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OZET

EREN S. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) Olgularinda Myc Gen Bolgesindeki
Yeniden Diizenlemelerin Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi ile

Arastirilmast. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul. 2009

ALL’de kromozom anomalilerinin tespiti tanida, prognozda ve tedavide Onemli rol
oynamaktadir.

Calismada 25 ALL hastasindan alinan kemik iligi aspirasyon materyaline G-bantlama
ve myc genindeki yeniden diizenlemelerin tespiti icin FISH uygulandi.

Olgularimiz 14(%56) ¢ocuk, 11(%44) eriskinden olusmaktadir. Olgularimizin %58’ inde
sayisal ve/veya yapisal kromozom anomalisi tespit edildi.

ALL’de prognostik degere sahip oldugu bilinen yapisal kromozom anomalileri;
t(9;22)(%9), add(11)(q23)(%38), t(8;14)(%4), del(6q)(%8) olarak tespit edildi.

Losemi olgularinda G bantlama i¢in yeterli sayida ve kalitede metafaz elde etmenin
zorlugu bilinmektedir. Olgularimizin %92’sinde kromozom analizi gerceklestirildi.
Yeterli sayida metafaz elde edilemedigi durumlarda sayisal ya da yapisal kromozom
anomalileri tespit edilememekte bu nedenle konvansiyonel sitogenetik yontemlerin
yaninda FISH gibi molekiiler sitogenetik yontemler kullanilmaktadir.

FISH uygulamalar1 hastaligin tan: ve takibinde ayrica genetik degisimlerin bire bir her
hiicrede degerlendirilmesine olanak sagladigindan minimal rezidiiel hastaliin takibinde
onemlidir. Kolay uygulanabilir, hizli, duyarl ve giivenirligi yiiksek bir yontemdir.
8gq24°te bulunan myc geni, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, farklilagma, metabolizma,
apoptozis, 6liimsiizliik ve adezyon gibi hiicresel olaylar1 etkiler. Bir protoonkogen olan
myc; translokasyon, amplifikasyon ve mutasyon gibi c¢esitli aktivasyon
mekanizmalariyla onkogenik Ozellik kazanir. ALL’de myc geninin karistig
translokasyonlarin yaklasik %85’ini t(8;14)(q24;q932), %10’unu t(2;8)(pl11;q24) ve
%S5’1ni t(8;22)(q24;q11) olustur.

25 hastaya uygulanan 33 FISH analizinin hepsinde myc geninin degisime ugradigi
gozlendi.

Elde ettigimiz sonuclar; hem interfaz hem de metafaz da inceleme olanag: sunan ve
konvansiyonel sitogenetik yontemlere gore daha hizli ve hassas sonuglara ulasmamizi
saglayan FISH yonteminin bulgularinin tamida, prognozda ve tedavi protokoliiniin
belirlenmesinde yol gosterici oldugunu kanitlamaktadir.

Anahtar Kelimeler : Akut lenfoblastik 16semi, myc geni, sitogenetik, FISH, G bantlama

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmigtir. Proje No: T-1506
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ABSTRACT

Eren S. Detection of Myc Gene Rearrangements by Fluorescence In Situ Hybrizidation
in Acute Lymphoblastic Leukemia Cases. Istanbul University, Institute of Health
Science, Medical Biology. Master Thesis. Istanbul.

Detection of chromosomal anomalies associated with acute lymphoblastic leukemia
(ALL) plays an essential role for diagnosis, prognosis and treatment.

We investigate bone marrow aspiration material from 25 ALL patient. G banding and
FISH were performed to detect myc gene rearrangements.

Our case group includes 14(%56) children and 11(%44) adults. Numerical and/or
structural chromosomal anomalies were detected in%358 of cases.

Structural anomalies which provide prognostic information about ALL are t(9;22)(%?9),
add(11)(q23)(%8), t(8;14)(%4), del(6q)(%8)

Diffucullties in obtaining sufficent and qualified metaphases for G banding in leukemia
cases have been known. G banding in study were succesfull %92 of cases. Conventional
cytogenetic methods should be accompanied by more sensitive and specific molecular
cytogenetic techniques, such as FISH when sufficient and qualified metaphases couldn’t
be obtained.

FISH technique is important for diagnosis and prognosis to provide detection of genetic
changes for each cell. Additonally this technique is more sensitive and rapid technique.
MYC (avian myelocytomatosis viral oncogene homolog) gene is located on 8q24. The
gene plays a role in cellular processes such as cell cycle progression, apoptosis,
metabolism, immortality and adhesion. Myc is a protoonkogene and becomes an
oncogene when translocation, amplification and mutations occur. Translocations
involving MYC gene are t(8;14)(q24;932) (%85), t(2;8)(p12;q24) (10%) and
t(8;22)(q24;q11)(%5).

Myc gene rearrangements were detected all 33 FISH analyses for 25 patients in our
study.

Our results showed that FISH technique is quicker and more sensitive than conventional
cytogenetic methods additionally FISH provides detection of genetic changes in both
interphases and metaphases.

Key Word: Acute lymphoblastic Leukemia, Myc gene, Cytogenetic, FISH, G banding
The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.

Project No. T-1506



1. GIRiS VE AMAC

Akut lenfoblastik 16semi (ALL), kemik iliginden koken alan progenitor lenfoid
hiicrelerin artmasiyla seyreden malign bir hastaliktir (6, 17, 40). Kontrolsiiz ¢ogalan
olgunlagsmamis hiicreler kemik iligini isgal ederek normal hematopoezi baskilarlar (7).
ALL, cocukluk caginda en sik gozlenen kanser tiirii olup gozlenen tiim kanserlerin
%30 unu, tiim losemilerin ise %75-80’ini olusturmaktadir. Yetiskinlerde ise goriilen
losemilerin % 5’ini olusturmaktadir (8, 36). Hastaligin goriilme siklig1 cinsiyete gore
degismektedir. Erkeklerde daha yaygin goriilen bir hastalik olup kadinlara oranla 1,4 kat
daha sik gozlenmektedir. Anemi, halsizlik, kilo kaybi, ates, lenfoadenapati,
hepatosplenomegali gibi belirtilerle kendini gostermektedir. Tan1 koymak amaciyla
kemik iligi ya da perifer kan lenfositlerinin morfolojik, immiinolojik ve sitogenetik
incelemesi yapilmalidir. ALL’de etkili prognostik faktorler; yas, 10kosit sayisi, cinsiyet,

genetik Ozellikler olarak siralanabilir (7, 8, 76).

Yapilan arastirmalar genetik yatkinlik, radyasyon, benzen ve tiirevleri, bocek
ilaglar1 gibi kimyasal maddeler, baz1 kalitsal hastaliklar ve bir takim viriis hastaliklarin

losemiye yol acabildigini gostermistir (12, 22, 99).

ALL gelisimi, diger bir¢cok kanserde oldugu gibi ¢ok basamakli ve ¢ok etkenle
ortaya cikan bir siirectir. Bu siirecteki ana etken ise sonradan kazanilan somatik
mutasyonlarla hiicrenin genetik yapisindaki degisimlerdir. Bu degisimler ya kromozom
diizeyinde ya da deoksiriboniikleik asit (DNA) diizeyinde ortaya ¢ikmaktadir. Meydana
gelen kromozom degisimlerinin belirlenmesi; tamida, hastalifin  prognozunun

tahmininde ve risk siniflamasinda 6nemli rol oynamaktadir (6, 7, 81).

Kromozom anomalileri sayisal ve yapisal anomaliler olarak siniflandirilmistir.
ALL’de gozlenen sayisal anomaliler Oploidi ve anoploidilerdir. Yapisal kromozom
anomalileri ise dengeli (resiprokal translokasyon, insersiyon, inversiyon gibi) ve
dengesiz anomaliler (delesyon, duplikasyon, izokromozom, ring gibi) olmak iizere iki
alt grupta toplanmakta, 16semilerde en yaygin olarak translokasyonlar, delesyonlar ve

inversiyon goriilmektedir (59).

ALL’ de en sik goriilen sitogenetik anomaliler; t(1;19)(q23;p13), t(2; 8)(p12;q24),
t(4;11)(q21:q23), del(6q), i(6p), i(7qQ), t(7:9)(q34;q32), trizomi 8, 1(8; 14)(q24;q11),
((8;22)(q24;q11), del(9q), (9;22)(q34;q11), t(11;19)(q23;p13), t(12:21)(p13:q22),



1(17q), t(17;19)(q22; p13), monozomi 20, trizomi 21 dir. T hiicrelerinden koken alan
ALL’ ler i¢in 9. kromozomun kisa kolunun karistigi yapisal degisimler, T hiicre
reseptOr alfa, beta, ve gama zincirlerini etkileyen kromozom anomalileri t(1;14)(p32-
34;q11), t(7;9)(q34-36; q34), t(7;19)(p34; p13) sik gozlenmektedir. t (1; 19)(q23; p13)
pre B ALL’ de, t(4; 11) (q21; q23) erken donem B hiicrelerinin gozlendigi ALL’de ,
del 6q ve del 12 p tim ALL tiplerinde, t(9;22)(q34; qll) olgunlasmamis B
hiicrelerinden koken alan ALL’de ve t(8;14)(q24;q11) ise olgun B hiicreli ALL
olgularinda sik gozlenmektedir (39, 49, 53).

MYC(avian myelocytomatosis viral oncogene homolog) geni, 8q24.2°de
yerlesmistir. Bu genin kodladig: protein, ¢ok islevli bir ¢cekirdek fosfoproteinidir. Hiicre
dongiisiinun ilerleyisinde ve apoptozda rol oynamaktadir. Etkisini transkripsiyon
faktorii olarak, hedef genlerin transkripsiyonunu diizenleyerek gostermektedir (14, 43).

Bir¢ok I6semi ve lenfomada myc geninin mutasyonu, yeniden diizenlemeleri ve
gen iriintiiniin artis1 goriilmektedir (15). Myc genini iceren, siklikla goriilen 3 tane
translokasyon vardir. Bu translokasyonlardan en sik (yaklasik %85) goriileni
t(8;14)(q24;q932)’dur.  t(2;8)(p12;q24) ise yaklastk % 10 oraminda go6zlenirken,
t(8;22)(q24;q11) %5 oraninda gozlenmektedir (24, 43).

Tiimor hiicrelerinde metafaz kromozomu eldesinin zorlugu bilinen bir gercgektir.
Elde edilen metafaz kromozomlarimin morfolojileri c¢ogunlukla konvansiyonel
sitogenetik yontemlerle, 6zellikle kromozom yap1 anomalilerin belirlenmesinde yetersiz
kalabilmektedir. Konvansiyonel sitogenetikle 4Mb’dan biiyiik, yiiksek c¢oziiniirliiklii
bantlama (High resulotion banding-HRB) tekniginde de >2 Mb ye kadar olan
diizensizlikler saptanabilmektedir. Dolayisiyla yeterli sayida ve kalitede metafaz elde
edilemediginde de ne yapisal ne de sayisal degerlendirme yapilamamaktadir. Fluoresan
In Situ Hibridizasyon (FISH) analizi hem interfaz nukleusunda analizi olanakli kilmasi
hem de 4Mb’dan 1Mb’a kadar olan yapisal diizensizlikleri saptayabilmesi nedeniyle

kanser genetiginde kullanilan en 6nemli tekniklerden biri haline gelmistir (59, 70).

Myc yeniden diizenlenmeleri FISH ile metafaz ve interfaz hiicrelerinde analiz etmek
amaciyla Myc cift renkli, kirik noktas: yeniden diizenlenme probu kullanilmaktadir.
Prob MYC geninin sayisal anomalilerini (amplifikasyon ve delesyon) belirledigi gibi

translokasyona girip girmedigi konusunda da bilgi vermektedir (35, 42).



Losemilerde FISH uygulamalari, hastaligin tanisi ve takibinde ciddi bir 6neme
sahiptir. Ozellikle de l6semi tiplerine 6zgii translokasyonlarin kantitatif takibi acisindan
sitogenetik ve ters transkriptaz zincir reaksiyonu, tekniklerine bir alternatif
olusturmaktadir. ~ Ayrica  genetik  degisikliklerin ~ bire  bir her  hiicrede
degerlendirilebilmesine olanak sagladigindan minimal rezidiiel hastaligin takibinde
etkin rol oynamaktadir (35, 39, 99).

Klonal ozellik tastyan kromozom yeniden diizenlemelerin tespiti, hastaligin
biyolojisinin anlasilmasi ve bu diizensizliklerin 16semi gelisimindeki rollerinin
aydinlatilmas: acisindan olduk¢a Onemlidir. Bu hastalia 6zgii kromozom yeniden
diizenlenmelere katilan genlerden biri olan myc geninin, hastalifin tanisinda ve tedavisi
sonrasinda hastanin takibi ve minimal rezidiiel hastalik tespiti agisindan Onem
tasimaktadir (99).

Bu calismada amac; akut lenfoblastik 16semili hastalarda konvansiyonel
sitogenetik inceleme ile kromozom anomalilerini tespit ederken yeterli sayida ve
kalitede metafaz elde etmekteki zorlugu, interfaz nukleusunda da analiz olanagi
saglayan FISH yontemi ile asmaya calismaktir. Ayrica G bantlamada gozden
kacabilecek myc geni yeniden diizenlenmeleri gibi sitogenetik bulgularin FISH yontemi
ile incelenerek hastalara daha saglikli sonuglar verilmesi amaclanmistir. ALL
gelisiminde 6nemli rol alan myc gen bolgesindeki yeniden diizenlenmelerin daha fazla
hiicrede incelenerek, G bantlamaya gore daha hizli ve daha hassas bir sekilde tespitiyle
elde edilecek sonuglar prognozda, tedavi protokoliiniin belirlenmesi ve minimal rezidiiel

hastaligin takibinde onemli bilgiler saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. AKUT LENFOBLASTIK LOSEMIi

2.1.1. TANIM

Hematopoetik kok hiicreler, geri doniisiimsiiz sekilde farklilasabilme yetenegine
sahip olan hiicrelerdir. Kan hiicrelerinin tiimii pluripotent kok hiicreden koken
almaktadir. Pluripotent kok hiicreden myeloid ve lenfoid onciil hiicreler olusup, bu
onciil hiicrelerden lenfoid ve myeloid hiicre serileri gelismektedir (56). Hematopoez adi
verilen bu olay kemik iliginde gerceklesmektedir. Myeloid hiicreler kemik iliginde
geliserek eritrosit, graniilosit, monosit ve megakaryosit olustururken; lenfoid hiicreler
dalak ve timusa go¢ ederek T ve B lenfositleri olusturmaktadir. T hiicreleri timus
bezinde, B hiicreleri ise kemik iliginde olgunlasmaktadir. Hiimoral immiiniteyi
olusturan B lenfositler, uyar1 durumunda plazma hiicresine doniiserek immiinoglobin
salgilarlar. T lenfositler ise antijene ve mikroorganizmalara kars1 hiicre diizeyinde
savunmaya katilirlar (7).

Hematopoetik kok hiicre ve progenitdr hiicrelerden koken alan hiicrelerin
monoklonal hastaligina 16semi adi verilmektedir. Diger kanserlerde oldugu gibi
losemilerde de hiicrelerin olgunlasma yeteneginde azalma, farklilasmamis agresif habis
bir fenotip gozlenmektedir. Habis tiimorlerde goriilen en belirgin ozellik, hiicre
biiyiimesinin diizenlenmesinde goriilen anormalliktir (46).

Timor gelisimi, hiicrede tek bir degisimle baglayan klonal bir siirectir. Bu
stiregte belirli sitogenetik degisimlerin gerceklesmektedir. Olusan bu sitogenetik
degisimler sonucunda tiimor gelisiminde etkili genlerden olan protoonkogenler
aktifleserek onkogene doniisebilmektedir. Bu molekiiler degisimin normal hiicrenin
biiylime, ¢ogalma ve farklilagsmasinda meydana getirdigi farkliliklar sonucunda hiicre
tiimor hiicresinde doniismektedir (34, 46).

Akut lenfoblastik l6semi, kemik iligindeki normal farklilasma yetenegini
kaybetmis lenfoid Onciil hiicrelerin klonal proliferasyonu sonucu gelisen bir kanser

tiiridiir (36).



2.1.2. SINIFLANDIRMA

Losemiler koken aldiklari hiicrelere gore adlandirilirlar. Tiimér, olgunlagsmamis
onciil hiicreden olugsmugsa akut 10semi, olgunlasmis hiicre serisinden meydana gelmisse
kronik 16semi adinm1 almaktadir (91).

Losemi siniflamasinda tiimoriin hangi hiicre serisinden gelistigi de onemlidir.
Lenfoid hiicre serisinden kdken almissa lenfoid 16semi, myeloid hiicre serisinden kdken
almigsa myeloid 10semi olarak adlandirilmaktadir. Olgunlagsmamis lenfoid seriden
gelisen losemiler T ve B hiicre kaynakli olmasina gore T hiicreli ALL (T-ALL) ve B
hiicreli ALL (B- ALL) olarak alt siniflara ayrilmaktadir (8, 47, 91).

1976 yilinda Fransiz, Amerikan ve Ingiliz bir grup hematolog tarafindan orijinal
akut 16semi French-Amerikan-British (FAB) simmiflamasi olusturulmustur. Bu
smiflamada akut 16semiler morfolojik ve sitokimyasal boyanma oOzelliklerine gore
gruplanmistir. Ancak bu smiflama; immiinfenotipleme, elektron mikroskobu,
sitogenetik, molekiiler biyolojik tetkik yontemlerini ve nadir 18semi tiplerini icermeyen
bir siniflamadir (37).

Akut 10semide; hiicre yiizey antijenlerinin, sitogenetigin dneminin fark edilmesi ve FAB
siniflamasinin yeterli olmadiginin anlasilmasi, akut 16semide Morfology-immunology-
cytogenetic (MIC) ve European Group for the Immunological Classification of
Leukemias (EGIL) siiflamalarini giindeme getirmistir (60). “EGIL Siniflamasi’nda,
akut myeloid 16semi (AML)’ler iki veya daha fazla myeloid marker myeloperoksidaz
(MPO), CD13(Cluster of differentiation 13), CD33, CDw65, CD117) iiretimi ile
tamimlanmis ve akut lenfoblastik 10semiler de B-I pro-B hiicreli, B-II common-B hiicreli
ve B-III prekiirsor (pre)-B hiicreli olarak 3 alt gruba ayrilmistir. Akut 16semide
sitogenetik ve molekiiler genetik anomalilerin roliiniin anlagilmasi ve bunlarin
prognostik Onem arz etmesi nedeni ile yeni bir simiflandirma ihtiyaci oldugu
gbzlenmistir. 2001 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO)
tarafindan akut 16semiler de dahil olmak iizere hemopoetik ve lenfoid neoplazmalari
iceren yeni bir smiflama yapilmistir. WHO  simiflamasinda;  morfoloji,
immiinfenotipleme, sitogenetik ve molekiiler biyolojik 6zellikler gbz Oniine alinmus,
akut 16semi tanisi i¢in blastik hiicre sayis1 %30°dan %20’ye indirilmis ve nadir 16semi
tipleri de dahil edilmistir (11).

WHO simiflamasinda akut 16semiler; myeloid, lenfoid ve serisi belirlenemeyen

olmak iizere 3 gruba ayrilmistir. Akut myeloid 16semiler:



a. Tekrarlayan sitogenetik anomalilerle seyreden akut myeloid 16semi

b. Cogul seri displazisi ile seyreden akut myeloid l6semi

c. Tedaviye ikincil akut myeloid 16semi ve myelodisplastik sendrom (MDS)

d. Tanimlanan gruplara girmeyen akut myeloid 16semi olmak {izere dort gruba
ayrilarak degerlendirilmistir.

Lenfoid 16semiler ise:

a. Pre B-lenfoblastik 16semi/lenfoma

b. Pre T 16semi/lenfoma

c. Burkitt lenfoma/losemi seklinde 3 gruba ayrilmigtir.

Uciincii grup olarak belirsiz serili akut l1dsemiler goz oniine alinmis ve bu grupta

a. Bifenotipik akut 16semi

b. Farklilasmamig akut I6semiler olmak iizere 2 gruba ayrilmistir (13).

2.1.3. GORULME SIKLIGI

ALL, yetiskinlerde gozlenen bir 16semi tiirii olmakla birlikte daha siklikla
cocuklarda gozlenmektedir. Yetiskinlerde goriilen 16semilerin % 15’ini, ¢ocuklarda
gozlenen tiim 18semilerin ise % 80’1 gibi ciddi bir kismimi olusturmaktadir (36).

Hastaligin goriilme siklig1 cinsiyete gore degismektedir. Erkeklerde daha yaygin
goriilen bir hastalik olup, kadinlara oranla 1,4 kat daha sik gozlenmektedir. Avrupa’da,
erkeklerde goriilme sikligr 1,3/ 100000, kadinlarda ise 0,9/100000 olarak bildirilmistir.
Amerika’da ise her yil yaklasik 4000 kisiye ALL tanis1 konmaktadir (8).

Yetiskin ALL vakalarinin %50’si 50 yasin altinda olup, 70 yas iizerindeki
bireylerde pek gozlenmemektedir (7, 8).

Akut lenfoblastik 16semi ¢ocuklarda en sik gozlenen kanser tiiriidiir. Cocukluk
caginda gozlenen tiim kanserlerin  %30’unu, tim l0semilerin ise %80’ ini
olusturmaktadir (8). Cocukluk cagi ALL’si Amerika Birlesik Devleti’nde 4/100000,
Tiirkiye’de Saghk Bakanligi’min verilerine gore Tirkiye’de 1,5/100000 oraninda
bildirilmistir. En sik 1-4 yas arast ¢ocuklarda gozlenmektedir. Kizlardaki goriilme
sitkhiginin erkeklerdeki goriilme sikligina orami 1/1,3 olarak bildirilmistir. ALL’nin

beyaz irkta goriilme siklig1 sar1 ve siyah irka gore daha fazladir (22).



2.1.4. OLUSUM MEKANIZMASI

Akut 16semilerin neden olustugu tam olarak agiklanamasa da, 16semi gelisiminin
tek bir olay sonucunda olugsmadig1 ve kromozom hasari, fiziksel ya da kimyasal ajana
maruz kalma, virlis enfeksiyonu gibi etkenlerin rol aldigi ¢ok basamakli bir siire¢
oldugu bilinmektedir (22).

Losemi gelisimindeki genetik mekanizmayi1 agiklamak icin ortaya koyulan ve en
fazla destek goren teori Knudson’un “¢ift vurus teorisi’(Two Hit Teori)’sidir. Bu
teoriye gore losemi gelisimi icin iki mutasyon gerceklesmesi gerekmektedir. Ilk
mutasyon anne karninda iken, ikinci mutasyon ise postnatal donemde cevresel
faktorlerin (enfeksiyon, radyasyon, toksin, diyet, immiin sistemin baskilanmasi vb.)
etkisiyle gerceklesmektedir. Bu mutasyonlarin etkisiyle; timor baskilayici genlerde
delesyon, hipometilasyon veya mutasyon yoluyla fonksiyon kaybi, protoonkogenlerde
ise mutasyon, translokasyon ve amplifikasyon yoluyla fonksiyon kazanimi soz
konusudur (22).

Kalitsal bazi hastaliklarin akut lenfoblastik 16semiye yatkinligir arttirdig
bilinmektedir. Ornegin Down sendromlu bireylerde ALL gelisme riski 20 kat daha
fazladir. Yatkinlig: arttiran diger kalitsal hastaliklar; bloom sendromu, fanconi anemisi,
ataxia telenjektazi, norofibromatozis, klinefelter sendromu, langerhans hiicreli
histiositozis olarak siralanabilir. Ayrica folat metabolizmasinda gorev alan 5,10-
metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) genindeki belli polimorfizmlerin ALL
gelisme riskini arttirdigr bilinmektedir (8, 12, 51).

Losemi gelismis tek yumurta ikizlerinde yapilan ¢alismalarda konkordansin %5
olmast postnatal cevresel hasarin losemi gelisiminde ne kadar etkili oldugunu
gostermektedir. Cevresel etkenlerin basinda kimyasal ajanlar, sigara dumani,
elektromagnetik alan, radyasyon ve enfeksiydz ajanlar gelmektedir (8, 12, 22, 51, 74).

Sigara dumani ve 10semi arasindaki iligki, Cancer and Leukemia Group B
protokiiliine gore tedavi edilen 18-79 yas arasindaki hastalarda arastirilmis ve sonuglar
60 yas iistiinde sigara kullanan hastalarda riskin arttig1 yoniinde bulunmustur (8, 12, 22,
51, 73).

ALL gelisimin de etkili diger bir cevresel etken ise radyasyondur. Cernobil
kazasindan sonra 10mSV iistiinde radyasyona maruz kalanlarda hastaligin gelisme

riskinin belirgin bir sekilde arttig1 saptanmistir. Ayrica prenatal X 1s1nina maruz kalma



ve tinea capitis tedavi amaciyla uygulanan X 1sm1 da bir risk faktoriidiir. Diisiik
frekansh elektromagnetik alan da ALL icin risk faktorleri arasindadir (8, 12, 22, 51).

Yapilan hayvan deneyleri, retroviriislerin l6komogenezde etkili oldugunu
gostermis ancak insanla iliskisi tam gosterilememistir. Ancak Ebstein-Barr virusiiniin
olgun B hiicreli veya burkit ALL ile iliskisi bulunmustur (8, 22, 51, 73).

Losemi gelisiminde etkili kimyasal ajanlar; benzen ve metabolitleri, fenol,
hidrokinon, katekol, benzetriol olarak siralanabilir. Ayrica alkilleyici ajanlar ve
topoizomeraz enzim inhibitorleri bu gruba dahil olabilir. Fakat alkilleyici ajanlar ve
topoizomeraz enzim inhibitorleri genellikle kemoterapiyi izleyen ikincil 16semilerde
etkilidir. Terapi sonrasi gelisen losemilerin %90’1 myeloid kokenli olsa da,
topoizomeraz II inhibitorii kullannmindan sonra ALL gelisime riski arttigl
bildirilmektedir (8, 12, 22, 51, 73).

2.1.5. TANI

2.1.5.1. Klinik Bulgular

Losemi, kan hiicrelerinin sayilarinda azalma veya fonksiyonlarinda bozulma,
diger organlarin tutulumu, kilo kaybi, ates gibi sistemik tablolar veya tiimor lizisi gibi
metabolik bozukluklarin etkisiyle kendini gostermektedir. Tamda fizik muayene ve
laboratuar bulgular1 ¢ok énemli yer tutmaktadir (8).

ALL’nin klinik belirtilerle kendini gostermesi genellikle aniden olmaktadir.
Yorgunluk, spontan kanama, halsizlik, uyku hali, kilo kaybi, ates ve gece terlemesi gibi
belirtiler gozlenmektedir. Nadiren asimetrik artrit, bel agrisi, diffiiz osteopeni veya litik
kemik lezyonlar1 goriilmektedir. Cocuklarda bu belirtiler erigkinlere oranla daha sik
gozlenmektedir. Kiiclik c¢ocuklarda kemik agrisina bagl yiiriime zorlugu
gelisebilmektedir (7, 8, 22).

Fizik  muayenede  solgunluk, lenfoadenopati, hepatosplenomegali,
trombositopenin neden oldugu dis eti ve burun kanamasi, petesi, ekimoz
goriilebilmektedir (51).

Ekstramediiller tutulumlar da sikca goriilmektedir. Basta merkezi sinir
sistemi (MSS) olmak iizere, genitoiiriner sistem, gastrointestinal sistem, deri, kalp,
akciger tutulumlar gdzlenmektedir (22).

MSS tutulumu tami sirasinda %5’den daha az oranda gozlenmektedir. MSS

tutulumuna bagli olarak gelisen bas agrisi, kusma, kranial sinirlerin felcleri, polifaji ve



diabet insipitus baslica semptomlardir. Ozellikle 6. ve 7. kranial sinirleri tutan
noropatiler gozlenmektedir (22, 51).

Testis tutulumu agrisiz sislik olarak kendini gostermektedir. Tanidan itibaren
ilk 1 yilda %10-23 erkek cocukta bulunur. Testis biyopsisi yapilan ALL’li olgularin
%10-33’iinde testis tutulumu varlig bildirilmigtir (22, 51).

2.1.5.2. Laboratuar Degerlendirmeleri

Hematolojik problemi olan hastaya losemi tamist koymak i¢in kemik iligi
aspirasyon materyali, kemik iligi biyopsi materyali ve blast hiicrelerinin dolagima
gectigi durumda ise perifer kan1 gerekmektedir (51).

ALL’de kemik 1ligi infiltrasyonuna baglh olarak kandaki ve kemik iligindeki
hiicrelerin iiretiminde bozukluk oldugundan kan sayimi, yapilan ilk tetkikler
arasindadir. Ayrica periferik kan yaymasi ve kemik iligi aspirasyon materyalinden
yapilan yayma ile hiicrelerin morfolojik degerlendirmesi yapilmaktadir. Genellikle
perifer kaninda ve kemik iliginde hiicre sayis1 artsa da, bazen pansitopeni
olusabilmektedir (51).

MSS tutulumunu tespit etmek icin lomber ponksiyon ile alinan beyin
omurilik sivisinda (BOS) blast varhi@ina bakilmaktadir. Children Cancer Group
tarafindan yapilan degerlendirmeye gore BOS’ta 16kosit sayisi S’ten fazla ise MSS
tutulumunun varoldugu kabul edilmektedir (8).

ALL’de hipokalsemi, hiperkalemi, hipofosfatemi, artmis laktat dehidrojenaz
(LDH), hiperiiresemi ve artmis kreatinin gibi kan tablosunda degisiklikler
goriilebildiginden biyokimyasal tetkikler yapilmalidir. Bunlarin disinda koagiilasyon
parametreleri, kardiyak fonksiyonlar, infeksiyon profili yapilmasi1 gereken diger

incelemelerdir (7, 22, 51).

2.1.5.3. immiinfenotipleme

Immunfenotipleme, hematolojik kanserlerin taninmasina ve morfolojiye ek
bilgiler kazandirarak tiplendirilmesine yardimci olmaktadir. Lenfositlerin hiicre
yiizeyinde CD adi verilen antijenler bulunmaktadir ve immiinolojik degerlendirmede
CD terminolojisi kullanilmaktadir (71).

Antijenlerin cogu bir hiicre serisine eslik etseler de o seriye 0zgiin degildirler.
Farklilasmanin degisik evrelerinde sergilenen antijenler, hiicrenin olgunlagsmasinin

takibinde kullanilabilir. Fenotipik degerlendirme, myeloperoksidaz ya da Sudan Black
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reaksiyonu gibi sitokimyasal ¢aligmalarla baslamaktadir. Bu asama AML’yi diglamak
icin kullanilmaktadir (71).

Genellikle immiinfenotipleme caligmalar1 kandan ya da kemik iligi aspiratindan
yapilmaktadir. Blastlarda incelenen hiicre yiizey ve sitoplazmik markerlarin sayisi
zamanla ve immiinfenotipleme teknikleri ilerledik¢e artmaktadir (51).

ALL’de immiinfenotipleme B ve T lenfositlerin olgunlagma siirecinde tasidiklari
yiizey antijenleri ve bazi sitoplazmik molekiillerin varlig: dikkate alinarak yapilmaktadir
(7, 8, 51).

B hiicre olgunlasmasimin farkli asamalarinda tasidig yiizey ya da sitoplazmik
molekiillere gore B hiicreli ALL; pro B, common pre B, pre B ve olgun B ALL olarak
gruplandirmmstir (7, 8).

Pro B-ALL: Hicre yiizeyinde CDI19, CD22, CD79a ve terminal
deoksiniikleotidiltransferaz (TdT) gozlenmektedir.

Common pre B-ALL: Erken pre B-ALL olarak isimlendirilir. TdT, CDI9,
CD22, CD79a ve CD10 bulunmaktadir.

Pre B-ALL: TdT, CD19, CD22, CD79a, CD10 ve sitoplazmik p bulunmaktadir.

Olgun B-ALL: CDI19, CD22, CD79a,CD10 ve yiizey Ig gozlenirken TdT

bulunmaz.
T-ALL de timik hiicre farklilagma asamalarina gore fenotipik gruplara ayrilir.
Bu gruplar; protimosit, common timosit, olgun timosit olarak adlandirilmaktadir.

Protimosit timosit: Sitoplazmik CD3, TdT ile CD2 ve/veya CDS5 ve/veya CD7

goriilmektedir.

Common timosit: TdT, CDla, CD2, CD5, CD7,CDla, CD4, CD8 ve

sitoplazmik CD3 gozlenmektedir.
Olgun timosit: Common timositten daha ileri olgulasma asamasindadir. CD3,

CD2, CDS5, CD7, CD4 veya CD8 gozlenmektedir.

Ayrica bu antijenlerin disinda B ve T hiicreli ALL’de myeloid ve kok hiicre
antijenleri de iiretilebilir (7, 22, 71).

2.1.5.4. Morfolojik Degerlendirme
Morfolojik degerlendirme, ALL’yi teshis etmekte ve AML’den ayirmakta
kullanilan ana kriterdir. ALL tanis1 koyabilmek icin kemik iligi aspirasyon

materyalinden inceleme yapilmaldir.
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Morfolojik incelemede dikkate alinmasi gereken Ozellikler; hiicre biiyiikliigi,
cekirdek/ sitoplazma orani, sitoplazma, vakuol, graniillerin yapisi ve miktari, ¢cekirdegin
sekli ve sayisi, kromatin ve ¢ekirdekc¢igin yapisidir.

Lenfoblastlar yayma preparatta kiiciik, dar sitoplazmali, kaba kromatinli, belirsiz
cekirdek¢ik bulunan hiicrelerden, orta-biiyiik boyutta, izlenebilen mavi sitoplazmaya
sahip, ince kromatinli, belli belirsiz ya da belirgin cekirdek¢iye hiicrelere kadar degisen
hiicrelerden olusmaktadir (8, 51).

Bu ozellikler gbz oniinde tutularak FAB komitesi L1, L2 ve L3 olarak 3 ana
morfolojik alt grup belirlemistir (51).

L1: Hiicreler kiiciik, kromatin daha homojen ve daha az yogunlagmistir. Sinirlh
sitoplazma pek cok hiicrede dikkat cekicidir, 0yle ki nukleus hiicre sitoplazmasindan
cikinti yapiyormus gibi goriinmektedir. Sitoplazma yogun boyanmamistir ve agik mavi
renktedir. En sik cocuk vakalarda gozlenmektir.

L2: Baz1 vakalarda, lenfoblastlar 6nemli morfolojik ¢esitlilikler gosterirler. Bazi
lenfoblastlar tipik L1 lenfoblastlardan daha biiyiiktiirler, oval veya diizensiz nuklear
yap1 gosteririler ve kromatinleri daha az homojendir. Nukleoluslar1 genellikle
belirgindir ve bazen birden ¢okta olabilmektedir. Sitoplazma daha fazladir ancak yine
soluk mavidir.

L3: Burkitt 16semi olarak da adlandirilir. Blastlar daha biiytiktiir, homojendir ve
koyu mavi sitoplazmaya sahiptirler. Ayrica sitoplazmada keskin, tanimlanabilen
vakuoller bulunmaktadir. Burkitt hiicrelerinin nukleuslar: biiyiiktiir ve yuvarlak veya
ovaldir. Bazen cok belirgin olan nukleoluslara sahiptirler (51).

Kiiciik lenfoblastlar ALL vakalarinda nadir gozlenirler. Bu blastlarin boyutlari
kiiciik olgun lenfositlerin boyutlarina yakindir ki bu 6zellikleriyle KLL’deki kiiciik
lenfoid hiicrelerden ayirmakta zorluk c¢ikarmaktadir. Kiiciik lenfoblastlarin yogun
kromatine sahip olmasi taninmalarimi zorlastirmaktadir. Sitoplazmik graniilasyonu

bulunan lenfoblastlar ALL vakalarinin az bir kisminda gézlenmektedir (7, 8, 51).
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2.1.5.5. Genetik inceleme

ALL’de gozlenen genetik degisimlerin saptanmasinda sitogenetik ve molekiiler
yontemler kullanilmaktadir (7).

Sitogenetik incelemede amac; 16semik blastlardaki sayisal ve yapisal kromozom
anomalilerini tespit ederek taniya ve tedaviye katkida bulunmaktir. Inceleme heparinize
kemik iligi aspirasyon materyali ve perifer kanindan yapilmaktadir (7).

Eger incelencek materyal kemik iligi aspirasyon materyali ise direk ya da 24-48
saatlik kiiltiir, perifer kan1 ise 72 saatlik kiiltiir uygulanmaktadir. Hiicre kiiltiiriiniin
ardindan elde edilen metafaz kromozomlarinda sitogenetik inceleme icin en sik
kullanilan yontem G bantlama- Tripsin- Leishman (GTL) bantlama teknigidir (20, 65).

GTL bantlama tekniginin kisitlayic1 ve yetersiz kaldigi durumlarda kromozom
say1 artis ve kayiplarini, delesyon translokasyon gibi yapisal degisimleri tespit
edebilmek icin FISH ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gibi molekiiler yontemlere
de bagvurulmaktadir. Ozellikle FISH yontemi interfaz nukleusuna uygulanabilmesi ve
hizli bir teknik olmasi sebebiyle sitogenetik inceleme i¢in yaygin olarak
kullanilanilmaktadir (7, 35).

Fakat bu molekiiler yontemler sadece aranan anomali hakkinda bilgi verip
varolabilecek diger sitogenetik degisimleri gostermemektedir. Bu sebeple gerektiginde

tiim bu yontemlerden elde edilen bilgiler bir arada kullanilip kesin tan1 konulmaktadir

().

2.1.6. PROGNOSTIK FAKTORLER

Akut lenfoblastik 19semide, tan1 koymada da kullanilan bir¢ok klinik ve
laboratuar oOzellik; hastaligin prognozunda deger tasimakta ve niiks olasiligina,
dolayisiyla remisyon siirelerine yansimaktadir. Prognostik kriterlerin incelenmesi
hastaligin biyolojisinin taninmasmin yani sira, risk gruplarmin belirlenerek bunlara
uygun yogunlukta ve nitelikte tedavi yaklagimlarinin se¢ilmesi ag¢isindan ©Snem

tasimaktadir (67, 79).

2.1.6.1. Cinsiyet
Prognozun genel olarak kizlarda erkeklere gore daha iyi oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle bazi protokollerde erkeklere daha yogun veya daha uzun tedavi

verilebilmektedir. Erkeklerdeki olumsuz prognozun nedeni tam olarak aciklanamasa da
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testis niiksleri, ileri yas ve lokosit sayist gibi yiiksek risk faktorlerinin daha sik

goriilmesi gosterilmektedir (67, 73)

2.1.6.2. Yas

Onemli bir prognostik faktor olan yas, ozellikle hayatta kalim siiresi iizerinde
etkilidir. Eriskinler genelde yas ilerledikce prognoz da kotiilesmektedir. 50 yas lizerinde
prognoz kétiilestiginden sag kalim % 20 civarindadir. Ileri yastaki bu kétii prognozun
sebebi; vakalarin yogun tedavilere toleransinin azalmasi, yasa bagimli olarak gelisen
yiiksek risk faktorleri olarak bilinmektedir (8).

Cocuklarda yasin prognoza etkisi daha farklidir. En kotii prognoz 1 yasinin
altindaki cocuklarda gozlenmektedir (8). En olumlu prognoz ise 2-6 yas arasindaki
cocuklarda goriilmektedir. 1-10 yas arasindaki ¢ocuklarda, 1 yasin altindaki ve 10 yasin
tistiindeki ¢ocuklara gore hastaligin seyri daha iyidir (8, 22). On yas iizeri grupta da
prognoz kotii olup, BCR/ABL fiizyonu ve tanida 16kositoz gibi bazi olumsuz faktorler

sik gozlenmektedir (8, 29).

2.1.6.3. Lokosit sayis1

Tanidaki 16kosit sayis1 prognostik Onemini korumaktadir (8).Avrupada ve
diinyada yaygin olarak kullanilan Berlin-Frankfurt-Miinih (BFM) protokiiliine gore
20.000/mm’ 15kosit sayis1 kotii prognoz isaretidir. Lokosit sayisinn prognostik etkisine
gore risk grubu siniflamasi olusturulmustur. Amerikan protokollerine gore ise iist sinir

50.000/ mm® kabul edilmistir (67).

2.1.6.4. Malnutrisyon
Baz1 caligsmalarda niitrisyonel durumun onemli bir prognostik faktor oldugu
bildirilmistir. Malniitrisyonlu ¢ocuklarin kemoterapiyi daha zor tolere ettigi ve daha az

dozda alabildigi bu sebeple prognozun daha kotii oldugu belirtilmektedir (67).

2.1.6.5. immiinfenotip

ALL, lenfositlerin ylizey ve sitoplazmik antijenik Ozelliklerine gore
simiflandirilmistir. Bu simiflandirma sonucunda immiinfenotipik olarak ¢ocuklarda
baslica olgun B, B-0nciil ve T-hiicreli olmak iizere ii¢ ana gruba ayrilmaktadir. Olgun-B
hiicreli ALL, tiim olgularin ancak %?2-3’{inii olusturmakta kendisine 6zgii tedavi ile
artik cok iy1 prognoz gostermektedir. T-hiicreli ALL tiim ALL vakalarinin %15-20’sini
olusturmaktadir ve pre B ALL’ye gore erkeklerde daha sik goriiliir. T-hiicreli ALL’nin
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bir¢ok calismada kotii prognoz gosterdigi belirtilmigse de, bu 6zelligi daha ¢ok yliksek
lokosit sayist ile ilgkili bulunmustur. Pre B ALL olgular1 genelde en iyi prognozu
gostermekle birlikte, olgunlagsma seviyelerine gore pro-B, common-ALL (CD10 +) ve
pre-B alt gruplarina ayrilmakta ve buna gore farkli prognoz gostermektedir. ALL
hiicrelerinde CD13 ve CD33 gibi myeloid antijenler ve CD34 gibi kok hiicre antijeni
iretilmektedir. Bu bulgunun genel olarak prognozu kétiilestirdigi diisiiniilse de hala

tartisilmaktadir (8).

2.1.6.6. Genetik ozellikler

Kromozom bantlama ve kiiltiir yontemlerindeki gelismeler sayesinde ALL
olgularinin %90’dan fazlasinda sayisal veya yapisal kromozomal anomalilerin varlig
saptanmistir. Losemik hiicrelerin genetik ozellikleri T- ALL’den ¢ok, B-6nciil hiicreli
ALL’de prognostik deger tasimaktadir. Sitogenetik degisiklikler tanida anormal
hiicrelerde bulunur, remisyonda kaybolur ve niikslerde bazen ek degisikliklerle beraber
ortaya cikar. Sitogenetik incelemeler ile bir¢ok yapisal ve sayisal anomal tespit edilse de
sitogenetik analizin yetersiz kaldigi durumlar olmaktadir. Ornegin genetik yeniden
diizenlemelerin bircogu karyotipleme ile gosterilememektedir. Bu yiizden molekiiler
tekniklerden de yararlanmak gerekmektedir (22, 67, 73, 90).

Yapisal genetik 6zellikler

Yapisal kromozomal degisiklikler sitogenetik ve molekiiler biyolojik
yontemlerle saptanmaktadir. Ozellikle revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
teknikleri ile hassas, dogru ve hizli olarak kimerik fiizyon genlerinin olusumuna neden
olan genetik degisiklikler saptanabilmistir. Belli genetik degisimlere gore, tedaviye
farkli yanmit ve klinik seyir acgisindan farkli prognoz gosteren alt gruplar ayird
edilebilmekte ve tedavinin 6nemini vurgulamaktadir. Genelde, t(9;22) yani Philadelphia
kromozomu (+) ALL, giincel ve yogun kemoterapiye ragmen, kotii prognoz
gostermektedir (23, 29). MLL-AF4 fiizyonu yani t(4;11)(q21;q23) ve diger 11923
translokasyonlar1 da kotii prognoz gostermektedir. Hatta MLL-ENL fiizyonu T-ALL’de
cok 1yi seyretmektedir. TEL-AMLI olarak da adlandirilan ETV6-CBFA?2 fiizyonu geni
t(12;21)(p12;922) translokasyonu ile B-onciill ALL’de olusmaktadir. Olumlu prognoz
gosterir ve olgularin yaklasik dortte birinde saptanir. Ayrica BCL-2 ailesine ait
proteinlerin arasinda BCL-2, BCL-XL anti-apoptotik ve BAD, BAX gibi pro-apoptotik

olanlar vardir. Bagka proteinlerle etkilesimleri nedeni ile prognostik degerleri kesinlik
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kazanmamistir. Benzer sekilde, p16 veplS tiimor baskilayici genlerin kaybi Onceleri
olumsuz hastalik seyri ile iliskilendirilmistir (22, 67, 90).
Sayisal Genetik Ozellikler

Ploidi seviyesi, GTL bantlama uygulanmis preperatlarda dogrudan kromozom
sayisinin belirlenerek veya akim sitometrisi ile deoksiriboniikleik asit (DNA) icerigi
oOlciilerek dolayli saptanmaktadir. Cocuklarda 51-65 kromozom igeren hiperdiploid ALL
en 1yl prognoz gosteren grubu olusturmaktadir. Kromozom sayist 47-50 olan
hiperdiploid ALL orta, psododiploidi ve hipodiploidi ise kotii prognozludur.
Psododiploidi normal kromozom sayisi gosteren, ancak yapisal degisiklikler iceren
olgulart kapsar ve olgularin % 40’indan fazlasini, yani en biiyiik grubunu olusturur.
Kromozom sayisi sitogenetik yontemler disinda akim sitometrisi ile DNA indeksi
hesaplanarak da saptanmaktadir. Losemik hiicrelerin DNA iceriginin, normal G0/G1
hiicrelerin DNA igerigine oranlanmasi ile hesaplanan DNA indeksi >1.16 ise prognoz
iyi, <1.16 ise kotiidiir. Bu yontem hizli ve dogru da olsa, yapisal kromozom ozelliklerini
gostermemesi nedeni ile tek basina yeterli olmamaktadir. Ayrica 16semik hiicrelerde 4.
ve 10. kromozomlarin trizomisi de B hiicreli ALL’de c¢ok iyi prognozlu grubu
tamimlamaktadir.

Biitiin sayilan klinik ve laboratuar bulgular1 hastalik ve tedavi seyrinde etkilidir
fakat tedaviye yanit, giiniimiizde en 6nemli prognostik faktor olarak kabul edilmektedir
(22, 67).

2.1.7. TEDAVI

Hematolojik kanserler arasinda yer alan akut lenfoblastik 10seminin tedavisinde
son yillarda oldukc¢a basarili sonuglar alinmaya baslanmistir. Oyle ki; 40-50 yil énce
tim ALL olgulant kaybedilirken bugiin 5 yillik sag kalim % 80’lere ulasmistir. Bu
basarinin altinda yatan en biiyilk etken modern tedavi protokollerinin hastalari
tasidiklar risklere gore diisiik, standart ve yiiksek riskli olarak siniflandirilmasidir. Bu
simniflamada amag; niiks beklenilen hastalar1 daha yogun tedavi etmek, diisiik risk
grubundaki hastalar1 ise tedavinin ge¢ yan etkilerinden korumaktir. Son zamanlarda
hastanin 16semisinin 6zellikleri, risk faktorleri yaninda ila¢ metabolizmasina etki eden
enzimleri kodlayan genlerdeki polimorfizminde (tiopiirin metil transferaz, metilen tetra
hidro folat rediiktaz, timidilat sentetaz, glutatyon transferaz, multidrug resistans, RFC =

reduced folat carier, sitokrom p-450, nikotinamidadenin diniiklotid, sistationin beta
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sentetaz) prognozu etkiledigi gosterilmigstir. Giderek ALL tedavisi genelinde belli
kaliplar icinde gelistirilse de, kisiye 6zel bi¢ime sokulmaya calisiimaktadir (22) .

ALL’nin tedavisindeki ilk hedef kandaki ve kemik iligindeki 16semik
hiicrelerin elimine ederek remisyonu saglamaktir. Remisyon; ates, kemik agris1 gibi
hicbir klinik ve hematolojik bulgunun kalmamasi durumudur. Fizik bulgulardan
karaciger dalak biiyiikliigii, lenfoadenopati (LAP) diizelmeli ve BOS’ta lenfoblast
olmamalidir. Normal bir kan tablosuna sahip olunmali ve periferik kan yaymasinda
blast bulunmamalidir. Eger remisyon saglanmazsa hastalar kisa siire iginde
kaybedilebilirler. Bu yiizden sistemik kemoterapi ve MSS profilaksisi ile remisyonun
devami saglanmalidir (22, 67).

Niiks; hastaligin iyilesme doneminden sonra tekrarlamasidir. Hastalarin %?20-
30’unda izlenir. En sik kemik iliginden daha nadir olarak MSS, testis ve diger
organlardan kaynaklanabilir. Bazen kemik iligi ve ekstramediiller tutulum beraber
gozlenebilir. Niikslere en sik yogun tedavi bitiminden sonraki ilk 6 ay ve tiim tedavi
sonrasindaki ilk yilda rastlanilir (7, 8, 22).

Akut lenfoblastik 16semide tedavi; destekleyici tedavi, kemoterapi, kemik iligi
transplantasyonu ve immiinoterapi, biyoterapi gibi alternatif tedavi yaklagimlarini

icermektedir (67).

2.1.7.1. Destek Tedavisi

Diger kanserlerde oldugu gibi akut Ilenfoblastik 10semi tedavisinde de
kemoterapik ilaglar kullanilmaktadir. Kemoterapide amag; hastalig1 ortadan kaldirmak
olsa da kemoterapik ilaclarin yan etkilerinin hastanin yasama kalitesini olumsuz yonde
etkiledigi bilinen bir gercektir. Bu amagcla gerek hastalifin sebep oldugu ates, agri,
istahsizlik gibi semptomlarin gerekse kemoterapinin yol actigi bulanti, kusma,
enfeksiyona egilim gibi komplikasyonlarin iyilestirilmesi i¢in hastaya destekleyici
tedavi uygulanir (7).

Genel destek tedavisi; tami sirasinda hastalarda genellikle agri, enfeksiyon,
kanama, anemi, bozuk bobrek ve karaciger fonksiyonlar: ve bunlara bagli olarak gelisen
metabolik komplikasyonlar vardir. Bu amagcla hastalara agri, kanama ve enfeksiyon

tedavileri uygulanmaktadir (22).
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2.1.7.2. Kemoterapi

Kanser tedavisindeki en etkin ve yaygin tedavi yontemi kemoterapidir.
Kemoterapi ilacla tedavi anlamimna gelmektedir. Kemoterapik ilaglarin genel etki
mekanizmas1 hiicre dongiisiine etki ederek bolinmeyi durdurma yoniindedir.
Kemoterapi ilaglarinin hemen hepsi kan yoluyla viicuda dagilir ve tiimorlii hiicrelerin
boliinlip c¢ogalmalarini engeller. Kemoterapi ilaclar1 tiimorlii hiicreleri oldiiriirken
viicudun normal hiicrelerini de etkileyebilir. Bu durum c¢ogunlukla gecici olan yan

etkilere neden olmaktadir. Kemoterapi;

1. Indiiksiyon(baslangic) tedavisi

2. Merkezi sinir sistemi tedavisi

3. Konsolidasyon (gii¢clendirme) tedavisi
4. Idame tedavisi

tedavilerinden olusmaktadir (90).

2.1.7.3. Hematopoetik kok hiicre nakli

Yiiksek doz kemoterapi ya da radyoterapi l6semik klonun ortadan kalkmasini
saglasa da aym zamanda geri doniisiimsiiz kok hiicre hasarina yol agmaktadir. Bunun
sonucunda hastada hematopoez durmakta, pansitopeni ve buna bagli komplikasyonlar
olusmaktadir. Tiimorii ortadan kaldiracak dozda kemoterapi/radyasyon uygulandiktan
sonra hematopoezin baslamasi icin hastaya hematopoez yapma yetenegi olan kok
hiicreler verilmelidir. Eger kok hiicreler bir donorden elde edilirse allojenik
hematopoetik kok hiicre nakli, yogun tedaviden Once hastanin kendisinden alinmig
saglam hiicrelerden elde edilirse otolog hematopoetik kok hiicre nakli ad1 verilir. Ayrica
kok hiicreler kemik iligi disinda periferik kandan ve gobek kordonundan da elde
edilebilmektedir. Kok hiicre naklinden sonra alicidaki tim kan ve immiin sistem
hiicreleri donor kaynakli hiicreler olacaktir ve bu durum hastanin yasami boyunca
devam edecektir (90).

Allojenik kok hiicre nakli, aralarinda dokumu uyumu olan hasta ve donor
arasinda gerceklestirilir. Doku uyumu insan 16kosit antijeni (human leukocyte antigen
HLA-) uyumu olarak tanimlanir. Kok hiicre naklinde en onemli HLA lokuslar1t HLA-A,
HLA-B, HLA-C ve HLA-DR antijen lokuslaridir. Bu lokuslarin uyumlu olsa bile bazi
hastalarda alinan hiicreler immiin sistem tarafindan yabanci antijen olarak algilanir ve

immiin cevaba sebep olarak doku hasarina yol acar. Buna graft versus host hastaligi adi
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verilir. Bu durumu engellemenin yolu-varsa- hastanin tek yumurta ikizinden kok hiicre
nakledilmesidir (7).

Allojenik kok hiicre nakli yapilan akut lenfoblastik 10semili hastalarda 5 yillik
sag kalim yaklasik %50 olarak bildirilmektedir (7).

Otolog hematopoetik kok hiicre naklinde ise yiiksek doz kemoterapi ve
radyasyondan (hazirlik rejimi) once hastanin kendisinden alinan kok hiicreler ile yapilir.
Bu yontemde graft versus host hastaligr riski yoktur fakat bu yontemdeki en ciddi risk
hastaya 16semik hiicrelerin verilmesidir. Ayrica diger bir problem ise hastaya uygulanan
tedavilerin etkisiyle hastada hematopoetik hiicrelerin azalmasi sonucu hastaya yeteri
kadar kok hiicre verilememesidir (90).

Otolog nakilde 6liim riski allojenik nakile gore daha azdir fakat hastaligin niiks
etme riski fazladir. Otolog hematopetik kok hiicre nakli akut lenfoblastik 16semi

olgularinda 5 yillik sag kalim orani yaklasik %40’ tir (7).

2.1.7.4. Radyoterapi

Radyoterapi tek basina ya da kemoterapi ile birlikte uygulanmaktadir. Ileri
evrelerde palyatif amacli, MSS profilaksisinde uygulanmaktadir. Ayrica kemik 1ligi
transplantasyon o©ncesi hazirlik rejiminin pargasi olarak tiim viicut 1sinlamasi
yapilmaktadir (1, 2, 7).

Losemide uygulanan bahsedilen tedavi yaklasimlarindaki gelismelere karsin,
niiksiin varlig1 hala ciddi bir sorun olarak siirmektedir. Hastaya uygulanan tedaviden
(radyoterapi, kemoterapi, kemik iligi nakli) kacan ve niikse neden olan hiicrelerin
varligi “minimal rezidiiel hastalik (MRH) tanimlamasimi giindeme getirmektedir (21,
74). Morfolojik olarak saptanamayacak kadar diisiik sayida 16semik blastin varligina
minimal rezidiiel hastalik denir. Tedaviden kacan bu rezidiiel hiicrelerin varligi, diger
risk faktorlerinden bagimsiz olarak hastaligin seyri icin belirleyici bir faktér olmustur.
MRH ‘i tespit etmek i¢in kullanilan baglica metodlar;

Immiinfenotipleme: Akim sitometri ile 1osemik hiicre yiizeyindeki aberant protein

tretiminin gosterilmesi

Karyotip analizi: Sitogenetik analiz, FISH

PCR yoOntemi: Kromozomal anomalilerin gosterilmesi ve klona 6zgii Ig ve T hiicre

reseptor (THR) gen yeniden diizenlenmelerin gosterilmesidir (33, 74).
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2.2. ALL’de GORULEN SiTOGENETIK DEGIiSiKLiKLER

Kanser, hiicre c¢ogalmasinin diizenlenmesini  kontrol eden genetik
mekanizmalarin bozulmas: sonucu ortaya c¢ikan genetik bir hastaliktir. Yapilan
arastirmalar da kansere neden olan genetik degisimin, 6zellikle kromozom anomalileri
sonucunda olustugunu gostermektedir (75).

Sitogenetik calismalar, malign hematolojik hastaliklarin  klinik  olarak
yonlendirilmesinin ve l6semi arastirmalarinin énemli bir kismini olusturmaktadir (50,
84). Kromozom analizleri 16semi tipinin belirlenmesi ve hastaligin prognozunun
tahmininde ©Onemli bir rol oynamaktadir. Losemilerde genellikle tek bir anormal
karyotipik yapr bulunur ve bu yapr1 birincil kromozom degisikligi olarak
tanimlanmaktadir. Bu birincil karyotipik degisikliklerin akut 16semilerde anahtar rol
oynadig1 kabul edilmektedir. Bazen buna ilaveten ikincil anomalilerde ortaya cikabilir
ve bu ikincil yapilar hastaligin seyrini etkilemektedir (99).

Esas olarak kromozom anomalileri sayisal ve yapisal olarak iki sekilde

gozlenmektedir.

2.2.1. Say1 anomalileri

Oploidi: Bir hiicredeki kromozomlarin, organizma icin normal olan haploid
saymin tam katlar1 seklinde artmasi veya tek takim olarak bulunmasi durumudur.
Ornegin, insan somatik hiicrelerinde normal diploid (2n=46) sayinin disinda, haploid
say1 olan 23’ilin katlar1 seklinde artis1 triploidi (3n=69) ve tetraploidi (4n=92) olarak
isimlendirilir (28).

Anoploidi: Temel kromozom sayisinin katlar1 kadar olmayan artma ya da
eksilmelere anoploidi adi verilir. Diploid bireyde tek bir kromozomun eksik olmasi
monozomi olarak adlandirilir. Kromozom ¢iftinin iki yerine ii¢ adet bulunmasi
durumuna trizomi, dort adet bulunmasi tetrazomi olarak ifade edilir. Bunlarin disinda
kromozom sayisinda artma yOniindeki degisiklikler hiperploidi, azalma yoniindeki
degisiklikler hipoplodi olarak tanimlanir (28).

Konvansiyonel sitogenetik baslarda birincil olarak say1r anomalilerinin
belirlenmesi i¢in kullanilirdi. Sayisal degisimlerin kromozom analizi ile tespiti ile
kanserdeki prognostik dnemini ortaya ¢ikarmustir (86). Ornegin; yiiksek hiperdiploidi ve
near haploidinin ¢ocukluk ¢agi ALL’sinde prognostik belirliyiciler oldugu, diisiik risk

ve yliksek risk siniflandirmasini olusturdugu bilinmektedir (41, 88).
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ALL’de prognostik ve terapdtik anlami olan pek ¢ok kromozom anomalisi bildirilmistir.
Goriilen sayisal anomaliler ploidi derecesine siniflandirilmaktadir (41, 69).

Hiperdiploidi; 46’dan fazla kromozoma sahip hiicrelerdir. Hiperdiploidi,
bulunan kromozom sayisina gore yiiksek hiperdiploidi ve diisiik hiperdiploidi olarak
gruplandirilmistir.

Yiiksek hiperdiploid, 51-65 kromozoma sahip hiicrelere denir. Cocukluk cagi
ALL sinde yiiksek hiperdiploidi vakalarin %30 unda goriilmektedir. Yetiskinlerde bu
oran %10 civarindadir. 1978 de tanimlanan yiiksek hiperdiploidi iyi prognozla
iliskilendirilmis ve 5 yillik sag kalim %80 civarindadir. Bu karyotip, 1-9 yas, diisiik
lokosit sayist ve pre B immiinfenotipine sahip olanlar i¢in iyi prognoz gostergesidir.
Yetiskin ALL’sinde de en 1yi prognoza sahip olan grup bu gruptur. 3 yillik hastaliksiz
sag kalim %59’dur. Cocuklarda ise 51-55 kromozom 5 yillik sag kalim %72, 56-67
kromozom 5 yillik sag kalim %86’d1r (40, 51).

Diisiik hiperdiploid, 47-50 kromozoma sahip hiicrelerdir. Prognoz yiiksek
hiperdiploidiye gore kotiidiir. Bu sayr anomalilerinin prognoza etkisi; kromozom
sayisina ve hangi kromozomlarin arttigina gore c¢esitlilik gostermektedir. Artist
gozlenen kromozomlar genellikle kromozom X, 21, 4, 6, 14, 8, 10 ve 17 dir. 4, 10, 6, 17
kromozomlarin artis1 iyi prognozla iliskilendirilmistir. Hiperdiploid karyotipte 5.
kromozomun artis1 bu gruptaki hastalara gére prognoza kotii etkileri bulunmaktadir.
Trizomi 5 nadiren de olsa tek basina bulundugunda cocukluk cagi ALL’sinde kotii
prognoza isaret etmektedir. Benzer olarak trizomi 8’de ayni etkiye sahiptir.
Hiperdiploid hiicrelerde ek olarak yapi anomalilerinin olmasi prognozu olumsuz yonde
etkiler. Ornegin izokromozom 17 ¢ok nadir goriilse de hiperdiplodide kotii prognozla
iliskilidir. Hiperdiploid yetiskin ALL vakalarinin yaklasik %50’si yap1 anomalisi de
tasimaktadir. En sik gozlenen yapisal anomali Ph kromozomudur (40, 95).

Psododiploidi; bir ya da daha fazla kromozomun monozomi veya trizomisi gibi
sayisal anomalisi olan fakat 46 kromozoma sahip ya da 46 kromozoma sahip fakat
yapisal anomalisi olan hiicrelerdir. Olgularin %40’ bu gruptadir. Lokosit sayis1 ve LDH
yiiksektir. Yogun tedavi ile basar1 saglanabilmektedir (40).

Hipodiploidi; 46’dan az kromozoma sahip hiicrelerdir. Erigkin ALL olgularinin
%4-9’unda goriiliir. Bu olgularda tan1 genellikle prekursor-B-ALL dir. Genetik materyal
kayb1 ve bu nedenle potansiyel tiimor baskilayict genlerin kaybi, hipodiploid-ALL de

16semi olusumunda hastalik modelini aciklayabilmektedir (69)
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23-29 kromozoma sahip (near haploid) olan karyotip, yaklastk % 0.7- 2.4
oraninda nadir goriilmektedir. K6tii prognoz gozlenir ve ortalama sag kalim 11 aydir.
Near haploid metafazlarda genellikle cinsiyet kromozomlar: bulunur ve 10, 14, 18 ve
21. kromozomlarin artiglar1 gozlenmektedir. Ayrica near haploid serisinin kopyalanmasi
sonucu hiperdiploid hiicreler olugabilir. Bu hastalarda prognoz daha iyidir (40, 69, 95)

45 kromozomlu vakalar hipodiploid grubunun biiyiik bir kismin1 kapsarlar. Bu
gruptaki hastalar orta derecede prognoza sahiptir. Fakat kromozomal anomaliye de bagh
olarak hastaligin seyri degisebilmektedir. Ornegin monozomi 7 6zellikle yetiskinlerde
kotii sonuglara neden olabilmektedir. 33-34 kromozomlu klonlar ALL’de % 0.8
oraninda gozlenmektedir. Bu karyotip, hem c¢ocuklarda hem de yetiskinlerde kotii
prognoz gostergesidir. Azalan kromozom sayisinin olumsuz etkisi oldugu Children’s
Cancer Group tarafindan belirtilmistir. Molekiiler metodlar sayisal anomalilerin
tespitinde kullanilmadigindan, tedavi protokoliinde belirleyeci olan karyotip analizidir.
Metafaz olmadigi durumlarda FISH i¢in tasarlanmis sentromer problart ile interfazda

kromozomlarin eksikligi fazlalig: tespit edilebilmektedir (40).

2.2.2. Yap1 anomalileri

Kromozomlarda meydana gelen yapi anomalileri ise; translokasyon, delesyon,
insersiyon, duplikasyon, izokromozom, marker kromozom, halka kromozom,
inversiyon ve onkogenik potansiyele sahip genlerdeki yeniden diizenlenmeler gibi yap1
anomalilerini kapsamaktadir. Bu onkogenler, hiicre farklilagmasi ve proliferasyon
yolaklarini etkileyerek 16semi gelisiminde rol almaktadir (40, 51, 75).

Losemiyle iliskilendirilmis translokasyonlarin, inversiyonlarin kirilma
noktalarinin belirlenmesiyle, kanserlesme siirecinde rol oynayan genler daha iyi
anlagilmistir. Bu genler direk ya da indirek yolla kan hiicrelerinin hemostazinda ve
gelisiminde rol oynamaktadir. Translokasyonlar sonucu olusan fiizyon genlerin {iiriinleri
hiicrelerin proliferasyonunu, farklilagmasini1 ve apoptozunu etkilemektedir (66).

Sonug olarak sitogenetik analiz, ALL’nin klinik tanisinda rutin olarak kullanilan
ve hastaligin prognozunda belirleyici bir degerlendirmedir. Ayrica hastaliga Ozgii
kromozom anomalileri ve tamamlayici molekiiler degerlendirmelerden elde edilen
bulgular, WHO’nun hematolojik malignite siniflandirmasinda morfoloji, immiinfenotip

ve klinik 6zelliklerle beraber kullanilmaktadir (39, 66, 86).
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2.2.2.1. T-ALL’de gozlenen kromozom yapi1 anomalileri
Tiim ¢ocukluk cagi ALL vakalarinin %15°1 ve yetiskin vakalarin ise %25°1 T-
hiicreli kaynakli akut I6semidir (40, 96).

T-ALL goriilen olgularin %70’inde kromozom anomalisi gozlenirken geri kalani
normal karyotipe sahiptir. T-ALL’de goriilen kromozom anomalileri Tablo 2.1°de
belirtilmistir. Goriilen translokasyonlar c¢ogunlukla T hiicre reseptdr lokusunu
icermektedir. THR lokusunu iceren yeniden diizenlenmeler T-ALL vakalarin %30’unda
gozlenmektedir. T hiicre reseptor genleri; THRA (alfa) ve THRD (delta) 14ql11°de,
THRB (beta) THRG(gama)ise 7q34 ve 7pl4’te bulunmaktadir. TCRAD ve TCRB
lokuslarini igeren yeniden diizenlenmeler, hem ¢ocukluk ¢agi hem yetiskin ALL’sinde

en sik goriilen degisimlerdir (41, 96).

Bu kromozom yeniden diizenlemelerinde onkogenler, T hiicre reseptor geninin
promotdr ya da enchancer elementlerinin yakinina yerlesirler ve iiretim seviyeleri

degisir. Bu degisim genellikle liretiminin artmasi yoniindedir (40).

T-ALL’ deki mutasyonlar etki mekanizmalarina gore 4 gruba ayrilmistir.

1 Proliferatif avantaj saglayanlar

2 Farklilasmay1 ya da sag kalimi bozanlar

3. Hiicre dongiisiinu etkileyenler

4 Kendini yenileme kapasitesini saglayanlar

Bu farkli yolaklarin anomalilerle iliskisi ve gen ekspresyon caligsmalari, T-
ALL’nin patogenezinin ¢ok basamakl: bir siire¢ oldugunu gostermistir. Bu molekiiler ve
genetik calismalar gelecek T-ALL tedavi protokollerini yonlendirebilecek bilgiler
saglamaktadir (40, 41).



Tablo 2-1: T-ALL’de goriilen kromozom yap1 anomalileri (40,41)
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Karyotip

Katilan Genler

Yeniden
diizenlenmenin

sonucu

Goriilme siklig

t(10;14)(q24;q11)

HOX11/THRA-
THRD

HOX11’in iiretiminde

artis

%10

t(11;14)(p13;q11)

LMO1/THR

LMO1I’in iiretiminde

artis

%5-10(¢ocuklarda)

t(11;14)(p15;q11)

LMO2/THR

LMO2’nin iiretiminde

artis

%1’den az

1(6;7)(q23; q34)

c-MYB/THRB

MYB’nin
regiilasyonunda

bozulma

%5’ten az

t(1;14)(p33;q11)

TAL1/THRA

TALI’in iiretiminde

artis

%3

t(5;14)(q35;q32)

BCLI11B/TLX3

TLX3’iin ektopik

tiretimi

9%20(cocuklarda)

del(11)(p12p13)

LMO2

Negatif
regiilasyonundan
sorumlu
elementlerinin
kaybina bagh
LMO2’nin  ektopik

tiretimi

%5

NUP/ABL-1

amplifikasyonu

NUP/ABL-1

NUP ve  ABLI
genlerinin miktarinda

artis

%6

2.2.2.2. B-ALL’de giozlenen kromozom yapi anomaliler

B hiicreli ALL, tim ALL vakalarinin yaklasik %80’nini olusturmaktadir.

Ozellikle bircok yapisal anomalinin goriildiigii B-ALL icin sitogenetik bulgular

prognostik deger tagimaktadir. En sik goriilen yapisal anomali translokasyonlar ve

delesyonlardir. Hematopoezde yer alan transkripsiyon faktorleri, immiinoglobin genleri,

B-ALL gelisiminden

sorumlu olan ve yapisal degisimlere katilan genlerdir.

Translokasyonlar sonucunda fiizyon proteinleri ya da bazi transkripsiyon faktorlerinin
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tretiminde artis gozlenir. Ayrica timor baskilayict genlerin yerlestigi lokuslar:

kapsayan delesyonlarda B-ALL gelisimi icin Onemli faktorlerdendir. B-ALL’de

gozlenen kromozom yap1 anomalileri Tablo 2.2°de yer verilmigtir (40, 41, 51).

Tablo 2-2: B-ALL’de goriilen kromozom yap1 anomalileri (41, 51)

Karyotip Katilan genler | Yeniden  diizenlenmenin | Goriilme Siklig
sonucu Cocuk Yetiskin

t(1;19)(q23;p13) PBX1/E2A Transkripsiyon faktorii | %5 %2
aktivasyonu

t(17;19)(q21;p13) E2A/HLF Apoptozun baskilanmasi <%1 <%1

t(12;21)(p13;922) TEL/AML1 TEL geninde fonksiyon | %25 %2
kaybi1

t(9;22)(q34;q11) BCR/ABL Tirozin kinaz aktivitesi Y04 %25

MLL yeniden

diizenlenmeleri

t(4;11)(q21;923) MLL/AF4 Transkripsiyon faktoriiniin | %60(infant) %35
regiilasyonunun bozulmasi

t(11;19)(q23;p13.3) | MLL/ENL Transkripsiyon faktoriiniin | %5 nadir
regiilasyonunun bozulmasi

MYC yeniden

diizenlenmeleri

t(8;14)(q24;q32) MYC/IGH Myc’in liretiminde artis 902 %8

t(2;8)(p12;q24) IGK/MYC Myc’in liretiminde artis <%1 %2

t(8;22)(q24;q11) MYC/IgA Myc’in iiretiminde artis <%1 <%1

2.2.2.3. Hem T-ALL hem de B-ALL goriilen kromozom yap1 anomalileri
ALL’de gozlenen baz1 yapisal anomaliler ise hem T-ALL’de hem de B-ALL’de

goriilebilmektedir. Bu anomalilere Tablo 2.3’te yer verilmistir (41, 51).
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Tablo 2-3: Hem T-ALL hem de B- ALL’de goriilen kromozom yapi1 anomaliler (41, 51)

Karyotip Katilan Genler Yeniden Goriilme siklig
diizenlenmenin Cocuk  Yetiskin
sonucu

del(9p) pl6™FA Timor  baskilayici | %10 %10

p15™KeB genlerin kayb1
pl AARF

del(12p) p27<™ Timor  baskilayic | %10-15 %5
genlerin kaybi

del(6q) ? Timor baskilayic1 | %30 905
genlerin kaybi

2.3. MYC GENIi(Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog)

C-myc geni, avian myelositik l0semi viriisiiniin insandaki hiicresel
homologudur. N-myc ve B-myc’in de yer aldigt myc protein ailesinin bir iiyesidir.
8q24’te yerlesmistir. Myc geninin kromozom 8’in lizerindeki yerlesimi Sekil 2.1de

gosterilmektedir (26, 44).

241 — Myc gemi
243

8

Sekil 2-1: Kromozom 8’in idiyogrami ve myc geninin yerlesimi (44).

Genin yapisinda ii¢ adet ekzon ve ii¢ farkli transkripsiyon baslatan promotor
bolge bulunmaktadir. 2. ekzondan baslayip devam eden translasyon sonucu 439
aminoasitlik, 64 kDa agirhiginda c-myc proteini iiretilir. Diger alternatif baslama
bolgelerinden baglayan translasyonlar sonucu p67 Myc ve MycS gibi daha uzun ya da

daha kisa proteinler elde edilebilir (14).
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-t—If":D—h— *A NLS*B HLH LZ
1 a5 83 12 143 240 262 320328355388 410 430
| I
p107 YY1
TBF — MIZ-1
o-tubulin ——
TRAP-1 —

Sekil 2-2: C-myc’in yapisal sahalari: Myc-box I (I) ve myc-box II(Il) igeren transkripsiyonel
aktivasyon sahasi(TAD), asidik bolge(A), niikleer lokalizasyon sinyali(NLS), bazik
bolge(B), helix-loop-helix motifi(HLH), 16sin zipper(LZ). Major in vivo fosforilasyon
sahalan * ile, myc proteini ile etkilesen proteinlerin myc proteini iizerindeki etkilesme

sahalan siyah cizgiler ile gosterilmistir (18).

C-myc proteininin C-terminali dimerizasyon motifi icerir. Bu motif, DNA’ya
baglanan proteinlerde bulunan helix-loop-helix 16sin zipper (HLHLZ) sahasina sahiptir.
HLHLZ sahas1 diger HLHLZ proteinleri ile homotipik ve heterotipik dimerizasyonu
saglamaktadir. Niiklear hedeflenme dizisi igeren dimerizasyon sahasi, hiicresel
transformasyonda gereklidir. 1991 yilinda tespit edilen Max, myc bagimli partner
protein olarak tanimlanmistir. Myc’in DNA’ya baglanmasi i¢cin max ile heterodimer
olusturmasi gerekmektedir. Boylece myc inaktif formdan, E-Box’lara baglanabildigi
aktif duruma gelmektedir. DNA bagli myc-max heterodimeri, myc’in N-terminal
bolgesi araciligl ile TRRAP, histon asetilaz GCNS5 gibi transkripsiyonda yer alan cesitli
proteinlerle etkilesmektedir. Histon asetilasyonu ile kromatin yapiyr degistirerek
transkripsiyonda rol alan proteinlerin, faktorlerin DNA ya yaklasip baglanmasin

saglamaktadir. C-myc proteinin yapis1 Sekil 2.2°de gosterilmistir (14, 24, 26, 32).

Max proteini ayrica Mad protein ailesi iiyeleri (Mga ve Mnt) ile de
etkilesebilmektedir. Mad proteinleri transrepresyon kompleksini ve histon deasetilaz
aktivitesini giiclendiren SID yapisi (Sin3-interacting domain) icermektedir. E-Box’a
baglanan mad/max kompleksi, myc’in hedef sahalariyla yarisip histon deasetilasyonuna
yol agar. BOylece transkripsiyon faktorlerinin DNA’dan uzaklagmasina sebep olarak

transkripsiyonu kisitlar. Boylece mad, myc aracili neoplastik transformasyonu inhibe
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edebilmektedir. Mad genleri delesyona ugradiginda tiimor baskilayict gen gibi
davranarak myc’in fonksiyonunu destekleyici 6zellik gosterir. Mad ailesinden Mxi-1’in
homozigot delesyonu saglanan knock out farelerde deri tiimorlerine ve lenfomaya

yatkinlik gozlendigi bildirilmistir (14).

C-myc proteinin N terminal sahasinda transkripsiyonel aktivasyon sahas1 (TAD-
transcription activation domain) adi verilen 143 aminoasitlik fonksiyonel transkripsiyon
sahast bulunmaktadir (26). Myc, gen aktivasyonunda ic¢in gerekli olan E-box (myc
box1, myc box2) yapisi icermektedir. Box2 transkripsiyonel baskilamaya katilmaktadir.
N-terminal sahada meydana gelecek hasar myc’in biyolojik fonksiyonunu

etkilemektedir (3, 24, 43).

DNA bagli Myc-Max kompleksi, TAD ile transkripsiyonu aktive eder. Bu
sahanin ufak bir kismu transkripsiyonun baskilanmasi i¢inde gerekmektedir. Fakat
mekanizmas1 tam olarak coziillememistir. N terminaldeki bu transregiilator saha,
transformasyon ve transkripsiyon baskilanmasi i¢in gerekli sahadir. Bu iki olayda

kanserlesme siirecindeki etkili olaylardir (3, 14, 43).

2.3.1. Fonksiyonlari

Myc protoonkogeni, transkripsyonu hem aktive hem de baskilama 6zelligi olan,
DNA baglayan bir transkripsiyon faktorii kodlamaktadir. Myc proteini hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptoz gibi farkli bir¢ok olayda yer almaktadir. Myc
proteinin iretimi; transkripsiyonel, post transkripsiyonel, translasyonel asamalarda
kontrol altindadir. Ciinkii myc iiretiminin normalden sapmasi patolojiyi beraberinde
getirmektedir (3, 14, 18, 19, 24, 78).

C-myc’in asir1 iiretimi bir¢ok kanser tipinde gozlenmektedir. Bu durum, genin
amplifikasyonu ya da transkripsiyonel aktivitesinin artmasina neden olacak bir
translokasyon gibi genetik degisimin sonucunda gerceklesmektedir. Myc’in ¢ok
tretildigi dokularda yiiksek proliferasyon hizi goriilmekte, ayrica ektopik myc iiretimi
sessiz hiicreleri boliinmeye sevk etmektedir (3, 14, 18, 19, 24, 34, 78).

C-myc ile kanser arasindaki iligki in vivo ve in vitro ¢alismalarla aciklanmaya
calisiimaktadir. Fakat c-myc bagimhi transformasyonun molekiiler hiicresel
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Bugiinkii arastirmalar ile c-myc’in hiicre

dongiisii, metabolik olaylar, apoptoz ve genomik instabilitedeki rolleri tespit edilmistir.
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Myc’in yer aldig: hiicresel olaylar ve etkilestigi molekiiller sekil 2.3’te verilmistir (3,
16, 18, 19, 24).

HUCRE SiKLUSUNUN DUZENLENMESI

p19 Arf, siklin D, siklin E,
CDK4, CUL1

APOPTOZ

ODC, LDHA, Bax, FasL,
PRXIII

METABOLIZMA

Enolaz, LDHA, PRXIII, ODC,
CAD, NPM, Niikleolin, JTV1

HUCRE ADEZYONU
Fibronektin, kollajen, integrin

HUCRE FARKLILASMASI

Sekil 2-3: Myc-Max kompleksinin yer aldigi hiicresel olaylar ve etkilestigi molekiiller (14).

2.3.1.1. Normal hiicre gelisimi ve proliferasyonunda myc’in rolii

Normal hiicrelerde c-myc geninin ifadesi; biiyiime faktorleri, ekstraselliiler
matriks etkilesimleri gibi dis kaynakli sinyallerin yaninda ayrica hiicre dongiisii ile de
kontrol altindadir. Dinlenme halinde olan hiicre, ¢cok az miktarda c-myc proteini iiretilir.
Oysa biiytime faktorii ile uyarilmis hiicrede ani bir c-myc proteinin iiretiminde artisi
olur. Sonra iiretim bazal seviyesine iner. Ote yandan normal hiicrede gerceklesen
anormal ya da ektopik myc proteinin tiretimi, p19/p14ARF ve p53 bagimli hiicre 6liimii
yolunu aktive ederek bu hiicreyi organizmadan uzaklastirillip meydana gelebilecek
oliimciil kanserlesme 6nlenmis olur (3, 14).

Diizenli c-myc proteinin Uretimi, normal embriyogenez ve hiicresel
proliferasyonu ic¢in gereklidir. Fare embriyolarinda yapilan caligmalarda, homolog
rekombinasyonla myc allelleri alinan farelerin gelisimin erken evresinde hematopoez
yoklugundan oldiikleri gozlenmistir.

Myc ailesinden olan n-myc, normal hiicre gelisimi i¢in yetersiz olmakla beraber
homozigot delesyonu ise embriyo i¢in dldiiriiciidiir. L- myc’in homozigot delesyonu ise

gelisimi etkilememektedir.
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C-myc’nin pleitropik transkripsiyonel etkisiyle, fizyolojik hiicre biiylimesini,

proliferasyonunu ve hiicresel metabolizmay1 diizenlemektedir (3, 18, 19, 24).

2.3.1.2. Myec iliskili hiicre dongiisii ve genomik instabilite

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve kontrolii, normal hiicrelerin biiylime ve
differansiyasyonun yaninda timor gelisiminde de Onemli roller oynamaktadir. Hiicre
dongiisiinii diizenleyen ve kontrol eden proteinler, dongiiniin belli asamalarinda islev
goren ve birbirleri ile olan etkilesimleri yoluyla, pozitif ve/veya negatif diizenleyici etki
gostererek, dongiiniin ilerlemesini ya da kisitlanmasini saglayan proteinlerdir. Siklin
bagimli kinazla inhibitorleri hiicre dongiisiiniin negatif kontroliinden sorumludurlar.
Hiicre dongiisii ilerlemesini ve devamini saglayan siklinlerin, katalitik partneri olan
siklin bagiml kinazlar (Cdk) tarafindan kontrol edilmektedir. Diizenli olarak kontrol
edilmeyen Cdk aktivitesi, artmis hiicre ¢ogalmasina ve genomik instabiliteye neden
olmaktadir. Bu durum; hiicrenin o©liimsiizliik kazanmasi veya kanserlesmesi ile
sonuglanir (23, 77).

C-myc hiicre dongiisiinde rol alan bahsedilen molekiiller ile etkileserek
dongiiniin diizenlenmesine katilmaktadir. Siklin bagiml kinaz inhibitorii p27, c-myc’in
hedef molekiillerinden biridir. Myc, p27°nin seviyesini ya da aktivesini azaltmaktadir.
Myc, siklinD2 ve CDK4’i indiikler ve p27°yi siklinE/CDK2’den ayirmaktadir (14, 24,
7).

Iyi bir sekilde diizenlenen hiicre dongiisii, DNA replike olmadan 6nce olusan bir
hasar varsa tamir eder. Hasarli olan hiicrenin proliferasyonu; yeni mutasyonlar,
kromozom say1 ve yapi anomalileri gibi genomik instabiliteye yol agcmaktadir. Myc
aktivasyonu, DNA hasar1 olan hiicreyi sentez fazina sokabilir. Reaktif oksijen hasari
olan hiicrede eger myc regiilasyonu bozulmussa p53 aracili DNA hasar cevabi
gerceklestirilemez ve hasarli genoma sahip hiicre dongiisiine devam etmis olur. Yani
myc’in onkogenik aktivasyonu, hasar kontrol noktalarin1 atlanarak dongiisiin

ilerlemesine ve DNA hasarinin devam etmesine neden olmaktadir (14, 77).

2.3.1.3. Myc aracili apoptoz
Burkitt lenfomada yapilan morfolojik incelemelerde, ortamda fazla piknotik
cekirdegin goriilmesi patologlarin dikkatini ¢ekmistir. Bu durum hiicrelerin hem mitotik

indeksinin hem de apoptoz hizinin yiiksek oldugunu gostermektedir (14).
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C-myc’in apoptozu indiikledigi, 1lk once IL-3 bagimli 32d.3 miyeloid progenitor
hiicre serilerinde fark edilmistir. IL-3 yoklugunda c-myc {iiretimi, hiicrenin siklusa
girmesine engel olarak oliim hizim arttirmaktadir. Asirt c-myc proteini iiretimi yapan
fibroblastlar diisiik serum, hipoksi ve hipoglisemi gibi ¢evresel stres etkenlerine cevap
olarak apoptoza giderler (14).

C-myc’in ektopik iiretimi p53 ve p19/ARF aktivasyonuna ve indirek olarak da
ARF’yi etkilemektedir. ARF’nin artmasi p53’iin biiylimeyi engelleyici ve apoptoz
baslatici aktivitesini ortaya ¢cikarmaktadir (14).

C-myc’in hedef genleri arasinda olan ODC, LDH-A, p53 ve cdc25 myc iliskili
apoptoza katilmaktadir. ODC, LDHA enzimleri, biiylime faktorlerinin ve glukozun
azalmasina kars: hiicreleri hassas hale getirirek apoptozu uyarmaktadir. Ayrica apoptoz
kaskadindaki FasL, Fas gibi molekiillerini de etkilemektedir. Myc geni knock out
edilmis fare lenfositlerinde, Fas ve FasL’nin iiretilemedigi gozlenmistir. Bu
molekiillerin {iiretilememesi lenfositlerde apoptozu engelleyerek hiicrenin Omriinii

uzatmaktadir (14, 24).

2.3.1.4. Myc’in uyardigi oliimsiizliik

Telomeraz, prolifere olan hiicrelerde iiretilen riboniiklear bir proteindir. Bu
enzim telomer uzunlugunun sabit kalmasim saglayan enzimdir. Myc, telomerazin
katalitik alt {initesi olan insan telomeraz ters transkriptazi (HTERT-human telomerase
reverse transcriptase) aktive ederek normal ve kanser hiicresinde kromozom

biitiinliigiinii koruyarak hiicrelerin dmriinii uzatmakta rol almaktadir (14, 24, 32).

2.3.1.5. Myc’im metabolik fonksiyonlar:

Hiicrenin prolifere olabilmesi i¢in enerjiye ve biyosentetik substratlara ihtiyaci
vardir. Eger proliferasyon hizlanacaksa metabolik hiz da artmalidir (14).

Ribozomal biyogenezde gorev alan niikleolin ve niikleofosmin BN51 gibi
proteinler myc’e cevap olarak iiretilen proteinlerdir. Translasyonda yer alan bazi
genlerde myc’in hedef genleri arasindadir. Bunlar elF2a, elF3b, elF4E, elF4G, elFSA
translasyonel elongasyon faktor EF- 2, amino asit tasiyicist ECA39°dir (14, 24).

Hiicre sentez fazina girmeden Once glikolitik metabolizmada belirgin bir artis
gozlenir. Bir¢ok kanser tipinde glikozun hiicre i¢ine alinmiminda artis ve laktat tiretimi
gozlenir. Buna warburg etkisi denir. Ayrica LDH artis1 da gozlenmektedir ve bu durum

bircok kanserde kotii prognoz gostergesidir. C-myc LDH-A’y1 direk regiile etmesinin
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yaninda ayrica GLUT]I, fosfofruktokinaz ve enolazA’nin iiretimini de baslatmaktadir
(19, 24).

Bazi tiimorler, damarlanma olmadiginda hipoksi ile kars1 karsiya kalir. Fakat
hiicrenin cogalabilmesi ve yasamina devam edebilmek i¢in oksijene ve enerjiye ihtiyaci
vardir. Hipoksinin indiikledigi transkripsiyon faktorii HIF1, c-myc’in LDHA promot0rii
tarafindan taminir. HIF1, biitiin glikolitik enzimleri kodlayan genlerin aktivasyonundan
sorumludur. HIF1 aktivitesindeki artig, hiicrelerin hipoksiye kars: fizyolojik cevabadir.
HIF1 aracili metabolik cevap ile c-myc, tiimor hiicrelerinin glikoliz aktivasyonuyla
hipoksiye adapte olmalarmm saglar. C-myc’in glikolizi indiiklemesinin yaninda
siklofilin, VDAC, sitokromC ve hem oksijenazl gibi mitokondriyal fonksiyonu olan
genleri de etkilemektedir. Dolayisiyla c-myc oksijen bagimli ve oksijen bagimsiz

metabolizmalar arasindaki dengede rol almis olur (19, 23, 24, 27).

2.3.1.6. Hiicresel adezyon ve farkhilasma

Hiicresel farklilasmanin temel tasi; hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiller matriks
etkilesimine aracilik eden o©zel hiicre ylizey molekiillerinin iiretimidir. Normal
hiicrelerde dis etkenler taninir ve kontak inhibisyon gerceklesirken, transforme hiicreler
dis etkenlerden bagimsiz prolifere olabilirler (14, 19).

Lenfositlerdeki azalmis LFA1 iiretimi c-myc iretimi ile iliskilendirilmistir.
Adezyondan sorumlu olan LFAl(leukocyte function associated antigenl), lenfositler
arasindaki homotipik etkilesimden sorumludur. Azalmis LFA1 iiretimi, c-myc yeniden
diizenlenmelerinin sik¢a goriildiigii Burkitt lenfomada gozlenmektedir (14, 19, 24).

Anjiyogenezde negatif diizenleme etkisi olan matrix iligkili bir protein olan
Trombospandin c-myc’in hedef molekiillerden biridir. In vivo calismalarda c-myc’in
damar endotelyal biiylime faktoriinii (VEGF-vascular endothelial growth factor)
uyardigi bildirilmistir. Embriyonal siirecte ve yara tamirinde myc fizyolojik olarak
uretilirek anjiyogeneze katilmaktadir. Ayrica c-myc’nin tiimor dokusunda da

anjiyogeneze yardimei oldugu bilinmektedir (14, 19, 24).

2.3.2. Myc’in onkogenik aktivasyon mekanizmalari
Insanda kanser gelisimine sebep olabilecek c-myc gen aktivasyonu cesitli
yollarla gerceklesmektedir (78).

Kromozomal translokasyonlar: Burkit lenfomada; c-myc geni translokasyon

sonucunda immunoglobin genlerini yakina yerlesir ve B lenfositler transkripsiyonel
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olarak aktif hale gelir. Boylece B hiicrelerde aktif olan regulatdr elementler sayesinde,
c-myc’in iiretim seviyesinde artis gozlenir ve bu durum B hiicreli kanser gelisimine
neden olmaktadir (15, 25, 30, 53, 56, 57, 72,79, 87)

Immiinoglobin agir zinciri intron enchancer: ile bagli olan c-myc’i tasiyan
farelerde klonal B hiicreli kanserler gozlenmistir. Ayrica lenfoblastik hiicreler EBV ile
oluimsiizlestirip, konstitiitif c-myc geni transfekte edildigin de tiimorojenik hale geldigi
bildirilmistir (14, 24).

Transloke olmus c-myc allellerinde bazen nokta mutasyonlar1 ve delesyon
seklinde dizi degisimleri de goriilmektedir. Transloke olan alllel immiinoglobin
lokusunda bulunmaktadir. Cogu mutasyon regiilasyonda ©Onemli bdlgeler olan
ekzonl’deki 2. promotoriin yakininda ya da ekzonl-intronl smnirinda meydana
gelmektedir (19, 25, 49, 53, 57, 72).

C-myc’nin immiinoglobin ya da T hiicre reseptorleriyle yaptiklar
translokasyonlarin Burkitt lenfomada, B hiicreli ve T hiicreli ALL’de tiimor gelisimide
birincil olay olduguna inanilmaktadir (49, 53, 57, 72, 94).

Bu anomaliler kompleks translokasyonlar1 ve insersiyonlar1 igerir ve
muhtemelen immiinoglobin lokusunun VDJ(variable diversity joining) segmentinde ya
da sinif switch rekombinasyonda ya da somatik hipermutasyonda hataya yol agmaktadir
(19, 25, 53, 54, 72).

Myc  geninin  katildigit  basglica  translokasyonlar;  t(8;14)(q24;q32),
t(2;8)(p12;q24), t(8;22)(q24;q11) olarak siralanabilir (30). Myc geninin katildigi
translokasyonlarin =~ %75’1  t(8;14), %10’u t(8;22), %5’t ise t(2;8)’dir. Bu
translokasyonlarin goriildiigii hastaliklar Tablo 2.4’te verilmektedir. Sekil 2.4’te
kromozom 8’in karistigi tranlokasyonlarin cesitli bant teknikleri kullanilarak yapilan

karyogram goriintiileri gosterilmektedir (38, 49, 53, 57, 72).
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Tablo 2-4: C-myc’in katildig1 translokasyonlar ve iliskili hastaliklar (14).

Translokasyonlar Katilan genler | Goriilen Hastalik

Akut lenfoblastik 16semi, Burkitt

lenfoma, Diffiiz  biiyilk hiicreli

t(8;14)(q24;q32) c-myc/IgH lenfomlar, Multipl Myelom

Akut lenfoblastik 10semi, Burkitt
t(2;8)(p12;q24) Igx/c-myc lenfoma, Multipl Myelom

Akut lenfoblastik 10semi, Burkitt
t(8;22)(q24;q11) c-myc/Igh lenfoma, Multipl Myelom
t(8;14)(q24;q11) c-myc/TCRaf | T hiicreli akut lenfoblastik 16semi

Sekil 2-4: Kromozom 8’in katildig1 translokasyonlarin karyogrami: Ust sirada; solda ve

ortada t(2;8)(p12;q24)’iin G-bantl ve sagda R-bantli karyogrami. Orta sirada; solda t(8;14)(q24;q32)’iin
G-bantli, ortada ve sagda R-banthi karyogrami. Alt sirada; solda ve ortada t(8;22)(q24;q11)’tin G-bantls,
sagda R-bantl karyogrami (43).

Bazi1 T-ALL vakalarinda myc geni, T hiicre reseptor lokusuna transloke olabilir

Translokasyon, c-myc’de meydana geldigi kirik noktalarina  gore
siniflandirilmistir.

Swnif 1’de kirllma noktast myc’in ekzon 1 ve intron 1 arasinda yer alir. Genin
biitiinliigi bozulmustur. Kodlayan 2. ve 3. ekzon bozulmamustir.

Swnif 2°de, kirik genin 5° ucuyla ekzonl arasinda olur.

Smif 3’de, kirik noktast genin 5° ucundan biraz uzaktadir. Genin biitiinligii
bozulmamaistir.

Smifl ve smif2 kirik noktalar1 sonucunda c-myc’in regiilator bolgesinin
biitiinliigii bozulmaktadir. Fakat bu durum malign transformasyon olusmasi i¢in tek
basina yeterli degildir (19, 24, 36).

Gen amplifikasyonlari: Myc geninin kopya sayisinin artmasi transkripsiyonun

artmasina sebep olur. Ornegin néroblastomada hiicre basina 200 kadar N-myc kopyasi
bulunmaktadir. Ayrica akciger kanserinde 50 den fazla Cmyc, N-myc, L-myc gen
kopyasi bulunabilmektedir. Artmis myc transkripsiyonu insan kolon ve meme
kanserinde de gozlenmektedir.

APC  genini inaktive eden mutasyonlar: Myc onkogeni APC/B-

katenin/TCFyolaginin onemli bir hedef genidir(15). APC, B-katenine baglanarak

inaktivasyonuna neden olur. APC genini inaktive eden mutasyonlar 3 -kateninin
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anormal birikimine neden olmaktadir. Biriken - katenin TCF4’e baglanir ve boylece
myc gibi baz1 genlerin transkripsiyonel aktivasyonuna neden olmaktadir.

3 UTR dizisinin kaybolmasi: Bu durum myc’in asir1 tiretimine yol agmaktadir.

Bir retroviriisiin myc genine ya da yakinina yerlesmesi; iiretim seviyesinde

degisiklige neden olur (16, 19, 78).

2.4. ALL’de KROMOZOM INCELEME YONTEMLERI

Kalitsal bilgiyi tasiyan DNA molekiilii 6karyotlar da nukleusta bulunmaktadir.
Hiicre interfaz asamasinda iken bu materyal, histon ve histon olmayan proteinlerle
kromatin yapiyr olusturur. Hiicre bdoliiniirken kromatin yapr kisalip kalinlagarak
kromozomlar1 meydana getirir. Kromozomlar metafaz sathasinda incelemeye uygun
hale gelirler (28, 59).

Karyotipleme; kromozomlarin yapisal olarak incelenmesi, anomalilerinin
belirlenebilmesi icin yapilan isleme karyotipleme denir. Kromozomlarin yapisini
fonksiyonlarini, davraniglarimi ve patolojilerini inceleyen bilim dali sitogenetiktir. Genis
bir uygulama alam1 bulunsa da sitogenetik analizinin gerektiren kosullar olmalidir.
Karyotipleme, tan1 ve takibinde belirleyici kromozom anomalilerinin gortildiigi
kanserler, 6zellikle hematolojik kanserlerin belirlenmesi i¢in uygulanmaktadir (20, 50,
59).

Nukleusu olan ve boliinebilme yetenegini kaybetmemis tiim dokulardan
kromozom elde edilebilir. Kromozom analizi i¢in en ¢ok kullanilan dokular; perifer
kani, deri, kemik iligi, amniyositler ve Kkoryon villus dokusudur. Metafaz
kromozomlarinin eldesi i¢in temel olarak iki yontem kullanilir;

1- Direkt yontem: Kemik iligi, lenf nodiilli, testis, koryon villus gibi
kendiliginden boliinen hiicreye sahip olan dokulara uygulanir.

2- Kiiltir yontemi: Calisilacak materyaldeki hiicreler spontan olarak
boliinmiiyorsa, kiiltiir yapilmasi gerekmektedir. Perifer kan lenfositleri, amniyositler,
deri fibroblastlari, gonad dokularina uygulanmaktadir. Bu amacgla protein, vitamin,
hormon ve minerallerle zenginlestirilmis besi ortamlart (medyum) kullanilir.
Kullanilacak materyal besi ortami seciminde ve kiiltiir siiresinde etkilidir. Kisa siireli
(6rnegin perifer kan lenfosit kiiltiirii icin 72 saatlik) veya uzun siireli( Ornegin;
amniyosit kiiltiirleri birka¢ hafta veya solid tiimor ornekleri birka¢ ay) olmak iizere

siiflandirilmagtir (65).
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Postnatal kromozom anomalilerini tespit etmek icin kullanilan perifer kan
calismalarinda, oncelikle heparinli steril enjektor veya vakumlu tiipler i¢ine 6rnek alinir.
Ornekler tasima ve bekleme siiresinde kesinlikle dondurulmamali, oda 1sisinda veya
+4°C’de tutulmalidir. Kiiltiir ortaminda, mikroorganizmalarin cogalmasini énlemek icin
Penisilin/Streptomisin gibi antibiyotikler ve nistatin vb fungisitler bulunmalidir (20).

Spontan olarak boliinmeyen bazi1 hiicreleri (6rnegin olgun lenfositleri)
boliinmeye tesvik etmek icin ortama mitojen ajan koymak gerekir. Bu amacla PHA
(phytohemaglutinin) ilave edilir. Perifer kani lenfositleri i¢in kiiltiir siiresi 72 saat,
kemik iliginden elde edilen lenfositler i¢cin 24 saattir. Kiiltiirler 37°C’de inkiibe edilir ve
kiiltiir siiresi ornek cesidine gore degisir. Direk yontem ve kiiltiir yontemiyle calisilan
orneklerden, metafazlar1 saptamak icin ¢ikis islemlerinin yapilmasi gerekir. Burada ilk
adim hiicre boliinmesinin metafaz asamasinda hiicrelerin durdurulmasidir. En sik
kullanilan mitoz durdurucusu kolsisindir ve etkisini iki yavru hiicreye ayrilan kardes
kromatidlerin zit kutuplara cekilmesini saglayan ig iplik¢iklerinin olusumunu
engelleyerek gosterir. Sonu¢ olarak kromozomlarin kutuplara cekilmesi Onlenerek
metafaz plaginda birikmeleri saglanir. Cikis islemlerinde ikinci temel basamak hiicre
hacmini arttirmak icin hipotonik soliisyon uygulanmasidir. Hipotonik soliisyonlar
sitoplazmik membrana kars1 bir konsantrasyon gradienti olusturur ve aktif transportla su
hiicre icine girer, hiicreler siser ve kromozomlar yayilacak alan bulurlar. Bu amagla
hipotonik 0,075M KCI soliisyonu kullanilir. Kromozom elde etme yonteminde {igiincii
temel basamak hiicrelerin fiksasyonudur. Fiksatif olarak 3:1 oraninda metanol:asetik
asit soliisyonu kullanilir. Fiksasyon uygulanmasi hipotonik soliisyonun etkisini
durdurur, sisen hiicreler sabitlenir ve ayrica eritrositleri parcalar. Cikis islemlerinin son
basamagi lam iizerine damlatilarak yayma yapilmasidir. Daha sonra boyama ve
bantlama islemleri gergeklestirilerek mikroskopta incelenir (65).

Kromozom inceleme yoOntemleri; sitogenetik ve molekiiler sitogenetik

yontemleri icermektedir.

2.4.1. Sitogenetik yontemler

Kromozomlarda meydana gelen yapisal ve sayisal anomalileri tespit etmek i¢in
her kromozomu tanimlamak amaciyla c¢ok sayida kromozom bantlama yontemi
gelistirilmistir. Rutin incelemelerde genelde 450-550 band diizeyindeki metafazlar

kullanilmaktadir. Band rezoliisyonu, X kromozomunu iceren bir haploid sette goriilen
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acik ve koyu renk bolgelerin toplam sayisini ifade etmektedir. Band diizeyleri, kiigiik

kromozom parcalarinin kayip ve artiglarinin saptanmasinda yeterli olmayabilir. Bu

durumda daha yiiksek band seviyelerinde(550-850) inceleme yapilmasi gerekmektedir.
Genel olarak G bantlama yontemiyle inceleme yapilir, amaca yonelik olarak Q,

R, C, HRB gibi yontemler de kullanilmaktadir (9, 59, 65).

2.4.2. Molekiiler sitogenetik yontemler

Kanserli olgularda sitogenetik inceleme yapmak i¢in tiimor dokusuna ihtiyag
vardir. Ornegin 16semili olgularda kromozom analizi, kemik iligi aspirasyon
materyalindeki lenfositlerden ya da perifer kani lenfositlerinden yapilmaktadir. Klasik
bantlama yontemlerinde analizin metafaz kromozomlarindan yapilmasi ve bu olgularda
yeterli ve Kkaliteli metafaz elde edilememesi molekiiler sitogenetik tekniklerin
gelismesine sebep olmustur (63, 89, 93).

Molekiiler sitogenetik teknikler, konvansiyonel sitogenetik analizler ile
belirlenemeyen ya da c¢oziimlenemeyen kompleks, kriptik ve submikroskobik yeniden
diizenlenmelerin saptanmasini saglar (9, 63).

1- Fluoresan In Situ Hibridizasyon(FISH)

Metafaz FISH, Interfaz FISH, Reverse FISH, Multi Color FISH, PRINS,
Fiber FISH

2- Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon(CGH)

3- DNA Array

Losemi genetiginde en sik kullanilan molekiiler sitogenetik teknik fluoresan in
situ hibridizasyon teknigidir (48).

FISH

Kromozomal anomalilerin arastirilmas: i¢in genel olarak yapilan 400-550 bant
seviyesinde sitogenetik inceleme ile 5 Mb’dan kiiciik anomalileri tespit etmek miimkiin
degildir. FISH yontemiyle, DNA problar1 kullanarak kiiciik kromozom anomalileri
tespit edilebilir. 3 Mb {izerinde olan anomalilerde ise bantlamanin yeterince belirgin
olmadig1 bir bolge soz konusuysa arastirilan kromozomal degisiklik yine gbzden
kacabilmektedir (9, 10, 70, 86, 96).

In situ hibridizasyon (melezleme), niikleik asit dizilerinin (DNA ve RNA)
morfolojik olarak korunmus kromozomlar, hiicreler veya doku kesitlerinde

saptanarak gosterilmesini saglayan ve temel olarak ¢ift iplikli niikleik asit olusumu
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kinetigini kullanan giiclii bir tekniktir. Bu yontemin diger melezleme yontemlerinden
(Southern ve Northern Blot) farki niikleik asitlerin kendi hiicresel ortamlarinda
taninarak goOsterilmesidir. BOylece hedef niikleik asit dizisinin hiicredeki yeri
belirlenmis olur (9, 10, 70).

FISH yontemi tam ve arastirma amagla kullanilabilir (48).

Belirli bir kromozomal bolgenin veya DNA kesiminin FISH yontemi ile goriiniir
hale gelebilmesi icin o bolgeye spesifik bir probun kullanilmasi gerekir. FISH
yonteminde hedef DNA/RNA molekiiliine komplementer isaretli niikleik asit dizisine
“prob” denir. Problar haptenler, florokromlar, enzimler veya kolloidal altin ile isaretli
olabilirler. Ancak bugiin pratik olmalar1 ve ticari olarak bulunabilmeleri nedeniyle
direkt ve florokromlarla isaretli problar kullanilmaktadir (10).

Aranan anomalinin dogru bir sekilde tespit edilebilmesi i¢in amaca uygun prob
secimi ¢ok Onemlidir. Problar; hedef bolgelerine ve sinyal paternlerine gore gruplara
ayrilmistir. Hedef bolgelerine gore 4 sinifta toplanir (10, 61).

1- Lokusa ozgii problar: Yaklasik 15-500kb uzunlugundaki problardir.
Arastirilan genin bulundugu lokusa ait DNA dizisini icerir. Interfaz nuklesuna ve
metafaz kromozomlarina uygulanabilir. Bilinen mikrodelesyon ve duplikasyon
sendromlarinin tanisinda ayrica translokasyon ve inversiyon gibi kromozom
anomilerindeki kiritk noktalarinin tespitinde kullanilir.

2- Tekrarlayan dizilerden olusan problar (sentromerik veya telomerik
problar): Alfa satellitler; kromozomlarin sentromerlerine ozgiin tekrarlayan dizilerdir.
Bu dizileri tasiyan problar sentromerlerin tespitinde kullanilir. Beta satellit problar;
perisentrik heterokromatin bolgelere, akrosentrik kromozomlara ve 9. kromozoma
ozgiidiir. Klasik satellit problar ise AATGG tekrar dizileri ile baglantili olarak 1, 9, 15
ve 16. kromozomlarin perisentrik heterokromatin bolgelerine ve Y kromozomunun
uzun koluna 6zgiin dizilerdir.

3- Telomerik problar: Toplam 2-15 kb uzunlugunda 5’-TTAGGG-3’
tekrarlarindan olusan telomer dizilerine 6zgii problardir.

4- Kromozomun tiimiinii veya belirli bir bolgesini boyayan problar
(painting veya whole chromosome painting): Belirli bir kromozomda bulunan ¢esitli
DNA dizilerine homolog olan prob karistmindan olusmus problardir. Ayrica
kromozomun p ve q kolunu ayr1 renklerde goriinmesini saglayan problarda bu gruba

dahildir (9, 10, 61).
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Lokusa 0zgil Sentromerik Telomerik Kromozomun titmiinii
prob prob prob bovayan prob

Tekrarlayvan dizilerden
olusan problar

Sekil 2-5: FISH yonteminde kullanilan prob cesitleri: a) Ozel niikleotid dizilerine baglanan
lokusa 6zgii prob, b) Sentromerlerdeki tekrarlayan dizilere baglanan sentromerik prob,
c) Telomerdeki TTAGG tekrar dizilerine baglanan telomerik prob, d) Kromozomun
tiimiine komplementer olan kromozomun tiimiinii boyayan prob (61).

Sinyal paternine gore tasarlanmig problar ise lokusa Ozgii(tek spot),
translokasyon ve kirik noktasi yeniden diizenlenme(break apart rearrangement) problari
olarak siralabilir.

Bu problar kullanim sekilleri ve 6zelliklerine gore tek ve/veya c¢ift renkli, prob
setlerinde ise ii¢ ve/veya bes farkli renkle isaretli olabilirler (61).

FISH yonteminin rezolusyonu konvansiyonel sitogenetige gore daha ytiksektir.
Boliinen ve boliinemeyen hiicrelere uygulanabilir ve kiiltiir her zaman gerekli degildir.
Bu yonleriyle FISH, 16semi sitogenetiginde sik¢a kullanilan bir yontem haline gelmistir
(63, 86, 98).

ALL olgularinda gozlenen Myc geni yeniden diizenlemeleri 1ki renkli Myc Breakapart
DNA probunun kullanildigi FISH yontemi uygulanarak tanimlanmaktadir. Yesil ve
kirmizi isaretli 2 probun karisimiyla hazirlanan Myc probu uygulanan, normal
kromozom 8’de kirmizi- yesil sinyal bir arada goriilirken, Myc bolgesinde olusan
yeniden diizenlemelerde sinyaller birbirinden ayrilmaktadir. Bu DNA probu hem

interfaz hem de metafaz hiicrelerine uygulanabilmektedir (42, 45, 92)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
Ornek

Calisma, 2007-2009 yillari arasinda Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali'nda gerceklestirildi. Calisma grubu, LU
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali, 1.U
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji-Onkoloji Bilim Dali, 1.U Tip Fakiiltesi
Ic Hastaliklar Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali ve 1.U Tip Fakiiltesi Pediatrik
Hematoloji-Onkoloji Bilim Dali’nda akut lenfoblastik 16semi (ALL) tanisi1 konulmusg

hastalardan olusturuldu.

Olgular 14’1ii(%56) cocuk, 11’1(%44) yetiskin olmak iizere toplam 25 hastadan
olusmaktadir. 6 hastadan birden fazla kez materyal alinmak iizere toplam 33 kemik 1ligi

ve/veya perifer kan 6rnegi calisildi.

Calismay1 olusturan olgu grubunda fenotipini bilinmeyen ALL tanili 9 (%36),
B- ALL tanili1 12 (%48) , T-ALL tanil1 4 hasta(%16) bulunmaktadir.

Bu calisma Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan 26.09.2007 tarihli 26183 say1’l1 karari ile onaylandi.

3.2. Yontem
Bu yiiksek lisans tezi Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyoloji Anabilimdali Sitogenetik Laboratuarinda yiiriitiilmiistiir.

Olgularin metafaz kromozomlarini incelemek icin G-bantlama, myc gen

bolgesindeki yeniden diizenlenmeleri arastirmak amaciyla FISH yontemi uygulandi.

Calismada kemik iligi aspirasyon materyaline 24 saatlik kemik iligi kiiltiiri,
perifer kan orneklerine ise Moorhead ve arkadaslari tarafindan gelistirilen 72 saatlik
kiiltiir yontemi modifiye edilerek uygulanmistir. Karyotipleme i¢in G bantlama ve myc
geni yeniden diizenlenmeleri tespit etmek amaciyla myc breakapart(kirik noktasi
yeniden diizenlenme) prob kullanmlarak fluoresan in situ hibridizasyon teknigi

uygulanmistir.
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3.2.1. Kullamlan soliisyonlar ve malzemeler

3.2.1.1. Kemik iligi kiiltiiriinde kullanmilan soliisyonlar

Kiiltiir medyumu

RPMI 1640 w/o PHT hazir medyum 5’er ml’lik vidali kapakl tiiplere

boliinerek kullanima hazir hale getirildi.
Kolsemid
10pg/ml’lik ¢ozelti

ONC(over night colcemid)

0,5ml kolsemid+ 5ml RPMI 1640 w/o PHT medyum

Hipotonik soliisyon

0,75M KCl ¢ozeltisi

Carnoy Fiksatifi

3:1 Metanol: Asetik Asit

3.2.1.2. Perifer kam kiiltiiriinde kullanilan soliisyonlar

Kiiltiir medyumu

RPMI 1640 w/w PHT hazir medyum 5’er ml’lik vidali kapakl tiiplere

boliinerek kullanima hazir hale getirildi.
Kolsemid
10pg/ml’lik ¢ozelti

Hipotonik soliisyon

0,75M KCl ¢ozeltisi

Carnoy Fiksatifi

3:1 Metanol: Asetik Asit
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3.2.1.3 GTL bant yonteminde kullanilan soliisyonlar
Tripsin

0,001g toz tripsin 50ml salin i¢inde ¢oziildii.

Salin

4,5gr NaCl 500ml distile su i¢inde ¢oziildii.

Buffer

0,025M KH,PO, ¢ozeltisi. pH 6.8’e ayarland.

Leishman Boyasi

Stok soliisyon: 0.3g Leishman boyast 200ml metanol icinde 70 °C’de bir

gece kanistirilarak ¢oziildii.

Kullanim soliisyonu: 1:5 stok soliisyon: buffer

3.2.1.3. FISH yonteminde kullanilan soliisyonlar
20xSSC

43,8gr NaCl

22,05gr triNaCitrat.2H,O

Distile suyla 250ml’ye tamamland.
pH 7’ye ayarlandu.

2xSSC

50ml 20xSSC

450ml distile su eklendi.

pH 7’ye ayarlandu.

0.4xSSC

10ml 20xSSC
490ml distile su eklendi.

pH 7’ye ayarlandi.
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Etanol Serileri

%70’1lik : 70ml etanol, 30ml dH,O
%85’lik : 85ml etanol, 15ml dH,O
%100’1iik: 100ml etanol

FISH Probu

FITC ve Texas Red ile isaretlenmis 8q24’°te bulunan myc genine 6zgii
kirik noktasi yeniden diizenlenme FISH probu kullanildi (Cytocell myc
breakapart prob). Probun sematik resmi Sekil 3.1°de gosterilmistir

MYC Kromozom 8

POUSF1P1 M\{C

| WI ||
D851153 D8s1128 D85490|D851087 DB8S1644
D851980 D8S1720

Proksimal Distal
100Kb
—

Sekil 3-1: Myc Breakapart probunun sematik resmi. Breakapart probu, kirmizi ve yesil
renkli iki farkli probdan olusmaktadir. Problar birbirinden 717Kb uzaklikta olup
myc’in katildig1 3 translokasyonun kirik bolgelerini de i¢cermektedir. Kirmizi isaretli
proksimal prob 177Kb uzunlugunda ve myc geninin 3’ ucundan 332Kb uzakta, yesil
igsaretli distal prob ise 188Kb uzunlugunda ve myc geninin 5° ucundan 380kb
uzaktadir (45).

3.2.1.4. Kullanilan Laboratuar Malzemeleri

e Termometre
e Hotplate (Selecta)
e Nem Cihazi(Sinbo)

e  Santrifiij(Omnispin)
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e Vorteks (Velp)

¢ Digital saat (Marienfeld)

¢ Derin dondurucu (Argelik)

e Buzdolabi (Bosch)

¢ Ayarlanabilir mikropipet (Ependorf)
e Pastor pipeti (LP Italiana SPA)
e Ben Mari (Kotterman)

o Kiiltiir tiipii (Greiner)

e PCR tiipii (Ependorf)

e pH Sticks (ISO LAB)

e Etiiv (Memmert)

e Hassas terazi (Shimadzu)

e Buffer soliisyonu (Merck)

® Enjektor (Injekt)

e  Watman40 kurutma kagid

e ThermoBrite (Statspin)

o Kettle (King)

e [sik mikroskobu (Nikon)

e  Fluoresan mikroskobu

3.2.2. Yontemler

3.2.2.1. Kemik ligi Kiiltiirii

Kiiltiirde vasat ortam1 olarak, mitotik ajan icermeyen hazir medyum RPMI 1640
kullanildi. Medyum 5’er ml’lik vidali tiiplere boliinerek her bir hasta icin 2 tiipe 0.3ml
heparinize kemik iligi materyali ilave edilerek ekim yapildi. Tiipler 37°C’lik etiivlere
koyuldu. Kemik iligi ekimi yapilan 1. tiipe ekimden hemen sonra 100pl ONC(over night

colcemid= tiim gece kolsemid ) ilave edildi. 2. tiipe ise ekimi takip eden 22. saatte
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hiicreler1 metafazda durdurmak amaciyla, ig ipliklerini bloke eden 100ul Colcemid
(Colchicin) eklendi ve 2 saat etiivde bekletildi. 24. saatte hiicreler santrifiij edildi ve
hipotonik sok i¢in 0.75M KCL ile muamele edildi ve 20dk etiivde bekletildi. Daha
sonra yine santrifiij edilen hiicreler 3:1 oraninda Carnoy fiksatifi ile fikse edildi.
Fiksatifle yikama islemi sitoplazma artiklarim ve parcalanmis hiicreleri temizlemek

amaciyla 3 kez tekrarlandi.

3.2.2.2. Perifer Kam Kiiltiirii

Kiiltiirde vasat ortami olarak, mitotik ajan iceren hazir medyum RPMI 1640
kullanildi. Medyum 5’er ml’lik vidali tiiplere boliinerek her bir hasta icin 2 tiipe 0.3ml
heparinize perifer kani ilave edilerek ekim yapildi. Tiipler 37°C’lik etiivlere koyuldu.
Ekimi takip eden 70. saatte hiicreleri metafazda durdurmak amaciyla, ig ipliklerini
bloke eden 100ul Colcemid (Colchicin) ilave edildi ve 2 saat etiivde bekletildi. 72.
saatte hiicreler santrifiij edildi ve hipotonik sok icin 0.75M KCL ile muamele edildi ve
10dk etiivde bekletildi. Daha sonra yine santrifiij edilen hiicreler 3:1 oraninda Carnoy
fiksatifi ile fikse edildi. Fiksatifle yikama islemi sitoplazma artiklarini ve parcalanmis

hiicreleri temizlemek amaciyla 3 kez tekrarlandi (65).

3.2.2.3. Preparatlarin hazirlanmasi

Son yikamayi takiben santrifiij edilen tiiplerdeki siipernatan atilip, dipte kalan
pelletten birka¢ damla temiz lama damlatildi. Sonra iistiine 1-2 damla fiksatif damlatilip
havada kurumaya birakildi. Preparatlar kuruduktan sonra 90 °C’lik 1sitic iistiinde 2 saat

yaslandirildi

3.2.2.4. GTL bantlama
Yaslandirilan preparat sirayla tripsin, salin ve tampon cozeltilerinden gecirildi.
her bantlama isleminde tripsin siiresi yeniden diizenlendi. En son tampondan ¢ikarilan

preparat yaklasik 90 sn leishman boyasi kullanim soliisyonu ile boyanda.

3.2.3. Mikroskop incelemesi

Hazirlanan preparatlar, Nikon Eclipse E600 W 151k mikroskobunda incelendi.
Analiz edilen metafazlar ISCN 1995 ve 2005’e gore degerlendirildi (64, 80). Metafazlar
otomatik goriintiileme (Applied Imaging-Powergene) sisteminde fotograflandi. Bu
calismada her hastadan metafaz miktarina ve kalitesine bagl olarak 3- 35 metafaz plag:

analiz edildi.
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3.2.4. FISH Yontemi

Preparat hazirh@

Preparatlar, denatiirasyonun yapilacagi giin GTL bantlama yontemindeki gibi
yayilip hazirlandi. Kuruyan preparat oda sicakliginda 2dk 2xSSC ile muamele edildi.
Ardindan sirayla %70, 85, 100’liikk etanol serilerinden gecirildi. Oda sicakliginda

preparatlar kurutuldu.
Prob Hazirhg:

Oda sicaklhigindaki 10ul prob ependorfa alimp 37°C’de 30 dk su banyosunda
bekletildi.

Preperat ve lamel 37°C’de 30dk 1sitict lizerinde bekletildi.
Denatiirasyon

Karanlik ortamda prob, preparatin belli bir kismina koyuldu ve lamelle kapatilip
etrafina hava almayacak sekilde yapistirici uygulandi. Ardindan 74°C’de 5 dk 1sitict

tistiinde denature edildi.

Hibridizasyon

37°C’deki hibridizasyon firininda 16-17 saat inkiibe edilerek hibridizasyon
gerceklestirildi.

Hibridizasyon Sonrasi islemler

Preparat 72°C 0,4xSSC’de 1 dk, ardindan oda sicakligindaki 2xSSC’de 30 sn
yikandi. Preparatin iistiine 10 ul DAPI antifade eklenerek lamelle kapatildi.

3.2.6 Goriintiileme

Preparatlar fluoresan mikroskobunda inceleninceye kadar +4°C’de 151k almayan
kutu icinde saklandi. Interfazlarin taranmasi, Nikon Eclipse E600 W floresan
mikroskobunda 100X objektif’te DAPI/FITC/Rodamin iiclii filtre kullanilarak
gerceklestirildi ve Applied Imaging Powergene otomatik goriintiileme sistemi ile

fotograflandi
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Sinyallerin degerlendirmesi

Her hasta icin 200 interfaz nukleusu ve bazi hastalarda gozlenebilen metafazlar
degerlendirmeye alindi. Nukleus sinirlart belirgin olan, sinyalin giiclii oldugu ve net
goriilebildigi hiicreler degerlendirildi. Mikroskobun ince ayari kullanilarak farkli
derinliklerde bulunan sinyallerin goriinmesi saglandi. iki sinyal arasindaki mesafe bir
fiizyon sinyali kadar ya da daha az ise fiizyon sinyali, eger mesafe bir fiizyon

sinyalinden fazla ise ayrilmis olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesinde yiiriitillen bu yiiksek lisans
tezinde akut lenfoblastik 16semi tanis1 konmus yetiskin ve ¢ocuktan olusan 25 hastadan
alinan kemik iligi aspirasyon materyaline kemik iligi kiiltiirli, G- bantlama ve myc geni
yeniden diizenlenmeleri tespit etmek amaciyla Fluoresan In Situ Hibridizasyon teknigi
uygulanmistir.

Olgular 14°1i(%56) cocuk, 11’i(%44) yetiskin olmak iizere toplam 25 farklh
hastadan olugmaktadir. 6 hastadan birden fazla kez materyal alinmak iizere toplam 33 G
bantli ve FISH analizi yapildi. 33 analizin 31’1 kemik iligi aspirasyon materyalinden,
2’si perifer kanindan yapildi.

Fenotipini bilmedigimiz ALL tanisi ile gelen 9 (%36), B- ALL tamisiyla gelen
12 (%48) , T-ALL tanisi ile gelen 4 hasta(%16) bulunmaktadir. B-ALL tanis1 ile gelen
hastalarin 2’si pre B-ALL, 2°si common B-ALL tanisi ile gelmistir.

FAB smiflamasi bilinen 7 hastamin 3’t L1, 3’4 L2 ve 1’1 de L3 tanilidir. 18

hastanin morfolojik siniflandirma bilgisi bilinmemektedir.

Olgu grubumuzu olusturan 25 hastanin 33 materyalinde yapilan G bantlama
sonucunda 29 materyalde metafaz elde edilip analiz edilirken 4’{inde yeterli sayida ve
kalitede metafaz elde edilemedi. Kiiltiirii yapilan 33 materyale ait bilgiler Tablo 4.1°de

gosterilmistir.

G bantlama yapilan 29 materyalin 13’iinde sayisal ve/veya yapisal anomaliye
rastlanmazken 12’sinde hipodiplodi, 3’linde hiperdiploidi ve 1’inde psddodiploidi

goriildii.

Sayisal ve/veya yapisal anomaliye rastlanan 16 olgu materyalinin 8’inde sadece
sayisal, 4’linde sadece yapisal ve 4’linde ise hem sayisal hem de yapisal anomaliye

rastlandi.

Gozlenen klonal say1 anomalileri; 3, 5, 11, 14, 17, 18, 21 ve 22. kromozomlarin
trizomisi ve 1, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 17, 19, 20, 21, 22 ve Y kromozomlarin

monozomisidir.

Tiim olgulardan FISH analizi sonucu elde edildi. 33 materyale yapilan FISH

analizinde ise 8 nolu kromozomu tutan sayisal ve/veya yapisal anomalinin goriilmedigi
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olguya rastlanmamustir. Sadece sayisal anomalinin goriildiigii 2, hem sayisal hem de
yapisal anomalinin goriildiigii 31 olgu materyali bulunmaktadir. Olgularin FISH

sonuglarinin yorumlar1 Tablo 4.2°de verilmistir.

Sayisal anomali olarak degerlendirdigimiz myc kayb1 31 olgu materyalinde, myc
artist 21 olgu materyalinde goriildii. Yapisal anomaliler olarak yeniden diizenlenme
sonucunda olusan der(8) bulgusu olgu materyallerinin 25’inde, del(dis) 11’inde,
del(pro) ise 18’inde gozlenmistir. Ayn1 hastada bu anomalilerin biri/ bir kag¢1 ya da hepsi
gozlenmistir. Olgularda FISH analizi ile saptanan sayisal ve yapisal anomaliler ile

gozlendigi hiicre sayilar1 Tablo 4.3’te verilmistir.
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Metafaz interfaz

Sinyal paterni
kromozomlan  nuklensu

2 adet normal (myc geninde veniden
diizenlenme mevdana gelmemis)
kromozom 8'i temsil eden 2 fiizvon sinvali

2F

1 adet normal kromozom 8'i temsil eden
fiizvon sinvali ile bir veniden diizenlenme
sonucunda diger fiizyon sinyalinin
avrilmasiyla olusan 1 kirmizi ve 1 vesil
sinval

1F1IK1Y

1 adet normal kromozom 8'i temsil
eden fiizvon sinyali ile myc geninin
distalinin delesyonu sonucu kalan 1
karmuz sinyal

1F1IK

1 adet normal kromozom 8'i temsil eden

fiizvon sinvali, veniden diizenlenme -
meyvdana gelen 2. kromozom 8'i temsil 1F2ZKIY
eden 1 vesil ile 1 larmiz sinval ve myc

geninin distalinde delesvon mevdana

gelen 3. kromozom 8'i temsil eden 1

larmizn sinyal

1 adet normal kromozom 8'i temsil eden fiizvon
sinyvali ve myc genini iceren amplifikasyvonun
mevdana geldigi 2. kromozom 8'de bulunan ekstra
fiizvon sinvalleri

1F ve amplifikasyon

1 adet normal kromozom 8'i temsil eden fiizvon

sinyali ve myc geninin proksimalini iceren IF ve kuirmiz sinyalin

amplifikasyonun meydana geldigi 2. kromozom amplifikasyonu

8'de bulunan ekstra karmizi sinyaller

2F ve
ekstrakromozomal
amplifikasvon

2 adet normal kromozom 8'i temsil eden fiizvon
sinyvalleri ve myc genini iceren amplifikasyonu

gisteren ekstra fiizvon sinyvalleri

2 adet normal kromozom 8'i temsil eden fiizyon

{ i gy g i 2F ve larmizt
sinyvalleri ve myc geninin proksimalini iceren siavalin
amplifikasvonu gisteren ekstra larmun sinyvaller i

ekstrakromozomal

amplifikasvonu

Sekil 4-1: FISH analizinde metafaz kromozomlarinda ve interfaz nukleusunda sinyal
goriiniimleri ve degerlendirmeleri (94).

Tablo 4.1°deki ve Tablo 4.2’deki sinyal sekilleri ve yorumlart Sekil 4.1°de gosterildigi

sekilde yorumlanmustir.
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Hasta | Ad Yas
No |Soyad |Cinsiyet |Tani G Bantlama FISH Sonuglar1t (MYC)
1 F.A 44y/E ALL 46,XY[16] 2F(184), 2F(3met), 1F(9), 3F(3), 4F(2), 2F1Y1K(1), 2Y2K(1)
1° F.A 45y/E ALL 46,XY[22] 2F(190), 1F(6), 3F(1), SF(1), 1IF1K1Y(2)
47~53,XX,add(1)(q42)[20],+11[15],
add(11)(q23)[18], -13[3],+14[8], +17[6],
+21[10], +21[5], +22[2], +marl[3],
2 AA 11y/K | ALL +mar2[2], +mar3[2][cp20] 2F(194), 2F(1met), 1F(2), 4F(2), 3F1K(1)
3 MM.G | 7y/E ALL DMB 2F(180), 1F1K1Y(8), 1F(10), 1F1Y(1),1K1Y(1), 3F(2)
2F(167), 2F(1 met), 1F(23), 1FIK(2), 1K(1), 1Y1K(l),
4 H.U lay/K Common B-ALL |38~42,XX,-15[cp3]/46,XX][16] 2F1Y(1),4F(1), 3F(2), 2K(1)
38~45,XY,-4[4],-6[41,-7[3],-8[3],-13[3],
5 S.C 28y/E B-ALL -16[3],-19[4],-20[3][cp11]/46,XY[10] 2F(188), 1K1Y(1), 2F1K(1), 1F(9), 3F(1)
36~45,XY,-Y[5],-1[5],-4[3]1,-9[3],-10[5],
-13[4],-19[5][cp131/92,XXYY[2]/
5° S.C 28y/E B-ALL 46,XY[13] 2F(185), 1F1Y1K(7), 4F(2), 3F(1), 1Y2K(1), 2F1K(3), 2F1Y(1)
5°¢ |S.C 28y/E B-ALL 46,XY[16] 2F(193), 1F1K1Y(5), 2Y2K(2), 1F(1)
41~46,XX,add(11)(q25)[3],-17[4],
-21[9],+mar1[9],+mar2[8][cp9]
6 A0 32y/K | B-ALL 146,XX[3] 2F(188), 1F(3), 1F1Y(5), 1IF1IK1Y(3), IK1Y(1)
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42~45,XX,-12[cp4]/92, XXX X][2]/

2F(133), 1E(5), IFIK1Y(14), 4F(1), 1IF1Y(1), 2F1Y(1), 2Y1K(3),

6° A.O 32y/K | B-ALL 46,XX[18] 3F1K1Y(1), 1F1K(1), 3F1Y(1)
2F(169), 1F1K1Y(15), 1F(6), 2F1K1Y(1), 4F(2), 2F2Y1K(1),
6°° |A.O 32y/K | B-ALL 46,XX[22] 2F1Y(1)
7 DM |31y/E T-ALL DMB 2F(174), 1F(20), 1IF1Y(2), 2Y(1), 1Y1K(1), 1Y(1), 2Y1K(1)
7° DM |31y/E T-ALL 42~46,XY,-21[cp3]/46,XY[29] 2F(187), 2F(11met), 1F(1), 2F1K(1)
8 S.G 54y/ K | B-ALL DMB 2F(197), 1F(3)
Common B-ALL-
8° S.G 54y/ K |L2 45,XX,1(9;22)(q34:q11)[cp2]/46,XX[16] | 2F(192), 1F(6), 4F(1), 2F1K(1)
9 S.G 24y/K | ALL-L2 92, XXXX[2]/46,XX[17] 2F(194), 2F(2met), 1F(2), 1IF1K(1), 2Y(1)
10 C.E.A |6y/E ALL-L1 46,XY[27] 2F(191), 1F4), 1F1Y(2), 1F1K(2), 3F(1)
11 AM.Y |16y/E B-ALL 46,XY[29] 2F(183), 2F(2met), 1IF1K1Y(3), 1IF1Y(4), 1F(6), 2F2Y(1), 1F1K(1)
40~46,XY,dup(1)(q23g32)[25],
del(6)(q23)[31,t(8;14)(q24;q32)[21] 2F(141), 1F1K1Y(42), 1F(©9),1F1Y(3), 1Y2K(1),1F2Y1K(2),
12 S.S 27y/E B-ALL L3 [cp25] 1Y1K(2)
13 E.A 18y/E ALL-L1 46,XY[20] 2F(189), 1F1K(2), 2F(1met), 1IF1Y1K(2), 1F(6)
46~60,<2n>,XY,+5[2],+11[2],+17[2],
+18[2],4+21[2],+22[2],+mar[2][cp3]/
14 A.B.H |7y/E ALL-L1 46,XY[20] 2F(191), 1F(9)
15 C.T.C |22y/E T-ALL 46,XY[3] 2F(190), 1F(5), 1IF1K1Y(4), 2F1K(2), 2Y2K(1), 3F(1)
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2F(146), 1F1K1Y(6), 2F1K(6+1met), 2F2K(7), 2F1Y2K(3),
2F2Y(1), 3F1K1Y(1l), 4F(2), 2F1Y(7), 3F1Y(1), 1F1Y2K(2),
2F1Y1K(1met), 1F(6), 1F1K(1), IF1K(1met), 2F2Y3K(1),1F2Y (1),
16 S.S 10y/K T-ALL 46,XX[19] 2Fcok sayida yesil
2F(181),2F(1met), 3F1K(1), 1F(1), 1F1K1Y(@3), 1F1K2Y(1),
2Y2K(1), 2F2K(4), 2F1Y1K(1met), 2F1Y1K(1), 2F3Y(1), 1IF1Y(1),
17 E.S 22y/E B-ALL 46,XY,1(4:6)(q35;q24)[41/46,XY[12] 2F2Y(1), 3F1Y(1), 3F(1)
18 F.B 13y/E T-ALL 46,XY[18] 2F(185), 1F1Y1K(6), 3F1Y1K(1), 2F1Y(2), 1F(5), 3F(1met)
19 B.K 11y/E Pre-B ALL L2 44~46,XY,-21 [cp3]/46,XY[19] 2F(183), 2F(4met), 1IF1K1Y(5), 2F1K(2), 4F(2), 1F(4)
20 Y.ES |23ay/E |ALL 46,XY[15] 2F(190), 1F(7), 1IF1Y(3)
21 E.L 26y/E B-ALL DMB 2F(177), 1F(9), 1F1K(1), 1F1Y(7), 2F1Y(1), 1IF1K1Y(3), 2Y(2)
21° |E.L 28y/E B-ALL 46,XY[17] 2F(190), 1F(6), 2K2Y(1), 2F1K(1), 1IF1K1Y(2)
2F(173), 3F(3), 1F(14), 2F1Y(2), 1F1K1Y(2), 1F1K(1), 1F1Y(1),
22 Y.B 15y/E ALL 38~45,XY,-22[cp3]/46,XY[18] 12F(1), 1Y1K(1), 2F2K(1), 1F2Y1K(1)
2F(178), 2F(2met), 1F(4), 3F(3), 4F(4), 1F1K1Y(6), 2F1K(1),
23 E.A 20y/K | B-ALL 46,XX[17] 2K2Y(1), SF1IK1Y(1)
45~46,XY,+3[2],del(3)(q13q23)[2],
del(9)(q11g21)[4],+mar[2][cpS])/
24 HK 4y/E B-ALL 46,XY[16] 2F(191), 3F(4), 4F(3), 1IF1Y1K(1), 2Y2K(1)
25 B.K 17y/K | Pre B-ALL 39~45,XX,add(6)(q12)[cp2]/46,XX[1] |2F(195), 1F(1), 1IF1Y1K(2), 4F1Y(1), 2F1Y(1)

FISH yorumlarinda; F(Fiizyon), K(Kirmiz1 sinyal),

K(kiz), y(yas) kisaltmalar ile ifade edildi.

Y(Yesil Sinyal), met(Metafaz), gbzlenen hiicre sayisi (), DMB (Degerlendirilecek metafaz bulunamadi) , E(erkek),
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Tablo 4-2: Olgularin G bantlama sonuclar1 ve FISH sonuclarina gore myc geninin yorumlanmasi

Hasta |Ad
No Soyad | G-bantlama (karyotip) FISH sonuglarinin gére myc geninin yorumlanmast
1 F.A 46,XY[16] 187N;-myc[9];+myc[3];+mycx2[2];+der(8)x1[1];der(8)x2[ 1]
1° F.A 46,XY[22] 190N;-myc[6];+myc[1];+mycx3[1];der(8)[2]
47~53,XX,add(1)(q42)[20],+11[15],
add(11)(q23)[18],-13[3],+14[8],
+17[6],+21[10],+21[5],+22[2],
2 AA +marl[3], +mar2[2], mar3[2][cp20] | 195N; -myc[2]; +mycx2[2]; +myc,+del(dist)[1]
3 M.M.G |DMB 180N; der(8)x1[8]; -myc[10];del(pro)[1]; der(8)[1],+myc[2]
168N;-myc[23];del(dis)[2];-myc,del(dis)[1];-myc,der(8)[1];+del(pro)[1];+mycx2[1];
4 H.U 38~42,XX,-15[cp3]/46,XX[16] +myc[2];del(dis)x2[1]
38~45,XY,-4[4],-6[4],-7[3],-8[3].-
13[3],-16[3],-19[4],-20[3][cp1 1)/
5 S.C 46,XY[10] 188N;-myc,der(8)[1];+del(dis)[1];-myc[9];+myc[1]
36~45,XY,-Y[5],-1[5],-4[3],-9[3],-
10[5],-13[4],-19[5][cp13)/
5° S.C 92,XXYY[2]/46,XY[13] 185N;der(8)[7];+mycx2[2];+myc[1];der(8), del(dis)[1] ;+del(dis)[3];+del(pro)[1]
5°° S.C 46,XY[16] 193N;der(8)[5];der(8)x2[2];-myc[1]
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41~46,XX,add(11)(g25)[3],-17[4],
-21[9],+mar1[9],+mar2[8][cp9)/

6 A.O 46,XX][3] 188N;-myc[3];del(pro)[5];der(8)[3];-myc,der(8)[1]
42~45,XX,-12[cp4]/92, XXXX[2]/ 133N;-myc[5];der(8)[14];+mycx2[1]; del(pro)[1]; +del(dis)[1]; der(8),del(pro)[3];
6° A.O 46,XX[18] +myc,+der(8)[1];del(dis)[1]; +myc,+del(pro)
6°° AO 46,XX[22] 169N;der(8)[15];-myc[6];+der(8)[1];+mycx2[2]; +der(8),+del(pro)[1];+del(pro)[1]
7 D.M DMB 174N;-myc[20];del(pro)[2];del(pro)x2[1];-myc,der(8)[1];-myc,del(pro)[1];der(8),del(pro)[1]
7° D.M 42~46,XY,-21[cp3]/46,XY[29] 198N;-myc[1];+del(pro)[1]
8 S.G DMB 197N,-myc[3]
45,XX,1(9;22)(q34;q11)[cp2]/46,XX
8° S.G [16] 192N;-myc[6];+mycx2[1];+del(dis)[1]
9 S.G 92, XXXX][2]/46,XX[17] 196N; -myc[2];del(dis)[1];del(pro)x2[1]
10 C.EA |46,XY[27] 191N;-myc[4];del(pro)[2];del(dis)[2];+myc[1]
11 AMY |46,XY[29] 185N;der(8)[3];del(pro)[4];-myc[6];+del(pro)x2[1];del(dis)[1]
40~46,XY,dup(1)(q23q32)[25],
del(6)(q23)[3],t(8;14)(q24;q32)[21][
12 S.S cp25] 141N;der(8)[42];-myc[9];del(pro)[3];der(8),del(dis)[1];der(8),+del(pro)[2];-myc,der(8)[2]
13 E.A 46,XY[20] 190N;del(dis)[2];der(8)[2];-myc[6]
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46~60,<2n>,XY,+5[2],+11[2],
+17[2],+18[2],+21[2],+22[2],

14 AB.H |+mar[2][cp3)/ 191N;-myc[9]

15 C.T.C |46, XY[3] 190N;-myc[5];der(8)[4];+del(dis)[2];der(8)x2[1];+myc[1]
146N;der(8)[6];+del(dis)[7];+del(dis)x2[10]; +der(8),+del(dis)[3]; +del(pro)x2[1]; +myc,+der(8)[1];
+myc,+myc[2];+del(pro)[7];+myc,+del(pro)[1];der(8),+del(dis)[2];+der(8)[1];-myc[6]; del(pro)[1];

16 S.S 46,XX[19] del(dis)[2]; +der(8)x2,+del(dis)[1]; del(pro),+del(pro)[1];+del(dis)[3];cok sayida del(pro)[1]

46,XY,t(4;6)(q35;q24)[4]/ 182N;+myc,+del(dis)[1];-myc[1];der(8)[3];der(8),+del(pro)[1];der(8)x2[1];

17 E.S 46,XY[12] +del(dis)x2[4];+der(8)[2];+del(pro)x3[1];del(pro)[1]; +del(pro)x2[1];+8,+del(pro)[1]; +myc[1]

18 F.B 46,XY[18] 185N;der(8)[6];+myc,+der(8)[1];+del(pro)[2],-myc[5];+myc[ 1met]

19 B.K 44~46,XY,-21 [cp3]/46,XY[19] 187N;der(8)[5];+del(dis)[2];+mycx2[2];-myc[4]

20 Y.E.S 46,XY[15] 190N;-myc[7];del(pro)[3]

21 E.L DMB 177N;-myc[9];del(dis)[1];del(pro)[7];+del(pro)[1];der(8)[3];del(pro)x2[2]

21° E.L 46,XY[17] 190N;-myc[6];der(8)x2[1];+del(dis)[1];der(8)[2]
173N;+myc[3];-myc[14]; +del(pro)[2]; der(8)[2]; del(dis)[1]; del(pro)[1]; +mycx10[1];-8,der(8)[1];

22 Y.B 38~45,XY,-22[cp3]/46,XY[18] +del(dis)x2[1];der(8),+del(pro)[1]
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23 E.A 46,XX[17] 180N;-myc[4];+myc[3];+mycx2[4];der(8)[6];+del(dis)[1];der(8)x2[1];+mycx3,+der(8)[1]
45~46,XY,+3[2],del(3)(q13q23)[2],
del(9)(q11g21)[4],+mar[2][cp5]/46,

24 H.K XY[16] 191N;+myc[4];+mycx2[3];der(8)[1];der(8)x2[1]
39~45,XX,add(6)(q12)[cp2]/46,XX]

25 BK 1]

195N;-myc[1];der(8)[2]; +mycx2+del(pro)[1]; +del(pro)[1]

FISH yorumlarinda; N: normal 2 tane myc geni, der(8): derivatif kromozom 8, del(dis): distaldeki delesyon, del(pro): proksimaldeki delesyon , [ ]: gozlenen hiicre sayisi

kisaltmalariyla ifade edildi
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Tablo 4-3: Myc breakapart probu ile yapilan FISH analizi sonucunda elde edilen veriler

Olgu | Myc Myc kayb1 Myc der(8) del(dis) del(pro)
No acisindan artist Yeniden

normal diizenlenme
1 187 9 6 3 - -
1° 190 6 2 2 - -
2 195 2 3 - 1 -
3 180 11 2 9 - 1
4 168 25 4 1 4 1
5 188 10 2 1 1 -
5° 185 - 6 8 4 1
5°° 193 1 - 7 - -
6 188 4 - 4 - 5
6° 133 5 4 18 1 6
6°° 169 6 5 17 - 2
7 174 22 - 2 - 5
7° 198 1 1 - 1 -
8 197 3 - - - -
8° 192 6 2 - 1 -
9 196 2 - - 1 1
10 191 4 1 - 2 2
11 185 6 1 3 1 5
12 141 11 2 47 1 5
13 190 6 - 2 2 -
14 191 9 - - - -
15 190 5 3 5 2 -
16 146 6 34 14 22 11
17 182 1 9 7 5 5
18 186 5 3 7 - 2
19 187 4 2 5 2 -
20 190 7 - - - 3
21 177 9 1 3 1 10
21° 190 6 1 3 1 -
22 173 15 8 4 2 4
23 180 4 9 8 1 -
24 191 - 7 2 - -
25 195 1 2 2 - 2
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4.1. Olgularmn G bantlama ve FISH degerlendirmeleri

Olgu 1: ALL tamis1 konmus 44 yasinda erkek hastadan farkli zamanlarda 2
kemik iligi aspirasyon materyali alindigindan Olgu 1 ve 1° olarak adlandirildi. Ilk
aliman materyalden(olgu 1) elde edilen G bantlama sonucunda 16 metafazda 46,XY
karyotipi gozlendi. FISH analizinde 187 hiicre 8q24°te bulunan myc geni agisindan
normal, 9 hiicrede myc kaybi, 6 hiicrede myc artis1, 3 hiicrede myc gen bdolgesinde
meydana gelen yeniden diizenlenme sonucu olusan der(8) gozlendi. Olgu 1°de yapilan
G bantl incelemede 22 metafazda 46, XY karyotipi tespit edildi. FISH sonucunda; 190
hiicrede myc geni acgisindan normal 6 hiicrede myc kaybi, 2 hiicrede myc artis1 ve 2
hiicrede der(8) gozlendi.

Olgu 2: ALL tamist almis 11 yasinda bir kiz cocukta yapilan G bantlama
sonucunda kompleks bir karyotip gozlenmistir. 20 metafazda yapilan incelemede 47-53
arasinda degisen kromozom sayisi ile 13. kromozomun monozomisi ve 11,14, 17, 21,
22 kromozomlarin trizomisi goriildii. Ayrica marker kromozomlar da go6zlendi.
Gozlenen yapisal anomaliler ise add(1)(q42) ve add(11)(q23)’tiir. FISH sonuglart; 195
hiicre myc geni agisindan normal, 2 hiicrede myc kaybi, 3 hiicrede myc artis1 ve 1
hiicrede distali delesyona ugramis myc geni tagiyan 8 nolu kromozom bulunmaktadir.

Olgu 3: ALL tanili 7 yasinda bir erkek cocukta yapilan G bantli analiz ic¢in
yeterli sayida metafaz elde edilememistir. Yapilan FISH sonucunda, 180 hiicre myc
geni agisindan normal, 11 hiicrede myc kaybi, 2 hiicrede myc artisi, 9 hiicrede der(8) ve
I hiicrede proksimali delesyona ugramis myc geni tastyan 8 nolu kromozom
bulunmaktadir.

Olgu 4: 1 aylik, common B-ALL tanis1 alan kiz ¢ocukta yapilan G banth
analiz sonucunda degerlendirilen toplam 19 metafazin 3’linde 38-42 arasinda degisen
hipodiploid karyotip gozlendi. Klonal say1 anomalisi olarak monozomi 15 tespit edildi.
16 metafazda ise 46, XX karyotipi gozlendi. FISH sonuglarinda ise 168 hiicre myc geni
acisindan normal, 25 hiicrede myc kaybi, 4 hiicrede myc artis1, 1 hiicrede der(8), 1
hiicrede proksimali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom ve 4 hiicrede
distali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom bulunmaktadir.

Olgu 5: 28 yasinda B-ALL tanil1 erkek hastadan 3 kez kemik iligi aspirasyon
materyali alindi ve olgu 5, olgu 5° ve olgu 5° ° olarak adlandirildi. Ilk alinan
materyalden(olgu 5) elde edilen G bantli analiz sonucunda degerlendirilen 21 metafazin

11’inde 38-45 arasinda degisen hipodiploid metafazda 4, 6, 7, 8, 13, 16, 19 ve 20 nolu
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kromozomlarin monozomisi gozlendi. 10 metafazda ise 46,XY karyotipi gozlendi.
FISH sonuglarinda ise; 188 hiicrede myc geni agisindan normal, 10 hiicrede myc kaybi,
2 hiicrede myc artig1, 1 hiicrede der(8) ve 1 hiicrede distali delesyona ugrayan myc
genini tagiyan 8 nolu kromozom tespit edilmistir. Olgu 5° elde edilen G banth
analizinde degerlendirilen 28 metafazin 13’linde 36-45 arasinda degisen hipodiploid
metafazda 1, 4, 9, 10, 13, 19 ve Y kromozomunun monozomisi gozlendi. Ayrica 2
metafazda 92, XXYY karyotipi goriildii. 13 metafazda ise 46, XY yapis: tespit edildi.
FISH analizinde; 185 hiicre myc geni acisindan normal, 6 hiicrede myc artisi, 8 hiicrede
der(8), 4 hiicrede distali delesyona ugramis myc geni tastyan 8 nolu kromozom ve 1
hiicrede proksimali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom tespit edildi.
Olgu 5°®de yapilan G bantli analizde incelenen 16 metafazda sayisal ya da yapisal
hicbir anomaliye rastlanmazken FISH analizinde 193 hiicre myc geni ac¢isindan normal,
1 hiicrede myc kayb1 ve 7 hiicrede der(8), goriildii.

Olgu 6: B-ALL tanili 32 yasinda kadin hastadan 3 kez kemik iligi materyali
alind1 (olgu 6, 6° ve 6°°). Ilk alinan materyalden(olgu 6) elde edilen G bantli analizde
degerlendirilen 12 metafazin 9’unda sayist 41-46 arasinda degisen hipodiploid ve
psododiploid metafazlar goriildii. Bu metafazlarda 17 ve 21. kromozomlarin
monozomisi, marker kromozomlar gozlendi. Ayrica add(11)(q25) yapisal anomalisi
tespit edildi. 3 metafazda ise 46, XX yapis1 saptandi. FISH analizinde 188 hiicre myc
geni acisindan normal, 4 hiicrede myc kaybi, 4 hiicrede der(8) ve 5 hiicrede proksimali
delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom goriildii. Olgu 6“da yapilan G
bantl analizde degerlendirilen 24 metafazin 4’tinde 42- 45 arasinda degisen hipodiploid
metafazda monozomi 12 klonal say1 anomalisi goriildii. 2 metafazda 92,XXXX seklinde
poliploidi ve 18 metafazda 46, XX karyotipi saptandi. FISH sonuglarinda; 133 hiicre
myc geni agisindan normal, 5 hiicrede myc kaybi, 4 hiicrede myc artisi, 18 hiicrede
der(8), 6 hiicrede proksimali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom ve
I hiicrede distali delesyona ugramis myc geni tastyan 8 nolu kromozom gozlendi. Olgu
6°”da yapilan G banth analizde incelenen 22 metafazda da sayisal veya yapisal
anomaliye rastlanmadi. FISH analizinde ise 169 hiicre myc geni agisindan normal, 6
hiicrede myc kaybi, 5 hiicrede myc artis1, 17 hiicrede der(8) ve 2 hiicrede proksimali
delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom gozlendi.

Olgu 7: T-ALL tamist almis 31 yasinda erkek olan hastadan ilki perifer kam

ikincisi kemik iligi aspirasyon materyali olmak iizere 2 kez materyal alind1 (olgu 7 ve
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79). 1k materyalde(olgu 7) G banth analiz igin yeterli sayida metafaz elde edilemedi.
FISH sonuglarinda; 174 hiicre myc geni agisindan normal, 22 hiicrede myc kaybi, 2
hiicrede der(8) ve 5 hiicrede proksimali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu
kromozom gozlendi. 2. materyalinden yapilan G banthi analizde degerlendirilen 32
metafazin 3’iinde 42-46 arasinda gozlenen hipodiploid ve psddodiploid metafazlar da
monozomi 21 goriildii. 29 metafazda ise sayisal ve yapisal anomali goézlenmedi. FISH
analizinde; 198 hiicre myc acisindan normal, 1 hiicrede myc kaybi, 1 hiicrede myc artis1
ve 1 hiicrede distali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom gozlendi.

Olgu 8: 54 yasinda common B-ALL tanili kadin hastadan iki kez kemik iligi
aspirasyon materyali alind1 (olgu 8 ve 8°). Ilk alinan materyalde G bantlama icin yeterli
sayida metafaz elde edilemedi. FISH analizinde ise 197 hiicre myc ac¢isindan normal, 3
hiicrede myc kaybi gozlendi. Olgu 8°de yapilan G bantlamada degerlendirilen 18
metafazin 2’sinde t(9;22)(q34;q11) anomalisi ve 16’sinda 46,XX karyotipi gozlendi.
FISH analizinde; 192 hiicre myc geni agisindan normal, 6 hiicrede myc kaybi, 2 hiicrede
myc artis1 ve 1 hiicrede distali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom
gozlendi.

Olgu 9: 24 yasinda ALL-L2 tanili kadinda yapilan G bantli analizde incelenen
19 metafazin 2’sinde 92,XXXX, 17’sinde yapisal ve sayisal anomali gozlenmedi. FISH
sonucunda; 196 hiicre myc geni agisindan normal, 2 hiicrede myc kaybi, 1 hiicrede 1
distali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom ve 1 hiicrede proksimali
delesyona ugramis myc geni tastyan 8 nolu kromozom gozlendi.

Olgu 10: 6 yasinda ALL-L1 tanili erkekte yapilan G bantli analizde 27
metafazda 46,XY karyotipi gozlendi. FISH analizinde; 191 hiicre myc geni acisindan
normal, 4 hiicrede myc kaybi, 1 hiicrede myc artigi, 2 hiicrede proksimali delesyona
ugramis myc geni tagiyan 8 nolu kromozom ve 2 hiicrede distali delesyona ugramis myc
geni tasiyan 8 nolu kromozom, gozlendi.

Olgu 11: 16 yasinda B-ALL tanili erkekte yapilan G banth analizde incelenen 29
metafazda yapisal ve sayisal anomali saptanmadi. FISH analizinde; 185 hiicre myc geni
acisindan normal, 6 hiicrede myc kaybi, 1 hiicrede myc artisi, 3 hiicrede der(8), 5
hiicrede proksimali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom ve 1 hiicrede
distali delesyona ugramis myc geni tastyan 8 nolu kromozom gozlendi.

Olgu 12: 27 yasinda B-ALL L3 tanili erkekte yapilan G bantli analizde
degerlendirilen 25 metafazda dup(1)(q23q32) ,del(6)(q23) ve t(8;14)(q24;q32) yapisal
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anomalileri saptandi. Ayrica klonal olmayan sayr anomalileri de gorildi. FISH
analizinde 141 hiicrede myc geni agisindan normal, 11 hiicrede myc kaybi, 2 hiicrede
myc artisi, 47 hiicrede der(8), 5 hiicrede proksimali delesyona ugramis myc geni tastyan
8 nolu kromozom ve 1 hiicrede distali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu
kromozom gozlendi.

Olgu 13: 18 yasinda ALL-L1 tanis1 alan erkekte yapilan G bantli analizde
degerlendirilen 20 metafazda sayisal veya yapisal anomali saptanmadi. FISH
analizinde; 190 hiicre myc geni agisindan normal, 6 hiicrede myc kaybi, 2 hiicrede
der(8) ve 2 hiicrede distali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom
saptandi.

Olgu 14: 7 yasinda ALL-L1 tanili erkekte yapilan G bantlamada degerlendirilen
23 metafazin 3’iinde 46-60 arasinda degisen hiperdiploid metafazlarda 5, 11, 17, 18, 21
ve 22. kromozomun trizomileri ve marker kromozomlar gozlendi. 20 metafazda ise 46,
XY yapist saptandi. FISH analizinde ise 191 hiicrede myc geni acisindan normal, 9
hiicrede myc kayb1 gozlendi.

Olgu 15: 22 yasinda T-ALL tanili erkekte yapilan G bantli analizde
degerlendirilen 3 metafazda 46,XY karyotipi saptandi. FISH analizinde 190 hiicre myc
geni agisindan normal, 5 hiicrede myc kaybi, 3 hiicrede myc artisi, 5 hiicrede der(8) ve 2
hiicrede distali delesyona ugramis myc geni tasityan 8 nolu kromozom gozlendi.

Olgu 16: 10 yasinda T-ALL tanili kizda yapilan G banth analiz sonucunda
degerlendirilen 19 metafazda 46,XX karyotipi gozlendi. FISH analizinde; 146 hiicre
myc geni acisindan normal, 6 hiicrede myc kaybi, 34 hiicrede myc artisi, 1, 14 hiicrede
der(8), 22 hiicrede distali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom ve 11
hiicrede proksimali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom gozlendi.
Ayrica bu olguda normal sinyalden daha kiiciik kirmiz1 ve yesil sinyaller gozlendi. Bu
sinyallerin nedeni, probun ilgili bolgesinin amplifikasyonu sebebiyle ya da FISH
isleminin herhangi bir asamasinda meydana gelebilecek teknik bir problemden
kaynaklanabilecegi diisiiniildii.

Olgu 17: 2 yasinda B-ALL tanmili erkekte yapilan G banthh analizde
degerlendirilen 16 metafazin 4’iinde t(4;6)(q35;924) yapisal anomalisi ve 12 metafazda
46,XY karyotipi gozlendi. FISH analizinde 182 hiicre myc geni agisindan normal, 1

hiicrede myc kayb1, 9 hiicrede myc artis1, 7 hiicrede der(8), 5 hiicrede distali delesyona
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ugramis myc geni tagtyan 8 nolu kromozom ve 5 hiicrede proksimali delesyona ugramis
myc geni tastyan 8 nolu kromozom goézlendi.

Olgu 18: 13 yasinda T-ALL tanmli erkekte yapilan G bantlama sonucunda
degerlendirilen 18 metafazda 46, XY karyotipi gozlendi. FISH sonucunda 185 hiicrede
myc geni acisindan normal, 5 hiicrede myc kaybi, 3 hiicrede myc artis1, 7 hiicrede der(8)
ve 2 hiicrede proksimali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom,
gozlendi.

Olgu 19: 11 yasinda pre B-ALL tanili erkekte yapilan G bantlamada
degerlendirilen 22 metafazin 3’tinde monozomi 21, 19 metafazda 46,XY karyotipi
gozlendi. FISH analizinde; 187 hiicrede myc geni agisindan normal, 4 hiicrede myc
kaybi, 2 hiicrede myc artisi, 5 hiicrede der(8) ve 2 hiicrede distali delesyona ugramis
myc geni tastyan 8 nolu kromozom goézlendi.

Olgu 20: 23 aylik ALL tanili erkekte yapilan G banth analizde incelenen 15
metafazda 46, XY karyotipi gozlendi. FISH analizinde; 190 hiicre myc geni acisindan
normal, 7 hiicrede myc kayb1 ve 3 hiicrede proksimali delesyona ugramis myc geni
tasityan 8 nolu kromozom gozlendi.

Olgu 21: 26 yasinda B-ALL tanili erkek. Biri perifer kan biri kemik iligi
asprirasyon materyali olmak iizere 2 kez materyal alindi. ilk materyal olan perifer
kanindan G bantlama icin yeterli metafaz elde edilemedi. FISH analizinde; 177 hiicre
myc geni agisindan normal, 9 hiicrede myc kaybi, 11 hiicrede myc artisi, 1 hiicrede
distali delesyona ugramis myc geni tasityan 8 nolu kromozom, 10 hiicrede proksimali
delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom, 3 hiicrede der(8) gozlendi. Olgu
219de yapilan G bantlamada 17 metafazda 46, XY Kkaryotipi goriildii. FISH
sonuclarinda; 190 hiicrede myc geni ac¢isindan normal, 6 hiicrede myc kaybi, 1 hiicrede
myc artisi, 3 hiicrede der(8) ve 1 hiicrede distali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8
nolu kromozom gozlendi.

Olgu 22: 15 yasinda ALL tanili erkekte yapilan G bantlamada degerlendirilen 21
metafazin 3’iind monozomi 22, 18’inde 46, XY karyotipi goriildii. FISH analizinde;
173 hiicre myc geni agisindan normal, 15 hiicrede myc kaybi, 7 hiicrede myc geni
acisindan normal, 4 hiicrede der(8), 4 hiicrede proksimali delesyona ugramis myc geni
tasiyan 8 nolu kromozom ve 2 hiicrede distali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8

nolu kromozom gozlendi.
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Olgu 23: 20 yasinda B-ALL tanihi kadinda yapilan G bantlamada incelenen 17
metafazda sayisal ve yapisal bir anomali gbzlenmedi. FISH sonucunda; 180 hiicre myc
geni agisindan normal, 4 hiicrede myc kaybi, 9 hiicrede myc artisi, 8 hiicrede der(8) ve 1
hiicrede distali delesyona ugramis myc geni tasiyan 8 nolu kromozom gozlendi.

Olgu 24: 4 yasinda B-ALL tanili kizda yapilan G bantlamada degerlendirilen 21
metafazin 3’iinde myc artisi, marker kromozom, del(3)(q13g23) ve del(9)(ql1qg21)
goriildii. 16 metafazda 46,XY karyotipi gozlendi. FISH sonucunda; 191 hiicre myc geni
acisindan normal, 7 hiicrede myc artisi, 2 hiicrede der(8) gozlendi.

Olgu 25: 17 yasinda pre B-ALL tanil1 kizda yapilan G bantlamada incelenen 3
metafazin 2’sinde klonal olmayan sayr anomalileri, del(3)(q13q23) ve add(6)(ql2)
klonal yapisal anomalisi gozlendi. 1 metafazda 46,XX karyotipi saptandi. FISH
analizinde; 195 hiicre myc acisindan normal, 1 hiicrede myc kaybi, 2 hiicrede myc artig1

ve 2 hiicrede der(8) gozlendi.
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Sekil 4-2: Olgulara ait FISH goriintiileri. A-Olgu 9’a ait FISH goriintiisiinde interfaz
nukleusunda ve metafaz plaginda 2 adet fiizyon sinyali; B-Olgu 22’ye ait FISH
goriintiisiinde interfaz nukleusunda 12 adet fiizyon sinyali; C-Olgu 12’ye ait interfaz
nukleuslarinin FISH goriintiilerinde; I- 1 adet fiizyon sinyali ve 1 adet der(8), II- 1
adet der(8), III- 1 adet fiizyon sinyali ve 8 nolu kromozomlarin birinde proksimal
delesyon, IV- 1 adet fiizyon sinyali; D-Olgu 15’ e ait FISH goriintiisiinde iistteki
interfaz nukleusunda 3 fiizyon sinyali, alttaki interfaz nukleusunda 2 adet der(8)
gozlenmektedir.




65

DY B © T B W 1
N 3 - 4 5
8¢ A% 04y ¥ EE u&‘ Y|
6 7 3 g . .
AR AR AR L pea A

~ & Ea Aan b a '!

Sekil 4-3: Olgu 2’ye ait G banth karyogramda add(1)(q42) , add(11)(q23) ve marker
kromozom yapisal anomalileri gozlenmektedir
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Sekil 4-4: Olgu 5’e ait tetraploid metafazin karyogram
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Sekil 4-5: Olgu 8’e ait karyogramda t(9:22) bulgusu gozlenmektedir

qd

1ot

b1

T

[

13
e

19

a8 <8

{4

20

it

sy
W
T
e

9 10
i
16
- . ' F
21 22

1

12

68
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Sekil 4-6: Olgu 12’ye ait karyogramda dup(1)(q23q32), del(6)(q23) ve t(8;14)(q24;q32)
yapisal anomalileri gozlenmektedir
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S. TARTISMA

Hasta grubumuz toplam 25 ALL tanili ¢ocuk ve eriskinden olugmaktadir. 25
olgunun 6’sindan birden fazla kez materyal alindi. Baz1 olgularimizda ise hem kemik
iligi aspirasyon materyali hem de perifer kan Orneginden inceleme yapildi. Alinan
kemik iligi aspirasyon materyaline kemik iligi kiiltiiri ve perifer kan orneklerine
periferik lenfosit kiiltiirli uygulandiktan sonra G bantlama ve FISH yOntemi ile myc gen
bolgesindeki yeniden diizenlenmeler arastirildi.

Yapilan ¢aligmalarda ALL’nin hem ¢ocuklarda hem de yetiskinlerde gozlendigi
bildirilmektedir. Bizim olgularimizin 14’i(%56) cocuk, 11°i (%44) eriskin hastadan
olusmaktadir.

ALL’nin erkeklerde daha sik gozlendigi bildirilmektedir. Bizim de buna uygun
olarak hasta grubumuz %65 erkek, %35 kiz hastadan olugsmaktadir.

Calisma grubumuzda immiinfenotiplemesini bildigimiz 16(%64) olgu
bulunmaktadir. Bunlarin 12(%75°1)’si B-ALL, 4 tanesi T-ALL(%25) tanisini almastir.
B-ALL tanil1 bildigimiz 12 hastadan 2’si prekursor, 2’si ise common B-ALL’dir.

Morfolojik smiflandirma ALL’de tan1 koymada Onemli bir yontemdir. 25
olgumuzun 7’sinin(%28) morfolojik tipi bilinmektedir. Morfolojik tipini bildigimiz 4
cocuk hastanin 3’1 L1, 1 tanesi ise L2 tipinde, 3 eriskin hastanin ise 2’si L2, 1 tanesi ise
L3 tipindedir.

Losemi olgularinda G-bantlama i¢in yeterli sayida ve kalitede metafaz bulmanin
zorlugu bilinen bir gercektir. Bu yiizden bircok calismada degerlendirilecek metafaz
bulunamadigindan bazi olgularin G bantlama sonucu elde edilememektedir. ALL’ li
olgularda calisilan literatiirlerde bildirilmis olan G bantlama i¢in metafaz elde edebilme
orant %80 ile %91 arasinda degismektedir. Bizim caligmamizda ise bu oran %92’dir.

ALL’de gozlenen sayisal kromozom anomalileri kromozomlarin artis ve
azalislariyla olusan hiperdiplodi, psododiploid, hipodiploidi ve poliploidiler olarak
siralanabilir. Gmidene ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada hiperdiploidinin ¢ocuklarda
goriilme oram1 %24, yetiskinlerde %16 olarak bildirilmektedir. Bizim ¢alismamizda
yetiskinlerde hiperdiplodi goriilmezken c¢ocuklarda % 14 oraninda gozlenmistir.
Yapilan caligmalarda (36, 55, 82) hipodiplodi goriilme orant %10’u gecmemektedir.
Bizim caliyjmamizda hipodiploidi goriilme orani ¢ocuklarda %?21, erigkinler i¢in ise %27

olup literatiirde bildirilen oranlardan daha yiiksek olarak bulunmustur.
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Yapilan ¢alismalarda sikliklar1 degiskenlik gosterse de en sik trizomisi gozlenen
kromozomlar 4, 6, 8, 10, 14, 17, 18,19, 20, 21 (36, 82) numarali kromozomlardir.
Calismamizda ise 3, 5, 11, 14, 17, 18, 21, 22 numarali kromozomlarin trizomisi
gozlenmistir.

En sik monozomisi gozlenen kromozomlar 1,7, 8, 9, 10, 12 ve 14 numaral
kromozomlardir. Hasta gurubumuzda ise 1, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 17, 19, 20, 21,
22 ve Y kromozomlarinin monozomisi gozlenmistir. Yapilan calismalarin (4, 82)
aksine, bizim grubumuzda kromozom kayiplarinin, artislardan daha siklikla goriildiigii
gozlenmistir.

11 yetigkin hastamizin 4(%36’s1)’ii normal, 7(%64)’si ise sayisal ve/veya
yapisal kromozom anomalisine sahiptir. Gmidene ve arkadaslarinin yetiskin ALL
hastalarinda yaptiklar1 G-bantlama sonucunda bizim bulgularimiza oranla daha yiiksek
(%76) oranda sayisal ve/veya yapisal kromozom anomalisi gézlenmistir.

14 ¢ocuk hastamizda G bantlamada 6(%46) olguda klonal sayisal ve yapisal
anomali tespit edilmezken, 7(%54) olguda sayisal ve/veya yapisal anomali gozlendi. Bir
olgumuzda ise G-bantlama yapilacak yeterli sayida ve kalitede metafaz
bulunamadigindan degerlendirmeye dahil edilmedi. Sayisal ve/veya yapisal anomalinin
goriilme orant Soszynska ve arkadaslarinin yaptiklar ¢calismada %59, Gmidene ve ark.
yaptig1 ¢calismada ise %62.5 olarak bildirilmis olup bizim sonug¢larimiza benzer sonuglar
elde edilmistir

Sayisal ve/veya yapisal anomalisi goriilme sikligimi tim hasta grubumuza
uyarladigimizda oran %58 bulunmaktadir. Sonu¢ olarak c¢alismamizda kromozom
anomalisi buldugumuz hasta oranimiz, goriilme oran1 %68 olarak bildirilen Gmidene ve
arkadaslarinin caligmasina gore daha diisiik bulunmustur. 1, 1°, 5°°, 8, 10, 11, 13, 15,
16, 18, 20, 21 ve 23 numarali olgularimizin G-bantlama ile yapilan analizinde sayisal
ve/veya yapisal anomaliye rastlanmamustir.

t(9;22) bulgusu(Philadelphia kromozomu-Ph) KML i¢in tant koydurucu bir
bulgu olmakla birlikte ALL’ de de goriilen bir yapisal anomalidir (5, 29). KML kadar
stk gozlenmese de Ph kromozomunun varligt ALL’ de tedavi protokoliiniin ve
prognozun belirlenmesinde Onemli bir yer tutar. Ciinkii Ph kromozomu bulunan ALL
hastalarinda genellikle prognoz kotiidiir ve kemik iligi transplantasyonu onerilmektedir.
Calisma grubumuzda sadece bir erigskin bireyde( olgu 8°) t(9;22) bulgusuna

rastlanmistir. Cocuk hastalarimizda ise bu bulguya hi¢ rastlanmamistir. Yapilan benzer



69

calismalarda c¢ocuklarda goriilme orani erigkinlere gore daha azdir. Gmidene ve
arkadaslarinin 298 ALL hastasinda yaptiklar1 calismada ¢ocuklarda %2, yetigkinlerde
%4 oraninda t(9;22) gozlenmistir. Sadece ¢ocuk hastalardan olusan Soszynska ve
arkadaslarinin yaptiklar1 calismada ise t(9;22) %]1.5 oraninda bildirilmistir. Yetiskinler
icin bu oranin %?20’lere kadar ¢iktiginin bildirildigi literatiirler de bulunmaktadir (55).
Eriskin hasta grubumuzdaki bu oran (%9) yapilan c¢aligmalarin smirlart arasinda
bulunmustur.

ALL’de yapilan calismalarda 11 numarali kromozomun katildig1 bircok yapisal
ve sayisal anomali bildirilmistir. Ozellikle 11q23’°te yer alan MLL geninin katildig
yeniden diizenlenmeler cocuklarda(%8) ve yetiskinlerde(%4) goriilme orani farklilik
gostermektedir. Ozellikle 1 yasindan kiiciik cocuklarda daha sik gozlenmektedir. MLL
yeniden diizenlenme varlig1 kotii prognoza isaret etmektedir. Calisma grubumuzdaki
I’'i(%7) ¢ocuk (olgu 2), 1’i(%9) eriskin(olgu 6) olmak iizere 2 olguda 11 numaral
kromozomun karistig1 yeniden diizenlenmeler tespit edilmistir. Olgu 2’de add(11)(q23),
trizomi 11 ve olgu 6’da add(11)(q25) gozlenmistir. add(11)(q23) ve add(11)(q25)
bolgelerine farkli kromozomlara ait parcalar eklendigi diisiiniilmiis ancak ilave olan
kromozom parcalarinin kokeni G bantlama ile saptanamamistir. Silva ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada %1 oraninda add(11)(q23), %1 oraninda del(11)(q23) ve %4
oraninda 11qg23’iin katildi1g1 translokasyonlar bulunmustur.

del(6q) bulgusu ALL’de tekrarlayan yapisal anomaliler arasindadir. 12.
olgumuzda bagska yapisal anomalilerin yaninda del(6)(q23) bulgusuna da rastlanmustir.
Mancini ve arkadaslarinin (58) 285 yetiskin ALL hastasinda yaptiklar1 ¢alismada 18
hastada(%6) del(6)(q23) bulgusuna rastlanmistir. Bizim c¢alismamizda 24 hastadan
I’inde(%4) goriiliip benzer ¢alismalara yakin bir oran gozlenmistir. 6q21-23 ve 6q25-27
bolgesinde tiimoOr baskilayici genlerin varligi sebebiyle bu bolgede meydana gelen
delesyonlar 16semi gelisimi icin anlam ifade edebilmektedir (62). 6q’nun katildig1 baska
yapisal anomaliler de gozlenmistir. Olgu 17°de t(4;6)(q35;924) ve olgu 25’te
add(6)(q12) yapisal anomalileri de tespit edilmistir. add(6)(q12) anomalisi literatiirlerde
(52) APL(akut promyelositik 16semi)’de goriilen bir bulgu olarak bildirilmistir.

8q24’te yerlesmis olan myc geni, cogalan hiicrelerde iiretimi artan, hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini ve hiicre doniisiimiinii uyaran, farklilasmayi engelleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. Myc iiretimiyle; hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, farklilasma,

metabolizma, apoptozis, Oliimsiizliik ve adezyon gibi ¢esitli hiicresel olaylar etkilenir.
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Bir protoonkogen olan myc, translokasyon, amplifikasyon ve mutasyon gibi cesitli
aktivasyon mekanizmalariyla onkogenik 0Ozellik kazanir. Bunlar arasinda en sik
gozlenen mekanizma translokasyondur (34). Translokasyonlar sonucunda myc geni
yapisal olarak degisebilir veya iiretimi artabilir. Lenfosit proliferasyonunda gorevli
bir¢ok protein myc’in hedef molekiillerindendir. Myc’in tiretimi arttik¢a lenfositler daha
cok prolifere olacaktir (68). Bu durum lenfositlerde malign de8isime neden olmaktadir.
Burkitt lenfoma ve 16semide myc geninin karistig: translokasyonlarin yaklasik %85’ini
t(8;14)(q24;q32), %10’unu t(2;8)(p11;924) ve %5’ini t(8;22)(q24;q11) olusturur. Her ii¢
translokasyonun ortak noktasi, 8. kromozomdaki myc protoonkogeninin, agir veya hafif
zincir genlerinden birinin regiilator bolgesi ile komgsuluklu hale gelerek, islevsel
degisiklige ugramasidir (14, 18, 19, 34).

25 hastaya uygulanan 33 FISH analizinde tiim olgularda myc gen bolgesinin
kayiplari, artislart ve/veya yeniden diizenlenmeler gézlenmistir. G-bantlama sonuclari
ile karsilastirildiginda anomali oraninin bu kadar yiiksek olmasinin sebebi FISH
yontemi ile daha fazla sayida hiicrede analiz imkanmmin bulunmasidir. 33 FISH
analizinde 2 materyalde sadece myc gen bolgesi kayip veya artisi, kalan 31 materyalde
ise myc gen bolgesinin kaybi, artist ve yeniden diizenlenmeleri bulunmaktadir.

Olgu 12’de yapilan G-bantlamada t(8;14)(q24;q32)(%4) bulgusuna rastlandi.
t(8;14)(q24;q932), B hiicreli akut lenfoblastik 16semide ve Burkitt lenfomada goriilen
sitogenetik bir bulgudur. Gmidene ve ark, Andreasson ve ark. yaptiklar1 benzer
calismalarda cocuk ve yetiskinlerde bu anomalinin goriilme oram birbirine yakin olup
yaklasik %1 oranindadir. Cocukluk cagi ALL hastalarinda yapilan (Silva ark.)
calismada ise bu oran B-ALL’li hastalar i¢cin %6 olarak bildirilmistir. Bizim hasta
grubumuzdaki %4 orani benzer calismalarda bildirilmis olan sinirlar i¢indedir. Yapilan
FISH sonucunda ise sayilan 200 interfaz nukleusunda 47’sinde der(8), ayrica 6 hiicrede
genin proksimalinin ve 1 hiicrede distalinin delesyona ugradig: tespit edilmistir. En
yiiksek oranda der(8) bulgusuna rastladigimiz bu olguda bu translokasyonun disinda
dup(1)(g23q32) ve del(6)(q23) anomaliside gozlendi. dup(1)(q23q32) bulgusuna
benzer olarak 1q’nun parsiyel duplikasyonunun bildirildigi ¢alismalar bulunmaktadir
(82).

Olgu 1’den iki kez kemik iligi aspirasyon materyali alindi. ilk gelisi olgu 1,
ikinci gelisi olgu 1° olarak isimlendirildi. Olgu 1 ve 1°’in ikisinde de G bantlamada

sayisal ve yapisal anomaliye rastlanmadi. Olgu 1’de yapilan FISH analizinde myc
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geninde kayip ve artiglar1 ve der(8) bulgusuna rastlandi. Olgu 1°°de de gdzlenen myc
geni kayip ile artislarin ve der(8) bulgusunun devam ettigi gdzlenmistir.

Olgu 5’in G-bantlamasinda bir¢cok klonal sayr anomalisine rastlandi. Bu
anomalilerden monozomi 8 incelenen 21 metafazin 3’iinde gozlendi. FISH analizine
baktigimizda 200 hiicreden 9’unda myc geninin kaybina rastlanmistir. Ayrica der(8) ve
genin distalinin delesyona ugradigi hiicreler de gozlendi. Bu hastanin 2. (olgu 5°) ve 3.
(olgu 5°°) kez alinan materyallerinden yapilan G bantlamada 8 nolu kromozomu tutan
sayisal ve yapisal bir anomaliye rastlanmadi. 5°’in FISH sonucunda myc genindeki
kayiplarin devam etmedigi aksine artiglarin goriildiigli, der(8)’in yan1 sira, genin
proksimal ve distalinde delesyonlarin varlig: tespit edildi. 5°°’nin FISH analizinde myc
geninin kayip ve artislarinda azalma oldugu daha ¢ok der(8) goriilen hiicrelerin devam
ettigi tespit edildi.

Olgu 6’da add(11)(g25) yapisal anomalisinin yani sira sayisal anomaliler ve
marker kromozomlar gozlendi. FISH analizinde ise myc geni kaybi, der(8) ve genin
proksimal delesyonunun goézlendigi hiicreler tespit edilmistir. Hastadan alinan ikinci
materyalin (olgu 6°) G bantlamasinda marker kromozomlar ve yapisal anomaliler
devam etmemis fakat poliploid metafazlara rastlanmistir. FISH analizinde ise myc geni
kayip ve artislarin, yapisal anomalilerden der(8) bulgusunun arttigi tespit edildi.
Hastanin 3. materyalinde(olgu 6°°) ise karyotip normal fakat FISH sonucunda der(8),
myc geninde proksimal ve distal delesyonlar ile myc geninin kayip ve artislarinin
devam ettigi gozlendi.

Olgu 7°den alinan kemik iligi aspirasyon materyalinden G-bantlama i¢in yeterli
sayida ve kalitede metafaz elde edilmedi. FISH analizinde ise 22/200 gibi ciddi oranda
myc geninin kaybi1 ve der(8) yanisira proksimal ve distal bolgelerin delesyonu
gozlemlendi. Hastadan alinan 2. materyalde(olgu 7°) perifer kaniydi. G-bantlamada
monozomi 21 gozlendi. FISH sonuclarinda ise az oranda myc geninin kaybu ile distali
delesyona ugrayan hiicreler gozlendi.

Olgu 8’den alman kemik iligi aspirasyon materyalinden yeterli sayida ve
kalitede metafaz bulunmadigindan G bantlama sonucu elde edemedik. FISH
sonuglarinda da myc geni kayiplar1 gozlendi. Hastanin ikinci materyalinde(olgu 8 °) ise
t(9;22) tespit ettik fakat 8 numarali kromozomu tutan herhangi yapisal ve sayisal
anomaliye rastlamadik. FISH sonug¢larinda ise myc geninin kaybinin goriildiigii hiicre

sayisin arttig1 gozlemlendi.
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Olgu 21’de alan perifer kanindan G-bantlama i¢in yeterli sayida ve kalitede
metafaz bulunamadi. Perifer kanindan yapilan FISH analizinde myc geninde kayip,
der(8), genin proksimal delesyonu ve distal bolgesinin delesyonu gozlendi. Hastanin 2.
gelisinde(olgu 21°) alinan kemik iligi aspirasyon materyalinden yapilan G bantlamada
sayisal ve yapisal anomali tespit edilmezken FISH analizinde Onceki gelisindeki
FISH te tespit edilen myc geni kayiplarinin ve der(8)’in azalarak devam ettigi tespit
edildi.

Olgu 3’te G-bantlama i¢in yeterli sayida ve kalitede metafaz elde edemedik.
Uygulanan FISH yonteminin sonucunda hem myc geninde kayip ve artig ayrica 9
hiicrede yeniden diizenlenmelerin meydana geldigini tespit ettik.

Olgu 16’da yapilan G bantlama sonucunda yapisal ve/veya sayisal anomaliye
rastlanmadi. FISH analizinde, genin distal ve proksimal delesyonu, myc geni artislari
gibi anomaliler tespit edildi. Ayrica bazi hiicrelerde c¢ok sayida ya da normal
sinyallerden daha kii¢iik boyutta sinyaller gozlendi. Bu sinyaller probun baglanarak
yalanci sinyal vermesine neden olabilecek artefaktlarin varhigi ya da sicaklik vb. dis
faktorlerle probun parcalanmasindan dogan teknik bir problemden kaynaklanabilecegi
diistiniildii. Teknik problemlerin olma olasilig1 dislandiginda bu sinyal paternleri bize
myc genini iceren amplifikasyonlarin varligini diistindiiriir. Fakat G-bantlamada boyle
ekstrakromozomal ya da intrakromozomal bir amplifikasyonu diisiindiirecek herhangi
bir sitogenetik bulguya rastlanmadi.

Olgu 22’de yapilan G bantlama sonucunda sadece monozomi 22 bulgusuna
rastland1. FISH analizinde 1se myc geninde kayip ve artislar, der(8), distal ve proksimal
delesyonlar gozlendi. 1 interfaz nuklesunda ise 12 adet fiizyon sinyaline rastlandi. Myc
amplifikasyonunu destekleyecek double minute gibi sitogenetik bulguya rastlanmamasi
ve ayrica gozlenen hiicrenin diger hiicrelerine gore oldukga biiyiik olmasi sebebiyle bu
bulgu bize 8 nolu kromozomun polizomisinin varligini diisiindiirdii.

Yaptigimiz G banthh analizde bir olguda 8q24°teki myc geninin karistigi
sitogenetik bulguya rastlanirken FISH analizi yapilan 33 materyalde myc geninde kayip
ve artis 31°’nde ise myc geninde kayip, artigla birlikte myc gen bolgesinin karistig
yeniden diizenlenmeler gozlenmektedir. G bantlama ise sadece 1 olguda bu anomaliye
rastlanmastir.

Kanser sitogenetiginin iki ana hedefi vardir. Bunlardan birincisi temel kanser

arastirmalarina yonelik olup, spesifik kromozom anomalilerinin tanimlanmasi, primer
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ve sekonder degisikliklerin ve Ozellikle kirik noktalarinin belirlenmesi, bu noktada
tiretimi degisen yada iiretimi kaybedilen genlerin tanimlanarak, timor gelisimindeki
biyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasina olanak saglamaktr. Ikincisi ise klinik
uygulamalardir. Belirli kanserlerde primer ve sekonder kromozom degisikliklerinin
bilinmesi, tanimin kesinlesmesinde, prognozda, tedavi protokoliiniin diizenlenmesinde,
minimal rezidiiel hastaligin takibinde biiylik 6nem kazanmaktadir. Akut lenfoblastik
losemide karyotip bulgulari, anlamli prognostik bilgi saglamakta ve sitogenetik
bulgularin degiskenligi bagimsiz olarak prognostik 6nem tasimaktadir ( 31, 70, 86, 99).

Inceleme yapilacak olan kemik iligi aspirasyon materyalinden yeterli sayida
metafaz elde etmek her zaman miimkiin olamamaktadir. Yeterli sayida metafaz elde
edilse bile klonal sayr ve yapr anomalilerini ayirabilecek kalitede metafaz bulmakta
sikinti yasanmaktadir. Bu durumda kromozomlarda meydana gelen sayisal ya da yapisal
anomaliler tespit edilememektedir. Bu problemleri asmak ve karmagik yapidaki
kromozomal anomalilerin belirlenmesi amaciyla konvansiyonel sitogenetik yontemlerin
yaninda molekiiler yontemler de uygulanmalidir. Bu molekiiler yontemlerin basinda
sitogenetik ve molekiiler yontemleri birlestiren FISH yontemi gelmektedir (35, 70, 97).

Losemilerde FISH uygulamalar1 hastaligin tanist ve takibinde ciddi bir dneme
sahiptir. Ozellikle de losemi tiplerine 6zgii kromozomal translokasyonlarin kantitatif
takibi acisindan sitogenetik ve RT-PCR tekniklerine bir alternatif olusturmaktadir.
Ayrica genetik degisikliklerin bire bir her hiicrede degerlendirilebilmesine olanak
sagladigindan minimal rezidiiel hastaligin takibinde de etkin rol oynamaktadir. FISH
tekniginin molekiiler tekniklerdeki ilerlemelere paralel olarak gelismesi ve genis bir
uygulama alan1 bulmasimin altinda yatan gercek, bu teknigin kolay uygulanabilir olmasi,
hizli sonug¢ alinmasi, duyarliligi ve giivenilirliginin yiiksek olmasidir (9, 20, 97).

Fakat FISH tekniginin yetersiz kaldig1 bazi1 durumlar vardir. Bu teknikle sadece
aranan anomaliyle ilgili bilgi sahibi olunabilir. Konvansiyonel sitogenetikle ise tiim
sayisal ve yapisal kromozomal anomaliler tespit edilmektedir.

Bu calismada yeterli sayida ve kaliteli metafaz bulmanin zorlugu bilinen ALL
olgularinda, konvansiyonel sitogenetik ve FISH yontemi ile ALL’ nin prognozunda
onemli rol oynayan myc geninin yeniden diizenlenmeleri incelendi. G bantlamada bir
materyalde myc genini iceren bulgu saptanmasina ragmen FISH ile 31 materyalde
yeniden diizenlenme meydana geldigi gozlendi. Interfaz FISH teknigi ile hizli ve daha

cok sayida hiicrede bu yeniden diizenlenmelerin incelenmesi tani, tedavinin planlanmasi
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ve minimal rezidiiel hastaligin takip edilmesinde etkili olacaktir. Elde ettigimiz
sonuglar; hem interfaz hem de metafazda inceleme olanagi sunan ve konvansiyonel
sitogenetik yontemlere gore daha hizli ve hassas sonuclara ulasmamizi saglayan FISH
yonteminin bulgularinin tanida, prognozda ve tedavi protokoliiniin belirlenmesinde yol

gosterici oldugunu kanitlamaktadir.
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