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Hematolojik Hastaliklarin Tam ve Takibinde Konvansiyonel Sitogenetik

Degerlendirmenin Onemi
OZET

Giris: Akut 16semiler, lenfomalar, kronik myeloproliferatif hastaliklar, myelodisplastik
sendrom ve paraproteinemiler 6nemli hematolojik hastaliklardir. Hastaliklarin tanisinda,
tedavisinin segiminde ve prognoz belirlenmesinde laboratuvar tetkikleri ve gesitli
goriintiileme yontemleri kullanilmaktadir. Konvansiyonel sitogenetik analiz ile hematolojik
hastaliklarin tanisi, tedavi cevabinin takibi ve prognozun belirlenmesinde degerli bilgiler

elde edilmektedir.

Amag:Bu ¢alisma ile Hematoloji Bilim Dal1 poliklinigine basvuran hastalarda yapilan
konvansiyonel sitogenetik incelemenin tani, prognoz ve tedaviye olan katkisini incelemeyi

amacladik.

Materyal ve Metod:Hematoloji poliklinigimizde tanist konulmus 199 hastanin Ocak 2014
ile Mart 2015 tarihleri arasinda yapilan sitogenetik sonuglari geriye donuk olarak incelendi.
Laboratuarin sitogenetik sonug elde etme orani, anormal sitogenetik oran1 ve sitogenetik

sonucun katkis1 degerlendirildi.

Bulgular:Hastalarin yas ortalamasi 56,1£15,3 di. Sitogenetik sonuglarin 150 sinde (%75,6)
normal , 32 sinde (%16,1) anormal karyotip saptandi. 17 (%8,5) hastanin, 7'sinde(%3,5)
yetersiz materyal nedeniyle ve 10’unda(%?5,1) yeterli metafaz tiretilemedigi igin sonug elde
edilemedi. Kontrol grubu olarak secilen Lenfoproliferatif hastalik (ALL, KLL, HL, HDL,
MM, MGUS, HCL, Waldenstrom Makroglobulinemisi, LGL) grubu, hem Myeloproliferatif
hastalik (AML, KML, ET, MF, PV, KMPH, MDS) grubu hem de Diger hematolojik
hastaliklar (ITP, Anemi, HS, Aplastik Anemi, PNH) grubuyla karsilastirildi.
Myeloproliferatif grubunda sitogenetik tetkiklerin katkisi, lenfoproliferatif hastalik grubuna
gore istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir. Lenfoproliferatif hastalik grubu ile Diger
hastaliklar grubu arasinda sitogenetik inceleme katkisi ile ilgili istatistiksel bir anlamlilik

saptanmadi.

Sonug: Sitogenetik analiz yontemi, KML ve AML de kesinlikle yapilmalidir. Sitogenetik
analizin MDS, KMPH gibi myeloproliferatif hastaliklarda da rutin olarak yapilmasi dnerilir.
Hodgkin Dis1 Lenfomalarda, HL, LGL, KLL, MM gibi alt tiplerde rutin konvansiyonel
sitogenetik 6nerilmez.

Anahtar kelimeler: Hematolojik hastaliklar, konvansiyonel sitogenetik inceleme.



The Importance of Conventional Cytogenetic Assessment in the Diagnosis and
Follow-up ofHematologic Diseases

ABSTRACT

Introduction: Acute leukemia, lymphomas, chronic myeloproliferative diseases,
myelodysplastic syndrome and paraproteinemia are important hematological diseases.
Laboratory tests and various imaging modalities are used in the diagnosis of the diseases, in
the selection of the treatment and in determining the prognosis. Conventional cytogenetic
analysis provides valuable information on the diagnosis of hematologic diseases, the follow-
up of treatment response and the prognosis.

Objective: In this study, we aimed to investigate the contribution of conventional
cytogenetic examination to the diagnosis, prognosis and treatment of patients admitted to the
Department of Hematology Science Polyclinic.

Materyal and Metod: The cytogenetic results of 199 patients diagnosed in our hematology
polyclinic between January 2014 and March 2015 were retrospectively reviewed. The rate of
cytogenetic result, abnormal cytogenetic ratio and cytogenetic outcome of the laboratory
were evaluated.

Findings: The mean age of the patients was 56,1 + 15,3. Cytogenetic results were normal in
150 cases (75,6%) and abnormal karyotype in 32 cases (16,1%). 17 (8,5%) patients could
not be obtained because 7 of the patients had insufficient material and 10 of the patients
could not produce sufficient metaphase. Lymphoproliferative disease (ALL, CLL, HL,
HDL, MM, MGUS, HCL, Waldenstrom Macroglobulinemia, LGL) as the control group was
compared with the group of Myeloproliferative disease (AML, CML, ET, MF, PV, KMPH,
MDS) group and Other Hematological diseases (ITP, Anemia, HS, Aplastic Anemia, PNH)
group. The contribution of cytogenetic tests in the myeloproliferative group was statistically
significant compared to the lymphoproliferative disease group. There was no statistically
significant difference between the Lymphoproliferative Disease group and the Other
Diseases group regarding the contribution of cytogenetic examination.

Conclusion: Cytogenetic analysis method should be done absolutely in CML and AML.
Cytogenetic analysis is also suggested to be routinely performed in myeloproliferative
diseases such as MDS and KMPH. Routine conventional cytogenetics are not recommended
for lymphoproliferative diseases such as NHL, HL, LGL, KLL and MM.

Keywords: Hematologic diseases, Conventional Cytogenetic analysis.



1. GIRIS

Kanin sekilli elemanlarinin iiretim siireci olarak adlandirilan hematopoez pluripotent
hematopoetik kok hiicrelerden baslayarak bir basamaklar dizisinden olusmaktadir. Uretim
stireci ve farklilagsma basamaklarinin bir kismi eritroid ve myeloid seride oldugu gibi kemik
iliginde, lenfoid serinin bir kismi kemik iliginde bir diger kismi ise periferde devam
etmektedir. Bu basamaklarda herhangibir sorun olusunca temel kan firiinlerin olusumu
tamamlanmadig1 gibi klonal serilerin malignlesmesi yada fonksiyon kayb1 ¢esitli hematolojik

hastaliklara yol agilmaktadir.

Akut losemiler, lenfomalar, kronik myeloproliferatif hastaliklar, myelodisplastik
sendrom ve paraproteinemiler énemli hematolojik malignitelerdir. Hastaliklarin tanisinda,
tedavisinin seciminde ve prognozun belirlenmesinde anamnez, fizik muayene, kan sayimui,
rutin biyokimyasal testler, periferik yayma, kemik iliginindegerlendirilmesi, sitogenetik

incelemeler ve gesitli goriintiileme yontemleri kullanilmaktadir.

Bu tetkiklerin biri olan konvansiyonel sitogenetik inceleme ile hematolojik
hastaliklarin tanisi, tedavi cevabinin takibi ve prognozun belirlenmesi i¢in ¢cok degerli bilgiler

elde edilmektedir.

Sitogenetik analiz, kromozomlarin sayisal ya da yapisal bozukluklarin gosterilebilmesi
icin uygulanir. Periferik kan, amniyotik sivi, kemik iligi, diisiik materyeli vb. drneklerde
yapilan sitogenetik analizlerle otozomal ve seks kromozomlarinin yapilart ve sayilar
incelenerek, yiliksek rezoliisyonlu kromozom analizleri yapilmaktadir. Gelistirilen yeni
sitogenetik analiz yontemleri hematolojik hastaliklarda bu hastaliklarin etyopatolojisinin
anlagilmasinda ¢ok Onemli bulgular vermistir. Bu teknik ile; kromozomal polimorfizm
(6zellikle kromozom 1, 9, 16 ve Y de), frajil bolgeler, kromozomal kayiplar-“loss”
(delesyonlar ve monozomiler), kromozomal kazanglar-“gain” (duplikasyon ve trizomiler),
kromozomal  “rearrengement”  yeniden yapilanma  (inversiyon, insersiyon  ve
translokasyonlar-yer degistirme) bulunur(l). Sitogenetik analizler olgularda kromozom
yapilanmasini gosterir. Etkilenen kromozomal yapilar ortaya konur, olgularin tani, tedavi

cevabinin belirlenmesi, prognoz takipleri ile ilgili 6nemli bulgulara ulasilir(2). Genetik bilim



dalindaki gelismeler sonucunda bir¢ok genetik bozukluk yeni tetkiklerle ortaya

konabilmektedir.

Tedavi siiresinde yapilacak testlerin sonucunda ilaca verilen cevabin pozitiflik-
negatiflik durumlarina gore tedavi protokolleri de sekillenmektedir. Ayni zamanda yeni
mutasyonlarin varliginin bilinmesi ve buna gore kullanilan ilaglarin miktarlar1 azaltilip
arttirillabilmektedir. Ya da hastalifin bagka tiir malignensiye transforme (doniisiim) olma
kapasitesini de belirleyebilmektedir. Ayrica bu c¢alismalarin 1s18inda en etkili tedavi

protokollerine ulasilabilmektedir.

Hematolojik hastaliklarda konvansiyonel sitogenetik incelemeyle bir ¢ok kromozomal
anomali saptanmaktadir. Calismamizda, Hematoloji Bilim Dalimiza tan1 igin bagvuran ya da
takibi siiren hastalarin kemik iligi aspirasyonundan elde edilen konvansiyonel sitogenetik
inceleme sonuglar1 degerlendirilecek, saptanan kromozomal anomalilerin taniy1 ve prognozu

belirlemedeki 6nemi tartisilacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hematolojik Hastaliklar ve Genetik Calismalar

[lk kez 1890 yilinda Alman patolog David von Hansmann kanser biyopsi
materyallerinde niikleer ve mitotik yapi diizensizlikleri tanimlamis ve bu bulgunun kanser
gelisiminde 6nemli oldugunu belirtmistir. Yaklasik 25 yil sonra Theodor Boveri genetik
degisikliklerin  kanserle iligkili olabilecegini, kansere kromozomal anomalilerinyol
acabilecegini ileri siirmiistiir. Boveri, “’hilicre ve organizmadaki normal fonksiyonlarin
meydana gelmesini saglayan, kromozomlar {izerinde yer alan kalitim birimlerinin dengesidir’’

diisiincesini “Malign tiimorler nasil olusur?” isimli makalesinde 1914 yilinda yayinlamustir.

Kanserde ilk kromozomal anomali 1960’ 11 yillarda Nowell ve Hungerford tarafindan
kronik myeloid l6semi (KML) olgularinda tanimlanmis ve tanimlanan kromozoma
Philadelphia kromozomu (Ph) ad: verilmistir (1). Ilerleyen yillarda gelisen bantlama ve diger
farklh sitogenetik analiz yontemleri ile kanser genetigine ait bilgilerimiz artmis, bir¢ok tiire
0zgun sitogenetik anomaliler tanimlanmis ve altta yatan molekiiler mekanizmalar ortaya
konmustur (2). Philadelphia kromozomunun kesfi ile genom, kromozomlar ve kanser
arasindaki iliski her gegen giin ivme kazanarak arastirllmaktadir. Bu sayede olusan ve
olugmakta olan verilerin sonuglar1 tan1 koyma, prognoz ve tedavi planlamada 6zellikle 16semi

ve lenfomada, sitogenetik taninin 6nemini ortaya koymustur.

Hematolojik malignitelerin olusumunda kromozomal degisikliklerin olugsmasi 6nemli
etkenlerden biridir. Hematopoetik neoplazmalarin yaklasik %50’sinin olusmasinda, bu
kromozomal degisiklikler sonucu protoonkogenlerin aktiflesmesi sorumludur. Hematolojik
malignitelerde hiicre proliferasyonunu veya 6limdiind onkogenler ve timor stpressor genler

birarada saglar. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar kanserin seyrini belirler.

2.2. Hematolojik Hastaliklar ve Eslik Eden Genetik Bozukluklar

Hematolojik hastaliklarin etiyolojisinde, genetik materyalin 6nemli rol oynadigi
molekiiler ve sitogenetik gelismelerle net bir sekilde ortaya cikmstir. Ozellikle familyal
l6semi olgularinin tahmin edilenden fazla olmasi, belli kromozomal anomalileri olan

myelodisplastik sendromlarin (MDS) yiiksek oranda akut myeloblastik 16semiye (AML)



transformasyonu, belli sitogenetik anomalilerin saptandigilenfomalarin olmasi genetik

faktoriin 16semi etiyolojisinde dnemli rol oynadiginin bir kanitidir.

Losemiler, kemik iligi hematopoetik hiicrelerinin klonal malign hastaliklaridir. Bu
tam olarak farklilasmamus hiicreler ‘blast’ olarak adlandirilmaktadir. Bu hiicreler normal
fonksiyonlarmi yerine getirme yeteneginden yoksundur. Cok fazla c¢ogalan fakat
farklilagsmayan lokositler, basta kemik iligi olmak tizere karaciger, lenf bezleri, dalak, deri,
testis ve merkezi sinir sistemi gibi organ ve sistemleri infiltre edebilir. Yeterinden fazla hiicre
iiretilmesine karsin, bu hiicreler tam olarak olgunlasip farklilasmadigindan yetersiz islev

gbren sorumlu hiicre sayisi azalarak anemi, trombositopeni ve ndtropeni olusmaktadir.

Losemi ile ilgili ilk vaka 1827°de Velpeau tarafindan bildirildikten sonra, gerek klinik
gerekse genetik incelemelerde ilgi duyulan bir neoplazm olmustur. Fakat 1845 yilina kadar
l6semi ¢ok iyi tanimlanamamistir. Bu tarihlerde Virchow ve Bennett ayri ayri olgularin
otopsisinde, kanin beyaz rengine dikkat ¢ekmis ve hastaligi tanimlamislardir. Bu yiiksek
l16kosit sayisina atfen beyaz kan terimi (weisses blut) kullanilmis, daha sonralarda ise
Yunanca kokenli olarak beyaz anlamina gelen “leukos” ve kan anlamina gelen “haima”

sOzcliklerinden leukemia terimi tiretilerek kullanilmaya baglanmistir (3).

Losemilerde meydana gelen kromozomal degisikliklerin tespiti, degisik 16semi alt
gruplarinin ve buna baglh olarak tedavi yontemlerinin belirlenmesine katkida bulunmustur.
Ayrica tedavi siirecinde hastanin tedaviye verdigi yanitin degerlendirilmesinde ve hastanin
takiplerinde yine sitogenetik yoOntemlere basvurulmaktadir. Mevcut ¢alismalar
kromozomlardaki olas1 sayisal ve yapisal mutasyonlari aramaya yoneliktir. Yapisal veya
sayisal olarak degismis bolgelerdeki ilgili genleri tespit edip bu genlerin 16semi ile
baglantisin1 ¢6zmeyi amaglamakta en yeni ve detayli calismalari olusturmaktadir. Lésemi
genetigindeki son degismeler, 10semi tanisinda kullanilmakta olan, hiicre morfolojisine
dayanan French American British (FAB) smiflamasi, sitokimyasal boyalar, 16kosit yilizey
antijenlerine dayali immiin fenotiplendirme metodlarina, sitogenetik ve molekiiler genetik

yontemlerin de eklenmesini saglamistir(4).

Hematolojik malignitelerin siniflandirilmasi Tablo 1’de 6zetlenmistir (5).



Tablo 1:Hematolojik malignitelerin siniflandirilmasi(5).

Incidence in the USA in 2008 - Source ‘Leukemia and Lymphoma Society” www.leukemia-
lymphoma.org, Kutti J, Ridell B. Pathol. Biol 49: 164-166, 2001 http://mpdfoundation.org

(4).
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Bu siniflandirmaya gore 16semiler 2 ana baslikta 4 grupta incelenir.

1.  Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)
2. Akut Myeloblastik Losemi(AML)
3. Kronik Myelositer Losemi (KML)
4.  Kronik Lenfositer Losemi (KLL)

Lenfomalar, immun sistemi olusturan hiicrelerin g¢esitli  diferansiyasyon
asamalarindan orijinlenen maligniteleridir. Orijinlerini aldiklar1 diferansiyasyon asamasina

gore farkli morfolojik, immunolojik ve klinik tablo olustururlar.

Tim lenfoid hiicreler hematopoetik progenitor hiicrelerden koken alir. Hematopoetik
progenitor hiicreler lenfoid ve myeloid 6ncii hiicreleri olusturmak iizere iki ana gruba ayrilir.
Lenfoid kok hiicre son Uriini olan B ve T lenfositleri olusturmak tizere farklilasir. Lenfoid
I6semilerin % 75’1 ve tim lenfomalarin da % 90’1 B hiicre orijinlidir. Hodgkin lenfoma ile
Non-Hodgkin lenfoma tanilar1 farki 20. yiizyilin baslarinda Reed-Sternberg hucrelerinin

taninmasi ile ayirt edilmistir.

Lenfoid hiicre kokenli kronik lenfoproliferatif hastaliklar grubunda B hiicresinden
koken alan kronik lenfositik 16semi (KLL), promiyelositik 16semi(PML), “Hairy cell
leukemia”, Waldenstrom’s makroglobiilinemisi, multipl myeloma (MM), plazma hiicreli
16semi yer alir. T hiicresinden kdken alan olgularin i¢inde KLL, promiyelositik 16semi,
eriskin T hiicre 16semi/lenfomasi, “Cutaneous” T hiicre lenfomasi, “mucozis fungoides” ve
Sezary sendrom yer alir. Olgular nispeten olgun hiicrelerin 16semik formasyonu ile
karakterizedir. Bu olgularda diger lenfoid malignitelere gére daha az kromozomal anomali
tanimlanmaktadir. T hiicresinden kdken alan kanserler T hiicre reseptorlerini 6zellikle 14q11
de yer alan alfa bolgelerini etkilemektedir. Trizomi 12 ve del(13q) B hiicresinden koken alan
KLL’ de, del(6qg)tiyli hdcreli losemide ve erigkin T hiicre losemi/lenfomasinda, 2.
kromozomun kisa koluna ait yeniden yapilanmalar Sezary sendromunda sik gozlenir.t(1; 20)
MM’ da sik gozlenen bir sitogenetik anomalidir. Bu bulgularin klinik 6nemleri ile ilgili
yogun ¢aligmalar yapilmaktadir. Genellikle MM ve B-KLL’ de gozlenen kromozomal

anomaliler kotii prognoz kriteri olarak yorumlanmaktadir (1, 6).



2.2.1. Akut Lenfoid Losemiler (ALL)

ALL, lenfoid ana hiicrelerin klonal ekspresyonu sonucu gelisir. Malign
transformasyon, farklilasmasmin degisik safhalarinda gelisebilir. ALL FAB siniflamasina
gore 16semik hiicrelerin L1, L2 ve L3 olmak iizere 3 subtipi vardir. Bu siniflamada daha ¢ok
sitolojik ~ ozellikler temel alinmistir. Bu morfolojik smiflama giderek 6nemini
kaybetmektedir. Bunlar yerine, monoklonal antikorlarin kullanildigi yiizey belirleyici
molekiillerin analizine, sitoplazmik belirleyiciler, kromozom yapisi ve yeniden gen

diizenlenmelerinin analizine bagvurulmaktadir(7,8).

Ozellikle ALL’nin AML’den aymrmminda ve kendi icinde alt tiplere aymrrminda

monoklonal antikorlardan yararlanilir (Tablo 2)(7).

Tablo 2: ALL ve AML’nin immiinfenotipik olarak degerlendirilmesi (CD: Cluster

of Differentiation)

AML ALL
CD 11b (M0,1,2,4,5) CD 10 (Common ALL antigen=CALLA)
CD 13 (M0-5) CD 2, CD 5, CD 7 (T-hucreli ALL)
CD 14 (M1,2,4,5) CD3(T)
CD 15 (M2-5) CD 4, CD 8 (T helper)
CD 33 (M0-7) CD5 (B, T)
CD 41 (M7) CD 19 (B)
CD 61 (M7) CD 20 (B)

Kromozomal ¢aligmalarda da prognostik 6nemi olan yapisal ve sayisal degisiklikler
tanimlanabilmektedir. Ayrica 0zgiil yapisal sitogenetik c¢aligmalar normal hiicresel
fonksiyonlar ve onkogenezde rol oynayan genlerin belirlenmesini saglamistir(9). Yeni WHO
siiflamas1 ALL subtiplerini fenotipik ve sitogenetik 6zelliklerine gore siniflamaktadir. Yani

FAB siniflamasi bu siniflamada kullanilmaktadir.

L1 tip ALL: Kii¢iik ve homojen hiicrelerden olusur. Hiicrelerin %25°1 T lenfosittir.
Niikleus membran1 diizenlidir. En sik goriilen kromozom anomalileri t(9;22), t(1;19),

t(4;11), 1(8;14), 6q ve 9p anormallikleridir(10).
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L2 tip ALL: Hiicre sitoplazmasi daha genis olup, bir veya daha fazla belirgin
niikleolus vardir. Hiicrelerin %25°1 T lenfosittir. Karsilagilan kromozom anomalileri t(9;22),

t(4:11), 69, +21, +8, i(17q), 7p-,119- seklindedir(8,10,11,12).

L3 tip ALL: Hiicreler biiyiik ve homojendir. ALL’ nin %5’inden fazlasi bu tiptir. Pek
cok hiicre olgun B lenfositlerden koken alir. Kromozom anomalileri t(8;14), t(8;22), t(2;8),
1g-, +6, 60-, 8q+’dir(11).

ALL, 5 yasin altindaki ¢ocuklarda daha sik goriiliir. Eriskinlerde goriilen ALL nin
remisyon orant ve hayat siiresi ¢ocuklara gore daha azdir. ALL’de sayisal ve yapisal

kromozomanomalileri ve prognostik degeri Tablo 3 te 6zetlenmistir(7).

Tablo 3:ALL’de sayisal ve yapisal kromozom anomalileri ve prognostik 6nemleri (Kern 2005)(7).

(51-65 kromozom); en sik rastlamilan sayisal kromozomal anomalidir ve iyi

Hiperdiploidi prognoz gostergesidir.

Tetraploidi (82-94 kromozom); kotii prognoza isaret eder.

Hipodiploidi (<46 kromozom); kotili prognoza isaret eder.

Ps6dodiploidi (yapisal anomali gosteren 46 kromozom); kétii prognoza isaret eder.
Periatrik Oncul B-ALL’lerin %25’i, TEL/AMLI gen degisimi, iyi prognoz,

T(12;21) genellikle standart sitogenetik analiz ile yakalanmaz, molekiler yontemlerle
bakilmalidir.

T(9;22) Ph Pediatrik ALL’lerin %5°1, eriskin ALL’lerin %30°u, BCR/ABL gen degisimini

e Tl tasir. Kotii prognoz; siklikla miyeloid antijen ekspresyonu ile birliktedir.

Pediatrik ALL’lerin %5°i; B-6ncil hiicre fenotipi, E2A/PBX1, daha 6nce kot
T(1;19) prognoza isaret ederken agresif tedavi sonrasi prognoza katkist anlamliligini
yitirmektedir.

Pediatrik ALL’lerin %4-8’i, MLL gen degisimi; bir¢cok esdegeri, infantil ALL’de
T(v;11923) siktir (1 yas); kotii prognoz; siklikla CD10, CD15* fenotip

Pediatrik ALL’lerin <% 5’1, c-MYC onkogeni; immunoglobulin, Burkitt hiicreli
T(8;14), 1(238), l6semi ile iliskilidir; agresif genleri kemoterapi éncesi donemde kotu prognoz
1(8;22) goOstergesiydi; agresif tedavi ile daha az 6nemli, daha iyi sonuglar alinir.

Ph kromozomu t(9;22)(q34;q11) ALL’de sik gozlenen bir diizenlemedir. Yaklasik
yetiskin ALL’ lerin %30’unda, cocuk ALL’lerin %5’inde saptanir. Sitogenetik diizeyde
kopma noktalart KML’ ye benzemektedir(13). ALL vakalarinda BCR (Breakpoint Cluster
Region)’nin kirilma noktas1t major BCR olarak adlandirilan bolgeye yerlesmektedir. Buna

uyan protein p210 proteinidir veya mindr BCR olarak adlandirilan bdlgeye yerlesmektedir ki
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buna uyan protein de p190 proteinidir. Oysa KML vakalariin biiyiik cogunlugunda major
BCR bdlgesinde kirllma olmakta ve ilgili protein p210 olmaktadir (14,15).

2.2.2. Akut Miyeloid Lésemi (AML)

Akut myeloid 16semi (AML) hematopoeitik kok hiicrelerinin klonal gogalmasi ile
olusur. Cogunlukla tek yonlii farklilasabilen (unipotent) ve az oranda da c¢ok yonlii
farklilagabilen (pluripotent) kok hiicrelerinden geligir. Klonalite ve stem hiicrelerinin
bozukluklar1 degisik kromozom teknikleri ile gosterilebilir. Bu tekniklerle ¢ok sayida AML
vakasinda kromozom anomalilerine ragmen 16semik hiicrelerin graniilosit, eritrosit, monosit
ve megakaryositlere farklilasmasinin devam ettigi goriilmektedir. Boylece AML, farklilagsma

hiyerarsisinin devam ettigi bir malignite olarak tanimlanir(8,11).

AML de degisik hiicre serilerinin blastik hiicre birikimi vardir. Losemik blastlar
normal hematopoezi baskilarken, 10! ile 10%2 hiicre iceren 16semik kitle olusana kadar hasta
anemik, notropenik veya trombositopenik olmaz. Solukluk, enfeksiyon, kanama en sik

rastlanan belirtilerdir(8)

65 yas ali AML hastalarinda uzun siireli hastaliksiz yasam oram1 % 40’lar
civarindadir. Daha ileri yastaki hastalarda ve 6zellikle sekonder AML olgularinda prognoz
daha kotudir. Tedaviye yanit vermesi bakimindan de novo AML’ye gore de oldukca
direnglidir. Kromozom analizi, hiicre kaynagi, morfolojisi ve muhtemel patogenezi ile
iliskili yapisal anormallikleri ortaya koyar. Bazi kromozomal degisiklikler prognozla iliski
gosterir. Sitogenetik ozelliklerine gére AML tanili hastalar 3 grupta incelenir (Tablo
4)(7,11).

Iyi prognozlu grup: t(8;21), t(15;17), inv(16) veya t(16;16) sitogenetik bozukluklari
gosteren ve daha Once hematolojik hastaligi bulunmayan ve AML’si tedaviye bagh
gelismemis 60 yas alt1 hastalar bu gruptadir. Bu de novo AML olarak da siniflandirilir. Tam

remisyon oranlar1 % 85’in iizerindedir(11).

Kot prognozlu grup: Ikiden fazla kromozomda sitogenetik anomali, kromozom 5
veya 7 monozomisi, 5. kromozom uzun kol delesyonu veya 3. kromozomun uzun kolunda
anomali gosteren AML’li hastalar1 kapsar. Tanimlanan bu bozukluklar siklikla ileri yagtaki

hastalar ve sekonder AML’de bulunur.Tam remisyon oranlari diisiiktiir(8,11)
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Standart (orta riskli) prognozlu grup: Iyi ve kétii prognoz grubundaki sitogenetik

degisikliklerin disinda karyotip gosterirler(8,11).

ALL ve AML’de sayisal ve yapisal anormalliklerin prognostik énemi Tablo 3, Tablo

4 ve Tablo 5’da gosterilmistir(7).

Tablo 4: FAB Grubunun AML Siniflamasi(7).

Alt tip

Ozellikler

Yorum

MO: Minumum
farklilagma gdsteren grup

Blastlarin <%3’Unde MPO veya SB
pozitiftir.

AML’nin % 5- 10’udur,
ALL’ye Benzer

M1: Olgunlasma
gOstermeyen grup

Miyeloid hiicrelerin >%90’1blastik
hiicrelerden olusur;blastlarin>%3{
MPO ve SB ile boyanir

AML’nin %10-20 si

M2: Olgunlagsma
gosterenAML

Myeloblastlarin oran1 %30°dur.

AML’nin % 30-45"1 t(8;21)
%25 olguda > pozitiftir.

M3: Akut promiyelositer
l6semi

e Hipergrandler varyant

e Mikrograntler varyant

Hipergraniler (%75):blyiik sitoplazmik
graniiller promiyelositler baskindir.
Mikrogranuller (%25): kiguk grantlleri
olan promiyelositler

AML’nin % 5-10"u t(15;17)
ile iliskilidir.

M4: akut
miyelomonositik

Alt tip: ilikte anormal
eozinofillerin bulundugu
AMML (M4Eo)

Cevresel kanda monositoz hakimdir.
M4Eo: kemik iliginde biiyiikbazofilik
granilli anormal eozinofiller bulunur.

AML’nin % 15-25’1 M4Eo
varyant inv(16) veya t(16;16)
ile iliskilendirilmistir

M5: Akut monositik

l6semi
[ ]

M5A
M5B

MS5A: K1 hiicrelerinin >%80’i
monoblastlardan olugsmustur.
MS5B: Promonositler 6n plandadir

MSA, AML nin % 5-8’1
M5B, AML’nin % 3-6’1

M6: Akut eritrolosemi

K1 hiicrelerinin >%50’si eritroid
onciillerden >30’u miyeloblastlardan
olusur

AML’nin %5’

M7: Akut megakaryositik
l16semi

Miyeloblastlarin >%50’si
megakaryositik antijenleri eksprese

eder.

AML’nin % 8-10"u

(MPO: miyeloperoksidaz, SB: Sudan Black, KI: kemik iligi).
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Tablo 5: AML’de sayisal ve yapisal kromozom anomalileri ve prognostik énemi

(Kern 2005)(7).

Sayisal kromozomal anomaliler

ileri yasta goriillen AML’ler ve sekonder AML’de,
kétl prognozlu

Kromozom 7 delesyonu

[leri yasta gorillen AML’ler ve sekonder AML’de, kotii
prognozlu

Krozom 5 veya uzun kolu delesyonu

[leri yasta gorillen AML’ler ve sekonder AML’de, kotii
prognozlu

Kromozom 8 anomalisi ve digerleri

[leri yasta gorillen AML’ler ve sekonder AML’de, kotii
prognozlu

T(8;21)

IAML1/ETO gen degisimi, AML-M2’de goriiliir, iyi
prognozludur

inv(16), t(16;16)

MYHI11 geni 16p tizerindedir. M4Eo’de goriiliir, iyi
prognozludur.

T(15;17)

PML/RAR-alfa gen degisimi, AML-M3 subtipinde
goralir, iyi prognozlu

T(11923;var)

MLL geni 11923 lizerindedir, AML-M5 subtipinde

gOrulir. Koétu prognozludur.

2.2.3. Kronik Lenfositer Losemi (KLL)

Genellikle orta yasta ve siklikla 60 yasin iistiinde goriiliir. KLL, matiir lenfositlerin
klonal ekspresyonundan kaynaklanir. Hastalarin % 95’inde hastalik B lenfosit kaynaklidir.
Uzun yasam siiresine sahip, kiigiik, olgun lenfositlerin kemik iligi, periferik kan ve lenfoid

organlarda artmig iiretimleri ile lenf bezleri, dalak ve karaciger dokularinda biiyiime ve bu

organlara lenfositlerin infiltrasyonu gergeklesir.

KLL olusumda genetik faktorler, bagisiklik sistemi ve kromozomal degisiklikler rol
oynar (16). Immiinfenotipik olarak degerlendirildiginde KLL’de B hiicre belirtecleri (CD19,
CD20, CD23) ve T hicre belirteci olan CD5 expresyonu gosterilir. Sitogenetik olarak
degerlendirildiginde KLL’de standart sitogenetik analiz yapmak giictiir; ¢iinkii hiicrelerin
mitoz hiz1 digiiktiir. Standart kromozom analizinde olgularin yaklagik yarisinda sitogenetik

anomaliler goriiliir. En sik gbzlenen bozukluk trizomi 12°dir. Ayrica del(13q), p53

del(17p13.1) ve del(14q) bozukluklar1 da sik¢a goriiliir(8).
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2.2.4. Kronik Myeloid Lésemi (KML)

KML, hematopoetik kok hicresinin klonal ekspansiyonu sonucu gelisen malign
klonal bir hastaliktir.

KML, spesifik karyotipik anomalinin saptandigi ilk hastaliktir. KML tiim 16semilerin
%20’sini olusturur.Her yasta goriilmekle birlikte ileri yas hastaligidir.Erkeklerde kadinalar
gore daha sik goralir(17,18,19).

Nowel ve Hungerfold (1960), KML hastalarinda G-grubu kromozom anomalilerini
tanimlamistir. Philadelphia=Ph kromozomu olarak adlandirilan bu yeni olusum 9 ve 22 nolu
kromozomlar arasindaki resiprokal translokasyon sonucu olusur. Bu translokasyon
kromozom 9q34° teki 3° ABL gen bolgesini, kromozom 22ql1’ deki 5° BCR gen
segmentine ekler. Boylece hibrit BCR-ABL geni olusur(17,20). Bu genetik degisiklik 210
kilodalton agirhiginda, tirozin kinaz aktivitesine sahip flizyon proteini kodlar. Genlerin
fiizyonlar ile tirozin kinaz normalden daha uzun sentezlenir. Bu genin olusturdugu protein

ayrica hemotopoetik hiicrelerin degisiminde rol oynar (21,22).

Hastaligin klinik seyri stabil veya kronik faz, akselere faz ve blastik faz olarak 3
evreye ayrilabilir. Tan1 konulduktan sonra tedavisiz yaklagik 3-5 yil sonra akselere veya
blastik faza ilerler (23,24).Bu fazlar kisaca agiklarsak;

Kronik Faz
Periferik kanda lokositoz, 20x10%/mm? ile 500x10%/mm? arasindadir. Myeloblast

orani % 3’ten azdir.

Sitogenetik inceleme sonucu Ph kromozomunun tiim hiicrelerdeki varligi taniyi
dogrular. Standart sitogenetik yontemler ile hastalarin %85-95’inde Ph kromozomu tespit

edilir ve ¢ok nadir hastada Ph kromozomu bulunmaz.

Hastalarin %5-10’unda BCR geninin yeniden diizenlenmesini saglayan varyant

translokasyonlar saptanmistir(23,24).
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Akselere Faz

Blastik faza gecis ani veya yavas olabilir. Genellikle fazin blastik faza ilerlemesi ilk
yil % 5 ve sonraki yillarda % 20-25 dir. Periferik kanda blast % 5-30, kemik iliginde ise %
10-30 arasindadir (23,24,25).

Blastik Faz

Beyaz kiire sayisi tedavi ile zorlukla kontrol altina alinabilir. Anemi ve
trombositopeni derinlesir. ilerleyen splenomegali gdzlenir. Kemik iligi periferik kanda
myeloblast orant % 30’u gecer. Periferik kan veya kemik iliginde bazofil+eozinofil %
20°den fazladir. Devamli trombositoz veya trombositopeni olabilir. Hastalarin % 70-80’inde

yeni mutasyonlar gelisir (2. Ph, trizomi 8, iso(17q), +19 ve Y kaybr) (11,23,24,25).

2.2.5. Lenfoma

Lenfoma terimi lenfatik sistemden kaynaklanan kanserleri tanimlamak igin
kullanilir. Siklikla lenf nodlarindan koken alir ve nedeni bilinmemektedir. Hodgkin ve Non-

Hodgkin lenfoma olmak Uzere iki ana grupta incelenir (6).

Hodgkin lenfoma (HL): Gorildigi lenf diiglimlerinden digerlerine duzenli bir

sekilde yayilir.

Non-Hodgkin lenfoma (NHL): Goriildiigi lenf diigiimlerinden digerlerine lenfatik

sistem ve kan yoluyla diizensiz olarak yayilir.

Lenfoma, bugiine kadar siniflamasi en sik degisen neoplasm grubu olusturur. 1966
yilinda Rapaport, 1974 Lukes/Collins, 1982 Working Formulation, 1994 R.E.A.L ve 2001
Diinya Saglik Orgiitii (Word Healt Organization, 2001) ve son olarak 2008 Diinya Saglik
Orgiitii siniflamalardir(WHO,2008) (Tablo 6). WHO simiflamast, diinyada hematopatoloji ve
klinik onkoloji konusunda deneyimli klinisyenlerin morfolojik, klinik, immunolojik ve
genetik verileri dikkate alarak olusturduklari konsensus sonucu ortaya konmus ve halen

gecerliligini siirdiiren son siniflamadir(7,11,26).
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Tablo 6: Lenfoid Malignitelerin WHO (2008) Klasifikasyonu (26)

B hucreli

T hiicreli

Hodgkin hastahg

1- Prekiirsér B neoplasmlari

1-Prekirsor T neoplasmlari

-B lenfoblastik 16semi/lenfoma

-B lenfoblastik 16semi/lenfoma

(muhtelif genetik anomalilerle birlikte olan
form)

-T lenfoblastik
16semi/lenfoma

1-Noddler lenfosit
predominant
Hodgkin hastahg

2-Mature B hiicre neoplazmlari

2-Matiire T hiicre
neoplazmlan

2-Klasik Hodgkin
Hastahg

-KLL/kicuk lenfositik lenfoma

-B prolenfositik 16semi

-TaylG hicreli 16semi

-Splenik marjinal zon lenfoma

-Splenik lenfoma (siniflandirilamayan)
-Lenfoplasmasitik lenfoma

-Agir zincir hastaliklari

-Plasma hiicre neoplasmlari

-Ekstranodal marjinal zon lenfoma
(MALT tipi)

-Nodal marjinal zon lenfoma

-Folikiler lenfoma

-Primer kutaneoz folikil merkez lenfomasi
-Mantle hucreli lenfoma

-Diffuz blytk B hucreli lenfoma

-T hucre/histiositten zengin B hucreli lenfoma
-Primer CNS Diffuz bliyuk B

Hucreli lenfoma(DBBHL)

-Bacak tipi primer DLBCL

-Ileri yas EBV pozitif DLBCL

-Kronik enflamasyona eslik eden DLBCL
-Lenfomatoid granulomatosis

-Primer mediastinal blyik B hicreli
lenfoma

-Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma
-ALK pozitif biyuk B hicreli lenfoma
-Plasmablastik lenfoma

-HHV8 assosiye multisentrik Castleman
Hastaligindan olusan DBBHL

-Burkitt lenfoma

-DBBHL ile Burkitt aras1 ayirim yapilamayan B
hicreli lenfoma

-DBBHL ile klasik Hodgkin lenfoma
ayirimi yapilamayan lenfoma

-T hicreli prolenfositik
[6semi
-T hicreli granuler
lenfositik I6semi
-Kronik NK hucreli
lenfoproliferatif hastalik
-Agresif NK hcreli 16semi
-EBV pozitif cocukluk T
hicreli lenfoproliferatif
hastaliklar1
-Erigkin T hiicreli
I6semi/lenfoma
-Ekstranodal NK/T hiicreli
lenfoma, nazal tip
-Enteropati assosiye T
hicreli lenfoma
-Hepatosplenik T hiiceli
lenfoma
-Subkutan pannikulit
benzeri T hiicreli lenfoma
-Mycosis Fungoides
-Sezary sendromu
-Primer kutaneos CD30+ T
hicrelilenfoproliferatif
hastaliklar
-Primer kutaneos gama-delta
T hiicreli lenfoma
-Periferik T hcreli lenfoma -
Anjioimmunoblastik T
hicreli lenfoma
-Anaplastik blyuk hicreli
lenfoma (ALK pozitif)
-Anaplastik buyik hicreli
lenfoma (ALK negatif)

-Noduler Sklerozan HH
-Lenfositten zengin HH
-Mikst selliiler HH
-Lenfositten Fakir HH

Bu smiflamanin 6zelligi immunolojik olarak lenfoid maligniteleri prekiirsor B ve T

ile matiir B ve T hiicreleri seklinde ikiye ayirmakta, akut lenfoblastik 16semiyi ( B ve T )

prekirsor B ve T grubuna dahil etmektedir.




Ulkemizde gdzlenen lenfomalarin istatistigi Tablo 7°de verilmistir(7).WHO

siiflandirmasinda, sik goriilen B hiicreli lenfomalarin genetik 6zellikleri Tablo 8 de

verilmistir (26,27,28)

Tablo 7: Tiirkiye’de Lenfoma Altgruplari Dagilimi (Kern 2005)(7).

LenfomaTipi %
Kuguk Lenfositik Neoplazmlar 10,4
MALT 2,9
Follikiler Lenfoma 5,6
Mantle Hicreli Lenfoma 3,2
Diffuiz Buyuk Hucreli 30,1
Plazma Hucreli Neoplaziler 3,0
Burkitt Lenfoma 3,1
T Lenfoblastik Lenfoma 2,3
Mycosis Fungoides 1,2
Anaplastik Buyuk Hucreli Lenfoma 2,9
Hodgkin Lenfoma 20,9

5 Merkez- 3704 Vaka

Tablo8:WHO smiflandirmasinda, sik goriilen B hiicreli lenfomalarin genetik

ozellikleri(26,27,28).

Hastahk Karyotip Tlgili Genler
Lenfoplazmositoid t(9;14)(%50) Pax 5(9q13) B hiicre gogalmasini ve
varyant farklilagsmasini kontrol eder
Mantle Hucreli t(11;14) (%70) BCL-1(11913) Hiicre donglsiini
Lenfoma kontrol eder

Folliktler Lenfoma

1(14;18) (%70-95)

BCL-2(18g21)apoptozisi engeller

Diffiz Bayuk B
Hucreli Lenfoma

t(14;18) ve (3927)

BCL-6(3g27) Germinal merkez
olgunlagmasi

Burkitt Lenfoma

t(8;14),1(2;8) veya
1(8;22)(%100)

c-myc(8g24) transkripsiyon faktord,
cogalmayi, farklilagmay1 ve
apoptozisi kontrol eder

MALT Lenfoma

Trizomi 3(%60),
t(11,18) ekstranodal
olgularin %25 i

API12, MLT Apoptozun engellenmesi
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2.2.6. Multipl Myelom

Plazma hticre diskrazileri olan Multipl Myelom, MGUS, Amilodoz, ve Waldenstrém
makroglobulinemisi arasinda en sik goriilen malignite multip] miyelomdur. Hastalik
erkeklerde kadinlara gore daha sik gozlenmekte olup bazi etnik gruplarda daha sik
saptanmaktadir. t(1; 20) MM’ da sik gozlenen bir sitogenetik anomalidir. Bu bulgularin
klinik 6énemleri ile ilgili halen yogun calismalar vardir. Genellikle MM ve B-CLL’ de

g6zlenen kromozomal anomaliler kotii prognoz kriteri olarak yorumlanmaktadir(1,6)

2.2.7. Miyelodisplastik Sendrom (MDS)

Miyelodisplastik sendrom kemik iliginin disfonksiyonuna bagli yapilan hiicre
sayisinin azlig1 veya hatali yapimu ile karakterize bir hastaliktir. Olgularin yaklasik tigte biri
AML tablosuna dondiigii i¢in bu olgularin takibinde sitogenetik analiz en 6nemli prognostik
parametrelerden biridir. MDS olgularinda gozlenen sitogenetik anomalilerin hemen timi
AML’de tanimlanan anomalilerdir. Sadece AML veya MDS’ ye 6zgiin sitogenetik anomali
yoktur. MDS olgularinda siklikla del 5(q), monozomi 7, trizomi 8, del 8, 20q-, -Y ve del
(7q) anomalileri gozlenir. Bu nedenle kromozom 5 ve 7’ye ait anomaliler AML olgularinda
MDS’den gegisli AML olarak yorumlanabilir. Olgularin subtipine 06zgiin sitogenetik
anomali bulunmamaktadir.En sik t(1;3);(p36;921), t(1;7)(q10;p10), inv(3)(q21;926),
monozomi 5, del (5q), trizomi 6, t(6;9)(p23;q24), monozomi 7, del (7q), trizomi 8, rizomi 9,
t(9;22), trizomi 11, inv (16) (p13q22), i(17q), trizomi 19, del (20q) sitogenetikanomalileri
tanimlanmaktadir (28,29).

2.2.8. Diger Kronik Miyeloproliferatif Bozukluklar: (KMPH) (Polisitemia
Vera, Esansiyel Trombositopeni, Idiyopatik Miyelofibrozis)

Kronik myeloproliferatif neoplaziler (MPNs), klonal hemapoetik kok hicre
maligniteleri olup bir veya birkac myeloid serinin klonal proliferasyonu ve hemapoetik
progenitdrlerin  sitokinlere asir1 duyarliligi ile karakterizedir. Kronik myeloproliferatif
neoplaziler; kronik myeloid 16semi (KML) ile BCR/ABL negatif MPNs olarak adlandrilan
polisitemia vera (PV), esansiyel trombositemi (ET) ve idiopatik myelofibrozis (MF) olmak
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ve monositer kokenli diger klinik tablolar1 ig¢ine alir. Birgok olguda; JAK2 geninin 617.
kodonunda nokta mutasyon (V617F) gozlenir. V617F mutasyonu hastalarda klinik tani,

tedavinin izlemi ve hastalik relapsinin saptanmasinda kullanilir (30).

Ph (Negatif) KMPH icinde polisitemia vera, idiyopatik myelofibrozis, esansiyel
trombositemi olgularda az da olsa maligniteye gegis s6z konusu oldugu i¢in prognoz
takibinde rutin sitogenetik arastirma en 6nemli prognostik kriterlerden birisidir. Sadece bu
olgulara 6zgun sitogenetik anomali yoktur. Kromozom 1, 59-, -7, +8, +9, t(9;22) (q34;911),
13qg-, i(17q) ve 20g- siktir. t(6;9), t(8;21), t(15;17) ve inv (16) sitogenetik anomalileri nadir
olarak gozlenir. AML’ de gbzlenen bu anomaliler AML’ ye gecisin belirteci olabilir. Kronik
myeloproliferatif hastaliklarda kromozomal anomalilerin bulunmasi kotii prognoz belirteci

olarak yorumlanmalidir (1).

Myeloproliferatif Hastaliklarin ~ Smiflandirmas1  asagidaki gibi  son seklini
almistir(27).

Kronik miyeloid losemi (BCR/ABL pozitif)
Kronik miyeloid losemi (BCR/ABL negatif)
Kronik notrofilik losemi

Primer miyelofibroz

Primer (esansiyel) trombositemi

Polisitemia vera

Kronik eozinofililk losemi

Kronik miyelomonositik losemi (KMML)

© o N o g R~ wDhPE

Juvenil kronik miyelomonositik losemi

2.3. Hematolojik Maligniteler ve Genetik Degisiklikler
2.3.1. Kromozomal Degisim Terminolojisi

Ayrt ayr1 losemi gruplarimi genetik olarak incelemeden once konuyu daha iyi
anlayabilmemiz i¢in gerekli terminolojiyi bilmek gereklidir. Kromozomlar sayisal ve yapisal
olarak adlandirilan iki tip diizensizlige sahip olabilmektedirler. Bunlar ayri ayri 6zel bir

terminoloji ile su sekilde agiklanir(11,31,32).
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1. Yer Degistirme (Translokasyon)

2. Eksilme (Delesyon)
3. Artma (Duplikasyon)
4. Ters Donme (inversiyon)
5. Halka (Ring) Kromozom

6. Izokromozom

2.3.2. Kanserlerde Gozlenen Diger Yapisal Bozukluklar

Normal bir hiicre siklusunda presentetik faz G1, DNA sentez faz1 S, premitotik faz
G2, Mitotik faz M faz1 olarak bilinir. Labil ve stabil hiicrelerde rejenerasyon kapasitesi
vardir ve bu diizenli olan siklusta her zaman miimkiin olmaktadir. Parankim hiicrelerinin

bulundugu stroma, 6zellikle bazal membran (BM), organize rejenerasyon icin gerekir.

Hicre blyumesinde molekdler olaylar, buyime faktorinin (growth faktor GF)
normal biiyiime kontrol yoluyla iliskili genlerin saliimini etkileyerek hiicre
proliferasyonuna yol agtiginin anlasilmasindan sonra agama kaydetmistir. Bliytimeyi kontrol
eden genler protoonkogen olarak tanimlanir. Protoonkogenlerin salinimi, normal biiyiime ve
rejenerasyon boyunca siki kontrol altindadir. Protoonkogenlerin yapisinda meydana gelen

degisiklikler onlarin kontrolsiiz hiicre biliylimesine neden olan onkogenlere doniistimiinii
saglar(11).

Hem normal hiicre siklusu ve kanser basamaklarinda 6nemli olan 3 sistem vardir.

1)  Hicre ylzey reseptorleri
2)  Sinyal (uyar1) iletim sistemi

3)  Transkripsiyon faktorleri

2.3.2.1. Hicre Yuzey Reseptorleri

Hiicre biliylimesi, ajanin (¢ogunlukla bu biiyliime faktoriidiir) spesifik reseptorlere

baglanmasiyla baglar. Reseptor proteinleri hedef hiicrenin sitoplazmasinda, hiicre yiizeyinde
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veya nilkleusunda olabilir. Ug tip hiicre yiizey reseptorii hiicre biiyiime ve gelismesinde

onemlidir. Bu reseptorler ile alinan uyari, uyart iletim araciligiyla niikleusa iletilir(11).

. Intrinsik kinaz aktivasyonu ile iliskili reseptdrler bu yolla galisan reseptdrler

Epidermal blytme faktoru, Fibroblast blyime faktort, Platelet kokenli biyume
faktoru vb.dir.
Intrinsik katalitik etkisi olmayan reseptérler Sitokinler bu yolla etkilidir.

G proteinine bagli reseptorler hiicre buyumesinde pek katkis1 yoktur.

2.3.2.2. Uyan lletim Sistemi

Protein kinaz uyari iletim sistemi ile ekstraseliiler uyarilar alinip intraseliiler uyariya

dontstiiriilerek hiicresel cevap olusturulur (11). Hiicre biyumesinde 6nemli olan

1)
2)
3)
4)
5)
6)

Protein kinaz sistemleri

Mitojen aktive eden protein kinaz (MAP kinaz)
P1-3 Kinaz (Fosfoinozitid-3kinaz)

IP-3 (inositol 3 fosfat)

cAMP yolu

JAK/STAT (Janus kinaz) sistemidir.

Bunlardan en 6nemlisi ve sik kullanilant MAP kinaz sistemidir. GF uyar1 sisteminde

etkili olan yoldur ve ras bu yolda bilinen protoonkogendir. Inositol lipid yolu proteinkinaz

C’yi aktive eder bu da ¢esitli hiicresel komponentleri fosforile ederek siklusun S fazina

girmesini saglar. CAMP yolu ise adenilat siklaz aktivasyonu saglanarak cAMP artar ve

protein kinaz A aktive olur bdylece hedef genlerin ekspresyonu stimule edilir. JAK/STAT

yolunda, intrinsik kinaz aktivitesine sahip olmayan sitokinler sitoplazmadaki protein

kinazlar1 aktive ederler.
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2.3.2.3.Transkripsiyon Faktorleri

Niikleusda regiilasyon transkripsiyon gen diizeyinde yapilir ve transkripsiyon
faktorleri ile kontrol edilir. Hicre proliferasyonunu ayarlayan faktorler c-myc, p53 ve Rb
(retinoblastom geni)’dir. Transkripsiyon faktorleri fosforile olduktan sonra subseliiler

lokalizasyonu veya DNA’ya afinitesi degisir, bu da gen ekspresyonunu degistirir.

Biiylime faktorleri reseptorlerine baglanir ve onlar1 aktive eder, uyari iletiminde
gorevli proteinler fosforile olur, kinazlar serisi araciligiyla sinyal niikleusa iletilir,

transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuyla DNA sentezi baslar ve S fazina giris saglanir.

2.3.3. Kanserde Etki Gosteren Tumor Stpressor Genler

Fizyolojik fonksiyonlari, tiimér olusumunu engellemek olmayip hiicre biiyiimesini
kontrol etmektir. Knudson’un 2 mutasyon teorisine gore, herediter olan olgularda bir
genetik degisiklik herhangi bir ebeveynden gelir ve tiim somatik hiicrelerde vardir; ikinci
mutasyon ise retinal hiicrelerin herhangi birinde olur ki bu ilk mutasyonu da tagimaktadir.
Sporadik vakalarda ise her iki mutasyon ayni tek hiicrede somatik olarak mevcuttur. Buna
en iyi ornek retinoblastoma geninde agiklanmigtir. Mutant kalitsal Rb geni tastyan ¢ocuk, Rb
lokusu igin heterezigot oldugundan normaldir ama kanser gelisme riski yiiksektir. Mutant

allel homozigot olursa kanser gelisir.

Tiimdr stipresor genlerde protoonkogenler gibi hiicrenin yiizeyinde, sitoplazmasinda

ya da niikleusta etkili olmalarina bagli olarak gruplandirilirlar.

2.3.3.1. Hucre Yuzeyinde Etkili TUmor Stpresor Genler

Hiicre biiyiime ve davranigini regiile eden hiicre ylizeyinden salinan Transforming
Growth Faktor beta (TGF) gibi cesitli tipte molekiiller bulunmaktadir. TGFp, biliylimeyi
inhibe eder.
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2.3.3.2. Uyar iletim Sistemini Regiile Eden Sitoplazmik Tiimor Supresér
Genler

Timor siipresor genlerin etkili oldugu diger bir alan biiylime sinyalini azaltmaktir.
Norofibromin 1 (NF1) geni ile Adenomatoz Polipozis Geni(APC) bu kategoridedir. NF1’de
ve APC’de germ ¢izgi mutasyonu benign timorlerle ve Kkarsinom prekirsorleriyle
iliskilidir(8).

1)Nukleusta etkili timor supresor genler

Nikleusta lokalize olan timor stpresor genler retinoblastom(Rb), p53 ve Wilms
timor (WT1L) dar.

Retinoblastom (Rb);

[k tanman tiimdr siipresér gendir. Hiicre siklusunda anahtar rolii vardir. Her hiicre
tipinde eksprese edilir. Aktif ve inaktif formu vardir. Aktif formunda hiicre siklusunda
G1’den S’e gegerken fren gorevi yapar. Hiicreler Growth Faktor(GF) ile fosforile olunca Rb
inaktiflesir ve fren ortadan kalkar. S fazina giren hiicreler bdliinmeye baglar. Rb proteini

olmazsa hiicre siklusunun molekiiler freni bozulur ve hiicreler siirekli S fazina girer.

Sonu¢ olarak hiicre siklusunun kontroliiniin kaybi malign transformasyonun
merkezidir ve siklusun 4 anahtarindan en azindan birinin mutasyonu gerekir. Bunlar Rb,

siklinler, SBK’lar ve SBK inhibitorlerinden p16 dir.

P53 Geni:

Insanda gdzlenen tiimérlerde en sik gdzlenen genetik degisikliktir. %50°den fazla bu
timorlerde genetik mutasyon olur. P53’tin homozigot kayb1 hemen her tip kanserde goriiliir.
Daha nadir olarak bazilar1 p53°1i kalitsal sekilde mutant allel olarak bulundurur. Rb geni gibi
bir mutant allelin kalitimi1 kisinin malign timor gelistirmesi i¢in predispozandir ¢iinkii

sadece ek bir tek ariza normal olan ikinci alleli bozar(11).

1) P53 kritik kapr bekgisi gibidir. Niikleusta lokalizedir. Diger genlerin
transkripsiyonunu kontrol etmek primer goérevidir. DNA hasari, radyasyon, mutajenik
kimyasallar ile temas sonucu genetik materyalin zarar gérmesi ile uyuyan p53 harekete
gecer. 2 ana hedefi vardir.

2)  Hucre siklusunu durdurmak

3)  Apoptozisi indiklemek.
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2.4. Hematolojik Malignensilerde Kullanilan Metodlar ve Mutasyon
Tarama Testleri

Losemi olgularinda kromozomal anomaliler klasik sitogenetik, Floresan Insitu

Hibridizasyon (FISH), polimeraz zincir reaksiyonu gibi yontemler ile arastirilmaktadir (33).

2.4.1. Klasik Sitogenetik Analiz Yéntem

Hematolojik hastaliklarda genellikle kemik iligi olmak iizere periferik kandan da
inceleme  yapilabilmektedir.Sitogenetik ~ ¢alismalar  igin  gerekli olan  metafaz
kromozomlariin direkt yontem ile elde edilmesinde spontan mitotik aktivitesi olan kemik
iligi hiicreleri tercih edilir ya da kiiltiir yontemi kullanilir. incelenebilecek metafaz sayisini

arttirmaya yonelik olarak periferik kandan da direkt yontem ile metafazlar elde edilmektedir.

Kultir yonteminde, ortamdaki htcreleri (lenfosit) uyararak mitoza sokmak icin
Phytohaemaglutinin (PHA) kiiltiir ortamina eklenir. Ideal kiiltiir siiresi 37°C’de 72 saattir.
Kiiltiire hiicrelerin metafazda durdurulmasi ortama ig ipliklerin protein yapisint bozmak
suretiyle gbérev yapan kolsisin ilavesiyle olmaktadir. Daha sonra hacimce cekirdek ve
kromozomlar1 genisletmek i¢in hipotonik soliisyon ile muamele edilen hiicreler en son
olarak fiksatif ile fikse edilerek daha kaliteli metafazlar elde edilmektedir. Bundan sonraki
asama kromozomlarin ¢esitli bantlama teknikleri kullanmak suretiyle farkli agilardan
degerlendirilmesini igermektedir. Diiz olarak boyanan kromozomlar sadece sayisal
anomaliler i¢in degerlenebilecek iken; GTG (Giemsa-Tripsin—-Giemsa), NOR (Nukleer
Organiser Region), HRB (High resolution bantlama), RBG (Reverse-banding giemsa), SCE
(Sister chromatid Exchange) gibi farkli teknikler ile kromozomlar farkli agilardan

degerlendirilmektedir.

2.4.1.1. GTG Bantlama Teknigi

Rutin sitogenetik laboratuarlarin bir¢ogunda kullanilan teknik GTG bantlama
teknigidir. Yontemde, kromozomal proteinler olan histonlar ve nonhistonlar tripsin ile
denatiire edilerek agikta kalan DNA’nin Adenin ve Timin bazlarinca zengin tekrarlarindan

olusan bolgelerine Giemsanin girmesi sonucu bu bdlgeler koyu boyanmakta ve
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heterokromatin bolgeler olarak adlandirilmaktadir. Boyanmayan bolgeler ise 6kromatin
bolgelerdir ve yapisal genleri igerir. Bu islem sonunda her kromozom ¢iftine 6zgii acik ve
koyu bantlar goriiniir hale gelmektedir. 1995°deki konferansta kabul edilen ISCN (An
International System for Human Cytogenetic Nomenclature) siniflandirmasmna gore
kromozomlar degerlendirilmektedir ve karyotip yazimi da ayn1 toplantida standardize edilen

yazim kurallari ile yapilmaktadir (1,34).

Sitogenetik analiz yontemi ile genomun genel goérinimui belirlenmektedir. Kanser
genetiginde de tanmin konulmasi, takibi, tedavi ve hastalifin ilerlemesi ile ortaya

cikabilecek ikincil kromozomal diizensizliklerin tespitine imkan vermektedir(35).

2.4.1.2. Mikroniikleus Teknigi

Yine bir diger mutasyon tarama testi olan mikroniikleus teknigi de 16semili vakalarin
degerlendirilmesinde  kullanilabilmektedir. ~ Mikronlikleus  teknigi ~ kromozomlari
goriintiilemeye yonelik bir calisma olmayip ¢esitli mutajen ve karsinojenlerin hem in vivo,
hem de in vitro kosullar altinda neden oldugu DNA hasarini saptamayi saglayan sitogenetik

yoéntemlerden birisidir(11).

2.4.1.3. Kardes Kromatid Degisimi Teknigi

Cesitli mutajen ve karsinojenlerin hem in vivo, hem de in vitro kosullar altinda
neden oldugu DNA hasarim1 saptamay1 saglayan sitogenetik yontemlerden bir digeri de
Kardes Kromatid Degisimi (KKD)=Sister Chromatid Exchange (SCE)’dir. KKD, DNA’daki
cok kiiciik harabiyetlerin bile hassas gostergesi olarak kabul edilir. DNA hasarinin ve
indiiklenmis DNA tamirinin gosterilmesinde en basit, duyarl ve kisa zamanda sonug veren

bir yontem olarak kullanilmaktadir (36,37).

KKD yeni mutajenik ajanlarin duplike olmus kromatid ve eski kendi kardes
kromatidi arasinda kromozom morfolojisi degismeksizin simetrik olarak 6zdes segmentlerin

degisimidir (38).
2.4.2. Molekduler Sitogenetik Yontemler (Fluoresan in situ hybridization (FISH))

Klasik bantlama yontemlerinde analizin metafaz kromozomlarindan yapilmasi ve bu
olgularda yeterli ve kaliteli metafaz elde edilememesi molekdiler sitogenetik tekniklerin

gelismesine sebep olmustur (39,40,41).
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Molekiler sitogenetik teknikler, konvansiyonel sitogenetik analizler ile
belirlenemeyen ya da cozimlenemeyen kompleks, kriptik ve submikroskobik yeniden

diizenlenmelerin saptanmasini saglamaktadir (39).

Kromozomal anomalilerin arastirilmasi igin genel olarak yapilan 400-550 bant
seviyesinde sitogenetik inceleme ile 5 Mb’dan kii¢iik anomalileri tespit etmek miimkiin
degildir. FISH yontemiyle, DNA problar1 kullanarak daha kii¢iik kromozom degisiklikler
tespit edilebilir (42,43,44).

FISH yontemi tan1 ve arastirma amagli kullanilabilir.Belirli bir kromozomal bdlgenin
veya DNA kesiminin FISH yontemi ile gorunir hale gelebilmesi icin o bolgeye spesifik bir
probun kullanilmasi gerekir. FISH yonteminde hedef DNA/RNA molekiiliine komplementer
isaretli niikleik asit dizisine “prob” denir. Aranan anomalinin dogru bir sekilde tespit
edilebilmesi icin amaca uygun prob secimi cok dnemlidir(45). Problar; hedef bolgelerine ve

sinyal paternlerine gore gruplara ayrilmasi Sekil 1’de gosterilmistir (8).

Lokusa 0zgli Sentromerik Telomerik Kromozomun tiimiinii
prob prob prob boyavan prob

Tekrarlayan dizilerden
olusan problar

Sekil 1. 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 tlimiinu boyayan prob (46).
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2.4.3. Molekuler Genetik Teknikler

Konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler sitogenetigin yetersiz kaldigi durumlarda
bagvurulan tekniklerdir. Bu teknikler arasinda Southern blotting, Northern Blothing,
Westem Blotting, m-RNA’nin In-situ hibridasyonu ve PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu;
(PZR)’dur. PZR teknigi ¢ok kiiciik miktardaki DNA’nin kullannomina imkan veren ve
oldukga hassas olan bir teknik olmas1 a¢isindan fazlaca tercih edilmektedir (11,47,48).

2.4.3.1. Jak-2 Tip-1 PCR Sistemi

JAK2 proteini, hiicre i¢inde hematopoetik biiyiime faktorii olarak gorev almaktadir.
Bu nedenle kanser olusumunda, 6zellikle kan kanserinde 6nemi olabilecegi diisiilmektedir.
JAK2 mutasyonu, proteinini kodlayan genin 1849 pozisyonunda yer alan tek nokta baz
degisimi (G>T) ile ger¢eklesmekte ve valin’in, fenilalanin’e doniisimine (V617F) neden
olmaktadir (11,48)

Test prensibi, Taq DNA polimerazin 5°-3’ exonuclease aktivitesine dayanmaktadir.
Probun 5’ ucunda bir reporter boya ve 3’ ucunda da bir quencer boya bulunmaktadir.
Quencer boya reporter boyanin 1simasini baskilamakta ayni zamanda da probun primer gibi
davranarak uzamasina engel olmaktadir. PCR esnasinda enzim aktivitesi ile birlikte reporter
ve quencer arasinda bulunan prob parcalanarak ayrilir, baskilanmanin ortadan kalkmasiyla
isitma meydana gelir. Bu islem sadece hedef bolgelerinde hibridize olmus problarda
gergeklesir. Amplifikasyon miktar arttikga, reporter boyanin agiga ¢ikmasiyla birlikte 1s1ma

dogrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan es-zamanli olarak tespit edilmektedir.

Her hasta i¢in her mutasyon bdlgesine uygun, patenti alinmis Normal ve Mutant
olmak {iizere iki mastermiks calisilir. Sistem patenti alinmig SNP analizinde kullanilan 5’
niikleaz PCR i¢in 6zel olarak hazirlanmis kullanima hazir kimyasallar1 saglamaktadir.
Sistem, ilgili mutasyonlara uygun sekans spesifik primerler ve prob i¢in hazirlanmistir.
Sistem iki farkli primer-prob seti icermektedir. Mutasyon analizleri i¢in FAM isaretli,
sistemin dogru sekilde ¢alisip calisgmadigini kontrol eden internal kontrol analizi icin ise
HEX/JOE boyasi ile isaretli prob kullanilmaktadir.
(http://www.drzeydanli.com.tr/images/file/JAKYENIX).



28

2.4.4. Hematolojik Malignensilerde Sik Gozlenen Genetik Degisiklikler
2.4.4.1. Sitogenetik ve/veya Molekuler Sitogenetik (FISH) ile Tespit
Edilen Degisiklikler

2.4.4.1.1. BCR/ABL - t(9;22) FISH Analizi

BCR/ABL translokasyonu; 22 numarali kromozom fizerinde bulunan BCR boélgesi
ile 9. kromozom uzerinde yer alan c-ABL proto-onkogeni arasindaki yeniden diizenlenmeye
bagli olarak bir flizyon geni olusturur. Yeniden diizenlenmeye bagli olarak artmis bir tirozin
kinaz aktivitesi gozlenir. KML hastalarinin neredeyse tamaminda bulunan bu fiizyon bazi
ALL hastalarinda da gozlenmekte olup koti prognoz ile karakterizedir. BCR/ABL
translokasyonu klinikte; KML tanisinin konmasi, tedavinin ve minimal rezidiiel hastaligin
izlenmesi, hastalik niiksiiniin erken belirlenmesi ile bu flizyona sahip ALL'li olgularin

tanimlanmasi ve bunlarda prognoz tayini amaciyla kullanilmaktadir.

2.4.4.2. Molekiiler Olarak Tespit Edilen Degisiklikler
2.4.4.2.1. BCR/ABL - t(9;22) DNA Testi (Real-Time PCR)

Yeniden diizenlenmeye bagli olarak artmis bir tirozin kinaz aktivitesi gozlenir. KML
hastalarinin neredeyse tamaminda bulunan bu fiizyon baz1 ALL hastalarinda da gozlenmekte
olup kott prognoz ile karakterizedir. BCR/ABL translokasyonu klinikte; KML tanisinin
konmasi, tedavinin ve minimal rezidiiel hastaligin izlenmesi, hastalik niiksiiniin erken
belirlenmesi ile bu fiizyona sahip ALL'li olgularin tanimlanmasi ve bunlarda prognoz tayini

amaciyla kullanilmaktadir. Real time PCR teknigi ile %99tan1 degerligine sahiptir.

2.4.4.2.2. JAK2 Mutasyon Testi - V617F
JAK2 DNA Testi, JAK2 Mutasyon Testi, JAK2 VV617F Mutasyon Testi,
V617F Mutasyon Analizi seklinde farkli adlarda bu test ¢alisilabilir.

Janus Kinaz 2 (JAK2), biiyiime faktorii reseptor sinyaline aracilik eden sitoplazmik bir
tirozin kinaz olup hematopoetik blyime faktorlerinin kan hiicreleri Gzerindeki etkisini
diizenler. JAK2 geni, 9. kromozomun kisa kolu (9p24.1) {izerinde yer alir ve 25 ekzondan
olusur. Kronik myeloproliferatif hastaliklarda gézlenen en 6nemli mutasyon ise V617F'dir.
Hastalarda daha nadir olmakla birlikte 12. ekzonda da mutasyonlar saptanmistir. JAK2

V617F mutasyonu, 2343. niikleotidde gézlenen G>T degisimi sonrasinda meydana gelir.
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Mutasyon sonrasinda otoinhibitor kontrol kaybina bagli JAK2 tirozin kinaz aktivasyonu
gozlenir. Bu da eritropoetin tarafindan indiiklenen hiicre sinyalinin hiperaktivasyonuna
neden olur. JAK—2 Mutasyonunun Myeloproliferatif hastaliklarda goriilme sikliklar1 Tablo 9
da g0sterilmistir(28). Ayrica; myelodisplastik sendrom, kronik myelomonositik 16semi ve
diger atipik kronik myeloid hastalarda %3-5 oraninda saptanmaktadir. V617F mutasyonu,
BCR/ABL negatif KMPH (PV, ET ve MF) hastalarin1 reaktif hematopoetik hastaliklardan
ayirt etmede kullanilan essiz bir markerdir. Hastalarda tedavinin izlemi ve relapsin
saptanmasi i¢in de kullanilir JAK-2 Mutasyonunun Myeloproliferatif hastaliklarda goriilme

sikliklariTablo-9 da gosterilmistir(3,28).

Tablo-9:JAK-2 Mutasyonunun Myeloproliferatif hastaliklarda goriilme sikliklari(28).

Somatik JAK?2 mutasyonu frekansi

Hastalik JAK2 V617F (%) JAK2 ekzon 12 (%)

Polisitemia vera (PV) 65-97 2-4

Esansiyel trombositemi (ET) | 23-57 -

Idiopatik myelofibrozis (MF) | 35-57 -

Diger 3-5 =
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3.MATERYAL VE METOD

Bu c¢alisma, hasta dosyalarinin geriye doniik olarak incelenmesi seklinde
yapilmistir.Calisma grubunu, Ocak 2014 — Mart 2015 tarihleri arasinda, Istanbul Tip
Fakiiltesi i¢Hastaliklar1 ABD Hematoloji Bilim Dali *na tani iginilk kez basvuran ya da
tanis1 konmus takip edilmekte olan199 olgu olusturmustur. Kemik iliginden sitogenetik
incelemeler yapilan hastalar tani, kemik iliginin degerlendirme nedeni, sitogenetik sonuglari

acisindan degerlendirilmistir.

Hastalarin sitogenetik analizleri ‘International System for Human Cytogenetic

Nomenclature’” (ISCN, 1995) protokollerine uygun olarak ¢alisilmistir.

Calismamiz, Istanbul Universitesi Etik Kurulu tarafindan17/10/2016 tarih ve 17

say1l1 kurul toplantisinda onaylanmastir.

3.1.Konvansiyonel Sitogenetik Calisma Protokolii

3.1.1.Calisma Materyali:

Bu calismada; 10. ITF. I¢ Hastaliklari AD. Hematoloji Bilim Dali’ndan, iTF. I¢
Hastaliklar1 Tibbi Genetik Bilim Dali Laboratuvarina sitogenetik analiz yapilmak iizere
kemik iligi materyeli gonderilen 199 hastaya ait klinik ve laboratuar bulgular
degerlendirilmistir. Hematolojik malignite tanist olan ya da On tanist bulunan
hastalarinkemik iligi 6rnekleri, High Resolution Banding (HRB) teknigi kullanilarak
incelenmistir. Losemili olgulardaki kemik iligi hiicreleri flu bir gériinlim gosteren, kisa
kromozomlara sahiptirler(49). Bu kromozomlar direkt ve uzun siireli kemik iligi kiiltiirleri
ile metafaz yontemlerinde 320-400 G bant diizeyinde, senkronizasyon teknigi (High
Resolution Banding) nin kullanildigi 24 saatlik kiiltiirlerde ise 400-800 G bant diizeyinde
incelenebilmektedir (50).Bu ¢alismada 24 saatlik HRB ve 48 saatlik kiiltiir yontemleri

kullanilmastir.

3.1.2 Yontemler
Soliusyonlar:
a-Kultir Medyumur:

Bone Marrow Medium ...........cccevvvunnnn.. 100 ml.

b-HRB Soliisyonlari:

Synchroset soliisyonlari(A ve B)......cccoooveevciveennennee. 1,5 ml.
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c-Harvest Soliisyonlari:

Colcemid.........covvviiiiiininnnnn... 10pg/mL
Hipotonik Soliisyonu............ 250 ml Distile su + 1,398 gr KCL (0.075 M. KCL)
Carnoy’s fiksatif: 3:1 methanol : asetik asit glacial

d-G bantlama Stok SolUsyonlar:

PBS.........ool NaCl.........ooeeni 8 gr

...................... KCl......ooiei.0,2 gr

....................... Na2HPO4.......0,92 gr.

....................... KH2POA4..........0,2 gr. /1 litre distile suda.
Buffer................ 1 tablet Guur’s tablet / 1 litre distile suda

Leishman Boya........... 0,2 gr. Leishman/50 °C de 1sitilmis 100 ml. Metanolde.
G Bantlama Calisma Soliisyonlari:

Tripsin..........ccooevieinnnn. 30 mg./50 ml. PBS

Leishman.................. 1/4 Leisman / Buffer soliisyonu

Kemik iligi Kiiltiirii:

100 ml. Bone Marrow Medium (Komplet kemik iligi medyumu) a, 2 ml. L-Glutamin
konularak hazirlanan kemik iligi kiiltiiriinden steril kosullarda 2 adet 5 ml steril santrifiij
tlplerine kondu. Her bir tupe 5-15 damla heparinize kemik iligi materyali ilave edildi. Her
iki tiipte 37°C’lik etilivde kiiltiire edildi.

3.1.3.Metod:

1-24 saatlik kiiltiire ekimin yapildig1 giin saat 16.00 da 0,1 ml. A soliisyonu eklendi
ve tekrar 37°C’lik etlivde bekletildi.

2-Ayni kiiltiire ertesi giin saat 09.00 da 0,1 ml. B soliisyonu eklendi ve 5 saat etiivde
bekletildikten sonra iki damla (0,1 ml) colcemid eklendi ve tekrar etiive kondu.

3-25-30 dk. sonra etiivde inkiibe edilen kiiltiir 3000 rpm’de 6 dakika santrifiij edildi.
Slpernatanlar atildiktan sonra vorteksle karistirilarak 10 ml hipotonik soliisyonu eklendi ve
10 dakika etlivde bekletildi.

4-Tlp 3000 rpm’de 6 dakika santrifiij edilip siipernatanlar atildiktan sonra vorteks
yardimiyla karistirilarak pellet lizerine pastor pipetiyle damla damla 10 ml fiksatif eklendi
ve c¢alkalandi.

5-Fiksatifte yikama islemi 2- 3 defa tekrarlandi.

6-Son santrifiij isleminden sonra tiiplerde yaklagik 0.5 cc siipernatan birakildi.
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7-Dip materyal pipetle iyice karistirilarak lamlar tizerine yayildu.

8-Kurumaya birakilan preparatlar 90°C etlivde 2,5 saat bekletilerek yaslandirildi.
9-GTL bantlama yontemi ile bantlandi.

10-48 saatlik kiiltiir i¢in ayni1 islemler tekrar edildi.

G-Bantlama Metod:

1-Yaslandirilan preparatlar Tripsin c¢alisma soliisyonunda 20-30 saniye arasinda

tutuldu. (En uygun siireyi ayarlayabilmek i¢in her olguya ait bir preparat kullamildi ve
optimize edilerek digerleri de bantlandi)

2-Preparat PBS’de yikandi.

3-Leishman ¢alisma soliisyonunda 1 dk. boyandi.

4-Distile suda yikand1 ve havada kurutuldu.

3.1.4.Mikroskobik Analiz:

Kuruyan preparatlar 151k mikroskobunda kontrol edilerek uygun ozellikteki

metafazlarin (en az 20 metafaz) analizi yapilarak en az 5 metafaz 6rneginden otomatik
goruntileme sisteminde karyotip yapildi ve arsivlendi. Resim 1 de SG isimli hastanin

saptanan normal karyotip(46_XY) gosterilmistir.

Cd Cooe
{f )

Resim 1:SG isimli erkek hastanin normal konvansiyonel sitogenetik sonucu(46-XY)
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3.2.0lgu Toplama ve Calisma Dizayni

Kayit sisteminde kemik iliginden konvansiyonel sitogenetik inceleme yapilan 590
hasta tespit edildi. Hematoloji poliklinik arsivinden 278 dosyaya ulasildi. Daha 6nce yapilan
kemik iligi aspirasyonu sitogenetik incelemesi normal bulunmus ama yinede sitogenetik
inceleme tekrarlanmis 30 hasta ve 2 yildan uzun siiredir sitogenetik remisyonda olan takipli
49 KML hastast ¢aligmadan ¢ikarildi. En az bir hematolojik hastalik tanisi almig toplam 199

hastanin bilgilerigeriye doniik incelendi.
Olgularin ¢alismaya dahil edilme kriterleri;

1.  Sitogenetik inceleme i¢in kemik iligi aspirasyon materyali gonderilmis olmasi,

2.  Hematoloji polikliniginde takipli dosyasi olmast,

3. Periferik yayma, flow sitometri, molekuler incelemeyle yadakemik iligi
biyopsisi ile kesin bir hematolojik hastalik tanis1 konulmus olmast,

4.  Iki yildan daha kisa siireli takipli KML hastalar1

Dosya incelemesinden olgularin yas, cinsiyet, hemogram bulgulari(Hemoglobin
(Hgb), Hematokrit (Hct), Mean Corpuscular Volume(MCV), trombosit sayisi(Plt),
16kosit(WBC), nétrofil, lenfosit ve mutlak monosit sayisi) yapilmissa flow sitometri,
molekdler inceleme ve FISH sonucu, tani ve takip siiresince aldiklari tedaviler kaydedildi.
Dosyadan ulasilan sitogenetik tarihi, tani tarihi, sitogenetik sonuglari,sitogenetik materyali
yetersizse nedeni, aldigi tedaviler nedeniyle sitogenetik sonucu normale donen hastalar not
edildi.Her hasta icin sitogenetik sonucunun taniya, tedaviye ve prognoza katkisi olup
olmadig1 degerlendirildi. Sitogenetik sonuglar1 eksik kaydedilmis hastalarin sonuglarma i¢

Hastaliklar1 AD Genetik Bilim Dali arsivinden ulasildi.

3.3.istatiksel Analiz

Calismamizda verilerin istatistiksel analizi icin SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences, Chicago, IL, USA) programinin 21.0 versiyonu kullanildi. Tanimlayic1
istatistiklerinde siirekli degiskenler i¢in ortalama deger, standart sapma, ortanca, minimum

ve maksimum degerler; kesikli degiskenler icin ise say1 ve ylizde degerleri hesaplandi.
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Baslangi¢ analizleri olarak normal dagilimin degerlendirilmesinde Kolmogorov-
Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri kullanildi. Gruplar arasi karsilastirmalarda parametrik
verilerde Bagimsiz gruplarda t testi, nonparametrik verilerde Mann Whitney U ve ki kare
testi kullanildi. Sonuglar %95 giiven araliginda degerlendirilerek p<0,05 istatistiksel
anlamlilik, p<0,01 ileri diizeyde istatistiksel anlamlilik, p<0,001 ¢ok ileri diizeyde

istatistiksel anlamlilik olarak tanimlandi.’

4. BULGULAR

Calisma grubunu, Ocak 2014 — Mart 2015 tarihleri arasinda, Istanbul Tip Fakiiltesi
IcHastaliklar1 ABD Hematoloji Bilim Dal1 poliklinigineilk kez basvuran ya da takipli hastalar icinde
kemik iliginden sitogenetik incelemeler yapilan 199 olgu olusturdu. Tim hastalarin sitogenetik

inceleme sirasindaki hemogram parametrelerinin ortalama dagilimi Tablo 10 de gosterilmistir..

Tablo 10:Tiim hastalarin yas ve hemogram bulgulari.

Ortalama | Medyan | Standart | Minimum | Maksimum
Sapma

YAS 56,1 59 15,3 18 84
WBC/mm3 9987 6400 13023,8 1100 105,000
NOTROFIL/mm3 | 6267 3500 9807,7 0 87,600
LENFOSIT /mm3 | 2062,7 1700 2062,2 300 21,000
MONOSIT/mm3 | 793,3 500 1658,8 0 19,900
HBG g/dl 11,3 12 2,7 6 21
HCT % 34,5 35 8,4 16 69
MCV fl 91,1 91 13,2 56 190
PLT/mm3 251,500 204,000 | 214,900 4,000 1,234,000

TUm hastalarin yas ortalamasi 56,1£15,3 di. Tiim hastalarin genel 6zellikleri, cinsiyet dagilimi ve

hematolojik hastaliklara gore dagilimi Tablo 11 de g6sterilmistir.
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Tablo 11:Hematolojik hastaliklara gore tiim hastalarin genel 6zellikleri ve dagilimu.

Tam Hasta Kadin Erkek Yas Median | Basvuru Sekli
sayisi(%) dagilim | Yas ik Takipli
Basvuru
ALL 5 (%25 |1 4 18-58 28 1 4
AML 15 (%75 |9 6 26-71 61 7 8
KML 29 (%14,5) | 13 16 29-78 57 13 16
KMPH 35 (%17,5) | 19 16 34-84 65 15 20
MDS 24 (%12) 11 13 30-77 64,5 10 14
MM, MGUS | 40 (%20) 16 24 33-84 61 22 18
HDL-HL- 20 (%10) 9 11 26-82 56 15 5
HCL
KLL, LGL 9 (%4,5) 5 4 53-67 65,5 6 3
Diger 22 (%11) 11 11 18-78 42 17 5
Tum 199 94 105 18-84 59 106 93
Hastalar (%100) (%47,2) | (%52,8) (%53,3) | (%46,7)

Calismaya alinan 199 hastadan 105 hasta (%52,8) erkek, 94 hasta (%47,2) kadind:.
Tiim hastalarin yas dagilimi 18-84 arasindaydi ve medyan yas 59’du. Yas ortalamasi en
yiiksek olgular KMPH, MDS ve KLL gibi ileri yas grubunda goriilen hastaliklarla taniliydi.

Hastalarin % 20’si Multipl Myelom-MGUS, %17,5 u KMPH, %14,5 u KML,
%12’si MDS ve % 10 u HL-HDL tanili idi. KML gerek sitogenetik anormali orani ve
gerekse calismadaki hasta sayr orami yiiksekligi nedeniyle kendi alt basliginda incelendi.
Hastalardan 4’ti KLL, 5’i Large Graniiler Losemi taniliydi. 20 hastali Lenfoma grubunda 1
olgu HL, 18 HDL, 1 olguHairy Cell Losemi taniliydi. 22 olgulu diger hasta grubunda 11
Immiin Trombositopenik Purpura(ITP), 4 Aplastik Anemi(AA), 1 Paroksismal Nokturnal
Hemoglobindri (PNH) ve AA, 2 Herediter Sferositozis(HS), 1 Demir Eksikligi Anemisi, 1
Otoimmun Hemolitik Anemi(OIHA), 1 steroid indiiklenmis l16kositoz, 1 B Hiicre Hiperplazi
tanili hastadan olugmaktaydi.

ITP hastalar1 genelde tedaviye cevap vermeyen hastalar olup bu hastalara MDS v.b.
diger hastaliklarin ayirici tanisi i¢in kemik iligi degerlendirmesi yapilmisti.

Calisma grubunda ilk basvurudaki hasta oran1 %53,3 (106 hasta), takipli hasta orani
%46,7 (93 hasta) idi. ilk basvuru sirasinda KMPH diisiiniilen hastalara Ph kromozomu
t(9;22) pozitifligi bulunan KML ile ayirici tani igin 6zellikle sitogenetik ¢alisma yapilmuisti.
KML hastalarinin % 55 i takipli hastalardan olusmaktaydi. Bu hastalarda imatinib tedavi
cevabimi degerlendirmek i¢in kemik iligi sitogenetik acidan tekrar degerlendirilmisti.

Lenfoma grubunda ilk kez bagvuran hastalarda(15 hasta) evreleme i¢in yapilan kemik iligi
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biyopsisi ve beraberinde konvansiyonel sitogenetik caligmasi takipli lenfoma hastalarina(4
hasta) gore belirgin fazlaydi. MDS 1i hastalarda ilk tani sirasinda hem taniy1r koymak hem
prognozu belirlemek icin yapilmasi gerekli olan konvansiyonel sitogenetik tetkik
takipliMDS hastalarinda AML transformasyonu riski nedeniyle tekrarlanmisti.

Tablo 22:Tiim hastalarin sitogenetik nedeni, Flow Sitometri, FISH ve molekiiler sonucu.

Tam Hasta | Sitogenetik Nedeni | Flow Sitometri | FISH Molekuler
sayis1 Genetik
Tani- Takip | (+) | () BO |6 06
Prognoz
ALL 5 5 0 3 0 0 1
AML 15 7 8 7 0 0 |0 |3 4
KML 29 13 16 1 0 2 |0 |15 12
KMPH 35 15 20 2 6 0 |2 |17 18
MDS 24 10 14 1 4 0 |5 |3 4
MM, MGUS 40 39 1 0 0 0 |1 |O 0
HL,HDL,HCL |20 15 5 0 1 0 |0 |0 0
KLL, LGL 9 9 0 6 0 0 |0 |O 2
Diger 22 20 2 2 5 0 |0 |0 2
Tum Hastalar | 199 133 66 22 16 2 |8 |38 43
(%066,8) (%32,2)

Hastalarin 133’tine (%66,8) tan1 ve prognoz,66’sina (%32,2) takip amagli sitogenetik
inceleme yapilmist1 (Tablo 12). Tan1 ve prognoz i¢in sitogenetik tetkik yapilan 133 hastadan
106 s1 yeni tani hasta olup, diger hastalarda sitogenetik tetkik yapilma nedeni 6zellikle ALL
de nlkslsaptama, sonradan gelisebilecek sitogenetik anomalileri degerlendirme ve tedaviye
direngli MM hastalarinda sitogenetik anomaliyi ortaya koymakti. Takipli hastalarda
tekrarlanan sitogenetikincelemelerin KML de tedavi cevabini belirlemek igin, MDS ve
KMPH hastalarinda ise ozellikle AML transformasyonunu ortaya koymak iginyapildigi
go6zlendi.

Hastalarda tam1 ve diger hematolojik hastaliklara oOzellikle akut losemilere
transformasyonusaptamak amacli yapilan flow sitometri, FISH ve molekiler inceleme
sonuglar1 da degerlendirildi.

Flow sitometri 0zellikle akut I6semilerde ve akut I6semi transformasyonu yiksek
MDS ve KMPH hastalarinda bakilmisti. KLL ve LGL hastalarinda ise tan1 amacl
bakilmisti. KMPH tanili hastalarin biri MF tanili olup AML transformasyon degerlendirmek

icin yapilan flow sitometri tani igin siipheli bulunmustu, diger KMPH tanili hastaya ise
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yapilan flow sitometri ile KMML tanis1 konulmustu. 4 KLL hastasina ve 2 LGL hastasina
flow sitometri ile tan1 konulmustu.

FISH incelemesi KML nin diger KMPH hastaliklardan ayiric1 tanisindadegerlidir.
Sitogenetik incelemede Ph kromozomu negatif ama klinik 6n tan1 KML ile uyumlu8 hastada
bcr-abl bakilmis, 2 sinde FISH pozitif saptanmisti(Tablo 12). Ayrica 5 MDS hastasinda 5q
delesyonu incelemesi igin yapilan FISH 1 hastada pozitif saptanmuisti.

Molekdler inceleme bazi hastalarda ek olarak yapilmistir. KML hastalarinda tan1 ve
tedavinin 3, 6 ve 12 aylarda tedaviye yanit1 degerlendirme amacli BCR-ABL mutasyonu
diizeyine bakilmisti. KMPH tanili (primer MF, PV, ET) hastalarda JAK-2 mutasyonu, akut
I6semi hastalarinda BCR-ABL, PML-RARA, NPM-1ve FLT-3 mutasyonlar1 igin molekdler
incelemeler yapilmisti. 1 ALL hastasinda BCR-ABL pozitifti ve KML den transforme AML
diigtiniilmiisti. 3 AML olgusunda bcr-abl pozitif saptanmisti. NPM-1 mutasyonu,
AMLI1/ETO-1(8;21)mutasyonu ve FLT-3 mutasyonu pozitif olan birer hasta mevcuttu. KML
hastalarinin 15 inde BCR-ABL pozitif 12 sinde negatif saptanmisti ve bunlarin 12 sinde de
Tirozin Kinaz inhibitorii imatinib tedavisiyle ile bcr-abl negatiflesmisti. Bir hasta imatinib
altinda niiks ettigi icin Nilotinibe gecilmisti. Bir hasta ise Imatinib ve Nilotinib direncli
oldugu i¢in yeni baslanan Dasatinib altinda idi ve henliz BCR-ABL pozitifdi.

Tum hastalardan kemik iliginden sitogenetik tetkik igin ilik 6rnegi alinmigti. Ama
bazi hastalardan sitogenetik sonu¢ elde edilemedi. Alinan kemik iligi materyaliningalisma
igin yetersiz olmasi ya da ilik materyelinden degerlendirme i¢in yeterli metafaz tiretilememis
olmasi buna yol agmusti. Yeterli sonu¢ alinamama orani % 8,5 olarak bulundu. Tim

hastalardan alinan sitogenetik tetkiklerin sonug¢ dagilim grafigi Sekil 2 de gosterildi.

Sitogenetik Tetkik Sonug¢ Dagilimi

O Negatif
32 10 B Pozitif
O VYeterli Metafaz

150 Uretilememis
7 O Yetersiz Materyal

Sekil 2: Tiim hastalardan alinan sitogenetik tetkiklerin sonu¢ dagilim grafigi.
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Saglikli kisilerden kemik iligi alinmasi uygun olmadig: icin saglikli kontrol grubu

olusturulmadi. Caligmada hastalar tanilarina goére gruplandirilarak karsilastirild.
Lenfoproliferatif hastalik(ALL, KLL, HL, HDL, MM, MGUS, HCL,Waldenstrom
Makroglobulinemisi, LGL)tanil1 olgular, Myeloproliferatif hastalik(AML, KML, ET, MF,
PV, KMPH, MDS) tanil1 olgular ve Diger hematolojik hastaliklar (ITP, Anemi, HS, Aplastik
Anemi, PNH) seklinde 3 grupta toplandi. Gruplarin 6zellikleri ve sitogenetiktetkik sonuglari

Tablo 13 de gosterilmistir.

Tablo 13: Calisma gruplarinin sayi, cinsiyet ve sitogenetik sonu¢ dagilima.

Cahsma Grubu | Hasta | Kadin | Erkek | Son Konvansiyonel Sitogenetik Sonucu

Sayisi Normal Anormal | Saptanamamig(n=17)
Yetersiz | Uremedi

Lenfoproliferatif | 74 32 42 60 5 4 5

Hastalik Grubu | (%37,2)

Myeloproliferatif | 103 52 51 71 26 2 4

Hastalik Grubu | (%51,8)

Diger Grup 22 11 11 19 1 1 1
(%11,1)

Toplam 199 95 104 150 32 7 10

(%75,4) | (%16,1)

Lenfoproliferatif hastalik grubunda 74 hasta (%37,2), Myeloproliferatif hastalik

grubunda 103 hasta (%51,8) ve diger grupta 22 hasta(%11,1) yer almaktaydi. Hastalarin
150 sinde (%75,4) normal sitogenetik bulunurken, 32(%16,1) hastada anormal sitogenetik
sonug elde edilmisti. Anormal sonug elde edilen hastalarin 26 (%81,25)’s1 Myeloproliferatif
grupta yer aliyordu. 17 (%8,5) hastada sitogenetik sonug elde edilememisti, hastalarin 7°si
materyal yetersizligi, 10’u materyal calisilmasina ragmen yeterli metafaz iiretilemedigi i¢in
degerlendirilemedi. Sitogenetik tetkik sonuglarinin hastalik tanilarina gére dagilimi Tablo 14

de gosterilmistir.
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Tablo 14: Sitogenetik tetkik sonuglarinin hastalik tanilarina gére dagilimi

Tam Sitogenetik Yetersiz | Uremedi | Tekrar | Tedavi ile
Normal Anormal | Materyal Sayis1 Negatiflesme

ALL 3 2 0 0 0 0

AML 10 3 1 1 2 1

KML 13 15 0 1 2 13

KMPH 30 3 1 1 2ve3 0

MDS 18 5 0 1 2 0

MM, MGUS | 32 3 3 2 2 de 2. 0

HL-HDL- 16 0 1 3 0 0

HCL

KLL, LGL 9 0 0 0 0 0

DIGER 19 1 1 1 0 0

TOPLAM 150 32 7 10 14

Tiim hastalar degerlendirildiginde 46 hastada sitogenetik sonucun taniya, prognoza
yada tedavi cevabinin degerlendirilmesine katkis1 oldugu saptandi. Bunlarin 32 sinde en son
yapilan sitogenetik sonucu anormaldi,1 AML ve 13 KML hastasitoplam14 hasta ise daha
once anormal sitogenetik sonucu olup tedavi sonrasi negatiflesen hastalardi.
Myeloproliferatif hastalik grubu ile Diger hastalik grubu sitogenetik sonuglarin istatistiksel

anlamlilig1 agisindan Lenfoproliferatif hastalik grubu ile ayri ayri karsilastirildi.

3¢ 3) < eof #$
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Resim 2:MDS tanil1 HS isimli hastanin sitogenetik sonucu(43,XY,-5,del(7)(q),-16,der(17),-
21).
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Tablo 15:Myeloproliferatif-Lenfoproliferatif genele 6zelliklerin karsilagtirmasinin istatistik

degerlendirmesi.
Ort | Standart | Min Max p
Sapma
YAS MyeloproliferatifHast (n=103) 57,5 14,7 26 84 0,747
LenfoproliferatifHast. (n=74) 56,8 14,4 18 84
WBC /mm3 | MyeloproliferatifHast 11761 | 17268,8 | 1100 105000 | 0,511
LenfoproliferatifHast. 7775,7 | 4616,4 | 1700 26600
NOTROFIL/ | MyeloproliferatifHast 7614,6 | 12890,1 0 87600 0,873
mm3 LenfoproliferatifHast. 4474,0 | 3354,6 | 400 21100
}—ENgOS'T MyeloproliferatifHast. 2066,9 | 2356,6 300 21000 0,989
mm
LenfoproliferatifHast. 1973,6 | 1788,9 400 11200
MONOSIT / | MyeloproliferatifHast. 866,9 | 20394 0 19900 0,496
mm3 LenfoproliferatifHast. 743,1 | 12359 0 8600
Hgb g/dI MyeloproliferatifHast. 10,9 3,0 6 21 0,028
LenfoproliferatifHast. 11,8 2,1 7 16
PLT /mm3 | MyeloproliferatifHast. 297,1 266,2 | 10,000 | 1,234,000 | 0,732
LenfoproliferatifHast. 223,6 101,4 7,000 | 660,000

* Mann Whitney U test sonucudur.

Myeloproliferatif hastalik grubu ve Lenfoproliferatif hastalik grubu yasa gore
degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p=0,747).Her iki grup
WBC’ye gore degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir

(p=0,511).(Tablo 15)

Myeloproliferatif hastalik grubu ve Lenfoproliferatif hastalik grubu Hgb’ne gore
degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmis olup, Lenfoproliferatif
hastalik grubunun Hgb ortalamasinin myeloproliferatif hastalik grubundan daha yuksek
oldugu gorlilmektedir.(p=0,028). Iki grubun hemogram degerlerinin karsilastirilmasi Tablo

15 de gosterilmistir.

Myeloproliferatif hastalik grubu ve Lenfoproliferatif hastalikgrubu  sitogenetik
pozitifligine gore degerlendirildiginde arada istatiksel olarak anlaml bir fark saptanmustir
(p=0,002). Myeloproliferatif hastalik grubunda sitogenetik pozitifligi Lenfoproliferatif

hastalik grubuna gore beklenenden yiiksek oranda saptanmustir (Tablo 16).
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Tablo 16: Myeloproliferatif Hastalik grubu ve Lenfoproliferatif Hastalik grubunun
sitogenetik sonucu karsilastirilmasi

Tam Toplam p Ki
Sitogenetik | Myeloproliferatif | Lenfoproliferatif kare
Sonucu Hastalar Hastalar
Say1 Yiizde Say1 Yiizde Say1 | Yiizde ,002 | 9.187
Negatif 71 54,2% 60 45,8% 131 100,0%
Pozitif 26 83,9% 5 16,1% 31 100,0%
Total 97 59,9% 65 40,1% 162 100,0%

Tablo 17:Myeloproliferatif Hastalik grubu ve Lenfoproliferatif Hastalik grubunda

sitogenetigin taniya, prognoza, tedaviye katkisinin karsilagtirilmasi.

SITOGENETIK | Tam Toplam P ki kare
SONUC Myeloproliferatif | Lenfoproliferatif
Hastalar Hastalar
Say1 Yiizde | Sayi Yiizde | Sayi Yizde | <,001 | 30.191
Negatif 54 46,6% | 62 53,4% | 116 100,0%
Pozitif 43 935% |3 6,5% 46 100,0%
Toplam 97 59,9% | 65 40,1% | 162 100,0%
TANI Myeloproliferatif | Lenfoproliferatif
Hastalar Hastalar
Say1 Yiizde | Say Yiizde | Say1 Yiizde | <,001 | 19.810
Negatif 72 52,6% | 65 47,4% | 137 100,0%
Pozitif 25 100,0% | O 0,0% 25 100,0%
Toplam 97 59,9% | 65 40,1% | 162 100,0%
PROGNOZ Myeloproliferatif | Lenfoproliferatif
Hastalar Hastalar
Say1 Yiizde | Sayi Yiizde | Sayi Yiizde
Negatif 57 47,9% | 62 52,1% | 119 100,0% | <,001 | 26.771
Pozitif 40 93,0% |3 7,0% 43 100,0%
Toplam 97 59,9% | 65 40,1% | 162 100,0%
TEDAVI Myeloproliferatif | Lenfoproliferatif
Hastalar Hastalar
Say1 Yiizde | Sayi Yiizde | Sayi Yizde |<,001 |17.963
Negatif 74 53,2% | 65 46,8% | 139 100,0%
Pozitif 23 100,0% | O 0,0% 23 100,0%
Toplam 97 59,9% | 65 40,1% | 162 100,0%
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Myeloproliferatif hastalik grubu ve Lenfoproliferatif hastalikgrubu sitogenetiksonug
pozitifligi acisindan degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir
(p<0,001). Myeloproliferatif hastalik grubunda sitogenetik sonugpozitifligi lenfoproliferatif

hastalik grubuna goére beklenenden yiiksek oranda saptanmustir.

Myeloproliferatif hastalik ve Lenfoproliferatif hastalikgrubunda sitogenetik sonucun
hem taniya hemprognoza hem de tedaviye olan katkisi degerlendirildiginde aralarinda

istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p<0,001)(Tablo 17).

Tablo 18: Lenfoproliferatif Hastalik ve Diger Hastalik grublarinin yas ve hemogram
Ozelliklerinin karsilagtirmasi

Ort Standart | Min | Max p
Sapma
YAS Lenfoproliferatif Hast. | 56,8 14,4 18 84 0,012
Diger Hast. 47,2 18,4 18 78
WBC/mm3 Lenfoproliferatif Hast. | 7775,7 | 4616,4 1700 | 26600 0,340
Diger Hast. 9118,2 6577,1 2400 | 31700
NOTROFIL/ | Lenfoproliferatif Hast. | 4474,0 | 3354,6 400 21100 0,242
mm3 Diger Hast. 5890,5 |5791,6 |600 | 27500
LENFOSIT / | Lenfoproliferatif Hast. | 1973,6 | 1788,9 400 11200 0,031
mma3 Diger Hast. 23476 | 12910 600 6200
MONGOSIT / | Lenfoproliferatif Hast. | 743,1 1235,9 0 8600 0,690
mm3 Diger Hast. 604,8 348,5 100 1300
Hgb g/dl Lenfoproliferatif Hast. | 11,8 2,1 7 16 0,164
Diger Hast. 11,0 2,5 7 16
PLT/mm3 Lenfoproliferatif Hast. | 223,600 | 101,400 | 7,000 | 660,000 | <0,001
Diger Hast. 132,400 | 166,500 | 4,000 | 730,000

*Mann Whitney U test sonucudur.

Lenfoproliferatif hastalik grubu ve Diger hastalik grubu yasa gore
degerlendirildiginde istatiksel olarak anlaml bir fark
saptanmistir(p=0,012).Lenfoproliferatif hastalik grubunda hastalar daha ileri yasta

bulunmustur.

Her iki hasta grubu WBC’ye gore degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli bir
fark saptanmamustir. (p=0,340)(Tablo 18).
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Lenfoproliferatif hastalik ve diger hastalik grubu hemoglobine gore

degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir(p=0,164)(Tablo 18).

Diger hastalik grubu ve Lenfoproliferatif hastalik grubu PLT’ye gore
degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir. (p<0,001).
Lenfoproliferatif hasta grubunda PLT ortalamasinin diger gruba gore daha yiiksek oldugu

saptanmuistir.

Tablo 19: Lenfoproliferatif Hastalik grubu ile Diger Hastalik grubunun sitogenetik sonucu.

Sitogenetik | Lenfoproliferatif | Diger Hastalar Toplam |p Ki-
Hastalar kare
Sayr | Yiizde Say1 | Yiizde Say1 1.000 | ,169

Negatif 60 75,9% 19 24,1% 79

Pozitif 5 83,3% 1 16,7% 6

Total 65 76,5% 20 23,5% 85

Diger hasta grubu ve Lenfoproliferatif hasta grubu  sitogenetik pozitifligine gore
degerlendirildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamstir (p=1,000). Burada
sitogenetik pozitif sayisi1 diisiik oldugu icin istatistiksel analiz pek anlamli bulunmadi.Yine

ayni nedenle sitogenetik sonucun tani, tedavi, prognoza katkisi degerlendirilmedi.(Tablo 19)
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Resim 3:MDS tanil1 DY isimli hastanin sitogenetik sonucu (46-XX,del5q)
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Resim 4: MDS tanili DY isimli hastanin baska bir metafaz sitogenetik sonucu(46-XX,+8p).
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Resim 5: KML tanili EP isimli hastanin sitogenetik sonucu (46,XY,1(9;22)(q34;q11))



45

Sitogenetik anomali saptananlarin tim{ tanilar1 ile birlikte Tablo 20 de gésterilmistir.

Tablo 20: Calismadaki hastalardasaptanan anormal sitogenetik sonuglari.

AD  SITOGENETIK FISH FLOW MOLEKULER TANI
SITOMETRI
HS 45-43-XY,-5,del(7q),-16der(17q),-21 +mar YOK  YOK YOK MDS
kompozit karyotip
FT 46-XX[11], 46-XX del(20)(q11.2) [9] VAR  YOK NEGATIF MDS
MFE 45-X,-Y[9]/46-XY[11] YOK YOK YOK MDS
RC  45-XY,-7,der(12)(p) YOK  YOK POZITIF MDS
DY  46-XX[14]/ 46-XX,del(5)(g12933)[4]/ 47- VAR  YOK POZITIF MDS
XX,+8[2]
EP 46-XY, 1(9,22);(q34,911)(Ph+%100) YOK  YOK POZITIF KML
KB  46_XY,inv(12),(p11,2q15)[2]/46-XY, YOK  YOK POZITIF KML
t(9,22) (q34,q11),inv(12)(p11,2q15)[18]Ph+
BS 46-XX, 1(9,22)(g34,q11),Ph+%100 YOK  YOK POZITIF KML
SS 46-XX, 1(9,22)(q34,911),Ph+%100 YOK  YOK POZITIF KML
YA  46-XX, 1(9,22)(934,911),Ph+%5 YOK  YOK NEGATIF KML
TA  46-XY, t(9,22)(q34;911)(Ph+%45) YOK  YOK POZITIF KML
HA  46-XY, t(9,22)(q34,q11),Ph+%100 YOK  YOK POZITIF KML
FK  46-XY, t(9,22)(q34,q11) Ph+%15 YOK YOK POZITIF KML
DYO 46-XY, 1(9,22)(q34,q11) Ph+%5 YOK YOK POZITIF KML
OK  46-XY, t(9,21,22)(g34,022,q11)Ph+%100 YOK  YOK POZITIF KML
SS 46-XX, 1(9,22)(934,q11),Ph+%100 YOK  YOK POZITIF KML
ZO  46-XX, 1(9,22)(q34,q11),Ph+%100 YOK  YOK POZITIF KML
MA  46-XX, 1(9,22)(q34,q11),Ph+%100 YOK  POZITIF NEGATIF KML
NE  46-XY, t(9,22)(q34,q11),Ph+%15 YOK  YOK POZITIF KML
SA 46-XY, 1(9,22)(q34,911),Ph+%100 YOK  YOK POZITIF KML
MG  46-XY[17]/46_Y-X,t(X,19)(q22,P13)[3] YOK  YOK POZITIF KMPH
AA  46-XY,del7[1]/46-XY,r(7)(p22,0227)[19] YOK  YOK POZITIF PV,2.MF
FE  46-XX,der(6)(pq),der(13)(p11.2), t(1.13) YOK  NEGATIF POZITIF MF
(924,p11.2)[11]/46-XX, der(15)(p11.2),
t(1.13)(q24,p11.2)[3]
CB  46-XY[8]/46-XY, der(7p)[2]/46-XY,-5,-7, YOK  POZITIF NEGATIF AML
der(15) t(11,15),-17, +3mar[10]
MA  45-XX,-3,der5(5)(gq13.3), t(3;5)(q13;gq13) ,-  YOK YOK YOK AML
9, der(22)(p13),+mar
NS 46-XX,del5,t(8,21)(922,22),del9 (921g22) YOK  POZITIF YOK AML
MA  45-X-Y[4],/46-XY[16] YOK  YOK YOK MGUS
O
VT  46-XY, inv(16)(p15,922) YOK  YOK YOK MM
BK  46-XY[10], 45 X-Y[4] YOK  YOK YOK MM
BS 46-XY[6]/92-XXYY[5],5 metafazda YOK  POZITIF YOK ALL
Tetraploid Karyotip
MA  Hipotriploidi(Kromozom sayis1 58-68 aras1)) YOK = POZITIF YOK ALL

HA  46-XY, 1 Metafaz 46-X-Y+14 YOK  YOK YOK ITP
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S.TARTISMA

Akut 16semiler basta olmak iizere malign hematolojik hastaliklarin gogu kotii seyirli
olup enfeksiyon gibi diger hastaliklarin esliginde mortalite oran1 yiiksektir. Hastalarin klinigi
ve laboratuar testleri prognozu hakkinda bilgi verse de prognozun daha iyi belirlenmesi,
remisyonun tespit edilmesi ve tedavi cevabinin degerlendirilmesi agisindan sitogenetik

degisikliklerin tespiti 6nem tagimaktadir (51)

Hematolojik malignitelerde konvansiyonel sitogenetik tetkikle birlikte molekiler
inceleme ve FISH yontemi gibi gelisen diger yontemlerle kromozomal anomalileri saptama
insidans1 %75 kadar artmaktadir (52). FISH ve molekdler incelemelerle, konvansiyonel
sitogenetik analizler ile saptanamayan kompleks, kriptik ve submikroskobik anomalilerin
saptanmasisaglanmaktadir  (39). Konvansiyonel sitogenetiktetkik tiim kromozomal
anomalilerin ve kompleks Kkaryotiplerin tanimlanabilmesi nedeniyle, daha spesifik
kromozomal anomali incelenen molekuler ve FISH yo6ntemlerinden Ustin kabul

edilmektedir.

Calismamizda konvansiyonel sitogenetik analizinin hematoloji poliklinigimizde
takipli hastalarda tani, prognoz ve tedavi seklini belirlemede etkisi ve gerekliligi

degerlendirildi.

Hastalarin sitogenetik analizleri ‘‘International System for Human Cytogenetic
Nomenclature’ (ISCN, 1995) protokollerine uygun olarak c¢alisiimistir. Calismamizda,
yiiksek sitogenetik anomali oranina sahip hematolojik hastaliklar ayrimi yapilmaksizin
poliklinigimizde takipli hastalardan belirli bir siire i¢inde konvansiyonel sitogenetik tetkik
istenen tlim hastalar degerlendirilmistir. Hastalarimizdan alinan kemik iligi orneginden
yapilan konvansiyonel sitogenetik incelemesinde 150 sinde (%75,6) normal , 32 sinde
(%16,1) anormal karyotip olmak Uzere 182 (%91.5) hastada sitogenetik sonug elde edildi.
Sadece 7 sinde (%3,5) kemik iligi materyal eksikligi, 10 unda ise (%5,1) yeterli metafaz

iiretilemedigi i¢in toplam 17 (%8,5) hastada sonug elde edilememistir.

Yigit B. tarafindan yapilan uzmanlik tezinde konvansiyonel sitogenetik, FISH ve
molekiler genetik tetkikler karsilagtirmmistir. Konvansiyonel sitogenetik tetkikle 110
hastanin 15 inde (%13,6) da anomali saptanmis, 59 hastada (%53,6) karyotip normal
bulunmustur. Metafaz tretilemeyen 5 hasta (%4,5) kaydedilmistir. Hastalarin 31 i ise
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(%28,2) de materyal eksikligi yada takipli KML lerde direkt FISH ¢alisildig1 igin sitogenetik

incelemeye alinmamigtir(11).

Benzer amaglh yapilan birgok ¢alismada literatiirde yer almaktadir. Ama
calisgamalarin ¢ogunda genelde bir hastalik grubunda konvansiyonel sitogenetik inceleme
yapilmistir. Genel hematolojik hastaliklarda yapilan sitogenetik analizler ¢cogu kez ya
molekiiler inceleme yada FISH ile yapilmis incelemelerdir. Genel olarak calismalarya tez
caligmast yada laboratuarin basar1 orani saptama amaciyla yapilmistir. Cox ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir calismada 260 AML tanili hastada yapilan FISH analizi ile
konvansiyonel sitogenetik analiz sonuglar1 karsilastirilmistir. Konvansiyonel sitogenetik
analizi sonucu 105 hastada (%41) anormal, 102 hastada (% 39) normal karyotip tespit
etmisler, metafaz iretilemedigi i¢in 53 hastada (%20) sonu¢ verilememistir(36). Benzer
sekilde Byrd, J.C ve arkadaslari tarafindan yapilan non-randomize tedavi o©ncesi
caligmalarda AML li hastalarda, sitogenetik anomali orani %52’e¢ yakin bulunmustur
(53,54).

Konvansiyonel sitogenetik tetkik kemik liliginin alinmas1 asamasindan itibaren titiz
bir calisma gerektirmektedir. Zaman ve emek gerektiren bu islemler sirasinda belli bir
oranda sonu¢ elde edilememesi s6z konusu olabilmektedir. Cox ve arkadaslarinin
calismasinda % 20, Yigit B nin calismasinda % 30 a ulasan sonu¢ elde edememe orani
genetik laboratuarimiz i¢cin % 8.5 olacak sekilde anlamli olarak diisiik bulundu.Yigit B
tarafindan yapilan ¢alismada anomali saptanma orani1 % 13.6 iken ¢alismamizda bu oran
%16,1olarak daha yiiksek bulundu(11,53).Bu sonuglar konvansiyonel sitogenetik tetkiklerin

yapildig1 genetik laboratuarimizin titiz ¢alismasinin gostergesi olarak kabul edilebilir.

Calismamizda 15 aylik bir siirede genetik laboratuarimizda kemik iliginden
sitogenetiktetkik yapilan 590 hasta oldugu belirlenmis ve bunlarin iginde dosya bilgilerine
ulagilan 199 hasta degerlendirilmistir. Tetkik yapilan hastalarin % 53.3 i ilk tan1 hastas1 iken
% 46.7 si takipli hasta idi. Bu sonug hastalarin sadece tan1 asamasinda degil, takibinde de

konvansiyonel sitogenetik tetkikin vazgec¢ilmez oldugunu gostermektedir.

Hastalarimiz genel olarak degerlendirildiginde median yasin 59 oldugu, tanilara gore
degerlendirdigimizde ise ALL de 28 olan median yasin MDS, KMPH, KLL,LGL de 65 e
ulastig1 goriilmektedir. Bu yas dagilimu literatiire uygun bulunmaktadir. Erkek /kadin orani

1.1 olarak bulundu.
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Calismamizda anormal sitogenetik saptanan hastalar5 MDS, 15 KML, 3 AML, 3
MGUS-MM, 3 KMPH, 2 ALL, 1 ITP tanili toplam 32 hastadan (tiim hastalarin %16,1 i)
olusmaktaydi (Tablo 20). Konvansiyonel sitogenetik tetkik yapilan toplam 29 KML tanili
hastamiz mevcuttu. Bu hastalarin 14’tinde tedavi ile Ph kromozomu negatiflesmisti. Diger
15 hastada sitogenetik anomali mevcuttu. Bu 15 hastanin 13 tnde Klasik t(9,22);(q34,q11)
anomalisivarken, birinde 46,XY,inv(12),(p11,2915)[2] 146_XY ,1(9,22)(g34,911),
inv(12)(p11,2q15) [18], digerinde 46,XY,t(9,21,22);(934,922,911) secklinde anormal
karyotip saptandi. Sonug olarak tiim KML tanili hastalarimizda tani sirasinda konvansiyonel
sitogenetikle Ph kromozom anormalisi saptama oram1 %100 olarak bulundu. KML
hastalarinin tanisinda ve takibindekonvansiyonel sitogenetik analizleri altin standart kabul
edilmesi ¢aligmamiz tarafindanda dogrular nitelikte (55,56) bulundu. Calismamizda
anomali saptanan 15 KML tanili hastanin sadece 2 sinde (%15,2) de 2. anomali saptanmustir.
Bu hastalarin prognozunun daha kétii olabilecegi bilinmeli ve takiplerininde konvansiyonel

sitogenetik yontemle yapilmasi saglanmalidir.

Calismaya alinan 15 AML tanili hasta olup 7 si ilk basvuran tedavi 6ncesi hasta, 8 i
takipli hastaydi. Caligmamizda yeni tanili 7 hastadan 3 tinde (% 42.8) kompleks karyotip
anomali saptandi. Cox ve arkadaslarinin ¢alismasinda AML de tedavi Oncesi sitogenetik
anomali %41 oraninda saptanmist1(53). Sonuglar benzer olmakla birlikte bizim hastalarimiz

icinde AML tanili hasta sayisinin ¢ok daha az oldugunu belirtmek gerekir.

ALL tanili 5 hastamizdan 1 ilk basvuru, 4 takipli hasta idi. Bu hastalarin 2 sinde
(%40) anomali saptanmis olup,bunlar 1 hastadad6_XY[6]/92_XXYY][5], 5 metafazda
tetraploid karyotip, diger 1 hastadahipotriploidi(Kromozom say1 58-68 arasi) anomalisi
seklinde idi. Her iki hastadaki anomaliler de ALL de kotu prognoz kabul edilen anomalilerdi
(Tablo 8)(7). Prognozun belirlenebilmesi bu hastalara daha yogun kemoterapi protokolleri

uygulanmasina imkan taniyabilmektedir.

Calismaya alinan 24 MDS hastasinin 5 inde (%20,8) anomali saptanmis olup
bunlari 3 inde anomali kompleks karyotip seklinde idi.Diger 2 MDS hastasinda ise del(5)
ve -7 saptanmisti. Bu anomaliler 6zellikle kompleks karyotip AML ile iliskili kabul edilen
anomalilerdir(Tablo 20). 15 AML hastamizin 3’iinde ¢ok sayida delesyon ve
translokasyonlar igeren kompleks karyotip saptanmistt. AML de kromozom 5, 7, kompleks
karyotip ve 11g23"in anomalileri tedaviye kotii yanit ve genel sagkalimin daha kisa olmasi

ile iliskilidir.Zaten sadece AML yada MDS iligkili anomali yoktur (57). Ayrica 1 MDS, 1
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MGUS ve 1 ITP hastasinda bazi metafazlarda klinigi tam anlasilamayan anomaliler
saptandi. ITP tanili hastalarda anomali saptanmasi beklenmemektedir, bu hastalara tani
amaclh rutin olarak kemik iligi incelemesi de yapilmamaktadir. ileri yastaki hastalarda bu

islem MDS ayiric1 tanisi i¢in ya da splenektomi dncesi planlanan bir islemdir.

Kemik iliginden biyopsi yapilmasi ve iligin aspire edilmesi invaziv bir islem olmasi
ve ciddi riskler barindirmasi nedeniyle kemik iliginin degerlendirilme endikasyonu olan
hastaliklarda yapilmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda saglikli popiilasyondan olusan bir
kontrol grubu olusturulamadi. Calismamiz sadece hastalikli popiilasyondan olustugundan,
konvansiyonel sitogenetik anomali saptanma orami diisiik HL, HDL ve MM-MGUS gibi
lenfoproliferatif hastalik tanist olan hastalar ile bircok calismada sitogenetik anomali
oraninin yuksek oldugu bulunan AML, MDS, KMPH, MDS gibi myeloproliferatif kokenli
hastalik tanil1 hastalar ile karsilastirildi (51,53,54). Burkitt lenfoma ve folikiler lenfoma gibi
HDL alt grublar ile ALL ve KLL gibi ¢aligmalarada yiiksek sitogenetik anomali oranina
sahip olmalarina ragmen lenfoid kokenli oldugundan ¢alismada lenfoproliferatif hastalar
grubuna dahil edildi.Yine lenfoproliferatif hasta grubu, ITP gibi hastaliklar1 kapsayan diger
bir grup hasta ile karsilagtirildi.

Hastalarimizin 74 i ( % 37,2) lenfoproliferatif hastalik tanili iken, 103 hasta (%51,8)
myeloproliferatif hastalik tanili, 22 hasta (% 11,1) ise diger tanilar1 olan hastalardi.

Calismamizda myeloproliferatif hastalik tanili  hasta grubunda sitogenetik
tetkiklerinhem tani, hem prognoz hem de tedaviye katkisi lenfoproliferatif hastalik tanili
hasta grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p<0,001).
Myeloproliferatif hastalarda sitogenetik tetkiklerin pozitif sonu¢ vermesilenfoproliferatif
hasta grubuna gore beklenenden yiiksek oranda saptanmistir (Tablo 17). Diger tanili hasta
grubu lenfoproliferatif hastalik tanili hasta grubuile sitogenetik pozitifligine gore
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamstir (p=1,000). Sitogenetik
pozitiflik sayisinin lenfoproliferatif hastalik grubunda 65 hastanin 5 inde (%7,7) ve diger
hastalik tanili hasta grubunda 20 hastadan 1 inde (%5) saptandi ve hasta sayisinin diisiik
olmasi sonucu istatistiksel analizin anlamli bulunmamasi gerektigi diistiniildii. Ayn1 nedenle

sitogenetik sonucun tani, tedavi, prognoza katkist degerlendirilmedi (Tablo 19).

Literatiir bilgisine dayanarak Burkitt Lenfoma (BL), Mantle Cell Lenfoma(MCL) ve
Folikuler Lenfoma(FL) , DBBHL gibi sitogenetikanomali oraninin yiiksek oldugu bilinen ve

bazen sitogenetigin tan1 konulmasinda katkist da olan HDL alt tipleri mevcuttur. Cin de An
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G. ve arkadaglar1 tarafindan yapilan konvansiyonel sitogenetik sonuglar1 ile ilgili bir
retrospektif calismada 126 olgunun %38,9 i (49) DBBHL, %19 u (24) lenfoplazmasitik
lenfoma (LPL), %16,7 si (21) MCL, %9,5 u (12) FL, % 8.7 i (11) Marjinal Zone lenfoma
(MZL) ve % 7,1 u (9) Kii¢iik Lenfositik lenfoma (SLL) tanili olup bu.126 olgunun 52(%
41.3) 'sinde anomali tespit edildigi bildirilmistir. Kromozomal anomali goriilme sikligi
DBBHLda %73,4, MCL da %38,1, MZL da %36,4, LPLda %8,3, FLda %8,3 ve SLL da
%11,1 oraninda saptanmistir(58).Bizim ¢alismamizda lenfoma tanili 20 hastada (hastalarin
%10 unda) bir sitogenetik anomali saptanmadi. Calismamizin biiyiik eksikliklerden biri

calismadaki lenfoma hastalarinin sayica az olmasi olarak kabul edilebilir.

Sonug olarak ¢alismamizda elde edilen sonuclar istatistiksel analiz 1s181inda
degerlendirildiginde konvansiyonel sitogenetik analiz yéntemi KML ve AML de kesinlikle
yapilmalidir. MDS, KMPH gibi myeloproliferatif hastaliklarda da rutin olarak yapilmasi
onerilir. Hodgkin Dis1 Lenfomalarda, HL, LGL, KLL, MM gibi alt tiplerde rutin
konvansiyonel sitogenetik dnerilmez. Yine literatlir bilgisine dayanarak belli alt tip lenfoma
tanisina katki amagli sitogenetik calisma Onerilebilir(58). Konvansiyonel sitogenetik
incelemeler i¢in kemik iligi alimindan itibaren tetkik sonuglanana dek kurallara uygun ve

dikkat gerektiren bir ¢alisma siirdiiriilmesi sonug elde edilme olasiligini artiracaktir.
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