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OZET
Dr. Fatma EKICI, Uzmanhk Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi, 2011

KML, olgularin %95 inden fazlasinda hastalik patogenezinde 6nemli rolii oldugu
bilinen, Philadelphia kromozomu ad1 verilen, 6zellikli bir translokasyon ile karakterize, klonal
bir hematopoetik kék hiicre hastaligidir. Phl translokasyonu sonucu ortaya ¢ikan bcr/abl
fiizyon geni Kronik Myeloid Losemi’de patogenezin baslica sorumlusudur. Phl
translokasyonunu ya da ber/abl transkriptini tanimlayan sitogenetik analiz, FISH ve gRT-PCR
metotlar;, KML hastalarinin tan1 ve takiplerinde etkin olarak kullanilan yontemlerdir. Klinik
gostergeler ve rutin laboratuar testleri hastanin prognozu hakkinda bilgi verse de, genetik
degisiklikler hastanin uzun siire hayatta kalmasi ve tam remisyonun basarist i¢in dikkat
edilmesi gereken en énemli gostergelerdir.

Calismamizin amaci, phl+ KML vakalarinda, Sitogenetik, FISH ve qRT-PCR’ m

tamisal ve klinik kullamigliligini karsilastirmaktir.

Calismamizda 4’ {i gocuk hasta olmak tizere 81 olguya ait toplam 161 materyalde es
zamanli uygulanan sitogentik, FISH ve qRT-PCR analizi sonuglarim karsilagtirmali olarak
degerlendirdik. Phl/ber-abl pozitifligi saptama oranm1 qRT-PCR da sitogenetik ve FISH e gore
anlaml oranda yiiksek bulunmustur (sitogenetik, 71/161 (%47,3); FISH, 76/163 (%46.6);
gqRT-PCR, 132/194 (%68.0). Sitogenetik analizde, remisyon dis1 evrelerde (kronik faz, relaps,
akselere, blastik evre ve direngli evrede) Phl pozitiflik oram yiiksek bulunmus ve %57.0-
%100.0 sinirlan iginde saptanmigtir. Kronik fazda bu oran %94.3 bulunmustur. Sitogenetik
analizde, klinik remisyon evresinde %16.5 oraninda Phl pozitifligi saptanmistir (AR ortalama
%3). Sitogenetik analizde 22 hastada Phl diginda, ek kromozom anomalileri saptandi.
Trisomi 8 ve del(6q) en sik goriilen anomalilerdi. Molekiiler sitogenetik (FISH) analizinde
remisyon disi evrelerde (kronik faz, relaps, akselere, blastik evre ve direngli evrede) Phl
pozitiflik oram yiiksek bulunmus ve %65.0-%100.0 siurlar i¢inde saptanmugtir. Kronik fazda
bu oran %93.4 bulunmustur. FISH analizinde, klinik remisyon evresinde %13.4 oraninda
ber/abl fiizyon pozitifligi saptanmistir (AR ortalama %2).

FISH analizleri remisyon dis1 hastalarda, 63 analizde klasik fiizyon, 13 hastada ise atipik
fiizyon gosterdi. Sitogenetik ve FISH analizleri karsilastinldiginda, her 2 yaklasimin da Phl

kromozomu ya da ber/abl i tamminda aym etkinlikte oldugu gortildii. “Remisyon dis1” tiim
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evrelerde 0.0225-0.1074 smurlar iginde pozitiflik saptanmigtir. Klinik remisyona ait qRT-
PCR oran sonuglari, 0,000543+0,001149  bulunmustu. qRT-PCR sonuglari, remisyon
evresinde, ber/abl transkript tanmimlamada, sitogenetik ve FISH ile karsilagtinldiginda en
duyarli metod olarak belirlenmistir. Kronik faz ve remisyon disi fazlarda gqRT-PCR’ m
sitogenetik ve FISH ile aym1 etkinlikte oldugu gozlenmistir.

Sonug¢ olarak KML hastalarinin denetiminde “kronik faz, relaps, akselere faz,
blastik faz, ve diren¢li fazlarda” sitogenetik, FISH ve gqRT-PCR aym etkinlikte olmakla
birlikte, her 3 tiniin de farkli avantajlari oldugundan, her ii¢ yontem birlikte uygulanmalidir.
Boylece atipik seyirli ve yiiksek riskli olgulart dnceden belirlemek (sitogenetik ve FISH)
olanakli olacaktir. Ayrica qRT-PCR’ 1n bu kirik noktalarini o hasta igin taniyip tanmmadigim
bilmek temelinde qRT-PCR esligi de énemlidir. “Remisyon fazinda” ve “major molekiiler
yamt” degerlendirmesinde ise qRT-PCR yeterli goriilmektedir. Elde edilen aritmetik
ortalamalar, qRT-PCR monitorizasyonunun laboratuarimizda uygulanan sekli ile hasta

denetiminde etkin oldugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar Kekimeler: Kronik Myelositer Losemi, Philadelphia Kromozomu, Floresan In Situ

Hibridizasyon, Kuantitatif Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu, Tam ve Takip.
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ABSTRAC
Fatma Ekici, MD, Residenccy Thesis
Ondokuz Mayis University, 2011

CML, is a clonal, hematopoietic stem cell disease, stemmed from a chromosome
called philadelphia which characterized by a specialized translocation and known to have a
prominent role in the pathogenesis in the 95% of the cases. Ber/abl fusion gene which
originates from the Phl translocation is the leading factor in the pathogenesis in the Chronic
Myeloid Leukemia. The cytogenetical analysis which defines Phl translocation or bcr/abl
transcript called FISH and qRT-PCR method, are the effective procedures that are used in the
diagnosis and follow-up of the patients with CML. Altough the clinical parameters and
routine laboratory tests give important factors about the prognosis of the disease, the most
important signs for the survival of the patients and the success for the full remission are the
genetic changes.

Our aim in this study is to compare the diagnostic and clinical practicability of
cytogenetics, FISH and qRT-PCR in Phl and CML cases.

In our study, we comparatively assessed the results of cytogenetic, FISH and qRT-
PCR analysis in 161 materials, composed of 81 cases which 4 of them were children. The
ratio of positivity in the Phl-bcr/abl were significantly higher in a gRT-PCR compared to
cytogenetics and FISH [cytogenetic; 71/161 (47.3%), FISH; 76/163 (46.6%), qRT-PCR;
132/194 (68.0%)]. In cytogenetical analysis, in non-remission phases (chronic phase, relapse,
acceleration phase, blastic phase and resistant phase) the Phl positivity rate is found higher
between the borders of 57.0% and 100.0%. In chronic phase this ratio is found 94.3%. In
cytogenetical analysis, at the phase of clinic remission the rate of Phl positivity is found
16.5% (arithmetic mean 3%). In cytogenetical analysis, in 22 patients, apart from Phl, extra
chromosome anomalies has been found. Trisomy 8 and del(6q) were the most common
anomalies. In molecular cytogenetic analysis (FISH), in non-remission phases (chronic phase,
relapse, acceleration phase, blastic phase and resistant phase) the ratio of Phl positivity is
found higher between ratios of 65.0% and 100.0%. In chronic phase, this ratio is found
93.4%. In FISH analysis, at the phase of clinical remission, the ber/abl fusion positivity is
found in the ratio of 13.4% (arithmetic mean 2%). FISH analysis, in non-remission patients,
showed classic fusion in 63 and atypical fusion in 13 of the patients. When cytogenetic and
FISH analysis are compared, it’s been seen that both are in equal effectivity in defining the
Ph1 chromosome or ber/abl. In all phases except “non-remission”, the positivity has been
found in the borders of 0.0225-0.1074. The qRT-PCR results has been found the most
sensitive method when compared to cytogenetics or FISH in defining bcr/abl transcript at the
remission phase. In chronic phase and non-remission phases, it’s been seen that qRT-PCR has
the equal effectivity with cytogenetics and FISH.
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As a result, when assessing patients with CML, however, cytogenetics, FISH and
qRT-PCR has the equal effectivity at the times of “chronic phase, relaps, acceleration phase,
blastic phase and resistant phase”, all three of them should be used together since every one of
them has different advantages. By this strategy, it will be possible to detect the atypical and
high risk types beforehand (cytogenetic and FISH). In addition, the application of qRT-PCR is
important on the basis that if it can define the broken point in that patient or not. But in
“remission phase” and “major molecular response” assessment, qRT-PCR is sufficient. The
arithmetic means which has been obtained, has shown that gqRT-PCR monitorization, like the
way performed as in our laboratory, is effective in patient research.

Key Words: Chronic Myeloid Leukemia, Philadelphia Chromosome, Flourescence In Situ
Hybridization, Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction, Diagnosis and
Follow-Up.
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1. GIRIS VE AMAC

Kronik Myeloid Losemi (KML), primitif pluripotent kok hiicrenin, myeloid
progenitdr hiicrelerde artmis proliferasyonu ve azalmig apopitozisi ile karekterize klonal
bir hastaligidir (43). KML’ li hastalarda 1960 yilinda philadelphia kromozomunun (phl)
gosterilmesinden sonraki yillarda kemik iliginde phl pozitif metafazlarin gosterilmesi
ve gelisen teknolojiyle birlikte bu kisalmis kromozom 22 (phl) nin, kromozom 9 ve 22.
kromozomlar aras: resiprokal transloksyon sonucu olustugu ve kimerik ber-abl fiizyon
genini ortaya ¢ikardigi anlagilmigtir.

KML’ nin molekiiler patojeni bilinmesine ragmen gen translokasyonuna yol acan
mekanizma bilinmemektedir. KML insidans: 100.000 de 1-2 olarak bildirilmektedir. 20
yasin altinda oldukga nadir olup ilerleyen dekadlarda goriilen artis 50-60 yaslarda pik
yapmaktadir. Erkeklerde kadinlardan biraz daha fazla siklikta goriilmektedir. 1945 te
atom bombas: atilmasindan sonra ortaya ¢ikan radyasyon Japonya da KML sikligim
oldukga artirmistir. Radyasyonun en belirgin olarak etkili oldugu 16semi tipi KML dir.

KML nin benzersiz molekiiler karekteristigi [hastaliga neden olan ABL (9q34) ve
BCR (22q11) translokasyonu] hastaligin tanisi1 ve tedaviye tepkinin gozlemlenmesi
adma degerli bir ara¢ niteligi gostermektedir. KML’ de siklikla goriilen philadelphia
kromozomunu saptayan metodlar arasinda kemik iligi veya periferik kan érneklerinden
konvansiyonel sitogenetik ile kromozom karyotip analizi, molekiiler sitogenetik
yontemlerden birisi olan FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon) ve RNA izolasyonu
sonrasinda Real-Time PCR yontemi kullanilarak ber-abl fiizyon genlerini tespit etme
metodlar: bulunmaktadir.

Calismamizda KML’ de philadelphia kromozomu ve ber-abl fiizyon transkripti
belirlenmesinde Real-Time PCR, FISH ve sitogenetik yontemlerin karsilagtirmali
degerlendirmesi, KML hastalarinin klinik tani, tedavi ve prognozunun belirlenmesinde
Kanser sitogenetigi, molekiiler sitogenetik (FISH), Real-Time PCR metodlarmin
hastalarin klinik durumlariyla iliskilendirilmesi, takip ve tedavisinin yonlendirilmesinde
kullanilmas:1 amaglanmistir.  Bu baglamda {i¢ yontemin birlikte cahgildigr 161

sitogenetik, 163 FISH ve 198 Real Time PCR analiz sonuglar1 degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hematopoez

Hematopoetik onciil hiicrelerin ¢ogalmasi ve farkhilagmas: ile kan hiicrelerinin
olusumuna hematopoez denir. Hematopoez, embriyonal dénemde yolk kesesinden ilkel
bir dolasim sisteminin olusmasi ile intrauterin 2. haftada baglar. Hematopoetik 6nciil
‘hiicrelerden kéken alan hiicreler prolifere olur ve gestasyonun 10. haftas1 ile 2.
trimesterin sonuna kadar dalak ve karacigerde gergeklesir. 3. trimesterde ise
hematopoez kemiklerin mediiller kisimlarinda goriilmeye baslar (intramediiller
hematopoez).

Yenidoganda kan yapimindan 6n planda kemik iligi sorumludur. Cocuklarda
hemen tiim kemiklerin mediiller bogluklarinda kan yapimi aktif olarak devam
etmektedir; erigkinlerde ise kan yapimi, aksiyel iskelet ve uzun kemiklerin proksimal
kisimlariyla sinirlidir. Normal kan yapiminin yetersizliginde uzun kemiklerin tamamu,
kemik iliginin bagka hiicreler tarafindan istilasinda ise dalak ile karaciger bu islevi
ustlenirler (ekstramediiller hematopoez) (4, 35).

Tiim kan hiicreleri kemik iliginde bulunan ve pluripotent hematopoetik kék hiicre
adi1 verilen hiicrelerden olusur. Pluripotent kok hiicreler kendini yenileyebilme yetisine
sahiptir ve bu hiicrelerden multipotent kok hiicreler meydana gelir. Multipotent
hematopoetik kok hiicre giinimiizde en iyi tanimlanmis kok hiicredir. Multipotent
hematopoetik kok hiicreler farklilasma ve olgunlasma kapasitesi gosterirken kendini
yenileme 6zellikleri azalir. Lenfoid ve miyeloid progenitdr kok hiicreyi olusturur. Bu
asamadan sonra progenitdr kok hiicreler tim olgun kan hiicrelerini (kirmizi dizi,
miyelomonositer hiicreler, lenfoid hiicreler, megakaryositler) olusturacak gsekilde

farklilasarak olgunlasirlar (sekil 1)(43).
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Sekil-1: Hematopoetik Hiyerarsi (43)

Kemik iligi, hematopoetik hiicreler, kan damarlari (siniisler), stromal hiicreler,
ekstramediiller matriks gibi bilesenlerden olusan heterojen bir yapiya sahiptir.
Adipositler, fibroblastlar, retikiilin ve bazi glikoproteinler yaninda hiyaluronik asit,
kondroitin  siilfat gibi bazi glikozaminoglikanlar sentezleyip sekrete ederek
ekstraselliiler matriksin meydana gelmesini saglarlar. Stromal hiicreler gesitli sitokin ve
biiyiime faktorleri salgilarlar. Genellikle glikoprotein yapisindaki bu faktorler kok
hiicrelerin sagkalimi, proliferasyon ve farklilagmasini saglarken olgun hiicrelerin de

fonksiyonlarimin diizenlenmesine yardime1 olur (Tablo 1).

Tablo-1: Hematopoetik Biiyiime Faktirleri

 Stromal hiicrelere etki edenler:

 IL-1, TNF

k ~Pluripotent kok hiicrelere etki edenler:
SCF, Fit-ligand o

- 'Multipotent kok hiiérelereetkiedenler:
. IL-3, GM—CSF,‘G-CSF S IL—6, trombopoetin
Yonlenmis progenitiir hiicrelere etki edenler:

~ G-CSF, M-CSF, IL-5, eritropoetin , trombopoetin




IL: interlokin, TNF: Tiimér nekrozis faktér, SCF: Kok hiicre faktorii, GM-CSF:
Graniilosit-makrofaj koloni stimiilan faktér, G-CSF: Graniilosit-koloni stimtilan faktor,
M-CSF: Makrofaj koloni stimiilan faktor

2.2. Hematolojik Malignansiler

Losemilerin tek bir hematopoetik hiicrenin transformasyonu ve 16semik bir klon
olusturmas: ile meydana geldigine inanilmaktadir. Bu durum Klonal Ekspansiyon
Teorisi olarak adlandirilmaktadir. Kronik Lenfoid Losemi’de (KLL) transforme olmus
tiim lenfositlerin yiizeyinde aym tip immunglobulin (Ig) bulunmasi, Akut lenfoblastik
16semi >de (ALL) 16semik hiicrelerin aym tip Ig ve T hiicre reseptdr (TCR, T cell
receptor) geninin yeni yapilanmasim igermesi klonal ekspansiyon teorisini
desteklemektedir (88).

ilk kez 1845 te Benett, 1846 da da Virchow tarafindan vakalarin otopsisinde,
kanin beyaz rengine dikkat gekilmis ve yiiksek 16kosit say1s1 sebebiyle beyaz kan terimi
(weisses blut) kullamlmug, daha sonra ise beyaz anlamina gelen “leukos” ve kan
anlamma gelen “haima” soézciiklerinden “leukhemia” seklinde tamimlanmugtir. 1857
yilinda ise Freidreich akut 16semi terminolojisini kullanmigtir. 1877 yilinda tip Ogrencisi
Paul Ehrlich, tiim hiicrelerin tek bir kok hiicreden ¢ogaldigim ileri stirmiistiir. Sonraki
calismalarda, 1900 yillarinda Naegelli lenfoblastlarin lenfoid hiicre dizisine,
myeloblastlarin ise myeloid hiire dizisine ait oldugunu belirtmistir. Losemilerin ilk
tammlandign donemlerde, sadece semptomatik tedavi uygulanmakta iken, 1873 te
tedavide kan transflizyonu uygulanmaya baglanmig, 1942 de ise, nitrojen mustard
derivelerinin klinik etkisini gozleyen Gilman ve arkadaslari tarafindan 16semi tedavisine
kemoteropotik ajanlar eklenmeye baglanmustir (4, 90). Folik asit antagonisti olan
aminopterinin Farber, Diamond ve ark'lan tarafindan ilk kez 1948 yilinda tedavide
kullanilmasiyla 16semilerde 6liim geciktirilebilmistir (59, 90). Bu tarihten sonra gok
ilagh kemoterapi yéntemleri gelistikge hastalarda sagkalim oranlan da yillar iginde
artmastir.

Losemiler kan hiicrelerinin tretildigi kemik iliginin klonal habis hastaliklaridir.
Cok fazla gogalan fakat farklilagmayan lokositler, basta kemik iligi olmak tizere
karaciger, lenf bezleri, dalak, deri, testis ve merkezi sinir sistemi (MSS) gibi organ ve
sistemleri isgal edebilir. Yeterinden fazla hiicre iiretilmesine kargin, bu hiicreler tam

olarak olgunlagip farklilasmadipindan iglev géren hiicre sayis1 azalarak anemi,



trombositopeni ve nétropeni olugmaktadir (26). Bu tam olarak farklilagmamig hiicreler
‘blast’ olarak adlandmlmaktadir. Bu hiicreler normal fonksiyonlarini yerine getirme
yeteneginden yoksundur. Losemilerin kendi igindeki alt smiflamalarinda ve fazlara
ayriminda bu blastlari normal hiicrelere orani ve yapis dikkate alinmaktadir.

Losemi, kok hiicreden spesifik kan hiicrelerinin olusumuna kadar herhangi bir
farklilagma asamasinda gozlenebilir. Losemik doniisiim temelde genetik bir mutasyon
sonucu olusmaktadir. Mutasyona ugrayan hiicrelerin ¢ogu, organizma tarafindan cesitli
mekanizmalarla ortadan kaldirilmasina ragmen az sayida hiicre agir1 gogalma 6zelligi
kazanabilmektedir. Iste bu hiicreler “klonojenik l6semik hiicreler” olarak
adlandirilmaktadir (93).

Loseminin ortaya cikis ve ilerleme hizina bagl olarak "akut 16semi” ve "kronik
16semi" tanimlar1 kullamlir. Akut 16semide anormal hiicreler genellikle olgunlasmamis
durumdadir ve sahip olduklari gorevleri yerine getiremez. Anormal hiicre sayisi hizla
artar ve hastalik ilerler. Kronik 16semide de olgunlasmamus hiicreler bulunmaktadir ama
16semili hiicrelerin ¢ogu olgunlasmistir ve normal islevlerinin bir boliimiinii yerine
getirirler. Hiicre sayisindaki artis ve hastaligim ilerleme hizi akut 1dsemiye gore daha
yavagtir. Losemi genellikle iki farkli hiicreden ortaya gikar: Bunlar "lenfoid" ve
"myeloid" hiicrelerdir. Losemi, koken aldigi hiicre tipine bagh olarak "lenfositik
16semi" ya da "myeloid 16semi" olarak adlandirilir (5, 90).

Sonug olarak Idsemilerin bityiik bir béliimiinii 4 grup altinda toplayabiliriz:

« Akut lenfositik l6semi (ALL): Erken ¢ocukluk doneminde en gok goriilen 16semi
tipidir. Ayrica 30-40 yas arasinda ileri donemde ortaya ¢ikabilir.

« Akut myeloid l6semi (AML): Hem cocuklarda hem eriskinlerde gortiliir. Bazen
akut lenfositik-olmayan 16semi (ANLL) olarak da adlandirilir. Genellikle 60 yas tstii
erigkinlerde ortaya ¢ikar.

 Kronik lenfositik I6semi (I(LL): Genellikle 55 yas iistii erigkinlerde ortaya ¢ikar.
Daha genglerde de goriilebilir. Ancak ¢ocukluk déneminde hemen hi¢ karsilagilmaz.

« Kronik myeloid l6semi (KML): Genellikle erigkin yaslarda goriiltir (79, 90).

Lésemilerin modern simiflandirmas: morfolojik, immiinofenotipik, sitogenetik ve

molekiiler bulgulara dayanir.



2.2.1. Akut Lésemiler

Gelismis toplumlarda tim kanserlerin yaklasik %3 iinii olusturur. A.B.D.” de
kanserden 6ltimlerin % 1.5 u akut losemiler nedeniyledir. Eriskin akut 16semilerin
yaklasik %80 ini AML, geri kalanim ise ALL olugturur. Cocukluk ¢ag 16semilerinin
%97’ si akut 16semilerden meydana gelmektedir (5, 90).

Akut 16semilerin olus sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte genetik yatkinlik,
kimyasal ajanlar, ilaglar, viriisler, iyonizan radyasyon, cevresel ve mesleki etkenler

etyolojide suglanan faktorler arasinda sayilmaktadir (tablo 2)(33, 95).

Tablo-2: Akut Lésemide Etyoloji

Iyonize ve iyonize olmayan radyasyon

Kimyasal maddeler: Benzen, Alkilleyici ajanlar, Sigara, Pestisitlere

maruziyet, Kimyasal sa¢ boyalari

Ilaclar:
Alkilleyici ajanlar: siklofosfamid, melfalan, klorambusil

Topoizomeraz 2 inhibitérleri: antrasiklinler, etoposid

Konjenital hastaliklar:
Trizomi 21
Klinefelter sendromu

Kromozom Instabilite Sendromlar

Edinsel hastaliklar:
Kronik myeloproliferatif hastaliklar
Myelodisplastik sendromlar
Aplastik anemi
Paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri

Viriisler (insan T lenfosit viriisii, HTLV-1, EBV)

2.2.2. Akut Lenfoid Lésemiler ( ALL )

ALL, yillik insidanst 1-5/100.000 dir. Her yasta goriilse de en sik cocuklarda
goriiliir. 1976° da Fransiz, Ingiliz ve Amerikali patologlarin ortaya koydugu FAB
(French-American-British) siniflamasina gére 16semik hiicrelerin L1, L2 ve L3 olmak
tizere 3 subtipi vardir. Bu siniflamada daha ¢ok sitolojik 6zellikler baz alinmustir (5, 90).

ALL’ nin heterojen bir hastalik grubu olmasi nedeni ile prognostik faktorlerin



belirlenmesi de onerilmektedir ve risk siuflamasi i¢in yas, baslangic 16kosit sayisi,
immunofenotipik degerlendirme yani sira sitogenetik ve molekiiler genetik incelemeler
son derece biiyitk 6nem tagimaktadir. Ornegin 1(9;22), t(4;11), (1;19) ve 11923 kotii
prognoz ile iliskilendirilmekte iken t(12;21) ve hiperdiploidi iyi prognoz gdstergesi
sayllmaktadir (58, 65).

2.2.3. Akut Miyoleid Lésemi ( AML)

AML erigkin yas grubunda en sik rastlanan lésemi tipidir. Hastahgin siklig
3-5/100.000 dtizeylerindedir. FAB grubu tarafindan, morfolojik ve sitokimyasal
ozelliklere dayanan 8 alt tipe ayrilmustir ( MO, M1, M2, M3, M4, M5a, M5b, M7). 2000
yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarfindan morfoloji, immunofenotip, genetik ve
klinik 6zellikleri birlestiren yeni bir siniflama gelistirilmistir. AML’ de hastanin yast
yaninda 16semik klonun sitogenetik ve molekiiler 6zellikleri prognozu belirleyen en
onemli parametrelerdir. Iyi prognozlu grup inv(16) veya t(16;16), t(8;21), t(15;17)
anomalilerini, orta risk grubu +8, t(9;11) i, kétﬁ risk grubu ise ikiden fazla
kromozomda sitogenetik anomali, -5, 5g-, -7,7q- ve 3. kromozomun uzun kolunda
anomali gosteren AML’ li hastalari kapsar (65).

Kromozom 5 ve 7° ye ait anomaliler siklikla ileri yastaki hastalar ve sekonder
AML’de bulunur (5).

2.2.4. Kronik Losemiler

2.2.4.1. Kronik Lenfositik l6semi ( KLL )

KLL, Galton ve Dameshek tarafindan 1966 ve 1967 yillarinda tanimlanmustir.
Hastalik genellikle yavas seyirli olarak tanmimlanmigsa da olgularin tiimii icin homojen
bir davranig modelinden s6z edilemez (78).

Bat1 iilkelerinde en sik goriilen 18semi olarak bilinir ve tiim 18semilerin %20-30°
unu olusturur. Yilda 3/100.000 siklikta goriiliir. Genellikle orta yasta ve siklikla 60
yaslri iistiinde gortiliir. Baz ailelerde birden fazla KLL olgusunun gérﬁlebilmeéi genetik
bir egilim olasihigim diistindiirmiistiir. Sitogenetik analizler degerlendirildiginde en sik
gozlenen anomaliler, Trizomi 12, del(13q14.3), del(11q22-g23), del 17p13.3 ve del 6q
dur (78).

KLL’> de Binet ve Rai sistemi olmak {izere kullanilan iki simiflandirma sistemi

mevcuttur. Her iki sistemde de kan lenfosit ikilenme zamani, kemik iligi histolojisi veya



16semik hiicrelerin karyotipi gibi birbirinden bagimsiz prognostik parametreler goz

Oniine alinmaktadir (78, 87).

2.2.4.2. Kronik Myeloid Lésemi ( KML )

KML, genotipinden elde edilen bilginin rasyonel bir terapinin yolunu agtign ilk
neoplastik hastaliktir. Iyi bilinen patofizyolojisi, direkt tam yapilabilmesi, belirli
prognostik faktorleri ve hastalia yol agan faktorlerin direkt tedavi edilebilmesinin bir
sonucu olarak KML, gériilme sikligindan daha ¢ok, aragtirmanmin konusu olmustur ve
ayrica diger kanserler i¢in de model hastalik gérevi gérmektedir (30, 38, 39, 91).

KML, olgularin %95’ inden fazlasinda hastalik patogenezinde énemli rolii oldugu
bilinen, Philadelphia kromozomu adi verilen, 6zellikli bir translokasyon ile karakterize,
klonal bir hematopoetik k6k hiicre hastaligidir (21). Ph 1 kromozomu 1960’ ta Peter
Nowell ve David Hungerford tarafindan ifade edilmis ve kesfedildigi sehrin adi
almigtir (28, 60). 1973’te Janet D. Rowley translokasyonun ayrica kromozom 9°u da
icerdifini belirlemigtir (28, 72). KML, sitogenetik anomalinin tamimlandig
malignansilerin prototipidir (48) ve tiim 15semilerin % 15-20’sini olusturu (43).

Her yasta goriilmekle birlikte 6zellikle ileri yas grubu hastaligidir. Erkeklerde daha
sik goriiliir (1.3/1)(29, 47, 79, 89). Birlesik Devletler Epidemiyoloji Arastirmasi ve
Sonuglar1 verilerine gére 2003-2007 yillart arasinda KML gériilme sikligi her 100.000
kiside 1-2 olarak tespit edilmistir (89). 40-60 yas arasinda gériilme siklig: artar; tanudaki
ortalama yag 67°dir (43). KML, ¢ocukluk l6semilerinin sadece %3’ {inii olusturur (43).

KML’ nin molekiiler patojeni bilinmesine ragmen gen translokasyonuna yol acan
mekanizma bilinmemektedir ( 31, 39, 52, 67). Hiroshima ve Nagasaki’ ye atilan atom
bombalar1 sonucu Japonya’da ytiksek oranda KML vakalari gériilmesinden dolay:
radyasyonun 6nemli bir etken oldugu ifade edilse de hastalifin nedenleri arasinda

radyasyon kii¢iik bir yerédinmektedir (39).

2.2.4.2.1. Patofizyoloji

KML’ nin, BCR-ABL fiizyon geni kaynakli primitif bir hematopoetik kok hiicre
transformasyonundan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Transforme olan hematopoetik
kok hiicrenin (HKH) normal hematopoetik hiicreler tizerinde proliferatif bir avantaji

vardir ve boylelikle zaman igerisinde Phl pozitif klonun residual normal hematopoezin



yerini almasina yol agar. Translokasyon, myeloid, eritroid, megakaryostik ve B-lenfoid
kokenli hiicrelerde bulunmakta ve hastalifin hematopoietik kok hiicre kaynakli olmasi
ile iligkilidir. Kronik fazdaki hastalardaki hematopoetik ekspansiyonu, matiir hiicrelerin
yani sira sayilann artan prekursér ve progenitér hiicrelerin ekspansiyonundan
kaynaklanan bir myeloid hiicre kiitlesi artmasina neden olur. Kronik fazda 16semik
hiicreler minimal olarak invazivdir ve ézellikle kan, kemik iligi, dalak ve karaciger gibi
hematopoetik dokularda bulunmaktadir. Malign klonun proliferatif avantajinin nedeni
hematopoetik biiytime faktorlerine kargi gosterdigi yiiksek tepkisellik ve/veya inhibitor
faktorlerine karsi gosterdigi diisiik tepkisellik olabilir. Kronik myeloid 16semi
progenitérleri ayrica ilik stromal hiicrelere ve ekstraseliiler matrikse karsi defektif
adezyon olusturmaktadirlar. Ozellikli mikrogevre ortamlari, dolasimdaki ¢ok sayidaki
progenitériin olusturdugu anormal progenitor trafigi ve ekstramediiller hematopoeze
neden olur. Yapilan birgok arastirma gostermistir ki her ne kadar Phl pozitif klon
normal hematopoezin yerini alsa dahi residual normal kék hiicreleri yok etmemektedir.
Ornegin Ph negatif progenitrler in vitro kosullarda KML hiicreli kiiltiirlerden sonra
goriilebilir, hiicre yapisi fenotipi baglaminda segilebilir ve yiiksek doz kemoterapi
sonrasinda dahi kanda tespit edilebilirler (43).

KML’ nin karakteristigi olan BCR-ABL geni, 9. kromozomdaki ABL geninin
kromozom 22’ ye fiizyonu ve 22. kromozomdaki BCR geninin kromozom 9’ a fiizyonu
ile sonuglanan bir kromozomal translokasyondan kaynaklanmaktadir. Translokasyon
ABL geni exon a2’ nin upstream’inde ve 22. kromozom M-BCR geninde meydana
gelen bir kirilmadan kaynaklanmaktadir. Bu da 5° BCR’ m ve 3' ABL’ nin, kisa bir
kromozom olan 22’ deki bir jukstapoziyonuna neden olur. Ortaya cikan mRNA
genellikle iki BCR-ABL bileskelerinden birini igermektedir: e13a2 ( 6nceden b2a2 ) ve
el4a2 (ya dab3a2 ). Her iki BCR-ABL mRNA molekiilii, 210 kd bir fiizyon proteinine
doniistiiriiliir ve buna p210 BCR-ABL denir. Nadiren, diger varyant kirilma noktalar1 ve
flizyonlari, farkli fonksiyonel onkojenik BCR-ABL proteinlerinin ortaya cikmasina
neden olabilir ve bunlarin en 6nemlileri de p190 BCR-ABL( ela2 mRNA ile iligkili ) ve
p230 BCR-ABL’ dir ( e19a2 mRNA ile iligkili ).

KML hastalarmin yaklagik % 95° i klasik Phl kromozomuna sahiptir. Kimi zaman
bu degisiklik kromozom diizeyinde saptanamaz ve FISH veya PCR ile saptanabilen

kriptik bir form gosterir. Kriptik translokasyon KML hastalarinin yaklasik % 2-3° tinde



gozlenir. Cok az sayidaki Phl negatif hastalarda ( BCR-ABL negatif hastalik ) ise

heniiz 16seminin molekiiler temeli bilinmemektedir.
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Sekil-2: ABL ve BCR genlerindeki kirilma noktalarinin lokalizasyonlar1 ve birgok
kirilmadan elde edilen kimerik mRNA’ larin yapisi (43)

Bazi1 arastirmalar, t(9;22) translokasyonundan once klonal hematopoezin
gelismesinden dolayt KML’ nin ¢ok agamali bir etyopatogenezi olabilecegini One
stirmiigtiir. Hematopoetik bir kok hiicrede klasik bir BCR-ABL fiizyon geninin
olusmasmin KML baslangici adina yeterli oldugunu ne siiren ciddi, yerlesmis kanitlar
bulunmaktadir. BCR-ABL ekspresyonunun, fare fibroblast hiicre dizilerini, biiyiime
faktorlii hematopoetik hiicre dizilerini ve primer murin kemik iligi hiicrelerini
transforme  ettizgi  belirlenmistir. Insan CD34+ hiicrelerindeki BCR-ABL
ekspresyonunun yiiksek proliferasyona, diisiik apopitozis’ e ve degisken adezyona ve
KML hastalarinin progenitér hiicrelerinde gériilen migrasyon taklitli degisimlere neden
oldugu bilinmektedir. Retroviral transdiiksiyon ile ektopik olarak BCR-ABL gen
ekspresyonu yaratilan murin kemik iligi hiicrelerinin transplantasyonu, yiiksek periferal
kan hiicresi sayimi1 (dominant olarak graniilositler), splenomegali ve ekstramediiller
hematopoez gibi insanda goriilen belirtilerle KML ile yakin benzerlikler gosteren bir
myeloproliferatif hastalifin baglangicina neden olur (her ne kadar bu hastalik insanda
goriilen KML’ den ¢ok daha fulminant olsa da). Transgenik ve “knock in” fare KML
modellerinin dn gelismeleri problemlidir. Bu onkojeni uygun hiicre tipinde uygulamak
ciddi 6nem tasimaktadir. BCR-ABL’ nin B hiicre lenfositik ve megakaryositik
prekiirsérlerdeki ekspresyonu, B akut lenfositik 16seminin (B-ALL) ve megakaryositik
myeloproliferatif sendromun gelismesiyle sonuglanmistir. Hematopoetik kok hiicrelerde
ekspresyonu diizenlemek admna bir kok hiicre 16semi (KHL) pekistireci ile onkojenin

ozellikli ekspresyonu KMIL benzeri bir hastalifin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir. Bu
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aragtirmalarin hepsi sadece BCR-ABL ekspresyonu ile farelerde kronik faz KML
benzeri bir hastaligin olusturulabilecegini gostermektedir (43).

ABL geni, birgok dokuda goriilen bir non reseptdr tirozin kinazi kodlamaktadir (
Sekil 3 ). Homozigot olarak bozuklugu igeren ABL geni bulunan farelerde yiiksek
perinatal mortalite, lenfopeni, osteoporoz goriiliir ve anormal kafa ve goz gelisimine
bagl olarak daha kiigiiktiirler. BCR geni de birgok modiler alan igeren bir sinyal
proteinini kodlamaktadir (Sekil 3 ). BCR yetersizligi bulunan fareler her ne kadar
normal gelisim gosterseler de aktivasyon sonras: nétrofilleri agir derecede oksijen
metabolit tiretmektedir. Normal olarak regiile edilmis ABL proteini tirozin kinaz
aktivitesi temel olarak N -terminal BCR sekanslarmin jukstapoziyonu ile aktive
edilmektedir. BCR, protein dimerizasyonu yoluyla, kinaz aktivasyon kivrimlarindaki
tirozin kalintilarinin fosforilasyonuna ve kinaz aktivitenin konstitiitif aktivasyonuna
neden olur. BCR sekanslarimin ABL’ e flizyonu ayrica ABL’ e, biiylime faktorii
reseptoriine bagl protein 2 (GRB2) SH2-binding alam gibi yeni regiilator bolgeler
eklemektedir. BCR-ABL’ nin kontrolsiiz kinaz aktivitesi ve birgok efektdr proteini ile
olan iliskisi, proliferasyonu regiile eden hiicre sinyali mekanizmalann deregiilasyonuna
neden olur. ABL proteini hem g¢ekirdekte hem sitoplazmada ve de bu iki bdlgenin
arasindaki alanlarda bulunurken, BCR-ABL ise sadece sitoplazmiktir ve sitoskeletona

yerleserek adezyona ve migrasyon anormalitelerine neden olur (43).
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Sekil-3: A, ABL ve BCR proteinleri. ABL ve BCR proteinlerini olusturan ¢esitli

onemli bolgeler. Iki ABL izoformu (insan tipi la ve 1b), ilk eksonun alternatif olarak
birlestirilmesi ile olusturulmugtur ve bunlardan (1b) miristilasyon modifikasyon alam
icermektedir (Myr). ABL’ nin amino-terminal yaris: tandem SRC homoloji 3 (SH3),
SH2 ve tirozinkinaz (Y-kinaz) domainler igermektedir. Bu domainler, SH3 ve SH2
domainlerinin kinazi “kapali” durumda tuttugu bir oto inhibitér yap: olusturabilirler.
Karboksi terminal bslgesinde ABL, prolin bakimindan zengin dort SH3 binding sitesi
(PPy), ii¢ niikleer lokalizasyon sinyali (NLS), bir niikleer eksport sinyali (NES), bir
DNA binding domaini (DBD) ve bir aktin binding domaini (ABD) i¢ermektedir. Aktin
binding bélgesi, aktinin hem monomerik (G) hem de filament6z formlar igin binding
siteleri igermektedir. BCR ve GAG ( v-Abl i¢in) ile fiizyon ABL noktalar: belirtilmigtir.
b/ BCR, bir ¢ift kivimli (CC) oligomerizasyon domaini, bir Dbl/CDC24 guanin-
nitkleotit degisimi faktdrii homolojisi (DH) domaini ve bir pilekstrin homolojisi (PH)
domaini, bir putatif kalsiyuma bagl lipid-binding sitesi(CaLB) ve bir RAC guanosin
trifosfataz aktivasyonlu protein(RAC-GAP) domaini icermekte ayrica BCR, tirosin
177°de (Y177) biiylime faktorlii reseptére bagh protein 2 (GRB2) binding siteleri ve
SH2 domaini yoluyla GRB10, 14-3-3 ve ABL proteinleri i¢in de binding siteleri
icermektedir. p185, p210 ve p230, BCR’ mn ABL’ ye flizyon oldugu en sik noktalart
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belirtmektedir. Bu formlar, akut lenfoblastik 16semi, kronik myeloid 16semi (KML) ve
KML’nin daha ihmli bir formu ile iliskilidir. Her bir formdaki amino asit miktar
parentezler igerisinde belirtilmistir. B, BCR-ABL’ nin l6komojenik sinyali. BCR-ABL
proteinleri, CC domainleri ve transotofosforilat yoluyla dimerler ve tetramerler
olusturabilirler. Y177’deki fosforilasyon, biiyiime faktorlii reseptore bagh protein 2
(GRB2) igin yiiksek duyarlilikli bir binding sitesi olusturur. GRB2, SH2 domaini
yoluyla BCR-ABL’ye ve SH3 domainleri yoluyla da SOS® a ve GRB2 ile iligkili
binding protein 2 (GAB2)’ ye baglanir. Sonrasinda da SOS, RAS’ 1 aktive etmektedir.
BCR-ABL fosforilasyonu sonrasinda GAB2, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) ve SHP2
proteinlerini toplar. ABL’ nin SH2 domaini SHC’ ye baglanabilir ve bu da fosforilasyon
sonrasinda GRB2 toplayabilir. Karboksi-terminal bolgedeki SH-3 binding siteleri ve
ABL SH3 domaini, hiicre adezyonu/migrasyonu regiilasyonlar: i¢eren birgok proteini
baglayabilmektedir. BCR-ABL, RAS, SHP2 ve PI3K-AKT sinyal yollarim aktive
ederek hiicre proliferasyonuna ve survivala kismi olarak katkida bulunabilir. Ayrica
ICSBP ve JUNB transkripsiyonlartm downregiile edebilir ve de SIPA1’e engel olabilir.
Kirmizi oklar, direkt iliskileri ve/veya aktivasyonlar ifade eder. Siyah oklar, negatif
regiilasyonlar ifade eder. Kirik oklar, birden fazla asamayi ifade eder (43).

BCR-ABL proteininin yapis1 ve etkilenen biyokimyasal yollar ayrintih bir sekilde
arastirlmustir (Sekil 3). Ancak bu gibi durumlar sadece hiicre dizilerinde ve agiri
ekspresyon goriilen durumlarda gézlemlenmistir. Bunlarm primer 16semi hiicrelerinde
varhgn ve KML patojeni ile iligkileri kesin degildir. Murin transdiiksiyon
transplantasyon KML modeli, BCR-ABL alanlarmin roliinii ve onciil hematopoetik
hiicrelerdeki sinyal iligkisini incelemek admna faydali olmugstur. Ancak murin KML
modeli, insanda gorilen KML’nin tam bir temsili degildir ve KML hastalarinda
hastaligin gelismesinde farkli bolgelerin rollerinin hala dogrulanmas: gerekmektedir.

ABL tirozin kinaz, onkojenik transformasydn icin ¢ok onemlidir. ABL’ in kinaz
aktivitesini iceren ATP bolgesindeki bir nokta mutasyonlu BCR-ABL formu gdsteren
fareler 16semi gelistirmezler. Bu durum, in vivo’ da ABL kinaz aktivitesinin, BCR-ABL
lskomojenezi adma gerekli oldugunu gostermektedir. KML’ de kinaz inhibit6r
tedavisinin basarisi, hastaligm bakimindaki kinaz aktivitesinin Gnemi konusunda
gelecekte de kamit sunabilmektedir. BCR-ABL’ deki diger 6nemli bélgelerin de ayrica

ABL’ in kinaz aktivitesini regiile ettigi ya da diger “downstream” sinyal yollarmna
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bagladigi belirlenmigtir. BCR’ 1 amino-terminal ¢ift kiviimli (CC) oligomerizasyon
bolgesi de ABL kinaz aktivitesinin 6nemli bir aktivatoriidiir ve ayrica BCR-ABL’ in F-
aktin fiberlerle olan iliskisine yol agmaktadir. BCR’ 1n tirozin 177’ deki fosforilasyonu,
RAS aktivasyonu adina 6nemli bir GRB2-binding alani olusturmaktadir. Tirosin 177
BCR-ABL kalintisinin (residue) fenilalanine (Y177F) mutasyonu, ABL’ in kinaz
aktivitesini etkilemeden GRB2’ ye baglanmasimi engellemektedir. Y177G mutanti,
farelerde bir myeloproliferatif bozukluk olusturmak adina ¢ok yetersizdir. ABL kinaz
bolgesinin ve ABL’ in SH2 bélgesindeki aktivasyon kivrimindaki (loop) bir tirozin
fosforilasyon bolgesi de ayrica RAS aktivasyonuna katkida bulunmaktadir. ABL nin
SH2 bolgesindeki mutasyonlar ve Y1294F nokta mutasyonu, BCR-ABL’ nin farelerde
KML benzeri bir myeloproliferatif hastalik (MPH) olusturma giiclinii azaltmaktadir.
Normal ABL’ nin diizgiin fonksiyonu agisindan, ABL’ nin karboksi-terminal b&lgesine
ihtiya¢c duyulmaktadir. Ancak ABL aktin baglanma delesyonunun, BCR-ABL’ nin
farelerde KML benzeri bir MPH’ a neden olmasi durumunu etkilemedigi raporlanmis ve
bu bolgenin BCR-ABL aracili 16komojenler i¢in 6nemsiz olabilecegi diistintilmiistiir.
Bazi BCR-ABL Dboélgeleri (domain) tamamlayici ya da ortliisen fonksiyonlar
gosterebilmektedir (43).

Birgok sinyal proteini BCR-ABL ekspresyonlu hiicrede fosforlanmakta ve/veya
birgok fonksiyonel bolge yoluyla BCR-ABL ile iliskiye girmektedir. Bu iliskiler daha
sonrasinda RAS, PI3K, AKT, INK ve SRC ailesinden kinazlar, protein fosfataz , STAT’
lar , niikleer faktor-B ve MYC gibi mekanizmalar yoluyla sinyal aktivasyonu
yaratabilirler. BCR-ABL ayrica interleukin-3 (IL-3) gibi sitokin ekspresyonlarni,
graniilosit koloni uyaric1 faktér (G-CSF) ve graniilosit makrofaj koloni uyarici faktorleri
(GM-CSF) tetikleyebilir. Stat5a, Stat5b, Cbl ve II-3 GM-CSF farelerin kemik
iliklerindeki BCR-ABL ekspresyonu sonrasinda dahi KML benzeri bir MPH bas
gostermistir ve bu durum BCR-ABL aracili 16komojenler adina bu proteinlere gerek
olmayabilecegini gostermektedir. SRC ailesinden LYN, HCK ve FGR gibi kinazlarin
bulunmadig farelerde BCR-ABL ekspresyonu KML benzeri bir MPH’ a neden olmus
ancak B-ALL baslangici goriilmemistir ve bu durum kinazlarin lenfoid blast krizindeki
veya ALL’ deki potansiyel 6nemini gostermektedir. IFN konsensus sekans baglanma
proteini (ICSBP) kodlu genin bozulmasi, farelerde KML benzeri bir hastaligin
gelismesine neden olur. Zorlu ICSBP ekspresyonu ise BCR-ABL kaynakli KML
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benzeri hastalifi engellemektedir. KML hastalarinda ayrica ICSBP transkriptlerinin
downregiilasyonu goriilmiistir ve bu redilksiyon IFN-o tedavisi ile tersine
cevrilebilmektedir. Bu veriler ICSBP downregiilasyonunun, KML’ nin patojenitesi
acisindan dnemli oldugunu gostermektedir (43).

Hastaligin ileri faza ve blast krizine ilerlemesi, hematopoetik dokularda yer alan
immatiir blast hiicrelerindeki artis nedenidir ve lenf nodlar, cilt, yumusak doku ve
merkezi sinir sistemi gibi birgok ekstramediiller bolgeye sigrayabilmektedir. Tek bir gen
defektinden ziyade bir¢cok molekiiler mekanizma, KML’ de blast krizinin karakteristigi
olan maturasyon arrestinin, ilgili proliferasyon ve “survival” in ve artan doku
invazivliginin nedenidir. BCR-ABL ekspresyonu seviyesinin artmasi yaygin bir
dzelliktir ve blast krizinin 6zelliklerinin gelismesinde hiicre sinyali ve 6nemli regiilator
genlerin transkripsiyonu ve uyarlamasi {izerindeki etkileri yoluyla anahtar bir faktor
rolii oynar. Hastalik ilerlemesinin, BCR-ABL ekspresyonlu klonun ek molekiiler
degisimlere olan yatkinlifinin artmast ile iligkili olduguna inanilmaktadir ve hastalifin
ilerleyisi sirasinda KML hastalarinda kronik fazdan blast fazina gegiste ek sitogenetik
ve molekiiler degisimlere siklikla rastlanildign bilinmektedir. KML’deki genetik
instabilite, oksidatif stres, azalan DNA onarimi ya da azalan DNA hasar kontrol bdlgesi
sinyal tepkisi gibi birgok faktorden kaynaklanmaktadir. Blast fazdaki KML
hastalarindan elde edilen losemik hiicrelerde gbzlemlenen genetik degisimler, hastalarin
%60-80° inde gorillen +8, +Ph , +19 ve i(17q) gibi rastgele olmayan sitogenetik
degisimler, TP53, RB ve CDKN2A gibi genlerde goriilen nokta mutasyonlar ve EVI1
ve MYC gibi genlerin asirt ekspresyonudur. t(3;21)(q26:;q22) gibi AMLI-EVI1
olusturan kromozom translokasyonlari da gozlemlenmistir. KML balstik faz iliskili
diger fiizyon genleri ise; t(8;21)(q22;q22) translokasyonu kaynakli AMLI-ETO,
t(7;11)(p15;p15) kaynakli NUP98-HOXA9 ve inv(16)(p13;q22) kaynakli CBFB-
SMMHC genleridir. Bu gozlemler blast krizindeki myeloid farklilagma blogunun, BCR- |
ABL ile hematopoetik transkripsiyonel regiilatdrlerdeki defektler arasindaki igbirligini
icerebilecegini belirtmektedir. Gen ekspresyonu analizleri, KML’ nin kronik fazdan ileri
faza ilerlemesinin {i¢ asamali bir siire¢ degil de iki asamali bir siire¢ izledigini
gOstermistir; sayisi artan 16semili blast hiicrelerinin toplanmasindan 6nce ilerlemis fazin
ertken doéneminde meydana gelen yeni gen ekspresyonu degisimleri. Ilerleme

programinda ciddi ve kayda deger diger durumlar da WNT/beta-katenin yolunun
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deregiilasyonu, JUN B ve FOS’ un azalan ekspresyonu ve alternatif kinaz
deregiilasyonudur. Diger arastirmalar da blast fazdaki KML hastalarinda
graniilosit/makrofaj progenitér (GMP) havuzunun genisledigini ve bu hiicrelerin,
kendini yenileme kapasitesini artirmasina neden olacak, yiiksek seviyede BCR-ABL
ekspresyonu ve yiiksek WNT sinyal aktivitesi gosterdigini ifade etmislerdir. GMP
hiicrelerinin, KML’ nin blast fazinda 16semik kok hiicrelere transforme olabilecegi de
ifade edilmistir ancak bu bulgularin ve WNT sinyali roliinin dogrulanmas:

gerekmektedir (43).

2.2.4.2.2.Klinik Ozellikler

Hastalarin % 90° dan fazlast kronik evrededir. Tam: siklikla baska bir nedenle
kan sayimi yapildig1 esnada konur. Genellikle semptomlar yorgunluk, kilo kaybi, kemik
agrisi, gece terlemesi ve splenomegaliyle iliskili abdominal rahatsizliklardir.
Semptomlarin ¢ogu l16kostazise iligkindir, dalak infarktiisii iligkili akut abdominal agri,
priapizm, hipermetabolizm, hiperiirisemi, ve gut artritidir.

Laboratuar  bulgulart  genellikle, 15kositozis (100.000/mm® ‘i asabilir),
trombositozis ve anemidir. Periferik yaymada tiim myeloid hiicre formlar1 goriliir.
Kronik fazda blast orani 20,5-10 arasindadir. Serum vitamin B12 ve tirik asit
diizeyi ytiikselir. Lokosit alkalen fosfataz aktivitesi azalmistir veya hi¢ yoktur. Kemik
iligi, diferansiyasyonun tiim asamalarindaki normal myeloid hiicreleri igeren
hiperselliiler yapidadir. Megakaryositlerin sayis1 artrmis olabilir. Eozinofili veya bazofili
veya her ikisi yaygindir (20, 43).

Lokomoid kan goriintiisiine neden olan durumlar (enfeksiyonlara bagli olarak
periferal kanda immatiir nétrofilik prekursérlerle goriilen reaktif notrofili, nadir
inflamatuar durumlar, malign hastaliklar, kortikostereoidler gibi ilaglar, eklampsi, tiroid
storm, diyabetik ketoasidoz, a§1r1v adrenokortikotropik hormon, ciddi yamiklar, civa
zehirlenmesi), bazi myeloproliferatif hastaliklar (polisitemia vera, esansiyel
trombositemi, primer myelofibroz, simiflandirilamayan myeloproliferatif neoplazm) ve
myelodisplastik/myeloproliferatif neoplazmlar (atipik KML, kronik myelomonositik
16semi , smiflandirilamayan myelodisplastik/myeloproliferatif neoplazm), KML’ nin
ayrict  tamsinda gdz Oniinde bulundurabilir. Ancak tamda nadiren problem

yasanmaktadir. Tanida sorun yasanmamasi sitogenetik analizlerle Phl kromozomunun
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ya da RT-PCR veya FISH ile BCR-ABL geninin belirlenebilmesine baglidir. Vakalarin
yaklasik %5’ inde Phl kromozomu tespit edilemez ve taninin dogrulanmas: FISH ya da
RT-PCR analizlerinde BCR-ABL transkriptinin belirlenmesi ile yapilir (39).

Kronik evre KML hastasinda ilk degerlendirmede:

e Qykii, fizik muayene, tam kan sayimi, ¢evresel kan yaymasi, 15kosit formiilii,
biyokimya

e KI aspirasyon-biyopsisi (blast ve bazofillerin yiizdesi, konvansiyonel sitogenetik
inceleme, gerektiginde FISH)

e Tam asamasinda kemik iliginden &rnek alinamadifinda konvansiyonel
sitogenetik inceleme (ve gerektiginde FISH incelemesi) gevresel kandan yapilabilir.

e Molekiiler yamitin izleminde kullanilan bazi yontemlerde BCR/ABL, baslangi¢
degeri ile karsilagtirildigindan baslangicta ¢evresel kandan (BCR/ABL) QPCR
calisilmasi onerilir.

e Tam sirasinda Sokal veya Euro (Hasford) risk puanlamas: yapilmalidir (Tablo
3)(89).

Tablo- 3: KML’ de prognozu belirlemede kullanilan risk skorlar

Sokal ideksi (77):

SI=EXP [ 0.0116 (yas—43.4) +0.0345 (dalak biiytikltigii*— 7.51) +0.188 (trombosit
say1s1/700] 2 — 0.563) +0.0887 (pereiferik blast ylizdesi —2.10)]

*kot alt1 uzunluk (cm)

Yeni skorlama sistemi (Hasford)(36):

Yeni skor: (0.6666 x yas [eger yas< 50, 0; aksi halde 1] +0.420 x dalak biiytikliigi
[cm kot

alt1] +0.0584 x blast [ %] +0.0413 x eozinofil[ %] +0.2039 x bazofil eger bazofil <
3%, 0; 7

aksi halde 1] +1.0956 x trombosit sayisi | eger trombositler<1500 x 109/L, 0; aksi
halde 1]) x

1000

Diisiik risk <780; Orta risk 781 — 1479; Yiiksek risk >1480

Not: Dalak biiyiikliigii kaburga yayindan en uzak nokta (cm) olarak alinir, blast,
bazofil ve eozinofiller periferik (¢cevre) kandaki yiizdelerdir. Tiim bu faktdrler herhangi
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bir tedavi baglanmasindan &nceki degerlerdir. Risk  hesaplanmasi igin

http://www.icsg.unibo.it/rrcalc.asp sitesine bagvurulabilir.

Diinya Saghk Orgiitii (DSO) KML evre tammlar

Hizlanmis Evre (DSO 2008 kriterleri)

e Cevresel kan l6kositlerinin ve/veya gekirdekli kemik iligi hiicrelerinin % 10-
19°unun blast olmasi

e Cevresel kandaki bazofillerin >% 20 olmasi

e Tedavi ile iligkisiz kalic1 trombositopeni < 100.000/mm3 veya tedaviye yanitsiz
kalic1 trombositoz > 1x10 6/mm3

e Tedaviye yamtsiz ve giderek artan dalak biiytikligii ve 18kosit say1st

e Sitogenetik olarak klonal doniisiim olmasi

Blastik Evre (DSO 2008 kriterleri)

e Periferik (cevre) kan ldkositlerinin veya kemik iligindeki gekirdekli hiicrelerin
>% 20’sinin blast olmasi

e Kemik iligi dis1 (ekstramediiller) blastik proliferasyon

e KI biyopsisinde gruplar halinde blastlarin olmasi (82, 89).

2.2.4.2.3. KML’ nin Dogal Siireci ve Prognostik Simiflandirmalar

KML nin karakteristik bir bifazik klinik siireci vardir. Kronik faz, ortalama 3-5 yil
siirebilir. Tedavi edilmeyen KML, akut myeloid ya da lenfoblastik 16semiye dogru
ilerleme gosterir (blast krizi); %5 goriliir ve ortalama sag kalim 3-6 aydir. Bazi
durumlarda blastik transformasyondan once ilerlemis bir faz [akselere faz (% 10)]
goriilir ve ortalama siire 3-18 aydir. Hastahk fazlarina ek olarak baz1 temel
karakteristiklerin de ayrica prognostik parametreleri oldugu gorilmistir. Bu
karakteristikler Sokal ve Euro derecelendirmeleri ile formulize edilmistir (15, 89).
Derivatif kromozom 9 daki delesyonlar gibi sitogenetik degisimler prognozu
etkilemektedir. Imatinib, bu delesyonlarin negatif prognostik etkisini kismen azaltabilir
ancak delesyonlarin biiyiikliigii ve lokasyonu bu baglamda dnem teskil etmektedir. Son
olarak hematolojik, sitogenetik ve molekiiler tepkilerin derecesi ve zamani Onemli

prognostik bilgi saglamaktadir (37, 39).
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2.2.4.2.4. Tedavi

KML’ nin yaklagik 150 yil 6nceki ilk tanimlanmasindan sonra yiizyildan fazla bir
zaman  siiresince tedavisi konusunda ¢ok az gelisme kaydedilmistir. Radyasyon
tedavisi ve busulfan, hayat beklentisini uzatmaktan daha ¢ok yasam kalitesini artirmak
adma faydali olmustur. Hayat beklentisini artirmak adina ilk basarili adim hidroksiiire
(HU) ile saglanmus, allogeneik hematopoetik kok hiicre nakli (ale-HKHN) ile cok
daha ytiksek hayatta kalma oranlari saglanmis ve sonrasinda bazi hastalarda da
rekombinan interferon-alfa (rIFNo) tedavisi ile basarili sonuglar elde edilmistir.
Hastalifin patojenini anlamak, molekiiler kargihgi BCR-ABL fiizyon geni olan Phl
kromozomunun kesfedilmesiyle miimkiin olmustur. Ber-Abl proteinlerinin tirozin kinaz
(TK) aktivitesinin belirlenmesi, BCR-ABL kodlu proteinleri hedef alip, TK aktivitesini
engelleyerek 16semik fenotipi kontrol eden sinyalleri iptal eden yeni seri bilesiklerin
kesfedilmesinin yolunu agmistir. TK inhibitérlerinden biri olan Imatinib (IM)’ in
yiiksek ve spesifik biyokimyasal aktiviteye ve makul bir farmakokinetik ve toksisite
profiline sahip oldugu bulunmus ve bu nedenle derhal klinik uygulamaya adapte
edilmistir. Bu da KML’ nin tedavisinde ve genel olarak kanser tedavisinde devrimsel bir
adim olarak sonuglanmisti. Erken Kronik Faz Ph+ KML’ nin standart tedavisi HU,
1IFNa + LDAC, giinlitk 400 mg IM ve allo-HKHN tedavilerini igermektedir (7). Blastik
fazin tedavisi akut Lésemi ile benzerdir ( 30).

Konvansiyonel Tedavi

Busulfan: Alkile edici bir ajan olup KML tedavisinde ilk kullanilan ilagtir. Allo-
HKHN  planlanan hastalarda transplantasyon sonuglarmi  olumsuz  olarak
etkileyebileceginden 16kosit sayisinin azaltilmasimda kullanimi nerilmemektedir (45).

Hidroksiiire: Riboniiklotid rediiktaz enzim inhibit6riidiir. KML’ nin baslangic
kontroliinde busulfan’in yerini almigtir. Allo-HKHN &ncesi transplantasyon sonrasi
komplikasyonlari értlrmadlg1 icin giivenle kullamlabilir. Phl kromozomunu
negatiflestirmez (45).

Kiiratif Tedavi

Interferon-alfa (IFN-a): Imatinib tedavisinin kesfedilmesinden 6nce kronik faz
KML’ nin standart tedavisi rekombinan interferon alfa ile yapilmaktayd:.
Aragtirmalarda interferon tedavisinin busulfan veya hidroksikarbamid ( hidroksiiire)

tedavisinden daha etkili oldugu ve hidroksikarbamidin de busulfan tedavisinden daha
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etkili oldugu raporlanmustir. IFN-oo ve IFN-o + diisiik doz sitarabin tedavisinin
karsilastirildigs bir arastirmada, kombine terapinin sitogenetik tepki elde edilmesini
artirdif1 ancak hayatta kalma oranim artirmadigi gézlemlenmigtir. Interferon alfa tiim
yastaki hastalarda hayatta kalma durumunu korumustur ancak daha geng¢ hastalarda
diisiik doz kullanilmas: gerekmistir (11, 39). 1ki “pegilate” IFN-o formiilasyonlar:
gelistirilmis ve “nonpegilate” interferon alfa ile KML’ de test edilmis, ancak
Peginterferon alfa-2b, interferon alfadan daha iyi sonuglar ortaya ¢ikarmamstir. Bagka
bir calismada ise peginterferon alfa-2b, interferon alfadan daha iyi sonuglar ortaya
koymustur. IFN-a. ve imatinib kargilagtirmasinda imatinibin en iyi tepki oranlarmi
(hematolojik, sitogenetik, molekiiler) ve en diisiik yan etkileri sergiledigi goriilmiistiir.
Hayati tehlike arz etmese de yan etkiler birgok hastamin yagam kalitesini diigtirmektedir
ve klinik ortamda interferon alfanin baslica dezavantajidir (39).

imatininib:

Imatinib (Glivec, Novartis) 1998’ de klinik kullanima girerek KML’ nin tedavisini
ve izlemini radikal anlamda degistirmistir. Fenilaminopirimidin tiirevi kii¢iik molekiillii
bir ila¢ olan imatinib, ABL1 tirosin kinaz bolgesindeki ATP binding bolgesinde
rekabetci bir baglanma ile BCR-ABL geni kodlu onkojenik protein tirozin kinaz
aktivitesini hedef alip ATP> ye olan erigsimi engellemektedir. Daha sonralari diger
tirosin kinaz inhibitorleri gelistirilmigtir. Su anda dasatinib (Sprycel, Bristol-Myers
Squibb ) ve nilotinib ( Tasigna, Novartis ) adl1 iki Tirozin Kinaz Inhibit6rii (TKI) klinik
kullamim i¢in mevcuttur. Her iki ilagta terapotik dozlarda T315I hari¢ tiim imatinib
direngli mutantlara kars: aktiftir.

Dasatinib ve nilotinib gibi ikinci jenerasyon TKI’ ler, KML’ nin ilk adim
tedavisi adina umut verici sonuglar gdstermistir ancak bunlarin uygulanmasi, imatinib
ve diger TKI’ lerin etkisine engel olan allosterik degisimlere yol agan nokta
mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi ile imatinib intoleransi ve direnci gosteren hastalar ile
siirhidir (28, 64). Yeni tamili kronik faz KML hastalarinda imatinib tedavisi yiiksek
oranda tam sitogenetik remisyon [ IRIS deneyinde (Uluslararasi Bagimsiz Interferon ve
ST1571 (Imatinib) Arastirmasi) %87 ] ve diigiik ya da belirlenemeyen oranda BCR-
ABL transkriptli molekiiler remisyon saglar. Bu gelismeler diinya ¢capinda KML tedavi

20



yontemlerinin degismesine ve standart molekiiler goriintiilemede gelismelere yol
agmugtir. Imatinib ve IFN-a, tedavisinin uygulandig: bir deney sonuglarina dayanilarak
(IRIS) 400 mg imatinib kronik faz KML tedavisinde standart yontem olarak
belirlenmistir (39). Imatinib tedavisinde en sik karsilasilan yan etki hematolojik
toksisite ( notropeni, trombositopeni, anemi), karaciger enzimlerinde yiikselme ve
periferik ddemdir ve genellikle ciddi boyutta degildir (22, 39). Imatinib kaynaklh
hipofosfatemiyle iligkili hiperfosfatiiri, kemik ve mineral metabolizmalarinda
degisimler gozlemlenmistir (12, 39). Imatinib kaynakli kongestif kalp yetmezligi
bildirilmigtir (39, 50). Imatinibin insanlar {izerindeki olasi teratojenisitesi hakkinda cok
az bilgi vardir (6, 39).

Imatinib terapisinin baslangicindan  sonra medyan BCR-ABL transkript
konsantrasyonlarindaki stiren azalmanin 24 aya kadar devam ettigi goriilmiistiir ancak
azalma orani zamanla diisiis gostermistir ve bu da imatinibe duyarsiz residual hastalik
varliginm gostergesidir. Imatinibe direngli oldugu bilinen bu gibi residual hastaliklar
kok hiicrelerde goriilebilmektedir. 2 yil siiresince siirekli olarak negatif residual hastalik
gosteren hastalarda (n=12) imatinib tedavisi durdurulmus Vé imtanibsiz ortalama 18
aylik bir takip siiresince hastalarn yarisi tam remisyonda kalmistir (39, 71). Imatinib
tedavisi bagarisiz olursa mutasyon analizi, alternatif tedavi stratejisine ihtiya¢ duyan
kinaz bolgesindeki yiiksek direngli mutantlar belirleyebilir (Y253F/H, E255K/V, T3151
ya da H396P/R)( 32, 39, 42). Daha az diren¢li mutasyonlar (M244V, M351T, F359V)
giinliik imatinib dozunun 600 ya da 800 mg’ a ¢ikarilmasi ile tedavi edilebilirler (49).
Imatinib tedavisinin basarisizigmdan énce mutasyonlar tespit etmenin klinik yarari
belirlenememistir (81). Direngli hastalarmn %350° sinde BCR-ABL mutasyonlari
goriilmektedir. Imatinib direncinin diger nedenleri BCR-ABL’ nin genomik
amplifikasyonu, FRAP1 (mTOR/Akt) yolu aktivasyonu gibi, BCR-ABL’ den bagimsiz
mekanizmalar, fonksiyonel p53 SRC aktivasyonu yitimi ve aneuploidi ile sonuglanan
karyotipik klonal degigsimlerdir (39).

Imatinib ile etkileyici sonuglar elde edilmis olsa da birgok sorun ¢oziillmeyi
beklemektedir. Birincisi 800 mg doz artinimina ragmen kronik faz KML olmayan
hastalarda tedaviye tepki ve hayatta kalma oranlan ¢ok diisiiktiir (Imatinib tedavisinin
uygulanmaya baslanmasindan beri blast krizinde ortalama hayatta kalma siiresi 2-3

aydan sadece 7.5 ay’ a ¢ikmistir ve uzun dénemde hayatta kalan hasta sayis1 azdir).
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Ikinci olarak BCR-ABL transkriptleri gdzlemlenemeyen birgok hastada dahi molekiiler
analizler rezidual hastalik tespit etmislerdir ve relapslar imatinib tedavisinin
kesilmesinden sonra ortaya c¢ikmistir ve bu da ilag tedavisine devam edilmesi
gerektiginin bir gostergesidir. Uctincii olarak hastaligin ileri safhalara ilerlemesi ve
BCR-ABL mutasyonlarinin olusumu nedeniyle hastalar imatinib direnci gosterebilir.
Dérdiincii olarak, nadiren de olsa, imatinib intoleransi inflamatuar deri reaksiyonlarina,
transaminazlarda artisa ya da sivi retansiyonuna neden olabilmekte ve imatinib
tedavisinin durdurulmasma neden olmaktadir. Son olarak mitotik degisime neden olan
sentrozom bozukluklarimin, kemik ve mineral metabolizmalarnin ya da kardiyak

fonksiyonlarin uzun dénem imatinib tedavisinin etkileri bilinmemektedir (39).
Allo-HKHN (Allo-Hematopoetik Kok Hiicre Nakli)

Imatinib tedavisinin gelisimine kadar allo-HKHN’ nin hastalign tedavi
edebilecek tek tedavi opsiyonu oldugu diisiiniiliityordu. Amerikan Hematoloji Dernegi
biiltenlerinde bu transplantasyonun ilk kronik fazda uygulandig: hastalarin %50’ sinin 5
yil sonunda hayatta ve 16semisiz oldugu belirtilmistir. Sonraki arastirmalarda bu verileri
desteklemisler ve hayatta kalma oraninin 10-15 yila ¢iktigini belirtmislerdir. K6k hiicre
transplantasyonu sonrasi hayatta kalma 5 risk faktériine baghdir: hastanin yasi,
transplantasyon esnasinda hastaligin fazi, iliskili olmayan donér transferi, kadin donér,
erkek alici ve tamidan transplantasyona kadar gegen siire. Olas1 bir transplant riski bu
faktorler ile degerlendirilebilir. Iki biiytik kayit merkezinden (Uluslar arasi Kemik 1ligi
Tranplantasyonu Deregi ve Avrupa Kan ve Ilik Transplantasyonu Grubu [EBMTY),
1978-1997 yillar1 arasinda nakil goren hastalarin uzun dénem hayatta kalma verileri
almnustir. [lk kronik fazda nakil géren 3372 hastadan 18 yil sonunda hayatta kalanlar
%50 oramindadir. 20 yilda hayatta kalanlar %41 oranindayken EBMT skoru 0-1 olan
hastalarda %49’ dur. Transplantasyondan sonraki 21. yila kadar her yil %1 oraninda
relaps gozlemlenmistir ve bu da allo-HKHN’ nin etkili bir tedavi olmadiim
gistermektedir. Bununla birlikte transplantasyon sonrasinda zaman igerisinde sonuglar
gelisme gdstermistir. Sonuglarda gelisme goriilmesinin nedenleri arasinda Insan Lokosit
Antijenleri (HLA) yazimindaki gelisme, enfeksiyonlarin yénetimi, destekleyici bakim,

immunosupresyon ve relaps y6netimi vardir. Transplantasyon &ncesindeki sitogenetik
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remisyonun, transplantasyon sonuglarimi gelistirdigi goriilmiistiir (39). Transplantasyon
sonras1 goriilen relaps interferon alfa, donor lenfosit inflizyonlar1 veya imatinib ile
tedavi edilebilir. Sitogenetik ve molekiiler goriintiileme ile tespit edilen erken relaps
tedaviye iyi tepki vermektedir. Relaps gésteren birgok hastada kalici remisyon saglayan
dondr lenfositleri, interferon alfa tedavisi yerine ilk adim terapi yontemi olarak
kullamlmaya baslanmistir ve ayrica imatinibden daha etkilidir. Diisiik yogunluklu
uygulamalar yasl hastalarda ve komorbidite gosteren hastlarda transplantasyonu
miimkiin kilabilir ancak uzun dénem sonuglar1 heniiz degerlendirilememektedir. allo-
HKHN?’ nin en biiyiik dezavantaji prosediire bagli mortalite ve morbidite oranlaridir ve
hastalik ve transplantasyon risklerine bagli olarak %10 ila %70 arasinda bir orana
sahiptir(39). Bir arastirmada ilk adim tedavi yontemi olarak en uygun ilacin (genellikle
interferon alfa ) kullamilmasi, transplantasyona nazaran daha yiiksek hayatta kalma
oranlar1 vermistir. Diisiik riskli hastalar ila¢ tedavisine en iyi tepki g6steren hastalardir.
Imatinib tedavisi kaynakli hayatta kalma oranlan interferon alfa tedavisi kaynakl
oranlardan daha iyi oldugundan imatinib tedavisinin basarisiz olmas1 durumunda ikinci
adim tedavi olarak allo-HKHN tavsiye edilmektedir (yiiksek hastalik riski ve ¢ok diisiik
tranplantasyon riski, hastanin tercihi ve ekonomik sorunlar gbéz Oniinde
bulundurularak)(39). Yiiksek hastalik riski ve diigiik transplantasyon riski tasiyan bir
hasta i¢in ilk adim tedavi olarak allograft uygun olabilir. Béyle bir hastanin tedavisinde
imatinib de denenebilir ¢linkii imatinibe erken verilecek bir tepki allograft tedavisinin
uygulanmasini ya da uygulanmasima gerek olmadifim belirten prognostik bir bilgi
saglayabilmektedir. Elde edilen verilerde transplantasyona 2 hafta kala imatinib tedavisi
durdurulmak kaydiyla allo-HKHN o&ncesi imatinib tedavisinin negatif bir etki
yaratmadig1 gorilmiistiir (39).

Tedavi 6nerileri pahali ilaglarin mali yiikii ve modern tamisal teknolojiler gibi
ekonomik sartlara baghhk gostermektedir. Allo-HKHN, 6miir boyu imatinib tedavisine

nazaran daha ekonomik bir tedavi alternatifi sunmaktadir (39).
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2.2.4.2.5. KML’ de Tedaviye Yanit Tanimlarz (8, 62, 89)

KML tedavisinde kemoterapi yanitlari, hematolojik yamit, Phl kromozomu ya da
ber/abl fiizyon geni varhiginda sitogenetik yamt, ve molekiiler yamt olarak
degerlendirilmektedir. Hedeflenen tam hematolojik yamt, tam sitogenetik yanit ve tam
molekiiler yamttir.

Tam Hematolojik Yamt (THY)

Lokosit sayisi < 10.000/uL.

Cevresel kanda bazofil <% 5

Cevresel kanda miyeloblast, promiyelosit, miyelosit goriilmemesi

Trombosit sayist < 450.000/uL

Dalagin ele gelmemesi

Sitogenetik Yamt (SY)

e Tam sitogenetik yamt (TSY): Phl pozitif metafazin olmamasi

e Parsiyel (kismi) sitogenetik yanit (KSY) : Phl pozitif metafaz % 1- % 35

e Mindr sitogenetik yamit: Phl pozitif metafaz % 36 - % 65

e Minimal sitogenetik yamt: Phl pozitif metafaz % 66 - % 95

o Sitogenetik yamtsizlik: > % 95 Phl pozitif metafaz

Konvansiyonel sitogenetik incelemede en az 20 metafaz degerlendirilmelidir.
Major sitogenetik yanit tam ve kismi sitogenetik yanit1 igerir (Phl pozitif metafaz % 0 -
% 35). Konvansiyonel sitogenetik inceleme Phl kromozomu disindaki sayisal ve
yapisal kromozom anomalilerini de saptayabildiginden avantajlidir. Kemik ilifinde
metafaz elde edilemediginde, tam sitogenetik yamit tanim: en az 200 cekirdek
puanlamast ile yapilmis interfaz FISH ¢alismasina dayamr. Sitogenetik yamit FISH ile
degerlendirildiginde laboratuarin raporunda belirtilen yanhs pozitiflik oram dikkate

alinmalidir.

Molekiiler Yan:t

e Tam molekiiler yamit (TMY): RT-PCR veya “nested” PCR yontemi
kullamldiginda ardigik iki 6l¢iim ile BCR-ABL kimerik mRNA’ simin saptanmamast
(10" duyarhiliginda).

e Major molekiiler yanit (MMY): BCR-ABL/ABL oraminin uluslararas: lgege
gore <% 0,1 olmas1 (NCCN V.2 2010 KML kilavuzunda BCR-ABL kimerik mRNA’
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da baslangi¢ degerinden 3 log veya daha fazla azalma olmasi majér molekiiler yanit
olarak tammlanmaktadir (62, 89).

izlem

Avrupa LosemiNet eksper paneli, TKI déneminde KML hastalarmin izlemi
konusunda ¢ok acik Gneriler belirtmistir. Bu 6neriler su anda altin standart olarak kabul
gérmekte ve uygulanmaktadir. Erken kronik faz KML’ nin ilk adim imatinib
tedavisinde, optimal etki tam hematolojik yanit (THY) ile elde edilebilir ve 3 ay
sonunda en azindan minér sitogenetik yamt ( Phl+ < %65) , 6 ay sonunda en azindan
kismi sitogenetik yanit ( Phl+ < %35) , 12 ay sonunda TSY, 18 ay sonunda MMY ve
herhangi bir zamanda da stabil ya da gelisen major molekiiler yanit (MMY) elde
edilmelidir. Imatinib tedavisinin basarisizlig1 su durumlarda ortaya gikar: 3 ay sonunda
THYdan daha diisiik bir sonug , 6 ay sonunda sitogenetik yanit goriilmemesi ( Phl+>
%95 ), 12 ay sonunda kismi sitogenetik yanitdan daha diisiik bir cevap ( Phl+> %35 ),
18 ay sonunda TSY’ dan daha disiik bir yamit , THY veya TSY kaybr, imatinibe
duyarsiz mutasyonlarin ortaya ¢ikmast ya da herhangi bir zamanda Phl+ hiicrelerde
meydana gelen diger klonal kromozom anomalileri (7).

2.3. Genetik ve Kanser

Kanser, DNA tamiri, hiicre déngiisii, apopitozis, farklilasma, ve hiicre- hiicre
temast gibi temel hiicresel iglevleri etkileyen genetik hastaliklar grubudur. Kanserin
sebeplerinin anlasiimasindaki belki de en énemli gelisme, kanserin genetik bir hastalik
oldugunun kavranmis olmasidir. Kanser gelisimi, hiicresel islevin temel yonlerini
kontrol eden genlerin bir veya birkaginda mutasyonlarin olmasini gerektiren ¢ok
basamakli bir siirectir. Kanserle iligkili genomik degisimler tek bir niikleotidin yer
degistirmesinden, biiyiikk 6lgtide kromozomlarin tekrar diizenlenislerine dek
uzanmaktadir. Kalitsal genetik hastaliklardan farkli olarak kanser, biiyiik oranda
somatik hiicrelerde meydana gelen mutasyonlarla ortaya ¢ikar. Kanserlerin yaklasik %
1-5° i ise, zigot olusumundan itibaren hiicre bslinmesi ve dokularm meydana gelisi
sirasinda  gerceklesen (germ-line) ve Kkisilerin yatkinhklarini artiran mutasyonlarla
ilgilidir. Kanser ile diger genetik hastaliklar arasindaki nemli bir diger fark, kanserin
tek bir mutasyonla olusabilmesinden ziyade genellikle ¢ok sayida (6-10) mutasyondan

kaynaklanmasidir. Kansere yol agan mutasyonlar, DNA hasarimn tamirini, hiicre
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boliinmesini, apopitozis® i, hiicresel farklilagmay: ve hiicre-hiicre temasi gibi pek cok
hiicresel islevi olumsuz yonde etkilemektedir (63, 95).

nsan bedeni boliinen ve 6zgiin dokulara farklilagan hiicrelerden meydana gelir.
Saglikli bir bireyde hiicreler bsliiniir, bityiir, farklilagir ve sonugta apopitozis adi verilen
programli bir 6liim gercevesinde yasamlarim sonlandirrlar. Eger bu biitiinliikk icinde
ilgili genlerde bir mutasyon ortaya ¢ikarsa kontrolstiz bir hiicre ¢ofalmasi olacak ve
kanser olusumuna zemin hazirlayacaktir (63).

Ttmér olusumundan sorumlu genler, onkogenler, tiimdr baskilayici genler,
DNA tamir genleri olmak {izere ti¢ ana gruba ayrnlir. Proto-onkogenler normal hiicre
dongiistinde gorev alan, hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve gogalmasindan sorumlu olan
genlerdir. Mutasyona ugrayarak onkogenik aktivite kazamirlar ve stirekli hiicre
bolinmesine yol agarak tiimér olusumuna neden olabilir; gesitli mutasyonlarla
aktiflenerek onkogene doniisebilir ve bir tiimoriin baglamas: ya da ilerlemesine katkida
bulunabilirler. Proto-onkogenin aktif hale gelmesi igin genin her iki alelinden birinin
mutasyona ugramasi yeterlidir (dominant etki)(63,95). Proto-onkogenlerin kodladif:
gen tdriinleri, polipeptid biiytime faktorleri, biiyiime faktor reseptorleri, transmembran
reseptorler, GTP-baglayan reseptorler, protein kinazlar, transkripsiyon faktorleri, gen
regiile eden proteinler gibi proteinleri igerir. Tiim bu molekiiller normal kosullarda
hiicrenin biiyiime, farklilasma ve gogalimu ile ilgili sinyal ileti mekanizmalarim aktive
ettiklerinden, saglikli bir hiicre dongiisii iginde denetim altindadirlar. Hiicre dongiist
kontrol mekanizmalarinin herhangi bir yerinde olusacak aksama, proto-onkogenlerin
onkogenik aktivite kazanmasina ve sonugta kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin uyariimasina

yol agacaktir (63).
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Sitoplazma | @ g

Sekil-4: Hiicre dongiisii ve sinyal ileti yollar1 (63)

Onkogen aktivasyonu, proto-onkogenin yapisinda bir nokta mutasyon veya
amplifikasyon ile olabilecegi gibi delesyon, duplikasyon, kromozomal translokasyon
veya retroviral DNA gibi hareketli bir genetik parganin genoma insersiyonu ile
olusabilmektedir. Gen mutasyonu, proto-onkogenlerin aktivasyonunu uyarabilen ¢esitli
mekanizmalardan yalmzca biridir (63).

Gen amplifikasyonu onkogen aktivasyon mekanizmalarindan bir digeridir.
Normalde bir hiicrede iki kopya halinde bulunan genler amplifiye olduklarinda
diizinelerce, hatta yiizlerce kopya olustururlar. Amplifiye bolgeler kromozomlar
izerinde zincirleme tarzda yer aldiklarinda uzun, homojen, atipik bir boyanma
gosterirler. Bu yapilara kromozom terminolojisinde “homojen boyanma bolgeleri”
(HSR) adi verilmektedir. Amplifiye olan bolgeler genelde ¢iftler halinde
bulundugundan “¢ift minik kromozomlar” (Dms) olarak adlandirilir. Ister HSR ister
Dms formda olsun, amplifikasyon, gen ekspresyonunda artisa neden olur, bu da
kanserin ilerleyisini hzlandirir. Tiimor hiicrelerinde amplifiye oldugu saptanan ilk
proto-onkogen MYCN’ dir. MYCN’ nin kodladigt N-MYC geni bir ¢ocukluk ¢agi
tiimdrii olan ndroblastomada amplifiye olmaktadir. Ileri evre gdstergesidir. Bir protein
kinaz reseptoriinii kodlayan erbB-2 gen amplifikasyonu ise meme ve over

karsinomlarinda ileri evre gostergesidir (63).

27



Proto-onkogenler, kromozomal translokasyonlar sirasinda olusan mutasyonlar ile
de aktive edilir. Siklikla 16semi ve lenfomalarda ve nadiren de tiiméorlerde
tanimlanmislardir (Tablo 4). Kromozomal translokasyonlar sonucunda kromozomlarin
kirik noktalarindaki genler arasinda etkilesim olur. Sonugta siklikla yeni bir ézellige
sahip onkogenik etkili bir kimerik protein olugturur. Kronik myeloid 16semi’ de gériilen
Philadelphia kromozomunda, 9. kromozomun uzun kolunda yer alan bir trozinkinaz
olan ABL proto-onkogeni, 22. kromozom uzun kolunda yer alan BCR (breakpoint
cluster region) geni ile flizyon olugturmaktadir. Abl geninin tirozin kinaz aktivitesi
korunmakta fakat ber etkisi ile iglev ve ekspresyonu degiserek yeni bir protein
olusmaktadir. Olusan yeni proteinin artmis olan tirozin kinaz aktivitesi hiicre

transformasyonuna yolagar (63).

Tabblo-4:Baz malignensi 6rneklerinde kromozom translokasyonlarinin ézellikleri (61)

Neoplazi Kromozom Olgularm Etkilenen Proto-onkogen
Translokasyonlar1 %’si
Burkit Lenfoma t(8;14)(q24;q32) %380 MYC
1(8;22)(q24;q11) %15
t(2;8)(p12;q24) %5
KML t(9;22)(q34;g11) %90-95 BCR-ABL
Akut Lenfoblastik | t(9;22)(q34;q11) %10-15 BCR-ABL
Losemi
Akut Ienfoblastik | t(1;19)(q23;p13.3) PRL homeobox gene
Losemi
Akut Promyelositik | t(15;17)(q22;q921) Retinoik asit reseptr
Losemi
Kronik Lenfositik | t(11;14)(q13;q932) %10-30 BCL-1
Lbsemi
Folikiiler Lenfoma | t(14;18)(q32;q921) ' BCL-2

Onkogenler genellikle hiicre ¢ogalmasini uyarirlar fakat bazi transkripsiyon
faktorlerinin onkogenik aktivitesi, hiicre farklilasmasimin inhibisyonu ile sonlanir.
Tiroid hormonu ve retinoik asit, plazma membramm asarak hiicre ici reseptorlere
baglanarak farklilasma saglayan proteinlerdir. Tiroid ve retinoik asit reseptorlerinde
olusan bir mutasyon sonucu, onkogenik proteinler olugur ve hiicre farklilasmasi

engellenir. Farklilasamamis 16semik hiicreler aktif olarak proliferasyon evresinde kalir.
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Akut myeloid 16semi M3 tipinde gériilen PML/RARo mutasyonu buna &rnektir. Yiiksek
doz retinoik asit tedavisi ile PML/RARo. onkogen proteininin etkisi baskilanabilmekte
ve 16semik hiicrelerde farklilagsma saglanmaktadir (63).

Son yillarda kromozomlarin uglarindaki telomerlerin uzatilmasindan sorumlu,
riboniikleoprotein yapisinda olan ve telomerlerin devamlilifini saglayan telomeraz
enzimi’ nin onkogenik etkisi iizerinde durulmaktadir. Insanda telomeraz, telomere,
hekzamerik bir DNA yapismi, ‘TTAGGG’, eklemektedir. Insan germ hiicrelerinde
telomerazlar yaklagik 15 kb’ lik telomerik hekzomer tekrarlar icerir. Normal gelisme
doneminde hiicreler farklilasirken telomerazin fonksiyonu azalir ve telomerler her bir
hiicre boliinmesinde ortalama 35 bazlik telomerik tekrar DNA’ sim1 kaybederek kisalir.
Boliinmeler sonrasinda kromozom wuglari hasar goriir ve telomerlerin yakinlarma
lokalize genler delesyona ugrayabilir. Hasar goren DNA, p53 ve Rbl genlerinin rol
oynadif: sinyal yollari ile hiicre dongiisiiniin GO fazina girer ve hiicre boliinmesi durur
(61, 63).

Telomeraz aktivitesinin kiiltiir ortaminda transforme hiicrelerde ve tiimorlerde
yeniden belirdigi gézlenmistir. Bazi genomik ve kromozomal mutasyonlar telomerazi
yeniden aktive edebilmektedir. Siipheli kanseréz lezyonlarda biyopsi veya igne
aspirasyonuyla elde edilen hiicrelerde telomeraz aktivitesinin ortaya ¢ikis1 kanser lehine
bir veri olarak degerlendirilmektedir (61, 63).

Tiimér Baskilayiea Genler (TBG), Timor baskilayici genlerin kansere yol
acabilmesi igin proto-onkogenlerden farkli olarak ilgili “genin her iki allelinin de
mutasyon ile inaktive olmasi” gerekmektedir. Ttmor baskilayic: genlerdeki
inaktivasyonda bilinen ii¢ temel genetik model bulunmaktadir: 11k modelde mutasyon,
genin “promoter” (Bir genin 5’ kisminda yer alan ve transkripsiyonun algilanmasim
saglayan kisimdir) bolgesini etkiler veya kodlayic: dizide “erken stop kodon” olusturur.
Her iki durumda da islevsel protein yapimi engellenmektedir. fkinci model DNA
metilasyonu ile ilgilidir: Bir promoter bolgeye yakin CpG adaciklarinin metilasyonu
transkripsiyonun inhibisyonuna neden olur. Son olarak, tiimdriin genomik yapisi iginde
bir kromozom kaybi (andploidi) s6z konusu ise ve ilgili kromozom bir tiimor
baskilayic1 gen tasiyorsa fonksiyon gorecek gen ortadan kalkacag i¢in tlmor

baskilayici gen yine inaktive olmus olur (63).
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Ik apopitozis geni, B-hiicreli lenfomada tanimlanmigtir. Folikiiler hiicreli hemen
tiim B-hiicre lenfomalarinda 18q21° de lokalize bcl-2 geni, bir apoptozis genidir.
t(14;18) sonucunda bcl-2 geni aktive olur. Bel-2 geni tarafindan kodlanan protein, bir
mitokondrial i¢ membran proteinidir ve B-hiicrelerinde giiglii antiapopitotik etkileri
vardir. Translokasyon sonucu hiicrelerin dogal apopitozisi engellendiginden, B-hiicre
populasyonunda artis ortaya ¢ikar. Hiicre siklusunu kontrol eden diger genler drnegin c-
myc, p53 ve pRb de apopitozda rol alir (63).

DNA Tamir Genleri (Mismatch Repair Genes), DNA tamir mekanizmalari,
mutajenik etkilerle, ya da replikasyondaki hatalara bagl olarak hasara ugrayan DNA
min onarmu ile ilgili sistemlerdir. DNA replikasyonu sirasinda, DNA ’nin replike olan
zincirinde, DNA polimerazlar, yanlis niikleotidleri yerlestirebilirler. DNA polimerazlar
bu replikasyon hatalarin ¢ofunu yapilarinda bulunan 3°-5° yoniinde ¢alisan
ekzoniikleazlarini kullanarak diizeltebilmelerine ragmen, yanls yerlestirilmis olan bazi
nitkleotidler replikasyondan sonra kalabilirler. Hata okuma sonrasinda kalan hatalar,
yanlis eslesme onarim (mismatch repair-MMR) mekanizmas: ile diizeltilir. Eger bu
hatalar DNA tamir mekanizmalarinca tammp uzaklagtirilamazsa mutasyona yol
acabilirler. Omegin, BRCAI( ailevi meme kanseri tipl de), BRCA2 (ailevi meme
kanseri tip2 de ) genleri ve Xeroderma Pigmentozum (XP) genlerinin (XPA’ dan gen G’
ye kadar l6semi ve deri kanserinde) DNA tamirinde gérev aldiklar1 ve bu genlerin
mutasyonlarinin  ilgili malignitelerin ortaya ¢ikiginda rol oynadig: ileri stiriilmiistiir (
61, 94). DNA tamir genleri, DNA’nin kendini eslemesi (replikasyon) esnasinda ve hata
okumadan kacan yanlis eslesmeleri diizenleyen evrimsel olarak korunmus bir islemdir
ve boylece genomun stabilitesini korur (94).

2.4. Hematolojik Malignitelerde Genetik Tam Yéntemleri

Hematolojik malignitelerde genetik mutasyonlarin belirlenmesi, tam, prognoz,
remisyon ve relaps acisindan son derece dnemlidir. Losemi olgulan, klasik sitogenetik
analizler, Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
gibi yontemler ile tasidiklar genetik belirtegler agisindan arastirilmaktadir. Tablo 5° de
losemilerde siklikla karsilastigimiz, tam, takip ve prognozda onemi olan kromozomal

translokasyonlar ve iligkili genlerden bir kismi dzetlenmistir.
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Tablo-5: Lisemilerde siklikla karsilasilan, tan, takip ve prognozda 6nemi olan

kromozomal translokasyonlar ve iligkili genler (43)

ABERASYON ILISKILI GENLER
TRANSLOKASYONLAR | LOSEMI
TIPI
t(1;19)(q23;p13) Pre-B- PBX1,
ALL E2A
t(4;11)(q21;923) ALL, AF4,
AML MLL
t(8;14)(q11;q32) ALL
1(8;14)(q24;q32) ALL-L3 c-MYC,
IgH
1(8;21)(q22;922) AML- ETO,
M2, M4 AML1
1(9;22)(q34;q11) ALL, ABL,
AML-M1, BCR
M2, KML
1(15;17)(q22;q921) AML- PML,
M3, RARa
1(16;16)(p13:;922) AML- MYH11,
M4Eo CBFb

2.4.1. Molekiiler Sitogenetik Yontemler (FISH)

FISH tekniginde, 6zgiin niikleik asit bdlgeleri igeren DNA problari, lam {izerinde
fikse edilmis metafaz / interfaz hiicrelerinin igerdigi DNA ile yerinde (in situ) hibridize
edilir. Problarin isaretlenmesinde en yaygin metod floresan boya olup, isaretlenmis
DNA floresan boyadan yayilan 1s1gin bir dalga boyunda absorblanmas: ile goriiniir hale
gelirler ve floresan mikroskopta analiz gergeklestirilir (96). Sadece isaretlenen bdlgenin
analizinin yapilabiliyor olmas1 ve diger aberasyonlarin aym anda tesbit edilememesi,
teknigin dezavantajlarindan biri olmakla birlikte, metafaz elde edilemeyen durumlarda
belirlenmesinde  klasik  bantlama

ve maskelenmis/varyant translokasyonlarin
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yontemlerinden daha basarilidir (2, 17, 41). FISH, periferik kan ve kemik iligi gibi
bircok numunede uygulanabilir. Kanser uygulamalarinda FISH igin kullanilan problar
genellikle lokus 6zellikli belirleyici DNA problar ya da alfa-satellite sentromer problar:
ya da bu ikisinin kombinasyonudur.

Geleneksel FISH (S-FISH ya da dual-FISH olarak da adlandirilir) iki renkli bir
tekniktir ve 5° BCR floresan probunun yam sira ikinci bir 3° ABL floresan probu
kontrast bir renkle bu genlerin pozisyonunu belirlemek i¢in kullanilir (86). Phl
translokasyonu varliginda 1 fiizyon, 1 yesil ve bir kirmizi, sinyal alinmaktadir. S-FISH
hem metafaz hem de interfaz hiicrelere uygulanabilmektedir. %1-6.5 aras1 bir yanlis
pozitif esik degeri gosterir (23, 86). Buna ek olarak potansiyel flizyon sinyallerinin
derecelendirmesi subjektif oldugundan S-FISH ayrica birgok yanlis negatif sonug ile
etkinligi smirlanmaktadir (17). Triple prob FISH ( ii¢ renkli FISH), BCR ya da
ABL’deki kinlma noktalarim (8rnegin: 9q34°deki argininosuccinate synthetase gen
lokusu) kapsayan iigiincti bir probun eklenmesiyle iki problu S-FISH tekniginin
hassasiyetini artirmaktadir. Her prob farkli bir florokrom ile etiketlenir ve Phl pozitif
hiicreler, iiglincti probun ko-lokalizasyonunun kaybedilmesi ve S-FISH analizinin
karakteristizi BCR/ABL flizyon sinyali ile ayirt edilir. Normal kromozom 9 ve 22
iligkili sinyaller, tek kirmizi, aqua ve yesil sinyal alinmas1 beklenirken del 9 durumunda
aqua sinyali gozlenmemistir. Bu iki asamali dogrulama islemi % 0.065-0.27 (SD %
0.08-0.15) yanlhs pozitif oraninda Phl pozitif hiicrelerin belirlenmesindeki hassasiyeti
artirmaktadir (75, 76). Dual color Dual Fiizyon (DC DF) FISH ve Tri-color FISH ile
yapilan bir ¢alismada DC DF probu 2 flizyonlu KML hastalarinin farkli aberan
sinyallerini tammlamada ve goriintiilemede yararh olsa da fiizyon delesyonu olan
vakalarda tedaviye verilen yamiti goriintiileyebilmek adma tri-color dual fiizyon
probunu kullanmay1 énermislerdir ( 76).

Double FISH (D-FISH), S-FISH analizinde kullamlan iki probun yaninda 3° BCR
ve 5" ABL’ e bagh ve 9 ve 22 kromozomlarinmn kirilma noktalarma denk gelen iki ek
prob kullanir. BCR/ABL translokasyonu durumunda D-FISH double fiizyon sinyali
ortaya ¢ikarir ¢linkti dort prob ilgili BCR-ABL ve ABL-BCR lokuslarina bagldir (17).
S-FISH ile karsilagtirildiginda bu durum hem yanlis negatif hem de yanlis pozitif riskini
azaltmaktadir (14).
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Ph1 translokasyonunun tespit edilmesi i¢in en sik kullanilan prob BCR/ABL Dual
Color, Dual Fiizyon Translokasyon Problaridir. Varyant Ph translokasyonlu ya da
kromozom 9 ve 22 igeren ikincil yapisal degisiklik goriilen vakalarda hibridizasyon
ornegi gesitlilik gosterebilir ve FISH ile uyumluluklar1 saglamasi i¢in rutin kromozom
analizine ihtiya¢ duyulabilir.

Kanser sitogenetiinde deneysel ve kliniksel FISH uygulamalari, sayisal
kromozomal anormalileri (aneuploidiler), translokasyonlar, inversiyonlar, delesyonlar,
duplikasyonlar, izokromozomlar, derivatif kromozomlar, disentrikler, ringler,
asentrikler, “double minute” ler ve amplifikasyonlar gibi anomalilerin belirlenmesinde
onemli katki saglar. FISH 6zellikle fazla sayida bolinmemis hiicre iizerinde klonalite
ozelligini belirleyebilmek igin kullanighdir ve ozellikle de mitotik indeksin diistik
oldugu suboptimal kanserlerde faydalidir (55, 56). Double FISH (D-FISH) ve S-FISH
in karsilastirildig: bir ¢alismada normal kontrol vakalarinda “cut off” oranlar1 sirasiyla
%0,73 ve %6,24 bulunmus, tedavi almakta olan KML vakalarinda da pozitiflik oranlari
sirasiyla %54,2 ve %29,2 bulunmug ve D-FISH’ in S-FISH’ e gore daha sensitif ve
spesifik oldugunu belirtmiglerdir (98). Hipermetafaz FISH (HMF) tek bir koleksiyon
stiresince ek kromozomal analizlerin yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir. Ancak
hipermetafaz FISH sadece sirkiilasyondaki boliinen hiicreleri degerlendirir ve bu
yiizden boliinmeye girmeyen Phl+ hiicreleri belirleyememektedir (41).

2.4.2. Molekiiler Genetik Yontemler

Konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler sitogenetigin yetersiz kaldigi durumlarda
basvurulan tekniklerdir. Bu teknikler Southern blot, Western Blot ve PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu)(Quantitative PCR, Reserve Transcriptase PCR (RT-PCR) ve Nested
RT-PCR)’ dur.

Southern Blot Amnalizi: Southern blot analizinde hastanin 16kositlerinden alinan
genomik DNA bir grup restriksiyon enzimi (6rnegin Bg/Il, Xbal, HindIIl, EcoRI,
BamH]) ile pargalanir, bir agaroz jelde yiiriitiiliir, naylon bir zara transfer edilir ve M-
ber’ nin 37 ve 5° kismindan elde edilen etiketli iki DNA probuna hibridize edilir.
Otoradyografi sonrasinda, degisim gostermeyen BCR allel i belirten bir serit goriiliir.
KML hastalarinda ise bir ya da iki ek serit, yeni olusumlu bir BCR allel’ i gosterebilir
(Sekil 5). Bu teknik kullanilarak Phl pozitif hastalarinin %98’ indeki yeni bir BCR

diizenin varligi ve Phl negatif vakalarimin da biiytik bir boliimi belirlenebilir. Rutin
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kullanim igin neredeyse tiim vakalarda bilgilendirici olan Bg/Il ve Xbal yeterlidir.
Ancak M-ber’ de nadiren restriksiyon kesim bélge polimorfizmleri oldugundan en az iki
restriksiyon enzimli yeni bir diizen bulgusu genellikle yeni bir hastadaki yanlis-pozitif
bir sonucun kapsam disi birakilmasini belirtir. Translokasyonlu aleldeki BCR
sekanslarinin kismi delesyonlar1 ve M-ber diginda belirleyici nadir varyantlar nedeniyle
veya yeni olusum bandimin gok biiyiik, kii¢iik veya tesadiifen normal alel ile aym
boyutta olmas1 nedeniyle yanhs-pozitif sonuglar artabilir. Buna ragmen yanlis-pozitif

veya yanlis-negatif sonuglar nadirdir.

2xR

BCR -oran (%) =
R+G

Sekil-5: Southern Blot Analizi sonras: grafi goriiliiyor (41)

Terapi sonrasi, southern blot analizi BCR yeni olusumlu hiicrelerin oranmmnn
incelenen tiim hiicrelerle kiyaslanmasi sonucundaki derecelendirmeye olanak saglar.
KML hiicrelerinin orani, yeni diizenli plus germline bantlarnin intensitelerinin
toplamidan ayrilan yeni diizenli bandin intensitesinin iki kat: olarak belirlenir (BCR
oran). Bunun nedeni de KML hiicresinin bir normal ve bir yeni diizenli kromozom 22°
den sinyaller elde etmesine ragmen normal hiicrelerin iki normal kromozomdan ayni
sinyalleri elde etmesidir. Es zamanli olarak numune periferal kan ve kemik iliginden
elde edilen hastalik seviyesi benzerdir ve bu yiizden analiz igin genellikle periferik kan
kullanilir. Kuantitif Southern blot analizi %1-5 oraminda 18semili hiicrelerin
belirlenebilmesine ve derecelendirilebilmesine olanak saglar. Tedaviye yanit adma bir
degerlendirme yapmak i¢in baglangig restriksiyon omegi ve yeni diizenli bandin
intensitesi hakkinda bilgi sahibi olmak gerekmektedir. Southern blot’ 1n sitogenetige
nazaran en biiyiik avantaji kemik iligi yerine periferik kan kullamlabilmesine olanak
saglayan boliinmiis hiicrelerden bagimsiz olmasidir (41).

Western Blot Analizi: Western blot analizi, kemik iligi ve periferik kandaki BCR-

ABL proteinlerini nitel ve nicel olarak belirlemek i¢in kullamlabilir. Lokositler
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potansiyel proteaz inhibitdrlerinin varhiginda ¢oziiniirler, poliakrilamid jel ile par¢alanr,
naylon bir membrana tranfer edilir ve bir anti-ABL antikorla probe edilir. Farkli tiirde
BCR-ABL proteinleri ( p190, p210, p230 ve nadir varyantlar), pl45 ABL’ den
migrasyondaki farkliliktan dolay: ayn tutulmalidir. Hassasiyet limiti yaklagik %0.5-1"
dir. Kuantatif bir western blot analizi, BCR-ABL/ABL protein oranlan ile eszamanl
geleneksel sitogenetik analizler arasinda linear bir korelasyonun varligim gostermistir
(34, 41).

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu): PCR, ¢ok kiiciik miktardaki DNA’ nin
kullanimina imkan veren ve oldukca hassas bir teknik olmast agisindan fazlaca tercih
edilmektedir. PCR iki oligoniikleotid primer arasindaki bir DNA fragmamn enzimatik
cogaltilmasidir. Bu primerler ilgilenilen DNA dizisini, her iki zincirde birbirine zit
yonde sinirlayacak sekilde hedef DNA dizisine komplamenter olarak dizayn edilmistir.
Primerler arasinda kalan dizin DNA polimeraz enzimiyle sentez edilerek kopyalanmig
olur. Reaksiyon “Denatiirasyon”, “Annealing” ve “Elongasyon” dan olusan 3 adimda
tamamlanir. “Denatiirasyon” adimi yaklasik 95°-100°" de gergeklesir ve hedef DNA
ikili zincirinin hidrojen baglari kopar iki tekli zincir haline gelir. Primerlerin tekli zincir
hedef DNA’ ya ideal hibridize oldugu 1s1 “Annealing” 1sisidir ve primerlein niikleotid
dizilimine gore degiskenlik gosterir (40°-60°). 3. adim olan “Elongasyon” da DNA
polimeraz enzimi aktive olur ve ortamdaki Deoksi-Adenozin (dATP), Deoksi-Timidin
(dTTP), Deoksi-Guanozin(dGTP) ve Deoksi-Sitidin (dCTP) Trifosfat molekiillerini
kullanarak hedef DNA’ ya komplementer zincirin sentezini gergeklestirir. Bu adimda
yaklagik 70°-75° de gergeklesir. Bu tic adimin her tamamlams (bir siklus) hedef DNA
dizisinin miktarnm iki kat artisiyla sonuglamir. Bir PCR reaksiyonu ortalama 20-40
siklustan olusur (Sekil 6)( 85).

3 HEDEF Dizi

5 YENI URETILEN Dizi

YEN] URETILEN Dizi

5 HEDEF DizZi

Sekil-6: PCR reaksiyonu ( 85)
Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR): 1989 yilinda

allojenik kemik iligi transplantasyonu sonrast KML hastalarinda, minimal residual
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hastaligin belirlenebilmesi i¢in klasik PCR yo6ntemleri kullamilmistir. Ancak, ¢ok
merkezli bir bagka arastirmadan gelen sonuglar klasik PCR’ n yiiksek yanlis-pozitif
oranlara meyilli oldugunu ortaya ¢ikarmis ve KML hastalarinin takibinde geliski
yaratmistir. Bu nedenlerle son on yilda PCR yo6ntemleri daha da gelistirilmis, RT-PCR
ve Q-PCR yo6ntemleri olusturularak, PCR’ 1n 6zgiinltigii artirilmistir (41).

Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu, PCR’ 1n varyant bir formudur.
PCR’ da DNA’ nin kopyeleri amplifiye edilmektedir; oysa RT-PCR da RNA
molekiiliinden revers transkriptaz enzimi aracilii ile, 6ncelikle komplementer DNA
(cDNA) elde edilmesi, daha sonra bu DNA’ nin klasik PCR ile amplifiye edilmesi s6z
konusudur. Metodoloji kimi zaman “Real-Time PCR” ile karigtiimakta (Q-PCR) ve
anlam karmagas: yasanmaktadir; zira Real-Time PCR y6ntemi de zaman zaman RT-
PCR (qRT-PCR yerine) olarak ifade edilmektedir.

Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu yari-kuantitatif bir y6ntemdir;
islemde saptanmasi hedeflenen amplikonlar, amplifikasyon islemleri sonlanmadan 6nce
saptanamaktadirlar. Bu nedenle yanhs pozitiflik goriilebilmektedir. Bu nedenlerle
kuantitatif PCR (Q-PCR)’ a gore daha ¢ok zaman alan ve daha az duyarlilig1 olan bir
teknikdir.

Multipleks PCR: KML’ de tanida ber-abl mRNA transkriptleri taramasi: KML’ de
tan1 i¢in incelenecek materyallerde gerek klasik transkriptlerin gerekse, atipik
transkriptlerin birlikte saptanabilmesi i¢in, multipleks PCR yontemi 6nerilmektedir.
Yontemde tek bir reaksiyon tiibiinde birden fazla primer kullanilarak, ¢ok sayida hedef
DNA’ nin amplifiye edilmesi saglanir. KML igin ic BCR ve bir ABL primerinin
kullanilmasi 6nerilmektedir. Boylece klasik b2a2 ve b3a2 transkriptleri yaninda, ABL
ekzon a2 nin olmadigi atipik transkriptler de (b2a3 yada b3a3) saptanabilecektir.
Yontemde ela2 ya da e6a2 gibi M-ber disindaki BCR “breakpoint” kaynakli
transkriptler de belirlenebilmektedir (41). |

Minimal residual hastalim belirlenmesi:

‘nested’ RT-PCR: KML tamisi sirasinda ve hastalifin tekrarlamasi (relaps)
déneminde, 16semi hastalarinda genelde toplam 10'? tiimér hiicre yiikii bulunmaktadir.
Sitogenetik analizler, western blot ve geleneksel FISH analizlerinin ber/abl transkriptini
(timdr ylikilinli) saptamadaki duyarliklari, maksimum %1 dir. Bunun altindaki

yogunluklar1 saptamada bu yontemler yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle transkriptin bu

36



yontemlerle negatif saptandigi durumlarda, hastadaki tiimor ylikli ya sifir olabilecegi
gibi 10' da olabilir. Diger bir deyisle transkript negatif sonu¢ gosteren bir hasta
gercekte residuel 16semi hiicresi barindirabilir.

Transkript negatif olan hastanin klinik ve hematolojik remisyonda oldugu ifade
edilir. Aslinda ‘remisyon’ terimi sadece residuel 16semik hiicre sayisindaki tahmini
kesitsel bir noktayr ifade etmektedir. Ulasilmak istenen asil hedef, residuel timor
hiicrelerinin varlifimi ve kuantifikasyonunu ortaya koymak (rezidiiel hastalik) ya da
tiimor hiicre ytikiiniin sifir oldugu durumu saptamaktir.

BCR-ABL mRNA tanimu i¢in uygulanan RT-PCR analizi, residual hastalik analizi
konusunda en duyarli yontemdir ve 10°-10° normal hiicre arasindaki tek bir 18semi
hiicresini belirleyebilir. Bu yiizden PCR geleneksel metodlara nazaran 4 aralik
derecesinden daha yiiksek hassasiyet gostermektedir. Ancak, RT-PCR ile
belirlenemeyecek oranda residual hastalik tasiyan hastalar, hala, hastaligin tekrar
etmesine neden olacak bir milyon tiimorlii hiicre barindirabilirler. Residuel hastaligin
belirlenebilecegi hassasiyet, analiz edilebilen periferik kan ve kemik iligi miktari ile
stnirhidir. Iki turlu amplifikasyonda kullamlan ve uygun BCR ve ABL ekzonlarina
karsilik gelen iki ¢ift primer nested RT-PCR analizi ile, tedavi sonrasi residual KML
hiicreleri 10° hiicrede 1 hassasiyet oram ile belirlenebilir. Kalitatif PCR metodu MRD
varligim1 belirlemek igin kullamilmakta ancak bireysel hastalarda hastaligin tekrar
edebilme durumunu tahmin edememektedir (41).

RT-PCR metodunun etkinligi yiikseltildiginde, yasa bagli bir frekansla, birgok
normal kiside de her 10° hiicrede 1 ile 10 arasi seviyede, BCR-ABL mRNA transkripti
belirlendigini raporlayan ¢alismalar mevcuttur. BCR-ABL’ nin ve muhtemelen birgok
diger flizyon geninin, normal kemik iligindeki mitoz hiicrelerde hiicre boliinme siiregleri
devaminca olusturuldugu ileri stiriilmektedir. Ancak 6rnegin KML olusumunda, sadece
dogru pfimitif hematopoetik progenitér ¢ercevesindeki bir BCR-ABL’ nin, bﬁyﬁyén bir
klon olarak segici bir avantaj saglayacagina deginilmektedir. BCR-ABL’ nin tek basina
myleoid hiicre sayisindaki artis i¢in yeterli olamiyacagi, maligniteyi belirleyen diger
yardimci genetik olaylarin da gerekebilecegi diger savlar arasindadir.

Hemen tlim KML hastalarinda tani sirasinda, dominant M-ber transkriptinin
alternatif boltinmesi sonucunda P190 ber-abl protein kodlu ela2 BCR-ABL

transkriptleri saptanmigtir. Bu transkriptlerin ¢ok az sayida olmasi nedeniyle tedavi
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sonrasinda bir¢ok hastada PCR negatifligi saglanmigtir. Alternatif boliintimlii (spliced)
varyantlarin tekrar gériinmesi sitogenetik relapstan 6nce goriilmiistlir; ancak bunun
hastaligin tekrar etmesi adina bir kanit olarak degerlendirilmesi konusu tartismalidir. Bu
bulgunun bagka arastirmalarla dogrulanmasi gerekmektedir; yine de yontemin bazi
durumlarda kantitatif analizlere alternatif olarak diisiiniilebilecegine deginilmektedir
(41).

Kantitatif per: Kalitatif RT-PCR smurl: bilgi sundugu i¢in, KML stirecinde ortaya
¢ikan residual hastalifin kinetiklerinin izlenebilmesine olanak saglayan kantitatif (Q-
PCR veya gRT-PCR) ve yan kantitatif RT-PCR analizleri gelistirilmistir. Q-PCR
hedeflenen bir DNA bdlgesinin amplifiye edilmesini ve eg zamanli olarak da amplifiye
edilen transkriptlerin sayilarimin belirlenmesini (transkriptin kantifikasyonu) hedefler.
Yontemde dnce revers transkripsiyon ile cDNA saptanmasi s6z konusudur. Klasik PCR’
in aksine amplifikasyon siireci “sirasinda” amplikon sayis1 saptanir. Oysa klasik PCR da
amplikon islem siirecinin “en sonunda” saptanabilmektedir. “Real time” PCR olarak da
adlandinlan Q-PCR 2 yontem temelinde gergeklestirilir. Ya 6zgiin olmayan floresan
boyalar, ¢ift zincirli DNA ile etkinlesir; ya da floresan isaretli oligoniikleotidlerden
olusan diziye 6zgiin DNA problart kullamlir; bu durumda hedef saptama, sadece
komplementer DNA ya 6zgiin hibridizasyon olusumu sonrasinda gergeklesir. Teknik
siklikla revers transkriptasyon ile birlestirilerek kullanilmaktadir (QRT-PCR).

Birgok arastirmaci amplifikasyon etkinligi ve reaksiyon kinetiklerindeki
varyasyonlarin kontroliinii saglayan kompetitif PCR stratejileri kullanmaktadir (54).
Genel olarak “nested” PCR y6ntemi kullanilmakta ve hastalarn ayn: miktardaki cDNA’
larina eklenen bir seri BCR-ABL kompetitér diliisyonlar: uygulanmaktadir. Kompetitor
ve numune bandmin esit intensitede oldugu ekivalans noktasi dansitometri ile
belirlenmektedir. Numunedeki BCR-ABL transkriptlerinin sayisi, hastada normalde
bulunan bir gendeki (houéekeeping gene) transkriptlerin sayisina esitlenir. Birgok
arastirmada kontrol geni olarak ABL ya da glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)
kullamlmaktadir. Standartlastirilmis sonuglar BCR-ABL/ABL oranlart ya da BCR-
ABL/G6PD oranlarmun yiizdeleri seklinde ifade edilir. Uygun kontrol genlerinin

transkript seviyesinin kuantifikasyonu farkli RNA kaliteleri amaglaniyorsa énemlidir

(41).
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Periferik kan numunelerinin seri kantatif RT-PCR analizleri, remisyonu siirdiirme
egilimi gOsteren hastalari relaps egilimi gdsteren hastalardan ayirmak icin etkilidir.
Sitogenetik veya hematolojik relaps oncesinde, yiikselen veya siirekli yiiksek seviyedeki
BCR-ABL mRNA oranlar tespit edilebilir. Diigitk veya azalan BCR-ABL transkript
seviyeleri artan remisyonu ifade ederken, yiiksek veya artan BCR-ABL transkript
seviyeleri ise relapsin belirtisidir (41).

Molekiiler diizeydeki relapsin farkina varmak ve hastalik yiikii hala diisiikken
terapotik miidahale i¢in, kantatif PCR verileri kullanilmaktadir. BCR-ABL’ nin kantatif
RT-PCR analizi, mobilize periferik kan kok hiicrelerindeki residual 16semi yiikiinii takip
etmek adma giivenilir bir metoddur. Kuantatif RT-PCR analizi myeloablatif terapi
(otograft) sonrasi hastalarin tekrar infiizyonu igin en uygun hiicre koleksiyonlarimn
secilmesini saglar (41).

Mevcut protokolleri basitlestirmek icin yeni gergek zamanlhh PCR prosediirleri
gelistirilmektedir. PCR esnasinda PCR {iriintiniin ¢ogalma fazinda {iriin logaritmik
olarak takip edilir ve 6lgtilebilir. Bu &l¢iim arastirilan materyaldeki hedef bolgenin
dogru bir sekilde kantitasyonunu saglar. Bu metodun temeli, PCR i¢in gereken spesifik
primerlerin yaninda floresan isaretli problarin reaksiyona sokulmasidir. Bu problar PCR
sirasinda ¢ogalan amplifikasyon {irtinleri ile hibridize olur ve yaydiklari floresan
sinyaller &zel tasarlanmug bir cihaz iginde bulunan optik bir sistem tarafindan taranir.
PCR sirasinda floresan yogunlugu da artar. PCR esnasinda floresan sinyalin ilk
algilanmaya bagsladigt nokta, aragtirilan materyaldeki hedef bolgenin miktar1 ile
korelasyon gosterir. Arastirilan gen ve /veya gen tiriinii ile normalize edilir ve arastirilan
materyalde bulunan malign hiicrelerin sayisi belirlenir. Bu analizin yapilabilmesi icin,
icinde optik bir sistemi bulunan 6zel PCR sistemi (Hidroliz Probu (Tagman) Formati,
Hibridizasyon Probu ( Light Cycler) Formati, Cybre Green Formati ) ne ihtiya¢ vardir
(28).

TagMan sistemi kullamlarak BCR-ABL mRNA kuantifikasyonu i¢in bircok
prosediir  gelistirilmistir. Analiz, PCR’ 1n ekstansiyon fazinda biiyiitilemeyen c¢ift
hibridizasyon probunun boliinmesi i¢in Taq polimerazin 5° niikleaz aktivitesinin
kullamlmasini temel almustir. Problar spesifik olmayabilir (bir BCL ya da ABL
bolgesini belirten ) ya da fuzyon spesifik olabilir ( b2a2, b3a2, ela2 veya diger BCR-

ABL fiizyon sekanslarin belirten). Bir floresan boya haberci gérevi goériir ve bunun
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emisyonu ikinci bir floresan boya tarafindan tetiklenir. Probun niikleaz aktivite ile
degradasyonu tetikleyici ajan1 ortaya ¢ikarir ve floresan emisyonunda bir artisa yol agar.
Floresans es zamanda bir sekans detektorii ile izlenir ve 6l¢tiliir. Ct degerleri floresansin
esik degerini astift noktayr belirleyerek hesaplanir. Cr, numunedeki hedef
transkriptlerin miktarina denk gelmektedir (28, 41).

Bazi laboratuarlarda ortaya ¢ikan amplikonlarin sayisimi 6lgmek i¢in, floresan bir
boyaninin (SYBRGreen) PCR reaksiyonuna girmesi sonucu emisyona ugrayan sinyalin
yogunlugunu kullanmakta ve primerler flizyon alt tiiriinin amplifikasyonunun
spesifitesini belirlemektedir (28).

BCR-ABL fiizyon transkriptlerinin belirlenmesi ve kuantifikasyonu i¢in, ani
termosiklasyon ile PCR f{irlinii bir formasyonun meydana geldigi andaki es zamanli
floresan tespitini kombine eden LightCycler teknolojisi kullanilarak alternatif bir gergek
zamanli RT-PCR yaklasimi gelistirilmistir. PCR amplifikasyonun floresans takibi,
donor tasiyan iki komsu hibridizasyon probunun ve akseptor floroforazlarin arasindaki
floresans rezonans enerji transferi (FRET) konseptine baghidir. Akseptor florofor
spektrumunun tepkimesiyle c¢akisan emisyon spektrumlu dondr florofor tepkimesi
akseptore radyoaktivitesiz bir enerji transferiyle sonuglanmir. Uygun kosullar
saglandiktan sonra iki probdan elde edilen floresans miktar1 PCR irilin{iniin miktariyla
orantilidir. Kapillerlerdeki diisiik seviye/ylizey oranli amplifikasyon nedeniyle PCR
reaksiyon zamanlan 30 dakikadan aza diistirilmiistiir (28, 41).

ABL ekzonunu tamamlayic1 bir ¢ift prob tasarimi ile tiim bilinen BCR-ABL
varyantlarinin ve ayrica internal kontrol olarak normal ABL’ nin tespit edilebilmesi
miimkiin kilmmistir. 10 hedef molekiil/reaksiyon dan az amplifiye etmek, saglikli
donérlerden 10° hiicrede bir KML hiicresi tespit etme ve 10’ HL60 hiicresinde bir K562
hiicresi tespit edilebilmesine uygun kosullar hazirlanmistir. Analizin kullanigliligini
belirlemek i¢in tedavi sonrast KML hastas1 120 kisiden alinan 254 numune drneginden
BCR-ABL ve ABL transkriptleri derecelendirilmistir. Residual hastaligin seviyesi
BCR-ABL/ABL oram1 olarak ifade edilmistir. LightCycler ile belirlenen BCR-
ABL/ABL oranlan ile ayn1 cDNA numuneleriyle uygulanan nested kompetitif RT-PCR
analizi tarafindan belirlenen BCR-ABL/ABL oranlar arasinda yiiksek bir korelasyon
goriilmiistiir (41). Bu li¢ metodoloji, kalitatif 2 agsamali “nested” PCR ve kompetitif

PCR uygulamalarinin yerini almistir ¢linkii daha dogru sonuglar vermelerinin ve hizl
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olmalarmin yam sira aymi derecede hassasiyet gostermekte ve ayrica daha az
kontaminasyon riski tagimaktadirlar (28). Ayrica giincel sitogenetik analizlerle
belirlenen Phl pozitif metafazlarin oram ile Southern blot analiziyle belirlenen BCR
orani arasinda da yiiksek bir korelasyon gézlemlenmistir.

KML hastalarinda hem periferal kan hem de kemik iligi isleme tabi tutulabilir (41).
Terapi sonrast KML hastalarmin takibi adina gergek zamanlhi PCR yaklagimlan
giivenilir ve hassas metodlardir. Metodolojinin en bityilk avantajlar1 amplifikasyon ve
trtin analizinin kontaminasyon riskini azaltmak adina ayni reaksiyon kanalinda

(13

uygulanmasi ve sonuglarin  “housekeeping genlerin  kuantifikasyonu ile
standartlagtinlmasidir (40). Rutin sitogenetik analizler, interfaz ve hipermetafaz FISH
ve Kkalitatif ve kantatif RT-PCR analizleri karsilastirildiginda farkli tekniklerin
avantajlart ve dezavantajlan oldugu ancak genel olarak iyi korelasyon gosterdikleri
belgelenmistir (41). KML hastalarinin tanis1 ve goriintiilenmesinde PCR rutin olarak
sitogenetik ve, FISH ve standart tanisal testler ile kombine edilmektedir. Molekiiler
testler kullamlarak diisiik seviye minimal residual hastaligm 6lgiilmesi, diger rutin
tekniklere nazaran daha yiiksek hassasiyet gdstermesinden dolay: tedaviye verilen
tepkiyi 6lgmede altin standart olarak kabul gérmektedir (28).

Kimerizm Analizi: Birgok alternatif teknik de arastirma siirecinde uygulanmustir.
Bunlar genellikle residual 16seminin rutin degerlendirilmesi adma uygulanmas: zor,
kesin olmayan ve gelistirilmemis tekniklerdir. Chimera analizi bunlara bir érnektir. Bu
analiz genomic DNA veya farkli bireylerden alinan hiicreleri ayirt eden ve donér
hiicrelerin miktarini hesaplamak igin allojenik kemik iligi nakli sonrasi hastalarda
kullamlabilir bir analizdir. Tipik olarak PCR polimorfik isaretcileri belirlemek adina
kullamlir. Chimera analizi tiimérlii ve normal hiicreleri ayirt edemediginden direk
olarak residual 16semiyi tespit etmek igin kullanilamaz. Erkek hasta ve kadin donérii
iceren cinsiyét farkli allojenik kok hiicre transplantasyonu sonrasinda kalan erkek
hiicrelerini tespit edebilmek adina spesifik Y kromozom sekanslari kullanilabilir.

KML’ de kuantitatif Y kromozom PCR’ 1 ve BCR-ABL’nin kuantitatif PCR’ 1
arasinda iyi bir korelasyon gozlemlenmistir (41). FISH teknigi de kimerizmi (alic1 ve

verici ayr cinsiyetten ise) belirlemek icin kullanilabilmektedir.
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Tablo-6: KML hastalarinda rezidual 16semi saptanmasinda metodlar (41).

Metod Hedef Doku Sensitivite
(%)

Konvansiyonel Ph1-kromozomu Ki 1-10

sitogenetikler

FISH BCRve ABL fiizyonlart  PK/KI 0.2-5

Southern Blotting M-ber yenidiizenlenmeleri PK/KI 1-10

Western Blotting BCR-ABL protein PK/K1 0.2-1

RT-PCR BCR-ABL mRNA PK/KI 0.001-
0.0001

42




3. MATERYAL-METOD

3.1. Hasta Secimi

Bu ¢alisma, erigkin ve gocukluk cagi kronik myeloid 16semi (KML) hastalarinda
yuriitillmiis ve becr/abl flizyon geninin tamimlanmasinda Gergek-Zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yonteminin sitogenetik analizler ve floresan in situ
hibridizasyon (FISH) y6ntemleri ile karsilagtirilmasi amaglanmistir.

Calismada, Temmuz 2008-Aralik 2010 tarihleri arasindaki 29 ayhik siirede,
Ondokuz Mayis Universitesi Eriskin ve Cocuk Hematoloji Bilim Dallarinda izlenen ve
genetik analiz i¢in Pediatrik Genetik Tam1 Laboratuarlarina yénlendirilen, 81 hastanin
verileri, retrospektif olarak degerlendirilmistir.

3.2. Metod

Kemik Iligi Sitogenetik Analizleri i¢in laboratuarlarimizin rutin 16semi protokolleri
temelinde 2 farkl: yontem (direkt analiz ve inkiibasyon yontemi uygulanmistir (70). Bu
analizler rutin islemler ger¢evesinde uygulandigindan ve daha énceki iligkili tezlerde
yontemin detaylar: bildirildiginden burada yaklagimlar 6zetle aktarilacaktir (1, 70).

1.5-2 ml heparinize, steril kemik iligi (veya periferik kan), RPMI 1640 ilave
edilerek 1500 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Hiicre ¢okeltisi iistiindeki sivi
(supernatant) atildi. Pipetaj ile karistirilan hiicreler iginde 4.5 ml tireme besiyeri (RPMI
1640, %10 fetal bovin serum, %1 L-glutamin, %1 penisilin ve streptomisin) olan 2 adet
steril konik tiipe ayr1 ayn eklendi.

Direkt Metod icin, birinci konik tiipe 0,05pg/ml konsantrasyonda kolsemid ilave
edildi, 40 dakika 37°C etiivde bekletildi. 1300 rpm de 10 dakika santrifiij yapilds.
Supernatant atildi, vorteksleme yapilarak tiipteki toplam sivi miktari 5 ml’ ye
tamamlanincaya dek, 0,075 M KCL eklenerek hipotonik sok uygulandi.

30 dakika etiivde bekletildi. 1300 devirde 10 dakika santrifiij edilerek
supernatant atildi. Vorteksleme islemi ile damla damla 3:1 oranmda metanol- asetik asit
(Carnoy fiksatifi) eklenerek hiicre yikamas: ve fiksasyonu gergeklestirildi. Sivi 5 ml’ ye
tamamlanmip -20°C de en az 1 saat bekletildi. Bu siire sonunda, fiksatif ile yikama islemi
3 kez daha tekrarlandi ve son santrifiijden sonra, supernatant atilarak, hiicre
¢okeltisinden lamlar {izerine yayma islemi gergeklestirildi (70).

Inkiibasyon Metodu i¢in daha 6nce tammlandig1 bigimde hiicre ekimi yapilmis

olan ikinci konik tiip 37 °C etiivde 18-24 saat inkiibe edildi. Ertesi sabah 0,05pg/ml
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kolsemid damlatilarak 65 dakika etiivde bekletildi. Direkt metoddakine benzer sekilde
hipotonik sok, fiksasyon (Carnoy fiksatif), 3 kez yikama ve yayma uygulandL
Laboratuarimiza gec ulasmis materyallerde, direkt ¢aligma yerine, hiicre ekimi yapilan
2. bir inkiibasyon tiibii hazirlandi; bu tibbe 0,02pg/ml konsantrasyonda kolsemid
eklenerek 18-24 saat 37°C etiivde beklendi. Ertesi sabah, hipotonik sok ve sonrasi tiim
islemler inkiibasyon yontemindeki gibi tekrarlandi.

Kromozom plaklarim igeren, GTG-bantlama ile boyanmis preparatlar, 151k
mikroskobu altinda incelendi ve Olympus BX51 mikroskop baglantii 3.9 versiyon
Applied Imaging Otomatik Goriintli Analiz Sistemi ile karyotipleme yapildi. Floresan
in situ hibridizasyon (FISH) analizleri i¢in yayilmis olan 2 lam  -20°C de saklandi.

Kromozomlarin tanimlanmalar1 “International System For Human Cytogenetic
Nomenclature (ISCN) 2005’ e gore yapildi (74). 2 ve iizeri yapisal, 3 ve lizeri sayisal
kromozomal aberasyon saptanmasi klonal olarak kabul edildi.

3.2.1. FISH Metodu

3.2.1.1 Kullamilan Prob

LSI BCR/ABL Dual Color, Dual Fusion Translokasyon Probu (Vysis Inc.,
Downer’ s Grove, IL) uygulandu.

3.2.1.2.Probun Tanimlanmasi

BCR/ABL PROBU: FISH analizinde kullanilan ‘LSI BCR/ABL Dual Color, Dual
Fusion Translokasyon’ Probu (Vysis Inc., Downer’ s Grove, IL), 22 nolu kromozom
icin yesil isaretli BCR probu ve 9 nolu kromozom i¢in kirmizi isaretli ABL probu
karisimdar.

t(9;22) translokasyonu olmayan, normal, bir ¢ekirdekte iki kirmizi, iki
yesil sinyal goriiliir. t(9;22) varh@inda bir kirmizi ve bir yesil sinyal, normal 9 ve 22
nolu kromozomlardan; iki sar1 sinyal ise translokasyonu olam (derive) 9 ve derive 22

nolu kromozomlardan elde edilir (sekil 7).

BCR/ABL flizyon transkript BCR/ABL klasik flizyon transkript

Sekil-7: BCR/ABL fiizyon transkripti sematik goriintimii.
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Ender durumlarda BCR ’nin 3’ bélgesinde delesyon ve/veya ABL’ nin 5°
bélgesinde kirllma, ya ekstra sinyal paternine (ekstra kirmizi veya yesil) veya tek bir
fiizyon paternine neden olur (atipik fiizyon).

3.2.1.3. FISH (Floresan in situ hibridizasyon) Metodu

FISH analizleri i¢in, -20°C de saklanan boyanmamis lamlar ya da yeni hazirlanan
preparatlar kullanildi.

FISH c¢ahsmalan icin tiim hastalarda, ilgili prob kitleri kullamldi. Pre-
hibridizasyon ve hibridizasyon iglemleri, ticari kitde Onerilen uygulamalar modifiye
edilerek gercgeklestirildi (92). Lamlar, %1 HCI ve pepsin olan benmari iginde 37°C’ ye
1sttilmis solusyonda 12 dakika bekletildi. Takiben distile su ve 1xPBS ile ¢alkalandi; 10
dakika fiksatifte tutuldu; sonra 1xPBS ve distile su ile yine ¢alkalandi, alkol serilerinden
(%70-80-96) gegirildikten sonra (én iglem) prob karigimi karanlik oda kosullarinda
lamin {izerine konuldu. Lamel uygulandiktann sonra, lamel etrafi yapistirict ile
kapatildi. Lamlar 75°C’ 1s1 plaginda 5 dakika  bekletildi (dematurasyon);
nemlendirilmis, kapali ve 1s1k gdrmeyen bir kutuya konulup 37°C deki etiivde 1 gece
bekletildi (hibridizasyon). Lamlar, tizerindeki lamel alinarak, 72°C 0.4xSSC (Standart
Salin Citrate) solusyonunda 2 dakika tutuldu; takiben 15-45 saniye 2xSSC/NP40
solusyonunda bekletildi (hibridizasyon somrasi yikama). Lamin daha Onceden
isaretlenmis bolgesine 10pul DAPI damlatildi ve lamelle {izeri kapatildi (92).

3.2.1.4. FISH Sonuclarmin Degerlendirilmesi

Lamlar, FITC (floresan isotiyosiyonat), DAPI (4',6-Diamidino—2-phenylindole
dihydrochloride hydrate), TRITC (Tetramethyl Rhodamine Isothiocyanate) ve “triple
pass filter” aqua uyumlu filtresi olan, Olympus BXS51 floresan mikroskopta x100
immersiyon objektif ile incelendi; her hastada ilgili sinyal i¢in yaklasik 200 interfaz
nukleusu analiz edildi (92).

3.2.2. Real Time PCR (RT-PCR) Metodu

RNA izolasyonu i¢in K3EDTA’ I toplama tiiplerinde laboratuarimiza ulastinilan
periferik kan veya kemik iligi 6rneklerinden, “High Pure RNA Isolation Kit" (Roche
Molecular Biochemicals) kullamlarak RNA elde edilmistir. Izole edilen RNA’ dan
cDNA eldesi ve LightCycler01 sistemi (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)’ nde
PCR amplifikasyonu i¢in LightCycler-t(9;22) Quantification Kit (Roche Molecular
Biochemicals) kullanilarak ~ 4- 4,5 saatlik, iki agamali standart QRT-PCR prosediirii
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uygulanmustir. RNA kalitesindeki varyasyonlar1 azaltmak ve revers transkripsiyon
reaksiyonunun etkililigini korumak ig¢in flizyon geni ekspresyonunun seviyesi bir
referans genine (G6PDH) karsi normalize edilmistir.
3.2.2.1.RNA Izolasyonu Metodu
RNA izolasyonu i¢in K3EDTA’ I1 toplama tiiplerine (4.5 ml® lik) alinan periferik
kan veya kemik iligi 6rnekleri kullanildi. RNA izolasyonuna baglangig igin gerekli kan
ornegi miktari, 16kosit sayisina gore, pl> de 5000-10.000 olan bir kan &rnegi i¢in 500 pl
olarak kullanildi.
RNA izolasyonunda High Pure RNA Isolation Kit (Roche Molecular
Biochemicals) kullanildi.
3.2.2.1.1. Kit icerigi
I. Eritrosit Lizis tamponu: Kan/kemik iligi orneklerinin ilk olarak muamele
edildigi, eritrositlerin lizise ugratildig1, 100 ml hacimli reaktiftir.
I1. Lizis/-baglayica tampon: 4.5 M guanidine-HCI, 50 mM Tris-HCI ve %30
Triton X-100 (w/v), pH:6.,6 igerir (25°C).
I1I. DNase I, liyofilize:10 KU liyofilize DNase I igerir. 0.55 ml elusyon
tamponu i¢inde ¢dziilerek porsiyonlara ayrilir ve -20°C” de saklanir.
Iv. DNase inkiibasyon tamponu: 1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI ve 10 mM
MnCl,, pH: 7,0 igerir (25°C).
V. Yikama tamponu-1: Ilk kullanimdan 6nce 20 ml saf etanol eklenerek hacim 53
m]’ ye tamamlanir. 5 M guanidine hidroklorit ve 20 mM Tris-HCI, pH:6,6 igerir (25°C).
VL Yikama tamponu-2: Ik kullanimdan énce 40 ml saf etanol eklenerek
hacim 50 mI’ ye tamamlanir. 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl, pH:7,5 igerir (25°C).
VIL Elusyon tamponu: Niikleaz icermeyen, steril, bidistile sudan olugur.
VIII. 50 adet High Pure filtre tiipii: Iki tabaka halinde inceltilmis fiber-glas
filtre igeren poliprolen tiiptiir. 700 pl kapasiteye sahiptir.
IX. Toplama tiipleri: 2m]’ lik 50 adet poliprolen tiip.

Tium kit icerigi oda 1sisinda 12 ay stabildir. DNase I liyofilize solusyonu ise

elusyon tamponu iginde ¢oziildiikten sonra -15 ile -25°C’ ta saklanmalidir (69).
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3.2.2.1.2. RNA izolasyonu
Steril, 1.5 ml’ lik kapakl: bir eppendorf tiiptine 1000 pl lizis tamponu alindi.
Uzerine beyaz kiire miktarina gore, 200-500 ul kan/kemik iligi ornegi konarak tiip
alt-iist edilip karigtirildi, vorteks yapilmadi.
Tiip iceriginin, elde ya da ¢alkalayicida 10 dakika oda 1s1sinda karigmasi saglandi.
Tiipler, 5000 rcf> de 5 dakika santrifij edildi.
Bir pipet yardimiyla kirmizi renkli supernatant kismi dikkatlice uzaklagtirildi.
Tekrar 1000 pl lizis tamponu eklendi. Oda 1s1sinda 5 dakika sliresince beyaz pellet
kisminin tampon i¢inde ¢6ziinmesi saglandi, vorteks yapilmadt.
Santrifitjde 5 dakika, 5000 rcf’ de santrifiijlendi.
Supernatant kismi pipet yardimryla dikkatlice uzaklastirildi. Beyaz pellet etrafinda
kirmiza renkli debrilerin kalmamasina 6zen gosterildi.
Beyaz pelletin 200 pl 1xPBS iginde ¢6ziinmesi saglandi.
Kansimin iizerine 400 pl lizis/-baglayict tampon eklendi ve 15 saniye
vortekslendi.
Toplama tiipliniin iizerine High Pure filtre tiipQi yerlestirildi. Hazirlanan
karigim filtreli tiipe alinda.
Standart masa {istii bir santrifiijide 1 dakika, 8000 rcf” de santrifiij edildi.
RNA filtrede tutulmus ve sivi kisim alttaki toplama tiipline gegerek ayrilmisg
oldu.
Steril bir tiipe 90 ul DNase inkiibasyon tamponu kondu. Uzerine 10 pl DNase I
eklendi. Bu karigim filtreli tiipe alindi. 15 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.
Daha sonra 500 pl yikama tamponu-1 filtreli tiipe kondu. 8000 rcf” de 1
dakika santrifiij edildi. Altta toplanan s1v1 uzaklastirildi.
Bu kez 500 pl yikama tamponu-2 filtreli tiipe eklendi, bir onceki
basamaktaki gibi santrifiijlendi. |
Tekrar 200 pl yikama tamponu-2 filtreli tiipe eklendi ve 2 dakika
maksimum hizda (13 000 rcf) santrifiyj edildi. Alttaki toplama tiipii ile birlikte toplanan
stvi da uzaklastirildi.
Filtreli tiip, yeni, steril 1.5 ml” lik bir tiip igine yerlestirildi.
RNA’ nin elusyonu igin filtreli tiipe 50-100 pl elusyon tamponu kondu.
Oda 1sisinda 1 dakika bekletildi. Sonra 1 dakika 8000 rcf> de 20 sn santriftij yapild1.
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RNA alttaki steril tiipte toplanmis oldu. Izole edilen bu RNA hemen porsiyonlanarak -
80°C’ deki derin dondurucuya alinarak ¢aligma giintine kadar saklandi (69).

3.2.2.2. ¢cDNA Sentezi ve PCR Amplifikasyonu

izole edilen RNA’ dan cDNA eldesi ve LightCycler cihazinda PCR amplifikasyonu
icin LightCycler-t(9;22) Quantification Kit (Roche Molecular Biochemicals) kullamld:.
Kiti olusturan reaktiflerin hacmi ve kimyasal bilesimleri (Tablo 7) de agiklandi. Kitteki
reaktifler, kullanilacagi zamana kadar -20°C’ de, kullantm asamasinda ise sogutucu
blokta ya da buzda saklandi. Vialler, tim c¢aligma boyunca isiktan korundu. Tipki
mRNA izolasyonunda oldugu gibi ¢cDNA sentezi ve PCR amplifikasyonu hazirlik
asamasinda da kontaminasyonu 6nlemek igin temiz c¢aligma alani ve RNase-DNase

icermeyen steril malzeme (pipet ucu, eppendorf tiipti vb.) kullamldi (68).
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Tablo-7: Lghtcycler-t(9;22) Quantification Kit. Viallerin hacmi ve kimyasal

bilesimleri (68).

Via no Reaktifin adi I¢erik/ Fonksiyon

1 RT-Buffer, 5x 1x290 ul, Kullanima hazir, reaksiyon tamponu.

2 Random primer p(dN)s | 1x18 pl, Kullanima hazir, primer solusyonu.

3 Deoxynucleotide Mix 1x32ul, Kullammma  hazir,  deoksiniikleotit
solusyonu.

4 AMVrevers Transcriptase | 1x32ul, Kullanima hazir, revers Transkriptaz
solusyonu.

5 RNase Inhibitor 1x47ul, Kullamma hazir, RNase inhibitor
solusyonu.

6 Reaction Mix,10x 1x220 ul, t(9;22) ve G6PDH c¢DNA’ s1 i¢in hazir
PCR mix solusyonu.

7 t(9;22) Detection Mix 1x300 pl, BCR-ABL fiizyon transkriptleri icin
kullamima hazir primer ve hibridizasyon probu
karigima.

8 G6PDH Detection Mix | 1x245 ul, Insan Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz
transkriptlerine spesifik hibridizasyon probu ve
primer karisima.

9a-c G6PDH RNA Standarts | 1x80 pl her bir tiip, Kullanima hazr, stabilize

I-1IT edilmis, in vitro G6PDH transkriptleri.
her birinin igerigi;
Standart I, 1 pl’ de 200 fg in vitro transkript igerir.
Standart II, 1 pl” de 10 fg in vitro transkript igerir.
Standart III, 1 pl> de 0,2 fg in vitro transkript
igerir.

10 t(9;22) Positive Control 1x60 pl, Kullammma hazir, 16semik K562
hiicresinden izole edilmis mRNA solusyonu
(pozitif b3a2 fiizyon transkriptleri).

11 H;O0, sterile, PCR-grade 2x1.1 ml, Reaksiyon karisgimlarini dilue

ederken ve negaif kontrol olarak kullanilan

niikleaz igermeyen distile su.
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3.2.2.2.1. ¢cDNA Sentezi

cDNA sentez asamasina ge¢meden Once kag¢ reaksiyonluk bir ¢alisma yapilacag:
hesaplandi. Ornegin elimizde n adet hasta 6rnegi bulunuyorsa toplam reaksiyon sayisi:

2x3 adet G6PDH standartlar (Standartl, StandartIl, StandartIII)

2 adet kontrol (Pozitif kontrol, Negatif Kontrol)

n adet hasta 6rnegi

+1 pipetleme pay1

Toplam olarak: 6+2+n+1=n+9 reaksiyondur. n+9 testlik cDNA
mix hazirlamak gerekir.

Hasta 6rnekleri ve diger reaksiyonlar i¢in gerekli olan 0,2 ml’ lik PCR tiipleri
hazirlandi. Calisma esnasinda, reaktifleri ve RNA &rneklerini stabil tutabilmek igin
sogutucu blok veya bir miktar buz hazir bulunduruldu. Hazirlanan RNA tiiplerine 10’
ar ul RNA 6rnekleri kondu (Standartl, II, III, Pozitif kontrol ve Negatif kontrol de dahil
olmak tizere).

Hasta drnekleri i¢in 500 ng mRNA veya 1pug total RNA’ nin iizerindeki bir miktar
tek bir cDNA sentezi igin yeterlidir. RNA 6rnekleri 10 dakika 65°C’ de denatiire edildi.
Denatiirasyon sirasinda ¢cDNA mix hazirlandi (Tablo 8) RNA 6mekleri ve vialler
kapaklar1 agilmadan 6nce kisa bir santrifiijleme iglemi yapildi. Vialler ve denatiire
olmus RNA’ lar sogutucu blok iizerine alindi. Her bir RNA &meginin iizerine
(standartlar ve kontroller de dahil) 10 pl cDNA mix eklendi. Pipet ucu ile her bir tiipteki
karistma 3-4 defa pipetaj yapildi, vortekslenmedi. Bir thermocycler’ da cDNA
reaksiyonuna gegcildi. Bunun i¢in &rnekler; 60 dakika 37°C’ de, daha sonra revers
transkriptazin denatiirasyonu i¢in 10 dakika 65°C’ de ve son olarak ise +4°C’ de

beklemeye alindi.
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Tablo-8: cDNA master mix’i olugturan reaktifler ve 6rnek hazirlama tablosu (68).

Bilesen Tek reaksiyon basma | n+9 reaksiyon icin gerekli
diisen hacim hacim
Vial 11H,0,PCR grade 4.4 pl (m+9) x 4,4 ul
Vial 1RT-Buffer 4 ul (m+9) x4 pl
Vial 2Random primer 0.2 pl (n+9) x0.2 pl
p(dN)s
Vial 3 0.4 ul (m+9) x 0.4 pl
Deoxynucleotide Mix
Viald AMV revers 0.4 pl (n+9) x 0.4 pl
Transcriptase
Vial 5 RNase Inhibitor 0.6 ul (n+9) x 0.6 ul
Toplam hacim 10 pl (m+9) x10 pl

Bu sekilde ¢cDNA sentezi tamamlanmis oldu. Ornekler reaksiyon bitiminde
thermocyclerda ya da buzdolabinda +4°C’ de, PCR amplifikasyonu asamasina kadar
sakland1. Bu testte G6PDH geni, yapilan test i¢in bir i¢ kontrol goérevi gérmesi yani sira
olusan BCR-ABL transkriptlerinin kantitatif olarak hesaplanmasinda bir degisken
olarak kullamildi.

3.2.2.2.2. PCR Amplifikasyonu

Amplifikasyon islemi LightCycler sisteminde, 6zel kapiller cam tiipler i¢inde
gerceklestirildi. Tipki cDNA sentezinde oldugu gibi amplifikasyon i¢in de bir master
mix hazirlandi. Bu reaksiyonda test edilecek transkriptler iki ayr1 gene ait olduklar: i¢in
(BCR-ABL ve G6PDH) hazirlanacak master mixlerde iki ayn tiptedir. Buna gore
G6PDH mastermix’i (Tablo 9 ) _

Standartlar dublike olarak(l, II, IIT) toplam 6 reaksiyon,
Negatif ve Pozitif kontroller 2 reaksiyon
Hasta 6rnekleri n reaksiyon

Toplam:6+2+n+1(pipetleme pay1): n+9 testlik olmak iizere hesaplandh.
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Tablo-9: G6PDH master mix’ inin hazirlanis.

Igerik Reaksiyon | n+9 reaksiyonluk hacim
hacemi/tiip

Vial 8 3.8 ul (n+9) x 3.8 pl

G6PDH Detection Mix

Vial 11 9.2 ul (n+9) x 9.2 ul

H,0,PCR grade

Vial 6 2 ul (m+9) x 2 pl

Reaction Mix,10x

Toplam hacim 15 pl (m+9) x 15 ul

BCR-ABL master mix’i(Tablo 10)ise;

Negatif ve Pozitif kontroller 2 reaksiyon,

Hasta 6rnekleri n reaksiyon,

+1 pipetleme pay1

Toplam: 2+n+1= 3+n testlik olmak iizere hesaplandi.

Tablo-10: BCR-ABL master mix’ inin hazirlanisi.

icerik Reaksiyon hacmi/tiip n+3reaksiyonluk
hacim

Vial 7 6.2 ul (m+3 )x 6.2 pul
1(9;22) Detection Mix
Vial 11H,0,PCR grade 6.8 ul (n+3 )x 6.8 pl
Vial 6 2ul (m+3)x2 pl
Reaction Mix,10x

Toplam hacim 15 pl (m+3)x 15 pl

BCR-ABL master mix ve G6PDH master mix hazirlandiktan sonra amplifikasyon

basamaklar1 agagidaki protokole uygun yapildi.

Her bir reaksiyon igin LightCycler kapiller tiipleri hazirlandi ve bu tiipler 6zel

sogutucu blok tizerine yerlestirildi.
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Hazirlanan master mix’ ler pipet yardimiyla nazikge karigtirildi, vorteks yapilmadi.

Her bir kapiller tiipe 15 pl master mix dagitildi.
Uzerine 5 pl cDNA eklendi.
Kapiller tiiplerin agiz kism1 6zel kapaklari ile kapatilda.

Mikrosantrifiijde 500-1000 rpm” de 5 saniye santrifiij yapilda.

Daha 6nceden BCR-ABL programi se¢ilmis olan LightCycler sisteminin rotor

boliimiine hazirlanan bu kapiller tiipler yerlestirildi.

Amplifikasyon islemi Tablo 11° deki programa gore gerceklestirildi.
Tablo-11: LightCycler BCR-ABL amplifikasyon programi (68)

Program/siklus 40°C 64°C 72°C 95°C Programin
islevi
Program1(1siklus) 30 sn Denaturasyon
Program?2(45siklus) 10 sn 26 sn 1sn Amplifikasyon
2.segment | 3.segment | 1.segment
Program3 (1siklus) | 60 sn Sogutma

Sekil-8: Kullanilan primerlerin ve hibridizasyon problarinin dizilimi ve yerlesimi

(68)

ber

ber

F 1 Primer

abl

e Hibridizasyon probu

Kirilma noktalan

b2a2, b3al
bh2a3, b3a3
ela2
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3.2.2.3. R-T PCR Sonuglarmmin Degerlendirilmesi

LightCycler sistemi ile yapilan QRT- PCR testinde izole edilen RNA &rnekleri
cDNA sentez asamasmna kadar -80 °C’ de saklanmis ve cDNA sentezini takiben
amplifikasyon asamasina gegilerek QRT-PCR testi sonuglandirilmistir. QRT-PCR
sonuglari, BCR-ABL sinyal miktarinmn kontrol geni G6PDH (BCR-ABL/ G6PDH)' ine
boliinmesi ile elde edilmistir.

3.3. Etik Onay

Calismaya baglamadan ¢nce Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulundan onay alindi.

3.4. Istatistiksel Analiz

Veriler SPSS (Statistical Package for Social Science Studies) For Windows 15.0
Istatistik Paket programi ile bilgisayar ortamina aktarldi. Sitogenetik ve FISH
sonuglari, BCR-ABL pozitif metafaz/hiicrelerin sayilan tiim metafaz/hiicrelere olan
orani olarak, QRT-PCR sonuglar: da BCR-ABL’ nin G6PDH’ye oran: olarak belirtildi.
Veriler ortalama + SD (standart sapma alt deer-list deger), ortanca (min-maks.) ve
ylizde olarak sunuldu. Farkliliklarin istatistiksel analizinde t testi, paired sample testi,
Wilcoxon testi, stirekli degiskenlerin istatistiksel analizinde Mann-Whitney U testi ve
kategorik degiskenlerin analizinde Ki Kare test kullanildi. Korelasyon analizinde
Spearman’ s korelasyon testi kullanildi. Verilerin analizinde SPSS 15.0 yazilimi

kullamldi ve p< 0,05 olmasi anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Eriskin ve Cocuk Hematoloji Bilim
Dallarinda izlenen yeni tam almig/tedavisi yapilmig/tedavisi devam etmekte/
remisyonda olan 77 si erigkin ve 4’ i ¢ocuk toplam 81 Philadelphia pozitif KML
hastas1 ¢alismaya dahil edildi. Bolimiimiize ilk refere edilisteki klinik 6zelliklerine
gore, yeni tani almis 39, tedavisi yapilmis/tedavisi devam etmekte olan 42 hasta
mevcuttu, toplam 81 hastadan 41° 1 kronik fazda, 30’ u remisyonda, digerleri ise
sirasiyla akselere, blastik ve diren¢li evrede idi (Tablo 12).

Tablo-12: KML, evrelere gore hasta sayilari

Hasta Sayis1
Kronik Faz 41
Remisyon 30
Akselere 2
Blastik 3
Direngli 5
Toplam 81

81 olgunun tami sirasindaki yas ortalamasi 47.47+ 17.17, yas smrlart 1.5-84.0
arasinda idi. Erigkin hastalardan 38’ i kadin, 39° u erkekti. 3° i kiz ve 1° i erkek olan
toplam 4 ¢ocuk hastanin yaslari ise sirast ile 1.5, 12, 14 ve 17 idi

8 hasta disinda tiim hastalar tirozin kinaz inhibitorleri ile tedavi gérmekte/gormiis
idi. 2 hastaya, Ondokuz Mayis Universitesi Cocuk Hastanesi Cocuk Hematoloji Bilim
Dalinda allo-HKHN uygulanmis, 5 hasta diizensiz tedavi almisti. 3 hasta ise takip
stiresince “excitus” olmustu.

Her hastanin birden fazla bagvurusu oldugundan, hastaligin farkl fazlarinda toplam
198 materyal girisi oldu. Kronik evrede 45, remisyonda 131, relapsda 2, hizlanmis
evrede 3, blastik evrede 8, direngli durumda 9 materyal (kemik iligi/periferik kan)

calismaya alindi (Tablo 13).
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Tablo-13 KML evrelere gére materyal giris sayilan

Hasta Sayis1
Kronik Faz 45
Remisyon 131
Relaps 2
Akselere 3
Blastik 8
Direngli 9
Toplam 198

198 materyal girisinin 161 inde Philadelphia kromozomunun ya da ber/abl
transkriptin belirlenmesi agisindan, sitogenetik, FISH ve qRT-PCR c¢alismalarinin her 3
i de es zamanl olarak uygulanmisti; sadece qRT-PCR uygulanan test sayist 35 idi.
FISH+PCR uygulanan test sayis1 ise 163 idi.

Analizler tek tek degerlendirildiginde, 161 sitogenetik, 163 FISH ve 198 gRT-PCR
analizlerinde sonu¢ alma orani sirasi ile 150 (%93.1), 163 (%100), 194 (%97,9) idi
(Tablo 14).

Tablo-14 KML evrelere gore materyal giris sayilari ve sonug alma oranlar

Test Okuma %
Say1s1
Sitogenetik 161 93.1
FISH 163 100
gRT-PCR 194 97.9

Yontemlere gére Phl/ber-abl pozitifligi saptanan analiz oranlar ise sirasiyla 71/161
(%47,3), 76/163 (%46.6), 132/194 (%68.0) saptanmustir (Tablo 15). Tiim materyaller
“evreden bagimsiz” olarak degerlendirildiginde, Phl/ber-abl pozitifligi saptama orani
qRT-PCR da sitogenetik ve FISH e gére anlamli oranda yiiksek bulunmustur (Tablo
15).
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Tablo-15: Phl/ber-abl igin Klasik Sitogenetik, FISH ve RT-PCR pozitiflik oranlar

Klasik FISH RT-PCR | p degeri
Sitogenetik

Analiz Edilen 161 163 198

Sonug Alinan 150 (%93.1) | 163 (%100) | 194 (%97.9) | > p:0.68
23 15:0.89
125:0.57

Ph1/bcr-abl T1(%47.3) | 76 (%46.6) | 132(%68.0)* | 7>p:0.80

Pozitiflik 23.15:0.010
13 1:0.004

(*)O0kuma degeri 0.0001 den biiyiik olan olgu sayis

4.1. Konvansiyonel sitogenetik bulgular

Hastalarin sitogenetik analizleri “International System For Human Cytogenetic
Nomenclature”  (ISCN) 2005 protokollerine  uygun olarak yapilmistir (74).
Konvansiyonel yaklasimlar temelinde direkt analizler ve 24 saat inkiibasyon hiicre
kiiltiirlerinin sitogenetik incelemeleri yapilmis, veriler tiim ornekler taranarak elde
edilmisgtir.

Sitogenetik analizler, 161 materyalinn 150 'sinde (%93,1) basarili bir sekilde
tamamlanmigtir. Her test igin yaklasik 20 metafaz analiz edilmistir. 10 metafazin
altindaki kromozomal say1, 6zgiin bir patolojiyi yansitmiyorsa analiz optimal alt1 olarak
degerlendirilmistir. Analizler sonucunda ph pozitiflik orani her evre i¢in ayr ayn
hesaplanmis ve pozitiflik sonucu aritmetik ortalama (% degeri) ile ifade edilmistir

(Tablo 16).
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Tablo-16: KML materyallerinde evreye gére “sitogenetik™ degerlendirme sonugclar

KML evreleri Analiz Sonug Sitogenetik Phl pozitif

Edilen Alman Phl+ (%) AR Ortalama
Kronik Evre 45 40 (%88.9) 40 (%100.0) 0.9433+ 0,14424
Klinik Remisyon 96 91 (%94.8) 15 (% 16.5) 0,0330+0,11343
Relaps 2 2 (%100) 2 (%100.0) 0,5900+0,12728
Hizlanmig Evre 3 3 (%100) 3 (%100.0) 1,0000+0,00000
Blastik Evre 8 7 (%87.5) 7 (%100.0) 0,5714 £ 0,53452
Direncli 7 7 (% 100) 7 (%100.0) 0,9500+0,3229

W Aritmetik

Kronik evredeki olup sitogenetik sonu¢ alinan hastalarin tiimiinde Phl pozitif

saptandi; pozitiflik oran1 %94.3 idi. Klinik remisyon olarak bildirilen ve sonuglanan 91

Olgudan 15 inde (%16.5) sitogenetikde Phl pozitifligi saptanmisti. Relaps ve blastik

evre olarak bildirilen olgularda Phl pozitiflik ortalamasi sirasi ile %59.0 ve %57.0 idi.

Hizlanmis evre ve direngli evrede ise bu oranlar sirasi ile %100.0 ve %95.0 idi

(Tablo16).

(Caligmamizda sitogenetik analiz uygulanan toplam 161 olgudan 60’ nda ek bir

kromozomal anomali olmaksizin sadece Phl kromozomu saptandi. 22’ sinde ise ek

sayisal ve yapisal kromozom anomaliler gbzlendi. 6’ sinda Trizomi 8, 2’ sinde derive

Ip ve Y birlikteligi, 8” inde del 6q, 1’ inde kompleks kromozomal yapilanma, 1’ inde

derive 9, 2’ sinde derive 21p, 1’ inde derive 22, 1° inde kromozom 22 kayb1 ve 1’ inde

—Y gozlendi (Tablo 17).

58




Tablo-17 Sitogenetik Analizde Phl ve ek anomaliler

Say1
SADECE PH1 KROMOZOMU 60
Phl + EK ANOMALILER
Trisomi 8 6
Derive 1p, -Y 2
Del 6q 8
Kompleks Anomali 1
Derive 9 1
Derive 22 2
-22 1
Y 1
Toplam (Ek Anomali) 22

Klasik sitogenetik analizler sonucu olgularmizda sayisal ve/veya yapisal
kromozom anomalisi saptanan karyotip Srnekleri (46,XX,t(9;22)(q34;q11),der(21p),
46,XX,der(21p),-22, 46,XY.del(6q), 47,XX,+8,1(9;22)(q34;q11),
47,XX,+8,1(9;22)(q34;q11),  Phl pozitifligi ve kompleks kromozomal anomali
birlikteligi) Sekil 9-13” de goriilmektedir.
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Sekil-11: 46,XY,del(6q) Sekil-12: 47,XX,+8,t(9;22)(q34:q11)

Sekil-13: Phl pozitifligi ve kompleks kromozomal anomaliler
“Yeni Tan1” evresindeki toplam 39 olgunun 37’ sinde Phl kromozomu saptanmuis,
2’ sinde ise hiicre gozlenemediginden FISH analizi de gergeklestirilememistir. Ancak
bu 2 olguda es zamanh periferik kan orneginden qRT-PCR ile ber/abl transkript
saptanmuistir.
“Kronik Faz” déneminde analiz edilen 45 hasta min, 35’ i yeni tamil1, 5¢ i tedavi
altinda, 4 ‘i dlizensiz tedavi almakta iken boliimiimiize refere edilmislerdi. Kronik faz

dénemindeki 45 hastadan sonu¢ alinamayan 5° i hari¢ 40 inda Phl kromozomu

60



belirlenmigti. 5 hastada metafaz gozlenmedi; hiicre gozlenemeyen 1° i harig,
digerlerinde FISH ve PCR ile Phl kromozomu/ber-abl transkript saptanda.

Sitogenetik ve FISH analizlerinde Phl pozitifligi %89 - %100 araliginda olan
kronik faz d6nemindeki 4 hastada ek anomali saptandi. Ek anomali saptananlarin 1° i

hari¢ 3’ tintin PCR ¢aligmasindan sonug alindi. 1 ¢ inin PCR galigmas ise basarisizdi.

4.2. Molekiiler sitogenetik bulgular

Ber-abl tespiti i¢in “Dual Color, Dual Fusion Translokasyon” DNA probu (Vysis
Inc., Downer’ s Grove, IL) kullanilmistir. Her test icin yaklagik 200 interfaz ve/veya
metafaz hiicreleri analiz edilmistir. %3 > BCR-ABL pozitif hiicre yiizdesi background
sinyali olarak tanimlanmustir.

Molekiiler sitogenetik analizler, 163 numunenin tiimiinde ( %100 ) basarih bir
sekilde tamamlanmistir. FISH sonuglari, BCR-ABL pozitif hiicrelerin sayilan tiim
hiicrelere olan orani olarak belirtilmistir. Analizler sonucunda ber-abl pozitiflik oran
her test i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmis ve bu sonug % degeri ile ifade edilmistir. Elde edilen
bu sonuglar ile istatistik analizler gergeklestirilmis; tiim evreler i¢in ayri ayri, her bir
evreye ait toplam ber-abl pozitiflik % degerlerinin ortalamalar1 hesaplanmis ve ¢ikan
bu sonu¢ o evre i¢in ortalama ber-abl pozitif % degeri olarak ifade edilmistir
(Tablo 18).

Tablo-18: Ber/Abl fiizyon FISH pozitifligi ve klinik evreler

KML EVRE | Analiz | Sonu¢ Alman | Ber/Abl FISH + (%) Ph1 pozitif
Edilen AR Ortalama
Kronik Evre 44 44 (%100) 44 (%100) 0,9346+0,15008
Klinik Remisyon 97 | 97( % 100) 13 (%13.4) 0,0198+0,09069
Relaps 2 1 2(%100) 2 (%100.0) 0,7500+0,35355
Hizlanmis Evre 3 3 (%100) 3 (%100) 1,0000+0,00000
Blastik Evre 8 8(%100) 6 (% 75.0) 0,6450+0,44731
Direncli 7 7% 100) 7 (%100.0) 0,8871+0,15239
Y Aritmetik
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FISH analizinde phl pozitifligi saptanan 76 testin 63 iinde klasik fiizyon, 13’ {inde
ise atipik fiizyon saptandi. Bunlardan 7 tanesinde tek bagina atipik fiizyon sinyali
belirlenirken diger 6 tanesinde ise atipik ve klasik fiizyon birlikteligi tespit ettik (Sekil
14-18).

KLASIK FUZYON POZITIF

KLASIK FUZYON POZITIE

Sekil-14: FISH, Klasik Fiizyon Sekil-15: FISH, Klasik Fiizyon

BCR/ABL ATIPIK FUZYON+

Sekil-16: FISH, Atipik Fiizyon Sekil-17: FISH, Atipik Fiizyon

BCR/ABL DC DF

TRIPLE FUZYON

Sekil-18: FISH, atipik Fiizyon

Sitogenetik ve FISH analizleri karsilastinldiginda, her 2 yaklasimin da Phl
kromozomu ya da ber/abl i tamminda aym etkinlikte oldugu gériildii (Tablo 19).
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Tablo-19: Ph kromozomu ya da bcr/abl

taniminda Sitogenetik ve FISH

karsilagtirma

SiTO- FISH? p Degeri

GENETIK'
KML Analiz Sonug Klasik Analiz | Sonug FISH (%)
evreleri Edilen Ahnan Sitogenetik | Edilen | Alinan

Olgu Sayis1 | Analiz (%)

Sayisi

Kronik 45 40(%88.9) | 40% 94.3* |44 44(%100) | 44%93* % p:0.91
Evre
Klinik 96 91(%94.8) | 15%3.3* 97 97(%100) | 13%1.98* | " p:0.72
Remisyon
Relaps 2 2 (%100) | 2% 59* 2 2 (%100) | 2%75* % p:0.62
Hizlanmig 3 3(%100) | 3% 100* 3 3 (%100) | 3%100* % p:0.68
Evre ,
Blastik 8 7 (%87.5) | 7%57* 8 8(%100) | 6%64* 2 5:0.81
Evre
Direngli 7 7(% 100) | 7% 95* 7 7(% 100) | 7%88* 2 :0.79

4.3. Molekiiler genetik bulgular

LightCycler sistemi ile yapilan qRT- PCR testinde izole edilen RNA &rnekleri

cDNA sentez asamasina kadar -80 °C’ de saklanmis ve cDNA sentezini takiben

amplifikasyon asamasima gecilerek qRT-PCR testi sonuglandirilmistir. Bu sistemde,

“thermocycler” ile olusan PCR iiriinii floresan isaretli iki hibridizasyon probu ile

isaretlenir. Daha sonra floresan monitoriinde biri alici, digeri de verici olan bu iki

hibridizasyon probu arasindaki “Floresan Rezonansi Enerji Transferi (FRET)”, analiz

edilerek BCR-ABL transkriptleri tespit edilmis olur. 3’ hibridizasyon problar

fluorescein ile, 5° hibridizasyon problar1 ise Red640-N-hydroxy-succinimide esterle

isaretlenmistir. 5° ucundan LC Red640 ile isaretlenen prob, 3’ ucundan ekstansiyon

olmamas: i¢in fosforilasyon ile modifiye edilmistir. Her bir annealing basamagmdan
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sonra olusan floresans &lgiilerek 640 nm (F2) ve 530 nm (F1) ler arasindaki floresan
oram belirlenir. Baglangi¢ta ne kadar ¢ok molekiil varsa o kadar erken bir dénemde
floresan degerleri logaritmik bir hizla bazal degerlerin {izerine ¢ikar.

Pozitif bir kontrol olarak her testte 16semik K562 hiicresinden izole edilmis, 10 pl
de 5 ng mRNA (pozitif b3a2 flizyon transkriptleri)’ s1 kullamlmustir. Negativite,
LightCycler kuantifikasyonu arka planinda pozitif bir floresans sinyalinin goriilmemesi
seklinde, pozitivite ise spesifik bir floresans sinyalinin tespit edilmesi olarak
tanimlanmustir. Analizlerin standartlar1 ve kalite kontrolii Roche tarafindan 6nerildigi
sekliyle uygulanmustir. Ayrica analizin hassasiyeti ve 6zgiinliigii MPH 6n tams: ile
laboratuarimiza refere edilen Phl pozitif KML olmayan (klinik ve hematolojik veriler,
sitogenetik ve molekiiler sitogenetik analizler sonucunda degerlendirilmis) hastalarm
test edilmesi ile belirlenmistir. Test edilen 50 MPH 6n tamili hastanin gqRT-PCR
sonuglar1 negatiftir. QRT-PCR sonuglart BCR-ABL’ nin G6PDH’ye orami olarak
belirtilmistir.

Molekiiler genetik analizler, 198 numunenin 194 'inde ( %97,97) basarili bir
sekilde tamamlanmus, 4 hastada ise PCR ¢aligmalarindan sonug alinamamustir. Analizler
sonucunda ber-abl pozitiflik oram ( ber-abl’ nin G6PDH’ ye oram ) her test icin ayr1
ayrn hesaplanmig ve bu sonu¢ QRT-PCR oram olarak ifade edilmistir. Elde edilen bu
sonuglar ile istatistik analizler gergeklestirilmis ve tiim evreler igin ayr ayr, her bir
evreye ait hastalarm sonuglar toplaminin ortalamalar hesaplanmis ve ¢ikan bu sonug o
evre igin ortalama ber-abl pozitif degeri olarak QRT-PCR oram ile belirtilmistir.

Calismamizda klinik remisyona ait QRT-PCR oran sonuglar1 0,000000-0,006890
smuirlar arasinda bulunmustu.

Remisyon dis1 tiim evrelerde 0.0225-0.1074 siirlan iginde pozitiflik mevcuttu,
remisyon evresinde ber/abl oram ortalamas: ise 0,00054371+0,001149194 idi (3 log ve
altinda). Kronik evrede ber-abl orant 0,001900-0,213200 araliginda, relaps durumunda
0,012600-0,047100, akselere evrede 0,012100-0,050600, blastik evre de 0,000001-
0,805000, direngli donem de ise 0,001320-0,055600 araliginda idi. Tablo 20 de bcr-abl
gRT-PCR sonuglan klinik evre ile iliskilendirilerek 6zetlenmistir.
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Tablo-20: Ber/Abl tamminda gRT-PCR ve Klinik Evre Iligkisi

KML Analiz Edilen Sonu¢ Alinan QRT-PCR(BCR-ABL/G6PDH)
evreleri | Olgu Sayisi Analiz Sayisi

Kronik 45 41 (%91.1) 410,04250000+0,04313161*
Evre

Klinik 131 131 (% 100) 1310,00054371+0,001149194*
Remisyon

Relaps 2 2 (%100) 20,02985000+0,02439518*
Hizlanmig 3 3 (%100) 30,03670000+0,02136422*
Evre

Blastik 8 8(%100) 60,10740650+0,28201693*
Evre

Direngli 9 9 (% 100) 90,02252444+0,01671231*

Klinik remisyon donemi ve diger fazlar i¢in sitogenetik, FISH, ve PCR analiz

sonuglarinin ortalama degerleri Tablo 21 da gosterilmistir.

Tablo-21: Remisyon ve Remisyon Dist Evrelerde Sitogenetik, FISH ve qRT-PCR

sonuglari
KML Klasik Sitogenetik (%) | FISH (%) QRT-PCR (BCR-ABL
Evreler /G6PDH)
Klinik %3.3 % 1.98 0,00054371+0,001149194
Remisyon ,
Diger % 89 % 89 0, 0541+0,06327905
Evreler

Kronik Faz déneminde 45 hasta analiz edilmisti, 35 hasta yeni tamili, 5¢ i tedavi

altinda, 4° 1 diizensiz tedavi almakta iken boliimiimiize refere edilmislerdi.

Kronik Faz déneminde Ki den metafaz elde edilemeyen 5 hastanin tiimiinde PCR

ile sonug alind1. Sitogenetik ve FISH analizlerinde Ph1 + ligi %89 -100 araliginda olan
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4 hastada ek anomali saptandi. Ek anomali saptananlarin 1, 1 hari¢ 3 iiniin PCR
calismasindan sonu¢ alindi. 1’ inin analizi ise basarisizdi. Kronik faz KML
hastalarinda sitogenetik sonu¢larin ortalamast % 29- %100 arasinda, FISH analiz
sonuglar1 %43- %100 ve QRT-PCR orani ise 0,0019- 0,213 araliindaydu.

Sitogenetik ve FISH negatif olan toplam 75 remisyon donemindeki testin 28 inde
PCR da da hi¢ okuma saptanmadi (negatif). 12 testde ber/abl orani 4 ya da 5 log degerin
altinda idi (0,000006- 000097 arasinda), 35 hastada ise sitogenetik ve FISH sonucu
negatif iken hastalarin QRT-PCR oranlarinin araligi 0,000113-0,00219 idi, bu 35
hastanin PCR orani i¢in aritmetik ortalamasit 0,000459+0,000411 idi.

qRT-PCR c¢alismasi gergeklestirilmis 110 (%96,5)’u remisyon déneminde, 4 i (%
3.5) blastik dénemde olan 114 vakanmin PCR sonucu ortalamasi hesaplanmis olup
0,000165+0,0002252 bulunmustur (0-0.0009 araliginda). Ayni aralikta sitogenetikte
80, FISH’ te ise 84 analiz gerceklestirilmis ve sonuglarin ortalamas: sirasiyla %1.57
ve %1.74 bulunmustur gRT-PCR orani 0-0.0009 araliginda olan hastalarin evreleri ve
evrelerine goére iligkilendirilmis sitogenetik, FISH, ve PCR analiz sonug¢larinin ortalama
degerleri Tablo 22 da gosterilmistir.

Tablo-22: qRT-PCR oram 0-0.0009 aralifinda evre, sitogenetik, FISH, ve PCR

analiz sonuclari

KML Klasik Sitogenetik (%) | FISH (%) QRT-PCR (BCR-ABL/G6PDH)
Evreler

Klinik %1.57 % 1.74 0,000165 +0,0002252
Remisyon

Blastik % 34.5 % 25 0,0043800+0,00043071

Evre

gRT-PCR sonuglar1 remisyon evresinde ber/abl trasnkript tanimlamada sitogenetik
ve FISH ile karsilagtirildiginda en duyarli metod olarak belirlenmistir (Tablo 23 ve 24).

Diger evrelerde 3 yaklasim arasinda fark gézlenmemistir.
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Tablo-23: Sitogenetik ve PCR pozitiflik tanim, karsilastirma

SITOGEN' PCR*
KMIL Analiz Sonug Klasik Analiz Sonug QRT-PCR
evreleri Edilen Alman Sitogenetik | Edilen Alman (BCRABL
Olgu Analiz Phl+ Olgu Analiz /G6PDH)
Sayisi Sayis1 (%) Sayis1 Sayisi
Kronik 45 40 40 45 41 41 % p:0.76
Evre (%88.9) | % 94.3* (%91.1) 0,0532*
Klinik 96 91 15 131 131 63 T2 5<0.001
Remisyon (%94.8) (%16.5)** (% 100) (%48.1)**
%3.3* 0.000543*
Relaps 2 2 2 2 2 2 2 5:0.62
(%100) % 59* (%100) 0.0298*
Hizlanmis 3 3 3 3 3 3 2 p:0.68
Evre (%100) % 100* (%100) 0.0367*
Blastik 8 7 7 8 8 6 2 p:0.81
Evre (%87.5) %37* (%100) 0.107*
Direncli 7 7 7 9 9 9 2 p:0.79
(% 100) % 95* (% 100) | 0.0225*

(*) Phl ve ber/abl PCR pozitifligi i¢in aritmetik ortalama; (**) Klinik Remisyon

tamiminda Sitogen. ve PCR pozitiflik orani
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Tablo-24 FISH ve PCR pozitiflik tanim, karsilastirma

FISH* PCR? P Degeri
KML Analiz Sonug Ber/abl + Analiz Sonug QRT-PCR
Evreleri Edilen Ahlnan FISH (%) Edilen Alman (BCR-ABL
Olgu Analiz /G6PDH
Sayis1 Sayis1
Kronik Evre 44 44 44 45 41 41 2p:0.76
(%100) % 93* (%91.1) 0,0532*
Klinik 97 97 13 131 131 63 5 p<0.001
Remisyon (% 100) | (%14.3)** (% 100) | (%48.1)**
% 1.98* 0.000543*
Relaps 2 2 2 2 2 2 % p:0.62
(%100) % 75% (%100) 0.0298*
Hizlanmig 3 3 3 3 3 3 % p:0.68
Evre (%100) % 100* (%100) 0.0367*
Blastik Evre 8 8 6 8 8 6 25:0.77
(%100) % 64* (%100) 0.107*
Direngli 7 7 7 9 9 9 25:0.80
(% 100) % 88* (% 100) 0.0225*

(*) ber/abl pozitifligi icin aritmetik ortalama; (**) Klinik Remisyon taniminda

FISH ve PCR pozitiflik oran:
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Sekil-19: KML de Real Time PCR ile BCR-ABL ve Referans Gen Ekspresyonlari
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5. TARTISMA

Phl translokasyonu sonucu ortaya g¢ikan ber/abl fiizyon geni Kronik Myeloid
Losemide patogenezin baslica sorumlusudur. Phl translokasyonunu ya da ber/abl
transkriptini tanimlayan sitogenetik analiz, FISH ve gRT-PCR metotlar, KML
hastalarimn tan: ve takiplerinde etkin olarak kullamilan yéntemlerdir. Klinik gostergeler
ve rutin laboratuar testleri hastanin prognozu hakkinda bilgi verse de, genetik
degisiklikler hastanin uzun siire hayatta kalmasi ve tam remisyonun basarisi i¢in dikkat
edilmesi gereken en 6nemli gostergelerdir.

Kan hastaliklarmin tani ve tedavilerini yiiriitmekte olan merkezlerde metotlar
miimkiin oldugunca ¢ok genetik bilgiyi ortaya ¢ikarmaya olanak vermelidir. Béylece
her hastanin tanisina ve bu taniya uygun tedavi protokolunun olusturulmasina katki
saglanacaktir (44).

Konvansiyonel sitogenetik analiz y6ntemleri, bilinen bir genetik degisikligi
Ongdrmeksizin, incelenen &rnekteki kromozomal yapinin analizine olanak saglar (3).
Sitogenetik analiz, Phl kromozomunun ggsterilmesinin ilk basamak yaklagimidir. Phl
disinda ytiksek risk olabilecek diger kromozomal anomalilerini de gostermesi, énemli
bir avantaj saglamaktadir. Ote yandan yaklasim, kemik iligi aspirasyonu gerektiren ve
bdliinen hiicrelerin varliginda gergeklestirilebilen bir yontemdir. Invaziv bir girisim
olmas, aspire edilen hiicrelerle sinirli olmasi, myelofibrosis gbi durumlarda hiicre elde
edilememe riskinin olmas1 ve minimal kalint: hastalik tesbitinde duyarhhiginin diisiik
olmas1 gibi dezavantajlari da soz konusudur. Yéntem de kullanilan besiyeri ve
metodolojik farkliliklar (direkt yontem, inkiibasyon) da sonucu etkileyebilmektedir.

Sitogenetik analiz yéntemlerinin bagarist bir anlamda kromozomlarin rezoliisyonu
ile de simirhdir. Kanser sitogenetiginde bu rezoliisyon yaklagik 10Mb’ dir (51). Kriptik
yeniden diizenlenmeler 1-2 megabaz biiyiikliiginden daha kiigiik olduklar1 igin
kromozom diizeyinde goriintiilenemezler. Ayrica gen diizeyindeki vmutasyonlar da
sitogenetik yontemler ile tespit edilemezler (27).

FISH yOntemi ber/abl fiizyon transkripti saptayan bir bagka genetik yontemdir.
FISH yontemi, In situ uygulanabilmesi, kriptik translokasyonu gosterebilmesi,
boliinmeyen hiicrelerde ve periferik kan’ da etkin olmasi ve 200-500 gibi yiiksek oranda
hiicre sayimina izin vermesi gibi avantajlara sahiptir. Ayrica atipik transkriptleri de

belirleyebilmektedir (abl delesyonu). Yontemin Prob tiplerine gdre teknigin avantaj ve
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dezavantajlar1 farklidir. Ornegin, S-FISH’ i¢in %1-6.5 luk esik bir yanlis pozitiflik
orani bildirilmektedir. Sinyal skorlama subjektif yapildigindan, yanlig negatiflik de soz
konusu olabilmektedir. Triple FISH de bu oranlar azalmis ve duyarlilik yiikseltilmistir.
D-FISH yonteminde ise 2 fiizyon gozlenir. Duyarlilizn S-FISH den yliksekdir.
Hipermetafaz FISH’ de mitozu durdurucu bir ajan kullamilarak kolsemide maruz kalan
hiicre sayis1 500+ arttirilir. Boylece incelenecek metafaz sayis belirgin olarak artar.

qRT-PCR yaklagimi ile, FISH analizinde oldugu gibi sadece degisime ugramig
hedef genlerdeki anomaliler analiz edilir, sitogentik analizde oldugu gibi, hastalik tani
ve prognozunda etkili olabilecek ilave anomalileri belirleyememektedir. gqRT-PCR’ da
ender gorillen mindr kirik noktalar saptanamiyabilir ve kimi varyant transkriptler de
belirlenemeyebilir (yalanci negatif). Ancak hastalarin takibinde ve minimal kalinti
hastalik (MRD) tesbitinde gRT-PCR halen en duyarl: yéntem kabul edilmektedir. Kimi
FISH+ olgularda qRT-PCR negatifligi bildirilmektedir (16,19)

Literatiirde yeni tan1 konulmus, relaps ya da tedavi edilmemis KML hastalarinda
sitogenetik, FISH ve QRT-PCR arasinda %100 uyum g(‘jﬁildl'igii bildirilmektedir (9).

Caligmamizda da yeni tanili 39 vakamizin ve klinik remisyon dis1 diger dénemlere
ait olgularin analizlerinde ber/abl transkript ya da Phl her ii¢ yontemle de ayni oranda
tanimlanmistir.

BCR-ABL nin saptanmasinda RNA elde edilme asamasinda yada diger
asamalardaki ~ Onceden belirlenemeyen sebeplerle PCR  ¢alismasindan sonug
alinamadi§1 durumlarda FISH ve sitogenetik ile sonug alinabilmesi miimkiindiir. Bizim
calismamizda da PCR basarisiz 4 vakada sitogenetik ve FISH % 100’ e yakin bir
pozitiflikle tam koydurmustur. Benzer sekide sitogenetikte metafaz elde edilemeyen
durumlarda FISH ve PCR tam koydurucu olabilmektedir. Bizim calismamizda da
metafaz gézlenmeyen 11 sitogenetik analizin es zamanh giren periferik kan
orneklerinde PCR ve FISH ile pozitif sonug alinmagtir.

Ulkemizde 2002 yilinda yapilan bir ¢aligmada 17 si yeni tanmili 13 i ise tedavi
altindaki 30 es zamanli FISH ve Real Time PCR ¢alismasinda, olgularda her iki
y6ntemle de ber-abl pozitifligi saptanilmigtir. FISH testi ile RT-PCR sonuglari arasinda
kuvvetli bir korelasyon bulmuslar, buna gére ber-abl G6PD oranmi 0.0009° un altinda
olan bir 6rnegin FISH testi sonucunun %5-10 arasinda olacagini ve yine ber-abl /G6PD

orant 0,003’ {in iizerinde olan bir drnegin, FISH testi sonucunun % 35° in iizerinde
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olacagini % 96 giivenilirlikle bildirmislerdir. FISH yontemi ile negatife karsilik gelen
%5’ in alti degerlerin, RT- PCR ile 0 ber-abl /G6PD’ a karsilik gelmekte oldugunu ve
bu sekilde FISH veya RT-PCR’ m yamt degerlendirmesi i¢in kullanilabilecegini ifade
etmislerdir (10).

2005 yilinda yapilan bir ¢aligmada ise, sitogenetik, FISH ve RT-PCR analiz
sonuglarini  karsilagtirmiglar ve 20 KML hastasindan preperat: analiz edilebilir 11
hastamin 6’smda phl pozitifligi bulmuslar (%54.54) dir. Bir hastada Phl pozitifligini %
50 olarak bulmuslar, diger bir hastada ise ise 38-45,XY[11]/46,XY[8] kromozom
yapisi tantmlanmigtir (80).

LSI BCR/ABL ES (extra sinyal) Dual Color Translocation probu kullanarak
20 KML hastasnin  17° sini analiz etmisler %52.94 oraninda pozitif BCR-ABL
sinyalleri saptamuglar. ABL kontrol geni kullandiklari RT-PCR calismasinda 63
hastanin 4 tinde kontrol PCR’ 1 bagarli olmadigindan sonug alamamiglar, RT-PCR ile
negatif bulduklan tiim hastalar1 diger yéntemlerle de negatif bulmuslardir. RT PCR
yontemiyle sonug alamadiklar1 3 hastanin 2° sini FISH ve konvansiyonel bantlamada
pozitif bulmuslar, 1 tanesini FISH de normal bulmuslar, 1 tanesinde ise sitogenetik
¢aligmada da sonu¢ alamamuglardir. RT-PCR da pozitif bulduklari 6 hastanin 4
tanesinin sitogenetik analizlerinden sonu¢ alamamus 2 hastada ise normal karyotip
bildirmislerdir (80).

2008 yilinda yayinlanan bir ¢alismada, Durak ve ark., klasik sitogenetik ve
FISH sonuglarimi uyumlu bulmuglar, FISH igin sonug alma oranlar1 %100 iken klasik
sitogenetik ile sonu¢ alma orammi %64.1 olarak bildirmisler ve FISH ° in klasik
sitogenetik analizlerin KML’deki hastalik kuantifikasyonunu belirlemede basarisiz
oldugu durumlarda kullanilmasi gerektigini belirtmislerdir (25). Jha ve ark., da 35 KML
hastasinda sitogenetik ve FISH analizleri uygulamislar ve calismalarmin sonucunda
KML hastalarinda iyi yayilmis metafazlar yoluyla uygulanan klasik karyotiplemenin,
kromozomal tam igin rutin bir prosediir oldugunu, kromozomal tani ve tedavinin
izlenmesi adina her zaman iyi kaliteli metafazlar elde etmenin miimkiin olmadiginit ve
FISH’ in, interfaz hiicrelerdeki ve hatta diisiik kaliteli metafazlardaki Phl
kromozomunu ( BCR-ABL fiizyon geni ) tespit etmede yiiksek hassasiyetli bir teknik
oldugunu belirtmislerdir (46).

Bizim ¢alismamizda da FISH sonug alma orammiz % 100 diir.

72



Sitogenetik analiz KML’de halen altin standart tan1 yontemi olarak belirtilmekte ve
en 6nemli avantajmin Ph translokasyonuna ek olarak goriilebilen ilave kromozom
anomalilerini saptayabilmesi olduguna deginilmektedir. Bizim c¢alismamizda da
bulgular da belirttigimiz gibi 23 hastanin 11 inde Phl + ligi yam sira, 12 hastada ise
Phl- iken ek anomali saptanmistir. Bunun yaninda Durak ve ark., tedavi altinda olup
kromozom elde edilemeyen 14 KML olgusunda sitogenetik analiz ile tam
koyamadiklarim ancak FISH ile tami koyabildiklerini bildirmislerdir. Birgok galismada
sitogenetik analizler igin fazla sayida canli, béliinen hiicreye ihtiyag oldugu, bu
durumun 6zellikle tedavi altinda olan hastalarda sikinti yarattipn ve izlem sansim
ortadan kaldirdigi, bu nedenle metafaz elde edilemeyen olgularda hedefe yonelik FISH’
in metafaz ve interfaz hiicrelerinin analiz edilmesine izin veren, basit, uygulamasi kolay
ve oldukga etkili bir teknik oldugu belitilmektedir (24, 25, 73). Bizim de benzer sekilde
daha 6nce belirttigimiz tizere 11 numunede sitogenetikle durumu belirleyemememize
ragmen 9’ unda FISH ile sonug almustik. Ancak FISH yontemi; teshis, prognoz, risk
stratifikasyonu ve terap6tik basarinin monitorizasyonunda klasik sitogenetik analize
giiclii bir arag olarak eslik edebilir. Omegin tedavinin ge¢ fazinda ortaya ¢ikacak Phl
translokasyonuna ek bir sitogenetik anomali sadece FISH ile tesbit edilemeyebilir (13,
56). Bu veriler 1s18inda, KML’li hastalarin monitorizasyonunda klasik sitogenetik ve
FISH tekniginin birlikte kullanilmasinin gerekli oldugu kamisindayiz.

B. Durak ve arkadaslar1 50 KML olgusunun %6 sinda Ph translokasyonu RT-PCR
ile pozitif iken, FISH ile negatif bulmuglar ve bu sonucu RT-PCR yo6nteminin
sensitivitesi nedeniyle beklenen bir durum olarak degerlendirmislerdir (25).

Phl negatif, BCR-ABL pozitif sonuglardan, normal goriinen metafazlardaki
submikroskobik BCR-ABL yeniden diizenlemeleri (kriptik diizensizlikler) sorumlu
olabilir. |

Minimal rezidilel hastaligin degerlendirilmesi agisindan ii¢ farkli yontem
karsilastinldiginda, RT-PCR “residiie]” KML hiicrelerinin saptanmasinda 1000-10000
kat daha sensitifdir (21). RT-PCR’ 1 duyarliliginin tedavi sonras: takip asamasinda
oldukga dnemli oldugu belirtilmekte (20) dzellikle komplet sitogenetik yanita sahip olan
hastalarda  minimal  residiel hastaligin  degerlendirilmesini  kolaylastirdip

bildirilmektedir (83). RT-PCR’ m bir diger avantaji da, kan ve kemik iligine ait
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orneklerden benzer sonuglar elde edildiginin bildirilmis olmasi ve calismalarda PK nin
kullamlmasimn o6nerilmesidir (40, 54, 89). Bu 6zellik, imatinib kullanmakta olan
hastalarda rezidiiel KML klonunun periferik kan Orneginden PCR ile
monitorizasyonunu  saglayarak invazif kemik iligi aspirasyon islem sikhigim
azaltmaktadir.

Biz de ¢alismamizda bu verileri g6z 6niinde bulundurarak hastalarmmizin Ki
gonderilmis olan 7 si hari¢, PK larmn calisilmasim tercih etmistik ve ¢alismanin
sonucunda da PK ve KI sonuglarimiz uyumlu bulunmugtur. B. Durak ve ark. lar
caligmalarinda FISH ve RT-PCR sonuglari uyumsuz olan sirasiyla 2 ve 7 olgu
saptadiklarim belirtmislerdir (25). Cox ve ark. 8 16semi ve diger miyeloproliferatif
hastalig1 olan 75 hastanin 4’ tinde RT-PCR ile BCRABL pozitif iken FISH ile Ph
negatif; bir hasta da ise FISH ile Ph pozitif iken PCR negatif olarak rapor etmiglerdir
(19). Benzer sekilde, Campbell ve ark. 15 eriskin ALL hastasmin 7’sinde sitogenetik ve
molekiiler ¢aligmalar arasinda uyumsuzluk saptamustir. 5 olgu BCR-ABL pozitif iken
FISH ile gosterilememis, 2 olgu ise FISH ile Phl pozitif iken RT-PCR ile analiz
edilememistir (16). Phl pozitif, BCR-ABL negatif sonuclar teknik hata veya BCR-ABL
translokasyonunun nadir formlarma bagl olabilmektedir.

Bizim g¢aligmamizda QRT-PCR ile 0,0001 den kiigiik ber-abl/G6PDH oran
belirledigimiz 42 remisyon hastasinda FISH ile ber-abl fizyon transkriptleri
saptanamamis ve negatif bulunmugstur. Sitogenetik ve FISH’ te Phl pozitif
saptadigimiz tiim vakalar PCR ile de pozitif saptanmustir.

RT-PCR* a ait yanlis negatif sonuglar 16semik hiicrelerin periferik kanda kemik
iligine goére daha diisik diizeyde bulunmasma da baglanmaktadir (16,19). Bizim
¢alismamizda ise Phl+ iken BCR-ABL negatif sonug bulunmamistir; sitogenetik ya
da FISH Phl + iken biitiin PCR sonuglarimiz da ber-abl fiizyon genini belirlemistir.

~ Fei Bao ve arkadaglan yaptiklan bir ¢aligmada yeni tan1 konulmus, rélaps ya da
tedavi edilmemis hastalarda FISH ve QRT-PCR arasinda %100 uyum gordiiklerini
bildirmislerdir. Kendi ¢aligmalarinin  Schoch ve arkadaglarinin yaptiklan ¢alismaya
benzer bir sekilde FISH ve QRT-PCR arasinda ortalama bir korelasyon saptadiklarini
bildirmisler, tedavi altindaki hastalarda ise FISH' in bariz teknik kisithliklari
oldugundan dolayr tedavi takibinde QRT-PCR’ in altin standart olarak kabul

gorduginii ve FISH’ in yeni tamli hastalarda izl bir tant icin kullamigli olmasina
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karsin minimal residual hastalifin gdriintiilenmesi admna yeterince hassas bir metot
olmadigini bildirmislerdir (9, 73). Tchirkov ve arkadaslar1 24 KML hastasinin
izleminde FISH ve kompetitif RT-PCR' 1 karsilastirmislar ve her iki metodun da
giivenilir oldugu ve iyi bir korelasyon gosterdigini belirlenmistir (83). Kim ve
arkadaglar1 FISH, RT-PCR ve QRT-PCR degerlerini karsilastirmis ve kendi hasta
grubundaki BCR-ABL transkriptlerini tespit etmede en hassas testin QRT-PCR
oldugunu belirtmigtir. FISH' in ilk tur RT-PCR ile, ikinci tur RT-PCR ve QRT-PCR' a
oranla daha yakin bir korelasyon gosterdigini saptamiglar, QRT-PCR’ 1n ise FISH ile,
ancak FISH-pozitif numunelerin analiz edildigi durumlarda iyi bir korelasyon
gosterdigini bildirmislerdir (9). Raani ve ark. tedavi goren yetiskin hastalarin molekiiler
izlemini yapmig ve 21 vakay1 FISH ve QRT-PCR ile karsilastirmustir. Iki kategori FISH
(pozitif ve negatif ve {i¢ kategori QRT-PCR (negatif , zayif pozitif ve gii¢clii pozitif)
kullanilarak genellikle iyi bir korelasyon elde etmisler ancak FISH’ i sadece multiplex
PCR' da negatif olan hastalarda uyguladiklarim belirtmislerdir (9).

Schoch ve ark. tarafindan raporlanan ve farkli metotlarla analiz edilen 350 kisilik
bir aragtirmada FISH ve QRT-PCR sonuglan karsilagtirildiginda 0.91' lik bir korelasyon
katsayis1 elde edilmistir (73). Hong Qian —Zhu ve arkadaslan tedavi géren 31 KML
hastasinda MRD’ yi gériintiilemede BCR-ABL geninin kuantatif tespitinde DC DF
FISH ve QRT-PCR® in roliinii  belirlemek igin yaptiklar1 bir ¢alismada FISH
analizinde BCR-ABL fiizyon geni pozitif hiicrelerin ortalama yiizdesini % (96.2 + 3.8 )
ve BCR-ABL’ nin ABL’ e oram ortalamasii ise 0.74 + 0.11 bulmuslardir (97).
Bizim ¢alismamizda da kronik evre 41 olgumuzda FISH pozitiflik oran1 %91.1 iken
PCR oram ise 0,0425+0,0431 tespit edilmistir.

Testoni ve arkadaslar1 ,GIMEMA KML Calisma Partisi tarafindan desteklenmis ve
yuriitiilmiis olan bir ¢alismalarinda 18 yags ve iistii, erken kronik faz Ph+ ve BCR-
ABL+ KML hastalarlﬁda kemik iligi hiicrelerinin sitogenetik ve I-FISH ve PCR (RT ve
QRT) analizlerini karsilastirmislar. Sonucta minimal residual hastaligin belirlenmesinde
I-FISH analizinin sitogenetige nazaran daha hassas oldugunu tespit etmislerdir. Bu
sonucu I-FISH analizinde daha fazla hiicrenin analiz edilmesi ile agiklamislardir.
Sitogenetik ve I-FISH analizlerinin kargilagtirildig1 arastirmada %1°lik esik degerinin
altindaki tiim vakalarda (%98.4) sitogenetik analizi sonras1 TSY gézlemlemislerdir.

Buna karsilik sitogenetik analiz sonrasi TSY durumu ile nitelenen vakalarin %13.2°

75



sinde %1 ila %5 arast ve %4.1> inde %5’ ten fazla pozitif ¢ekirdek g6zlemisler bunun
bir neticesi olarak I-FISH ve sitogenetik analizlerde negatif durum gdsteren hastalarda
MMY oramnin yiiksek ve BCR/ ABL transkript seviyelerinin daha diisiik oldugunu ve
sadece sitogenetik analizlerinde negativite gésteren hastalarin daha kotii sonuglar
gosterdigini tespit etmislerdir (84).

Ph+ metafazlan yiizdeleri ve BCR-ABL pozitif ¢ekirdek yiizdeleri arasindaki iligki
kuvvetli ~ olmasma ragmen, bu yiizdelerin aym oldugunu kanitlayan veriler
olmadigindan, I-FISH analizinin tepkinin farkli derecelerini belirleyebilmek adina
kullamlamayacagim bildirmisler, fakat tiim metafazlar Ph— olmak sartiyla I-FISH
analizinin metafaz Sitogenetik analizi yerine kullanilabilecegini bildirmigler ve eger
metafaz sayisi az ise I-FISH analizinin sitogenetik analize nazaran tepkinin siirecini
takip etmede daha iyi gériintiileme saglayacagim belirtmislerdir (84).

Yapilan ¢aligmalarda kemik iligi ve kan numuneleri I-FISH sonuglar: arasinda fark
olmadigr gosterilmistir. BCR-ABL pozitif hiicrelerin [-FISH analizi ile tespit
edilmesinde TSY” m kaybedildigi sonucuna varmak icin her zaman sitogenetik analiz
ile dogrulayici bir teste ihtiyag oldugu bildirilmektedir. Ayrica Ph+ hiicrelerdeki ek
kromozomal anomalileri, tepki yitimini, Phl- hiicrelerdeki diger kromozomal
anomalileleri ve myelodisplastik bir durumun gelismekte oldugunu belirten bir
hematolojik anomalinin varligini belirlemek icin sitogenetik analize gerek duyuldugu
bildirilmektedir (84).

TSY’deki KML hastalarimin izlenmesi icin I-FISH analizinin tercih edilen bir
teknik olup olmadiginin, BCR-ABL transkript seviyelerinin kuantifikasyonu i¢in diger
tekniklerin elverigliligine ve yerini alabilmesine bagh oldugu hakkindaki tartismalar
devam etmektedir. 2009 yilinda Ozbek ve arkadaslar1 da yayinladiklart bir makalede
terapiyl degerlendirmede sitogenetik ve molekiiler yontemlerin uyumlu olduklarin ve
her iki y6ntemin  birbirini tamamlaylci olduklarmi  diigtindiiklerini belirtmislerdir
(66).

Bulgularimiza gére; Ph translokasyonunun belirlenmesinde klasik sitogenetik tam
evresinde gilinlimiizde halen altin standart yontemdir. Alternatif bir molekiiler
sitogenetik yontem olarak FISH, metafaz ve interfaz hiicrelerinin analiz edilmesine izin
veren, basit, uygulamas: kolay, etkili bir tekniktir ve 6zellikle KML’ 1i hastalarin

monitorizasyonunda klasik sitogenetik ile birlikte uygulanmas: onerilmektedir. RT—
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PCR tekniginde ise daha énce materyal metod kisminda belirtildigi gibi birgok hasta
aym anda caligilabilmekte ve islem RNA izolasyonundan itibaren 4-4,5 saatte
sonuglanmaktadir. Bu nedenle FISH’ e gore ayni anda daha fazla materyali daha kisa
stirede galigabilme imkan: veren ve daha hassas bir sekilde minimal residiiel hastaligin
degerlendirilmesini kolaylastiran, sensitivitesi yiiksek diger bir yontem oldugu kabul
edilmektedir. qRT- PCR esnasinda floresan sinyalin ilk algilanmaya basladig1 nokta,
aragtirilan materyaldeki hedef bélgenin miktar: ile korelasyon gésterir. Arastirilan gen
ve /veya gen f{iriini ile normalize edilir ve arastirilan materyalde bulunan malin
hiicrelerin sayisi belirlenir.

Molekiiler tani1 y6ntemlerinin avantajlari, fiizyon geninin tamsmm dogrulanmasi
yaninda dogru kirik noktalarmin belirlenmesidir. Cok kiigiik olmalar nedeniyle
sitogenetik ile tamimlanamayan bazi genetik yeniden diizenlenmeler (nokta
mutasyonlari, kiigiik duplikasyonlar, insersiyon ve delesyonlar) in ortaya
konabilmesidir. Tedavi sonuglar1 ¢ok hassas ve kesin verilerle kontrol edilip tedavi
Ozellestirilebilir. Hastalik klinik olarak progresse olmadan &nce molekiiler bir “marker”
i varligi gézlenebilir.

Dezavantaji ise, FISH analizinde oldugu gibi sadece degisime ugramis hedef
genlerdeki anomalilerin analiz edilebilmesidir; hastalik tam1 ve prognozunda etkili

olabilecek ilave anomalileri belirleyememektedir.
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6. SONUCLAR

1. Analizler tek tek degerlendirildiginde, 161 sitogenetik, 163 FISH ve 198 gRT-
PCR analizlerinde sonug alma 4 ii cocuk hasta olmak tizere toplam 81 KML hastasinda,
Phl/ber-abl flizyon tanimi igin, sitogenetik, FISH ve molekiiler genetik (PCR) tam

yaklasimlar1 uygulanmustir.

2. Hasta materyallerindeki miikerrer girisler nedeni ile islemler toplam 198

materyal {izerinde gergeklestirilmistir.

3. Ik bagvuruda 81 hastanin klinik evrelemesinde, 41 hastanin kronik faz, 30 unun
remisyon fazi, 2 sinin akselere, 3 iniin blastik, 5 inin ise direngli faz hastalar1 oldugu

saptanmuigtir.

4. 198 materyalin klinik evrelemesinde, 45 hastanin kronik faz, 131 unun remisyon
fazi, 2 sinin relaps, 3 sinin akselere, 8 iiniin blastik, 5 inin ise direngli faz hastalar

oldugu saptanmustir.

S. 161 materyalde sitogenetik, FISH ve molekiiler genetik (PCR) tam1 yaklasimlari

eszamanli uygulanmistir.
6. Sonug alma oram sirasi ile 150 (%93.1), 163 (%100), 194 (%97,9) idi

7. Tim materyaller “evreden bagimsiz” olarak degerlendirildiginde, Phl/ber-abl
pozitifligi saptama oram1 qRT-PCR da sitogenetik ve FISH e gore anlamli oranda
yiiksek ‘bulunmug.tur (sitogenetik, 71/161 (%47,3); FISH, 76/163 (%46.6); qRT-PCR,
132/194 (%68.0).

8. Sitogenetik analizde, remisyon dis1 evrelerde (kronik faz, relaps,akselere, blastik

ve direngli fazlar) Phl pozitiflik oram yiiksek bulunmus ve %57.0-%100.0 sirlari

icinde saptanmustir. Kronik fazda bu oran %94.3 bulunmusgtur.
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9. Sitogenetik analizde, klinik remisyon evresinde %16.5 oraminda Phl pozitifligi

saptanmistir (AR ortalama %3).

10. Sitogenetik analizde 22 hastada Phl disinda, ek kromozom anomalileri
saptand1. Trisomi 8 ve del(6q) en sik goriilen anomalilerdi. Tek basma Phl saptanan 60
hasta g6zlemlendi.

11. Molekiiler sitogenetik (FISH) analizinde remisyon dist evrelerde (kronik
faz, relaps, akselere, blastik ve direngli fazlar) Phl pozitiflik oram yiiksek bulunmus ve
%65.0-%100.0 sinirlar iginde saptanmigtir. Kronik fazda bu oran %93.4 bulunmustur.

12, FISH analizinde, klinik remisyon evresinde %13.4 oraninda bcr/abl

fiizyon pozitifligi saptanmigtir (AR ortalama %2).

13. FISH analizleri remisyon dis1 hastalarda, 63 analizde klasik fiizyon, 13
hastada ise atipik fiizyon gosterdi.

14. Sitogenetik ve FISH analizleri kargilagtirildiginda, her 2 yaklasimin da

Ph1 kromozomu ya da ber/abl i taniminda ayni etkinlikte oldugu goriildii.

15. Molekiiler genetik analizler, 198 numunenin 194 'tinde ( %98) basarili

bir sekilde tamamlanmusg, 4 hastada ise PCR ¢aligmalarindan sonug almamamustur.

16. “Remisyon dig1” tiim evrelerde 0.0225-0.1074 simirlan iginde pozitiflik
saptanmuistir.

17. Klinik remiSyona ait qRT-PCR oran sonuglar, 0,00054340,001149
bulunmustur.

18. qRT-PCR sonuglari, remisyon evresinde, ber/abl transkript tanimlamada,

sitogenetik ve FISH ile karsilastinldiginda en duyarli metod olarak belirlenmistir.
Kronik faz ve remisyon disi fazlarda qRT-PCR’ in sitogenetik ve FISH ile aym

etkinlikte oldugu gozlenmistir.
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Caligmamiz tilkemizde bu alanda yapilmis en genis hasta sayist ve materyalini
kapsayan ve 3 farkli genetik y&ntemin birlikte etkinligini, istatistiksel olarak irdeleyen
ve klinik fazlarla birlikte degerlendiren bir calismadir.

KML hastalarinin denetiminde “kronik faz, relaps, akselere faz, blastik faz, ve
direngli fazlarda” sitogenetik, FISH ve qRT-PCR ayni etkinlikte olmakla birlikte, her
3 tinlin de farkli avantajlar1 oldugundan, her ii¢ yontem birlikte uygulanmalidir. Boylece
atipik seyirli ve yiiksek riskli olgulari &nceden belirlemek (sitogenetik ve FISH)
olanakli olacaktir. Ayrica qRT-PCR’ 1 bu kirik noktalarini o hasta icin tamyip
tammadiimi bilmek temelinde qRT-PCR esligi de 6nemlidir. “Remisyon fazinda” ve
“major molekiiler yanit” degerlendirmesinde ise gRT-PCR yeterli goriilmektedir. Elde
edilen aritmetik ortalamalar, qRT-PCR monitorizasyonunun laboratuarimizda

uygulanan sekli ile hasta denetiminde etkin oldugunu diisiindiirmektedir.
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