona dahil olanlar; t(3;3), t(6;9), t(8;21),
t(11p15), t(11923), t(15,17) ve t(16;16) bolgeleri iken delesyon incelemeleri del(5q),

del(7q) ve del(20q)’ dir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyallar
Hiicre kiiltiirii ve FISH tekniginde kullanilan malzemeler listelenmistir.

3.1.1. Cahsilan Hastalar

Calisma icin Ocak 2021 ile Kasim 2022 arasinda Dicle Universitesi (Diyarbakir,
Tiirkiye) Tip Fakiiltesindeki Hastaneden ALL ve AML tanili toplam 62 hasta se¢ildi.
Hastalardan tani1 aninda kemik iligi (BM) veya periferik kan (PB) 6rnekleri alindi ve
tibbi kayitlari incelendi. Caligmanin etik beyani ektedir (Bkz: Ek 1). Hastalardan 26’
st kadin iken 36°s1 erkektir.

3.1.2. Kimyasal Malzemeler

3.1.2.1. Kemik iligi ve kandan alinan hiicreler icin besi kiiltiiriinii hazirlarken
kullamilan malzemeler:

1-Ham’s F10: Kromozom analizi i¢in insan diploid hiicrelerinin ve beyaz kan

hiicrelerinin biiylimesinde kullanilabilmektedir.

2-Fetal Bovine Serum (FBS): 22.5 CC FBS kullanildi. Fetal sigir serumu (FBS),
mezbahada kapali bir toplama sistemi araciligiyla sigir fetiisiinden alinan kandan
elde edilir. Fetal sigir serumu, okaryotik hiicrelerin in vitro hiicre kiiltiirii i¢in en

yaygin kullanilan serum takviyesidir.

3-L-Glutamine Solution (200 mM): Kullanima hazir bir stok soliisyondur. L-
glutamin, ¢ogu hiicre kiiltiirii ortami i¢in gerekli bir katki maddesi olan ve nitrojenin
kiiltiirdeki hiicrelere depolanmasini1 ve transferini kolaylastirir. L-glutamin, kiiltiir
ortaminda hiicrelerin enerji liretimi ve protein sentezi i¢in gerekli olan esansiyel bir

aminoasittir. 2 X CC kullanildi.

4-Penisilin Streptomisin soliisyonu: Pen Strep soliisyonu olarak da bilinen Penisilin
Streptomisin soliisyonu, memeli hiicrelerinin kiiltiirii i¢in en yaygm kullanilan
antibiyotik soliisyondur. Penisilin Streptomisin ¢o6zeltisi, hiicre kiiltiirii sirasinda
steril kosullart korumak i¢in kullanilir ve kiiltiirlenmis hiicreler iizerinde ¢ok az

olumsuz etki gosterir. Calismada 2xXCC kullanildu.
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5-Kolsemid Soliisyonu: Kolsemid Soliisyonu, hem bitki hem de hayvan hiicrelerinde
mitozu durdurarak metafaz sirasinda ig olusumunu engeller. Kolsemid kullanilirken

5xCC Colcemid 5xCC distile su ile sulandirildi.

6-Hipotonik: 5.59 gr Kcl, 1L Bidistile suda ¢oziiliir. Kullanim asamasinda 250 x CC
hipotonik ¢ozeltisi 250 x CC distile su ile seyreltilir.

7-Fiksatif: 1 Hacim Asetik Asit, 3 Hacim Methanol alinarak hazirlanir.

8- PHA (phytohemaglutinin): Hiicrelerin mitotik aktivitelerini arttirmaktadir.

9- -Kolsisin (colchicine) Soliisyonu: 40 mg colchicine+100 ml triple distile su

3.1.2.2. FISH i¢in Kullanilan Malzemeler:
1. %100 Etanol (EtOH)

2. 20x salin-sodyum sitrat (SSS) Cozeltisi
3. 1M Hidroklorik asit (HCI)

4. Tween-20

5. 1M Sodyum Hidroksit (NaOH)

6. Distile su

3.1.3.MLL FISH Kiti Malzemeleri
1- CytoCell MLL (KMT2A) Break Apart Problart:

Prob (Sekil 3.1) : 100ul (10 test)
Problar, hibridizasyon ¢ozeltisi SSC’ ye karistirilmis olarak tedarik edilir ve
kullanima hazirdir.
Prob Spesifikasyonu:
MLL, 11g23.3, Kirmizive MLL, 11g23.3, Yesil
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119233

CD3G MLL (KMT2A) PHLDB1
UBE4A

) — 7

SHGC-57446 D11S3222  RH65355 SHGC-111513 D11S1364

. 1 =4
170kb 87kb
100kb

Sekil 3.1 KMT2A FISH Probu (CytoCell MLL (KMT2A) Breakapart FISH Probe, n.d.)

MLL iiriinii, SHGC-111513 isaretcisini igeren MLL (KMT2A) genine telomerik bir
bolgeyi ve CD3G ve UBE4A genlerini kapsayan MLL genine sentromerik 170kb
bolgesini kapsayan yesil bir probu i¢ine alan kirmizi renkli etiketli 87kb probdan
olusur.

2- Karsit Boya:
Karsit boya, DAPI renk solmasi karsiti karisimdir (ES: 0.125pg/ml DAPI (4,6-

diamidino-2-fenilindol)).

3.1.4. Kullanilan Arac¢-Gerecler ve Cihazlar:
3.1.4.1.Hiicre Kiiltiirii icin Kullamlanlar:
1- Steril konik kiiltiir tiipti

2-Etiv

3- Santrifiij Cihazi

4-Kuru Hava Sterilizasyonu

5-Mikroskop

6- Enjektorler ve pipetler

7- Mikropipetler

7-Santrifiij Tiipleri

8-Dikey Saleler ve Meziirler
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O-

Lam ve Lameller

10-pH Metre
11-Vortex

12- Laboratuvar saati
13-Plastik Eldiven
14- Buzdolabi

3.1.4.2.Fish I¢in Kullanilanlar:

© N oo o B~ W DN

N N S N e v T i o e =
O © W N O Ul A W N B O

. Mikrosantrifiij tiipler (0.5ml)

. Kalibre edilen degisken hacimli mikropipetler (1ul - 200ul)
. Su banyosu (Sekil 3.3)

. Isitma tablasi (80°C’ye kadar sicaklik kontrolii)(Sekil 3.2)

. Coplin kavanozlar

. Floresan mikroskop

. pH 6l¢lim cihazi

. Nemli kap

. Immersiyon yag1

. Santrifiij Cihazi

. 24x24 lamel

. Mikroskop lamlar1

. Zamanlayici

. 37°C inkiibator

. Kauguk ¢ozelti yapistiricisi
. Manyetik karistirici

. Vorteks ve mikser

. Dereceli silindirler

. Termometre
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Sekil 3.2 Fisher Scientific Isitma Tablas1

Sekil 3.3 Su Banyosu

3.2. Metod
3.2.1. Hiicre Kiiltiiri ve Kromozom Eldesi

a.
b.

Steril enjektore 0,5 ml heparin gekildi.
Enjektor heparinize edildikten sonra hastadan en az 2-3 ml ven6z kan ya

da kemik iligi alindi.

Steril konik kiiltiir tiipilin izerine hastanin adi, soyadi, ¢alisilan yontem,
tarih , saat yazildi.

Steril ortamda, besi ortami1 80 ml (FI0(HAM) Nutrient Mixture), 15 ml

Fetal calf serum, 0,1ml Penicilin soliisyonu,0,1 ml Streptomisine
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soliisyonu igerecek sekilde kiiltiir ortami hazirlandi. Her bir kiiltiir tiiptine
steril ortamda 5 ml olacak sekilde aktarildi.

Vendz kandan ya da kemik iliginden kiiltiir tiiplerine 5 damla eklendi.
Her bir kiiltiir tlipline 2 damla fitohemaglutinin eklendikten sonra tiipiin
agzi alevden gegirilerek kapatildi.

Tiip hafifce alt-iist edilerek karigimi sagland.

h. Tiip 37°C etiivde 72 saat bekletildi.

Hiicreleri metafaz sathasinda durdurmak i¢in inkiibasyonun 70.45
saatinde kiiltiire 2 damla (0.1 ml) colcemid eklendi.

72. saatte etiivden ¢ikarilan kiiltiir vortekslendikten sonra 1400 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi.

Supernatant atildiktan sonra pelet, vorteksle karistirilarak {izerine 10 ml
hipotonik solusyon eklendi ve 10 dakika etiivde bekletildi.

Tiipler 1200 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilip siipernatant atildiktan
sonra pelet vorteks yardimiyla karistirilarak iizerine pastor pipetiyle 10 ml
fiksatif eklendi.

. Fiksatif ile yikama iglemi 3 defa tekrarlandi.

Son santrifiij isleminden sonra tiiplerde yaklasik 0.5 cc pelet birakilmistir.

3.2.2.FISH Protokolii
3.2.2.1.Preparat Hazirlama

1. Lam tizerine hastalarin isimleri ve tarih yazildi.

2- 10 pl pelet lam tizerine yerlestirildi.
3-Oda sicakliginda 1-2 dakika kurumaya birakildi.
4. Lam 2 dakika boyunca, oda sicakliginda ve ajitasyon olmadan 2xSSS i¢ine

3. Etanol serisinde (%70, %85 ve %100), 2 dakika boyunca, oda sicakliginda
dehidrasyon yapildi

4. Kurumasi beklendi.
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3.2.2.2. Denatiirasyon

5. Probu dondurucudan gikartildi ve oda sicakliginda 1sinmasi saglandi. Kullanmadan
once, tiipler kisa siire santrifiij edildi.

6. Cozeltinin esit olarak dagilmasi i¢in Prob ¢ozeltisinin bir pipetle karigtirild.

7. Test basina probtan 10ul alinarak bir mikrosantrifiij tiiptine aktarildi. Kalan prob
dondurucuya geri konuldu.

8. 5 dakikalik 6n 1sitma i¢in, probu ve numune lami isitmali tabla tizerine birakildi.

9. Prob karisimindan 10pl alinip hiicre numunesi iizerine damlatildi ve bir lamel ile
kapatildi. Kaucuk cozelti yapistiricisiyla kapatildi ve yapistiricinin - tamamen
kurumas1 beklendi.

10. Lamu1 1sitmal1 tabla tizerinde 75°C’de 2 dakika 1sitildi. Numune ve

probu es zamanli denatiire edildi.

3.2.2.3. Hibridizasyon
11. Lami1 nemli, 11k gecirmez bir kap iginde, 37°C’de bir gece bekletildi.

3.2.2.4. Melezleme Sonras1 Yikamalar
12. DAPI dondurucudan gikartildi ve oda sicakliginda 1isinmasini saglandi.

13. Lamelin ve yapistiricinin tiim izleri dikkatlice kaldirildi.

14. Lam 2 dakika boyunca, 72°C’de (+/- 1°C) ve ajitasyon olmadan 0.4xSSS (pH
7.0) igine daldirildu.

15. Lamu kurutuldu ve 30 saniye boyunca, oda sicakliginda (pH 7.0) 2xSSS, %0.05
Tween-20 igine daldirildi.

16. Lamu kurutuldu ve her bir numuneye 10ul DAPI renk solmasi 6nleyici karigimi
uygulandi.

17. Bir lamel ile Gstiinii kapatildi, baloncuklar alindi ve 10 dakika boyunca
karanlikta bekleterek rengin belirginlesmesini saglandi.

18. Floresan mikroskop kullanarak sonuglara bakildi.
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3.2.3. FISH Sonuclarimnin Degerlendirilmesi

3.2.3.1. Analiz Klavuzu

* Cok fazla sitoplazmik kalint1 ya da belirsiz hibridizasyon olan alanlardan kag¢inild.

« Sinyal yogunlugu, tek bir c¢ekirdekte

durumlarda, tekli filtreler kullanild1 ve/ya da odak diizlemi ayarlandi.

* Ayni1 rengin iki sinyali birbirine degiyorsa ya da bu iki sinyalin arasindaki uzaklik

iki sinyal genisliginden daha biiylik degilse veya bu iki sinyali birbirine baglayan

bile degisebileceginden dolayr boyle

zayif bir zincir varsa, bu iki sinyal tek olarak kabul edildi.

« iki renkli ayirma probunu analiz edilirken, aralarinda 2 sinyal genisliginden daha

dar olan bir bosluk bulunan kirmizi ve yesil sinyaller varsa bunlar yeniden

diizenlenmemis/ kaynastiritlmamis sinyal olarak sayildi.

* Hiicrenin analiz edilebilir olup olmadigindan emin olunmayan numunelerde, analiz

yapilmadi.

Saymayin - gekirdeklerin
sinirlan belifenemeyecek
kadar birbirine gok yakin

Ortusen gekirdekleri saymayin
- heriki gekirdegin tim
alanlan gériinmez

Kirmizi ile yesil sinyal
arasinda iki fizyon sinyali
olarak sayilan bosluk iki sinyal
genigliginden dahadardir

ds
o
0
o

Iki fazyon sinyali olarak sayilir,
bir flizyon sinyali dagitilir

Sekil 3.4 FISH Analiz Kilavuzu (CytoCell MLL (KMT2A) Breakapart)
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3.2.3.2. Beklenen Sonuglar
Beklenen Normal Sinyal Oriintiisii (Cytocell Kullanim Talimatlari)

Sekil. 3.5 FISH Normal Sonug Sinyali (CytoCell MLL (KMT2A) Breakapart FISH Probe, n.d.)

Normal bir hiicrede, iki kirmizi/yesil fiizyon sinyali beklenir (2F).

Beklenen Anormal Sinyal Oriintiileri

Sekil. 3.6 FISH Anormal Sonug Sinyali (CytoCell MLL (KMT2A) Breakapart FISH Probe, n.d.)
Dengeli bir MLL (KMT2A) diizeni olan bir hiicrede, beklenen sinyal modeli bir

kirmizi, bir yesil ve bir flizyon olmalidir.
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4 BULGULAR

4.1. istatistik

Tablo 4.1 62 Akut Losemi Olgusunun istatistiki Degerlendirmesi

TANILARA GORE OLGULAR SAYILAR YUZDELIK (Tiim hastalara
oranla)

KADIN ALL TANILI 9 %14,51

ERKEK ALL TANILI 12 %19,3

TOPLAM ALL TANILILAR 21 %33,87

KADIN ALL POZITIF 0 %0

OLGULAR

ERKEK ALL POZITIF 3 %4,83

OLGULAR

TOPLAM ALL POZITIF 3 %4,83

OLGULAR

KADIN AML TANILILAR 17 %27,41

ERKEK AML TANILILAR 24 %38,7

TOPLAM AML 41 %66,1

TOPLAM KADIN AKUT 26 %41,9

LOSEMI

TOPLAM ERKEK AKUT 36 %58

LOSEMI

KADIN AML POZITIF 0 %0

OLGULAR

ERKEK AML POZITIF 1 %1,61

OLGULAR

49




Tablo 4.1 (Devam)

TOPLAM AML POZITIF 1
OLGULAR

%1,61

Tablo 4.2 Olgularin Yag Ortalamalari

TANI ORTALAMA
AML Hastalarinin Yag Ortalamast 47,3

AML’ li Kadin Hastalarin Yas Ortalamasi 47 64

AML’ li Erkek Hastalarin Yas Ortalamasi 47,20

ALL Hastalarinin Yas Ortalamast 39,42

ALL’ li Erkek Hastalarin Yas Ortalamasi 36,8

ALL’ li Kadin Hastalarin Yas Ortalamast 42.8

Pozitif ALL Hastalarnin Yas Ortalamasi 33,6

Akut Losemili Tiim Hastalarin Yas Ortalamasi 44,69

4.2 FISH Analizleri

Tablo 4.3. KMT2A (MLL) anomalisi olan 4 Olgunun FISH Analizi Sonuglar1

Hasta No Ad Soyad

Yas/Cinsiyet

Tam/Durum

FISH Sonucu

1 M.Y E/72

AML

(ETOX3,AML1x2)[131/200],(MLLx1)[1
26/200]

2 M.S E/20

ALL

(IGH,MYC)x4[15/100],(BCR,ABL1)X4[
12/100],(TEL,AML)x4[14/100],(MLL,A
FF1)x4[14/00](DLEU2,LAMP1)x4[12,1
00],(MLLx4)[16/100],(D7Zx4)[15/100] (
D8Z2x4)[16/100]

3 H.0 E/64

ALL

(MY Cx2,1GHxX3)[14/200],(AFF1x2,MLL
x3)[80/200],(MLLx3)[72/200],(D7Z1x3)
[52/200]
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Tablo 4.3 (Devam)

F.B

E/20

ALL

5°MLLx2,3’MLLx1)(5’MLL con
3’MLLx1)[77/200]

44.1. Olgu 1
M.Y: 71 YAS- AML Tanili

e Incelenen hiicrelerin %63 iinde 11923.3(MLL) bélgesinin monozomisiyle

uyumlu sinyal paterni (1 fiizyon sinyali) saptanmistir (Sekil 4.1)

e Iincelenen hiicrelerde t(4;11)(q21.3;923.3) Gézlenmenmistir.

e Iincelenen hiicrelerin %66’ sinda 8q21.3(ETO) bélgelesinin trizomisi ile
uyumlu sinyal paterni (3 yesil, 2 kirmiz1) saptanmistir (Sekil 4.2)

Sekil 4.1 Olgu 1’de 11923.3(MLL) bolgesinin monozomisi.
hiiclerinin MLL bolgesindeki tek sinyale isaret etmektedir
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Sekil 4.2 Olgu 1°de 8q21.3(ETO) bolgesinin trizomisi. Oklar ETO bélgesinde amplifiye olmus
bolgeri gostermektedir

4.4.2. Olgu 2

M.S: 19 YAS- ALL-

e incelenen hiicrelerin %14’ {inde 4q21.3-4q22.1(AFF1) ve 11923.3 (MLL)
bolgelerinin tetrazomisi ile uyumlu sinyal paterni saptanmustir (Sekil 4.3).

e Incelenen hiicrelerde t(4;11)(q21.3;923.3) gdzlenmemistir.

e M.S hastasinda ayrica incelenen hiicrelerin %15’inde 8q24.21 (MYC) ve
14932.33 (IGH) bolgelerinin tetrazomisi ile uyumlu sinyal tespit edilmistir
(Sekil 4.4).

e M.S hastasinda ayrica incelenen hiicrelerin %12’sinde 9q34.1 (ABL1) ve
22q11.2 (BCR) bolgelerinin tetrazomisi ile uyumlu sinyal tespit edilmistir
(Sekil 4.5).

e M.S hastasinda ayrica incelenen hiicrelerin %14’tinde 12p13.2 (TEL) ve
21922.12 (AML) bolgelerinin tetrazomisi ile uyumlu sinyal tespit edilmistir
(Sekil 4.6).

e M.S hastasinda ayrica incelenen hiicrelerin %12’sinde tetrazomi 13 ile
uyumlu sinyal tespit edilmistir.

e M.S hastasinda ayrica incelenen hiicrelerin %16’ sinda tetrazomi 11 ile

uyumlu sinyal tespit edilmistir.
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e M.S hastasinda ayrica incelenen hiicrelerin %15’inde tetrazomi 7 ile uyumlu
sinyal tespit edilmistir.

e M.S hastasinda ayrica incelenen hiicrelerin %16’ sinda tetrazomi 8 ile
uyumlu sinyal tespit edilmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.3 Olgu 2’ de 4921.3-4922.1(AFF1) ve 11923.3 (MLL) bolgelerinin tetrazomisi (Oklar
tetrazomilere isaret etmektedir)

Sekil 4.4 Olgu 2’de 8g24.21 (MYC) ve 14g32.33 (IGH) bolgelerinin tetrazomisi (Kirmizi oklar 1IGH
bolgesindeki, sar1 oklar MYC bolgesindeki tetrazomilere isaret etmektedir)
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Sekil 4.5 Olgu 2’de 9q34.1 (ABL1) ve 22ql11.2 (BCR) boélgelerinin tetrazomi (Kirmizi oklar
ABLI1 genindeki tetrazomi sinyallerini gostermekte iken sar1 oklar BCR bdlgelerindeki sinyalleri
gosterir)

Sekil 4.6 Olgu 2°de 2p13.2 (TEL) ve 21g22.12 (AML) bolgelerinin tetrazomisi
Kirmizi oklar TEL genindeki tetrazomi sinyallerini gostermekte iken sar1 oklar AML bolgelerindeki
sinyalleri gosterir
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Sekil 4.7 Olgu 2°de Sentromer 8 deki tetrazomi(Oklar tetrazomilere isaret etmektedir)

4.4.3. Olgu 3

H.O: 63 YAS- ALL-

e Incelenen hiicrelerin %40’ inda 11g23.3(MLL) bdlgesinin trizomisiyle
uyumlu sinyal paterni (3 yesil, 2 kirmiz1) saptanmistir (Sekil 4.8).

e Incelenen hiicrelerde t(4;11)(q21.3;923.3) Gézlenmenmistir.

e Incelenen hiicrelerin %36 sinda 11923.3(MLL) bdlgesinin trizomisiyle
uyumlu 3 fiizyon sinyal paterni saptanmuistir.

e Incelenen hiicrelerin %7’ sinde 14q32.33(IGH) bdlgelesinin trizomisi ile
uyumlu sinyal paterni( 3 yesil, 2 kirmizi) saptanmustir (Sekil 4.9).

e Incelenen hiicrelerin %26’sinda trizomi 7 ile uyumlu sinyal paterni
saptanmustir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.8 Olgu 3’te 11q23.3(MLL) bolgesinin trizomisi(Oklar trizomilere isaret etmektedir)

Sekil 4.9 Olgu 3’te 14q32.33(IGH) bolgelesinin trizomisi ile uyumlu 3 yesil, 2 kirmizi sinyal paterni



Sekil 4.10 Olgu 3°te Trizomi 7(Oklar trizomilere isaret etmektedir)

44.4. Olgu 4

F.B: 19 YAS. ALL.

e incelenen hiicrelerin %39 unda 3°MLL (11¢23.3) bélgesinin delesyonuyla
uyumlu sinyal paterni (1 fiizyon, 1 yesil) saptanmistir (Sekil 4.11).

e Incelenen hiicrelerde t(4;11)(q21.3;923.3) Gozlenmemistir.

Sekil 4.11 Olgu 4’te 3’MLL (11g23.3) bdlgesinin delesyonuyla uyumlu sinyal paterni (Sar1 oklar

fiizyonlara, yesil oklar yesil renkli sinyallere igaret etmektedir.)
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu c¢alismada; yeni tan1 almis ve tedavi asamasindaki 62 eriskin akut lenfoblastik
16semili ve akut miyeloid 16semili olgu ile ¢alisilmistir. Bu olgularda kemik iligi
veya periferik kan kiiltiirli yapildiktan sonra, FISH yontemi ile KMT2A ya da diger
adiyla MLL gen bolgesindeki (11923) anormallikler arastirilmustir.

62 AL olgusundan 4 tanesinin MLL gen anomalisi agisindan pozitif oldugu tespit
edilmis ve bunlarin Dicle Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1 laboratuvarinda

yapilan FISH ALL ve AML panelleri de degerlendirilmistir.

Yapilan mevcut ¢calismamizda akut miyeloid 16semili (AML) erkeklerin kizlara orani
1,41 (24/17) oldugu tespit edilmistir. Literatiirde de AML ’nin kizlara oranla
erkeklerde daha sik (erkek\kiz orani:1,6) gorildigii belirtilmektedir (Shallis ve ark.,
2019). Calismamizda da erkek hasta oraninin kizlara gore daha fazla olmasi literatiir
ile uyumlu bulunmustur. Literatiirde kadinlarla karsilastirildiginda, erkeklerin ALL
gelistirme olasiligi daha yiiksektir (erkek/kadin oram1 = 1,23)(Yi vd.,2020) Bu
caligmada kadinlarda ALL yiizdesi %14,51 olarak tespit edildi. Erkekler de ise,

%19,3 bulundu. Erkek/kadin orani 1,33 olarak hesaplanmistir. Erkeklerin kadinlara

gore daha ¢ok ALL tanist aldigi goriilmiistiir, veriler literatiir ile 6rtismektedir.

AML genellikle yashlarda sik goriilen bir hastaliktir ve 45 yasindan once nadir
goriiliir. AML tanist konan kisilerin ortalama yasi yaklasik 68'dir (National Cancer
Institute,2018). Bununla beraber, calismamizdaki AML’li hastalarin yas ortalamasi
47,3 olarak tespit edilmistir. Bu deger, literatiirden daha diisiik bir yas ortalamasina

denk gelmektedir.

ALL, en sik goriilen ¢ocukluk ¢agi kanseri tiiriidiir. Losemi teshisi konan 20 yasin
altindaki kisilerin yaklagik %75'ine ALL teshisi konur Ancak her yasta teshis
edilebilir. Hastalarin %17’s1 55 yas {istiindedir. Bu ¢alismamizda ALL hastalarinin

yas ortalamasi 39,42 olarak bulunmustur. Literatiir ile uyumludur (Sasaki vd.,2021).
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Calismamizda KMT2A anomalligi olan 3 ALL’li olguda yas ortalamasi 33,6 iken,
AML’li olgularda KMT2A anomalisi sadece 1 olguda tek saptanmis olup 71 yas
erkek hastaya aittir. Ancak, literatiir incelemesinde KMT2A insidans1t ALL i¢in 35-
45 yas arasinda en ¢ok tespit edilmis iken AML’ de 55-65 yas arasinda goriilmiistiir (
Britten ve Kamel,2019).

Li ve arkadaslar1 (2022), KMT2A genindeki meydana gelen degisimleri tespit etmek
icin yaptiklar1 ¢alismada, 269 de novo AL(akut l6semi) vakasinda transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve kromozom bantlama analizi (CBA) ile
birlikte FISH uygulayarak AL tedavisinde FISH'in potansiyel degerini arastirdi.
FISH, KMT2A anormal kopya sayisini ve yeniden diizenlemelerini belirleyerek akut
l16semide risk siniflandirmasini gelistirir. Toplam 269 hastadan 23'tinde FISH, CBA
ve spesifik RT-PCR yontemleri dahil olmak iizere sitogenetik ve molekiiler
tekniklerin bir kombinasyonuna dayali olarak KMT2A anomalileri sergilendi.
KMT2A-r sinyaline sahip numuneler, 17 tipik pozitif sinyal ve {i¢ atipik anormal
sinyal vakasi igeriyordu, ki bu da % 6.31’e tekabiil etmektedir. Bu ¢alismamizda ise
62 olgunun 4’ iinde KMT2A anomalisi tespit edilerek, elde edilen oran % 6,45 olarak

bulunmustir.

Akut lenfoblastik 16semi (ALL), %75'ten fazlasi B soyundan (B-ALL) kaynaklanan,
kemik iligi, kan ve ekstramediiller bolgelerdeki lenfoid progenitor hiicrelerin malign
transformasyonu ve proliferasyonudur. Bu molekiiler anormallikler, 6zellikle gen
delesyonlar1i, ALL'li yetiskin hastalarda prognoz degerlendirmesi i¢in diisiiniilebilir.
Fang ve arkadaslarinin 211 hasta ile yaptig1 calismada, yetiskin B-ALL hastalarinda
yiksek siklikta IKZF1, CDKN2A/B ve PAXS5 silmeleri gosterdi (2021). Bizim
yaptigimiz ¢alismada ise FISH yontemi ile 62 olguda yapilan analizlerden 1 olguda
(ALL- 19yas) 3° MLL bolgesinin 11q23.3’te delesyonu ile uyumlu sinyal tespit
edilmistir. 3' ve 5 MLL split-apart problar1 ile ¢ift renkli floresans in situ
hibridizasyon (FISH) analizi, 3' MLL veya hatta tam MLL silmeleri olan vakalar1
kesfetmek icin de ¢ok faydalidir.

AML'de monozomiler veya kromozom 5 veya 7'nin (-5/-7 AML) bir kisminin veya

tamaminin silinmesi ve trizomi 8 gibi birkag kromozomal anormallik yaygindir
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Monozomi 7, miyelodisplastik sendromlar, akut lenfositik olmayan 16semi ve
tedaviye bagli akut 16semi gibi c¢esitli hematolojik malignitelerde goriilen malign
klonun bir kromozomal belirtecidir (Kumar,2011). Bu calismamizda degerlendirilen

41 AML vakasinin 1’inde 11923 bolgesinde monozomi goriilmustiir.

Pro-B ALL' de en sik goriilen translokasyon, genel olarak tiim vakalarin yaklasik
%357 sini temsil eden t(4;11)(q21;q23)'tlir. Bu 6zel translokasyonda, iki gen MLL
(KMT2A) ve AF4 (AFF1), sirasiyla iki fiizyon geni MLL-AF4 ve AF4-MLL' nin
olusumuna neden olmak icin dengeli bir rekombinasyon olayinda kaynasir (Lizcova
ve ark.,2014). Bu calismamizdaki ALL olgularinda MLL anomalisi eksprese eden
hiicrelerde t(4;11)(921.3;023.3) gozlenmemistir. MLL translokasyonlari, ¢esitli
tiplerdeki akut l6semilerin en az %210'unda yer alir. Genel olarak, MLL
translokasyonlar1 barindiran hastalarda prognoz koétidir (Kumar,2011). Bu

calismada 62 olgudan hig¢birinde MLL translokasyonu tespit edilmemistir.

Hiperdiploidi, ¢ocukluk ¢agi akut lenfoblastik 16semide en sik goriilen sitogenetik
anormalliktir ve B hiicre onciisii akut lenfoblastik 16semi vakalarinin %30-35'ini
olusturur (Enshaei vd., 2021). Chen ve arkadaslarinin 2019 da yaptig1 calismada B-
ALL' li 1205 1018 yetiskin hasta arasinda, 45'i (%4,4) hiperdiploid karyotipe sahipti.
ALL’ de hiperdiploidinin hipoploidiye gore prognozu daha iyidir (Hoffbrand ve
Moss, 2015). Bu c¢alismada hastalara karyotip analizleri yapilmadigi igin
hiperdiploidi -hipodiploidi sayilart bilinmemektedir. Ancak bulunan trizomi ve

tetrazomilerde karyotip artiglarinin olmasi yiiksek bir olasiklik tasimaktadir.

Gen amplifikasyonu, ¢esitli malignite tiirlerinde meydana gelir. Cogaltilmis genler
siklikla proto-onkogenlerin asir1 ekspresyonuna yol acarak agresif timor gelisimine
ve kotii prognozlara neden olur. AML'de sitogenetik olarak saptanabilen gen
amplifikasyonunun siklig1 yaklasik %1'dir. MYC en yaygin amplikon geni iken,
MLL gen amplifikasyonu ayrica miyelodisplastik sendrom (MDS) ve AML dahil
olmak tiizere miyeloid malignitelerde saptanabilir. Takeda ve arkadaglarinin sundugu
bir vakada (2022), 65 yas B-ALL o6n tanili bir kadin hastada, MLL yeniden
diizenlemesi negatif olarak bulunmus bunun yerine, MLL gen amplifikasyonu

gozlenmistir. B-ALL'den AML'ye dontisen akut soy degistirme 16semisi oldugu
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gozlenmistir. Bu 16semik hiicrelerin ¢ogu, ¢ekirdek basina tam uzunluktaki MLL
geninin sekizden fazla kopyasina sahipti (Takeda vd.,2022). Yaptigimiz ¢caligmadaki
21 ALL’ li olgudan 3 olguda 11g kismi bolge ile beraber eslik eden gen
amplifikasyonlari tespit edilmistir bu da %9,52° e denk gelmektedir.

MLL geninin amplifikasyonu hem de novo hem de tedaviye bagh akut miyeloid
16semide (AML) gozlemlenmistir. Amplifikasyonun MLL geniyle sinirlt olmadigini
belgelemesine ve diger gen(ler)in de amplifikasyon olasiligimmin oldugu
belirlenmistie (Lee vd., 2004). Ancak bu c¢alismamizdaki AML’li hastalarin
hi¢birinde MLL gen bolgesi amplifikasyonu bulunmadi.

B hiicre onciisii akut lenfoblastik 16semi, yiiksek hiperdiploidi, translokasyonlar;
t(12;21)(p13;922)/ETV6-RUNX1 fiizyonu ve t(9;22)(q34;911)/BCR-ABL1
flizyonunu ve ayrica sunlari i¢erir: MLL yeniden diizenlemelerini ve kromozom 21'in
intrakromozomal amplifikasyonunu (Jeffries vd.,2014). Bu ¢alismadaki 21 ALL
olgusunda beraber goriilen olgular MYC,ABL1,BCR,AML,MLL, ve 7-8-11-13.
Kromozomlarin tetrazomisidir (ALL’ li 1 olguda hepsi beraber goriilmiistiir.)

ALL'de tek kromozomal anomallik olarak +7 (7.kromozomdaki 1 artmayi temsil
eder) cok nadirdir. Literatiirde daha once izole trizomi 7'li sadece iic ALL vakasi
tanimlanmigtir. Hasta yaglar1 8 ay ile 44 yas arasinda degismektedir. Trizomi 7'l
ALL'nin prognozu, biiyiik olgide bu antitenin nadir goriilmesi ve izlenmemesi
nedeniyle bilinmemektedir (Matias,2012). Bu ¢alismamizda 1 olguda (H.O-ALL)
KMT2A trizomisi ve trizomi 7 beraber gozlenmistir. MLL bdlgesi pozitif ¢ikan
hastalarda trizomi incelenmesi ayrica yapildigi i¢in, tiim olgulardan trizomi olanlar
ayr1 degerlendirilmemistir. Kromozom 11q duplikasyonu/amplifikasyonu vakalarin

hi¢birinde tek anormallik olarak bulunmada.

Literatiirde bebek ALL' nin %80' ve daha biiyiik ¢ocuklarin ve yetiskin ALL'nin
%10'u dahil olmak iizere tiim ALL vakalarinin yaklasik %20'si MLL yeniden
diizenlemeleri sergiledigi hesaplanmistir (Loghavi vd., 2015).Bu ¢alismada 1 ALL’
li olguda 3’MLL delesyonu tek basina gozlemlenmistir ve tiim ALL olgularinin
%4.76’s1dir.  Literatiir verileri ile uyusmamaktadir, daha diisik MLL yeniden
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diizenlemesi orant tespit edilmistir.

ALL vakalarmin %60 ila %85 inde kromozomal degisiklikler (tranlokasyon,
delesyon, amplifikasyon.) goriilmektedir (Faderl vd., 1998). Bu calismada 21 ALL
vakasindan toplamda 3 tiinde 11923 ile beraber goriilen baska kromozomal
degisiklikler saptanmistir. 1 olgu da 11g23’iin delesyonu, 1 olgu da 11923 ve
7.,8.,11. Ve 13. Kromozomlarin tetrazomisi ve 1 olguda da 11g23 ile 7. kromozomda
trizomi gozlenmistir. Bu degisimler %14,28 olarak hesaplanmistir ve literatiirden
daha diisiik bir deger bulunmasinin sebebi MLL bdlgesinden bagimsiz olarak trizomi
veya tetrazomilerin degerlendirilmemis olmasidir. iglerinden MLL geni ile beraber

meydana gelen kromozomal say: artiglar1 dikkate alinmustir.

MLL yeniden diizenlenmis akut 16semiler (AL), anormal DNA metilasyon paternleri
ile karakterize edilen oldukca agresif bir gidisati temsil eder. Fiizyon ortagina gore,
11923/MLL AL'yi tedavi etmek icin allojenik hematopoietik kok hiicre nakli dahil
olmak tizere oOzel stratejiler gereklidir. Akut l6semili hastalardaki MLL gen
anormallikleri hakkinda bilgi sahibi olmanin 6nemli tanisal, prognostik ve terapotik
etkileri vardir. Ayrica yeni hassas molekiiler terapétiklerin bulunmasiyla genel

sagkalimda gelismeler olabilir.
Bu ¢alisgmanin olgularinin ¢ogaltilmasi, bu konuda elde edilen bulgularin klinik ve

hastalar acisindan ¢ok daha saglikli degerlendirmesine yol acacagi ve ileriki

calismalara 151k tutacagi kanaatindeyiz.
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