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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, normal hiicre gogalmasim kontrol eden mekanizmalardaki bozukluklardan
kaynaklanan genetik bir hastaliktir (21). Tim kanserlerin %3’iini olugturan losemiler,
kemik iligindeki hematopoetik hiicrelerin malign tiimorleridir. Losemilerin periferik doku
ya da kemik iligindeki tek bir hiicre igindeki genetik degisiklik sonucu ortaya ¢iktig
samlmaktadir. Sayisal ve yapisal kromozom anomalilerin pek gok losemi tipinde yaygin
oldugu goriliir. Losemi tipinin belirlenmesi ve hastalifin prognozunun anlagiimasinda da
kromozom anomalilerinin belirlenmesi énemlidir (51,63).

Ik kez 1903’te W.Turk tarafindan tammlanmis olan kronik lenfositik losemi
(KLL), olgun goriinimlii B lenfositlerin klonal gelisimleri sonucu periferik kan, kemik
ilii ve lenfoid dokularda ortaya ¢ikan neoplastik gogalmasidir (67, 89). KLL, programli
hiicre Slimiindeki (apoptoz) bozukluklardan kaynaklamr. Losemik hiicreler ivmesi artmis
bir hizda bolindiiklerinden dolayr degil de normalden ¢ok .daha uzun bir siire
yasadiklarindan dolay: akimile olurlar (12,72).

KLL, yetiskinlerde en sikk gorilen 16semidir . Heterojen seyirli bir hastaliktir.
‘Prognozun belirlenmesinde Rai ve Binet klinik evreleme sistemleri kullamlmaktadir.
Ancak bu sistemler prognozu belirlemede yetersiz kaldiindan prognoz gostergesi
olabilecek baska kriterlere ihtiyag duyulmaktadir (68).

KLL’nin patogenezi altinda yatan genomik aberasyonlarla ilgili bilgi halen
kisithidir. Bunun sebebi diisik mitotik aktiviteli tiimér hiicreleri ile kromozom bantlama ve
konvansiyonel sitogenetik caligmalarin zorlagsmasidir. Floresan in situ hibridizasyon
(FISH) yontemi ile genomik anomaliler, KLL hiicrelerinden metafaz kromozomu eldesine
gerek kalmadan ve boliinmeyen hiicrelerde, tek hiicre seviyesinde saptanébilir. FISH ile
KLL vakalarinin %80’inden fazlasinda aberasyon tespit edilmigtir (49, 71, 83). KLL ‘de en
yaygin genomik aberasyon tipi delesyonlardir. 13q14 ve 11q22-23 bantlart KLL’de en sik
rastlanan delesyon bolgeleridir. 13q14 delesyonunun varlig: iyi prognozun gostergesi iken ,
11q23 delesyonunun varlig: kétii bir prognostik deger olarak kabul edilmektedir.

Biz de ¢aliyjmamizda Tirkiye’de ilk defa KLL hasta grubunda 13ql4 ve 11¢23
bantlarin1 lokus spesifik problar kullanarak FISH yontemi ile delesyon agisindan
aragtirmay1 hedefledik. Interfaz FISH teknigini kullanara, 13q14 ve 11923 delesyonlarinin



anlamlihgim degerlendirmeyi ve laboratuar bulgulanimizi - klinik-biyolojik ozelliklerle

iliskilendirmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. KANSER

Kanser, normal hiicre gogalmasimi kontrol eden mekanizmalardaki bozukluklardan
kaynaklamir. Cok hticreli canlilarda proliferasyon, farklilagma ve tek bir hiicrenin canlilifim
surdiirmesi, organizmamn tiim ihtiyaglanm bir biitin olarak kargilamak iizere Ozenle
diizenlenmektedir. Bu diizenleme kanser hiicrelerinde kaybolmustur. Kontrolsiiz bir gekilde
‘buyiirler, bolinirler ve tiim wviicut igerisine yayilarak normal doku ve organlarn
fonksiyonlarina miidahale ederler (21). Kanser, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ve klonal
timor gelisimi ile karakterize bir hastabik siirecidir. Kanserde programli hiicre Slimi
(apoptoz) ve hiicre proliferasyonu arasindaki denge bozulmustur. Kanser; hiicre
¢ogalmasinin agin1 artigi, apoptozun baskilanmasi ya da bu ikisinin birlikte goériilmesi ile
atipik hiicrelerin anormal arti;i ve birikimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Gerek tek bir
bireyde sporadik olarak ortaya giksin, gerekse bir ailenin bireylerinde kalitsal bir 6zellik
olarak goriilsiin, kanser genetik bir hastahktir (62).

Kanserlesme siirecinin baglamasina pek ¢ok farkli gendeki bozukluk dahil
olmaktadir. Bu genler, hiicre proliferasyonu sinyal yolaklarindaki proteinleri, kontakt
inhibisyonun devamlihigina katilan  hiicre iskeleti bilegenlerini, mitotik déngiiniin
duzenleyicilerini, programli hiicre 6limii mekaniginin bilegenlerini ve mutasyonlarin
saptanmasi ve tamirinden sorumlu proteinleri kodlamaktadirlar (62).

Kansere sebep olan farkli mutasyon tipleri vardir. Bu mutasyonlar, bir proto-
onkogenin bir alleline fonksiyon kazandiran mutasyonlar, bir tiimér supresor genin tek bir
allelinin dominant negatif mutasyonu veya her iki allelinin fonksiyon kayb1 mutasyonlari
ve kromozomal anomalilerdir. Tumérlerin ¢ogu translokasyonlar, delesyonlar ve
inversiyonlar gibi kromozomal yeniden diizenlemelere sahiptirler (60, 62) .

Malign timorler, tiimérin koken aldifi dokunun embriyonik orjinine. gore
simflandinilirlar. Karsinomlar, deri veya ig¢ organlann veya glandlarin epitelyal sinirlar
gibi endodermal ya da ektodermal dokulardan kaynaklamrlar ve kanserlerin %85’ini
olustururlar. %2’lik bir siklikla gorilen sarkomlar ise kemik, yag ve kikirdak gibi
mezodermal dokulardan koken alirlar. Losemiler (%3) ve lenfomalar (%5) ise kemik



iligindeki hematopoetik huicrelerin malign tiimérleridir. Losemiler  tek hiicre halinde
gogalirken, lenfomalar tiimor kitleleri seklinde biyiime egilimindedirler (51).

2.1.1. HEMATOLOJIK MALIGNITELER: LENFOMALAR VE
LOSEMILER

Immun sistemin timorleri lenfomalar veya losemiler olarak simiflandirilirlar.
Lenfomalar kemik iligi, lenf digiimleri veya timus gibi bir lenfoid dokunun igerisinde
solid timorler olarak gogalirlar ve Hodgkin hastalifn ve non-Hogdkin lenfomalan igerirler.
Losemiler ise tek hiicre halinde ¢ogalma egiliminde olup, kanda I6kosit sayisinin artisiyla

belirlenirler. Losemi lenfoid veya myeloid soylarda geligebilir (51).

Losemiler gegmiste, hastalifin klinik progresyonuna gore akut ya da kronik olarak
simflandinlmiglardir. Akut losemiler aniden ortaya c¢ikar ve hizla ilerlerken, kronik
16semiler daba az agresif olup hafif semptomatik bir hastalik olarak yavag gelisim gosterir.
Bu klinik farklilik tedavi edilmemis hastalara 6zgiidiir. Bugiinkii tedavilerle akut 16semiler
gogunlukla iyi bir prognoza sahip olmakta ve tam remisyon siklikla basarilabilmektedir.
Akut ve kronik l6semiler arasinda bugiin artik en temel fark olaya dahil olan hiicrenin
olgunlugudur. Kronik I6semiler olgun hiicrelerde ortaya gikarken, akut 16semiler daha az
olgun hiicrelerde ortaya g¢ikarlar. Akut 16semiler akut lenfositik 16semi (ALL) ve akut
myeloid losemi (AML)’yi igerir; bu hastaliklar her yagta geligebilir ve hizli sekilde ortaya
¢ikarlar. Kronik lésemiler ise kromik lenfositik l6semi (KLL) ve kronik myeloid
lsemiyi i¢erir (KML) ve bu hastaliklar yavas gelisim gosterip yetigkinlerde goriiliir (51).

Losemik hiicreler, normal hematopoetik progenitor hiicrelerden ayirt edilebilir. Bu
ayinm  hiicrelerin morfolojik ve sitokimyasal 6zelliklerine karyotipik veya genetik
anomalilerine, antijen - reseptdr genlerinin yeniden diizenlenmelerine gére ve immuno-
fenotiplemeyle yapilabilir. Losemi ve lenfomanin periferik lenfoid doku ya da kemik
iligindeki tek bir hiicre i¢indeki genetik degisiklik sonucu ortaya ¢iktigi samlmaktadir (63).



Sayisal ve yapisal kromozomal anomaliler pek ¢ok B ve T hicreli losemi ve
lenfomada yaygindir. Losemi tipinin dogru olarak belirlenmesi ve hastahn prognozunun

anlagiimasinda kromozomlardaki bu diizensizliklerin belirlenmesi 6nem tagimaktadr.

2.1.2. INSAN KROMOZOM YAPISI VE ANOMALILERI

Somatik hiicreler niikleuslarinda 46 kromozom tagimaktadir ve bunlara ‘diploid’
denilmektedir. Yumurta ve sperm 23 kromozomlu olup ‘haploid’dir. Kromozomlar,
karyotipte birer ¢ift olusturarak ve 1’den 22’ye kadar boylan giderek kisalan bir sekilde
siralanmiglardir. Diside ‘XX’ ve erkekte ‘XY’ seklinde iki adet cinsiyet kromozomu
mevcuttur. Her bir kromozomun bir kisa kolu ‘p’ (petit = kisa) bir de uzun kol ‘q’ (quee =
kuyruk) vardir. Kromozomlarin boyanmas: sonucu her bir kolda sentromerden disa dogru

baz1 bolgeler gozlenir ki bu bolgelere ‘bant’ ad verilir (Sekil 1).

Sekil 1: Kromozom yapisi



Insanda kromozomal anomaliler iki ana gruba aynlir:

1. Sayisal kromozom anomalileri
Normal insan kromozom sayisi olan 46 herhangi bir sekilde degisirse sayisal
kromozom anomalileri ortaya ¢ikar. Hiicrelerdeki kromozom sayisi o organizma igin
normal olan haploid (n) saymin tam katlar halinde artmigsa buna dploidi denir. Normal
somatik hiicrelerin diploid (2n) 6zelligine ek olarak triploidi (3n) ve tetraploidi de (4n)
bildirilmisﬁr. Hem triploidi hem de tetraploidi 6limciildiir (62).

Haploid saymin katlan halinde olmayan artma ve eksilmeler ise andploidi olarak
adlandirilir. Anoploid hastalarda ya trizomi ya da daha az siklikla monozomi goriiliir. Hem

trizominin hem de monozominin ciddi fenotipik sonuglan olabilir (62).

2. Yapssal krom&zom anomalileri
e Translokasyon (Yer degistirme)
¢ Delesyon (Eksilme)
e Duplikasyon (Artma)
e Inversiyon (Ters donme)
o Insersiyon (Katilma)
e Halka kromozom

e Izokromozom

Yapisal degisiklikler, hiicre dongiisiiniin S fazi esnasinda gergeklesir ve DNA
replikasyonu stiresince DNA molekiillerinin yanlig tamirini ve hatalarin yanlis diizeltimini

igerir. X iginlar1 veya kimyasallar gibi ¢evresel ajanlar da kromozom kiriklanni uyarnr.

Translokasyon , kromozomlarn bir tanesinden kopan bir parganin diger
kromozomda kirilan yere giderek yapigmasi olayidir. Homolog olan ya da olmayan
kromozomlarda kopan pargalanin kargilikh olarak yer degistirmesine karsithikh
(resiprokal) translokasyon denir. Bu tip translokasyonda iki kromozom arasinda dengeli
degis tokus (dengeli translokasyon) soz konusu olup, hicbir genetik materyal

kaybolmamaktadir. Robertsonian tipi translokasyon ise iki akrosentrik kromozomun



sentromerinde ya da yakiminda fiizyon (kaynagma) olmasi ile gergeklesir. Insan Sitogenetik
Nomenklatiirit Uluslararas1 Sistemi’ne (International System for Human Cytogenetics
Nomenclature- ISCN) gore translokasyon ‘t’ harfi ile ifade edilir: Orn; t (9;22) gibi.

Delesyon, kromozomlarin parga kaybetmesi olayidir. Kromozomun bir kolunun
ucundan kromozomal materyal kaybina sebep olan delesyonlara terminal delesyon denir.
Buna en iyi Ornek ‘kedi miyavlamasi’ hastalifinda 5. kromozomun kisa kolunun
silinmesidir. Kromozomal materyal kayb: bir kromozom kolunun iginde gergeklesiyorsa
buna intertisyel delesyon ad1 verilir. Iki homolog kromozomdan sadece birinin delesyonlu
olmasina heterozigot (veya hemizigot) delesyon denir. Homolog kromozomlarin her
ikisinin de ayn1 bélge igin delesyonlu olmasima ise homozigot delesyon denir. ISCN’ye
gore delesyon ‘del’ kisaltmasi veya © - ? igareti ile ifade edilir. Orn., del (13) (q14) veya
(5p-) gibi.

Homolog veya homolog olmayan kromozomlardan bir tanesinde iki yerde,
digerinde bir. yerde kirilma ve kopma olugtuktan sonra , iki yerde kopma ile aradan ¢ikan
par¢a tek yerden kopanmin yerine giderek kaynagirsa duplikasyon denilen olay meydana
gelir. Duplikasyon ‘dup’ kisaltmas: ile ifade edilir. ’

Bir kromozomun iki yerinde kopma olugur ve kopan parga ayni yere kendi ekseni
etrafinda 180° donerek tekrar yapisirsa buna inversiyon denir ve ‘inv’ kisaltmasi ile

gosterilir. Orn., inv (9) (p13q22.3) gibi.

Kromozom materyali bir kromozom koluna ekleniyorsa buna insersiyon denir.

ISCN’ye gore insersiyon ¢ ins * kisaltmas: ile gosterilir.

Bir kromozomda kirilma ve kopma olduktan sonra, kopmamn gergeklestigi uclar
birbirleri ile birlesirse halka (ring) bigiminde bir kromozom yapisi olugur ve ‘r’ ile
gosterilir. Om., 46,X,r (X) gibi ‘

Bir kromozomda boliinme yanlig eksen boyunca olursa ortaya ¢ikan kromozom bir
koldan iki kopya igerir ve diger kol kayiptir. Béyle kromozomlara izokromozomlar denir
ve ‘1’ ile gosterilir. Om., 46,X,i (Xq) gibi (3, 62, 69, 87).



2.2 KRONIK LENFOSITIK LOSEMI

Kronik lenfositik 16semi (KLL) olgun goriinimli B lenfositlerin klonal geligimleri
sonucu periferik kan, kemik ilifi ve lenfoid dokularda birikmesidir (67). Bu birikim
proliferasyonun artmasinin  degil de lenfositlerin uzamig yasam stirelerinin bir sonucudur
(4, 12). Hastalik ilk defa 1903°de W. Turk tarafindan tammlanmugtir (89) .

2.2.1. EPIDEMIYOLOJi

KLL, tim losemiler arasinda yaklagik %25-30’luk bir oranla bati yarim kiirede
goriilen en yaygin 16semi tipidir (80, 38). KLL, 70 yastan biyiik kigilerde 100.000°de
20’den biiyiik insidans ile ileri yagin bir hastah@idir. Tamda ortalama yag 55’tir. KLL’nin
insidans1, erkek/kadin oram yaklagik 1.7/1 olarak, erkekler arasinda daha yiiksektir. KLL,
Japonya, Cin ve diger Asya iilkelerinde nadirdir (30, 73).

2.2.2. ETYOLOJI VE PATOGENEZ

KLL’nin etyolojisi halen bilinmemektedir. Sonradan kazamlan bir hastaliktir.
Radyasyona, kimyasallara veya alkilleyici ajanlara maruz kalmamn hastaliga neden olan bir
etkisi bulunmamigtir. DNA ve retroviriislere bagli infeksiyonlar ile birlikte olan vakalar
bildirilmis fakat sonraki ¢aligmalarda bir neden sonug iligkisi bulunamamugtir (41).

KLL’de l6semik hiicrelerin proliferasyon hzlarinda herhangi bir artig olmaksizin
progresif birikimleri s6z konusudur. KLL’deki lenfositler uzamig yasam siirelerine
sahiptirler (12, 29). Son galigmalar KLL’nin programlanmig hiicre 6liimii veya apoptoz
yolaklarindaki hatalardan kaynaklanan insan kanserlerinin klasik bir érnegi oldugu
yoniindedir (12,72).

Bcl-2 (B cell leukemia/lymphoma-2 protein) ailesinden proteinlerin  apoptozda
anahtar diizenleyici olarak iglev gordiigii bilinmektedir. Bel-2 apoptozu bloke eder. KLL’li
hastalarin 16semi hiicrelerinin % 90’indan fazlasinda Bcl-2 ailesi proteinlerinin  agin
ekspresyonu  s6z konusudur. Ayrica BAX (Bcl-2 associated X protein) ve BAK(Bcl-2
antagonist/killer protein 1 (apoptozu indiiklerler), BCL-2 (anti -apoptotik), BAD (Bcl-2



associated death protein), BIK (Bcl-2 interacting killer protein) ve HRK (harakiri) (anti-
apoptotik inhibitorler) gibi temel pro- ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin
oramndaki dengesizlik de KLL’mn davramst ve tedaviye cevabinda &nemli rol
oynamaktadir (12,16).

p53 tiimér baskilayici gendeki mutasyonlarin ve sikline bagh kinaz inhibitéri
p27°nin ekspresyon seviyelerindeki artigin da hastaligin ilerleyisi ve kotii prognoz ile
iliskisi oldugu gosterilmigtir. Tedaviye kotii cevabin p53 mutasyonu ile iligkili oldugu
bildirilmistir (22, 90). |

KLL hastalarinin birinci derece akrabalarinda; KLL, diger B-hiicreli neoplaziler ve
otoimmun hastaliklarin insidansi, toplumdaki diger bireylere gore yiiksek bulunmustur. Bu
hastalar ile otoimmun hastalii varolan akrabalarmin HLA (“human leucocyte antigen”-
insan 16kosit antijeni) haplotip incelemesi benzerlik gostermektedir. KLL’de lenfositlerin
coguntugu CD5(+) B lenfositleri oldugundan bu hiicrelerin otoimmuniteden sorumlu
olabilecegi diisiiniilmektedir (15). Bu nedenle MHC (“major histokompatibility complex” -
biiyiik doku uygunluk kompleksi) incelemeleri yapilmugtir, fakat normal popiilasyondan
farkli bir HL.A haplotipi saptanmamigtir (61). |

2.2.3. BUYUME VE FARKLILASMA

KLL’deki l6semik hiicreler Go evresinde  duraklamigtir (30). B-hicre
farklilasmasinin geg evrelerinde duran KLL hiicreleri in vitro ortamda hastalifin
fizyopatolojisinin en azindan bazi yénlerini agiklayan belirgin ozellikler gosterirler.

Kaultiire edilen KLL hiicreleri ortamda sitokinler ve mitojenler olmadig: takdirde
apoptoz ile hizla &liirler. KLL hiicrelerinin kiltiir esnasinda bcl-2 proteinini kaybettikleri
gésterilmisfir. Kiiltiire IL-4 veya IFN- y eklenmesi apoptozla hiicre 6liimiinii inhibe eder.
IL-4 ile muamele edilen KLL hiicrelerinde bcl-2 protein ekspresyonunun aritigi
gozlenmigtir (47, 52). KLL hiicreleri, B-hiicre mitojenleri veya forbol esteri TPA
(tetradecanoylphorbol acetate) varliginda kiiltire edildiginde, plazmasitoid farkhilasma

kapasitesindedir. Bu da bu hiicrelerin B-hiicre farklilagmasi yolaginda ara bir evrede
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‘donup’ kalmadig fikrini 6nermektedir. KLL hiicrelerinin farklilagmalarinin uyarimm stireci
karmagiktir. Bu siire¢ sitokin iireten, non-neoplastik T hiicreler de dahil omak tizere in
vitro sartlarda farkhlagmaya giren normal B hiicreleri i¢in gerekli olan tiim ko-situmulator
etmenlere gereksinim duyar (73).

2.2.4. LENFOSITLERIN IMMUNOFENOTIPiIiK PROFILLERI

B Hiicreleri

Normal T hiicre / B hiicre oram KLL’de tersine dénmiigtir. KLL’de tiim
lenfositlerin yaklagik %90’ B hiicreleri olugturur. KLL B hiicrelerinde yiizey Ig sentezi
azalmuigtir. IgM en sik rastlamlan immunoglobulindir. Tek bagina veya IgD ile birlikte
olabilir . x veya A hafif zincirlerinden yalnizca birini tagirlar. Bu hiicreler fare eritrositleri
ile rozet olustururlar. Birkag vakada intrasitoplazmik immunoglobulinler de saptanmustur.
Bazi1 B hiicrelerinin Fc fragmanlan, IgG ve kompleman (C3d) i¢in reseptorleri vardir.
Monoklonal antikorlar kullanilarak KLL’deki B hiicrelerinin bir pan-T hiicre antikoru olan
Leu (CD5) ile pozitif boyamirken ayn1 zamanda B1 (CD20), B4 (CD19), CD23 (aktivasyon
markeri, diistik afiniteli Fc reseptorii) ve BA1 (CD24) B-hiicre monoklonal antikorlarimn
en azindan biri ile de pozitif boyandiklar: gésterilmistir. Bu hiicreler biiyiik doku uygunluk
kompleksi sinif II antijenlerinden HLA-DR’yi eksprese ederler. CD25 (IL-2 reseptoril) ve
CD 1lc (B: integrin) ve ylizey adezyon molekiilleri CD54, CD58 ve L-elektin
ekspresyonunda kayda defer bir heterojenite vardir. Bu fenotipik ifadenin genel
degerlendirmesi, KLL hiicrelerinin B- hiicre farklilagmas: yolaginin ara bir evresinde

durmus olan nispeten olgun hiicreler oldugu yoniindedir (73).

Normal B lenfositlerin kiigitkk bir alt kiimesinin CD5+ olduklari bilinmektedir. Bu
normal CD5+ B-hiicre alt topluluunun KLL’de prolifere olan ve biriken grup olup
olmadigi bilinmemektedir. Ancak bilinmektedir ki CD5 KLL vakalanmin % 95’inde
mevcuttur (15).

Losemik B hiicreleri antijenik uyariya cevap veremediginden hastalarda

hipogamaglobulinemi vardir. Ancak bu hastalarin yaklagik %15’inde eritrositlere karg1
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antikorlar mevcuttur ve bu nedenle de hemolitik anemi gorilir. Ilging olarak B
hiicrelerinin CD5+ bu alt grubu, lupus eritromatozus gibi baz1 hastaliklarda ortaya ¢ikan
oto-antikorlarin kaynag olarak gosterilmektedir (15).

Antijene immun cevapta kritik bir adim da aktive T hiicreleri tarafindan iiretilen
CD40 ligandin (CD40L veya CD154) ekspresyonudur. Losemik KLL lenfositlerin
etkisiyle T lenfositlerinde bu ligandin miktanindaki diigiklik ciddi immun yetmezlik
durumlarina yol agar. Fonksiyonel bir CD40 ligandi KLL hiicrelerine transfer ederek
otolog 16semik hiicrelere kargi sitotoksik T lenfosit olusturmayr kapsayan gen terapisi
¢aligmalar1 devam etmektedir (48).

T hiicreleri ve Dogal Oldiiriicii Hiicreler

KLIL’de kemik iligi ve lenf nodlarindaki yardimer T hiicre sayis1 artmagtir. KLL de
CD4 / CD8 T hiicre oram azalmigitr. Dogal oldiiriicii (natural killer-NK) hiicreler genelde
azalmigtir (73)

2.2.5. KLINIiK OZELLIKLER

Hastahfin baslangici  genellikle sinsidir ve baglangic bulgulani asemptomatik
lenfadenopati olabilir. Semptomatik hastamin genellikle 6zgiil olmayan yakinmalari vardir;
halsizlik, kilo kayba, egzersizdé dispne ve biyiiyen dalaktan dolay: karinda dolgunluk hissi.
Tamda yaygin lenfadenopati, orta derecede biiyiimiig karaciger ve dalak olagan bulgular
arasinda yer alir. Hastalik ilerledikge solukluk ve petesi goriilebilir. Hipogamaglobulinemi
nedeniyle bakteriyel enfeksiyona yatkinlik s6zkonusu olabilir. Bakteriyel, viral ve fungal
enfeksiyonlar ilerleyen KLL nin belirtilerindendir (3).

Tam igin birgok kriter geligtirilmigtir. 1988’de “Ulusal Kanser Ensititiisii
sponsorlugundaki Caligma Grubu (“National Cancer Institute-sponsored Working Group” -
NCI-WG) ve “ Uluslararas: Kronik Lenfositik Lésemi Semineri (“International Workshop
on Chronic Lymphocytic Leukemia” - IWCLL) tarafindan tam kriterleri, evreleme ve
tedavi yontemleri ortaya konmugtur (19).
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IWCLL tam kriterleri; lenfosit sayisinin > 10x 10°/ mm® olmasi, kemik iligi biyopsi
incelemesinde hiicrelerin % 30’undan fazlasini lenfositlerin olugturmas: ve CD5 pozitif B-
lenfositlerin tipik fenotipik 6zelliklerinin saptanmasidir. Kandaki lenfosit sayis1 10x 10/
mm® 'den fazla ise diger iki kriterden birinin varlif1 veya lenfosit say1s1 10x 10°/ mm® *den

az ise diger iki kriterin de pozitif olmasi tam i¢in gerekli goriilmiistiir (19)

NCI-WG tam kriterleri; lenfosit sayisinin > 5 x 10%/ mm® olmasi ve CD5 pozitifligi
ile birlikte en az bir B lenfosit yiizey antijeninin pozitif bulunmas:1 (CD19, CD20, CD23),
prolenfosit sayisinin %55’den az olmasi ve kemik iligi infiltrasyonunun %30°dan fazla
bulunmasidir (19).

KLL, prolenfositik 16semiye ya da Richter sendromuna, nadiren de akut lenfositik

16semiye transforme olabilir (8).

2.2.6.KLIiNIK EVRELENDIRME

KLL heterojen seyirli bir hastaliktir. Cogunda yavag seyir gozlenir. Fakat hastalarin
bir kisminda hizli seyir ve buna bagli kétii prognoz goézlenirken bazi hastalarda da
transformasyon gortlir. Bu nedenle bu hastalifin seyrinin erken evrelerde tahmin
edilebilmesi tedavinin belirlenmesi agisindan ¢ok énemlidir. Bu amagla klinik evrelendirme
sistemleri gelistirilmis ve uzun siireden beri yapilan ¢aligmalar sonucu prognostik degeri

olan biyolojik parametreler bulunmugtur (30).

Rai ve Binet sistemleri KLL’de en yaygin kullamlan evrelendirme sistemleridir.
Ancak her iki sistem de erken evrelerdeki hastailgln ilerleyip ilerlemeyecegini yeterince
tamimlayamamaktadir. Bu sebeplerden dolay: klinisyenler genelde her iki evreyi beraber
kullanmaktadirlar (9, 74). Bunlarin haricinde alternatif evrelendirmeler de geligirilmisgtir.

Rai ve Binet evrelendirme kriterleri Tablo 1’de gosterilmektedir.
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Tablo 1: Rai ve Binet Evrelendrime sistemleri

Evreleme Evre Klinik-hematolojik Ortalama

sagkalim
sistemi ozellikler . (yn)
Rai 0 Lenfositoz >10
I Lenfositoz + lenfadenomegali 7
I Lenfositoz + splenomegali 7
I Lenfositoz + anemi (Hb < 11 g/dl) 1.5

v Lenfositoz + trombositopeni
(trombosit < 100.000/mm?3 )

Binet A Lenfoid alan* <3 > 10
B Lenfoid alan >3 5
C Anemi (Hb < 11g/dl) ve/veya 2
Trombositopeni (trombosit <
100.000/mm3 )

* Tek veya iki tarafli servikal ,aksiller ve inguinal bolgeler, dalak ve karaciger lenfoid alanlardir.

2.2.7. PROGNOSTIK FAKTORLER

Tedavi stratejisinin belirlenmesinde Rai ve Binet klinik evrelendirme sistemlerinin
yamsira birtakim laboratuar parametrelerinin de prognoz gostergesi olabilecegi One
surilmiigtiir. Lenfosit katlanma zamam (LKZ), B, — mikroglobulin, solubl CD23 ve laktat
dehidrogenaz enzim (LDH) miktari, kemik iligi infiltrasyon sekli ve kromozomal

anomaliler yardimci prognositik faktorler arasinda sayilabilir (18, 29, 30, 75).

Lenfosit katlanma zamam (LKZ): Tedavi almayan hastalarda kandaki lenfosit sayisinin

iki katina ¢iktig1 siire lenfosit katlanma zamam olarak adlandirilir. XKLL hastalarinda
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lenfosit katlanma zamaninin <12 ay olmasi durumunda kéti prognozdan , > 12 ay olmasi

durumunda ise iyi prognozdan soz edilir (30, 58).

Kemik iligi histopatolojisi: Kemik iliginin KLL hiicrelerince infiltrasyonu diffiiz veya
non-diffiz olmak tzere ikiye ayrilir. Non-diffiiz infiltrasyon nodiiler, intertisyel veya
mikst tiplerde olabilir (71). Diffiiz tutulum paterni kétii prognoz gostergesidir (30, 75).
Losemik hiicre fenotipi : Atipik morfoloji kétii klinik gidisat ile iligkilidir. Eger losemik
hiicrelerin %55’sinden fazlasi prolenfositik morfolojiye sahipse hastalik prolenfositik
lésemiye ilerlemistir. fleri evre ile iliskili bir diger durum da dusik veya eser miktarda
CD11a ve Cd18 ekspresyonudur (8).

CD38 ekspresyonu: Son donemlerde yapilan ¢ahgmalarda CD38 aktivasyon belirtecinin
prognostik énemi Gizerinde durulmaktadir. Bu ¢aligmlar KLL’yi CD38 ekspresyonu < %30
(CD38) ve > %30 (CD38") olarak iki gruba ayirmaktadir. CD38 pozitifligi kétii prognoz
ile iligkili bulunurken, CD38 negatifliginin iyi prognoz ile iligkili oldugu diigiiniilmektedir
(20, 40, 65).

Sitogenetik: Anormal karyotipe sahip hastalarda sagkalim normal karyotiplilere gére daha
kisadir (29, 44, 46). Trizomi 12°1i hastalarda prolenfosit sayisinda artig vardir ve hastahk
progresyonu hizli seyreder (59, 66). 11q22-23 delesyonlu (6zellikle geng) hastalarda,
hastaligin  progresif oldugu ve sagkalim siiresinin kisaldifi gosterilmigtir (33). 17p
delesyonu ve p53 geni mutasyonu veya delesyonu oldugunda hastalik tedaviye direnglidir
(11, 31, 78). Tum bunlar kétii prognoz nédenleridir. 13. kromozomun uzun kolundaki
delesyonlar KLL’li hastalarda iyi prognozun belirtisidir (42).

Beta-2-mikroglobulin: Birgok lenfoproliferatif hastalikta oldugu gibi KLL’de de B-2-
mikroglobulin diizeyleri yiiksektir ( >2300 ng/ml ). Hastalik aktivitesi ve tumor yiki ile
dogru orantil1 artig gosterir (28).

Telomeraz aktivitesi: Ortalama telomer boylann ve telomeraz aktiviteleri KLL’de
sagkalim ile iligkili bulunmugtur. Ortalama telomer boyu telomeraz aktivitesi ile ters

orantihdir. 6 kb’den daba kisa telomer uzunluguna sahip l6semik hiicrelerde telomeraz

aktivitesi yiiksek iken, 6 kb’den daha biiyiik telomer uzunluguna sahip olan bireylerde
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telomeraz aktivitesi diigilk bulunmustur. Yiiksek telomeraz aktivitesine sahip losemik
hiicreleri olan hastalarda ortalama sagkalim 16semi hiicrelerinin telomeraz aktivitesi disiik
olanlara gore belirgin olarak daha kisadir (8).

IgV gen mutasyon durumu: KLL hiicreleri mutasyon oram < %2 (mutasyonsuz) veya
>%2 (mutasyonlu) olan V genleri eksprése ederler. Mutasyonsuz grupta mutasyonlu gruba
gore hastalik daha agresif olup sagkalim da daha kisadir (40, 65, 20).

2.2.8. TEDAVI

KLL tams: konulduktan sonra , hastalifin nasil takip edilecegi, hangi durumlarda
ne tir tedavi uygulanmasi gerektigi ¢ok o6nemlidir. Bu amagla klinik ve biyolojik
parametreler kullamlabilir. Hastalik aktivitesi diigiik olgularda (Rai evre ve/veya Binet A ,
kemik iligi tutulumu diffiiz olmayan , anemi veya trombositopeni olmayan, lenfosit sayis1 <
30 X 10° / L olan ve LKZ > 12 ay olan hastalar) hastalik progresyonu gozlenene kadar
tedavisiz takip edilir. Erken evre hastalarda yapilan galigmalarda, tedavi verilmesinin boyle
hastalarda sagkalim siiresini uzatmadig gosterilmigtir (77).

Tedavide; alkilleyici ajanlar, kortikosteroidler, fludarabine, 2 klorodeoksiadenozin,
pentostatin  (2-deoksikoformisin), interferon—alfa, yikksek doz immunoglobulin,
kombinasyon tedavileri ve radyoterapi kullantimaktadir. Otoimmun hemolitik anemi
ve/veya trombositopeni  gelistifinde splenektomi uygulanabilir. Kemik iligi

transplantasyonu geng olgularda uygulanabilir (8, 30).

Gen Tedavisi: KLL’de gen tedavisinin amaci KLL fenotipini degistirmek olacaktir.
Boylece KLL hiicreleri sunulan antijenlere cevap verecek olan T hiicrelerini uyarabilecek
kapasitede olacaktir. CD40 ve ligandimn (CD40L veya CD154) aktive T hiicreleri
tizerindeki ekspresyonu B-hiicre aktivasyonu, sagkalimi ve farklilagmasinda anahtar rol

oynar (48).
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2.3. KRONIK LENFOSITIiK LOSEMIDE GENOMIK
ABERASYONLAR

KLL, yetigskinlerde en sik gériilen 16semidir. Yiiksek insidansina karsilik, KLL nin
patogenezi altinda yatan genomik aberasyonlarla ilgili bilgi halen kisithidir. Bunun sebebi
esasen timor hiicrelerinin digiik mitotik aktivitesi nedeniyle kromozom bantlama ile
konvansiyonel sitogenetik galigmalarin giiglesmesidir. Ote yandan Southern blot analizi
veya polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gibi molekiiler genetik teknikler de KLL’de
etkilenen yalnizca birkag bolge igin aday genlerin biliniyor olmas:1 gergeSinden dolay1
sirlidir. Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi ile genomik anomaliler KLL
hiicrelerinden metafaz kromozomu eldesine gerek kalmadan, bolinmeyen hiicrelerde, tek
hiicre seviyesinde saptanabilir. Genom ¢apindaki kiitiiphanelerden elde edilen DNA
problan ile genomik bolgeler 6nceki aday genin tamimlanmasma gerek kalmadan
belirlenebilir. Bugiin artik hastalia 6zgii prob seti kullamlarak FISH ile KLL vakalarinin
%80’inden fazlasinda aberasyonlar tespit edilebilmektedir (49, 71, 83).

2.3.1. KLL’NIN GENETIiK ANALIZi iCiN TEKNiK YAKLASIMLAR
2.3.1.1. Konvansiyonel Kromozom Bantlama Analizi

KLL’deki anomaliler ilk olarak kisa donem in vitro kiiltiirlerin konvansiyonel
metafaz kromozom analizi ile caligtlmigtir. Bu ilk ¢aligmalardaki énemli bir problem
metafaz eldesinin azlhigidir ve 1970’lerin sonuna kadar KLL igin karakteristik bir
kromozom anomalisi gosterilmemigtir (57). 1980°lerde kullamlmaya baglanan TPA,
lipopolisakkarid, pokeweed mitojen, anti-insan IgM, B-hiicre biiyiime faktorii ve anti-CD40
antikorlar1 gibi B-hiicre mitojenlerinin kullanilmasi  B-hiicrelerinin in vitro ortamda
boliinmelerine olanak vermis ve kromozom aberasyonlarinin tanimlanmasim saglamigtir.
Ancak bundan sonra da siklikla sadece klonal anomalileri olmayan metafaz yaymalan elde
edilmistir (36). Immunofenotipleme ve karyotiplemeyi birlestiren bir galigmada B-hiicre
mitojenleri kullamlmasina ragmen KLL orneklerinden elde edilen normal metafaz
yaymalarin ¢ogunlukla 16semik olmayan T hiicrelerinden koken aldigi gorilmiistiir (1).
Geligmis hiicre kiiltiir tekniklerine ragmen, 1990’larin baginda kromozomal anomaliler
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KLL vakalarimn yalmzca %40-50’sinde saptanabilmekteydi. Ayrica aberasyonlarin
gosterilmesi ve ozelliklerinin belirlenmesi kotii kromozom kalitesi nedeniyle ¢ogu zaman
engellenmigtir (45).

Kromozom bantlama teknikleri ile KLL’de ilk gosterilen anomali trizomi 12
olmugtur. Daha sonra 1980’lerde 13 kromozomun uzun kolu kapsaminda, g¢ogunlukla
delesyonlar, nadiren translokasyonlar geklinde ql4 band: ile ilgili yapisal anomaliler
saptanmugtir. Farkli sikliklarda tanimlanan diger kromozom anomalileri 6q, 11q ve 17p’nin
delesyonlan, kismi veya total trizomi 3 ve 14q32 bandim igeren translokasyonlardir.
Giiniimiizde artik 14q32 anomalisinin t(11;14)(q13;q32)’nin bir sonucu oldugu
bilinmektedir (45).

2.3.1.2. Floresan In situ Hibridizasyon Yontemi (FISH)

FISH, niikleik asit problannin sitolojik hiicresel veya kromozom preparatlan
tizerinde denatiire edilmig olan DNA veya RNA ile hibridizasyonuna dayal: bir tekniktir.
Hﬁcresél ya da kromozomal bolgenin goriiniir hale gelmesi ancak spesifik olan problarin
kullammi ile miimkiin olabilir. Bu nedenle hibridizasyonun giivenilir ve duyarh olabilmesi

i¢in in situ hibridizasyon yénteminde prob segimi 6nemli bir agamadir (43).

Sitogenetik alanda kullanilabilecek 4 farkli prob gesidi bulunmaktadr.
1- Satellit problar
Primat kromozomlarin sentromerik bolgesi olarak tekrarlayan uzun DNA
sekanslarindan olusur. a - satellit problar anoploid tanisinda, tiim kol ve Robertsonian tipi
translokasyonlarinda sentromer degerlendirilmelerinde ve “marker” ve “halka” kromozom

orijinlerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir

2- Lokusa ozgii problar
15-500 kbp (kilo base-pair- kilo baz ¢ifti) arasinda degisirler. Klonlanmig genlere
ozgi dizileri igeren bu problar ile genellikle ilgili kromozomlarin sayisal diizensizliklerinin

belirlenmesi miimkin olup, yapisal diizensizlikler ve mikrodelesyonlarin da tamsi
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yapilabilmektedir. Plazmid, faj, YAC (“yeast artificial chromosome”- maya yapay
kromozomu), kosmid klonlarn ile oligoniikleotidler lokusa 6zgii problardir.
3- Tiim kromozom boyama problar::

Kromozom boyunca degisik bolgelere 6zgiit DNA dizisi igeren prob karigimlannin
kullamlmas: halinde, o dizilere 6zgi olan kromozomlar da timii ile boyanirlar.
Translokasyonlarin belirlenmesinde kullanilan bu tip problar aym1 zamanda marker ve
halka kromozom incelemelerinde de kullamlmaktadirlar.

4- Banda dzgii problar:

Ozellikle dengesiz translokasyonlarda ve terminal delesyonlarnin saptanmasinda
kullantlirlar.

FISH yonteminin sitogenetik alanda yaygin olarak kullanimasinin sebebi;

e Belirli bir DNA dizisinin her hiicrede kag¢ kopya halinde bulundugunu belirlemesi,
e Farkli fluorokromlarin birlikte ve degisik oranlarda kullamilmast ile aym anda bir
hiicrede kompleks translokasyon anomalilerini saptayabilmesi,
e Lokusa 6zgl prob kullammu ile, lokuslar1 igeren delesyon, insersiyon, duplikasyon
ve inversiyon gibi diger yapisal anomalileri saptayabilmesi,
o Interfaz nukleuslarda da kromozom analizi yapma olanaklarin1 sunmasidir.
Kanser Genetigi ve FISH

Malin ya da pre-malin lezyonlardaki hiicrelerin genomlarinda meydana gelen
sayisal ve yapisal aberasyonlar baz1 olgularda hastalik prognozu ile yakindan iligkilidir.
Neoplazmlarin baglamas: ve geligmesinde bu tiir genetik degisikliklerin etkili olmas: kanser
genetiginin geligmesini mzlandirmigtir.

Solid tiimérlerde metafaz kromozomu elde edilmesi zor, hatta imkansizdir. Buna
karsin FISH yonteminde nukleuslarin incelenebilir olmas:t biyik bir avantajdir. Bu
nedenle, FISH yontemi kanser sitogenetiginde uygulanan gok onemli bir teknik olarak
goriilur.

Mitotik indeksin diigiik olmas1 ve kromozom morfolojisinin giivenilir bir analiz igin
yeterli olmamasi nedeni ile, FISH tiimor hiicrelerinde belirli bir kromozom igin anoploidi
tayininde sitogenetik yontemlere gore daha hizli, hassas ve giivenilirdir. Losemilerde

sayisal anomalilerin analizinde en yaygin olarak kromozoma spesifik tekrarlayan niikleotid
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dizisi problar (a ve B satellit DNA problari) kullamlmaktadir. Bu problar hem metafaz hem
de  interfaz hicrelerde olduk¢a parlak sinyaller vermesi nedeni ile kolayca
saptanabilmektedir. Sayisal anomaliler igin ayrica lokus spesifik problardan da yararlamlir
(69).

Gegtigimiz yillarda FISH gibi sitogenetik teknikler, timor hiicrelerinde genomik
aberasyonlarin gosterilmesindeki dogrulufu  arttrmustir (53). Interfaz veya metafaz
hiicrelerindeki spesifik DNA dizileri floresan mikroskobu ile goriintilenen klonlanmig
DNA fragmanlan ile tamimlanir. Bu da sayisal ve yapisal aberasyonlarin gosterilmesine izin
verir. Ciinkii tiimor hiicre genomundaki kopya sayist degigiklikleri bir hiicredeki anormal
sinyal sayisi ile belirlenirken translokasyon kirilma noktalar: floresan sinyallarin anormal
uzaysal dagilim sekliyle belirlenmektedir. FISH’in aberasyonlari saptamadaki uzaysal
¢ozintirligi konvansiyonel kromozom bantlamadan daha yiiksektir. Kromozom bantlama
analizleri ile yalmzca biiyilk anomaliler gosterilirken (6rm., DNA’nin birkag megabaz
ciftine karsilik gelen yeniden diizenlenmis veya kayip kromozom bantlari) FISH birkag
kilobaz ¢iftlik bir araliktaki genomik aberasyonlari saptayabilmektedir. Ayrica genomik
aberasyonlarin saptanmasi igin bu olaya dahil olan bolgenin molekiiler seviyede iyice
karakterize edilmis olmas: da gerekmez. PZR’ye dayali yaklagimlarla analizin aksine,
aragtirilan bolgenin dizi bilgisine ihtiyag yoktur. Problar, genom ¢apinda kutiiphanelerde
mevcut bulunan YAC (“yeast artificial chromosome”- maya yapay kromozomu) , PAC
(“P1 derived artificial chromosome”- P1 kokenli yapay kromozom), BAC (“bacterial
artificial chromosome”- bakyteriyel yapay kromozom) veya kosmidlerde klonlanmis,

fiziksel olarak haritalandinlmig gok sayidaki fragmandan elde edilebilir (23).

Interfaz sitogenetik yontem ile uygun prob setleri kullanilarak yapilan ¢aligmalar,
spesifik genomik aberasyonlann prevalansinin kromozom bantlama verilerinde ifade
edilenden daha yiiksek oldugunu gostermistir. %50°lik bir oranla KLL vakalarinda en sik
goriilen anomali 13q14 delesyonudur. Bundan sonraki en yaygin aberasyonlar 11q22-23
delesyonu (yaklagik %20), trizomi 12 (%15-20), 621 delesyonu (%5-10) ve 17p13 (%5-
10) delesyonudur (32).

Interfaz FISH’in KLL’deki genomik aberasyonlari saptamadaki hassashig bu

anomalilerin hastalik progresyonu, tedaviye cevap ve sagkalim gibi klinik parametrelerle
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korelasyonunun daha dogru yapilmast igin bir temel saglamigtir. Yapilan galigmalar
KLL’de genomik aberasyonlarin en 6nemli bagimsiz risk faktorleri arasinda oldugunu
gostermistir (32). Interfaz FISH ve kromozom bantlama tekniklerinin aberasyonlan
saptamadaki farklan Sekil 2°de gosterilmistir.

%

50 D Kromozom bantlama

0 T | BE Interfaz FISH

30
20

10

Sekil 2: KLL’de kromozom aberasyonlar1 agisindan metafaz ve interafz

sitogenetigin karsilagtinimasi

2.3.1.3.Karsilastirmah Genomik Hibridizasyon (KGH)

Kargilagtirmahh genomik hibridizasyon ile (KGH) bir timér genomundaki
kromozom dengesizliklerinin genom ¢apinda taranmasi, farkli tiimor tipine dahil olan
aday bolgelerin bilgisi olmaksizin yapilabilir. Biri tiimoér hiicresinden koken almig digeri
normal dokudan kéken almig ve farkli isaretlenmis total genomik DNA 6rnekleri normal
metafaz hiicrelerine probmuglar gibi es zamanh hibridize edilirler. Timoérde trizomiler,
polizomiler ve DNA amplifikasyonlar: gibi agin ifade edilen kromozom bolgeleri metafaz

kromozomlannin farkhi bélgelerinde, farkl isaretlenmis bir kontrol DNA’simn homojen
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olarak boyanmasiyla kargilagtinldiginda, daha kuvvetli bir hibridizasybn sinyali ile
saptanabilirler. Buna karsilik tiimor genomunda monozomiler veya delesyonlar gibi az
ifade edilen bolgeler metafaz kromozomlarinda kontrol DNA’siyla kargilasgtinldiginda zayif
sinyalleri ile tespit edilebilirler. KGH,  KLL’de kromozom dengesizliklerinin genom
¢apinda taranmasinda degerli bir ek teknolojidir (6, 74).

2.3.1.4.Molekiiler Genetik Teknikler

KLL’de genomik aberasyonlarin molekiiler seviyede tespiti, olaya dahil olan
hemen hemen tiim genomik segmentlerdeki aday genlerin yoklugu ile simrhdir. Ek olarak,
KLL 6meklerinin klonal olmayan hiicrelerle kontaminasyonu kantitatif Southern blot ya da
mikrosatellit analizi gibi molekiler yaklagimlanin hassasiyetini etkileyebilir. Kantitatif
Southern blot veya mikrosatellit analizi ile delesyon taramalan, SSCP (“single strand
conformation polymorphism”- tek iplik konformasyon polimorfizmi) veya DNA dizileme
analizleri ile belli mutasyonlarin analizi yalnizca birkag bolge ile simrhdir. KLL alt
gruplarinda sadece p53 ve ATM (“ataxia telengiectasia mutated”) gibi baz1 6zel genler igin

patojenik bir rol tammlanmigitr.

2.3.2. KLL’DEKIi GENOMIK ABERASYONLARIN
KARAKTERIZASYONU

2.3.2.1. 13q14 BANDINDAKiIi DELESYONLAR VE ADAY GENLERIN
GOSTERILMESI

Ilk olarak 1980’lerin sonunda kromozom bantlama ¢aligmalaninda, 13.
kromozomun uzun kolunun KLL’de etkilendigine dikkat ¢ekilmigtir. Metafaz kromozom
incelemelerinin ¢ozinirlik diizeyinde 13q14 aberasyonlarimin ¢ogu delesyonlar ve bazilart
da dengeli translokasyonlar olarak bildirilmigtir. Ancak daha sonradan gelisen molekiiler
genetik tekniklerle translokasyon kirilma noktalarinda submikroskobik delesyonlarin da
bulundugu gosterilmistir (76) . FISH y6ntemiyle yapilan galigmalarda 13q14 bolgesindeki
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delesyonlarin yaklagik %350’lik bir oran ile (%1 1-48) KLL’de en yaygin anomali oldugu
saptanmugtir (32, 68, 39).

Delesyonlarn sik oldugu genomik bolgelerin, Knudson hipotezine (tﬁmér supresor
geni tagiyan iki allelden birinde delesyon oldugunda diger gen bunu kompanse edebilir. Bu
hipoteze gore ancak diger allelde de mutasyon oldugu takdirde tiimor supresor gen inaktive
olabilir) uygun olarak bir allelin delesyona ugradig: kalan kopyanin da inaktive oldugu
tiimor supresor genler barindirdig: diigiiniilmektedir. 13q14 bandinda dikkati geken tiimor
supresOr gen retinoblastoma genidir (RB1) (7, 91). Kalitsal ve sporadik retinoblastoma
disinda ¢esitli tiimorlerde de mutasyon ve/veya delesyonla her iki allelin inaktive oldugu
dustiniilmektedir. RB1 hiicre sikliisiiniin kontroliine ve transkripsiyonun regulasyonuna
katilan niikleer bir fosfoproteini kodlar. RB1’in bir allelinin delesyonu KLL’de siklikla
gorilir. Ancak tiimor supresdr genin inaktivasyonuna yol agan, iki-vurus hipotezine
uygun olarak her iki RB1 allelini de haraplayan anomalilerin nadir oldugu bildirilmigtir
(55). Bu yiizden sz konusu bolgedeki diger tiimér supresor genler halen aragtirilmaktadir.
Bu bolgedeki aday genler Sekil-3’te gosterilmektedir.

13q14°1 igeren translokasyon kirilma bélgeleri RB1°i saglam birakirken, D13S825
marken etrafina daha telomorik bir bolgenin kayb: ile RB1’e yaklagik 1.6 cM telomerik
yerlesmis yeni bir tamor supresor gene dikkat gekmektedir (84). Bu bolge DBM (“deleted
in B malignancies™) olarak adlandinlir (42). Daha sonraki molekiiler genetik ¢ahgmalar
kritik genin yerlesimini netlestirmistir. Devilder ve ark., (27) so6z konusu genin D13S25 ve
D138294 “marker”mmn arasinda oldugunu tesbit etmiglerdir. Ancak, 85 KLL’li hastada
RB1 ve DI3S25 delesyonlarimin karsilagtinlmasi, kritik bolgenin D13825’e¢  daha
sentromerik yerlestigini gostermigtir. Liu ve ark (56), RB1 ve D13825 arasina yerlesmig
olan D13S319 ‘marker’inin da iginde oldufu kritik bir bélge bularak, bu bulguyu
desteklemistir. Bullrich ve arkadaglar1 (14) ise D13S25 ve 206XF12 arasina yerlesmis bir

minimal delesyon bolgesi gostermiglerdir.
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Sekil 3: 13q14°deki tiimor supresér lokus. a) KLL’deki kayip bolgesinin haritas:
b) LEU1, LEU2 ve LEU3 genlerini igeren bolgenin detay:

Kritik genomik bélgenin bulundugu yeri belirlemek ve bu segmentteki aday genleri
tammlamak amaciyla , birgok arastrmact RBlve D13825 aralifinda yiizlerce kilobazi
tarayan yiiksek ¢oziinirlikli fiziksel haritalar yapmugslardir. Liu ve ark. (54), D13S272’ye
sentromerik olan bolgede yerlesmis bir minimal delesyon araligi bulmuglar ve bu bolgede
yerlesen ii¢ aday geni, LEU1 ve LEU2 ve LEU 5, (“leukemia associated gene” - 16semi ile
iligkili gen) olarak isimlendirmiglerdir. Ancak bu genlerin mutasyonel inaktivasyonu
bulunmamigtir. Bouyge-Moreu ve ark. da (10) , 550 kb’lik kritik bir bolge tanimlamug
ancak LEU1 ve LEU2’de mutasyonel bir inaktivasyon bulamamugtir. 13q14 bandinda
KLL’de etkili oldugu digiinillen tiimér supresér gen ile ilgili aragtirmalar devam
etmektedir (Sekil 4) .
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Sekil 4: 13q kromozom haritasi

Yapilan bazi g¢ahigmalarda 13q14 anomalilerinin KLL’de tipik  lenfosit
morfolojisiyle iligkili oldugu bulunurken (50), dier c¢alismalarda bu korelasyon
gosterilememistir (2). Starostik ve ark. (82) 13q14 bandinda delesyonu olan ve olmayan
hastalarda sagkalim agisindan bir fark bulmamiglardir. Hogan (42), 13q14 bélgesinde
delesyonu olan KLL’lilerin  (RBI, D13S19 veya D13S25 lokuslar1) delesyonlu
olmayanlardan daha uzun bir siire tedavi gerektirmedigini gostermigitir. 13q14 delesyonlu
vakalarda Ig genlerinde ¢ok sayida somatik mutasyon vardir. Ustelik, 13q14 delesyonlu
hastalar karakteristik olarak genelde, sabit veya yavas ilerleyen selim bir hastalik tablosu
sergilerler. Bu delesyonun oldugu KLL hastalan saglikh kontrolleri kadar yasarlar (42).
Bu olumlu bulgulara karsin, 13q delesyonlarimin prognostik anlami iizerine yapilan yeni
bir ¢aligmada da béylé bir sitogenetik anomalinin erken evre hastalarda (disik .-
mikroglobulin veya Rai evre 0-II)  daha agresif bir davrams ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Ancak bu sonuglar kiigiik sayilarla sirlidir (82).
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13q14 delesyonu disinda, bir galigmada 13q12 bandindaki BRCA2 (“breast cancer
2”) geninde bafimsiz bir delesyon tanimlanmigtir (37). Ancak sonraki pek ¢ok ¢aligmada
BRCA2 delesyonu gozlemlenmemistir PénoyotidiS ve ark (68) 24 KLL hastas: arasinda
highir BRCA2 kayb1 bulmamglardir.

23.2.2 11g22-23 KROMOZOM BANTLARININ DELESYONLARI VE
ADAY GENLERIN GOSTERILMESI

11922-23 ‘teki delesyonlar KLL vakalarindaki %20°lik oran ile en sik goriilen
ikinci genetik anomali olup ilerlemis klinik evre (yaygin lenfadenopati), geng yas ve hizli
hastalik progresyonu ile iligkilidir (24, 64). Elli bes yagindan kiigiik bireylerde 11q
kaybinin sagkalimda azalma ile baglantili oldugu gosterilmigtir.13q14 allelik kaybinda
oldugu gibi 11q kaybmin da bir tiimér supresdr genin inaktivasyonu ile sonuglandigi
dugtinilmektedir. Lenfoproliferatif hastaliklarda kromozom materyalindeki kayipla
sonuglanan en yaygin yapisal aberasyonlardan bir tanesinin de 11q21-g25 bélgesini
etkileyenler olduklan bilinmektedir. 11q bolgesindeki kromozomal kaybin 13q
bolgesindeki delesyondan sonra ikinci en yaygin anomali oldugu ve prognostik énemi
son ¢aligmalarla ortaya konmugtur (76, 92, 93).

11q delesyonu goriilen 15 hematolojik neoplazmhi hastanin FISH ¢aligmasinda
noral hiicre adezyon molekiilii (“neural cell adhesion molecule”- NCAM) genini igeren
11g23.1 bandinda yaygin olarak delesyona ugrayan bir bolge bulunurken, 11q13°teki
BCL1 lokusu ve 11g23.3’teki MLL ise kritik bolgenin digina yerlestirilmistir (29, 85).

KLL’de 11q delesyonlarindan etkilenen kritik bolgeyi tamimlamak amaciyla
11q14.3 - 11¢23.3 bantlarim kapsayan YAC contig problar kullamlarak yapilan interfaz
FISH galigmalanimin sonucunda 11q delesyonlarnm 1122.3-g23.1 bantlarinda 2-3 Mb’lik
tek bir minimal delesyon bolgesini etkiledigi ve bu bolgede iki translokasyon kirik
noktasinin yerlestigi gosterilmigtir (86) (Sekil 5). '
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Sekil 5: 11q kromozom haritas:

Bu bolgede yerlegen genler arasinda RDX (radixin) ve ATM (ataxia-telengiectasia
mutated) islevlerinden dolay1 aday tiimor supresor genler olarak diisiiniilmektedir (87).
RDXin (radixin) NF-2 (norofibromatozis-tip 2) genine homolojisi vardir. ATM’nin ise
biyime baskilayict iglevi hiicre dongiisii kontrol noktalarna ve DNA’nm devamliligina
katilmasindan ileri gelmektedir (5). KLL’de ATM’nin etkilenmis olabilecegi fikri KLL alt
kiimelerindeki eksik ATM protein ekspresyonu ile desteklenmektedir (81). Bulirich ve
arkadaglarnm (13) yaptiklari ¢alismada KLL hiicrelerinde bulunan ATM mutasyonlarinin
germ-line’da da goriildiigin bunun da heterozigot ATM mutasyonu tastyicilarinin KLL
gelistirmeye meyilli olduklan fikirini destekledigi bulunmugstur Schaffner ve arkadaglan
(79) ise boyle bir goézlemde bulunmamakla beraber calismalaninda 11q22-23 delesyonu
olan KLL hastalarimn yalmizca %5’inde ATM mutasyonlar1 gozlemlemiglerdir. KLL’de 11
kayb1 ve ATM inaktivasyonunun biyolojik ve klinik anlamins netlestirmek icin daha ileri
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caligmalara gerek vardir. Doneda ve arkadaglarimin yaptiklann 11q21-23 bolgesindeki FDX1
(ferrodoxin), NCAM ve APOC3 (apolipoprotein C3) aday genlerine yonelik yeni bir
caligmada da her ii¢ bolgede delesyonlar tespit edilmig ancak minimal delesyon bolgesi
11922.3-g23.1 ile sinirlandinimigtir (34). Bu sebepten dolay: KLL’de 11q22-23
bolgesinde bulunan bagka genlerin de degisime ugrayabilecegi olasihigi da goz 6niinde

bulundurulmalidir.

2.3.2.3. TRIZOMI 12

1980’lerin baginda konvansiyonel sitogenetik ¢aligmalarla KLL’deki en yaygin
anomali olarak bildirilen 12. kromozomun trizomisi, molekiiler genetik tekniklerin
ilerlemesi ve DNA problant kullamlarak uygulanan interfaz FISH yontemi ile KLL’de
%15-20’lik bir oranla en sik rastlamlan Ggiincii anomali olmugtur. Interfaz sitogenetik
caligmalar sonucunda trizomi 12°nin 16semik hiicrelerde atipik lenfosit veya prolenfosit
sayisinda artig ve atipik immunofenotip ile iligkili oldugu bulunmustur. Trizomi 12’si olan
KLL hasta grubunda diploid karyotiplere sahip olanlara nazaran daha kétii bir sonlamim
bildirilmigtir. Ayrica bu anomaliye sahip hastalar ileri hastalik evresinde olup, hastaliklar

agresif bir davramsg sergiler (59, 66).

2.3.2.4. 17p13 DELESYONU ve p53 MUTASYONU

Interfaz FISH ile KLL’de %9-17 oraninda 17. kromozomun kisa kolunda
delesyon bildirilmigtir ve 17p13°te yerlesmis olan p353 tumér baskilayict genin mutasyonu
buna eslik ettifi dustnilmektedir. p53 degisimlerinin KLL’nin klinik davramg: tizerine
etkileri vardir ve kotti sagkalim ve ilag direnci ile iligkilidir (11, 31, 78).

2.3.2.5. 14q32’DEKiI IgH LOKUSU MUTASYONLARI VE YENIDEN
DUZENLEMELERI

14q32°deki IgH lokusunda BCL-tipi protoonkogenlerle birlikte olan yeniden
diizenlemeler KLL de nadir goriilen olaylardandir. immunoglobulin genlerindeki diger bir
onemli degisiklik degisken bolgelerdeki (JgV) mutasyonlardir. Bu konu KLL ‘de son
yillarda olduk¢a 6nem kazanmustir. Caligmalarda, KLL vakalarinin yaklagik yarisinda
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post-germinal merkez B hiicrelerinde gozlenen fizyolojik bir dzellik olarak mutasyontu /gl
bulunmustur. Bu yiizden iki tip KLL 6nerilmektedir; biri pregerminal merkez hiicrelerinden
koken alan , digeri ise postgerminal merkez B hiicrelerinden kéken alan gruptur. Yapilan
son donem caligmalarda Igl mutasyon durumunun CD38 ekspresyon seviyesi ile ters

iligkili oldugu bulunmusgtur (26).

2.3.2.6. DIGER KROMOZOMAL ANOMALILER

KLL vakalarinda meydana gelen diger kromozom anomalileri %10°dan diigiik bir
oranda goriilirler ve 6q delesyonu, 7q delesyonu, monozomi 21 ve 4q’dan ibarettirler. Bu
anomilerde  etkilenen genler tanimlanmamigtir ve KLL’de oynadiklari rol de
bilinmemektedir (64, 85).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 GERECLER
3.1.1. Hasta Grubu

Caligmamizda, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim Dali
Hematoloji polikliniginde 1992 ile 2002 tarihleri arasinda takip edilen 40 KLL hastas
degerlendirilmigtir. Yanlis pozitiflik oraninin belirlenmesinde ise 3 saglikh erigkinden 6rnek

alinmgtir.

3.1.2. Problar

LSI (Locus specific identifier) MLL (Myeloid/Lymphoid or mixed-lineage
leukemia) iki renkli DNA probu (Vysis): 11q 23 bandindaki delesyonlart gostermek
amactyla kullanilan lokusa 6zgii tanimlayici probtur. LSI MLL iki renkli DNA probu MLL
geni kinlma bolgesine (break point cluster region-ber) sentromerik 350 kb’lik  yesil
(Spectrum green) renk ile igaretli bir bolgeden ve bu kirilma bolgesine telomerik 190 kb’lik
turuncu ile (Spectrum orange) isaretli bir bolgeden olusur (Sekil 6). Prob MLL genini
iceren gesitli translokasyonlarla iligkili 11q23 genindeki yeniden diizenlemeleri saptamak
amaciyla tasarlanmigtir. Cahgmamizda bu prob 1123 bandindaki delesyonlari saptamak
i¢in kullamlmistir. Bu bolgede meydana gelen heterozigot bir delesyonun varhig; iki
kirmiz1 sinyalin veya iki yesil sinyalin ya da iki kirmizi yesil kirmizi-yesil fiizyonun (sarr)
yalnizca bir tanesinin goriilmesiyle saptanir.

LSI (Locus specific identifier) 13/ RB1 tek renkli DNA probu (Vysis): 13.
kromozomdaki 13q14 bandina hibridize olan prob KLL hastalarinda bu bolgeye 6zgi
delesyonlar1 saptamak amaciyla tasarlanmigtir. LSI 13 (RB1) 13q14 tek renkli prob 13.
kromozomun 14 bélgesindeki RB-1 genine 6zgui bir gen dizisi igerir (Sekil-7). Kirmizt
ile igaretli (Spectrum orange) yaklagik 220 kb’lik bir prob olup tiim RB-1 genini
hedefleyen diziler igerir. Bu lokusa 6zgii heterozigot delesyonu olan hiicrelerde yalmzca

tek bir kirmizi sinyal gozlenir.
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Sekil 6: LSI MLL prob haritas1 (Vysis)

13g14 bolgesi

LSI13 RB1

Sekil 7: LSI 13/ RB1 Prob haritas (Vysis)
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3.1.3. Mikroskop
Caliymamizda preparatlarin degerlendirilmesi igin Olympus BX 50, Olympus BX 51,
Nikon Eclipse E800 ve Leica DM LS marka floresan mikroskoplar1 kullanilmugtir.

3.1.4. Filtreler

Texas red (TR): Kirmiz sinyali gosterir.

Dual filtre ( FITC+TR): Kirmizi, yesil ve fizyon rengi sar1 sinyalleri gosterir.

Triple filtre (DAPI+FITC+TR): Kirmizi, yesil ve flizyon rengi sariy1 gosterir.

LSI MLL iki renkli DNA probu ile 11q23 bandindaki delesyonlarin tesbitinde Texas red,
Dual Color ve Triple filtreler, LSI 13/ RB1 tek renkli DNA probu ile 13q14 bandindaki

delesyonlarin tesbitinde ise Texas red filtre kullamilmugtir.

3.1.5. Kimyasal Malzemeler
Ficoll (Lymphoprep-Hypaque)
RPMI-1640 (Biological Industries)
Fetal calf serum (FCS)

Fetal bovine serum (FBS)
Fithemaglutinin (PHA)
Kolsisin (Biological Industries )
Formamid (Merc)

RNAz (Boehringer Manheim)
Formalin (Sigma)

Sodyum hidroksit (Merc)
Hidroklorik asit (Merc)
Sodyum kloriir (Merc)
Potasyum kloriir (Merc)
Tri-sodyum sitrat (Merc)
Metanol (Merc)

Asetik asit (Merc)

Etanol (Kimetsan)
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Lastik yapistiric1 (Bison)

Tween 20 (Sigma)

DAPI II (Vysis)

Hibridizssyon soliisyonu (Vysis)

Immersiyon yag1

3.1.6. Cihaz ve geregler
Santrifuj (Heraus)

Mini santrifiij (Heraus)

Etiiv (Heraus)

Su banyosu (Memmert)

Isik mikroskobu (Olympus CH 30)

Floresan mikroskobu (Leica DM LS, Olympus BX50, Olympus BX51, Nikon Eclipse

E800)
Laminar akim kabini (Forma Scientific)

Derin dondurucu (-20°C) (Argelik)

Buzdolobi (+4°C) (Argelik)

Hot plate (Cytocell)

Vorteks (Heidolp)

Manyetik karistirici (Kermanlar)

Hassas tart1 (Sartorius-BL 210S)

Ispirto ocagt

Otomatik pipet (10, 100 ve 1000 pul’lik) (Eppendorf)
Otomatik pipet ucu (10, 100 ve 1000 ul’lik)

Pipetor veya lastik puar

50 mI’lik polipropilen santrifiyj tiipii

15 ml’lik polipropilen santrifiyj tiipii

5 ve 10 mI’lik cam pipet

0.2 pm steril mini filtre (Schleicher & Schuell FP 030/3)

Pastor pipeti
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Lam

Lamel

3.1.7. Soliisyonlar

10 PBS (pH:7)

8 gr NaCl

2.01 grKCl

11.36 gr Na;HPO,

2.04 gr KH,PO, tartilir . 1 L distile suda (dH20) ¢oziliir.

1 PBS
100 ml 10 PBS dH;0 ile 1 L’ye tamamlanr.

Hiicre kiiltiir medyumu
100 ml %10 FCS + FBS (1:1) igeren RPMI-1640 medyuma 10 pg/ml’lik PHA

soliisyonundan 300-400 pl eklenir. Her hasta i¢in 5 ml’lik hacimlere boliiniir,
-20°C’de dondurulur.

0.075 M KCl cozeltisi
560 mg KCI ¢ozeltisi 100 ml dH,0 iginde ¢oziiliir ve 0.2 pm’lik mini filtreden siiziiliir. Oda

sicakliginda saklanarak ii¢ hafta kullanilabilir.

Sitogenetik protokol icin fiksatif
Metanol / asetik asit (3 / 1). Giinliik, taze hazirlanir. -20°C’de saklanir.

1IN NaOH
4 gr NaOH 100 ml dH,0 i¢inde ¢oziiliir.
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0.01 NHCI
83 ul %37°1lik (12N) HCI 100 ml dH,0 ile kangtirilir.

RNAZz soliisyonu
10 pg/ml olacak sekilde hazirlanir. Kiigiik hacimlere boliinerek -20°C’de saklanir.

Pepsin stok soliisyonu
100 mg pepsin 1 ml dH0 iginde ¢oziiliir. 40 pl’lik hacimlere boliinerek -20°C’de saklanir.

Kullamlacagi zaman 40 ul’lik hacimler 80 ml 0.01 N HC]
ile karistinilir ve 37 °C°de 5 dakika bekletilir.

Alkol serileri
% 70, 85, 90, 96 ve 100°liik etanol soliisyonlar: hazirlanir. Her hafta degistirilir.

20 X SSC (pH:5.3)
175.3 gr NaCl ve 88.23 gr Na sitrat (tri) tartihir. dH,0 ile 1 L’ye tamamlanir. pH olgiiliir.
0.45 um’lik filtreden siiziiliir. +4°C°de 6 ay saklanabilir.

2 X SSC
100 ml 20 X SSC
900 ml dH0

Denatiirasyon soliisyonu (% 70 formamid / 2 X SSC) (pH: 7.0)
7 ml 20 X SSC

49 ml formamid
14 ml dH20
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Formamid yikama soliisyonu (% 50 formamid / 2 X SSC) (pH:7.0)
21 ml 20 X SSC

105 ml formamid

84 ml dH,0

2 X SSC/ % 0.1 Tween 20 yikama soliisyonu (pH:7.0)
100 ml 20 X SSC

900 ml dH,0
1 ml Tween 20

32 YONTEM
Hastalardan Li Heparinli tiipe 10 ml venéz kan veya 5 ml kemik ilii aspirasyon
ornegi alind1. Ornek periferik kan ise ilk énce lenfositler izole edildi.
3.2.1. Lenfosit izolasyonu
Izotonik solusyon ve Ficoll buzdolobindan ¢ikarilarak oda isisina getirildi.
e Heparinli kan 50’lik tip igine bosaltildi. Izotonik solusyon ile 20 ml’ye
tamamland.
e 15 ml’lik iki tiipe 5’er ml ficoll kondu. Izotonik solusyon ile sulandinlmig kan 5
ml’lik cam pipet ile ficoll iizerine yavagca yiiklendi.
e 2600 devir/ dak.da 20 dak. santrifijj edildi.
e Olugan lenfosit tabakas1 pastor pipeti ile dikkatlice toplanarak temiz 15 ml’lik
tiipe aktanldi.
e izotonik ile 10 ml’ye tamamlandi.
e 1700 devir/dak.da 5 dak. santrifiyj edildi.
e Ust siv1 atild1. Pellet tizerine 5 ml’ye kadar izotonik eklenerek kangtirildi.
e 1500 devir/dak. santrifiij edildi.
e Ust siv1 atildi. Pellet kanistinlarak daha 6nceden eritilmis ve 37°C’ye getirilmis
medyuma konarak CO,’li ettive kaldirildi.
Omek kemik iligi ise 0.5 ml kemik iligi aspirasyon o6rnegi erimig medyum igine

kondu ve kanstinldi. CO; 1i etiive kaldmldi.
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Kemik iligi aspirasyon ornekleri etiivde 2 saat inkiibe edildi ve 1.saatte 100 ul

kolsisin eklendi ve karigtinildi. Periferal kan drnekleri ise 48 saat inkiibe edildi ve 100 pl

kolsisin 48 saat dolmadan 1 saat once eklendi ve kangtirildi.

3.2.2. Sitogenetik protokol

Kolsisin eklenen drnekler 1 saat sonra 1200 devir/dak.da 10 dak. santrifiij edildi.
5 ml hipotonik KCl ¢ozeltisi damla damla eklendi.

Etiivde 20 dakika bekletildi.

inkiibasyon siiresi sonunda - 20° C’ye sogutulmus 2 ml metanol / asetik asit
(3/1) kangim1 damla damla eklendi.

30 dak. +4°C’de inkiibe edildi. Siire sonunda 1200 devir/dak.da 10 dak. santriftij
edildi.

Pellet hala kirli goriiniiyorsa yikama tekrarlandi.

Hucre yogunluguna gore metanol / asetik asit ile sulandinldi - 20°Cde
bekletildi.

3.2.3 Preparat hazirhg::

Alkol ve distile su ile temizlenmis lam tizerine 50 ul hiicre siispansiyonu
olabildigince yukaridan damlatildi, kurutuldu ve mikroskop ile hiicre yogunlugu
kontrol edildi.

Oda sicakhginda salede test siiresine kadar bekletildi.

3.2.3.1.Yaslandirma

Preparatlar 1 X PBS ile salede 30 dak. yikand:.

Her preparat i¢in 1 ul RNAz + 99 ul 2 x SSC kangtmi lam tizerine konarak
parafilm ile kapatildi. Nemlendirme kutusunda 1 saat etiivde inkiibe edildi.
Iginde 2 x SSC soliisyonu bulunan salede 3 x 2 dak. yikand1.

10 dak. 37° C’ye 1sitilmig pepsinde bekletildi.

10 dak. oda 1sisinda formalinde bekletildi.
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5 dak. oda 1s1sinda PBS’te yikandi.
2’ser dak. % 70, 90 ve 96’lik alkol serisinden gegirildi.
Havada sallanarak kurutuldu.

3.2.3.2 Denatiirasyon ve Hibridizasyon

Preparat daha 6nceden 73° C’ye 1sitilmis su banyosunda , iginde % 70 formamid
bulunan sale igine konarak 5 dak. denatiire edildi.

Bu arada bir preparat i¢in 7 pl hibridizasyon soliisyonu + 2 pl dH20 + 1 pl prob
kiigiik bir santrifiij tiipiinde kangtinhip 73° C’ye 1stilmig su banyosunda 5 dak
denature edildi. |

Denatiire edilen preparat hemen oda 1sisinda bulunan %70, 85 ve 100’lik alkol
serisinden gegirildi.

Onceden 46° C’ye getirilmis sicak yiizey (hotplate) iizerine kondu.

10 pl prob karigimi lama uygulamr, tizerine cam lamel konur ve lamelin
kenarlar lastik yapistiricisi ile kapatildi.

Nemlendirme kutusu ile etiivde gece boyu hibridize edildi.

3.2.3.3 Hibridizasyon sonrasi yikamalar

Sabah 3 ayn %50 formamid, bir 2 x SSC ve bir NP-40 solusyonu salesi 46° C
su banyosunda 30 dak. sit1ldi.

Preparat etiivden ¢ikartildi. Uzerinde lastik yapistincist dikkatlice temizlendi.
Ilk 4 salede 10 dak., NP-40 soliisyonu olan salede 5 dakika yikandi.

Preparat kurutuldu ve tizerine 10 pl DAPI II uygyland:.

Karanlik ortamda saklandi.

3.2.4. Degerlendirme

Degerlendirme floresan mikroskobu kullamilarak yapildi. Her bir preparat igin

smirlan belirgin ve sinyalleri giiglic 250 niikleus degerlendirildi. Laboratuarimizin,

calismamizda kullanilan del (11) (q23)’e ve del (13)(q14)’e 6zgii problar igin yanlig
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3.3.

pozitiflik oramnin kesim (cut-off) degerleri 3 saghikhi bireyde MV + 3 SD
(ortalama deger art1 standart sapmamin 3 katr) formiiliine gore %2.8 + 3 x 0.7
olarak  bulundu. Yanhs pozitif sonuglardan kaginmak amaciyla bu deger
laboratuarimiz i¢in > %S5 olarak belirlendi.

Istatiksel analiz

Istatiksel analiz Fisher’s exact test ve Pearson ki-kare testi kullamlarak yapild:.
Prognostik faktorler arasinda istatiksel olarak anlamh bir iligki olup olmadig:
aragtirilds..
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4. BULGULAR

Calismaya KLL tanist konmug 40 hasta dahil edilmistir. Hastalarin klinik 6zellikleri
ve test sonuglar1 Tablo 2’de belirtilmigtir.

Yaslari 40 ile 80 arasinda degisen 26 erkek ve 14 kadindan olusan galisma
grubunda yas ortalamast 58 + 10 bulunmugtur. Kirk hastadan alinan kan / kemik iligi
orneklerinde 1123 ve 13q14 bolgelerine 6zgii delesyonlar1 saptamak amactyla FISH
teknigi kullanilmigtir. Bu testin sonucunda 40 hastamn 15’inde (%37.5) del (11q)(23) ve
13’inde (%32.5) del (13)(q14) saptanmugtir. 12 hastada (%30) ise iki bolgenin de
delesyonu saptanmamugtir. Her iki delesyonu birden gosteren hasta yoktur (Sekil 8, Tablo
3). Cahigmaya alinan 40 hastanin 25 tanesinin KI infiltrasyon sekli, 21 tanesinin CD38
pozitifligi ve 20 tanesinin B, — mikroglobulin (B, m) diizeyleri bilinmektedir. Ug hastada,

tanidan hemen sonra ilag tedavisine baslandigindan dolayr LKZ hesaplanamamustir.

@del (11g23) |
mdel (13g14)
O delesyonsuz

Sekil 8: Hastalarda delesyonlarin dagilimi
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Tablo 2: Hastalarin klinik 6zellikleri ve test sonuglar

| No| Tarih*|Yas| Cins| Rai| Binet| Hm[Sm| Lap| Lokosit*| lenfosit*| LKZ| CD38 b2m Ki| Ornek*| del11q| del13q
(mm3)] (mm3)] (ay)| (%)| (ng/mb)| histo.

1) 31.01.02) 70| E| 1O © +  +| 63000 54000] >12| 82.00| 6847 |  KAN —| %74+
2] 19.02.02) 76| E| 0 Al -| 17000, 8600| >12 = 2107, ND|  KAN —| %35+
3] 26.02.02] so] K| 11 A +  +] 88700 70900{  >12 hie i *|  KAN —| %20+
4] 26.02.02) 45| k| 1V € +  +] 160000 143000 <12 ** ** D| KAN —| %40+
5| 26.02.02) 78] K| I Al -+ 145000 80600 <12 b * ND| KAN o o
6| 27.02.02) 40f K| 1 A -4+ 41800 34400) >12| 680 2230 ND| KAN — o
7| 27.02.02) 53| E| 1v c 4+ 6000 2600f <12| 7.57| 2259 ND| KAN — | —
8| 27.02.02] 56| K| IV, c |+ 11000 9100| <12 o . D| KAN| %15+ —
9] 28.02.02) 63| E| o0 A -4 | 39000 31000) >12| 3.00] 2800 ND| KAN —| %so+
10| 28.02.02] 59| E[ o Al AL -] 63600 53000] >12 ** b **|  KAN — —|
11] 28.02.02| 61| E| 1 Al +  +] 82700 62300 <12| 89.00| 5371 D| KAN —| %40+
12| 280202 55| K| o A -1 | 36400 29300| >12 ** ** | KAN —| %70+
13 010302 57 E| 1 B -+ 12900 7400 >12| 839 ** D| KAN| %9+ P
14| 01.03.02) 69| E| 11 Al +| +| 165000 68600] <12| 4.90| 6191 ND| KAN| %10+ o
15 04.03.02] 45| E| 1 B + 15900 12100f <12| 49.20 ** D| KAN| %11+ —
16| 05.03.02| 75| E| m B| +  +| 30000 23900  >12]| 14.00 ** D, Ki — —
17| 07.03.02] s4| E| 1V, ¢ + -] 11500 8s00| >12| 440 * **|  KAN — e
18] 08.03.02) 65| E| o0 Al -| 49000 36000 >12| 74.00 hid *#|  KAN| %10+ —
19] 21.03.02| 48] K| m Al i - 4600 2900] <12 = ** Dl KaAN —| —
20| 28.03.02| 63| K| 1m B - +] 44800 38200 <12| 17.10| 3275 **|  KAN| %93+ —
21| 11.04.02| 68] E| © A | | 24600 20900|  >12 ** ** ND| KAN| %9+ —
22| 18.04.02) 56| E| o A - | 17000 13000)  >12 = 2100 ND| KAN —| %21+
23| 29.04.02] 52| E| 1 B - +] 74000 53000) <12| 27.00 ** D| KAN| %10+ —
24| 02.05.02] 76| E| I Al -l -| 295000f 155000 b ** ** **|  KAN —| %19+
25| 02.05.02] 75| k| m [ +  +| 14000 11000) <12 ** ** D| KAN| %60+ —
26| 03.05.02) 43| E[ m B +]  +| 68000 51000f >12| 5.00] 2501 ND| KAN — o
27] 09.05.02] 69| K| © @ - -] 14700 11000f >12[ 312 * **|  KAN e o
28] 10.05.02] s6| K| m Al +  +| 28200 19000 **| 1500] 2173 *#|  KAN| %7+ —
29] 22.05.02| 62| E[ © Al - 39000 23000) <12 | 2000 D| KAN ] o
30| 04.06.02) 49 E|[ o A -| - 17000 9000 >12 | 1316 *+|  KAN —| %42+
31| 06.06.02] 61 E| © A - -] 30100 232000 >12| 570 * ND|  KAN| e f—
32| 04.09.02] 40f E| o© Al - -] 33200 24000|  >12 = 1350 ND| KAN| %8+ -
33| 04.09.02] s3] k| 1 € - -] 335000] 300000 = 2520| 2720 *|  KAN| %17+ izl
34] 06.09.02] 69| K| o0 A +|  +] 20600 15900 >12| 891 4700 D| KAN| %8+ —
35| 22.09.02) 49| E| o0 Al -1 -] 20000 14000) >12| 2860 1714 ND| KAN| %93+ -
36| 03.10.02) 80| E[ o A 5 15100 10000f  >12 ** ** **|  KAN — —
37| 30.1002] 58] E| o Al -l +] 18000 13700  >12 | 1650 *#|  KAN —| %15+
38 07.11.02) 69| E| 1V o +  +] 20000 8000 <12| 47.00] 3840 D| Ki| %9+ o
39] 07.11.02) 70 K| m C + -] 10700 8200 >12 ** ** *#|  KAN —| %14+
40| 07.11.02] 57| E| 1V] c +| +] 30000 27000] <12 **| 6800 ND| KAN —| %23+

*  FISH uygulanan tarih

** elde edilemeyen bilgiler
Cins:cinsiyet
Hm hepatomegali
Sm: splemomegali
Lam: lenfadenopati
K1 histo: kemik iligi histolojisi

LKZ: lenfosit katlanma zamam

WBC: lokosit
b2m: beta-2 mikroglobulin
ND: non-diffiiz

D: Diffiiz
E: erkek
K: kadin
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Tablo 3: Caligma grubunun FISH sonuglari

Hasta | _ —
no Ornek Del (11)(q23) | Del (13)(q14)
1 KAN NEGATIF % 74 POZITIF
2 KAN NEGATIF 935 POZITIF
3 KAN NEGATIF 9% 20POZITIF
4 KAN NEGATIF % 40POZITIF
5 KAN NEGATIF NEGATIF

6 KAN NEGATIF NEGATIF

7 KAN NEGATIF NEGATIF

8 KAN % 15 POZITIF NEGATIF

9 KAN NEGATIF 9% 50 POZITIF
10 KAN NEGATIF NEGATIF
11 KAN NEGATIF % 40 POZITIF
12, KAN NEGATIF 9 70 POZITIF
13 KAN % 9 POZITIF NEGATIF
14 KAN % 10 POZITIF NEGATIF
15 KAN % 11 POZITIF NEGATIF
16 Ki NEGATIF NEGATIF
17 KAN NEGATIF NEGATIF
18 KAN % 10 POZITIE NEGATIF
19 KAN NEGATIF NEGATIF
20 KAN % 93 POZITIF NEGATIF
21 KAN % 9 POZITIF NEGATIF
22 KAN NEGATIF %21 POZITIF
23 KAN % 10 POZITIE NEGATIF
24 KAN NEGATIF 9% 19 POZITII
7] KAN % 60 POZITIE NEGATIF
26 KAN NEGATIF NEGATIF
27 KAN NEGATIF NEGATIF
28 KAN % 7 POZITIF NEGATIF
29 KAN NEGATIF NEGATIF
30 KAN NEGATIF %42 POZITIF
31 KAN NEGATIF NEGATIF
32 KAN % 8 POZITIE NEGATIF
33 KAN % 17 POZITIF NEGATIF
34 KAN % 8 POZITIF NEGATIF
35 KAN %93 POZITIT NEGATIF
36 KAN NEGATIF NEGATIF
37 KAN NEGATIF % 15 POZITIF
38 Ki 9% 9 POZITIF NEGATIF
39 KAN NEGATIF % 14 POZITIF
40 KAN NEGATIF % 23 POZITIE
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Delesyonsuz bir hiicrede iki sinyal gorilliirken, heterozigot delesyonu olan bir
hiicrede tek sinyal gorilmektedir. 11923 ve 13q14 bolgelerinin delesyonlu ve delesyonsuz
omeklerdeki FISH gorintiileri Resim-1-4"te goriilmektedir.

Del (11)(q23) , %7 ile %93 arasinda degisen oranlarla 16semik hiicrelerin
(ortalama) %24.6’sinda pozitif bulunurken del (13)(q14), %14 ile %74 arasinda degisen

oranlarla 16semik hiicrelerin (ortalama) % 35.6’sinda pozitif bulunmustur (Sekil 9) .

100

a0
Ju

80
70
60
50
40
30
20+
10

0

% hiicre

DEL (11q)(23)  DEL (13q)(14)

Sekil 9: Losemik hiicrelerde delesyon yiizdesi

Calismada 40 hastanin 23’a (% 57.5) Binet evre A’da, 6’s1(%15) Binet evre B’de
ve 11°i (%27.5) ise Binet evre C’dedir. Binet evre A’daki 23 hastanin 7’sinde (%30.4)
del (11)(q23) , 9’unda (%39.1) ise del (13)(q14) pozitif bulunmustur. Bu evredeki
hastalarn  7’sinde ise bu delesyonlarin ikisi de negatif bulunmustur. Binet evre B’deki 6
hastanin 4’tinde (% 66.6) del (11)(q23) pozitif bulunurken , del (13)(q14) higbir hastada
pozitif bulunmamustir. Bu evredeki hastalarin 2’sinde (%33.4) ise bu iki delesyonun her
ikisi de negatif bulunmustur. Binet evre C’deki 11 hastanin #’iinde (% 36.3) del (11q 23),
#iinde (%36.3) del (13)(q14) pozitif bulunurken 3 (%27.2) tanesinde hig delesyon
saptanmamustir (Tablo 4).
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Resim 1: 11¢23 delesyonu olan (sag) ve olmayan (sol) ornekler (yesil filtre)

Resim 2: 11¢23 delesyonu olan (sag) ve olmayan (sol) ornekler (Texas red)




Resim 3: 11q23 delesyonu olan (saB) ve olmayan (sol) 6rnekler (Triple filtre)

Resim 4: 13q14 delesyonu olan (sag) ve olmayan (sol) ornekler (DAPI filtre)




Tablo 4: Hastalik evre dagilimi

Binet evre

A B C Toplam
del (11)(q23) | 7 (%30.4) 4 (%66.6) 4 (%36.3) 15 (%100)
del (13)(q14) | 9 (%39.1) 0 (%0) 4(%36.3) | 13 (%100)
delesyonsuz 7 (%30.4) 2 (%33.4) 3 (%27.2) 12 (%100)
Toplam 23 (%100) 6 (%100) 11 (%100) | 40

11q 23 delesyonu pozitif olan 15 hastanin 7’si (%46.7) Binet evre A’da iken, 8’i
(%53.3) Binet evre B-C’dedir (x> = 1.153, p > 0.05). 13q14 delesyonu pozitif olan 13
hastanin 9°u (% 69.2) Binet Evre A’da olup , 4’i (%30.8) ise Binet evre B-C’dedir ( T
1.085, p > 0.05). Evreler ve delesyonlarin varli1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir

iliski kurulamamgtir (Tablo 5).

Tablo 5: Delesyon ve klinik evre iligkisi

Binet evre Toplam
A B-C
del (13)(q14) 9 (%69.2) |4 (%30.8) 13 (%100)
del (11)(q23) 7 (%46.7) | 8 (%53.3) 15 (%100)

11q23 delesyonu ve lenfosit katlanma zamani karsilastinldiginda 11q delesyonu
pozitif olan ve LKZ’si bilinen 13 hastanmn 7’sinde (% 53.8) LKZ < 12 ay bulunurken
6’sinda (%46.2) LKZ > 12 ‘dir. Gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki
kurulamamugtir (Fisher’s exact test, p > 0.05) (Tablo 6) .
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Tablo 6: del (11)(q23) * LKZ iliskisi

LKZ Toplam
del (11)(q23) | <12 ay >12 ay
Yok 7 (%29.2) |17 (%70.86) 24 (%100)
Var 7 (%53.8) | 6 (%46.2) 13 (%100 )

13ql4delesyonu ve lenfosit katlanma zamam karsilastirildiginda  13q delesyonu

pozitif olan ve LKZ’si bilinen 12 hastanin 3’iinde (%25) LKZ < 12 ay bulunurken

9’unda (%46.2) LKZ > 12 ‘dir. Gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski

kurulamamugtir (Fisher’s exact test, p >0.05) (Tablo 7).

Tablo 7: del (13q)(14) * LKZ iliskisi

LKZ Toplam
del (13)(q14) <12 ay >12 ay
Yok 11 (%44) | 14 (%56) 25 (% 100)
Var 3 (%25) 9 (%75) 12 (%100 )

1123 delesyonu ve CD38 pozitifligi kargilastinldiginda 11q delesyonu pozitif olan ve
CD38 porzitifligi bilinen 11 hastanin 8’inde (%72.7) CD38 < %30 bulunurken, 3’iinde

(%27.3) CD38 > %30 bulunmustur. Gruplar arasinda istatiksel olarak anlamln bir iligki

kurulamamugtir (Fisher’s exact test, p > 0.05) (Tablo 8).

Tablo 8: del (11)(q23) * CD38 ekpresyonu iligkisi

CD38 ekspresyonu Toplam
del (11)(g23) < %30 = %30
Yok 6 (%60.0) 4 (%40.0) 10 (%100)
Var 8 (%72.7) 3 (%27.3) 11 (%100)
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11923 delesyonu ve Ki infiltrasyon sekilleri karsilastinldiginda 11q delesyonu
pozitif olan ve K infiltrasyon sekli bilinen 11 hastanin 7’sinde (%63.6) diffiiz, 4’iinde
(%36.4) ise non-diffiz KI infiltrasyon sekli oldugu saptanmustir. Gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamh bir anlamh bir iliski kurulamamigtir (x? = 1.924, p>0.05) (Tablo
9).

Tablo 9:del (11)(q23) * K1 infiltrasyon sekli iliskisi

Ki infiltrasyon sekli Toplam
del (11)(q23) | Diffiz Non-diffiiz
Yok 5 (%35.7) 9 (%64.3) 14 (%100)
Var 7 (%63.6) 4 (%36.4) 11 (%100)

11923 delesyonu ve f,-mikroglobulin diizeyleri karsilagtirildiginda 11q delesyonu
pozitif olan ve 3, —mikroglobulin diizeyleri bilinen 8 kisinin 5’inde (%62.5) B2 m > 2300
ng/ml bulunurken , 3 (%37.5) hastada < 2300 ng/ml bulunmustur. Gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iligki kurulamamgtir (Fisher’s exact test, p > 0.05) (Tablo
10).

Tablo 10: del (11)(g23) * B,m iligkisi

beta-2 mikroglobulin (ng/ml) | Toplam
del (11)(q23) <2300 >2300
Yok 7 (%58.3) 5 (%41.7) 12 (%100)
Var 3 (%37.5) 5 (%62.5) 8 (%100)

11923 delesyonu ve lenfadenopati varhigi kargilagtirildiginda, 11q23 delesyonu

pozitif olan 15 hastamn 10’unda (%67) lenfadenopati oldugu , 5 kiside ise (%33)

lenfadenopatinin gorilmedigi belirlenmistir. Gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir

bir iliski kurulamamustir (x* = 1.126, p>0.05) (Tablo 11).
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Tablo 11: del (11)(q23) * Lenfadenopati iliskisi

Lenfadenopati Toplam
del (11)(q23) Var Yok
Yok 11 (% 44) 14 (%56) 25 (%100)
Var 10 (%67) 5 (%33) 15 (%100)
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5. TARTISMA

KLL olgun gorinimli B lenfositlerin klonal gelisimleri sonucu periferik kan,
kemik iligi ve lenfoid dokularda birikmeleridir (67). Klonal anomalilerin bulunmasi, teshis
ve tedavinin belirlenmesine yardimei olur (70). KLL’ nin konvansiyonel sitogenetik analizi
in vitro ortamda 16semik hiicrelerin diisiikk mitotik aktivitesi nedeni ile engellenir ve klonal
kromozomal anomaliler vakalarin yanlizca %40- 50’ sinde saptanabilir (34).

Pek ¢ok galiyma KLL’de FISH yonteminin genomik aberasyonlari tespit etmedeki
glicinii ortaya koymustur. FISH y6ntemi ile genomik anomaliler diigiik mitotik aktiviteli
KLL hiicrelerinden metafaz kromozomu eldesine gerek kalmadan ve bolinmeyen
hiicrelerde  tek hiicre seviyesinde saptanabilmektedir (71) . FISH yontemi ile KLL
hastalarinin yaklagik - % 80’inde klonal kromozom aberasyonlari saptanabilmektedir (49,
81).

Calismamiza dahil edilen 40 hastanin 15’inde 11q delesyonu, 13’iinde ise 13q
delesyonu tespit edilmistir. 11q delesyonu lésemik hiicrelerin %7’si ile %93’ii arasinda
(ortalama %24 .6) pozitif bulunurken, 13q delesyonu %14’i ile %74t (ortalama 35.6)
arasinda pozitif bulunmustur. KLL klonal bir hastalik olmasina ragmen delesyonlarin tiim
hucrelerin %100’tinden ¢ok daha az bir kisminda tespit edilmesinin iki nedeni vardir:
birincisi, ornek ¢ok yiiksek 1okosit sayili periferik kan bile olsa, delesyon her zaman birincil
defekt olmayabilir yani KLL klonununda bir alt populasyon igerisinde var olabilir , ikincisi
ise hiicrelerin kiiltiire edilmesi ile normal lenfositlerin de gogalmasi gergeklesebilir (35, 25,
93).

FISH yontemi ile yapilan ¢aligmalar 13q14 bolgesindeki delesyonlarin yaklagik
%50’lik bir oranla (%11-48) KLL’de en yaygin anomali oldugunu saptamigtir (32, 68).
Starostik ve ark. (82) 13ql4 bandinda delesyonu olan ve olmayan hastalarda sagkalim
agisindan bir fark bulamamuglardir. Hogan (42) da 13q14 bolgesinde delesyonu olan
KLL’lilerin (RB1, D13S19 veya D13S25 lokuslari) olmayanlardan daha uzun bir siire
tedavi gerektirmedigini gostermistir. 13q14 delesyonlu vakalarda karakteristik olarak
genelde sabit veya yavas ilerleyen selim bir hastalik goriiliir. Bu delesyonun oldugu KLL
hastalar1 saglikli kontroller kadar yasarlar. Bu olumlu bulgulara kargin yeni bir ¢aligma 13q

delesyonlarinin erken evre hastalarda (diisiik B, — mikroglobulin veya Rai evre 0-II ) daha
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agresif bir klinik davrams ile iligkili oldugu bulunmusgtur ancak bu sonuglar kiigiik sayilarla
simurlidir (82).

Calismamizda toplam 40 kigilik hasta grubunun 13’tnde (%32.5 ) 13ql4
delesyonu (RB1 lokusu) saptanmugtir. Iyi bir prognostik anlama sahip oldugu diisiiniilen
13q delesyonu ve hastalik evreleri (Binet A-B-C) arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki
kurulamamigtir ancak 13q delesyonuna sahip 13 hastanin 9’unun (%69.2) Binet evre A’da
oldugu tesbit edilmigtir.

13q delesyonunun tedavisiz sagkalim ve toplam sagkalim ile ilgili prognostik
etkisinin incelenmesi igin farkli zamanlarda delesyon tesbitine ihtiyag vardir. Calismamizda
hastalara yamzca tek bir tarihte delesyon tesbiti yapilmigtir.

KLL’de lenfosit katlanma zamaninin (LKZ) 12 aydan kisa olmasmmun kotii
prognostik anlam: vardir (58). Caligmamizda 13 delesyonunun pozitifligi ve LKZ arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iligki kurulamasa da, 13q delesyonu pozitif olan bu hastalann
%75’inin LKZ’si 12 ay ve Ustidiir.

11q delesyonlan vakalarin %20’sindeki oram ile KLL’de en sik goriilen ikinci
genetik anomalidir. 11q kayb1 olan KLL vakalarinda hastahigin ilerleme hzi daha fazla
olup, sagkalim zamanlar1 da kisalmigtir. 11q delesyonuna sahip KLL hastalar1 daha ileri
bir hastalik evresine sahiptir ve yaygin lenfadenopati gosterirler. Dahas: bu hastalarda
tedavisiz siire¢ de daha kisadir (9 ay X 43 ay). Yapilan sagkalim analizlerinde 11q
delesyonunun prognostik. etkisinin yasa bagli oldugu gosterilmigtir. 55 yagindan kigiik
bireylerde ortalama sagkalim zamam 11q delesyonlu grupta anlamli olarak kisayken (64 ay
X 209 ay), 55 yag ve iizeri hastalarda anlaml bir fark yoktur (94 ay X 11 ay). Sagkalim
g:ahsmalari 11q delesyonunu bagimsiz bir risk faktorii olarak gostermigtir. Bu yiizden 11
delesyonlar1 yaygin lenf nodu katilimi, hastaligin hizhi ilerleyisi ve koti sagkahm ile
karakterize yeni bir klinik KLL alt kiimesini tammlamaktadir. 11q delesyonunun
prognostik etkisi geng hastalarda (<55 yag) daha fazla goze garpmaktadir. Bu yiizden bu
aberasyon otolog veya allojeneik kok hiicre nakli ile birlikte yiiksek doz tedavi gibi
hassaslagtirilmig tedavi protokollerinden faydalanabilecek KLL hastalarim belirlemede bir
parametre olarak kullanilabilir (68, 17).

50



Caligmamiza dahil olan 40 hastamin 15°’inde (%37.5) FISH yontemi ile 11923
delesyonu tespit edilmistir. Kotii prognostik anlami oldugu distniilen 11q delesyonu ve
hastalik evreleri arasinda istatiksel olarak anlaml bir iligki kurulamamasina ragmen 11q
delesyonlu 15 hastanin 8‘inin (% 53.3) Binet evre B-C’de oldugu bulunmustur.

Lenfosit katlanma zamannin 12 aydan kisa olmasi1 KLL’li hastalarda hastaligin
hizl1 ilerlediginin bir gostergesidir (58). Cahymamizda 11q delesyonu ve LKZ arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iliski kurulamasa da 11q delesyonlu 13 hastanin 7’sinin
(%53.8) 12 aydan kisa bir LKZ’ye sahip olduklar1 saptanmigtur.

K1 infiltrasyon sekli de diffiz ve non-diffiiz olmasina gore degerlendirilir. Yaygin
tip infiltrasyon kotii bir prognostik anlam tagir (30, 75). Calismamizda 11q delesyonu ve KI
infiltrasyon sekli arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki kurulamamgtir ancak 11q
delesyonlu ve K1 infiltrasyon sekli bilgisini elde edebildigimiz 11 hastamin 7’sinin (%63.6)
diffiiz tipte K1 infiltrasyonu oldugu bulunmustur.

Caligmamiza dahil olan ve 11q delesyonu pozitif ¢ikan hastalarin % 67’sinde
lenfadenopati mevcuttur ancak gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir ilgki
kurulamamaigtir.

Bu c¢ahgmamn daha biyik sayida bir 6mek grubu ile cahsildigi ve
degerlendirilebilir hasta bilgisi arttinldig1 takdirde istatiksel bir anlam kazanabilecegi
kanmisindayiz. Delesyonlarin sagkalima etkilerinin incelenmesi igin farkli zamanlarda

delesyon tesbiti yapilmas: ve bunun uzun bir déneme yayilmas: gerektigi diisiincesindeyiz.
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6. OZET

Kronik lenfositik 16semi (KLL) en sik goriilen 16semidir. Hastalik yaygin olarak CD5+
fenotipe sahip olgun goriniimlii B lenfositlerinin akiimiilasyonu ile karakterizedir.
Aktumiilasyonun sebebi proliferasyondaki artig degil apoptoz mekanizmasindaki bozukluk
sonucu hiicrelerin normalden daha uzun siire yagamalaridir. Hastaliin heterojen bir klinik
seyri vardir.

Sayisal ve yapisal anomalilerin tesbiti hastahiin teshis ve tedavisinde alinan
kararlan  etkileme giiciine sahiptir. Losemik hiicrelerin diigiik mitotik hiza KLL’de
kromozom analizlerini zorlagtirmigtir. Metafaz preparasyonuna gerek duymadan,
boliinmeyen hiicrelerde tek hiicre seviyesinde anomali tesbiti yapabilen Floresan in situ
hibridizasyon (FISH) yoénteminin gelismesiyle dogru aberasyon tesbiti daha miimkiin hale
gelmigtir. Sayisal ve yapisal anomalilerin tesbiti hastalifin teshis ve tedavisinde alinan
kararlan etkileme giiciine sahiptir .

FISH yontemi ile yapilan c¢aligmalar KLL’li hastalarda en sik rastalamlan
kromozomal anomalinin iyi bir prognostik gosterge olan 13ql4 delesyonu oldugunu
gostermistir. 11923 delesyonu ise kétii bir prognostik anlama sahiptir ve KLL’de en yaygin
ikinci anomalidir.

Calismamizda 40 KLL hastasinda 13q14 ve 11g23 bolgesine 6zgii problar
kullanarak FISH yontemi ile delesyon tesbiti yapildi. Elde edilen sonuglar CD38 seviyesi,
hastalik evresi , Ki ilii infiltrasyon sgekli, beta 2 mikroglobulin seviyesi ve lenfosit
katlanma zamam gibi diger prognostik faktorler ile kargilagtirildi ancak istatiksel bir iligki
kurulamadi.

Ornek grubuna dahil edilen hastalanin degerlendirilebilir klinik bilgilerinin kisttliligt
nedeniyle gmplar arasinda anlamh iligkiler kurulamamigtir. Ancak iyi prognostlk anlam
tagidigr digtintilen 13q delesyonuna sahip hastalanin %69°u hastalifin erken evresinde
(Binet Evre A), kotii prognositk anlami oldugu diigiiniilen 11q delesyonuna sahip hastalarin
ise % 53’0 ileri evrelerdedir (Binet evre B-C). Lenfosit katlanma zamaninin (LKZ) 12
aydan kisa olmas: da kotii bir prognostik faktordiir ve 11q delesyonu pozitif hastalann %
53.8’inde LKZ 12 aydan kiigiikk, 13q delesyonu pozitif olan hastalarin ise %75’inde 12
aydan biiyiikk bulunmugtur.
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Caligmaya daha fazla sayida hasta dahil edilirse ve delesyon tesbiti birden fazla
tarihte yapilirsa delesyonlarin hastaligin gidisati iizerine etkileri izlenebilir ve daha anlamli

sonuglar elde edilebilir digiincesindeyiz.
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7. SUMMARY
The detection of 11q 22-23 and 13q14 deletions in patients with chronic
lymphocytic leukemia by fluorescence in situ hybridization method

Chronic lymphocytic leukemia (CLL), is the most common leukemia in humans.
The disease is characterized by the accumulation of mostly CD5+ mature - appearing B
lymphocytes. The reason of the accumulation is not the increase in the proliferation rate.
The impairment in the apoptosis mechanism leads to the prolonged survival and so to the
accumulation of the leukemic cells.

The accurate detection of chromosomal abnormalities is important for the prognosis
of the disease. Leukemic B lympocytes have low mitotic rates and this makes chromosomal
analysis by conventional methods difficult. Fluorescence in situ hybridisation (FISH)
method can detect chromosomal abnormalities without the need for metaphse spreads, in
non-dividing cells, at one cell level.

Del (13)(q14) and del (11)(q23) are the most common chromosomal aberrations in
CLL, respectively. Del (13)(q14) is considered to be the predictor of good progngsis
whereas del (11)(q23) is the predictor of poor prognosis.

40 patients were involved in our study. We performed FISH assay by using locus
specific probes to detect deletions in 13q14 and 11923 regions. The results were comparaed
with other prognostic factors such as CD38 level, the stage of the disease, the pattern of the
bone marrow infiltration and lymphocyte doubling time but no statistically significant
correlation was established.

The reason for the insignificant statistical results is the lack of of the patient’s
clinical data. Besides all these, in our study 69% of the patients with 13 q deletions were
found to be in early stages of the disease (Binet stage 1) whereas 53% of the patients with
11q deletions were found to be in the late stages of the disease (Binet stage B-C) as del 11q
is a poor prognostic factor. Similarly, when patients were compared according to the
deletions and lymphocyte doubling time, 53.8% of the patients with 11q deletions were

found have a lymphocyte doubling time less than 12 months as a poor prognostic factor
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whereas 75% of the patients with 13 deletions were found to have a lymphocyte doubling
time more than 12 months.

We think that more patients must be included into the sutdy and the deletion
analysis should be performed at different times during the progression of the disease to

have an idea about the prognosis.
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