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Akut Myeloid Ldsemi(AML); hematopoetik blast hiicrelerinde tekrarlayan genetik, epigenetik ve
metabolik anomalilikler ile karakterize heterojen bir malignitedir. AML’de en sik gorilen genetik
degisikliklerde t(15;17), t(8;21), invl6 cok sikhikla tekrarlayan genetik anomalilikler olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu translokasyon degisimlerine eslik eden en sik molekiler degisikliklerden biri de FLT3
mutasyonudur. Bu retrospektif calismada AML tanisi alan hastalardaki t(8;21) ve FLT3 mutasyonlarinin
goralme sikhiginin arastiriimas: amaglanmastir.

Calismada, 2022-2023 yillar1 arasinda Ankara Etlik Sehir Hastanesi Tibbi Genetik ve Hematoloji
polikliniklerine basvurup Tibbi Genetik laboratuvarina yonlendirilen AML 6n tanili 424 hasta yer ald.
FLT3 mutasyonu icin Fragman analizi ve t(8;21) icin ise RT-PCR yodntemi kullanilarak sonuglar geriye
donuk bigimde incelendi. Elde edilen sonuglar 1siginda mutasyon sikligina dair istatistiksel
degerlendirmeler yapildi.

Yapilan retrospektif arastirmada 424 AML 6n tanili hastalarin 283’(inde FLT3 mutasyonu, 299’unda ise
t(8;21) incelendi. RT-PCR kullanilarak yapilan t(8;21) taramasi sonucunda 20 (%6,68) hastada mutasyon
saptanirken Fragman analizi kullanilarak yapilan FLT3 taramasi sonucunda ise 32 (%11,3) hastada
mutasyon saptandi. FLT3 mutasyonu saptanan 32 hastanin 22’sinde (%7,77) FLT3-1TD, 10’unda (%3,53)
ise FLT3-TKD/D835 nokta mutasyonu gorildi. Tum AML hastalarinda erkekler daha ylksek siklikta
bulunmasina karsin kadin:erkek oraninin 1:0,9 gibi ufak bir farklilikta oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte degerlendirilen AML grubunda FLT3 mutasyonlarinin kadinlarda, t(8,21) mutasyonlarinin ise
erkeklerde daha yiiksek siklikta gorildigi tespit edilmistir.

Calismamizdan elde edilen sonuglarla her iki mutasyon tipi icin saptanan pozitifligin 16semi tamisi alan
hastalarda g6z ardi edilemeyecek dizeyde oldugu gorulmistir. Ko6ti prognozda yer alan FLT3
mutasyonunun iyi prognozdaki t(8;21) mutasyonuna gore daha sikhkla pozitif sonuglarda karsimiza
ciktigr saptanmigtir. Yeni tanili AML hastalarinda tedavi hedefi olmasindan 6tirtl FLT3 testinde diger
molekiler ve sitogenetik yontemlere kiyasla Fragman analizi kullanilarak hastalik midahalesinde gerekli
72 saat hedefi icin en hizli ve spesifik sonucun klinisyende olmasi saglanabilir.

Anahtar Kelimeler : Akut Myeloid Lésemi(AML), FLT3-ITD, FLT3-TKD, Fragman Analizi, RT-PCR,
t(8;21)
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Acute Myeloid Leukemia (AML) is a heterogeneous malignancy characterized by recurrent genetic,
epigenetic, and metabolic abnormalities in hematopoietic blast cells. Among the most common genetic
alterations in AML are t(15;17), t(8;21), and inv16, which frequently recur. One of the most frequent
molecular changes accompanying these translocation changes is the FLT3 mutation. This retrospective
study aimed to investigate the frequency of t(8;21) and FLT3 mutations in patients diagnosed with AML.

The study included 424 patients with a preliminary diagnosis of AML who applied to the Medical
Genetics and Hematology outpatient clinics of Ankara Etlik City Hospital between 2022 and 2023 and
were referred to the Medical Genetics laboratory. Fragment sequencing was used for FLT3 mutation
analysis, and RT-PCR was used for t(8;21) analysis. The results were retrospectively reviewed, and
statistical evaluations were made regarding the frequency of mutations.

In the retrospective study, FLT3 mutation was examined in 283 and t(8;21) in 299 of 424 patients with
pre-diagnosis of AML. While mutation was detected in 20 (6.68%) patients as a result of t(8;21)
screening performed using RT-PCR, mutation was detected in 32 (11.3%) patients as a result of FLT3
screening performed using Fragment sequencing analysis. FLT3-ITD was seen in 22 (7.77%) of 32
patients with FLT3 mutation and FLT3-TKD/D835 point mutation was seen in 10 (3.53%). Although
males were found to be more frequent in all AML patients, it was found that the female:male ratio was
found to be a small difference of 1:0.9. However, it was determined that FLT3 mutations were seen more
frequently in females and t(8,21) mutations were seen more frequently in males in the evaluated AML

group.

The results of our study indicate that the 12.3% positivity rate found is significant and cannot be ignored
in patients diagnosed with leukemia. It was observed that the FLT3 mutation, associated with poor
prognosis, appeared more frequently in positive results compared to the t(8;21) mutation, which is
associated with good prognosis. Due to the treatment target in newly diagnosed AML patients, using
Fragment sequencing for FLT3 testing compared to other molecular and cytogenetic methods can provide
the clinician with the fastest and most specific result necessary for the 72-hour intervention target.

Keywords: Acute Myeloid Leukemia (AML), FLT3-ITD, FLT3-TKD, Fragment Sequencing, RT-PCR,
t(8;21)
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SIMGELER VE KISALTMALAR

% : Ylzde

uL : Mikro Litre

°C: Santigrad

ALL : Akut Lenfositer Losemi

AML : Akut Myeloid Ldsemi

bp : Baz cifti

cDNA : Komplementer DNA

Ct : Cycle threshold / PCR Esik Degeri

D835 : Aspartik Asit 835

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

dNTP : DNA niikleotid bazlar

dsDNA: Cift zincirli DNA

FAB : Fransiz-Amerikan-ingiliz (French-Amerikan-British)
FLT3 : FMS Benzeri Tirozin Kinaz 3

inv16 : Inversiyon 16

ITD : Internal Tandem Duplikasyonu

KLL : Kronik Lenfositer Ldsemi

KML : Kronik Myeloid Ldsemi

MDS : Myelodisplastik Sendrom

NCN : Nikleik Asit Konsantrasyon Degeri (Nucleic Acid Concentration)
NPML1 : Nukleofosmin

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
RNA : Ribonikleik Asit

RTKIII : Reseptor Tirozin Kinaz 3

RT-PCR : Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
TM: Transmembran

t(8;21) : 8;21 Translokasyonu

WHO : Diinya Saglik Orgiiti
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1. GIRIS

Kanser, kritik olan genlerin mutasyona ugramasi sonucu hucrelerin anormal bir
sekilde ¢ogalmasi ve doku islevlerini bozacak 6lcude buyumesi ile ilgili kompleks bir
hastaliktir. Bu stre¢, normal hiicre dongusiniin dizeninin bozulmas: ve kontrolsiiz
hicre cogalmas ile tetiklenir. Kimyasal ve radyoaktif maddelere maruz kalma, tiittin
kullanimi, genetik yatkinlik gibi gesitli faktorler kanser gelisiminde rol oynayabilir.

Kanserin tedavisi, hastaligin teshis edildigi asamaya ve kanserin tlrline bagh olarak
cerrahi, radyasyon ve kemoterapi gibi yontemleri icerebilir. Ancak kanser toplumu
tehdit eden bir saglik sorunu olarak devam etmektedir ve tedavi protokolleri hala
iyilestirilmeyi beklemektedir. Bu nedenle, arastirma ve gelistirme calismalarinin yan
sira erken teshis ve onleyici tedbirlerin guclendirilmesi kritik 6Gneme sahiptir.

Ldosemi, kemik iligindeki kan hiicrelerinin kontrolstiz gogalmas: sonucu olusan bir kan
kanseri taruddr. Losemi, akut ve kronik olmak tzere iki temel formda gorulir. Akut
I6semi, hizh ilerleyen bir hastalik olup, kemik iligindeki olgunlasmamis blast
hicrelerinin anormal bir sekilde cogalmas: sonucu ortaya ¢ikar. Kronik 16semi ise yavas
ilerleyen bir hastaliktir ve olgunlasmis, ancak islevsel olmayan lenfosit veya miyelosit
hicrelerinin asirt miktarda Gretilmesi ile karakterizedir.

Akut lenfoblastik 16semi (ALL) ve akut miyeloblastik 16semi (AML) en sik gorulen
akut 16semi tipleridir. Kronik miyeloid 16semi (CML) ve kronik lenfositik 16semi (CLL)
ise en sik gorllen kronik [6semi tarleridir. Her 16semi tard belirli genetik mutasyonlarla
iligkilendirilmis olup, bu mutasyonlarin hastaligin seyrini etkiledigi bilinmektedir.

Akut Myeloid Lésemi (AML), kemik iliginde baslayan ve genellikle kan hiicrelerinin
olgunlasmasini engelleyerek asiri miktarda anormal, gen¢ (blast) hicre olusumuna
neden olan bir tir kan kanseridir. genellikle kemik iliginde normal kan hcrelerinin
yerine anormal blast hiicrelerin birikmesi sonucunda beyaz kan hucreleri, kirmizi kan
hlcreleri ve trombositlerin normal Gretiminin bozulmasina yol acar.

Bu anormal blast hticrelerinin kemik iliginde ve kan dolagiminda birikmesi, normal
kan hicrelerinin Gretimini etkiler ve ciddi saglik sorunlarina neden olabilir. AML
genellikle hizli bir seyir gosterir ve hizli tedavi gerektirebilir.

AML, genetik mutasyonlar, cevresel faktorler ve diger risk faktorleriyle
iliskilendirilebilir. Belirtileri arasinda yorgunluk, halsizlik, kilo kaybi, ates, kemik
agnsi, deri altinda kanama veya morarmalar, enfeksiyonlara yatkinlhik gibi genel

semptomlar yer alabilir.



t(8;21), Akut Myeloid Losemi (AML) hastalarinda siklikla gorilen bir kromozomal
translokasyon tipidir. Bu translokasyon oOzellikle AML'nin M2 alt tipi olarak
stniflandirillan t(8;21)(g22;922) kromozom anomalisi ile iliskilidir. Bu durumda,
kromozom 8'in uzun kolunda ve kromozom 21'in uzun kolunda bulunan belirli gen
bolimleri birbiriyle yer degistirir.

t(8;21) translokasyonunda en sik gorilen genetik degisiklik, AML hastalarinda
sikhikla go6zlenen RUNX1-RUNX1T1 fuzyon genidir. RUNX1 (runt-related
transcription factor 1) ve RUNXI1T1 (runt-related transcription factor 1 translocation
partner 1) genleri arasinda meydana gelen bu flizyon, normal hiicre ddngusinin
kontrolinde rol oynayan diizenleyici proteinlerin anormal bir sekilde birlesmesine
neden olabilir, bu da hiucrelerin anormal bilylimesine ve ¢ogalmasina yol acabilir.

t(8;21) translokasyonunun varhg: genellikle hastamin kemik iligi hucreleri Uzerinde
yapilan sitogenetik analiz yoluyla tespit edilir. Sitogenetik inceleme, hastanin
kromozomlarindaki yapisal ve sayisal anormallikleri belirlemek igin kullanilan bir
laboratuvar yontemidir. Ayrica molekuler genetik testler (PCR, FISH gibi) de flizyon
genin varlhigint teshis etmek icin kullanilabilir. Bu translokasyon, AML hastalarinin
prognozunu da etkileyebilir. Ornegin, t(8;21) pozitif AML vakalarinin genellikle daha
Iyi bir yanit verdigi ve tedavi sonrasi sagkalim oranlarinin daha iyi oldugu bildirilmistir
RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), RNA molekdillerinden
hedeflenen bir genin DNA kopyasinin olusturulmas: ve ardindan bu DNA kopyasinin
amplifikasyonunun yapilmasi icin kullanilan bir molekiler biyoloji tekniktir. Bu teknik,
ilk olarak RNA'y1 ters transkribe ederek (reverse transkripsiyon) hedeflenen genin DNA
kopyasini olusturur ve daha sonra bu DNA kopyasim art arda yapilan sikluslarla
kopyalayarak cogaltir.

t(8;21) translokasyonunun tanisinda RT-PCR, kromozom analizine (sitogenetik)
alternatif bir yaklagimdir. Bu translokasyon, AML (Akut Myeloid L&semi) hastalarinin
yaklasik %210'unda goralir ve t(8;21) pozitif olan hastalar genellikle daha iyi bir
prognoza sahiptir. Bu nedenle, t(8;21) translokasyonunun hizli ve dogru bir sekilde
tespit edilmesi, hastalarin tanisinda ve tedavi planinda 6nemli bir yol gostericidir.

RT-PCR yontemi, hedeflenen fuizyon geninin (6rnegin, RUNX1-RUNX1T1) varligin
tespit etmek icin kullanilabilir. Bu flizyon gen, 1(8;21) translokasyonunun sonucu olarak
olusur ve bu translokasyonun varligint gosterir. RT-PCR ile bu flizyon geninin varhig:
hizl bir sekilde ve hassas bigimde tespit edilebilir, boylece hastalarin tanisi ve prognozu

belirlenebilir.



FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) geni, hematopoetik hiicrelerde bulunan bir tirozin
kinaz reseptor genidir. Bu genin normal olarak fonksiyon gormesi, kan htcrelerinin
olgunlasmasi surecinde 6nemli rol oynar. FLT3 geninde meydana gelen belirli
mutasyonlar, Akut Myeloid Lésemi (AML) gibi kan kanserlerinin gelisiminde énemli
bir rol oynayabilir.

FLT3 geninde en sik gorilen mutasyonlar arasinda i¢ tandem duplications (ITD) ve
nokta mutasyonlar: (6rnegin, D835Y) bulunmaktadir. FLT3 genindeki ITD mutasyonu,
sitoplazmik domaininde yer alan juxtamembran (JM) bdlgesindeki genin internal
tandem dublikasyonlarin (ITD) c¢ogalmasiyla karakterizedir. Bu mutasyon, FLT3
proteininin asirt aktive olmasina ve hucre buytime kontroliinin bozulmasina neden
olabilir, bu da kanser hiicrelerinin anormal sekilde gogalmasina yol acabilir.

FLT3 mutasyonlarinin tespiti genellikle molekuler genetik testler kullanilarak yapilir.
Polymerase Chain Reaction (PCR) ve fragment analysis gibi yontemler, FLT3
genindeki ITD mutasyonlarini tespit etmek igin siklikla kullanilan yéntemlerdir. Ayrica
Fragman analizi veya daha yeni ve hassas teknikler olan next-generation sequencing
(NGS) yontemleri de FLT3 genindeki diger nokta mutasyonlarini tespit etmek icin
kullanilabilir.

FLT3 mutasyonlar, AML hastaliginin prognozunu etkileyebilir. Bu nedenle, FLT3
mutasyonlarinin tespiti, hastaligin yonetiminde énemli bir rol oynar ve tedavi planinin
olusturulmasinda rehberlik eder. FLT3 geni ve mutasyonlar1 hematolojik malignitelerde
(6zellikle AML) 6nemli bir molekuler hedefi temsil eder ve hastalarin tanisinda,
prognozunda ve tedavi yaklasimlarinda dikkate alinmasi gereken énemli bilgiler saglar.

FLT3 genindeki mutasyonlar, akut myeloid l6semi (AML) gibi hematolojik
malignitelerin gelisiminde énemli bir rol oynar. Ornegin, FLT3-1ITD mutasyonunun
varhgi, hastanin tedaviye yanmitim ve sagkalim sdresini etkileyebilir. FLT3
mutasyonlarinin dogru bir sekilde tespit edilmesi, hastalarin daha iyi tanimlanmasina ve
tedavi planlarimin Kisisellestirilmesine olanak tanir. Bu nedenle, Fragman analizi gibi
yontemler FLT3 genindeki mutasyonlarin tespitinde ve karakterizasyonunda énemli bir
rol oynar.

DNA dizi analizleri ya da sekanslama DNA birincil yapilarinin tayininde ve niikleotid
baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan yontemdir. Analiz bir nikleik asit dizisinin
digerine hibridizasyonuna dayamr. Bu hibridizasyon sirasinda radyoaktif ya da
radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapilir. Siklikla gen mutasyonlar: (delesyon,

insersiyon vb.) tespiti ya da rekombinant DNA olusum yapilarinin tayininde kullanilir.



Iki dizi analiz cahsmalari 1960’ yillarin bagsinda 75-80 niikleotitlik tRNA’larla
baslanmistir. Ilk olarak maya alanin tRNA dizi analiz teknikleride gelismektedir.
Nikleotit dizilein belirlenmesinde iki temel teknik kullaniimaktadir.

« Sanger (dideoksi) dizileme yontemi
» Maxam-Gillbert kimyasal degredasyon yontemi

Fragman analizleme ve Sanger dizileme, bir DNA 06rneginin nikleotid dizisini
belirlemek icin kullanilan klasik bir DNA dizileme yontemidir. Bu yontem, bilim
insanlarinin DNA molekaillerindeki baz ciftlerini belirleyerek DNA'nin tamamini veya
belirli bir bolumund siralamalarina olanak tanir. Fragman analizi, uzun yillar boyunca
genetik arastirmalarda ve teshis amaclh molekuler biyolojide yaygin olarak
kullaniimastir.

FLT3 genindeki mutasyonlarin tespitinde Fragman analizi yontemi, belirli
mutasyonlar1 dogrulamak ve karakterize etmek icin kullanilabilir. Ozellikle FLT3
genindeki nokta mutasyonlarint belirlemek icin Fragman analizi yontemi etkili bir arag
olabilir. Bu mutasyonlarin varhg:, hastanin tamsinda, prognozunda ve tedavi
seceneklerinde 6nemli bir rol oynayabilir.

AML (akut myeloid l6semi) hastalar1 arasinda t(8;21) translokasyonu ve FLT3 gen
mutasyonlarinin sikligr belirli alt gruplarda degisebilir. Genellikle, AML vakalarinin
yaklasik %15'inde t(8;21) translokasyonu goézlemlenirken, FLT3 gen mutasyonlar
AML hastalarinin yaklasik %30-35'inde bulunabilir.

t(8;21) translokasyonu ve FLT3 gen mutasyonlar, AML hastalarinin genetik
profillerinin belirlenmesi agisindan 6nemli bir role sahiptir. Bu genetik degisiklikler,
hastalarin risk gruplarinin belirlenmesinde, tedavi planlarinin kisisellestirilmesinde ve
prognozun tahmin edilmesinde kritik bir rol oynar. Bu nedenle, bu genetik
degisikliklerin siklig1 ve etkisi, AML hastalarinin yonetiminde énemli bir rol oynar.

Bu retrospektif tez calismasinda, 01.09.2022-25.08.2023 tarihleri arasinda Ankara
Etlik Sehir Hastanesi Tibbi Genetik ve Hematoloji polikliniklerine basvurup Tibbi
Genetik laboratuvarina yoénlendirilen AML 6n tamlh 424 hastada t(8;21) ve FLT3

mutasyonlarinin gorilme sikliginin arastirilmas: amaglanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kanser
Kanser, hicrelerin kontrolsiiz bir sekilde bolunerek cogalmas: ile ortaya cikan
cevresel ve genetik faktorlerin etkisi ile olusan hucresel seviyede genetik bir hastaliktir.
Kanserler tek bir organi etkileyebildigi gibi uzaktaki organlara da metastaz yaparak
etkisini gosterebilirler (Ozcan, 2019).
Tip biliminde bir olusumun; ‘kanser’ olarak isimlendirilebilmesi icin 5 niteligi
tasimasi gerektigi ongorulmustir;
» Hicrelerde sinirsiz poliferasyon ozelligi
» Bulyumesini baskilayan faktorlere duyarli olmamasi
» Hucrelerde apaptozis goriilmeme
» Damar olusumlarini(angiogenezis) tetiklemesi
» Hicrelerin doku disinda baska bdlgelere sigramasi(metastaz)

» Hucrelerin doku icine tam bir sekilde girmesi(invazyon)(Altay, 2021)
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Sekil 2.1.1. Hematopoetik Kok Hicre Proliferasyonu

Kanserin en onemli 0&zelligi kimi hdcrelerin normal hticrelerden farklhilasarak

kontrolstiz bolinme Ozelligi kazanmasi, yakinlarindaki doku ve organlar: istila etmesi,



dolasim yolu ile uzak organ ve dokulara yayilmasidir. Turk Kanser Dernegi, kanser

tdrlerini genel anlamda bes farkl: grupta incelemektedir:

Losemi Kanser Turleri: Kemik iligine benzer dokularda yani kan Uretimi
saglayan dokularda ve hiicrelerde baslayan ve ilerleyen kanser tirleri olarak
tanimlanmaktadir.

Merkezi Sinir Sistemi Kanser Tdrleri: Omurilik ve beyin dokularinda baslayan
ve ilerleyen kanser tirleri olarak tanimlanmaktadir.

Lenfoma ve Miyelom Kanser Tirleri: Bagisiklik sistemindeki dokularda ve
hlcrelerde baslayan ve ilerleyen kanser tirleri olarak tanimlanmaktadir.
Sarkoma Kanser Turleri: Kan damarlarinda, kas, yag, kikirdak, kemik ve diger
destek ve bag dokularinda baslayan ve ilerleyen kanser tirleri olarak
tanimlanmaktadir.

Karsinoma Kanser Trleri: i¢c organlar cevreleyen ve kapsayan dokularda ve
hlcrelerde veya deri Uzerinde baslayan ve ilerleyen kanser tirleri olarak
tanimlanmaktadir (Akkanat, 2022).
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Sekil 2.1.2. Kanser Hicresinin Zamanla Degisimi

2.2. Lésemi

Hematopoez, viicudun kan hcrelerini tretme surecidir. Bu sure¢ kemik iligi, lenf

bezleri

ve dalak gibi kan hicrelerinin olusturuldugu organlarda gerceklesir.

Hematopoez sureci kok hiicrelerden baslayarak olgunlasmis kan hicrelerinin

olusumunu igerir.



Cocukluk cagi kanserleri, erigskinlerde gorulen kanserlerle karsilastirildiginda 6zellikle
doku spesifitesi ve tumor agresyonu acisindan farklilik gostermektedir. Eriskinlerde
akciger, kalin barsak, meme, mide, karaciger ya da prostat kanserlerine daha sik
rastlanirken, cocuklarda akut losemiler, lenfomalar, merkezi sinir sistemi timorleri,
kemik ve yumusak doku sarkomlar1 daha sik bildirilmektedir. Cocukluk ¢aginda en sik
gorilen kanser tiirii 16semilerdir (Ozcan, 2019).

Sekil 2.2.1. Losemi Hicresinde Periferik Yayma

Losemi, genetik bir mutasyon sonucu hematopoetik hicrelerin bozuldugu bir tir
kanserdir. Bu mutasyon sebebiyle normal olgunlasma siirecinden ayrilan ve kontrolsiiz
sekilde ¢ogalan anormal beyaz kan hticreleri olusur. Bu durum, kemik iliginde normal
kan hucrelerinin yerini alarak vicudu enfekte eder. Hematopoetik hiicrelerdeki bu
mutasyon, lésemiye neden olabilir ve hastalik ilerledikce normal kan hcrelerinin
uretimi azahr, anormal hucreler ise hizla gogalir. Bu durum hemoglobin tasiyan kirmizi
kan hucrelerinin, bagisiklik sistemi destekleyen beyaz kan hucrelerinin ve pihtilasmay1
saglayan trombositlerin diizgun dretimini engeller, viicuttaki kan hticrelerinin saglikl
dengesini bozar.

Losemiler; bulunduklart hicrenin tipine gére myeloid ve lenfoid, hicrelerin
farklilasma seviyelerine gore ise; akut veya kronik olarak siniflandiriimaktadir. Daha
cabuk kendini belli eden ve hizli seyreden I6semiler ““akut’’, yavas ilerleyip uzun yillar
suiren losemiler ise “*kronik’” olarak tammlanir (Ozcan, 2019).

Akut lésemiler, olgunlasmamis kan hicrelerinin artisi sonucu olusmaktadir. Akut
I6semilerde kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalan hicreler lenfoid hicreler ise “akut
lenfoblastik (lenfoid) 16semi (ALL)”, miyeloid hiicreler ise “akut miyelositik (miyeloid)
I6semi (AML)” olarak tanimlanmaktadir (Terwilliger ve Abdul-Hay 2017).



2.3. Akut Myeloid Losemi (AML)

AML, kemik iligindeki myeloid seriye ait progenitor hucrelerin, kontrolsiiz gogalmasi
ile karakterize heterojen bir malign hastalik grubudur. Eriskinlerde daha fazla
gorulmesine ragmen, cocukluk cagindaki akut I6semilerinin % 15-25’ini olusturur.
Cocukluk cagi l6semilerine bagl: 6lumlerin ise %30’unu olusturmaktadir.

2.3.1. AML Tan ve Teshisinde Kullanilan Klinik Bulgular

AML’li hastalarda, klinik belirti ve bulgular ¢cok degiskendir. AML’de ortaya ¢ikan
ana klinik belirtiler ALL’de oldugu gibidir. AML’li hastalarin % 20’sinde l6semik
hlcrelerin infiltrasyonu sonucunda kemik ve eklem agrilari, sinovit ve eklemlerde sislik
sikayetleri olabilir. AML’li hastalarda, myeloblastlarin en sik orbita, yliz kemikleri ve
kafatasindaki periost altini infiltre etmesi sonucu, tlmoral olusumlar gorilebilir. Bu
olusumlara Grandlositik sarkoma ya da Klorama denir. Bu tumoral olusumlar hastaligin
ilk bulgusu olabilir (Hizl Karabacak,2010).

Anemi: Kirmizi kan hicrelerinin azalmasi sonucu anemi gelisebilir, yorgunluk ve
halsizlik hissedilebilir.

Ates: Kemik iligindeki patolojik degisiklikler nedeniyle enfeksiyon riski artabilir, ates
sik gorulebilir.

Trombositopeni: Trombosit sayisinda azalma olabilir, bu da kanamanin artmasina yol
acabilir.

Lokositoz: Hastalik nedeniyle anormal beyaz kan hiicrelerinin sayisinda artis olabilir.
Kilo: Anemi, istah azalmasi gibi nedenlerle kilo kayb: yasanabilir.

Laboratuvar bulgularinda ise;

Periferik kan incelemesi: Kan sayimi testlerinde anormal beyaz kan hiicreleri, azalmis
kirmizi kan hicreleri ve trombosit sayisinda degisiklikler gorulebilir.

Kemik iligi biyopsisi: Kemik iliginden alinan biyopsi numunesinde 16semik hticrelerin
varlhg: tespit edilir.

Sitogenetik incelemeler: Genetik analizlerle hastaligin hangi genetik mutasyonlardan
kaynaklandig: belirlenir.

Kimyasal testler: Kan ve kemik iligi drneklerinde belirli protein ve enzim dlzeylerinin
Olctlmesi ile hastaligin yayginhg: ve siddeti hakkinda bilgi elde edilir.

ALL’den farkh olarak ekstrameduller tutulum en sik deri, diseti, SSS, bas ve boyun
bolgesinde olmaktadir. Kemik iligi tutulumuna bagh olarak hastalarin yaklasik
%20’sinde kemik agrilart olmaktadir. Sitopeni ile iligkili belirti ve bulgularla basvurular

olabilir. Hastalarin c¢ogunlugunda hemoblogin 9gr/dL’nin altindayken normokrom



normositer anemi gorulir. Hastalarin %75’inde trombosit sayis1 100.000/mm3 az olarak
gorulurken, bu durum kimi zaman gastrointestinal, pulmoner ve SSS kanamalariyla
bulgu verebilir. Morarma, petesi, burun kanamasi, diseti kanamasi, ya da menoraji
hastalarda siklikla gdzlenmektedir. Bu komplikasyonlar 6zellikle AML M3, M4 ve
M5’te gortlmektedir (Yontem, 2018).

AML hastalar1 genellikle halsizlik, kilo kaybi, sik enfeksiyonlar gibi genel belirtilerle
basvururlar. Tamt ve takip surecinde Klinik ve laboratuvar bulgulart birlikte
degerlendirilir ve tedavi plani buna gére olusturulur.

2.3.2. AML Tan ve Teshisinde Kullanilan Laboratuvar Bulgulari

AML hastaliginin laboratuvar bulgularinin tanisinda artan l6kosit sayisi, anemi ile
sonuclanan hematopoetik hiicrelerin azalmasi, trombositopeni gibi durumlar mevcuttur.
Artan poliferasyon sebebiyle biyokimyasal acidan laktat dehidrogenaz (LDH) ve Urik
asit degerlerinin yuksek ¢ikmasi da laboratuvar bulgular: arasinda sayilabilir. Bunlara
ek olarak gesitli bulgularin tespiti durumunda; akciger grafisi, batin géruntiilemesi, MR,
BT ve ekokariyografi gibi tetkiklerde gerekli olabilir.

Tablo 1. AML Laboratuvar Bulgular

Bulgu Siklik (%)

Ates 30

Kanama 33

Kemik ve eklem agrisi 18
Splenomegali 16-18
Hepatomegali 19-21
Kloroma 2-16
MSS tutulumu 6-25
Lokosit sayisi < 25.000/mm? 54-60
Lokosit sayisi > 100.000/mm? 13-18

Hemoglobin < 9 gr/dL. 56
Trombosit sayisi < 100.000/mm? 70-72
Koagulopati 13-17

AML’de blast sayisinin %20-30 oraninin Ustlinde seyretmesi kesin kriter olarak
degerlendirilebilir ve bu durumda kemik iligi aspirasyonu yapilmalidir (Anak, 2011).
2.3.3. Siniflandirma

AML’de kullanilan iki simiflandirma sistemi mevcuttur. Bunlardan biri, morfoloji

temelli Fransiz-Amerikan-ingiliz (FAB) simiflandirmas: (Tablo 1), digeri ise klinik,



10

morfolojik bulgular ve karyotip/molekiiler degisiklikler temelli Diinya Saglik Orgiitil
(WHO) siniflandirmasidir (Tablo 2) (Goniil, 2016).

FAB simiflamasinda akut myeloid l6semiler, morfolojik ve sitokimyasal boyanma
Ozelliklerine goére gruplanmistir. Fakat imminfenotipleme, elektron mikroskobu,
sitogenetik, molekiler biyolojik tetkik yontemlerini ve nadir 16semi tiplerini icermeyen

bir siniflama yapilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. AML’de FAB Siniflandirmas:

FAB Siniflandirma Morfoloji

AML-MO Minimal Farklilasmis AML
AML-M1 Az Farklilagmig (maturasyon yok) AML
AML-M2 Maturasyonun oldugu AML
AML-M3 Akut Promyelositik Losemi
AML-M4 Akut Myelomonositik Losemi

AML-M4 Eo Akut Myelomonosiik Eozinofilik Lésemi
AML-M5 Akut Monositik Losemi
AML-M6 Akut Eritrolgsemi
AML-M7 Akut Megakaryositik Losemi

Akut 16semide sitogenetik ve molekiler genetik anomalilerin bariz bir hale gelmesi ve
bunlarin prognostik énem arz etmesi nedeni ile, yeni bir sinmiflandirma ihtiyaci oldugu
gozlenmistir. 2001 yilinda Diinya Saghk Orgitii (World Health Organization, WHO)
akut l6semiler de dahil olmak Uzere hemopoietik ve lenfoid blastlari igceren yeni bir
siniflama yapmistir. WHO siniflamasinda; morfoloji, immunfenotipleme, sitogenetik ve
molekdler biyolojik 6zelliklerle birlikte akut l6semi tanmisi icin blastik hilicre sayisi
%30’dan %20’ye indirilmis ve nadir 16semi tipleri de dahil edilmistir (Altay, 2021).

Tablo 3. AML'de WHO siniflandirmasi

1.Tekrarlayan genetik anomalilerle seyreden AML
> 1(8;21)(922;922), (AML1/ETO) ile AML
> inv(16)(p13;922) veya t(16;16)(p13;q22), (CBFB/MYH11) ile seyreden AML
> APL (15;17)(q22;g22), (PML/RARA)
» 11923 (MLL) ile seyreden AML
2.Cogul seri displazisi ile seyreden AML
> Onceden Myelodisplastik Sendromlu (MDS’li) tip
> Onceden MDS’li olmayan tip
3.Tedaviye ikincil AML ve MDS
> Alkilleyici ajanlarla iliskili tip
» Topoizomeraz Il ile iligkili tip
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4. Tanmimlanan gruplara girmeyen AML
Minimal farklilasma gosteren AML
Olgunlagma gostermeyen AML

Akut miyelofibrozis ile panmiyelozis I6semi
Graniilositik olgunlagsma gésteren AML
RARA rearrajmani gostermeyen APL
Akut Myelomonositer L&semi

Akut Monoblastik ve Monositer Ldsemi
Akut Eritroldsemi

Akut Megakaryoblastik Losemi

Akut Bazofilik Losemi

Myeloid Sarkom

YVVVVVVYVYVYYYY

2.3.4. AML Tan ve Teshisinde Kullanilan Genetik Markerlar

Iyi prognoz olarak kategorize edilen hastalar klasik kemoterapi alirlar. Kotii prognoz
allojeneik kemik iligi tansplantasyon adayidir. Tedavide en kompleks grup orta risk
grubudur. AML hastalarinin %40-50’si orta risk grubudur ve karyotipleri normaldir
(KN). Molekuler belirtecler arasinda, bugtinin AML pratiginde, NPM1, CEBPA ve
FLT3 mutasyonlart 6n plandadir ve normal Kkaryotipi olan (KN-AML) icin
yonlendiricidir. European LeukemiaNet (ELN) siniflamasina gére FLT3 ITD negatif
hastada NPM1 mutayonu iyi prognoz grubunu, karyotip normal ancak FLT3 ITD pozitif
hastalar orta prognoz grubunu olustururlar. Orta ve kot pognoz ise sitogenetik
klasifikasyonla ortlismektedir. Halen AML prognozunda etkin pek ¢cok molekiler

belirte¢ tanimlanmis durumdadir (Gondil, 2016).

Tablo 4. AML'de Genetik Markerlar

Tekrarlayan Genetik Anomallier MDS/AML

1. RUNX1-RUNX1T1 t(8:21) (g22;922) | 1. Kompleks karyotip (3 iliskisiz anomali)

2. PML-RARA t(15;17)(g22;¢c12) 2.7/del(7q), 5/del(5q)

3. CBI B-MYH11 'nv(16)(p"2.1c22) or

1(16;16)(p13.";c22) 3. 13/del (130q), del (11q), del(12p)/t(12p), del(9q)
4. MLLT3-MLL/KMT2A t(9;11)(q22;923) | 4. i(17q)/t(17p), idic(X)(q13)

5. DEK-NUP214 t(6:9)(p23;934) 5. 1(5;12)(q33;p12), 1(5;7)(933;911.2)

8. RPN-CV 1 'nv(3)(c21926.2) veya

1(3;3)(q21;0926.2) 6. t(5:17)(g33;p13), t(5;10)(q33;921)

7. RBM15-MKL1 t(1;22)(p13;q13) 7.1(1;3)(p36.3;921.2), t(3;5)(q25;q34)

8. NPM1 gen mutasyonu 8. 1(11;16)(g23;p13.3), 1(3;21)(q26.2;922.1)
9. CEBPA gen mutasyonu 9.1(2;11)(p21,923)

* Kromozom Anomalileri: AML hastalarinda gesitli kromozom anormallikleri
sik gorulmektedir. En yaygin olanlari:

1(8;21): RUNX1-RUNXIT1 fuizyon genini olusturur.
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t(15;17): PML-RARA flizyon genini olusturur. Bu genetik degisiklik APL
(Akut Promyelositik Losemi) ile iliskilidir.

inv(16): CBFB-MYH11 fuizyon genini olusturur.
» Gen Mutasyonlari:

FLT3: FLT3 geninde meydana gelen mutasyonlar, kotu prognoz ile iliskilidir.
FLT3-ITD (internal tandem duplication) mutasyonu en yaygin olanidir.

NPM1: NPM1 genindeki mutasyonlar, genellikle iyi prognoz ile iliskilendirilir.
CEBPA: CEBPA mutasyonlar: da genellikle iyi bir prognoz gésterir.

» Diger Belirtegler:
TP53: TP53 genindeki mutasyonlar, kot prognoz ile iliskilendirilmektedir.

ASXL1: ASXL1 genindeki mutasyonlar, kotu prognoz ile iliskilendirilebilir
(Rezaei, 2017).
2.4. t(8-21) Translokasyonu
RUNX gen ailesi 6nemli gekirdek baglama faktorlerinin alt birimlerini kodlayan bir
gen ailesidir. RUNX transkripsiyon faktorleri, bir Runt alani araciligiyla DNA'ya
baglanan RUNX1, RUNX2 ve RUNX3 genleri tarafindan alfa alt birimini
kodlamaktadir. 21. kromozomda yer alan ve hematopoetik gelisim, hematopoetik kok
hlicre homeostazi ve cesitli kan malignitelerinde bircok énemli fonksiyonda gorev alan
bir gendir. Bunun yaninda Uzerinde bulunan RHD veya Runt alani hematopoetik
sistemde Ozellikle DNA*y1 baglama ve diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesime
girme gorevi gorur. RUNX1‘de meydana gelen mutasyonlar AML gelistirme egilimi

olan trombositopeniye neden olur (Cohen, 2009)
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t(8;21) sonucunda ortaya bir super gen olan RUNX-RUNXI1T1 flizyon geni olusur.
Olusan bu gen RUNX1-ETO flizyon proteinini meydana getirir. Olusan flizyon geni
RUNX1‘in baglanma bdlgelerini bloke ederek transkripsiyonu engeller. Bu durum
hicre farklilasmasini 6nler ve hcrelerin farklilasma yeteneklerini kaybederek
cogalmas ile sonuglanarak I6semiyi tesvik eder (Wang ve ark., 1998). RUNX1-ETO
fare modellerinde tek basina l6semiyi indiklemese de fiizyon proteini I6semide kritik
bir noktada yer alir (Yuan ve ark., 2001).

Tidm AML’ler icinde %5-12 oraninda gortlmektedir. t(8;21) (q22;922) AML’deki en
yaygin kromozomal dlzensizliklerden biridir. FAB M2 grubunda sik gérulir (Tablo 2).
AML1 gen Urini DNA baglama 6zelligindedir. AML1-CBFp transkripsiyon faktoru
kompleksinin bir parcasidir. ETO geni ise bir “zinc finger” protein kodlamaktadir.
Translokasyon neticesinde 21. kromozomdaki AML1 geni ve 8. kromozomdaki ETO
geninden olusan bir fiizyon proteini ortaya ¢ikar. Olusan bu AML1/ETO flizyon geni
AMLY’in DNA baglayan kismini ve ETO geninin tamamuni igerir (Sekil 2.4.1.).

Genellikle kemoterapiye yanit iyidir ve konsolidasyon fazinda “cytarabine” ile tedavi
edildiginde uzun sureli sagkalim ve tam remisyon oran yuksektir. Olgun nétrofillerde
auer cisimleri gorulebilir. Anormal niklear segmentasyonu ve histokimyasal
boyamalarda anormallikler gorulebilir. Nadiren kemik iligi blast oran1 %20°nin altina
inebilir. Bunlarin disinda cinsiyet kromozomu kaybi ve del(9)(q22) gibi genetik
anomaliler sik gorilmektedir. CD56 ekspresyonu artist ek prognostik faktdr olarak
sayilabilir(OZBEK & COSKUNPINAR, 2008).

2.4.1. AML’de t(8;21) Translokasyonunun Tespiti

t(8;21) translokasyonunun tespiti icin genellikle sitogenetik analizler ve molekuler
genetik testler kullanilir. Bu translokasyonun tespit edilmesi icin yaygin olarak
kullanilan yontemler:

1. Sitogenetik Incelemeler: Bu yontemle hastanin kemik iligi hticreleri incelenir ve
kromozomlar mikroskop altinda incelenerek anormallikler aranir. t(8;21)
translokasyonu, kromozomlardaki belirli bantlarda degisikliklerle iliskilidir.
Sitogenetik analizler bu translokasyonu tespit etmek icin yaygin olarak

kullanilir.

2. FISH (Floresan in situ Hibridizasyon) Yontemi: FISH yontemi, genetik
materyali etiketlenmis floresanli probalarla hedeflenen DNA bdlgesine
baglayarak belirli genetik anormallikleri tespit eder. t(8;21) translokasyonunun
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varhigint dogrulamak ve belirlemek igin FISH testi kullanilabilir (Solmaz
Medeni S, 2015).

3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Testi: PCR, belirli genetik materyalin
cogaltilmasini saglayan bir molekuler biyoloji tekniktir. t(8;21) translokasyonu
uzerindeki genetik degisiklikleri saptamak igin spesifik RT-PCR testleri
kullanilabilir (BASER, 2013).

2.4.2. Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Yontemi

Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR); hicrelerden izole
edilen RNA molekdllerinin retrovirlslerden izole edilen Revers transkriptaz enzimi
yardimiyla komplementer DNA (cDNA) sentezini gergeklestirmesi sonucu, gen
ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizli ve hassas bir yontemdir. Bu yontemle ile
cok az miktarda RNA ile olusan mesajlar saptanabilir, ekspresyon miktari da tespit
edilebilir. Olusan RT-PCR driunleri klonlama da vektor olarak kullanilabilir, bu
uriinlerden cDNA kituphaneleri olusturulur ki bunlar daha sonra gen kutlphaneleri
olarak degerlendirilir.

Tek adimli PCR’da revers transkripsiyon ve PCR aym tlpte optimize edilen
kosullarda gerceklesir. Bu yontem fazla miktarda RNA 6rnegi varken daha kullanighdir.
cDNA sentezi ve amplifikasyon arasinda tiiplerin kapatilmasina gerek yoktur cinki
adimin azaltilmas: kontaminasyon riskini en aza indirir. Kantitatif PCR’a uygundur.
Revers transkriptaz ile amplifikasyon enzimleri birlikte calisir ve yuksek hassasiyetlidir.
Uygun RT-PCR sonuclarina ulasabilmek icin; deneysel islem adimlarinin dikkatli
yapilmasi, uygun enzimlerle calisiimasi, uygun primer secilmesi, farkli tampon ve ilave
ajanlarin kullanilmasi, dongl parametrelerinin iyi ayarlanmas: ve en 6nemlisi yuksek
kalite ve saflikta kaliplarin (6rneklerin) hazirlanmas: gerekmektedir.

RT-PCR, son yillarin Insan Genom Projesiyle kullanim amaglar1 giderek artan bir
tekniktir. Mikroarraylerin kullanim alanlarindan olan gen ekspresyon calismalarinda
cikis noktast mRNA’dir ¢unku ekspresyon duzeyindeki tum farkliliklar bu sekilde
saptanabilir. Gen ekspresyon calismalari genel olarak kanser ve SNP (Tek Nokta
Polimorfizmler) gibi insan saghgim olumsuz etkileyen durumlart en iyi agiklayan
calismalardir. Mikroarraylerde prob olarak kullanillan mRNA RT-PCR’la cDNA’ya
cevrilir ki cDNA’lar daha sonraki asamalara daha dayanikhdir (isaretleme,
hibridizasyon). Aymi anda kantitasyonda yapilabildigi icin RT-PCR’a verilen 6nem
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giderek artmaktadir. Ayrica sistemin hassasiyeti ve guvenirligi de kullanim oranin
artmaktadir (OKUTUCU & PEHLIVAN, 2003).
2.5. FLT3 Geni

Insan FLT3 geni kromozom 13q12'de bulunur. Kodlanan Fms benzeri tirozin kinaz-3
(FLT3), aile uyeleri arasinda KIT, FMS ve PDGF reseptori bulunan bir tip 111 reseptor
tirozin kinazdir. FLT3'Un yapisi; hiicre dis1 bolgede bes imminoglobulin benzeri alan,
bir juxtamembran (JM) alan, bir kinaz ek parcasi ile ayrilmis bir tirozin kinaz (TK) alan:
ve hiicre ici bolgede bir C-terminal alandan olusur. insan FLT3'Uniin iki formu vardir:
158-160 kDa glikozlanmis form ve 130-143 kDa glikozlanmamisg form. Normal
kosullar altinda, FLT3 yalnizca CD34 + hematopoietik kdk/progenitor hiicrelerde ifade
edilir ve hematopoietik kok hcrelerin, dendritik hiicre progenitérlerinin, B hiicresi
progenitdrlerinin ve dogal éldurticu hiicrelerin gelisiminde iyi tanimlanmis bir rol oynar
(Chen,2017).

Hiicre digi ligand
baglama domain

Transmembran domain

ITD mutasyonlan Juxtamemran domain

Tirozin kinaz domain

Sitoplazmik domain

TKD mutasyonlari

Sekil 2.5. FLT3 Geni

13. kromozomda yer alan (13922.2) FLT3 geni, simif 111 reseptor tirozin kinaz protein
ailesine ait bir proteini kodlamakta, bu proteinin ekstraseliiler domainin aktivasyonu ise
hicrede apoptoz, proliferasyon ve kemik iliginde hematopoietik hiicrelerin
farklilasmasinda gérev almaktadir (SIMSEK,).

2.5.1. AML’de FLT3 Geni Mutasyonlari

FLT3 genindeki en yaygin mutasyon, FLT3 reseptorinin jukstamembran alanini

kodlayan boélgenin dahili tandem duplikasyonudur (FLT3-ITD). FLT3-ITD mutasyonu

olan hastalarda yuksek blast sayilari, sik relaps ve genel sag kalimda azalma
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gorulmustir. Bu mutasyon normal karyotip, t(15;17), (q22;912) ve t(6;9)(p23;q34) ile
birlikteligi sik saptanmakla birlikte NPM1 mutasyonu ile birlikte de saptanmaktadir
(Abdel-Aziz, 2023; Coleman, 2023).

Bildirilen diger bir mutasyon, FLT3 geninin tirozin kinaz alanindaki (TKD) yanls
anlamli mutasyondur. Bu mutasyon ayrica reseptoriin yapisal fosforilasyonunu da tesvik
eder. En sik gorilen mutasyonlar, genin ikinci TKD'sinde 835/836 kodonlarinin nokta
mutasyonlar1 ve delesyonlaridir. AML hastalarinda FLT3-TKD mutasyonu %7-10
civari bulunmaktadir. FLT3-1TD mutasyonun aksine FLT3-TKD mutasyonun prognoz
ile iligkisi tam olarak saptanamamistir (CEYLAN, 2021).
2.5.1.1. FLT3-1TD Mutasyonu

FLT3 ITD Mutasyonu Ekzon 14’te kopya sayilarindaki artistir. Kopya sekanslarinin
bilytiklukleri 14 ile 200 niikleotid arasinda degisir. Internal tandem duplikasyon (FLT3-
ITD), ilk olarak FLT3 ekspresyonu igin primer l6semi 6rnekleri reverse transcriptase-
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile taranirken, amplifiye edilen Grtnlerin birgok
hastada beklenenden uzun olmasi ile saptanmistir. FLT3 geninde ekson 14’de, bazende
ekson 15°de bulunur ve DNA sekansi uzunlugu 3 ile 400 bp arasinda degisir (Hizli
Karabacak, 2010).

NE7EK DB835Y

K644R

ligand binding domain Eg

4

IM-B IM-S IM-Z HR (158 NEL Bz

ITD region

e
R6

Sekil 2.5.1.1. FLT3-1TD Bolgesi

FLT3 reseptorinin JM domaininde in-frame internal tandem duplikasyon mutasyonu,
FLT3 iligskili AML vakalarinda en yiiksek frekansa sahiptir. FAB siniflamasinin en sik
M3 (promyelositik) ve en disuk oranda M2 gruplarinda olmak Gzere tim
stniflandirmalarda saptanmistir (Rezaei et al., 2017).

25.1.2. FLT3-TKD
AML hastalarinda, FLT3’lin aktivasyon loop bolgesindeki tirozin kinazlarda da

mutasyon gozlenmektedir (Yamamoto et al., 2001). Bu mutasyon, ikinci tirozin kinaz
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domainin 20. exonundaki aspartik asit 835 (D835) ve isoldsin 836 (D836) noktalarinda
amino asit yer degisimi ve araya girmesi olarak tanimlanmaktadir (Griffith et al., 2004).
Aktivasyon loop bdlgesi , tirozin kinazlarla ortak bir bélgedir. Tirozin kinaz inaktifken
bu loop Adenosine Three Phospate (ATP) ve substrat girisini durdurur. Bu durum ATP’
leri kinaz bolgesine yonlendirir. Tirozin kinaz aktif duruma gegtiginde ise loop’taki
spesifik bir tirozin rezidusu fosforilize olur. Loop bolgesinde bir konfigurasyon
degisikligi olusur ve aktiflesir. Béylece kinazlar icin ATP ve substrat girislerini serbest
kilar. TKD mutasyonlari, FLT3 reseptorindeki 2. tirozin kinaz bdlgesinin inhibitor
etkisini bozar. Sonu¢ olarak; yapisal kinaz aktivasyonuna neden olur. Bu etki, ITD
mutasyonlarinda gozlenen otoinhibitdr mekanizmasinin ortadan kalkmas: ile ayni

sonucu dogurur. Yani kinaz aktivasyonu ile sonuclanir ( AKFIRAT, 2005 ).
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Sekil 2.5.1.2. FLT3-TKD Bolgesi

2.5.2. AML’de FLT3 Mutasyonunun Tespiti
Akut myeloid l6semi (AML) hastalarinda FLT3 mutasyonlari, cesitli yontemler
kullanilarak tespit edilebilir. Bu yontemler arasinda sunlar bulunmaktadir:
1. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu): FLT3 genindeki mutasyonlar: tespit
etmek icin en yaygin kullamlan yontemlerden biridir. Ozellikle, FLT3-1TD
(internal tandem duplication) ve FLT3-TKD (tyrosine Kkinase domain)

mutasyonlar1 ic¢in spesifik primerler kullanilarak PCR uygulanabilir. PCR
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sonrasi yapilan jel elektroforezi ile FLT3 mutasyon tespiti yapilir ve drnekler
analiz icin dizilenir (OZBEK, 2008).

2. Sanger Sekanslama: FLT3 genindeki belirli bolgelerin dizilimini belirlemek
icin Sanger sekanslama yontemi kullanilabilir. Bu yontem, 6zellikle daha kicuk
ornek boyutlart ile calisildiginda ve kesin mutasyon tespiti gerektiginde etkilidir
( Dogan, 2017 ).

3. Next-Generation Sequencing (NGS): Coklu gen mutasyonlarini ayni anda
tespit etmek icin NGS teknikleri kullanilabilir. Bu yontem, genellikle FLT3'nin
yani sira diger kanserle iliskili genler igin kapsamli analiz saglar.

4. Molekiiler FISH (Fluoresan in Situ Hibridizasyon): FLT3 geninin durumu ve
yapisal degisiklikleri belirlemek igin kullanilabilir. Ancak daha nadir olarak
tercih edilen bir yontemdir. Bugln icin yeni tan: almis AML hastalarinin
yaklasik %50 - 55’inde blastik hiicrelerde klonal kromozom anomalileri tespit
edilebilmekte, ancak %45’inde ise FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon) ile
bile, herhangi bir anormal karyotip bulgusuna rastlanmamakta, bu hastalarda
ilgili genetik bozuklugun tanimlanmasi ve prognostik degerlendirme oldukca zor
olmaktadir (CETINGUL, 2009).

5. Real-Time PCR: FLT3-ITD mutasyonunun varligini belirlemek igin kantitatif
PCR yontemleri de kullanilabilir. Bu yontem, spesifik mutasyonlarin hizli bir
sekilde tespit edilmesine olanak tanir (OKUTUCU, 2003).

2.5.3. Fragman Analizi ve Sanger Dizileme

Sanger ve arkadaslart 1977 yilinda, 3’OH grubu dehidroksile edilmis olan
nikleotidleri (dideoksinukleotidler (ddNTP)) kullanarak DNA zincir uzamasinin
durdurulmas: prensibine dayali bir DNA dizileme yodntemi gelistirmislerdir. 1986
yilinda Mullis ve arkadaslar: tarafindan temel olarak DNA’nin belirli bir bdlgesinin in
vitro olarak gogaltilmas: islemi olan PCR’in kesfinden sonra ise DNA dizi analizinin
kullanim1 iyice yayginlasmaya baslamistir. Dizi analizi yonteminde ilk zamanlarda
DNA sentezinin baslamas: icin DNA polimeraza bir baslangi¢c noktas: olusturmak
amaciyla, bir ucundan radyoizotop ile isaretlenmis primerler kullaniimaktayken,
gunimizde bu radyoaktif parcalarin insan saghg: acisindan olusturacagi olumsuz
etkileri azaltmak amaciyla floresan boyalarla isaretlenmis primerler kullanilmakta ve
gorintilemeler de buna uygun olarak gelistirilmis bilgisayar sistemleri tarafindan

biyoinformatik cihazlarla otomatik olarak yapilmaktadir. Floresan boyayla isaretli
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dideoksi nukleotid trifosfatlarin (ddNTP) kullanildigi Sanger yontemiyle cok sayida
ornek ayni1 anda dizilenebilmekte, her bir yiritmede 400-800 bazlik bir uzunluga sahip
olan DNA dizileri yuksek dogrulukla okunabilmektedir. Bu yontem glnimdize kadar en

cok kullanilan DNA dizileme ydntemi olmustur ( Dogan, 2017 ).

3. MATERYAL VE YONTEM

Bu retrospektif tez calismasi, Ankara Etlik Sehir Hastanesi Tibbi Genetik
Laboratuvari’nda ydratildi. Calismada, 01.09.2022-25.08.2023 tarihleri arasinda
Ankara Etlik Sehir Hastanesi Tibbi Genetik ve Hematoloji polikliniklerine basvurup
rutin tani/kontrol amach t(8;21) ve FLT3 mutasyon taramas: igin Tibbi Genetik
laboratuvarina yonlendirilen AML 6n tanili 424 hasta yer aldi.

Calismaya alinan hastalarin secimi herhangi bir kriter olmadan AML test istemine
bakilarak yapildi. Arastirma icin gereken olgu parametreleri; cinsiyet, yas, numune tard
ile analize ait gorsel bulgular Ankara Etlik Sehir Hastanesi sistemi (LIOS), BioRad
CFX96 ve Applied Biosystems 3500 cihaz arsivlerinden elde edildi.

Bu retrospektif calisma, Ankara Etlik Sehir Hastanesi 1 Nolu Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (AESH-EK1-2023-513).

3.1. Kullanilan Sarf Malzemeler
» Falkon tup (15 ml ve 50 ml)
» Mikrosantrifuj tupleri
e 0,2mlPCR tipl
* Mikropipet Uglar
e Ependorf Tup (1,5 ve 2 ml)
e Elusyon Tip
» Collection Tup
» Asetat kalem

o Etiket

» Cooler rack
o Atik sisesi
o Pecete

» Contasiz enjektor
* Buz akisi

o 8li beyaz strip tlp
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o 8l seffaf strip kapag:
* 96 kuyucuklu seffaf plate
o Seffaf seal

3.2. Kullanilan Kitler ve Kimyasallar
 A.B.T.™ RNA Purification Kit
* RiboEx
« Etanol
* Nuclease free-water
* Kloroform
« geneMAP™  Translocation Detection Kits for Leukemia AMLI1-
RT24/t(8;21)(q22;922) RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO)
» .Seqgline FLT3 Mutasyon Analiz Kiti
* HI-DI Formamide

« LIZ-500 Size
* FragmentAnalysis50_POP7
* Dye Set G5

3.3. Kullanilan Cihazlar
e Isiblogu
» Qiagen Rotor Gene
* BioRad T100 Thermal Cycler
* BioRad CFX96 RT-PCR System
» Ceker ocak kabini
* Mikro Santrifij
* Qubit 4 DNA 0l¢tim cihazi
» Vorteks-Spin
» Mikropipetler, 10 pl, 100 pl, 2000 pl (Eppendorf)
» Buzdolab: (+4 ve -20 °C)
» Applied Biosystem-1 3500

3.4. AML ve ALL tanmh hastalarin belirlenmesi

Hematoloji ve Genetik bolimlerine gelen hastalardan Kklinik bulgular igin anamnez
taramas: yapildi. Farkh yas gruplarindaki AML ve ALL tamili hastalar belirlenerek
cahisilacak hasta sayisi kaydedildi.
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3.5. Hasta drneklerinin toplanmasi

Hastanenin numune alma biriminden gelen kan ve kemik iligi drnekleri izolasyon

yapilmak Uzere toplandi.

3.6. DNA izolasyonu
FLT3 gen mutasyon paneli igin DNA izolasyonu yapildi. Hastalardan alinan EDTA’ I

kan tdplerindeki periferik kan veya kemik iligi numuneleri manuel olarak asagidaki

islem basamaklar1 izlenerek izole edildi.

Izolasyon icin numaralandirilan eppendorf tiiplere 20 pl proteinaz K eklendi.
Hastalardan alinan periferik ve kemik iligi numunelerinden 200 pl Ornek
alinarak proteinaz K tzerine eklendi.

200 ul BL buffer eklenerek 5-10 sn vorteksleme ardindan spin yapildi.

56°C 151 blogunda 10 dakika bekletildi.

Is1 blogundan alinan numunelere 200 pl saf etanol eklenerek vorteks ve spin
yapild.

Numuneler ayrim i¢in 6zel sar1 kapakli spin column tiplerine aktarildi.

8000 rpm’de 1 dakika santrifij edilerek alttaki tlipte biriken stipernatant atild:.
Filtre temiz toplama (collection) tuptine takilarak 600 pl BW buffer eklendi.
8000 rpm’de 1 dakika santrifuj edilerek stipernatant atild:.

Filtre temiz toplama (collection) tlpe takilarak (zerine 700 ul TW buffer
eklendi.

8000 rpm’de 1 dakika santrifuj edilerek stipernatant atildi.

Filtre temiz toplama (collection) tipe takilarak 16000 xg’de 3,5 dakika bos
olarak santrifuj edildi.

Filtreler hasta isimlerinin yazili oldugu ilk eppendorf tlplere takilarak filtrede
toplanan DNA’y1 tlipe aktarabilmek igin tizerine 100 pl AE buffer eklendi.

En yiksek xg degerinde 1,5 dakika santriflij yapildi. Filtreler atildi, tlipte kalan

DNA’larin miktar1 Nanodrop cihazinda olcildd.

3.7. RNA izolasyonu

t(8-21) translokasyonu analizi icin RNA izolasyonu yapildi. Hastalardan alinan

EDTA’l1 kan tuplerindeki periferik kan veya kemik iligi numuneleri iki ayr1 protokolde

manuel olarak izole edildi.
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3.7.1. Periferik Kandan RNA izolasyonu

Hastalardan alinan EDTA’l tuplerdeki tim periferik kan alt Gst edilip 50 mI’lik
falkon tiiplere aktarildi.

Tiplerdeki kanmin 3-4 kati kadar 1x RLB solisyonu da falkonlara dikkatlice
eklendikten sonra falkonlar alt-Ust edilerek calkalandi. Buz uzerinde 10 dakika
bekletildi.

Falkonlara uygun cihazda 4°C ve 600 g’de 15 dakika santrifiij edildi.
Slpernatant uzaklastirildiktan sonra falkon kenarinda kalan atiklar da pellete
zarar vermeden yavasca temizlendi.

Beyaz renkte dibe ¢coken pellet Gizerinden izolasyon devam etti.

Pellet Gzerine 1 ml 1x RL buffer eklendi, pipetaj yapilarak pellet ¢cozdurulip
temiz bir eppendorf tipe aktarildi. Kalan islemlere ¢eker ocak kabininde devam
edildi.

Tupler en yuksek devirde 2 dakika santrifuj yapildi, stipernatant atildi.

Pellet Gzerine 750 ul RiboEx eklendikten sonra pipetajla pellet ¢ozdurulda.
Uzerine 200 pl kloroform eklendi ve mat pembe renk goriiliinceye kadar vorteks
yapildi.

Oda sicakliginda 12000g’de 15 dakika santriflij edildi. Santrifiij sonunda tupin
en altinda koyu pembe, ortada a¢ik pembe ve en Ustte seffaf olarak 3 faz olustu.
Ustteki seffaf fazdan 300 pl alinarak sar1 filtreli tiipe aktarildi.

Sar1 tlip 10000g°de 30 saniye santriftj edildi, sar1 filtre atildi.

Toplama tiplnde kalan slpernatanta 600 ul RB1 sollsyonu eklenerek pipetaj
yapildiktan sonra mavi filtreli tlpe aktarildi.

10000g’de 30 saniye santriftlj edildi, toplama tlpl atilarak mavi filtreler yeni
collection tiipe takildi. Supernatant atildi.

Uzerine 500 pl RBW eklendi ve 10000g’de 30 saniye santrifiij edildi.

Filtreler yeni collection tiipe takild:.

Uzerine 500 pl RNW eklendi ve 10000g’de 30 saniye santrifiij edildi.

Filtreler yeni collection tlpe takildiktan sonra bos olarak 10000g’de 3 dakika
santrifuj edildi.

Son asamada filtreler hasta isimlerinin yazili oldugu 1,5 ml’lik eppendorf
ttplerine takildi.

Uzerine 50 pl niiklease free-water eklendi.

11000g°de 1 dakika santrifij edildikten sonra filtre atildu.
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Tipte kalan stipernant igindeki RNA’larin miktari Nanodrop cihazinda 6lgllerek
belirlendi.

3.7.2. Kemik iliginden RNA izolasyonu

Kemik iligi numunelerinden RNA izolasyonu manuel olarak baslayip Qiagen Rotor

Gene cihazinda robotik sistemle yapildi.

Hastalardan alinan EDTA’h tlpteki kemik iligi numunesi alt Gst edilip falkon
tipe aktarildi.

Uzerine 4-5 kati kadar 2X ER buffer eklendi ve 15-20 dakika buz tzerinde
bekletildi.

Tipler 4°C 3000 rpm’de 15 dakika santriflj edildikten sonrakanlar uzaklastirildi.
2X ER bufferdan falkona 15 ml’ye kadar doldurulup kuvvetlice calkalanarak
pellet cozdiruldi. Ardindan 10 dakika buz banyosunda bekletildi.

Tipler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra supernatant atik sisesine
stizdarlup pihtili tip kabine alind:.

Pellet Gizerine 600 ul RLT eklendi.

Bu asamada contasiz enjektdr kullanildi.

Enjektorle 7-8 kere pipetaj yapilarak pellet soltisyonda ¢ozduruldu.

Not: Hemen cihaza ylklenme olmayacagi durumlarda izolasyon bu asamada
kesilerek numune -20 °C’de sakland.

Izolasyonun bundan sonraki asamalar: Qiagen Rotor Gene cihazinda devam etti.
Cihazin izolasyon kitinden ¢ikan mor ve beyaz filtreli tipler, 1000 pl’lik gri
pipet uclar, RW1 buffer, RFW, RPE buffer ve EtOH cihaza yerlestirildi. 2
ml’lik Biofil kan ttplerine 650 pl kemik iligi RNA 6rnegi aktarildi. TUpler hasta
isimlerine dikkat edilerek cihaza takilarak RNA izolasyon asamalari otomatik
olarak gerceklestirildi.

Izole edilen RNA’larin calismaya alinmak tizere élgtimleri yapildh.

3.8. 1(8-21) Translokasyonunun RT-PCR Yodntemi ile Saptanmasi

t(8-21) translokasyonu taramasi icgin ilk asama olarak RNA izolasyonu yapildi.

Tarama icin geneMAP™ Translocation Detection Kits for Leukemia AMLI1-
RT24/t(8;21)(922;022) RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO) kiti kullanilarak BioRad
CFX96 cihazinda RT-PCR deneyleri yiratildi. RT-PCR yontemi iki asamadan olusur;

ilk asama RNA gibi kirilgan yapidaki molekull daha kararli ve saglam yapida olan

cDNA’ya cevrilmesi, ikinci asama ise gen ifadesinin tespit edilmesidir. BioRad CFX96
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cihaz programi ve kit igerisindeki enzyme mix’te bulunan ters transkriptaz enzimi ile

ayn tipte RNA’dan cDNA sentezi yapilabildigi icin ayri olarak cDNA sentez asamasi

yapilmadi.

3.8.1. Deney Oncesi Hazirhk

Kit icerisindeki Quantitect Probe PCR Mix, 5x One-Step gRT-PCR Buffer,
RNase Free Water, Transcript Positive Control ve 5x Translocation Primer-
Probe Mix oda sicakligina getirilerek eritildi. OneStep qRT_PCR Enzyme Mix
hassas oldugu icin buz Uzerinde bekletildi. Tum kit bilesenleri vorteks
yapilmadan sadece kisa santriftj edildi.

Pozitiflik degerini 6lgmek igin kalibrator kullanilds.

Transcript Positive Control RUNX1-RUNXI1T1, t(8-21) icin pozitif kontrol
olarak kullanild:.

Master mix hazirlanirken kullanilan RNase Free Water, t(8-21) icin negatif
kontrol olarak kullanildi.

3.8.2. RT-PCR Kurulumu
t(8-21) translokasyonu i¢in BioRad CFX96 cihazinda RT-PCR basamaklar: yaruttlda.

Tablo 5. RT-PCR Mastermix i¢in gereken bilesenler

Mastermix Bilesenleri Ornek Bas1 Miktar (ul)
5X Translocation PPM 4l
5X OneStep PCR Buffer 4l
RNase Free Water 5,4 ul
OneStep Enzyme Mix 1,6 ul
Toplam Hacim 15 pl

Calismada RNA kullanildigi igin deney soguk blok lizerinde yurGtaldu.

Soguk blok Uzerine hasta drnek sayisi, pozitif kontrol, kalibratér ve negatif
kontrol icin beyaz renkli 8’li 0,2 mI’lik strip tUpler dizildi.

Tuplere drnek basina 15 pl mastermix dagitildi,hastalar igin ayrilan kuyucuklarin
uzerlerine 5’er ul RNA ornekleri eklendi. Son kuyucuklara kitten ¢ikan pozitif
kontrol, kalibrator ve negatif kontrol eklendi.

BioRad CFX96 ustten okuma yaptig icin striplere seffaf kapaklar takildi.

Cihaza hasta bilgileri girilerek BioRad CFX96 RT-PCR protokolii uygulandi.



25

Tablo 6. RT-PCR termal déngi protokoli

Sicakhik Siire Do6ngi Veri Okuma
50°C 30 dk 1
95°C 15 dk 1
95°C 15 sn
45
62°C 1dk FAM,VIC

* VIC boyasi ABL1 vyani kontrol geni ifadesini, FAM boyas: ise t(8-21)

translokasyonu ifadesini gostermistir.

3.9. FLT3 Mutasyonunun Fragman Analizi Ydntemi ile Saptanmasi
FLT3 gen panelini ¢alismak icin ilk asama olarak DNA izolasyonu yapildi. FLT3

mutasyonu taramast i¢in Seqline FLT3 Mutasyon Analiz Kiti kullanilarak BioRad T100
Thermal Cycler cihazinda deneyler yuritildd. Yontem iki PCR’dan olusmaktadir.
I.PCR’da Taq polimeraz enzimi ile FLT3 gen bdlgesi ¢ogaltildi, 11.PCR’da SNP enzim
kesimi yapildi.
3.9.1. Deney Oncesi Hazirhk

» Hotstart Tag DNA polimeraz haricindeki bilesenler oda sicakliginda ¢ézdiraldi.

» Probe mix ve diger PCR kimyasallar1 vortekslendi ve spin atildh.

» Enzim sadece pipetajla karistirihip kisa spin atildi.

» DNA ornekleri, esit miktarda reaksiyona girilmesi i¢in 10 ng/ul’ye seyreltildi.

3.9.2. FLT3 Geni icin PCR Kurulumu
FLT3 geni amplifikasyonu icin BioRad T100 Thermal Cycler cihazinda 1.PCR
basamaklar: yurutildu. Kit iki farklt probe mix igerir bu nedenle her probe igin birer

master mix hazirland: ve her 6rnek basina ikiser PCR tupu kullanildi.

Tablo 7. PCR Mastermix igin gereken bilesenler

Mastermix Bilesenleri Ornek Bas1 Miktar (ul)

PCR Mix 5ul

PCR Grade Water 3ul
FLT3 Probe Mix 1l
HotStart Taq Pol.(5U/ul) 0,1l
Toplam Hacim 9ul
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» Master Mix’ler vorteks ardindan spin yapildi.

* Master Mix’lerin (Probe Mix 1 ve 2 ile ayri ayr1 hazirlanmig) 9 ul’si her bir
ornek icin 0,2 mI’lik PCR tiplerine transfer edildi.

* Hazirlanan her tiipe 1 ul DNA 6rnegi (10 ng/ul) eklendi.

* Her PCR tupu vorteks ve spin yapildiktan sonra amplifikasyon igin PCR

cihazina yerlestirildi.

Tablo 8. Uygulanan 1.PCR protokoli

Basamak Asama Sicakhk Sure
1 Aktivasyon 95°C 10 dk
2 96 °C 30sn
3 Amplifikasyon 60 °C 1dk
4 72°C 40 sn
5 Uzama-Baglanma | 72 °C 20 dk
6 Bekleme 4°C )

» Amplifikasyon sonrasinda elde edilen Probe Mix 1 PCR drlnleri yurutme

asamasina kadar 4 °C’de sakland.

3.9.3. SNP Cleavage Enzim Kesimi
» FLT3 SNP Cleavage 10X Buffer buzda ¢ozdurildu.
» Kesim(Cleavage) enzimi pipetajla nazikce karistirildi.
* Probe Mix 2 ile amplifiye edilen PCR drtnlerini vortekslendi.
» Kesim(Cleavage) 10X Buffer ve Kesim(Cleavage) enzimi ile her drnek igin
asagidaki tarife gore master mix hazirlandi.

Tablo 9. SNP Master Mix icin gereken bilesenler

Bilesen Ornek Basina Hacim

FLT3 SNP Cleavage 10X Buffer | 1 pl

FLT3 SNP Cleavage Enzyme 0,25 pl

Toplam 1,25 ul

» Master mix vortekslenip spin atildi.
* Probe Mix 2 ile hazirlanmig PCR drunlerine her 6rnek igin 1,25 ul master mix
eklendi.

» PCR tiipleri vortekslenip spin atild: ve PCR cihazina yerlestirildi.
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Tablo 10. Amplifikasyon I1.PCR protokoli

Basamak Asama Sicakhk Sure
1 Aktivasyon 37°C 90 dk
2 Inaktivasyon 70°C 10 dk
3 Bekleme 4°C o0

3.9.4. FLT3 PCR Urinlerini ABI-3500 Cihazinda Y Uriitme

Amplifikasyon sonucu elde edilen PCR urunleri zerinde ABI-3500 cihazinda

FragmentAnalysis50_POP7, Dye Set G5 run modulleri kullanilarak fragman analizi

yapildi.

EYS-5DYE matriks standart ve 5-boya fragman analizli Data Collection
program ydritmeden énce cihaza yuklendi.

Standard olarak LI1Z 500 Size yiritme icin kullanildi.

Her 6rnek icin 10 ul HI-DI Formamit ve 0,1 ul LIZ-500 Size standart karisimi
hazirlamp reaksiyonun gerceklesecegi plate kuyucuklarina 9 pl olarak dagitildi.
Her 6rnek icin HI-DI formamit + Liz Size Standart karisimina 1 pl Probe Mix 1
ile hazirlanmis PCR (riint ve 1 pl Probe Mix 2 ile hazirlanmis kesim(Cleavage)
urind eklendi.

Plate, seal ile sikica kapatilip kisa bir spin atildiktan sonra cihaza yuklendi.

FLT3 vydritme protokoline uygun olan program baslatilarak okuma

gerceklestirildi.

3.10. Analiz
3.10.1. t(8-21) Translokasyon Analizi

TagMan teknolojisi kullanilarak, esik Gzerinde bir sinyal saptamak i¢in gerekli PCR

dongisu sayisina esik dongusu (Ct) denir ve reaksiyon basinda bulunan hedef

miktariyla dogrudan orantilidir.

Translokasyon kopya sayist (CN) degerlerinin oram1 normalize kopya numarasin
(NCN) verir:

NCN = [t(8;21)CN x 100] + (ABL)CN

t(8-21) translokasyonu BioRad CFX96 cihazindan alinan verilerle yukaridaki

denklem kullanilarak pozitif-negatif olarak analiz edildi.
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FAM bolgesinde gorulen pikler pozitif hastalar: gosterirken tim hastalarda VIC
bolgesinde pik gorilmesi beklenir.
Deney sirasinda kullanilan kalibrator ile mutasyon varlig: tespit edilen hastalarda

pozitiflik yizdesi hesaplandi.

FLT3 Geni Mutasyon Analizi

Yirltme sonrasi elde edilen veriler Genemapper programina aktarildi.

Hasta verileri, LIZ 500-Size baz alinarak Gzerine oturtuldu.

Tim hastalarda ¢alismay: kabul etmek igin gri alanlarda pik gorilurken FLT3
gen mutasyonu olan hastalarin kirmiz: alanlarinda pik goraldi. Pikler boylarina

veya alanlarina gore pozitiflik sonucu hesapland:.

Istatistiksel analizler

Bu calismada hastalarin cinsiyet, yas ve mutasyon tarama verileri GraphPad
Prism 5 paket programu ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel metotlarin (ortalama,
standart sapma) yani sira normal dagilim gosteren degiskenlerin gruplar arasi
karsilastirmalarinda tek yonli varyans analizi, normal dagilim gdstermeyen
degiskenlerin gruplar arasi karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi
kullaniimistir.

Sonuglar %95 (p <0.05) anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Akut miyeloid losemi cinsiyet, yas ve karakteristik 0Ozelliklere bagl olarak
degiskenlik gosterebilen heterojen malign bir hastaliktir. t(15;17), FLT3, NPM1 ve
CEBPA gibi genetik mutasyonlar ise AML’de kemoterapi tedavisine cevabi ve toplam
sag kalimi gosteren 6nemli prognostik belirteglerdendir.

Akut miyeloid 16semi hastalig: icin yapilan taramalarda genellikle ¢oklu testleri iceren
paneller kullanilmaktadir. Bunun yaninda ilkin laboratuvar verilerinden alinan sonuclar
klinik bulgular ile karsilastirilarak tan1 kesinlesmektedir. Bazi1 durumlarda Kklinik verileri
destekleyen laboratuvar sonuglari bulunamadigi durumlarda ek testler yardimiyla tan
koyulabilmektedir. Bu asamadan sonra tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde
laboratuvar bulgular: oldukca 6nemli bilgiler sunmaktadir. Ankara Etlik Sehir Hastanesi
Tibbi Genetik Laboratuvarinda AML hastalarinda tani1 koyulmas: icin PCR biriminde
t(15;17), t(8;21), invl6, NPM1, WT1 testlerinin bulundugu ilkin tarama olan AML
paneli kullanilmaktadir. Bu panelin yaninda tedavi stratejisi belirlemek igin FLT3
genindeki mutasyonlar gibi cesitli genetik markerlar test edilmektedir.

Yapilan tez calismamizda, 01.09.2022-25.08.2023 tarihleri arasinda Ankara Etlik
Sehir Hastanesi Tibbi Genetik ve Hematoloji polikliniklerine basvurup Tibbi Genetik
laboratuvarina yonlendirilen AML 06n tamili 424 hastada t(8;21) ve FLT3
mutasyonlarinin gorilme sikliginin arastirilmas: amaglanmistir. Calismamizda toplam
424 hasta ile cahsilmis ve 283 hastada FLT3 mutasyonlari, 299 hastada t(8;21)
translokasyonu taranmistir. Bunlardan 141 hastada sadece t(8;21) mutasyon tarama
testi, 125 hastada sadece FLT3 mutasyon tarama testi ve 184 hastada hem t(8;21) hem
de FLT3 mutasyon tarama testi ortak olarak yapilmistir. (Sekil 4.1.)

141 158
Hasta Hasta

Yalnizca t(8;21) translokasyonu test edilen hastalarin sayisi
@ Yalnizca FLT3 mutasyonu test edilen hastalarin sayis
t(8;21) ve FLT3 mutasyonu test edilen hastalarin sayisi

Sekil 4.1. Calismaya Katilan AML Hastalarina Uygulanan Tarama Testleri
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Boylelikle yapilan retrospektif calismada AML hastalarinda FLT3 genindeki
mutasyonlarin sikhig: ve cesidi; t(8;21) mutasyonunun sikligi ve her iki test acisindan
degerlendirilmis olan hastalarda AML ile iliskili iki genetik markerin bir arada goriilme
sikhiginin degerlendirilmesi amaglanmigtir. Hastalara ait sonuclar ayrica yas, cinsiyet ve
numune tird baz alinarak da degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclar asagida
Ozetlenmektedir.

4.1. AML Hastalarinda Yas Arahklar: Dagilimi

AML hastahig: teorik olarak her yasta gorulebilmekle birlikte, genellikle eriskin orta
cagin hastalig: olarak bilinmektedir. Kanadali arastirmaci Dr. Chantal Reyna ve ¢alisma
arkadaslarina gore; AML %80 oran: ile yetiskinlerde en sik gorilen akut 16semidir.
Gorulme sikhgi 40 yasina kadar artmakta ve 40 yasindan sonra her yasta katlanarak
artis gostermektedir. On yasin altindaki gocuklarda AML, akut l6semi olgularinin
%12’sini, 10-15 yas arasinda %28’ini, eriskinlerde ise %80-90°1n1 olusturmaktadir
(CEYLAN,2021). Tum bu veriler ve o6zellikle AML vakalarinin diinya genelinde
yayilimint gosteren 1990-2017 verilerini iceren dinya capinda yapilan genis bir
calismanin bildirdigine gore AML insidans: seklinde grafiklenmektedir (Sekil 4.1.1.).
Yani erken ¢ocukluk doneminde cocukluk donemindeki en yiiksek goérilen insidans gec
cocuklu doéneminde azalmakta ve orta yetiskinlikten itibaren yasla birlikte dramatik
olarak artmaktadir (Dong,2020).

B 1990
B 2017
9-
6.
3.
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Sekil 4.1.1. Farkl: Yaslardaki insanlar Arasinda Yila Gére AML Gériilme Oram (Dong,2020)
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Yaptigimiz ¢cahismada test edilen AML tamsi almig toplam 424 hastadan 34’tnin
cocuk kategorisinde, 89’unun 18-39 yas araliginda geng yetiskin kategorisinde, 195’inin
40-64 yas araligindaki orta yetiskin kategorisinde, 106’sinin ise 65 yas Uzeri yash
kategorisinde oldugu gorulmektedir. Calisma grubundaki hastalarin yas araligi 0-87 yas

olup ortalama yaslar1 49,4+20,03’tur.

Tablo 11. Calismaya Alinan Toplam AML Hastalarinin Yas Dagilimi

Yas aralig Hasta sayisi(n) % oram
Cocuk (0-17) 34 %8
Geng yetiskin (18-39) 89 %21
Orta yetiskin (40-64) 195 %46
Yash (>65) 106 %25
Toplam 424 100

Toplam AML Hasta Yas Gruplan

m B Cocuk (0-17)

Z84 Geng Yetiskin (18-

39) o
Orta Yetiskin (40-
64)

Sekil 4.1.2. Calismaya Alinan Toplam AML Hastalarinin Yas Dagilimi

2020 yilinda Dong ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada l6semi vakalarinin
insidanslar1 ve epidemiyolojik verileri derlenmistir. Bu ¢alismaya gore tim l6semi
vakalarinin %23 kadar1 AML olup, AML vakalar1 en dusik oranda 10-14 yas arasi
goralurken, yetiskin grupta yasla dogru orantili olarak arttigi rapor edilmistir (Dong,
2020). Liu ve arkadaslarinin 2024 yilinda akut I6semideki (AL) epidemiyolojik verileri
derledikleri calismada tlim akut losemilerin %63 kadarinin AML vakasi oldugu
bildirilmigtir. Bununla birlikte tim AML hastalarinin yas dagilimlari incelendiginde
yetiskin donem hastalarinin yalnizca %12’si geng yetiskinken (18-39 yas), %36°s1 40-

64 yas araliginda ve 65 yas sonrasi yasli grubunda ise %25’lik dilimi olusturdugu
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gorulmektedir (Liu, 2024). Schneider ve arkadaslarinin 2008’de yaptigi calismada;
benzer sekilde AML hastalarinin pozitif prognostik grubunun oraninin 40-60 yas
arasinda arttig1 ve sonrasinda azalma oldugu goérilmustir (Schneider, 2008).

AML’nin Turk popilasyonunda goraldigl yas araligina bakildiginda ise yapilan
calismalar bizim calismamiz ile paralel olarak yetiskin donemde en yuksek oldugu
gorulmektedir. Ayrica yine bizim ¢alismamizda da goraldigt gibi AML sikliginin en
fazla oldugu yas grubunun geng yetiskinlik donemi oldugu dikkat cekmektedir. 2011
yilinda 44 AML hastasi ile yapilan bir calismada ge¢ yetiskin grup %43, 60 yas (st
yash grup %17’lik bir oran ile temsil edilmistir (Gind(iz,2016). Dlnya genelinde
yetiskinlikte yasla paralel olarak AML olgularinda artig gorldigu rapor edilirken bizim
calismamizda oldugu gibi Turkiye drneklerinde yaslh grubun orta yetiskin gruptan daha
distik AML insidansina sahip oldugu dikkat cekmektedir. Calismamizda gocukluk
caginda disuk olan insidans %46 ile en yiksek orta yetiskin dénemde bulunmustur.
Literatirde AML vakalarinin ortalama goriilme yas: 67 olarak belirtilmekle birlikte
hasta sayilarindaki ve populasyonlardaki degisime gore farkli rakamlar da
gorilebilmektedir (Roboz,2011). Turk popilasyonundaki c¢ahsmalara bakildiginda
Firat’in 24 hasta ile yaptig1 ¢calismada ortalama yas 37,5; Al ve arkadaslarinin 165 hasta
ile yaptig1 calismada Marmara bolgesindeki AML hastalarinin ortalama yast 46 olarak
saptanmigtir. Bununla birlikte Sayan’in 147 hasta ile yaptig1 ¢alismada 53,7; Ceylan’in
99 hasta ile yaptigi calismada 58,5; Basakin’in 96 hastayla yaptigi ¢calismada, 54,2 ve
Kahya’nin 875 hastayla yaptigi ¢calismada ortalama 52,2 olarak tespit edilmistir. Bizim
calismamizda bulunan ortalama 49,4 yas da orta yetiskin grup bélgesinde olup literatlr(
dogrular niteliktedir.

299 AML hastasindan t(8;21) pozitif oldugu tespit edilen 20 hastanin yas dagilimi
Tablo 12°de verilmistir. Calisma grubundaki t(8;21) pozitif hastalarin yas arahg: 11-82
olup ortalama yaslar1 32,2°dir. Buna goére t(8;21) translokasyonun en yuksek oranda
geng yetiskin grupta (%50) goruliirken en dusiik oranin 65 yas Ustl yash grupta (%10)
oldugu belirlenmistir. Calismamizin sonuclarina gére bu mutasyonun geng yetiskin
gruba 6zgu oldugu gorilmastur. Ancak bu sonucun toplam AML vakalarindaki yas
dagilimi ile paralellik arz etmemesi dikkat ¢ekmektedir. Buna sebep olarak t(8;21)
translokasyonun iyi prognozla iliskilendirilmis bir genetik hasar olmasi ve hasta
sayisinin nispeten yetersiz olmasi gosterilebilir. Kahya’nin yapmis oldugu calismada
bizim sonucglarimizin tersine t(8,21) mutasyonuna sahip yetiskin hastalarin yas arttikca

mutasyonu tasima oranlarinin da arttigi bildirilmistir.
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Tablo 12. t(8;21) Pozitif Oldugu Tespit Edilen AML Hastalarinin Yas Dagilimi

Yas araligi Hasta sayisi % orani
Cocuk (0-17) 5 %25
Geng yetiskin (18-39) 10 %50
Orta yetiskin (40-64) 3 %15
Yasli (>65) 2 %10
Toplam 20 100

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda translokasyon pozitif olan hastalarin yaslari
ile negatif olan hastalarin yaslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
gorulmektedir. Bu durum translokasyonun test edilen grup icin genc¢ yetiskin grupta
daha sik goraldigini géstermektedir (Tablo 13.).

Tablo 13. t(8;21) Hastalarinin Yasa Bagh Istatistiksel Analizi

n Yas
(ortxstd sap) P
if 27 1,27+20,2
£(8;21) e 2 o1,21£20,25 0,0002%
pozitif 20 32,45+20,03

Toplam 283 AML hastasindan FLT3 mutasyonu acisindan pozitif oldugu tespit edilen
32 hastanin yas dagilim: Tablo 13’de verilmistir. Bu verilere gore FLT3 mutasyonun en
yuksek oranda orta yetiskin grupta (%40,6) gorulirken, en dusik olarak ¢ocuk
grubunda (%6,25) oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ FLT3 mutasyonunun tim hasta
grubunun yas dagilim: ile paralellik arz edecek sekilde dagildigini gostermektedir.
FLT3 mutasyonu gorilen 32 kisilik hasta grubunda (3-79) yas ortalamas: 47,1 olarak
belirlenmistir. Firat’in yaptigi ¢alismada bu ortalama 26 iken, Simsek’in yaptig
calismada 47,6 bulunmustur.

Tablo 14. FLT3 Pozitif Oldugu Tespit Edilen AML Hastalarinin Yas Dagilimi

Yas aralig Hasta sayisi % oranm
Cocuk (0-17) 2 %6,25
Geng yetiskin (18-39) 9 %28,1
Orta yetiskin (40-64) 13 %40,6
Yash (>65) 8 %25
Toplam 32 100
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Yapilan istatistiksel analizler sonucunda FLT3 pozitif olan hastalarin yagslar: ile

negatif olan hastalarin yaslari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:

gorulmektedir. Mutasyonun yasa 6zgu bir 6zellik gostermedigi sdylenebilir (Tablo 15.).

Tablo 15. FLT3 Hastalarinin Yasa Bagh istatistiksel Analizi

n Yas
(ortxstd sap) P
negatif 251 50,25+19,31
FLT3 0,8439
pozitif 32 46,41+19,18

Hem FLT3 hem de t(8,21) mutasyonu tespit edilen 1 hasta orta yetiskin grupta olup

yas1 50 olarak belirlenmistir. Ancak yas ile iki mutasyonun bulunmas: arasindaki

baglanti sayinin yetersiz olusu nedeniyle istatistiksel olarak degerlendirilememistir.

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

68,75%

25%

I6,25%

0-18 Yas (Cocuk)

M (8;21) Mutasyonu

50%

8,10%

21,90%

19-39 Yas (Geng

Yetiskin)

FLT3 Mutasyonu

65%
56,40%

40,60%
25%

10%

- ]

40-65 Yas (Orta 65 Yas Uzeri (Yasl)
Yetiskin)

Diger AML Mutasyonlar

Sekil 4.1.3. Calismaya Alinan AML Hastalarinin Yasa Gore Mutasyon Dagilimi

Tez caligmasinda yer alan mutasyonlarin diger AML mutasyonlariyla yasa bagh

gorulme orani Sekil 4.1.3’deki grafikte gosterilmistir. Buna gore cocuk ve yash

gruplarinda test edilen FLT3 ve t(8;21) mutasyonlari gorulme sikhig: diger AML ile

iliskili mutasyonlara gore oldukca disiktir. Bununla birlikte geng ve orta yetiskin

donem hastalarin test edilen mutasyonlarin en sik gorildigu hasta grubu oldugu

soylenebilir. Ozellikle genc vyetiskin grupta iyi prognozla iliskilendirilen t(8;21)

mutasyonu baskin olarak gorulurken, ota yas grubunda tam tersine kotl prognozla

iligkilendirilen FLT3 mutasyonunun baskin olarak gortlmesi dikkat cekicidir. Bu veri
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AML 06n tanmisi ile gelmis olan hastalarin yas grubuna bakilarak gerekli testlerin
istenmesi ve tedavi surecinin yonetilmesi agisindan faydal: olacaktir. Bu veri ayrica
calismamizda ve literatlirde genel olarak gorilen FLT3 ve t(8;21) mutasyonlarinin
birbirine eslik etme oraninin dustik olmasini da agiklamaktadir.

Tirk populasyonunda AML hastalarinda FLT3 ve t(8;21) mutasyonlarinin tarandigi
caligmalara bakildiginda, calismamizla paralellik arz edecek sekilde FLT3
mutasyonlarinin ¢cocukluk ¢agi AML vakalarinda oldukca dustk diizeyde tespit edildigi
gorulmektedir. (Hizli Kocabas, 2010; Coskunpinar, 2008 )

4.2. AML Hastalarinda Cinsiyet Dagilim

AML cok hizli sekilde belirti veren ve gerekli tedavi saglanmadiginda 6limcul
olabilen bir hastaliktir. AML, akut l6seminin yetiskinler arasinda en sik gorilen alt
tipidir. Dunya genelinde yapilan bircok calismaya gore AML, kadinlara kiyasla
erkeklerde daha baskin olarak gorulmektedir ve kadinlarda tedavi basarisi cok daha
yuksektir. 2016 yil itibari ile yapilan caligmalarda erkeklerin kadinlara gore 1,6 kat
daha fazla AML tamsi aldig: bildirilmistir (YOKUS, 2022).

424 hasta ile yaptigimiz retrospektif calismada cinsiyet icin genel dagilima
baktigimizda 217 erkek hasta (%51,18), 207 kadin hasta (%48,82) oldugu goérilmds,
erkek/kadin orani ise 1:0,9 olarak bulunmustur.

Tablo 16. AML Hastalarinin Cinsiyet Dagilimi

Hasta grubu Toplam Erkek Kadin Erkek/Kadi
hasta Hasta | % Hasta | % n Oram
SAYISL | savsy sayisi

AML hastasi 424 217 %51,2 | 207 %48,8 | 1:0,9

FLT3 mutasyonu 32 13 %40,6 | 19 %59,4 | 1:0,6

t(8;21) mutasyonu | 20 13 %65 7 %35 1:1,8

FLT3yadat(8;21) |52 26 %50 26 %50 1:1

mutasyonu

FLT3 ve t(8;21) 1 0 0 1 %100 |-

mutasyonu

Literatirde AML hastalar1 ile yapilan ¢alismalarda genellikle erkeklerin kadinlara
gore daha yiksek oranda hastaliga yakalandiklar: gortlmekle birlikte durumun yas ve
1rk faktorlerinden etkilendigi de gorilmektedir. Yahia Moualla ve arkadaslarinin yaptigi
calismalarda AML hastalarimin  yaklasik %601 erkeklerden olusurken, %401
kadinlardan olusmaktadir. Yine Turk popilasyonunda yapilan ¢alismalara bakildiginda
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bir kisminda erkeklerin daha yiksek siklikla AML’ye yakalandiklar: bazilarinda ise
oranin neredeyse esit olduguna dair veriler bulunmaktadir. Solmaz ve ark., (2015) yilinda
yaptigi calismada erkek/kadin orani 1,05; Demir ve arkadaslarimn (2020) yaptiklari
calismada 1,28; Al ve arkadaslarinin (2002) yaptigi calismada ise 1,4 olarak bulunmustur.

AML ile genel olarak yas ve cinsiyet arasindaki iliski istatistiksel olarak
degerlendirildiginde ne yas ne de cinsiyetle arasinda anlamli bir farklilik gérilmemistir.

Benzer durum FLT3 mutasyonu tasiyan hastalar icin de gecerliyken, translokasyon
tasiyan yahizca erkek hastalarin tim AML hastalarindan daha gen¢ yasta oldugu dikkat
cekmektedir (Tablo 17.).

Tablo 17. AML Hastalarinin Cinsiyete Bagh Istatistiksel Analizi

Toplam Erkek Kadin
S hasta
gru savis Hasta Yas Hasta Yas
YISt sayisi ortalamasi P sayisi ortalamasi P
hAML 424 217 50,12+20,87 207 48,54+19,12
astasi
FLT3 32 13 52,31+17,44 | 0,8418 19 44+20,66 0,3785
mutasyonu
(8;21) *
20 13 26,67+18,15 | 0,0003 7 41,13+20,70 | 0,1913
mutasyonu

Test edilen herhangi bir mutasyonu tasiyan toplam 52 (%12,3) kisilik hasta grubunda
ise 26 (%50) kadin, 26 (%50) erkek hasta gozlemlendi. Bu baglamda mutasyon tasima

ve cinsiyet arasinda herhangi bir baglanti bulunamamustir.

250 217
207

200
150
100

50
0 I —— |

Toplam AML Hasta FLT3 Hasta t(8;21) Hasta
W Erkek ™ Kadin

Sekil 4.2.1. Calismaya Alinan AML Hastalarinda Cinsiyet Dagilimi

Bununla birlikte FLT3 mutasyonu tasiyan hastalar igerisinde kadinlarin, t(8;21)

mutasyonu tasiyan hastalar arasinda ise erkeklerin orani daha yulksektir. Her ne kadar
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AML gorulme sikligi agisindan erkekler yuksek siklik gdsterse de literatlrdeki meta-
analiz calismalarinda FLT3 mutasyonlarimin kadin baskin olarak izlendigi bildirilmistir
(Hellesoy ve ark, 2021). Bu durum bizim ¢alismamizla da paralellik gostermektedir.
Aida Mahmoudi ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada; bizim calismamiza tezat
olacak sekilde FLT3 mutasyonlarinin erkeklerde kadinlara gére daha yaygin oldugu
bildirilmistir.
Turk popuilasyonunda yapilan calismalarda da buna benzer sonuglar bildirilmistir
(Altay, 2021; Ceylan, 2021; Simsek 2023). Ancak Tirk popilasyonunda yapilan
calismalarda FLT3 mutasyonu tasiyan hastalarda bizim calismamizla paralellik arz
edecek sekilde kadin hastalarin oraninin daha yuksek olduguna dair veriler de mevcuttur
(Frrat, 2005; Hizli Kocabas, 2010).

Tablo 18. AML Hastalarinin Yas ve Cinsiyet iliskisi

Yas araligi N:424 cinsiyet
Cocuk (0-17) %8 K:%3,8
E:%4,2
Geng yetiskin (18-39) %21 K:%10,2
E:%10,8
Orta yetiskin (40-64) %46 K:%25,7
E:%19,8
Yasl (>65) %25 K:%09,2
E:%16,8

AML hastalarinin yas ve cinsiyet dagilimlari Tablo 15’de gérulmektedir. Tim AML
hastalarinin ¢ocuk ve geng¢ yetiskin grubu icinde cinsiyet agisindan bir farklilik
gorulmezken, orta yetiskin grupta kadinlarin, 65 yas Usti hastalarda ise erkeklerin

insidansinin daha ylksek oldugu gorilmektedir.
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Tablo 19. t(8;21) Pozitif Oldugu Tespit Edilen AML Hastalarinin Yas ve Cinsiyet Iliskisi

Yas aralig N:20 cinsiyet
Cocuk (0-17) %25 K:%0
E:%25
Geng yetiskin (18-39) %50 K:%20
E:%30
Orta yetiskin (40-64) %15 K:%10
E:%5
Yasli (>65) %10 K:%5
E:%5

t(8;21) pozitif oldugu tespit edilen AML hastalarinin yas ve cinsiyet iliskisi Tablo
16°da verilmistir. Buna gore cocuk ve geng yetiskin grupta erkeklerin frekansi
yuksekken, orta yetiskin grupta kadin hastalarin sayis1 daha fazladir. Yash grupta ise
kadin erkek orani esit bulunmustur. t(8;21) mutasyonu acisindan yas ile cinsiyet
arasinda dikkat cekici bir farklilik g6zlenmemistir.

FLT3 pozitif oldugu tespit edilen AML hastalarinin yas ve cinsiyet dagilimlar: Tablo
17’de gorilmektedir. Buna gore FLT3 mutasyonlar: 65 yas Ustll hastalar disinda tim
yas gruplarinda kadinlarda daha yiksek oranda gorulurken, 65 yas tstinde erkeklerde
daha yuksek siklikta gortlmastir. 65 yas tsti grupta AML vakalarinin erkeklerde sik
gorulmesine ragmen FLT3 mutasyonu tasiyanlarin kadinlardan olusmas: dikkat
cekicidir. Bu durum 65 yas grubundaki mutasyonlarin FLT3 ya da t(8;21) disinda baska

mutasyonlarin baskin oldugunu gostermektedir.
Tablo 20. FLT3 Pozitif Oldugu Tespit Edilen AML Hastalarinin Yas ve Cinsiyet Iliskisi

Yas aralig N:32 cinsiyet
Cocuk (0-17) %6,25 K:%6,25
E:%0
Geng yetiskin (18-39) %28,1 K:%15,2
E:%12,4
Orta yetiskin (40-64) %40,6 K:%28,1
E: %125
Yasli (>65) %25 K:%9,4

E: %15,6
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iSI(_aIT(i_I _4.2.2. Calismaya Alinan AML Hastalarinda Tespit Edilen Mutasyonlara Gore Yas ve Cinsiyet
iskisi
4.3. Cahgsmalarda Kullanilan Numune Turu

AML (akut miyeloid I6semi) tanisinda ve taramasinda kullanilan numune turleri
genellikle kan ve kemik iligi ornekleridir. ilk asamada kan testleri ile baslanabilir ¢tinki
I6seminin klinik bulgularina bakilarak kan dolasimindaki belirtileri goértlebilir. Kan
testleri genellikle 16semi hicrelerinin varhigini veya belirli kan degerlerindeki
degisiklikleri tespit etmeye yardimci olabilir.

Kesin tamda kemik iligi aspirasyonu onemlidir. Kemik iligi aspirasyonu agir
trombositopenide bile yapilabilir. Gerekirse kemik iligi biyopsisi uygulanabilir. WHO
siniflamasina gore kemik iliginde blastlarin sayist %20’nin Uzerinde ise (¢ocuklarda
baz1 ¢alisma gruplarinda >%30) AML tanisi konur. AML alt tiplerinin belirlenmesinde
morfolojik (FAB), sitokimyasal, sitogenetik, immunfenotipleme ve molekiler
calismalar gereklidir.

Yapilan literatir arastirmalarinda deneyler kemik iligi ornekleriyle yapildig:
gorilmastar. Losemi oncelikle kemik iliginde aspire olan bir hastalik olsa da klinik
bulgular degerlendirilirken kanda tasinimi sonucunda belirtiler ortaya ¢ikar. Bu nedenle
yaptigimiz tez ¢alismasinda t(8;21) ve FLT3 mutasyon deneylerini hem periferik kan
hem de kemik iligi numuneleri kullanarak gerceklestirdik. Ajeta Dash ve arkadaslar
tarafindan yapilan yayindaki veriler de g6z énine alininca bulgularimizla 6rtustigini
tespit ettik. Sonug olarak mutasyonlarin periferik kan numunelerine goére kemik iligi
numuneleriyle yapilan testlerde yaklasik % 10,34 oranla daha net ve c¢ogunlukta

oldugunu gozlemledik.
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Kemik iligi aspirasyonu ufak cerrahi islem gerektiren bir numune alim yontemi
oldugu icin damar yoluna gore daha spesifik ve dikkatli olunmasi gerekir. Molekuler
genetik yontemleri kullanilarak yapilan testlerde mor kapak EDTA’li kan tlpleri
kullanilirken sitogenetik ve FISH ydntemleri igin yesil kapak heparinli kan tupleri
kullanilir. Tez ¢alisgmamiz esnasinda ¢ocuk kemik iligi numunelerinde bazi RT-PCR
deneylerinde primer baglanmama sikintisi yasandi. Geriye donik kontroller
yapildiginda numune alimlart yapilirken hem molekiler genetik hem de sitogenetik
testlerin beraber bakilmasinin istendigi hastalarda heparinli tipe alinan kemik iligi
numunesinin daha sonradan EDTA’h tlpe paylastirildigi stphesi yasandi. Gerekli
arastirmalar sonucunda heparin, antikoagulan bir ilag oldugu i¢in PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) gibi molekiler genetik tekniklerinde kullanilan enzimlerin aktivitesini
etkileyebilecegi goruldi. Heparin, DNA polimeraz enzimlerinin inhibisyonuna neden
olabilir ve PCR verimliligini dusurebilir. Bu durum, heparin igeren numunelerin dogru
sonuclar alinmasi agisindan problem olusturabilir.

4.4. AML Hastalarinda Tespit Edilen Mutasyonlara Ait Veriler

Akut miyeloid l6semi (AML) tamsinda FLT3 gen mutasyonlarinin ve
translokasyonlarin tespiti icin cesitli molekiler biyoloji teknikleri kullaniimaktadir.
Asagida AML'de FLT3 ve translokasyon deneylerinde yaygin olarak kullanilan bazi

yontemler bulunmaktadir:

- PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu): FLT3 gen mutasyonlarinin ve
translokasyonlarin tespitinde PCR sikca kullanilan bir yontemdir. FLT3 igeren
spesifik primerler kullanilarak mutasyonlu gen parcalarinin amplifikasyonu
yapilabilir.

- Sanger Dizileme: PCR Urinleri genellikle Sanger dizileme teknigi ile dizilenir.
Bu ydntem sayesinde FLT3 genindeki mutasyonlarin belirlenmesi mimkin

olabilir.

- FISH (Floresan in situ Hibridizasyon): Translokasyonlarin tespitinde FISH
teknigi kullanilabilir. Bu yontemde floresan etiketli 6zel problar, hlcrelerdeki

belirli genetik degisiklikleri tespit etmeye yardimci olabilir.
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-  RT-PCR (Ters Transkriptaz PCR): Baz: translokasyonlar mRNA seviyesinde
ifade edilebilir. Bu durumda, RT-PCR kullanilarak hedef translokasyonlar: tespit

etmek mUmkin olabilir.

Tez kapsaminda yaptigimiz deneylerde t(8;21) mutasyonu tespiti i¢cin RT-PCR, FLT3
mutasyonunun tespiti i¢in ise PCR ve ardindan Fragman analizi yontemlerini kullandik.

4.4.1. t(8;21) Mutasyonunun Belirlenmesi

RT-PCR yontemi kullanilarak Bio-Rad CFX-96 cihazinda yapilan testlerde hastalarin
pozitif oldugunu raporlamak igin gereken esik degeri bulunur. Deney yapilirken t(8;21)
translokasyonunun pozitiflik degeri bilinen bir pozitif kontrol PCR’a dahil edilerek
yuzdelik sonug verilir. Yaptigimiz calismada t(8;21) kontrol boélgesinde (VIC) tiim
hastalardan pik gdrmemiz gerekir. Mutasyon bolgesinde (FAM) ise sadece
translokasyonun oldugu hastalarda pik gortilmelidir. Kontrol bolgesinde gortlen pik

yuksekligi ile mutasyon boélgesinde gorulen pik yiksekligi oranlanarak hastalarin

pozitiflik ylzdesi raporlanmistir (Sekil 4.4.1.1).

Sekil 4.4.1.1. Bio-Rad CFX96 Cihazinda t(8;21) Tespiti

RT-PCR kullanilarak yapilan t(8;21) taramasi sonucunda 20 (%6,7) hastada mutasyon
saptandi. Trasnlokasyon varlig: tespit edilen 20 hastada calismaya alinan numune
tirlerinden 2 hastanin periferik kan numunesinde, 18 hastanin ise kemik iligi

numunesinde pozitiflik goralmastar.

t(8;21) mutasyonu AMLnin M2 sinif ile 6zdeslesmis olup, literatlire gore tim AML
vakalar icerisinde bu mutasyonu tasiyan hastalarin oraninin ortalama %4-8 oldugu
gorulmektedir (Reikvam, 2011).
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Coskunpinar ve ark. (2008) yaptigi 50 cocuk hasta ile yaptigi ¢calismada t(8;21)
mutasyonu tasiyan hastalarin orani %24 olarak bir hayli yuksek bulunmustur. 2013
yilinda 86 hasta ile yapilan bir baska calismada bu oran % 2,3 olarak bulunmustur.
Sayan ve arkadaslarinin 2013 yilinda 147 yetiskin hasta ile yaptiklar: ¢alismada oran 0,7
gibi ufak bir deger olarak bulunurken, 2023 yilinda 875 hasta ile yapilan bir diger
calismada %8 olarak belirlenmistir. Bu degerler yorumlanirken hasta sayisi ve
hastalarin yas araliklarinin olduk¢a énemli oldugu belirtilmelidir. Bizim calismamizda
da ortaya ciktigi ve vurgulandigi gibi AML de gorilen anomaliler yas ile birlikte
oldukga farkli sonuclar ortaya koyabilmektedir. t(8;21) mutasyonunda oldugu gibi
olumlu sitogenetik anormalliklere sahip AML insidansinin yasla birlikte azaldig: bilinir.
t(8;21) mutasyonu genc hastalarda en yaygin olan ancak 60 yasin zerindeki hastalarda
nadir olarak gortlmektedir. Genis bir yas araliginda hastay: iceren c¢alismamizda
sonuclarimiz t(8;21) mutasyonu acisindan %6,7 oram ile literaturd dogrular nitelikte
bulunmustur. Yine literatlri dogrular sekilde cocuk ve geng yetiskin grupta bu
mutasyonun oranimin yash gruba goére oldukca yiiksek oldugu gorilmektedir. Bu
mutasyon acisindan yas gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlaml: fark gorilmesi

durumu dogrulamaktadir.

4.4.2. FLT3 Mutasyonunun Belirlenmesi

FLT3 mutasyon tespitinde genellikle PCR, jelde gorintiileme, Sanger dizi analizi,
Fragman analizi ve NGS testleri kullanilir. Literatir arastirmas: esnasinda Mohamed
Amin Mekawy ve arkadaslarinin ¢alismalari dahil FLT3 icin yapilan deneylerde
cogunlukla jelde yiritme yontemlerinin kullanildigir goruldi. Literatirden farkli olarak
ilk kez bizim yaptigimiz tez ¢alhismasinda FLT3 mutasyon tespiti icin dnce PCR
ardindan Fragman analizi yontemleri kullanilarak biyoinformatik sistemle daha hizh ve
spesifik sonuclar alindi. Bu c¢ahsmayla birlikte kot prognozda yer alan FLT3
mutasyonunda sag kalim: arttirmak amacgli Fragman analizinin verimli ve etkili bir
yontem oldugu savunuldu.

Fragman analizi yontemiyle ABI-3500 cihazinda ydrutilen FLT3 PCR drunleri
yazilimsal olarak sonu¢ verir. Burada 6nemli olan hastanin kontrol ve mutasyon
bolgelerinde pik gortlmesidir. Kontrol bolgesinde (gri alan) gorilen pikler calismaya
alinan hastalarin numunelerinde sorun olmadigini ve dogru bir sekilde PCR adimlarinin

yapildigini gosterir.



43

FLT3 mutasyonu saptanan hastalarin ¢alismaya alinan numune tirlerinde 3 hastanin
periferik kan numunesinde pozitiflik gortliirken 29 hastanin kemik iligi numunesinde

pozitiflik gérilmastar.

FLT3 mutasyonlart AML olgularinda en sik gorilen somatik mutasyondur. Kot
prognoz ile iligkili olan bu mutasyonlar hastaligin tedavisi sirasinda klinisyene énemli
bilgiler sunmaktadir. Literatirde AML olgularinin %20-25’sinde bu gene ait somatik
mutasyon bulundugu bildirilmektedir (Kennedy, 2020). Ancak farkli hasta gruplarinda
yapilan calismalarda bu oranin literattirden saptigi da gérulmektedir (papaemanil,2016;
Welch,2016). Turk populasyonunda yapilan caligmalarda da hasta sayisi ve yasinin
degisimine bagl olarak bu oranin oldukga degisken oldugu gortlmustir. Leblebisatan
(2008), Firat (2005) ve Coskunpinar (2008) tarafindan Cocuk hastalarla yapilan
calismalarda AML hastalarinda FLT3 mutasyonu frekans: %25, %20,8 ve %6 gibi
oldukca farkli veriler bildirilmistir. Bununla birlikte bizim ¢alismamizda oldugu gibi
genis yas arahgiyla yapilan calismalarda oran %10-53 arahiginda seyretmektedir.
(Simsek 2023, Kahya, 2023,Basakin, 2022, Altay, 2021, Sayan, 2016). Bizim
calismamizda PCR ve Fragman analizi yontemleri birlikte kullanilarak yapilan FLT3
taramast sonucunda 32 (%11,3) hastada mutasyon saptandi. Literatlrle
karsilastirildiginda ¢alismamizda FLT3 gorilme sikliginin diistik oldugu gorilmektedir.
FLT3 mutasyonlar: igerisinde en ¢ok karsilasilan 2 mutasyon tipi FLT3-ITD ve FLT3-
TKD/D835 mutasyonlanidir. Bu mutasyonlar FLT3'Un yiksek aktivasyonu ile
sonuclanir.  FLT3-ITD, reseptorin  jukstamembran alanindaki (JM) tandem
duplikasyonlar: (ITD'ler), FLT3-TKD/D835 ise ikinci tirozin kinaz alanindaki (TKD)
aktive edici nokta mutasyonlarint belirtmektedir (Leung ve digerleri, 2013). Hem Ulusal
Kapsamli Kanser Agi kilavuzu hem de Avrupa Ldsemi Dernegi yonergeleri, tedavi
secenekleri degerlendirilirken FLT3 genetik testinin yapilmas: gerekliligini Onerir.
Ayrica Avrupa Losemi Dernegi; genel olarak birgok merkezde yapilan FLT3-ITD
taramas ile birlikte, klinisyenlerce teknik sorunlar nedeniyle yapilmas: daha az tercih
edilen D835 gibi nokta mutasyonlarinin da degerlendirilmesini onerir (Daver, 2019).
Literatirde AML’li hastalarda yapilan calismalarda genel olarak bu mutasyonlardan
FLT3-ITD’nin %20-25 oraninda, FLT3-TKD/D835’nin ise %5-10 oraninda goruldugi
rapor edilmistir (Sohort, 2010).

Bizim ¢calismamizda FLT3 mutasyonu saptanan 32 hastanin 22’sinde (%68,75) FLT3-
ITD, 10’unda (%31,25) ise FLT3-TKD/D835 nokta mutasyonu goruldi. Tiam AML
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vakalar: icerisinde FLT3-ITD mutasyonunun %7,77 oraminda gorilirken, FLT3-
TKD/D835 mutasyonunun %3,53 oraninda goraldigl belirlenmistir. Elde edilen
sonuclar FLT3 mutasyonlarinin toplam gorilme sikliginda oldugu gibi literatiirden
oldukca disuk oranda gorulmustir. Bununla birlikte literatlirle paralellik arz edecek
sekilde calismamizda da FLT3-ITD mutasyonunun FLT3-TKD/D835 mutasyonuna
oranla daha sik oldugu da gosterilmistir. Tlrk populasyonunda yapilan bazi
calismalarda bizim calismamizla benzer seklide bu mutasyonlarin literatiirden daha
dustik oranda oruldugine dair veriler de s6z konusudur. Altay’in 2021 yilinda 71 hasta
ile yaptig1 ¢ahismada FLT3-ITD tasiyan hastalar %5,6 ve FLT3-TKD/D835 tasiyan
hastalar %2,8 oraminda bulunurken; Kahya’nin 2023 yilinda 875 hasta ile yapmis
oldugu calisgmada FLT3-ITD tasiyan hastalarin %7,6 ve FLT3-TKD/D835 tasiyan
hastalarin ise %2,4 oraninda oldugu bildirilmistir.

Calismamizda ayrica FLT3-ITD pozitif 22 hastanin 3’tnde nadir olarak karsilasilan
mutant bolgede 2 pozitif pik gorilmistir. Bu durum karsisinda primer temin edilen
firma ve sorumlu doktorlarimiza danisilarak hastaya 2 farkli ITD pozitif yizdelik
sonucu verilmistir. Boyle bir mutasyon sonucunda hastanin kétii prognozda yer aldigi,
Klinisyene hizli sonug verilerek hastaya erken kemoterapik tedavinin baslanmasi
gerektigi, ayrica NGS ile hastaya farkli bir test yontemi uygulanarak devamli takibe
alinmasinin énemi s6z konusudur.

AML hastalarinda farkli prognozda yer alan mutasyonlar beraber goértlebilmektedir.
Ornegin NPM1, inv16, t(8;21) testleri pozitif ¢ikan hastalarda aym zamanda FLT3
mutasyonu da pozitif sonu¢ verebilir. Torsten Haferlach ve arkadaslarinin yaptigi
calismada; AML nokta mutasyonu olan NPM1 ve FLT3 mutasyonlarinin birlikte pozitif
gorilme oranlarinin negatif sonuglara gore artarak ilerledigini gostermistir. Yaptigimiz
retrospektif calismada yer alan 184 ortak hastadan sadece 1 hastada (%0,7) hem FLT3
mutasyonu hem de t(8;21) translokasyonu beraber pozitif olarak gorilmustir. Elde
edilen bu sonuca gore taranan populasyon agisindan FLT3 ve t(8;21) mutasyonlarinin
birlikte gorilme sikhginin dusik oldugu soylenebilmektedir. Literatiirde iki
mutasyonun eslik¢i olma sikliginin degerlendirildigi ¢alismalar sinirli olmakla birlikte
FLT3 mutasyonlari, t(8;21) hastalarinin nispeten disiik siklhikta oldugu ve bu hastalarin
kot prognoza sahip oldugu rapor edilmistir. (Al-harbi, 2020). Yapilan calismalarda
FLT3-ITD %5, FLT3-TKD % 3-7 oraninda translokasyonla baglantili bulunmustur
(Mrozek,2008; Paschka,2009). Duployez ve arkadaslarinin yaptigi calismada t(8;21)

tastyan AML vakalarinin %96'sinin ek sitogenetik veya mutasyonel anormallikler
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tasidigint ve FLT3-ITD eslik¢i olma oraninin %26 oldugunu rapor etmistir. Kahya ve
arkadaglarinin 2023 yilinda 875 hasta ile yaptiklari calismada ise FLT3 ve t(8;21)

mutasyonlarinin birlikte gortlme sikligi %8 olarak belirlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
Calismamiz 01.09.2022 - 25.08.2023 tarihleri arasinda AML 0n tanmisi alan 424

hastanin t(8;21) ve FLT3 mutasyon sikligin1 ve iki mutasyonun bir arada gorilme

olasiliginin belirlenmesini amaclamaktadir. Elde ettigimiz 6nemli sonuclar asagida

Ozetlenmis ve bu sonuglara gore bazi 6nermeler yapilmastir.

t(8;21) translokasyonunun test edilen 299 AML hastasi iginde gorilme siklig: %
4,7 (20 hasta), FLT3 mutasyonunun ise test edilen 283 AML hastasinda gorilme
sikhigi % 7,5 (32 hasta) bulunmustur.

FLT3 mutasyonu saptanan 32 hastanin 22’sinde (%7,77) FLT3-ITD , 10’unda
(%3,53) FLT3-TKD/D835 nokta mutasyonu gorildu.

t(8;21) mutasyonu acisindan pozitiflik saptanan hastalarin %4,3 oraninda erkek,

%2,3 oranminda kadin oldugu belirlenmis olup literattrle uyumludur.

FLT3 mutasyonu acisindan pozitiflik saptanan hastalarin %4,59°u erkek,
%6,71’i ise kadin hastalardan olusmaktadir ve literatlirii destekler nitelikte

sonuclardr.
t(8;21) mutasyonu acisindan pozitiflik saptanan hastalarin

- yas ortalamasi1 32,45+20,03

- %65 oraninda erkek

- %35 oraninda kadin oldugu belirlenmistir. Bu mutasyonu tasiyan hastalarin
tipik AML hastalarindan daha gencg oldugu dikkat ¢cekmektedir.

FLT3 mutasyonu agisindan pozitiflik saptanan hastalarin

- yas ortalamasi 46,41+19,18

- %411 erkek

- %59’u kadin hastalardan olusmaktadir. Bu mutasyonu tasiyan hastalarin

sonuclar literatlirQi destekler niteliktedir.

Calismamizda ayrica FLT3-ITD pozitif 22 hastamn 3’Gnde nadir olarak
karsilasilan mutant bélgede 2 pozitif pik gorilmustir. Bu tip sonuclar alinan
hastalarin ~ mutasyonun  tipinin  belirlenmesine  yonelik ek testlerle
degerlendirilmesi gerektigi ve protokollerin buna yonelik ilerletilmesi gerekliligi

vurgulanmistir.

Calismamizda FLT3 ve t(8;21) mutasyonlar: arasinda baglanti kurmaya yetecek

kadar hasta olmadigi igin bu tip bir durumun hastaligin seyri ve tedavi
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planlamasi ile ilgili yorum yapilamamistir. Ancak elde ettigimiz sonug biri iyi
digeri kotu prognozla baglantist bilinen iki mutasyonun bir arada bulunma
sikhginin dusik olusuyla ilgili literatiire katki saglamaktadir. Daha ¢ok hasta
sayisinin oldugu calismalar ile hastaligin seyrinin bu tip bir durumda nasil

ilerleyecegi ile ilgili daha kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonug olarak, AML’deki t(8;21) ve FLT3 mutasyonu varlig hasta prognozunu
etkiledigi icin stphe duyulan her 6n tanili AML hastasinin en hizli yontemlerle tespit
edilmesi gerekmektedir. Ozellikle k6tii prognozda yer alan FLT3 mutasyonu varlig
tespit edilen AML hastalarin, tedaviye erken baslanmasi gerektigi igin 3 glin igerisinde
s0zli veya raporlu olarak sonuclarimin  mutlaka doktoruna bilgi  verilmesi
gerekmektedir. Mutasyonun pozitiflik yizdesi hastaya uygulanacak tedavide ilag
kullanimint etkileyeceginden tarama analizi yapilirken hassas ve kontrolli ¢alisma
gerceklestirilmelidir.

Hastalarda pozitiflik yuzdesinin kemik iligi ile yapilan taramalarda daha yuksek
ciktigr gorulmistir. Bu nedenle AML siiphesi olan hastalardan mimkiin oldugunca
kemik iligi numunesi alinarak tarama yapilmasinin sonucglarda daha dogru ve tespit

edilebilirligi yiksek degerler elde edilmesini saglayacaktir.
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