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OZET

Tiifekei, G. (2016). Kompleks, Monozomal Ve Normal Karyotipe Sahip Akut Myeloid
Losemili Olgularin Kemik 1ligi Materyallerinde 17p13.1 (TP53) Delesyonunun
Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Y&éntemiyle Incelenmesi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Akut miyeloid 16semi (AML) klinik, morfolojik, immiinofenotipik ve sitogenetik
Ozellikler bakimindan hematopoietik sistemin heterojen bir hastaligidir. AML’nin
prognozu hem hastaya ozgii faktorlerden hem de hastalifa o6zgii faktorlerden
etkilenmektedir. Yas hastaya Ozgii risk faktorlerinden en &nemlisiyken, kromozom
anomalileri hastaliga 6zgii en 6nemli risk faktoridiir.

Hastalar sahip olduklar1 sitogenetik anomaliye gore diisiik, orta ve yiiksek risk grubu
icersinde degerlendirilirler. Diisiik risk grubundaki hastalar sadece standart kemoterapi
alirlarken orta ve yiiksek risk grubundaki hastalar hematopoietik kok hiicre
transplantasyonu igin potansiyel adaydirlar. Kompleks ve monozomal Karyotipli
hastalar yiiksek risk grubunda yer alirken normal karyotipli hastalar orta risk grubu
icerisindedirler. Kompleks karyotip uzun siire kotii risk faktorii olarak kabul edilse de
monozomal karyotipe sahip AML hastalariin prognozu, kompleks karyotipe sahip
AML hastalarina gore daha kotiidir.

Yapilan ¢aligmalarda kompleks karyotipli AML hastalariin biiylik ¢ogunlugunun TP53
geninin delesyonuna sahip oldugu gosterilmistir ve bu delesyona sahip hastalarin tam
remisyon oranlarinin 6nemli derecede diisilk oldugu belirtilmistir. Benzer sekilde
monozomal karyotipli hastalarda da TP53 delesyonu goriilmektedir.

Bizim ¢aligmamizda da Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ABD Sitogenetik
Laboratuvarinda, konvansiyonel sitogenetik yontemiyle karyotip analizi yapilmis 40
AML hastasimin kemik iligi aspirasyonuna ait kiiltiir materyallerine 17p13.1°de lokalize
olan TP53 geninin kaybini incelemek amaciyla floresan in situ hibridizasyon teknigi
uygulandi. Yapilan FISH analizi sonucunda kompleks ve monozomal karyotipli
olgularin biiyiik cogunlugunda TP53 delesyonu goriildii. Ayrica TP53 kaybi goriilen
olgularin tam remisyon oranlarinda da disiikliik saptandi. Yaptigimiz calisma,
kompleks, monozomal ve normal Kkaryotiplere sahip olgularda konvansiyonel
sitogenetik analizin yan1 swa TP53 geninin FISH ile analizinin yapilmasinin,
kemoterapiye verilecek yanitt 6n gorebilme ve uygulanacak tedaviyi belirleyebilme
acisindan 6nem tasidigini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler :AML, Sitogenetik, Monozomal Karyotip, TP53, FISH

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 39218
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ABSTRACT

Tiifekei, G. (2016). Examination of 17p13.1 (TP53) Deletion By Fluorescence In Situ
Hybridization (FISH) Method In The Bone Marrow Materials Of Acute Myeloid
Leukemia Patients With Complex, Monosomal And Normal Karyotypes. istanbul
University, Institute of Health Science, Department Of Medical Biology. Master’s
Thesis. Istanbul.

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a heterogenous disorder of the hematopoietic
system with regard to clinical, morphological,immunophenotypic and cytogenetic
features. Prognosis of AML is affected by patient spesific factors as well as disease
specific factors. While age is the most important patient spesific risk factor,
chromosome abnormalities are the most important disease spesific risk factors. Patients
are classified into three risk groups according to the cytogenetic abnormalities:
favorable, intermediate and unfavorable. While patients in the favorable risk group
receive only standard chemotherapy, patients in the intermediate and unfavorable risk
group are potantial candidate for hematopoietic stem cell transplantation. Patients with
complex karyotype and monosomal karyotype are considered in the unfavorable risk
group, while patients with normal karyotype are evaluated in the intermediate risk
group. Complex karyotype for a long time recognized as poor risk factor, but prognoses
of patients with monosomal karyotype are worse than patients with complex
karyotypes. In the previous studies, it has been shown that the majority of AML
patients with complex karyotype carried TP53 deletion and complete remission rate in
these patients was significantly lower. Similarly, TP53 deletion has been seen in the
patients with monosomal karyotype. In our study, culture materials of 40 AML patients’
bone marrow samples that had been examined with conventional cytogenetics method at
Cerrahpasa Faculty of Medicine cytogenetics laboratory, tested with fluorescence in situ
hybridization (FISH) method for TP53 deletions. At the results of FISH analyzes, TP53
deletion was shown in the majority of patients with complex karyotype and monosomal
karyotype. Furthermore, patients with TP53 deletion had low complete remission rates.
This study suggest that, analyzing patients with these karyotypes by FISH for the TP53
deletion as well as conventional karyotyping, is important for predicting response to
chemotherapy and choosing treatment strategy.

Key Words: AML, Cytogenetics, Monosomal Karyotype, TP53, FISH

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 39218



1. GIRIS VE AMAC

Akut Miyeloid Losemi (AML) klinik, morfolojik, immiinofenotipik ve
sitogenetik Ozellikler bakimindan hematopoietik sistemin heterojen bir hastaligidir ve
kemik iliginde immatiir miyeloid blastlarin asir1 birikimi ile karakterizedir (Walkwer ve
ark. 2012). AML her yasta goriilebilmekle birlikte 65 yas tlizeri hastalarda daha sik

gozlenmektedir (Ferrara ve ark. 2013).

AML igin farkli siniflandirmalar yapilmgtir. ik yapilan smiflandirma 1976 yilinda
Fransiz, Amerikali ve Ingiliz bilim adamlar tarafindan olusturulan ve 1985 yilinda
tekrar gozden gegirilen FAB (French-American-British) simiflandirmasidir. FAB
siniflandirmasina gére AML, morfolojik, immiinofenotipik ve sitokimyasal 6zellikler
bakimindan M0’dan M7’ye kadar gruplandirilmistir (Heim ve ark. 2009; Morrissette ve
Bagg 2011).

Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ise AML alt tiplerini morfolojik,
immiinofenotipik, genetik ve klinik 6zelliklere gore simiflandirmigtir (Neaim ve ark.

2008; Heim ve ark. 2009).

Sitogenetik anomaliler yetiskin - AML hastalarinin  yaklagik  %55’inde
gozlenmektedir. (Yang ve ark. 2012). Sitogenetik anomalilere gére AML; disiik risk,
orta risk ve yliksek risk olmak {izere 3 grupta kategorize edilmistir (Marchesi ve ark.
2011). Disiik risk grubunda gozlenen sitogenetik anomaliler  t(15;17)(g24;921),
t(8;21)(q22;922), inv(16)(p13.1q22)/ t(16;16)(p13.1;922); orta risk grubunda gozlenen
sitogenetik anomaliler t(9;11)(p21;923), -Y, +8, normal karyotip; yiiksek risk grubunda
gozlenen sitogenetik anomaliler ise inv(3)(q21926)/t(3;3)(q21;926), -5/del(5q)/add(5q),
-7/del(7q)/add(7q), 11q23 bolgesini igeren translokasyonlar [t(9;11)(p21;923) disinda],
-17/17p anomalileri ve kompleks karyotiplerdir (Morrissette ve Bagg 2011).

U¢ veya daha fazla kromozom anomalisine sahip kompleks Karyotipli
AML ler, yetiskin AML’lerin %10 ile %15’ini olusturur ve sikli1 yasla birlikte artar.
Yogun veya yogun olmayan konvansiyonel terapiyle tedavi edildiginde olumlu sonug

alinamadig i¢in yiiksek risk grubu igerisindedirler (Rucker ve ark. 2012).

[k defa Breems ve arkadaslari tarafindan tanimlanan monozomal karyotip; en az

iki otozomal monozomi veya en az bir yapisal kromozom anomalisiyle birlikte tek bir



otozomal monozomi igeren karyotip olarak adlandirilmaktadir (Breems ve ark. 2008).

Monozomal karyotip kotii pronozla iliskilidir (Chin ve ark. 2013).

Monozomal karyotipin AML’de goriilme siklig1 yasla birlikte artmaktadir, 30
yasin altindaki hastalarda %4, 60 yasin altindaki hastalarda %6-10, 60 yasin iistiindeki
hastalarda ise %13-20’dir. (Chin ve ark. 2013).

Yapilan caligmalarda monozomal karyotipe sahip AML hastalarinin tam
remisyon orani diisiik oldugu ve %10’dan daha az sag kalim oranina sahip oldugu

belirtilmistir (Yang ve ark. 2012).

Kompleks karyotip uzun siire kotii risk faktorii olarak kabul edilmistir. Ancak
yapilan c¢aligmalarda, monozomal karyotipe sahip AML hastalarinin prognozunun,
kompleks karyotipe sahip AML hastalarina goére daha kotii oldugu gosterilmistir
(Wawrzyniak ve ark. 2013).

Kanser hiicrelerinde, 17p13.1°de lokalize olan TP53 genindeki delesyonlar;
mutasyonlarin sikhigmin artisi, kromozom  anomalileri, gen amplifikasyonu ve
sentrozom replikasyonunun diizenlenmesinin bozulmasina neden olabilir (Tavor ve
ark. 2011). TP53 yolaginin fonksiyon bozuklugu kromozom instabilitesinin artmasina
katkida bulunarak kompleks veya monozomal karyotipin ortaya ¢ikisini kolaylastirir

(Gaillard ve ark. 2012).

TP53 genindeki mutasyonlar kanserlerin hemen hemen her tipinde meydana
gelmektedir ve frekans: %10 ( hematolojik malignitelerde) ile %96 ( yiiksek dereceli
over serdz karsinomlarda) arasinda degiskenlik gosterir. Yapilan ¢aligmalarda TP53
mutasyonlariin biiyiik ¢cogunlugunun missense nokta mutasyonu oldugu ve proteinin
DNA’ya baglanma bolgesini etkiledigini gostermistir (Cefle 2003; Walerych ve ark.
2015).

TP53 genindeki mutasyonlar AML hastalarmin  %10’undan daha azinda
goriiliirken, 17. kromozomun kaybi ve TP53 genindeki delesyon/mutasyonu kapsayan
TP53 degisiklikler1 kompleks karyotipli AML hastalarinda oldukca sik goriilmektedir.
Tavor ve ark.nin yapmis oldugu caligmada kompleks karyotipli AML hastalarinin
%75’inde TP53 delesyonu goriilmistiir (Tavor ve ark. 2011).



Gaillard ve ark.nin yapmis oldugu calismada; monozomal karyotipli AML
hastalarmin %53.6’sinda TP53 delesyonu goriiliirken, monozomal olmayan kotii

prognozlu hastalarda bu oran %5,9’dur (Gaillard ve ark. 2012).

Normal karyotipe sahip olgularda ise TP53 kayb1 goriilmemektedir (Tavor ve
ark. 2011).

TP53 geninde meydana gelen degisiklikler sonucunda, bu gende goriilen
fonksiyon kaybinin, kemoterapiye yanitla iligkili oldugu gosterilmistir. Rucker ve ark.
yaptig1 calismada TP53 degisikliklerinin, AML’de bir tedavi segenegi olan 3+7 temelli
indiiksiyon kemoterapisine direngle ve kisa sagkalim siiresiyle iligkili oldugunu

gostermislerdir (Rucker ve ark. 2012).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak, calismamizda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hematoloji
Anabilim Dali’nda AML tanis1 almis olup; Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
ABD Sitogenetik Laboratuvarinda, konvansiyonel sitogenetik yoOntemiyle karyotip
analizi yapilmig 40 hastanin kemik iligi materyalleri, 17p13.1’de lokalize olan TP53
geninin delesyonunun varligin1 saptamak amaciyla FISH yontemiyle analiz edilmistir.
Bu yontem ile, kompleks, monozomal ve normal karyotipe sahip AML’li olgularda
konvansiyonel sitogenetigin yanisira TP53 geninin delesyonunun incelenmesi ve bu

bolgenin kaybinin tedavi ve prognoz tizerine etkisinin arastirilmast amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hematopoiez

Hematopoiez kan olusumuna verilen addir. Eski yunancada kan anlamina gelen
haima ile yapmak anlamina gelen poiein fiilinin bir araya gelmesiyle olugsmustur (Kern
2005). Saglikl1 insanlarda kan hiicrelerinin sayilar1 belli sinirlar igerisindedir. Omiirleri
simirli olan bu hiicrelerin bir yandan da siirekli olarak iiretilmeleri gereklidir. Kan
hiicrelerinin sayilarinin fazla, ancak omiirlerinin sinirlt olmasina karsilik onlari {ireten
kok hiicrelerinin sayilar1 azdir ve ¢ok yonlii 6zellikleri vardir (Pekgelen ve ark. 2003).
Tim kan hiicreleri pluripotent hematopoietik kok hiicrelerden kokenlenir. Bu kok
hiicreler tiim olgun kan hiicrelerini olusturacak kapasiteye sahiptirler ve kendilerini
yenileyebilme 0Ozellikleri vardir. Pluripotent hematopoietik kok hiicrelerden
yonlendirilmis progenitor hiicreler meydana gelir. Birden ¢ok asamali olan bu stirecte
hiicreler giderek bir hiicre dizisine dogru yonlenir (Sekil 2-1). Bu yonlenmis progenitor
hiicrelere CFU (colony forming unit - koloni olusturan birim) veya BFU [burst
(patlama) forming unit] adi verilir. ilk farklilasma ise CFU-GEMM (GEMM=
graniilosit, eritrosit, monosit/makrofaj, megakaryosit)’ye veya CFU-L (L= lenfoid)’ye
olur. Her yonlenmis progenitor hiicreden binlerce olgun kan hiicresi meydana gelir (

Kern 2005).
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Sekil 2-1:Hematopoiez (Travlos 2006)



2.2. Losemi

Losemiler, hematopoietik hiicrelerin habis transformasyonu sonucu gelisen,
neoplastik bir hastalik grubudur. Losemi hiicrelerinin kemik iligini istila etmesi sonucu
normal kan hiicrelerinin liretimi engellenir. Buna bagli olarak gelisen anemi, infeksiyon
ve kanamalar hastaligin ana belirtilerini olustururlar. Hastalik morfolojik olarak
hastaliga tutulan hiicre dizisinin tipine gore; miyeloid veya lenfoid olarak
siniflandirilirken, sagkalim ve hiicrelerin olgunlasma 6zellikleri esas alinarak akut ya da
kronik olarak smiflandirilir. Akut losemiler tedavi edilmedigi takdirde sagkalim siiresi
haftalar veya birkag ayla sinirli olan hastaliklar olarak tanimlanirken, kronik 16semilerde
sagkalim stiresi yillarla 6lclilebilmektedir. Ayrica akut 16semilerde 6n planda immatiir
(6nciil) hiicreler-blastlar goriiliirken kronik losemilerde 6n planda olgun hiicreler
goriiliir. Hastaligin  lenfoid-miyeloid ayrimi ise hematopoietik kok hiicrenin
farklilasmaya basladig1 ilk basamak ile iligkilidir. Kok hiicre, lenfoid koloni yapan
tiniteye (CFU-L) farklilasirsa lenfoid; graniilosit, eritrosit, megakaryosit, makrofaj
yapan tniteye (CFU-GEMM) farklilagirsa miyeloid dizi olusur. Bu nedenle CFU-L’den
kokenlenen malignitelere lenfoid, CFU-GEMM’den kokenlenen malignitelere de
miyeloid adi verilir. Bu sekilde l16semileri 4 gruba ayirmak miimkiindiir (Pekgelen ve
ark. 2003; Kern 2005):

1. Akut miyeloid 16semi (AML)
2. Akut lenfoid 16semi (ALL)
3. Kronik miyeloid 16semi (KML)

4. Kronik lenfoid 16semi (KLL)

2.3. Akut Miyeloid Losemi (AML)

Akut miyeloid 16semi (AML); hematopoietik sistemin heterojen bir hastaligidir
(Walker ve ark. 2012). Kemik iliginde immatiir miyeloid blastlarin asir1 birikimi
AML’nin dikkat ¢ekici patolojik 6zelligidir (Heim ve ark. 2009). AML i¢in kullanilan
diger isimlendirmeler ise akut non-lenfoid 16semi, akut graniilositik l0semi, akut
miyelositer 16semi ve akut miyeloblastik 16semidir (www.cancer.org). AML 65 yas
tizeri hastalarda daha sik goriilmekle birlikte tiim yaslarda da olusabilmektedir (Ferrara
ve Schiffer 2013). Insidans: yilda yaklasik olarak 3,4/100.000°dir (Morrissette ve Bagg
2011). Erkeklerde kadinlara gore biraz daha sik goriiliir (Heim ve Mitelman 2009).



2.3.1. Etiyolojisi

Cesitli risk faktorleri AML gelisimi ile iliskilendirilmistir. Yas, daha once
gecirilen hematolojik hastaliklar, genetik hastaliklar, virusler, radyasyon ve
kimyasallara maruziyet, mesleki riskler ve kemoterapi ge¢misi bu riskler arasinda yer

almaktadir (Deschler ve Liibbert 2006; Neaim ve ark. 2008) (Tablo 2-1).

Tablo 2-1: AML ic¢in Risk Olusturan Faktérler (Kaushansky ve ark. 2010)

Cevresel Faktorler:

¢ Radyasyon

e Alkilleyici ajanlar, Topoizomeraz Il inhibitérleri ve diger sitotoksik ilaglar

e Benzen
e Sigara
Edinsel Hastahklar:

e Kronik Miyeloid Losemi

e Primer Miyelofibrozis

e Esansiyel Trombositemi

e Polistemia Vera

¢ Kilonal Sitopeniler

e Paroksismal Nokturnal Hemoglobintiri
e Aplastik Anemi

o Eozinofilik Fasiitis

¢ Miyeloma

e Miyelodisplastik Sendrom (MDS)

Diger Hastahklar:

e Insan Immiin Yetmezlik Viriisii (HIV) Enfeksiyonu
e Tiroid Hastaliklari

e Poliendokrin Hastaliklar




Tablo 2-1 Devami

Kahitsal Faktorler:

e Ailede AML Oykiisii

e Ailevi Trombosit Hastaligi (FPD)
o Ataksi Telenjiektazi

e Bloom Sendromu

e Diamond-Blackfan Sendromu

o Diskeratozis Konjenita

e Down Sendromu

e Dubowitz Sendromu

e Fankoni Anemisi

o Kilinefelter Sendromu

¢ Konjenital Amegakaryositik Trombositopeni
e Kostman Sendromu

e Naxos Sendromu

e Norofibromatozis Tip I

e Noonan Sendromu

e Poland Sendromu

e Schwachman — Diamond sendromu
e Seckel Sendromu

e  Willms Tiiméri

e Wolf Hirschhorn Sendromu




2.3.2. AML Smiflandirmasi

2.3.2.1. FAB Siniflandirmasi

AML i¢in ilk yapilan simiflandirma 1976 yilinda bir grup Fransiz, Amerikal1 ve
Ingiliz bilim adam tarafindan olusturulan ve 1985 yilinda tekrar gdzden gegirilen FAB
simiflandirmasidir (Tablo 2-2). FAB siniflandirmasi morfolojik, sitokimyasal ve
immiinofenotipik 6zelliklere goére yapilmistir (Heim ve Mitelman 2009). Bu
simiflandirmaya goére AML tanist i¢in kemik iligindeki hiicrelerin en az %30 unun

blastlardan olusmasi gerekmektedir (Hasserjian 2013).

Tablo 2-2: FAB Simiflandirmasi (Heim ve Mitelman 2009)

MO — Minimal Farklilasmis AML
M1 — Olgunlagma Gdstermeyen AML
M2 — Olgunlagma Gdsteren AML
M3 — Akut Promiyelositik Losemi (APL)
e Hipergraniiler varyant
e Hipograniiler varyant (M3v)
M4 — Akut Miyelomonositik Losemi
e MJ4Eo — Eozinofili ile birlikte goriilen Akut Miyelomonositik Losemi
Mb5a — Akut Monoblastik Losemi
M5b — Akut Monositik Losemi
M6 — Akut Eritroid Losemi
e M6a — Eritrolosemi
e M6b — Saf Eritroid Losemi

M7 — Akut Megakaryoblastik Losemi

MO — Minimal Farkhlasmis AML: Isik mikroskobunda miyeloid farklilasmanin hig

bir morfolojik ve sitokimyasal bulgusuna rastlanilmayan AML olarak tanimlanir. Bu

grupta miyeloid soy immiinofenotipik c¢aligmalar ile gosterilir. Blastlar MPO



(miyeloperoksidaz), Sudan Black B gibi 6zel sitokimyasal boyalara reaksiyon vermezler
(blastlarm %3’iinden az1 pozitif boyama gésterir). Immiinofenotiplemede CD13, CD33,
CD34 ve HLA-DR pozitiftir. Auer cisimleri (Auer rods) goziikmez. Anormal ve kotii
karyotipler ile ¢oklu ilag direnci glikoproteininin (p170) yiiksek ekspresyonu siklikla
goriilir. AML’nin bu tipi kotii prognostik grupta yer alir (Neaim ve ark. 2009;
Kaushansky ve ark. 2010).

M1 — Olgunlasma Gostermeyven AML: Belirgin miyeloid olgunlasmasi olmayan akut

l6semi olarak tanimlanir. AML M1 tim AML’lerin %10-15’ini olusturur, ¢ocuklarda
cok nadir gorilir. Kemik iligindeki blastlarin sayisi %90’in iizerindedir. Blast
hiicrelerinin %3’iinden fazlasi MPO ve Sudan Black B pozitiftir. Miyeloblastlar
azurofilik sitoplazmik graniillere sahiptir. Immiinofenotiplemede CD13, CD33, CD34
ve HLA-DR pozitiftir. Auer cisimleri nadir olarak goriilebilir. Prognozu kotiidiir (Arber
2001; Neaim ve ark. 2009; Kaushansky ve ark. 2010).

M2 — Olgunlasma Gosteren AML: AML M2 tiim AML’lerin %30-40’11 olusturur.

Hem ¢ocuklarda hem de yetiskinlerde goriiliir. Kan veya kemik iliginde %20’den fazla
blast hiicrelerinin bulunmasiyla ve graniilositik olgunlasma bulgusuyla karakterizedir.
Blast olmayan graniilositik hiicreler kemik iligi hiicrelerinin %10’undan fazla,
monositik hiicreler ise %20’sinden azdir. Miyeloblastlar MPO ve Sudan Black B
boyamaya pozitif reaksiyon verir. Miyeloblastlar genistir, siklikla girintili nukleusa
sahiptir ve bazofilik sitoplazmalidir. Auer cisimleri siklikla bulunur. Promiyelositler,
miyelositler, metamiyelositler ve segmentli nétrofiller goriiliir.
Immiinofenotiplendirmede CD13, CD33, CD34 ve HLA-DR ekspresyonu pozitiftir.
AML M2 vakalarinin yaklasik %40’inda t(8;21)(q22;q22) goriiliir. t(8;21)(q22;q922)
goriilen yetigkin hastalar 1yi prognoza sahipken, ¢ocuklar ve yanisira bagka kromozom
aberasyonlari olan hastalar kotii prognoz sergilerler (Arber 2001; Neaim ve ark. 2009;
Kaushansky ve ark. 2010).

M3 — Akut Promiyelositik Losemi (APL): Tim AML’lerin %5-10"unu olusturur.
AML M3, AML’nin t(15;17) ve retinoik asit reseptér o (RARa) genini iceren diger




10

translokasyonlarla iligkili bir alt tipidir. Kemik iliginde promiyelositlerin bulunmasiyla
karakterizedir. Promiyelositler kemik iligi hiicrelerinin %30’undan fazlasini olusturur.
Immiinofenotiplendirmede CD13, CD33 ve CD15 pozitifligi goriiliirken, HLA-DR ve
CD14 siklikla negatiftir. Promiyelositler kuvvetli MPO ve Sudan Black B pozitifligi
gosterir. AML M3’de en sik goriilen translokasyon PML-RARa flizyonuyla sonuglanan
t(15;17)(q22;q21)’dir. Bununla birlikte PLZF-RARa flizyonuyla sonuglanan
t(11;17)(923;021), NUMA-RARa flizyonuyla sonuglanan t(11;17)(q13;q21) ve NPM-
RARa flizyonuyla sonuglanan t(5;17)(q35;921) de AML M3 vakalarinda goriiliir. AML
M3, baslica geng yetiskin ve orta yash hastalarda goriiliir. Klinik belirtileri sitopeni ve
16semik promiyelositlerin graniillerinden salinan prokoagiilan maddelerin neden oldugu
yaygin damar ici pthtilasmadir (dissemine intravaskiiler koagiilasyon - DIK). AML M3
olgulart ATRA (all-trans retinoik asit) tedavisine olumlu yanit verir. AML M3’iin
hipergraniiler ve hipograniiler olmak iizere iki varyanti tanimlanmistir (Arber 2001,

Neaim ve ark. 2009; Kaushansky ve ark. 2010).

e Hipergraniiler Varyant: AML M3 olgularinin  %75-80’ini  olusturur.
Promiyelositler azurofilik graniillii sitoplazmaya sahiptir. Auer cisimleri siklikla
bulunur ve bazi hiicrelerde demetler seklinde goriiliir (fagot hiicreleri). Nukleus
yuvarlak, diizensiz ve katlanmis seklide olabilir (Arber 2001; Neaim ve ark.
2009; Kaushansky ve ark. 2010).

e Hipograniiler Varyant (M3v): AML M3 olgularinin %20-25’ini olusturur.
Promiyelositlerin sitoplazmalarinda seyrek azurofilik graniil bulunur. Auer
cisimleri ve fagot hiicreleri goriilebilir ancak hipergraniiler varyanttaki gibi sik
degildir. Nukleus genellikle iki lobludur (Arber 2001; Neaim ve ark. 2009;
Kaushansky ve ark. 2010).

M4 — Akut Miyelomonositik Losemi: Biitiin AML olgularinin %15-20’sini olusturur.

Kemik iliginde %30’dan fazla miyeloblast goriilmesinin yaninda %20’den fazla
monoblast veya promonosit goriiliir. Kemik iliginde immatiir miyelomonositik hiicre
say1s1 artmistir. Auer cisimleri goriilebilir. Immiinofentotiplemede CD13, CD14, CD33,
ve HLA-DR pozitiftir. Blastlar Sudan Black B, MPO ve NSE (nonspesifik esteraz) ile
pozitif reaksiyon verirler. AML’nin bu alt tipinde ekstramedullar 16semik infiltrasyon

goriiliir (Arber 2001; Neaim ve ark. 2009; Kaushansky ve ark. 2010).
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. M4Eo: AML M4’iin varyanti olan M4Eo’da miyelomonositik hiicrelerin
yanisira anormal eozinofiller goriiliir. Eozinofiller anormal biiyiikliiktedir ve
genis bazofilik graniiller igerirler. CFBB-MYHI11 filizyonuyla sonuglanan
inv(16)(p13;922) veya t(16;16)(p13;q22) M4Eo varyantinda siklikla goriliir
(Arber 2001; Neaim ve ark. 2009; Kaushansky ve ark. 2010).

Mb5a — Akut Monoblastik Losemi ve MS5b — Akut Monositik Losemi: Tum

AML’lerin  %3-6’sin1 olusturur. Akut monoblastik ve akut monositik 16semide
monoblast, promonosit ve monositler 16semik hiicrelerin %80’inden fazladir.
Monoblastlar 16semik hiicrelerin %80’inden fazlasini olusturuyor ise Akut Monoblastik
Losemi (M5a), promonosit ve monositler %80°den fazla ise Akut Monositik Losemi
(M5b) olarak adlandirilir. Immiinofenotiplemede CD4, CD11c, CD14, CD15, CD36,
CD64 ve HLA-DR pozitif, CD34 genellikle negatiftir. Auer cisimleri nadir olarak
goriliir. Tipik olarak lizozim ve NSE ile reaksiyon pozitifken, MPO’ya reaksiyon
negatiftir. Klinik belirtileri kanama bozukluklari, ekstramediiler tutulum, merkezi sinir
sistemi tutulumu ve hepatosplenomegalidir. Trizomi 8 ve 11g23’1 igeren
translokasyonlar siklikla goriilmekle birlikte bu anomaliler M5a’da M5b’ye gbre daha
siktir (Arber 2001; Neaim ve ark. 2009; Kaushansky ve ark. 2010).

M6 — Akut Eritroid Losemi: AML’lerin %5 ini olusturur. Kemik iligindeki hiicrelerin

yarisindan fazlasimi eritroid Onciilerin olusturdugu losemidir. Ortalama goriilme yasi
57°dir. Kendi ic¢inde Eritrolosemi (M6a) ve Saf Eritroid Losemi (M6b) olmak iizere
ikiye ayrilir. Eritroid 16semide (M6a) kemik iligindeki hiicrelerin en az yaris1 eritroid
kokenlidir ve eritroid olmayan hiicrelerin %20’sinden fazlasi miyeloblastlardir. Saf
eritroid losemide (M6b) kemik iligindeki hiicrelerin %80’inden fazlasi eritroid
onciileridir. Bu hiicreler baskin olarak eritroblastlardir. Saf eritroid 16semi nadir goriiliir.
Immiinofenotiplemede eritroid onciileri GPA (glikoforin a), hemoglobin A ve CD71
icin pozitif, HLA-DR ve CD34 igin negatiftir. Eritrolosemideki miyeloblastlarda ise
CD13, CD33, CD34, CD117 ve HLA-DR igin pozitiftir. Akut eritroid 16semi
histokimyasal boyamalarda MPO, Sudan Black B ve NSE negatif, PAS (periyodik asid

shift) genellikle pozitiftir. 5. ve 7. kromozomlarin kismi kaybi veya monozomisi akut
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eritroid 1osemide en sik goriilen anomalilerdir. Ayrica kompleks kromozom

anomalileride goriilebilir (Arber 2001; Neaim ve ark. 2009; Kaushansky ve ark. 2010).

M7 —  Akut Megakaryoblastik _Losemi: AML’lerin  %3-5’ini  olusturur.

Megakaryoblastlar kemik iligindeki toplam blast hiicrelerinin %50’sinden fazladir.
Megakaryoblastlar siklikla sitoplazmik kabarciklara veya psodopodlara sahiptir ve
kiimelesmis sekilde goriinebilirler. immiinofenotiplemede CD41 (GP IIb/Illa), CD42
(GPIb), CD61 (GPIIIa), CD36 ve faktor VIII pozitiftir. Histokimyasal olarak MPO ve
Sudan Black B negatifken PAS ve NSE pozitiftir. AML M7, 1 ile 3 yas arasi ¢ocuklar
ve yetiskinlerde goriilir. AML M7 goriilen ¢ocuklarin 6nemli bir kismi ise Down
Sendromludur. Trizomi 21, t(1;22)(p13;913) ve kompleks kromozom anomalileri AML
M7 de goriilen anomalilerdir. AML’nin bu alt tipi k6tii prognostik grupta yer alir (Arber
2001; Neaim ve ark. 2009; Kaushansky ve ark. 2010).

2.3.2.2. WHO Siniflandirmasi

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 2001 yilinda olusturulan ve 2008 yilinda
giincellenen siniflandirmadir (Tablo 2-3). Bu smiflandirma morfolojik, sitokimyasal,
immiinofenotipik, klinik ve genetik o6zelliklere dayanarak yapilmistir. WHO ve FAB
simniflandirmas: arasindaki en Onemli fark ise kemik iligindeki blast oramidir. FAB
siniflandirmasinda 16semi tanimi i¢in kullanilan kemik iligindeki blast oran1 %30 iken,
WHO smiflandirmasinda bu oran %20’ye indirilmistir. FAB siniflandirmasinda kemik
iligindeki blast sayist %20-30 arasinda olan olgular MDS (RAEB-T) olarak
adlandirilirken WHO simiflandirmasinda bu olgular AML tanis1 almaktadir (Kern 2005;
Vardiman ve ark. 2009; Heim ve Mitelman 2009; Morrissette ve Bagg 2011).



Tablo 2-3: AML'de WHO Simiflandirmas1 (Vardiman ve ark. 2009)
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Tekrarlayan Genetik Anomalilerle Seyreden AML
e 1(8;21)(922;g22); RUNX1-RUNX1T1
e inv(16)(p13.1922) veya t(16;16)(p13.1;022); CBFB-MYH11
e 1(15;17)(922;921); PML-RARA
e 1(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
e 1(6;9)(p22;q34); DEK-NUP214
e inv(3)(q21g26.2) veya t(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1
e 1(1;,22)(p13;q13); RBM15-MKL1
e NPM1 mutasyonlu AML
e  CEBPA mutasyonlu AML
Miyelodisplazi Ile liskili Degisikliklerle Seyreden AML
Tedaviyle iliskili Miyeloid Neoplaziler
Tammlanan Gruplara Girmeyen AML
e  Minimal Farklilasmug AML
e  Olgunlasma Gostermeyen AML
e  Olgunlasma Gosteren AML
e  Akut Miyelomonositik Losemi
e  Akut Monoblastik/ Monositik Losemi
e  Akut Eritroid Lésemi
»  Eritrolosemi
»  Saf Eritroid Losemi
e  Akut Megakaryoblastik Losemi

e  Akut Bazofilik Losemi

Miyelofibrozlu Akut Panmiyeloz

Miyeloid Sarkom

Down Sendromu iliskili Miyeloid Proliferasyonlar
e  Gegici Anormal Miyelopoez
e  Down Sendromu iliskili Miyeloid Losemi

Blastik Plazmasitoid Dentritik Hiicre Neoplazmlari
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Tekrarlayan Genetik Anomalilerle Seyreden AML

o 1(8;21)(q22;g22); RUNX1-RUNXIT1:

Tiim AML’lerin %5-7’sinde goriiliir. 21. kromozomun uzun kolundaki RUNX1
(AML1) geni ile 8. kromozomun uzun kolundaki RUNX1T1 (ETO) geninin
flizyonuyla sonuglanir (Sekil 2-2). Bu flizyon sonucunda olusan RUNXI1-RUNXI1T1
(AML1-ETO) kimerik {iriinii, transkripsiyonel repressor gibi rol oynar ve
hematopoiezin normal isleyisini bloke eder. t(8;21) iyi prognozla iliskilidir ve bu
anomaliye sahip olgularin yiiksek doz sitarabin temelli postremisyon tedavisi sonrasi
uzun siireli sag kalim ve tam remisyon oranlar1 yiiksektir. Cinsiyet kromozomunun
kaybi (kadinlarda X, erkeklerde Y), 9. kromozomun uzun kolunun delesyonu ve trizomi
8, t(8;21)’e sahip olgularda siklikla goriilen sekonder anomalilerdir. Nadir olarak
t(8;21)’e sahip olgularin kemik iligi veya kandaki blast sayisi %20’nin altinda
gortilebilir (Neaim ve ark. 2008; Heim ve Mitelman 2009; Marchesi ve ark. 2011;
Morrissette ve Bagg 2011).

E B
e ; K X
[ = mRUNXL
: RURKITL v = WRUAXITI-RUMXL =~21q22
8 21 Bq22 :
8 der8) 21 der(21)

Sekil 2-2: t(8;21)(g22;922) (Morrissette ve Bagg 2011)

e inv(16)(p13.1q22) veya t(16;16)(p13.1;q22); CBFp-MYH11:

Tiim AML’lerin yaklagik %10’unu olusturur. 16q22°de bulunan CBFp geni ile
16p13’de bulunan MYHI11 geninin flizyonuyla sonuglanir (Sekil 2-3). inv(16),
t(16;16)’ya gore daha sik goriiliir. inv(16)/t(16;16) siklikla FAB M4 alt tipi ile
iligkilidir. Kemik iliginde atipik eozinofillerin varligiyla karakterizedir. inv(16)/t(16;16)
goriilen olgular 1iyi prognoza sahiptir ve tam remisyon orami yiksektir.

inv(16)/t(16;16)’ya sahip olgularda, trizomi 8, trizomi 21, trizomi 22 ve 7q delesyonu
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siklikla goriilen sekonder anomalilerdir (Neaim ve ark. 2008; Heim ve Mitelman 2009;
Marchesi ve ark. 2011; Morrissette ve Bagg 2011).

Sekil 2-3: Sol tarafta inv(16)(p13.1q22), sag tarafta t(16;16)(p13.1;q22) (Morrissette ve
Bagg 2011)

o 1(15;17)(g22;921); PML-RARA:

Tiim AML’lerin %5-10’unu olusturur ve vakalarin %75’inde tek anomali olarak
goriiliir. FAB siniflandirmasinda AML M3 (Akut Promiyelositik Losemi- APL) alt tipi
olarak simiflandirilir. 15¢22°de bulunan PML ile 17q21°de bulunan RARA geninin
fiizyonuyla sonuglanir (Sekil 2-4). t(15;17)° ye sahip olgularda, PML-RARA
onkoproteinini hedefleyen ATRA tedavisine yanit olumludur. APL vakalarinin
%95’inde PML-RARA fiizyon geni goriiliirken, geri kalan %5’inde ise RARA genini
iceren varyant yeniden diizenlenmeler goriliir. t(5;17)(q35;921), t(11;17)(q13;q21) ve
t(11;17)(q23;921) APL vakalarinda goriilen varyant yeniden diizenlenmelerdir. Bu
translokasyonlara sahip APL olgularinda klinik tipik APL’ye benzerlik gdstermez ve
tedavileri ATRA ve arsenik triokside direng gostermeleri nedeniyle APL dist AML’ler
gibidir (Rassi ve Arellano 2013). Trizomi 8, 7q delesyonu, 9q delesyonu ve
ider(17)(g10), t(15;17)’ye sahip APL vakalarinda siklikla goriilen sekonder
anomalilerdir (Neaim ve ark. 2008; Heim ve Mitelman 2009; Morrissatte ve Bagg 2011;
Cornell ve Palmer 2012).
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Sekil 2-4: 1(15;17)(g24;921) (Morrissette ve Bagg 2011)

e 1(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL.:

t(9;11)(p22;q23) 11923 aberasyonlarina sahip AML vakalarinda en sik goriilen
translokasyondur. 11q23 aberasyonuna sahip AML’lerin %30-40’m1 olusturur. Bu
translokasyon 11g23°de yer alan MLL geni ile 9p22°de yer alan MLLT3 geninin
fiizyonuyla sonuglanir (Sekil 2-5). MLLT3-MLL fiizyon geni hematopoietik progenitor
hiicrelerinin dliimsiizlesmesine ve monositik farklilasmanin bloke olmasina neden olur.
FAB smiflandirmasinda M5 alt tipi ile iliskilidir. Yetiskin AML’lere gore pediatrik
AML’lerde daha sik goriiliir. MLL genini etkileyen bir ¢ok translokasyonlarin aksine,
t(9;11) kotii prognozla iliskili degildir. Trizomi 8, t(9;11)’li olgularda en sik goriilen
sekonder anomalidir. Ayrica trizomi 6, trizomi 19 ve trizomi 20 de bu olgularda goriilen
sekonder anomalilerdir (Heim ve Mitelman 2009; Marchesi ve ark. 2011; Morrissatte ve
Bagg 2011).
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Sekil 2-5: 1(9;11)(p21;923) (Morrissette ve Bagg 2011)
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o 1(6;9)(p22;934); DEK-NUP214:

Tiim AML’lerin %0,5-4’linde goriiliir. t(6;9), 6p22°de yer alan DEK geni ile
9q34’de yer alan NUP214 geninin flizyonuyla sonuglanir (Sekil 2-6). NUP214 geni
nukleus ve sitoplazma arasinda mRNA ve farkli proteinlerin dogru sekilde transferine
izin veren niiklear por kompleks proteinini kodlar. Olusan flizyon gen NUP214’{in asir1
ekspresyonuna neden olarak hiicre siklusunu GO fazinda bloke eden ¢esitli proteinlerin
niiklear transportunda degisiklik meydana getirir ve l0komogeneze yol agar. t(6;9)
goriilen olgular kotli prognoza sahiptir. Vakalarin %80’inde t(6;9) tek anomali olarak
goziikiirken, trizomi 8, delesyon 12p ve trizomi 13 siklikla goriilen sekonder
anomalilerdir. t(6;9)’lu olgularin %70’inden fazlasinda FLT3 ITD (FMS-iliskili tirozin
kinaz 3 internal tandem duplikasyonu) mutasyonu saptanir ve bu mutasyonun varligi
klinigin koti gidisi ile iligkilendirilmistir. t(6;9) baslica cocuklarda ve geng
yetiskinlerde gorilir. FAB smiflandirmasinda M2 alt tipi ile iligkilidir (Heim ve
Mitelman 2009; Marchesi ve ark. 2011; Morrissatte ve Bagg 2011).

DEx = == « DEKAUPIA om
bp2l ‘ = =
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| 934 =
6 9 6 des) 9 de(9)

Sekil 2-6: t(6;9)(p22;934) (Morrissette ve Bagg 2011)

e inv(3)(q21926.2) veya t(3;3)(021;926.2); RPN1-EVI1:

inv(3)/t(3;3)’1l igeren 3q yeniden diizenlenmeleri AML vakalarinin %1-2’sinde
goriiliir. 3q26 kirilma noktasinda EVI1 geni yer alirken 3q21 kirilma noktasinda RPN1
geni bulunur (Sekil 2-7). Inv(3)/t(3;3) EVI1 geninin ekspresyonunda bozukluk
meydana getirir ve immatiir miyeloid hiicrelerdeki bu ektopik ekspresyon eritroid ve
graniilositik gelisime engel olur. inv(3), t(3;3)’ e gore iki kat daha sik goriliir.
inv(3)/t(3;3)’e sahip vakalarda en sik saptanan sekonder anomali monozomi 7’dir ve

vakalarin yaklasik %50’sinde goriiliir. 5q delesyonu, trizomi 8 ve kompleks karyotipler
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de inv(3)/t(3;3) ile birlikte goriilen anomalilerdir. inv(3)/t(3;3) siklikla yetiskinlerde
goriilir ve prognoz kotidir (Heim ve Mitelman 2009; Marchesi ve ark. 2011;

Morrissatte ve Bagg 2011).
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Sekil 2-7: inv(3)(g21q26) ve t(3;3)(g21;926) (Morrissette ve Bagg 2011)

o 1(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1:

AML vakalarinin %1’inden azinda goriiliir. 1pl13°de yer alan RBM15 geni ile
22q13’de yer alan MKL1 geninin fiizyonuna neden olur (Sekil 2-8). Siklikla infant ve
cocuklarda goriliir. t(1;22) akut megakaryoblastik 16semi (AMKL) ile iligkilidir ve
pediatrik AMKL’de en sik goriilen anomalidir. Vakalarin (siklikla 6 aylikdan daha
kiiclik ¢ocuklarin) %60’1nda t(1;22) tek anomali olarak goriiliirken yas1 daha biiyiik
olan cocuklar, t(1;22) ile birlikte hiperdiploid karyotipe sahiptirler. t(1;22) goriilen
vakalarin prognozu orta diizeyde seyreder (Heim ve Mitelman 2009; Morrissatte ve
Bagg 2011).

= ® =
& - B
- = upBMIS-MKLL

. b A pomits = B ’z“’zﬁ‘s o
'R ' » 2 £ =

= - f

H N =

— — =1
1 22 =1 = e 2 = det2)

Sekil 2-8: t(1;22)(p13;913) (Morrissette ve Bagg 2011)
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e NPMI1 mutasyonlu AML.:

Niikleolar fosfoproteinini kodlayan = NPM1 (Niikleofosmin) geni 5q35°de
bulunur. NPM1; ribozom biyogenezi, kromatinin yeniden olusmasi (remodelling), DNA
tamiri, replikasyon ve transkripsiyonu igeren bir¢ok yolakla iligkilidir. NPM1°de olusan
mutasyon nukleusa yerlesik olan NPM1 proteininin sitoplazmik dagilimina neden olur.
NPMI mutasyonu AML’de en sik goriilen mutasyonlardan biridir. NPM1’in 50’den
fazla mutasyonu tanimlanmistir ve tipik olarak heterozigottur. Yetiskin AML’lerin
%30’unda goriiliirken normal karyotipe sahip AML’lerin %50’sinde NPM1 mutasyonu
saptanmaktadir. Bu mutasyon normal karyotipe sahip ve FLT3 ITD mutasyonu
goriilmeyen vakalarda iyi prognozla iligkilidir (Morrissette ve Bagg 2011; Cornell ve
Palmer 2012; Hasserjian 2013).

e CEBPA mutasyonlu AML:

CCAAT/Enhancer baglayict protein a (CEBPA) 19ql3°de lokalizedir ve
miyeloid farklilasmasiyla iligkili transkripsiyon faktoriidir. CEBPA genindeki
mutasyonlar graniilositik farklilasma genlerinin aktivasyonunu bloke eder ve
olgunlagmanin duraklamasina yol agar. CEBPA mutasyonu AML vakalarinin %5-
10’unda goriiliir ve NPM1 mutasyonuna benzer olarak siklikla normal karyotipli
vakalarda saptanir. CEBPA mutasyonlar 6zellikle iki allel de mutasyona ugradiginda
iyi prognozla iligkilidir. NPM1 ve FLT3 mutasyonlar1 nadir olarak CEBPA
mutasyonuyla birlikte goriiliir (Morrissette ve Bagg 2011; Cornell ve Palmer 2012;
Hasserjian 2013).

Miyelodisplazi ile iliskili Degisikliklerle Seyreden AML :

Blast sayis1 %20’den fazla oldugunda ve;

i.  Miyelodisplastik sendrom (MDS) veya MDS/Miyeloproliferatif
neoplazm (MPN) ge¢misi,

ii.  MDS ile iligkili genetik anomaliler,

lii. Tek dizide displazi ile giden AML’ler, WHO smiflandirmasinda bu
kategoriye girerler.
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Bu vakalarda tam remisyon orani diisiiktiir ve kotii prognoza sahiptirler.
Siklikla yashilarda goriiliir, pediatrik AML’lerde nadirdir. Miyelodisplazi iligkili
degisikliklerle seyreden AML vakalarmin kotii prognoza sahip olmalarinin olasi bir
nedeni displastik blast olmayan hiicrelerde ve 16semik blastlarda bulunan ¢esitli genetik
anomalilerdir. Miyelodisplazi iligkili degisikliklerle seyreden AML’de siklikla goriilen
kromozom anomalileri monozomi5/5qg-, monozomi7/7g-, 3q26 anomalileri ve kompleks
karyotiplerdir. MDS veya MDS/MPN ge¢misi goriilen vakalarda normal karyotip de
goriilebilmektedir. Genel olarak bu gibi vakalar MDS ile iliskili sitogenetik anomalileri
tasiyan vakalara gore daha iyi prognozla iligkilidirler. Multileage displaziye sahip AML
vakalarmin bazilarinda ise NPM1, FLT3 veya CEBPA mutasyonlar1 goriilebilmektedir
(Morrissette ve Bagg 2011; Hasserjian 2013).

Tedavivle iliskili Miyeloid Neoplaziler

Tedaviyle iliskili AML (t-AML) primer kanser tedavisi i¢in kullanilan sitotoksik
terapinin ve/veya radyoterapinin bir komplikasyonudur. Miyeloid neoplazmlarin %10-
20’sini olusturur. AML’nin bu tipi WHO siniflandirmasinda MDS ve MDS/MPN’yi de
kapsayan tedaviyle iliskili neoplazmlar kategorisine dahil edilmistir. t-AML’nin
topoizomeraz Il inhibitorleriyle iliskili ve alkilleyici ajanlar/radyasyon tedavisiyle

iligkili olmak tizere iki alt grubu tanimlanmistir.

Antrasiklinler, doksorubisin, etoposit, epipodofilotoksin ve teniposit DNA
topoizomeraz II’yi hedefleyen major ilaglar arasindadir. Topoizomeraz II
inhibitorleriyle iliskili AML’de tipik olarak gen yeniden diizenlenmeleri goriiliir.
11923/MLL’yi igeren translokasyonlar en sik goriilen anomalidir. t(15;17), t(3;21),
t(8;21), t(6:;9) ve t(8;16) topoizomeraz II inhibitorleriyle iliskili AML’de goriilebilen
diger anomalilerdir. Morfolojik ozellikler akut miyelomonositik l6semi veya akut

monositik 16semi ile aynidir.

Melfalan ve klorambusil gibi alkilleyici ajanlarla iligkili anomaliler,
kromozomal delesyonlar ve monozomilerdir. Monozomi 5/5g- ve monozomi 7/7¢- en
sik goriilen anomalilerdir. Bu anomaliler tipik olarak MDS tedavisinden 5-10 yil sonra
gortliir ve kompleks karyotiple iligkili olabilmektedir. Bu hastalarin tedaviye yanitlar

zayiftir (Neaim ve ark. 2008; Morrissette ve Bagg 2011).
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Tanimlanan Gruplara Girmeven AML.:

Bu kategorideki AML’ler morfolojik, immunofenotipik ve sitokimyasal
Ozellikler bakimindan simiflandirilmaktadir. Bu nedenle bu kategori FAB
siniflandirmasindaki M0, M1, M2, M4, M5, M6 ve M7 AML alt tipleri ile Akut
Bazofilik Losemi ve Miyelofibrozlu Akut Panmiyelosizi kapsar (Neaim ve ark. 2008).

e Akut Bazofilik Losemi: Tim AML’lerin %]1’inde goriiliir. Akut bazofilik
l6semi (ABL) bircok vakada KML’nin kronik fazindan gelismektedir. Ayrica
hiicrelerinde Ph kromozomu igermeyen de novo ABL de olusabilmektedir
Immiinofenotiplemede blastlar CD9 ve CD25 pozitiftir. Sitoplazmik bazofilik
graniiller toludin mavisiyle boyanir. Biitiin yas gruplarinda goriilebilmektedir.
Anemi, ciltte dokiintiiler ve hepatosplenomegali klinik bulgularidir. ABL i¢in
bilinen spesifik bir kromozom anomalisi tanimlanmamustir (Neaim ve ark. 2008;
Kaushansky ve ark. 2010).

e Miyelofibrozlu Akut Panmiyelosizz AML’nin nadir bir alt tipidir. Blast
hiicrelerinde artis ve Ozellike megakaryositler olmak tizere hematopoietik
serilerin hepsinde hiperplazi ve displazi goriiliir (panmiyelopati). Kemik iliginde
fibroz, miyelofibrozlu akut panmiyelosizin morfolojik bir 6zelligidir. Fibroz
siklikla kemik iliginin aspire edilememesine neden olur.
Immiinofenotiplendirmede CD34, CD13, CD33 ve/veya CD117 ve sitoplazmik
MPO pozitiftir. Monozomi 7, 5q delesyonu veya 7q delesyonu en sik goriilen
kromozom anomalileridir. Ayrica 11. kromozomun uzun kolunda interstisyel
delesyon da goriilebilmektedir. Prognozu kotidir (Neaim ve ark. 2008;
Suvajdzic ve ark. 2004).

Miyeloid Sarkom

Miyeloid sarkom, graniilositik sarkom veya kloroma olarak da adlandirilir. Bir
veya daha fazla miyeloid soya ait blastlarin ekstramediiler proliferasyonu ile olusur.
Ozellikle deri, gastrointestinal sistem, lenf nodlar1 veya kemik basta olmak iizere
viicudun herhangi bir bolimii etkilenebilir. Miyeloid sarkom daha 6nceden veya yakin

zamanda AML 6ykiisii bulunan hastalarda siklikla goriliir (Vardiman ve ark. 2009).
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Down Sendromu ile iliskili Miyeloid Proliferasyonlar

Down Sendromu ile iliskili miyeloid proliferasyonlar (gegici anormal
miyelopoiez ve miyeloid 16semi) down sendromlu ¢ocuklarin %10’undan fazlasinda
gortliir. Siklikla GATAL mutasyonuyla iliskilidir. Bilinen klonal sitogenetik anomali
yoktur. Akut megakaryoblastik 16semi (FAB M7) Down Sendromlu ¢ocuklarda en sik
goriilen AML tipidir (Morrissette ve Bagg 2011).

Blastik Plazmasitoid Dendritik Hiicre Neoplazmlari

Plazmositoid dendritik hiicrelerin  Onciilerinden tiirevlenen agresif bir
hematolojik malignitedir. Nadir goriiliir. Blastik NK hiicre lenfomasi/1osemisi veya
agraniiler CD4+ CDS56+ hematodermik neoplazm olarak da adlandirilir. Blastik
Plazmasitoid Dendritik ~ Hiicre =~ Neoplazmlar1 (BPDCN) tanist  histolojik,
immiinokimyasal ve flow sitometri yontemleri ile konulur. Morfolojik olarak neoplastik
hiicreler orta biiylikliiktedir ve immatiir blastik goriiniime sahiptir. Blastlar CD4,
CD1la, CD43, CD56, CD123, BDCA-2, TCL1 ve CLA ekspresyonlariyla
karakterizedir. BPDCN vakalarinda tek veya c¢oklu deri lezyonlar1 goriiliir ve siklikla
bolgesel lenfadenopatiyle iligkilidir. Birgok vakada kemik iligi ve perifer kana yayilim
da goriilebilmektedir (Vardiman ve ark. 2009; Paluri ve ark. 2014).

2.3.3. AML’de Klinik

Hastalarda kemik 1iligi yetersizligi semptomlar1 (halsizlik, solukluk, c¢abuk
yorulma, kanama vb.) ve losemik hiicrelerin organ infiltrasyonu semptomlar1 ayr1 ayri
veya birarada goriilebilir. Bazi hastalarda akut semptomlar birka¢ giin ile 1-2 hafta
arasinda ortaya ¢ikarken bazi hastalarda aylar boyunca siirebilen uzun bir seyir goriiliir
(Redner 2005; Golub ve Arceci 2006). Sitopeniler AML’nin klinik bir belirtisi olup,
teshis sirasinda siklikla bulunan ve tedavi boyunca baskin olan, anemi, ndétropeni ve
trombositopeni semptomlarini gosterir (Ferrara ve Schiffer 2013). Aneminin en sik
goriilen belirtisi halsizliktir. Notropeni yaninda bazi vakalarda artmis lokosit sayisi
goriiliir. Hastalarda genellikle ates sikayeti mevcuttur. Dis eti kanamalar ve
ekimozlarda siklikla rastlanilan bulgulardir (Redner 2005; Golub ve Arceci 2006).

Trombositopeniye bagl olarak hastalarda petesi, mukozal kanamalar, kolay morarmalar
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veya epistaksis goriilebilir (Ferrara ve Schiffer 2013). Kanamalar, trombositopeni veya
yaygin damar i¢i pthtilasmaya (DIK) baglidir. Merkezi sinir sistemi (MSS), akciger,
gastrointestinal sistem hayati kanama bolgeleridir (Redner 2005; Golub ve Arceci 2006;
Ferrara ve Schiffer 2013). Nadir olarak vakalarda mediastinal lenfadenopatiye bagh
solunum yetersizligi, vena cava superior sendromu goriilebilir. Batin kitleleri
gastrointestinal trakus ve iirogenital sistemde basilara neden olabilir. Ekstramediiller
tutulum olarak genellikle graniilositik sarkom, cilt infiltrasyonu, gingiva hipertrofisi ve
lenfadenopati goriilebilir (Anak ve Uysalol 2012). Graniilositik sarkom ya da kloroma
olarak adlandirilan miyeloid sarkomlar ve MSS tutulumu akut monositik 16semi veya
akut miyelomonositik 16semide goriiliir. Hepatosplenomegali ve adenopati AML’de
nadirdir ve 6nceden gegirilen MDS veya MPN ile iligkilidir (Cornell ve Palmer 2012).
Yiiksek tiimor yiikii olan hastalarda kemik agrilar1 goriilebilir (Redner 2005; Golub ve
Arceci 2006). Akut monoblastik 16semide gingiva hiperplazisi ve MSS tutulumu siktir.
Yaygin damar i¢i pihtilasma (DIK) ve kanama tiim AML’lerde olusabilecegi gibi
ozellikle M3, M4 ve M5 alt tiplerinde daha siktir. Lokosit sayis1 200.000/mm?’den fazla
oldugunda hastalarda l6semik blastlar damar i¢inde kiimelenebilir. Kilcal damarlar
tikanarak hipoksi, infeksiyon ve kanamalara yol agabilir. Lokostasis denilen bu durum
en ¢ok akcigerler ve MSS’de goriilir. AML M5 alt tipinde monositler daha biiyiik
oldugundan 16kosit sayist 100.000/mm*’den fazla oldugunda I6kostasis riski vardir.
Lokosit sayist yiiksek oldugunda tiimor lizis sendromu da goriilebilmektedir. Tiimor
lizis sendromu hiperiirisemi, hiperkalemi, hipokalsemi, hiperfosfatemi ve bdobrek
yetmezligiyle karakterizedir. Mutlak noétrofil sayist (MNS) 1.000/mm?*’den az olan
durumlarda ise ates ve bakteriyemi siklig1 yiiksektir (Anak ve Uysalol 2012). AML’de

siklikla goriilen semptom ve laboratuvar bulgulart Tablo 2-4’de verilmistir.
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Tablo 2-4: AML'de siklikla goriilen semptom ve laboratuvar bulgulari (Anak ve Uysalol

2012)
Bulgu Sikhik(%)
Ates 30
Kanama 33
Kemik ve eklem agrisi 18
Splenomegali 16-18
Hepatomegali 19-21
Kloroma 2-16
MSS tutulumu 6-25
Lokosit sayis1 < 25.000/mm? 54-60
Lokosit sayis1 > 100.000/mm? 13-18
Hemoglobin < 9 gr/dL 56
Trombosit sayis1 < 100.000/mm? 70-72
Koagiilopati 13-17

2.3.4. Prognoz

AML’nin prognozu hastaliga 0Ozgii faktorlerin yan1 sira hastaya 0Ozgi
faktorlerden de etkilenmektedir. Yas, hastaya 6zgii risk faktorlerinden en 6nemlisi iken
kromozomal aberasyonlar hastaliga 6zgii en etkili risk faktoriidiir. Sitogenetik olarak
normal karyotipe sahip hastalar icin NPM1, FLT3 ve CEBPA genlerindeki mutasyonlar
prognoz agisindan 6nemlidir (Liersch ve ark. 2014). Prognozu etkileyen diger faktorler
arasinda beyaz kan hiicrelerinin (WBC) sayisi, daha once gecirilen hematolojik
hastaliklar, performans durumu, ¢oklu ilag direnci (MDRI) fenotipi sayilabilmektedir
(Cornell ve Palmer 2012). AML’de prognostik faktorler Tablo 2-5 ve Tablo 2-6’da

verilmistir.



Tablo 2-5: AML'de iyi prognostik faktorler (Kaushansky ve ark. 2010)
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t(8;21), t(15;17), inv(16), t(16;16), trizomi 21 varlig

Remisyon indiiksiyon tedavisinde blastlarin kaybolmasi

Sitogenetik olarak normal hastalarda CEBPA ve NPM1 mutasyonlari
Asir1 dismiyelopoiez olmamasi

Yiiksek telomeraz aktivitesi

Flow sitometri ile TdT ekspresyonun diisiik bulunmasi (< %5)
Yiiksek BAX ekspresyonu

Yiiksek CD11b ekspresyonu

Blast hiicrelerinde VLA-4 ekspresyonunun yoklugu

Yiiksek kaspaz-3 diizeyi

WBC sayisinin < 30.000

Tablo 2-6: AML'de kotii prognostik faktorler (Kaushansky ve ark. 2010)

Ileri yas; 60 yasin iizerinde remisyona girme ve sag kalim oran1 diisiiktiir.

Kompleks karyotipler, abn(3q) ( t(3;5), inv(3)/ t(3;3) hari¢), add(5q), del(5q), -5, -7, add(7q),
del(7q), trizomi 8, t(6;9), trizomi 11, 11q23 anomalileri ( t(9;11) ve t(11;19) haric), t(9;22), -17,

abn(17p)

Coklu ilag direnci (MDR1) fenotipi
Karnofsky performans durumu < %60
KIT mutasyonu

FLT/ITD mutasyonu

WT1 mutasyonu

MLL tandem duplikasyonlar1

Yiiksek BAALC ekspresyonu

Onceden gegirilen hematolojik hastaliklar (MDS,MPN)




26

Tablo 2-6 Devam

Diger hastaliklar: obezite, diabetes mellitus, kronik bébrek hastaligi
Yiiksek BCL-2 ekspresyonu

Yiksek MCL-1 ekspresyonu

Disiik retinoblastoma geni ekspresyonu
GATA-1 ekspresyonu

Yiiksek CD34, CD56 ekspresyonu

P15 metilasyonu

Mikrosatellit instabilitesi

Yiiksek WBC sayis1 (> 30.000)

Disiik trombosit sayist (< 30.000)
Yiiksek WAF/Cip 1 protein diizeyi
Yiiksek EVII ekspresyonu

Trombopoetin reseptor (c-MPL) mRNA ekspresyonu

2.3.5. Tedavi

AML’nin tedavisi, indiiksiyon tedavisi ve remisyon sonrasi tedavi olmak iizere
iki asamalidir. Indiiksiyon tedavisinin amaci 16semik hiicreleri saptanmayacak diizeye
indirmektir. Indiiksiyon tedavisinde basarili olundugunda remisyonu korumak igin
konsolidasyon tedavisi uygulanir. 60 yas alt1 hastalarda standart tedavi 3+7 adi verilen
kemoterapidir. Bu tedavide hastalara 7 giin boyunca 100-200 mg/m? sitarabin siirekli
inflizyonu ve 3 giin antraksilin (doksorubisin, daunorubisin veya idarubisin) uygulanir.
Bu sekilde tam remisyonun saglanmasi amaglanir. Tam remisyon kemik iligindeki blast
sayisinin %5°den az, ndtrofil sayisinin 1000 mm?*’den fazla, trombosit sayisinin
100.000 mm?*’den fazla olmasi ve ekstramediiler hastalik olmamasi olarak tanimlanir.
3+7 tedavisiyle 60 yas altt AML hastalarinin %55-80’inde tam remisyon saglanirken 60
yas Ustii hastalarin %35-55’inde tam remisyon elde edilebilmektedir (Cornell ve Palmer
2012). AML hastalarinda ilk indiiksiyon tedavisiyle tam remisyon saglanamadig1 zaman

hastalara ikinci kez ayni indiiksiyon tedavisi uygulanir. Indiiksiyon tedavisi ile tam
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remisyon ge¢ saglanan hastalarda hastaliksiz sag kalim siiresi ve tam remisyon orani
daha diisiik olmaktadir (Comert 2011). Tam remisyon saglanan hastalara konsolidasyon
tedavisi uygulanir. Kemoterapi, otolog kemik iligi nakli veya allojenik kemik iligi nakli
konsolidasyon tedavisi segenekleridir (Cornell ve Palmer 2012). Tam remisyon sonrasi
tedavi plan1 prognostik faktorlere gore yapilir ve hastanin sitogenetik durumu en 6nemli
prognostik faktordiir (Comert 2011). En sik uygulanan konsolidasyon kemoterapisi
yiiksek doz sitarabindir. 3 g/m? 12 saatte bir 6 doz olmak iizere 1. 3. ve 5. giinler 3-4
siklus uygulanir (Cornell ve Palmer 2012). Iyi risk grubundaki AML hastalarinda otolog
veya allogenik kok hiicre naklinin kemoterapiye istiinliigii yoktur (Comert 2011). Orta
risk veya kotii risk grubundaki AML hastalar1 i¢in 6nerilen tedavi, HLA uyumlu kardes
yada akraba olmayan dondrden allogenik kok hiicre naklidir. HLA uyumlu dondr
bulunamadiginda ise hastalara otolog kok hiicre nakli dnerilir (Cornell ve Palmer 2012).
AML hastalarinin %70-80’inde tedavi ile tam remisyon elde edilebilmektedir. Ancak
uygun tedavilerin uygulanmasina ragmen hastalarin yaklasik %50’sinde niikks meydana
gelir. AML hastalarinda goriilen niiksler genellikle ilk iki yil igerisinde olusmaktadir.
Cesitli tedavi uygulamalari ile niiks gelisen hastalarin yaklasik %50’sinde tam remisyon

saglanabilmektedir (Comert 2011).

60 yas iizeri AML hastalarina komorbidite, sitogenetik, yas ve performans gibi
parametrelere gore 3+7 veya 2+5 tedavisi, 5-azacytidine, decitabin, subkutan sitarabin,

clofarabin gibi farkli segenekler uygulanabilir (Comert 2011).

APL (AML M3) hastalarinin sitarabin ve antrasiklin tedavisine ATRA ilave
edilir. Daunorubisin, sitarabin ve ATRA kullanimi ile hastalarin %80-95’inde tam
remisyon saglanir. Son zamanlarda ATRA ve ATO (arsenik tiroksid) kullanilan
tedaviler de degerlendirilmekte ve umut verici sonuglar elde edilmektedir (Cornell ve
Palmer 2012). Konsolidasyon tedavisinde ise ATRA nin da dahil oldugu farkli kombine
kemoterapi tedavileri uygulanmaktadir (Comert 2011).

2.3.6. AML ve Sitogenetik

Sitogenetik anomaliler AML hastalarinin %50-60’inda goriilmektedir (Marchesi
ve ark. 2011). Bazi kromozom aberasyonlart AML’de tekrarlayan anomalilerdir ve FAB
simiflandirmasindaki AML alt tipleriyle iliskilidir. t(15;17) AML M3 alt tipiyle, inv
(16)/t(16;16) AML MA4Eo alt tipiyle, t(8;21) AML M2 alt tipiyle ve 11923 yeniden
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diizenlenmeleri AML M5 alt tipiyle yakindan iligkilidir. Ayn1 zamanda bu anomaliler
WHO simniflandirmasinda tekrarlayan sitogenetik anomalilerle iligkili AML alt grubu
icersinde de yer almaktadir (Klaus ve ark. 2004).

1982 yilinda sitogenetik anomalilerin yogun kemoterapi sonrasi AML
hastalariin durumunu belirleyen 16semiyle iliskili en onemli risk faktorii oldugu
belirtilmistir (Liersch ve ark. 2014). Giinltimiizde de sitogenetik analiz AML hastalarinin
durumlarinin degerlendirilmesinde ¢ok 6nemli prognostik faktordiir. Hastalar i¢erdikleri
sitogenetik anomaliye gore diisiik, orta ve yiiksek risk grubu olmak {izere ti¢ kategoriye
ayrilirlar (Tablo 2-7) (Marchesi ve ark. 2011). t(15;17), t(8;21), inv(16), t(16;16)
anomalilerine sahip AML hastalar1 diigiik risk grubunda degerlendirilirken (Cornell ve
Palmer 2012; Liersch ve ark. 2014); t(9;11), trizomi 8, -Y ve normal karyotipe sahip
AML hastalar ise genellikle orta risk grubunda yer alirlar (Marchesi ve ark. 2011). 3q
anomalileri (t(3;5) harig), inv(3), t(3;3), 5q anomalileri, del(5q), -5, -7,7q anomalileri,
del(7q), 1123 anomalileri (t(9;11) harig), -17, 17p anomalileri ve kompleks karyotipler
ise ylksek risk grubunda degerlendirilirler (Cornell ve Palmer 2012; Liersch ve ark.
2014). Bu risk gruplari hastalarin indiiksiyon kemoterapisine yaniti, relaps riski ve sag
kalim1 hakkinda &ngodriide bulunmaya yardimeir olur (Cornell ve Palmer 2012). iki
onemli klinik ¢alisma grubu CALGB (cancer and leukemia grup b) ve MRC (medical
research council), igerdigi sitogenetik anomalilere gore diisiik, orta ve yiiksek risk
grubundaki AML hastalarinin sag kalim oranlari arasinda fark oldugunu gostermistir.
Byrd ve arkadaglarinin 15-86 yas arasi1 1213 AML hastasiyla yaptiklar1 genis
retrospektif calismadaki sonuglarina gore diisiik, orta ve yiiksek risk grubundaki AML
hastalarinin sag kalim oranlar1 sirasiyla %55, %24 ve %S5’tir. Benzer sonuglar
Grimwade ve arkadaslar1 tarafinda yapilan bir ¢aligmayla da elde edilmistir. Bu
caligmaya gore ortalama yas1 35 olan 1612 AML hastasinin 5 yillik sag kalim oranimin
inv(16)’ya sahip hastalarda %61, normal karyotipli hastalarda %42, kompleks karyotipe
sahip hastalarda ise %4 oldugu gosterilmistir (Grimwade ve ark. 1998; Byrid ve ark.
2002; Marchesi ve ark. 2011).
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Tablo 2-7: Sitogenetik anomalilere gore AML'de risk gruplari

t(15;17)(q24;921)
Diisiik Risk t(8;21)(q22;922)

inv(16)(p13.1922) / t(16;16)(p13.1;922)

t(9;11)(p21;923)
-Y

Orta Risk
+8

Normal Karyotip

3g anomalileri (t(3;5) harig), inv(3)(q21926) / t(3;3)(g21;726)
5q anomalileri, del(5q), -5,
79 anomalileri, del(7q), -7
Yiiksek Risk
11g23 anomalileri (t(9;11) haric)

-17, 17p anomalileri

Kompleks karyotipler

2.3.6.1. Kompleks Karyotip

Bazi AML vakalarinin karyotiplerinde birden fazla sitogenetik anomali
goriilebilir. Bu karyotiplere kompleks karyotip adi verilmektedir (Orozco ve
Appelbaum 2012). Kompleks karyotip, inv(16)/t(16;16), t(8;21), t(15;17) ve t(9;11)
haricinde lic veya daha fazla sitogenetik anomalinin bulunmasi seklinde tanimlanir
(Marchesi ve ark. 2011). Eger kompleks karyotip inv(16) veya t(8;21) gibi iyi risk
grubundaki anomalilerden birini igeriyorsa, sadece iyi risk grubundaki anomaliyi
tasiyan hastaya gore sagkalim ve tam remisyon orani daha diisiiktiir. Ancak bu
hastalarin prognozu orta veya kotii risk grubundaki hastalara gére daha iyidir. Bu
nedenle inv(16) veya t(8;21) gibi anomaliye sahip kompleks karyotipli vakalar iyi risk
grubu icinde degerlendirilir ve bircok calisma i¢cinde kompleks olarak dikkate
alinmamaktadir. SWOG ve CALGB’ye gore 3 veya daha fazla anomali goriilen
karyotipler kompleks karyotip olarak tanimlanirken MRC’ye gbre 4 veya daha fazla
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anomali goriilen karyotipler kompleks karyotip olarak adlandirilir (Orozco ve

Appelbaum 2012).

Kompleks karyotipli AML hastalarinda bir¢ok degisik anomali gézlenmistir ve
bu anomaliler farkli sikliklarda olusmaktadir. Genetik materyalin kazanimina veya
kaybina neden olan dengesiz degisiklikler, dengeli kromozom aberasyonlarina gore,
sayisal anomaliler yapisal anomalilere gore daha sik goriiliirken; genetik materyalin
kayb1 kromozom kazanimlarina gore daha sik meydana gelmektedir. Kompleks
karyotipte kromozom sayisi tipik olarak hipodiploididir (kromozom sayis1 <45).
Hastalarin  %55-75’inde hipodiploid karyotip goriiliir. Yaklasik %25’inde ise
hiperdiploid karyotip goriilmektedir (kromzom sayist >47) (Mrozek 2008). Son
zamanlarda uygulanan molekiiler sitogenetik teknikler kompleks genetik degisikliklerin
karakterize edilmesine olanak saglamistir. Bu degisiklikler igerisinde -5/5¢-, -17/17p-,
-7/79-, -18/18q-, -16,16q-, -12/12p- siklikla goriilen kromozom kayiplart iken; +8/+8q,
+11/+11q, +21/421q ve +1/+1p en sik goriilen kromozom kazanimlaridir (Riicker ve
ark. 2012).Kompleks karyotipli AML’de siklikla goriilen kazanimlar ve kayiplar Sekil
2-9’da gosterilmistir.

E. I-ll -ggté Si

1 5 7 8 11 12 16 17 18 21

Sekil 2-9: Kompleks Kkaryotipli AML'de siklikla goriillen kazamimlar (sag, yesil) ve
kayiplar (sol, kirmiz1) (Schoch ve ark. 2005)

Kompleks karyotip, AML’nin morfolojik olarak spesifik bir alt tipiyle iligkili
degildir. Ancak AML MO0, M2, M5 ve M6 alt tiplerinde daha siklikla gézlenmektedir
(Schoch ve ark. 2005).
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AML hastalarinda kompleks karyotipin insidansi1 yaklasik olarak %10-12"dir ve
yasla birlikte insidans artmaktadir. MRC’nin yaptig1 bir ¢aligmada 55 yasin altindaki
AML hastalarinin %6’sinda, 55 yasin stlindeki AML hastalarinin %13’iinde 5 veya
daha fazla kromozom anomalisi bulundugu gosterilmistir.Yapilan baska bir ¢calismada
ise 60 yas ve lizeri AML hastalarinin %18’inin kompleks karyotipe sahip oldugu
gosterilmistir (Grimwade ve ark. 2001; Schoch ve ark. 2001; Marchesi ve ark. 2011).

Kompleks karyotipli AML hastalar1 kotii prognoza sahiptir. Yogun indiiksiyon
tedavisine yanit oram diisiiktiir, yiiksek relaps orani1 ve kotii sagkalim ile iligkilidir. 60
yasindan biiylik kompleks karyotipli AML hastalarinda tam remisyon orani oldukca
diisiiktiir. Yapilan farkli ¢alismalarda yogun indiiksiyon tedavisi sonrasi hastalarin %10-
40’mmda tam remisyon saglanabildigi gosterilmistir. Hastalarin biiyiik ¢cogunlugunda
baslangi¢ tedavisine diren¢ vardir (Marchesi ve ark. 2011). Tam remisyon saglanan
hastalarin neredeyse hepsinde relaps goriiliir. Tam remisyon siiresi kisadir, ortalama 6-
8 ay arasindadir. Bu hastalarin 3 yi1l tam remisyonda kalma olasilig1 0-%11, 5 yil tam
remisyonda kalma olasilig1 ise 0-%9’dur (Mrozek 2008). SWOG analizlerinde 5. ve 7.
kromozomu kapsamayan kompleks karyotipe sahip AML hastalarinin tam remisyon
oraninin %50, sagkalim oraninin ise %20 oldugu; 5. ve 7. kromozomu kapsayan
kompleks karyotipe sahip vakalarin ise tam remisyon oraninin %37, sag kalim oraninin
da %3 oldugu gosterilmistir (Orozco ve Appelbaum 2012). Cocuklarda ise tam
remisyon oram yetiskinlere gore daha yiiksektir. Kompleks karyotipli pediatrik AML
verileri olduk¢a sinirlt olmasina ragmen c¢ocuklardaki tam remisyon oraninin %75-78
oldugu bildirilmistir (Mrézek 2008). MRC’nin en son revize edilen siniflandirma
sistemine gore karyotipte goriilen her bir ek anomali tam remisyonun saglanamama
riskini arttirmaktadir. Bu nedenle 5 veya daha fazla anomali goriilen vakalar 4 anomali
goriilen vakalara gore, 4 anomali goriilen vakalar ise 3 anomali goriilen vakalara gore

daha kotii prognoza sahiptirler (Orozco ve Appelbaum 2012).

Kompleks karyotipli gen¢ hastalarin  klinik  durumlarinin allojenik
hematopoietik kok hiicre nakliyle diizeltilebilecegi gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada
kemoterapi sonrasinda allojenik hematopoietik kok hiicre nakli uygulanan kompleks
karyotipli hastalarin 2 y1l 16semisiz ve genel sag kalim oranlarinin %44 ve %47 oldugu
bildirilmistir. Ancak bununla birlikte tedaviyle iligkili ©oliim oran1 da yliksektir
(Marchesi ve ark. 2011).
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Kompleks karyotip sekonder AML’de daha sik goriilmektedir. Daha 6nceden
gecirilen alkilleyici ajanlarla tedavi, radyoterapi veya diger hematolojik hastaliklar
nedeniyle olusan kromozomal aberasyonlarin birikimi kompleks karyotipin olusumuna

neden olmaktadir ( Marchesi ve ark. 2011).

2.3.6.2. Monozomal Karyotip

Monozomal karyotip 2008 yilinda ilk defa Breems ve ark. tarafindan
tanimlanmistir. En az iki otozomal monozomi veya en az bir yapisal kromozom
anomalisiyle birlikte (t(15;17), t(8;21)(q22;922), inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;q22)
hari¢) tek bir otozomal monozomi igeren karyotipler Monozomal Karyotip olarak
adlandirilmaktadir (Breems ve ark. 2008, Chin ve ark. 2013).

Monozomal karyotipin AML’de siklig1 yasla birlikte artmaktadir, 30 yasin
altindaki hastalarda %4, 60 yasin altinda hastalarda %6-10, 60 yasin istiindeki
hastalarda ise %13-20’dir (Chin ve ark. 2013).

Monozomal karyotip ¢ok kotli prognozla iligkilidir (Chin ve ark. 2013). Yapilan
cesitli caligmalarda monozomal karyotipli AML hastalarinin diisiik tam remisyon
oranina (%18-48) ve %10’dan daha az sag kalim oranina sahip oldugu bildirilmistir
(Yang ve ark. 2012). Kotii sitogenetik risk grubunda bulunan monozomal karyotipe
sahip AML hastalarinin 4 yillik sagkalimlar1 %4 iken, monozomal karyotipe sahip
olmayan AML hastalarinin %21’dir ( Medeiros ve ark. 2010; Chin ve ark. 2013).

AML’de otozomal monozomilerin prognoz iizerindeki negatif etkisi kromozom
5 ve 7 i¢in tammmlanmistir. Farkli ¢alismalarla yapilan karsilagtirmalar sonucunda sadece
kromozom 5 ve 7’nin degil, herhangi bir otozomal monozominin varliginin da kotii

prognozla iliskili oldugu gosterilmistir (Breems ve ark. 2008; Medeiros ve ark. 2010).

Monozomal karyotip -7, -5, del 5q, abn 12p, abn 17p, -18, del 18q, - 20, del 20q
ve kompleks karyotiple yakindan iligkilidir. Biitiin monozomiler igerisinde -7 en sik
goriilen monozomidir (Yang ve ark. 2012). Alman-Avusturyali AML calisma grubu
monozomal karyotip tanimini revize ederek, WHO siniflandirmasinda yer alan
tekrarlayan sitogenetik anomalilere sahip AML vakalarim1 monozomal karyotip
kategorisinden ayr1 tutmuslardir. Tekrarlayan sitogenetik anomaliler grubunda yer alan
derivatif kromozomlarin ger¢ek monozomilere neden olmadigi belirtilmistir. (Kayser ve

ark. 2012; Voutiadou ve ark. 2013)
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Monozomal karyotipli hastalarin neredeyse hepsi (%98) koti risk grubu
icerisindedir ve biiylik cogunlugu (%95) kompleks karyotipe sahiptir. SWOG’ un yaptigi
analizlerde hem kompleks karyotipe hemde monozomal karyotipe sahip AML
hastalarinin 4 yillik sag kalimlarinin %3 oldugu, kompleks karyotipli fakat monozomal
karyotipe sahip olmayan hastalarin ise %13 oldugu bildirilmistir (Orozco ve Appelbaum
2012)

Monozomal karyotipin prognostik onemi bir¢ok calisma grubu tarafindan
arastilmaktadir. Yapilan iki farkli calismada monozomal karyotipe sahip AML
hastalariin klinik durumlarinin yliksek doz cytarabine tedavisiyle iyilestirilebilecegi
belirtilmistir (Lowenberg ve ark. 2011; Medeiros ve ark. 2011) Bagka ¢alismalarda ise
allojenik kok hiicre naklinin monozomal karyotipli AML hastalarinda sag kalim stiresini
uzatabildigi gosterilmistir (Fang ve ark. 2011; Kayser ve ark. 2012; Cornelissen ve ark
2012). Diger taraftan kotii prognoza neden olan monozomal karyotipin mekanizmasi
anlagilmaya calisilmaktadir. AML’de monozomal karyotip bazi ¢aligmalarda, yiiksek
fonksiyonel ¢oklu ilag¢ direnci aktivitesi veya TP53 degisiklikleriyle iliskilendirilmistir
(Yang ve ark.2012).

2.3.6.3. Normal Karyotip

Analiz edilen 20 veya daha fazla metafazda klonal anomalilerin bulunmamas:
Normal karyotip (NK) olarak adlandirilir (Marchesi ve ark. 2011). Normal karyotipe
sahip AML’ler tim AML hastalarinin %35’ini olusturur ve ilk olarak orta risk grubunda
degerlendirilir. Ancak prognozlart 1yi ve kotii risk grubundaki hastalara kiyasla
degiskenlik gostermektedir (Mawad ve Estey 2012). Normal karyotipli AML, tedaviye
yanit, tam remisyon saglanmasi, relaps orani, hastaliksiz sagkalim ve toplam sagkalim
bakimindan degiskenlik gdsteren heterojen bir gruptur. Bu da sitogenetik olarak normal
olan AML’nin molekiiler 6zelliklerinin heterojenligi sonucunda meydana gelmektedir.
Son 10 yilda yapilan cesitli ¢alismalarla, spesifik gen mutasyonlarinin varligi veya
yoklugu ve gen ekspresyonlarindaki degisikliklerin AML hastalarinin prognozunu
etkiledigi gosterilmistir. Yeni tanit konulan biitin AML hastalarinda kemik iligi
blastlarinin molekiiler karakterizaysonu énemli prognostik parametre olsa da, 6zellikle
normal karyotipli AML hastalarinda prognostik simiflamanin yapilabilmesi i¢in biiyiik
onem tasimaktadir (Marchesi ve ark. 2011). NPM1 mutasyonu, CEBPA mutasyonu,
FLT3 ITD veya FLT3 TKD, MLL PTD, DNMT3A mutasyonu, NRAS mutasyonu,
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ASXL1 mutasyonu, IDH1/IDH2 mutasyonu ve WT1 mutasyonu normal Karyotipli
AML’de siklikla goriilen molekiiler degisikliklerdir (Marchesi ve ark. 2011; Mavad ve

Estey 2012)(Tablo 2-8).

Tablo 2-8: Normal karyotipli AML'de goriilen molekiiler degisiklikler(Marchesi ve ark.
2011; Mavad ve Estey 2012)

Gen

Klinik 6zellikler

NPM1

NK AML’nin %50-60’1nda NPM1 mutasyonu goriiliir. FLT3
ITD mutasyonu yoklugunda iyi prognozla iligkilidir

FLT3

NK AML’nin %28-34’tinde FLT3 ITD mutasyonu gdriiliir.
Kétii klinik durumla iliskilidir.

NK AML’nin %11-14’tinde FLT3 TKD mutasyonu goriiliir.
prognostik onemi bilinmemektedir, son zamanlarda ITD
mutasyonuna  goére daha  iyi sa§  kalimla(OS)

iligkilendirilmistir

CEBPA

NK AML’nin yaklasik %10’unda CEBPA mutasyonu

goriilmektedir. Biallelik mutasyonu iyi prognozla iligkilidir.

MLL

NK AML’nin %5-11’inde MLL PTD goriiliir. Siklikla 11q23
yeniden diizenlenmesiyle iligkilidir. Kisa tam remisyon

stiresi, yiiksek relaps orani ve kisa sag kalimla iligkilidir.

DNMT3A

NK AML’nin %33’iinde DNMT3A mutasyonu goriiliir.
yiiksek doz daunorubisin tedaviyle birlikte iyi klinik durumla
iliskilidir.

NRAS

NK AML’nin %9-14’iinde NRAS mutasyonu goriiliir. Klinik

durum tizerine etkisi bilinmemektedir.

WT1

NK AML’nin %10’unda WT1 mutasyonu goriliir. Klinik
durum {iizerine etkisi net bir sekilde bilinmemektedir, bazi

verilere gore diislik tam remisyon oraniyla iliskilidir.
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ERG Yiiksek ekspresyonu artmig relaps orani ve kotii sagkalimla
(worse overall survival) iliskilidir
BAALC Yiiksek ekspresyonu kotii klinik durumla iligkilidir.
MN1 Yiiksek ekspresyonu inferior hastaliksiz sagkalimla iligkilidir.
NK AML’nin %15-33’tinde IDH1/IDH2 mutasyonu goriiliir.
IDH1/IDH2
prognoz lizerine etkisi net olarak bilinmemektedir.
ASXL1 genindeki mutasyonlar NK AML’de kotii prognozla
ASXL1
iliskilidir.

NPMI: nukleofosmin geni; FLT3: fims iligkili tirozin kinaz 3 geni; ITD: internal tandem duplikasyon; TKD: tirozin
kinaz domain; MLL: mixed lineage 16semi geni; PTD: partial tandem duplikasyon; CEBPA: CCAAT/enhancer
binding protein alpha; WT1: Wilm’s timér 1 geni; NRAS: RAS viral onkogen homolog geni; ERG: v-ets
erythroblastosis virus E26 onkogen homolog geni; BAALC: beyin ve akut l6semi sitoplazmik geni; MNI:
meningioma 1 geni; IDH: isositrat dehidrogenaz genleri; ASXL1: additional sex comb-like 1

2.3.7. TP53 Geni

TP53 geni 17. kromozomun kisa kolu (17p13.1) tizerinde bulunur (Sekil 2-10)
ve 11 ekzondan olusur. Bu gen transkripsiyon faktorii islevine sahip, 393 aminoasitten
olusan p53 proteinini kodlar. p53 proteni, ilk olarak 1979 yilinda timér gelisimi lehine
islev gosteren bir protein olarak tanimlanmigtir. 1989 yilina kadar kabul goren bu
durum, daha once tanimlanmis olan p53 proteininin normal olmayan p53 oldugunun
anlasilmasiyla son bulmustur. p53 proteininin tiimdr baskilayic1 roliiniin ortaya
konulmasindan sonra, p53 proteinini kodlayan gen TP53 (Timdr Protein 53) olarak

isimlendirilmistir (Kogak ve ark. 2011).
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Sekil 2-10: TP53 geninin 17. kromozom iizerindeki yerinin sematik goriintiisii
(www.ghr.nlm.nih.gov/gene/TP53)

Bir tiimor supresor gen olan TP53, genomik kararliligin saglanmasinda,
kromozom ayrilmasinin diizenlenmesinde, gen ekspresyonunun diizenlenmesinde,
yaslanmada, strese hiicresel yanitta veya hiicre siklusunun durmasi ile DNA hasarina
hiicresel cevabi diizenlemede, apoptozun indiiklenmesinde rol almaktadir (Lane ve
Crawford 1979). p53 proteini bu islevlerini ya transkripsiyon faktorii olarak ilgili
genlerin transkripsiyonlarimi diizenleyerek ya da diger proteinler ile veya dogrudan

DNA ile fiziksel olarak etkileserek meydana getirmektedir (Kogak ve ark. 2011).

TP53, DNA hasar1 ve onkogenik transformasyon sonucunda aktive olur. Strese
girmeyen ve hasara ugramamis hiicrelerde p53 proteini diizeyi belirlenemeyecek kadar
distiktiir ve yar1 omrii kisadir. p53 proteini sitoplazmada tutularak nukleusa girisi
Onlenir, transaktivasyon domaini inaktiftir. Hiicre i¢i diizeyi MDM2 proteinine baglidir
ve p53 siki bir sekilde MDM?2 tarafindan kontrol altinda tutulur. p53 proteini,
MDM2’nin ekspresyonunu da indiikleyerek kendi kendisinin inhibisyonunu saglar.
MDM2, p53’iin transaktivasyon domainine baglanarak transkripsiyonu aktive etmesini

onler (Cefle 2003; Yildirim ve ark. 2007).

p53, hiicre dongiistiniin GO/G1 evresinde rol alan birgok siklin bagimli kinazin
islevini engelleyen p21 proteininin ifadesini, p21WAF/CIP1 geninin transkripsiyonunu
uyararak diizenler ve bdylece p21 proteini araciligi ile hiicre dongiisiinii G1 agamasinda
durdurur. Ayrica p53, mitoz boliinme i¢in gerekli proteinleri kodlayan c-myc ve c-fos
gibi genlerin transkripsiyonlarin1 diizenleyen E2F transkripsiyon faktori ile fiziksel

olarak etkileserek hiicre dongiisiiniin G2 evresinde durdurulmasinda rol almaktadir.
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Bunlarin yanisira p53, DNA tamiri ve DNA sentez mekanizmasinda rol
oynayan PCNA (proliferating cell nuclear antigen), GADD45 (growth arrest and DNA
damage inducible 45) proteinleri ve programli hiicre 6liimiinde rol alan PUMA (p53 up-
regulated modulator of apoptosis), Noxa, Bax (Bcl-2-associated X protein) ve Fas gibi

proteinlerin transkripsiyonlarini diizenlenmektedir.

p53, DNA replikasyonu sirasinda replikasyonun baslamasiyla ilgili bolgelere
dogrudan baglanarak replikasyon ¢atalinin olusumunu engelleyip transkripsiyondan
bagimsiz bir mekanizmayla replikasyonu baskilamaktadir.  p53 proteini, RPA
(Replicating Protein Antigen) gibi DNA sentezinde rol alan proteinler ile XPB
(Xeraoderma Pigmentosum Group B DNA helicase), XPD (Xeroderma Pigmentosum
Group D DNA helicase), p62 ve topoizomeraz gibi DNA tamirinde rol alan proteinlerle
de fiziksel olarak etkilesmektedir. Bu islevleri disinda, DNA’da gerceklesen ¢ift zincir
kirilmalart ve ya telomer hasarlar1 gibi durumlarda es-dortlii (homo-tetramer) yapilar
halinde DNA’ya baglanarak, DNA sarmalinin ¢6ziilmesini engellemektedir (N. Kogak
ve ark. 2011).

DNA hasarlart dolayli olarak p53’iin stabilizasyonuna ve hiicrede birikmesine
yol agar. ARF (Alternate Reading Frame Protein) proteini MDM2 proteinine baglanarak
p53’i serbest birakir (Yildinm ve ark. 2007). Hipoksi, viral proteinler,onkogen
aktivitesinde artis p53’iin hiicre i¢i yogunlugunu arttirarak ve ii¢ boyutlu yapisini
degistirerek p53’i aktive eder (Cefle 2003). Ayrica p53 proteinin belirli serin/treonin
birimlerinden fosforile edilmesi de aktivasyona neden olur. PARP, DNA-PK, ATM,
ATR ve Chk2, p53 proteinini fosforilleyerek aktivasyonunda rol oynayan
proteinlerdendir. P53 bir kez aktive olduktan sonra yar1 6mri iki katina ¢ikar, aktivitesi
100 kat artar (Yildirim ve ark. 2007).

TP53 genindeki mutasyonlar kanserlerin hemen hemen her tipinde meydana
gelmektedir ve frekanst %10 ( hematolojik malignitelerde) ile %96 ( yiiksek dereceli
over serdz karsinomlarda) arasinda degiskenlik gosterir. Yapilan calismalarda TP53
mutasyonlariin biiyiikk cogunlugunun missense nokta mutasyonu oldugu ve proteinin
DNA’ya baglanma boélgesini etkiledigini gostermistir (Cefle 2003; Walerych ve ark.
2015).

Delesyon veya mutasyon nedeniyle TP53 geninde goriilen fonksiyon kayb1 solid

timorlerin neoplastik transformasyonunda Onemli rol oynadigi ve hematolojik
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malignitelerde hastaligin ilerlemesiyle iligkili oldugu bildirilmistir (Seifert ve ark.
2009).

Kanser hiicrelerinde TP53 genindeki delesyonlar; mutasyonlarin sikliginin artisi,
kromozom anomalileri, gen amplifikasyonu ve anormal kromozom segregasyonuna yol
acabilemektedir (Tavor ve ark. 2011). TP53 yolaginin fonksiyon bozuklugu kromozom
instabilitesinin artmasina katkida bulunarak kompleks veya monozomal karyotipin

ortaya ¢ikisini kolaylastirir. (Gaillard ve ark. 2012).

TP53 genindeki mutasyonlar AML hastalarinin  %10’undan daha azinda
goriiliirken, TP53 geninde meydana gelen delesyon/mutasyonlar veya 17. kromozomun
kaybini iceren TP53 degisiklikleri kompleks karyotipli AML hastalarinda olduk¢a sik
goriilmektedir (Tavor ve ark. 2011).

17p delesyonuna sahip hastalarda genellikle TP53{in bir allelinin kayb1 ve diger
allelin kaybi/mutasyonu goriiliir (Nazha ve ark. 2014). TP53 kayb1 kompleks karyotipli
AML’lerin yaklagik %40’ inda goriilmektedir (Ricker ve ark. 2012). 17. kromozomda
meydana gelen anomaliler AML de dahil olmak {izere birgok hematolojik

malignitelerde kemoterapiye direng ve kotii prognozla iliskilidir (Nazha ve ark. 2014).

Kompleks karyotipin patogenezi hakkinda bilinenler az olsa da yiiksek siklikta
goriilen TP53 degisikliklerinin l6komogenezde onemli rol oynadg: diisiiniilmektedir.
Fare ve insan c¢alismalarindan elde edilen sonuglar bu hipotezi desteklemektedir.
Yapilan fare ¢aligmalarinda TP53 kaybi goriilen miyeloid progenitor hiicrelerin anormal
sekilde kendilerini yeniledigi ve bu nedenle AML gelistigi belirtilmistir. 5g-
sendromundan gelisen yiiksek risk grubundaki AML/MDS hastalarinda TP53
mutasyonu goriilen subklonlarin yayilim gosterdigi gozlenmistir. Son zamanlarda
tedaviyle iligkili kompleks karyotipli AML genomu yeni nesil sekanslamayla
incelendiginde kazanilmis cesitli genetik lezyonlar ve intragenik TP53 delesyonlar
tamimlanmistir (Jadersten ve ark. 2009; Jadersten ve ark. 2011; Zhao ve ark. 2010; Link
ve ark. 2011).

TP53 fonksiyon kaybimnin kemoterapiye direncgle iliskili oldugu gosterilmistir.
Riicker ve ark. yaptig1 ¢alismada TP53 degisikliklerinin, AML’de bir tedavi secenegi
olan 3+7 temelli indiiksiyon kemoterapisine direngle iliskili oldugu belirtilmistir. TP53
degisikliklerinin varlig1 kisa sagkalim stiresiyle iliskilidir. TP53 degisiklikleri goriilen
kompleks karyotipli hastalarin ortalama sagkalim siiresi 4,14 ay iken TP53
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degisiklikleri goriilmeyen kompleks karyotipli hastalarda 10,97 aydir (Riicker ve ark.
2012).

Ilk defa Breems ve ark. tarafindan tanimlanan monozomal karyotip siklikla
kompleks karyotiple iligkilidir (Gaillard ve ark. 2012). Kompleks karyotip uzun siiredir
kotii risk faktorii olarak tanimlanmaktadir, ancak monozomal karyotipin kompleks
karyotipe gore kotii prognozun daha iyi bir gostergesi oldugu belirtilmektedir
(Wawrzyniak ve ark. 2013).

SWOG’un yapmis oldugu genis bir ¢alismada AML hastalarinin %13’iinde
monozomal karyotip bulunmustur. Bu c¢alismada monozomal karyotipli hastalarin
%098°1 yiiksek risk grubu icersinde yer almaktadir. 17p delesyonuna sahip AML
hastalarinin hepsi MK igerisindedir ve kotii prognoza sahiptirler (4 yillik sag kalim %0)
(Medeiros ve ark. 2010; Nazha ve ark. 2014)

Gaillard ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada; Monozomal karyotipli AML’li
hastalarin ¢ogunlugunun (%53.6), monozomal olmayan koétii prognozlu hastalarla
(%5.9) kiyaslandiginda , 17p13.1°de delesyon tasidigi goriilmistir (Gaillard ve ark.
2012). Rucker ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada ise kompleks karyotipli AML
hastalarinda TP53 kayb1 ve mutasyonlarinin sikligi analiz edilmistir. Calismada
kompleks karyotipli hastalarin %78’inin monozomal karyotipe de sahip oldugu
belirtilmektedir. Hem kompleks karyotipe hem de monozomal karyotipe sahip AML
hastalarmin ~ %80’inde, monozomal karyotipe sahip olmayan kompleks karyotipli

hastalarin ise %42’sinde TP53 degisiklikleri gozlenmistir (Riicker ve ark. 2012).

Normal karyotipe sahip AML hastalarinda TP53 kaybi ile ilgili calisma az
olmakla birlikte Tavor ve ark.nin yayininda TP53 kaybi goriilmedigi bildirilmektedir
(Tavor ve ark. 2011).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Calisma Grubu
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Bu tez calismasinda 1999-2013 tarihleri arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi

Biyoloji ABD Sitogenetik Laboratuvarinda, konvansiyonel

geninin kaybin1 incelemek amaciyla floresan in situ hibridizasyon teknigi uygulandi.

Hematoloji ABD'de Akut Miyeloid Lsemi tanisi almis olup ; Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
sitogenetik
yontemiyle karyotip analizi yapilmis ve +4°C’de muhafaza edilmis olan 40 hastanin

kemik iligi aspirasyonuna ait kiiltiir materyallerine 17p13.1°’de lokalize olan TP53

Saglikli kontrol grubunu olusturmak amaciyla ise 20 saglikli bireyin perifer

kanlar1 ¢calismaya dahil edildi ve ayn1 yontem uygulandi.

3.1.2. Kullanilan Gerecler

Etiiv: Memmert
Mikropipet:
» 0,5-10 pl otomatik ayarli Medispec-Plus
» 100-1000ul otomatik ayarl Discovery Comfort
Santrifiij: Hettich Rotafix 32A masaiistii santrifiij
Vorteks: Dragon Lab MX-S
Buzdolabi: Argelik 4042 T Plus +4C
Deep-freeze: Argelik
Hotplate: Selecta
Hassas Terazi: Precisa xB 220 A
pH stick: Isolab

Manyetik Karistirict: Are Velp Scientifica



Su banyosu: Kottermann Labortechnik/ Memmert
Mikroskop:
» Nikon Eclipse E600
» Leica DM 2500
Fluoresans mikroskobu: Olympus Bx51
Fluoresans mikroskobu filtreleri: TxRed, FITC, DAPI
Hibridizasyon cihazi: ThermaBrite
Pastor pipeti
Pipet Uglar
Ependorf tiipii (1,5ml)
Vidali kapakl tiip
Eldiven (Galena)
Kronometre
Enjektor

Termometre

3.1.3. Kullanilan Cam Malzemeler

Lam (Menzel-Glaser Superfrost ground edges 90)
Lamel (Menzel-Glaser 100 Deckglaser)

Beher (50,100,250 ml)

Erlenmayer (250,1000 ml)

Meziir (10,25,50,100,250,500,1000 ml)

Balon joje (250,500 ml)
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3.1.4. Kullanilan Kimyasallar

e HCI: Merck

e Pepsin: Sigma

e NaCl: Carlo Erba

e KCI: Merck

e NaHPO4.2H20: Merck

o KH2PO4: Merck

e NaH2PO4.H20: Merck

o triNaCitrat.2H20: Appli Chem
e Tween 20: Merck

e Metanol: Merck

e Asetik Asit: Merck

e 996 Ethanol: Merck

e DAPI Antifade II: Cytocell
e Immersiyon yag:: Biostain
e Ksilol: Tekkim

e Parafilm

e Rubber Cement: Marabu Fixogum

3.1.5. Kullanilan FISH probu

e Cytocell Aquarius p53 Deletion Probe
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3.1.6. Kullanilan Soliisyonlar

3.1.6.1. Periferik Lenfosit Kiiltiirii i¢cin Kullanilan Soliisyonlar

e Kiiltiir Vasati: %20 fetal bovin serum, L-glutamin, penisilin, streptomisin ve
phytohemagglutinin igeren RPMI 1640 hazir kromozom medyumu (Biochrom
F-5023).

e Colcemid: 10 g/ml Colcemid igeren hazir Colcemid soliisyonu (Biochrom L-
6221).

e Hipotonik sok ¢ozeltisi: 0,075M KCl

e Carnoy fiksatifi: Metanol : Asetik asit (3:1)

3.1.6.2. FISH Yonteminde Kullanilan Soliisyonlar

e %70’1lik Etanol

e %85’lik Etanol

e %100’lik Etanol

e PBS (Phosphat Buffered Saline): 8 gr NaCl
0,2gr KCI
1,4gr NaHPO4.2H.0
0,2gr KH2PO4

1000ml dH20’da ¢ozdiirtiliip kullanildi. +4°C’de sakland1. (pH:7)

e 20 x SSC (Standart Saline Citrate): 43,8 gr NaCl
22,05 gr triNaCitrate.2H,0

250 ml dH20’ da ¢6zdiiriiliip kullanild1.+4°C’de sakland1. (pH:7)
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2 X SSC: 50 ml 20 x SSC, dH;0 ile 500 ml’ye tamamlanip kullanildi.+4°C’de
saklandi. (pH:7)

0,4 x SSC: 10 ml 20 x SSC, dH20 ile 250 ml’ye tamamlanip kullanildi.+4°C’de
saklandi. (pH:7)

%10 Tween 20: 10 ml Tween 20, dH2O ile 100 ml’ye tamamlanip
kullanild1.+4°C’de saklandi.

2 X SSC / %0,05 Tween 20: 25 ml  %10’luk Tween 20
50ml 20 x SSC

dH20 ile 500 m1’ye tamamlanip kullanildi.+4°C’de saklandi.

Pepsin Stok Soliisyonu: 1gr Pepsin (Sigma P-7012), 50 ml dH.O iginde
¢ozdiiriilerek 500ul’lik tiiplerde -20°C’de saklandi.

%1’lik IN HCI: 1 ml 1IN HCI, dH20 ile 100 mI’ye tamamlanip kullanildi.

Ribonuklease A Soliisyonu: Stok ¢ozelti icin 10mg/ml hazirlandi. 15 dk
kaynatildiktan sonra ependorflarda -20°C’de saklandi. Kullanma soliisyonu i¢in

1ul stok ¢ozelti, 99ul 2 x SSC i¢inde ¢ozdiirtiliip kullanildi.

Post Fiksasyon Soliisyonu: %1’lik formamid PBS ¢o6zeltisi igerisinde

¢Ozdiirtildii. 50 mM MgCl2 (1,0165gr/100ml) eklendi. +4°C’de saklandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Periferik Lenfosit Kiiltiirii

Kiiltiirde vasat ortam1 olarak RPMI 1640 medyumu kullanildi.

Kullanilan medyum steril ortamda vidali kapakli tiiplere 5’er ml icerecek sekilde
boliindii ve kullanilacagi zamana kadar -20°C’de saklanda.

Saglikli bireylerden heparinli enjektorle perifer kani alindi.

Her saglikli birey igin, igerisinde 5’er ml medyum bulunan iki tiipe 10’ar damla
perifer kan1 ekimi yapildi.

Tiipler 37°C’lik etiive konularak kiiltiir islemi baslatildi.

Kan ekimini takip eden 70. saatte, hiicreleri metafaz agsamasinda durdurmak
amactyla 0,1 ml Colcemid eklendi.

Kan ekimini takip eden 71,5. saatte kiiltiir sonlandirilarak kromozom eldesi
islemine gecildi.

Tiipler 1300 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.

Hipotonik sok i¢in siipernatant uzaklastirilarak pellet {izerine vorteks esliginde
her tiipe 6 ml 37°C 0,075M KCI eklendi.

Tiipler 37°C’lik etiivde 9 dk bekletildi.

Etlivden ¢ikarilan tiipler 1300 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant uzaklasgtirilarak pellet iizerine vorteks esliginde 6 ml Carnoy
fiksatifi eklenerek hiicreler fikse edildi.

Fikse etme iglemini takiben tiipler 1 gece +4°C’de bekletildi.

Yikama islemi i¢in tiipler 1300 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi, siipernatant
uzaklastirildi. Pellet {izerine vorteks esliginde 6 ml Carnoy fiksatifi eklendi. Bu islem en

az 4 defa tekrarlanarak ornekler yayma i¢in hazir hale getirildi.

3.2.2. FISH Yontemi

3.2.2.1. Preparatlarin Hazirlanmasi
+4°C’de muhafaza edilen, hastalara ait kemik iligi kiiltiir materyallerine once

yikama iglemi uygulandi.
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Tiipler 1300 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve pellet
tizerine vorteks esliginde Carnoy fiksatifi eklendi. Bu islem en az 4 defa tekrar edildi.

Yikama islemi bittikten sonra siipernatant uzaklastirilarak pellet iizerine birkag

damla Carnoy fiksatifi eklendi ve pastor pipeti kullanilarak pipetaj yapildi.

%50-52 nem ortaminda, daha 6nceden yikanip buzdolabinda sogutulmus lam

tizerine 2 damla pellet yayildi.
Preparat iizerine 2 damla Carnoy fiksatifi damlatilarak kurutulmaya birakildi.
Kuruyan praparatlar mikroskopta incelenerek hiicre yogunluklar1 kontrol edildi.

Hiicre yogunlugu bakimindan uygun bulunan preparatlar 1 gece oda 1sisinda
yaslanmaya birakildi. Hiicre yogunlugu az olan hastalar i¢in tiipler 1300 rpm’de 7
dakika tekrar sanrtifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi, hiicre yogunlugu ¢ok olan
hastalar i¢in ise tiiplere birka¢ damla daha Carnoy fiksatifi eklenerek yogunluk
ayarland.

Ayni islemler kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerden alinan perifer kani

materyali i¢in de uygulandi.

3.2.2.2. Hibridizasyon Oncesi Islemler

Kemik iligi materyallerinin hibridizasyon 6ncesi iglemlerinde iki farkli yontem
uygulandi. Yayma Oncesinde yapilan yikamalarda materyalde bulunan artefakt yeterince
armdirilamadigl zaman 6n yikama igleminde preperatlara hem riboniikleaz (RNASe)
hem de pepsin muamelesi uygulandi. Yeterince temiz bulunan preperatlar ile kontrol

grubunu olusturan preparatlar ise sadece pepsinle muamele edildi.

1. Yontem: (RNAse + Pepsin)

Preparatlar oda sicakliginda 1xPBS icerisinde 30 dk bekletildi.

PBS’den ¢ikarilan preperatlarin {izerine 100ul RNAse kullanma soliisyonu

eklenerek plastik lamel ile iistii kapatildi. 37°C’de 1 saat bekletildi.

1 saatin sonunda plastik lamel preperatlarin iizerinden kaldirlip atildi.
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Preperatlar 37°C’lik su banyosunda bulunan 2 x SSC igerisinde 2 dakika
bekletildi. Bu islem 3 defa tekrar edildi.

37°C’lik su banyosunda bulunan 1N HCIl + 99 ml dH2O c¢ozeltisi igerisine
50ul pepsin eklendi ve preperatlar bu solusyon igerisinde yaklasik 2 - 2,5 dk
bekletildi.

Ardindan preperatlar oda sicakligindaki PBS ¢ozeltisi icerisinde 5 dakika
bekletildi.

PBS ¢ozeltisi iginden ¢ikarilan preperatlarin tizerine 100ul post fiksasyon

soliisyonu eklendi ve plastik lamel ile tlizerleri kapatildi. Oda sicakliginda 10
dakika bekletildi.

Plastik lameller iizerlerinden kaldirilip atildi. Preperatlar oda sicakligindaki

PBS ¢ozeltisi igersinde 5 dakika bekletildi.

PBS ¢ozeltisinden ¢ikarilan preperatlar oda sicakligindaki 2 x SSC ¢ozeltisi
icinde 2 dakika bekletildikten sonra 2’ser dakika %70, %85 ve %100°’lik

alkol soliisyonlarindan gegirildi.

Preperatlar hibridizasyon cihazinda 37°C’de 15 dakika bekletildi.

2. Yontem: (Pepsin)

37°C’lik su banyosunda bulunan 1IN HCI + 99 ml dH2O ¢ozeltisi igerisine
50ul pepsin eklendi ve preperatlar bu solusyon igersinde yaklagik 2,5 - 3 dk

bekletildi. Bu siire preparatlardaki arka plan temizligine gore ayarlandi.

Ardindan preperatlar oda sicakligindaki PBS ¢ozeltisi icerisinde 5 dakika
bekletildi.

PBS c¢ozeltisi iginden c¢ikarilan preperatlarin tizerine 100ul post fiksasyon
soliisyonu eklenildi ve plastik lamel ile lizerleri kapatildi. Oda sicakliginda
10 dakika bekletildi.

Plastik lameller iizerlerinden kaldirilip atildi. Preperatlar oda sicakligindaki

PBS c¢ozeltisi icersinde 5 dakika bekletildi.
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PBS ¢ozeltisinden ¢ikarilan preparatlar oda sicakligindaki 2 x SSC ¢ozeltisi
icinde 2 dakika bekletildikten sonra 2’ser dakika %70, %85 ve %100°’lik

alkol soliisyonlarindan gegirildi.

Preperatlar hibridizasyon cihazinda 37°C’de 15 dakika bekletildi.

3.2.2.3. Probun Hazirlanmasi

Her bir preparat i¢in 8ul prob ependorf igerisine konuldu.

Problar 37°C’lik su banyosu igerisinde 15 dakika bekletildi.

3.2.2.4. Prob ve Preparatin Birlestirilmesi
15 dakikanin sonunda hibridizasyon cihazindan g¢ikarilan preparatlarin {izerine

su banyosundan ¢ikarilan prob eklenildi. Her preparat iizerine 8ul prob konuldu.

Preparatlarin iizeri hava kabarcigi kalmayacak sekilde lamel ile kapatildi.

Lamelin ¢evresine yapistirict siiriildii.

3.2.2.5. Denatiirasyon
Prob-preparat 74°C’ye 1sitilmis hot plate iizerinde 1 dakika 40 saniye bekletildi.

3.2.2.6. Hibridizasyon
74°C’den alinan preparatlar icerisine nemli pegete konularak hazir hale getirilen

hibridizasyon cihazi igerisine yerlestirildi ve 37°C’de 19 saat bekletildi.

3.2.2.7. Hibridizasyon Sonrasi1 Yikamalar
19 saatin sonunda hibridizasyon cihazindan alinan preparatlarin iizerinden

lameller dikkatlice ¢ikartildi.

Sicak su banyosu icerisinde 4 x SSC’nin sicaklig1 65°C’ye getirildi.Preparatlar
bu soliisyonda 2 dakika bekletildi.
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Ardindan 2 x SSC / Tween 20 soliisyonu igerisine konuldu ve 30 saniye
bekletildi.

3.2.2.8. Boyama
Her bir preparat iizerine 201 DAPI Antifade soliisyonu eklenildi.

Preparatlar hava kabarcig1 kalmayacak sekilde lamel ile kapatildi.

Analiz edilecek zamana kadar preparat kutusu igerisinde 151k almayacak sekilde
+4°C’de bekletildi.

3.2.2.9. Analiz
FISH teknigi uygulanan preparatlar Olympus Bx51 mikroskobunda x100’liik
immersiyon objektifi ile TxRed, FITC, DAPI filtreleri kullanilarak incelendi.

Tim olgulara yapilan FISH analizinde en az 350 interfaz nukleusu
degerlendirmeye alindi. Nukleus sinirlart belirgin olan, sinyalin giiclii oldugu ve net
goriilebildigi hiicreler analiz edildi. Iki sinyal arasindaki mesafe bir sinyal
biiyiikliigiinden az ise tek sinyal olarak, eger bir sinyal biiylikliiglinden fazla ise iki ayr1
sinyal olarak degerlendirildi. 2 yesil 2 kirmizi sinyal goriilen hiicreler, 2 adet 17.
kromozoma sahip hiicreler olarak, 1 yesil 1 kirmizi sinyal goriilen hiicreler 1 adet 17.
Kromozoma sahip hiicreler olarak degerlendirilirken, 2 yesil 1 kirmiz1 sinyal goriilen
hiicreler ise TP53 delesyonuna sahip hiicreler olarak degerlendirildi. TP53 probunun

sematik gorlintimleri Sekil 3-1 ve Sekil 3-2’de gosterilmistir.

17p13.1

100kb

Sekil 3-1: TP53 delesyon probunun sematik goriintiisii. Kirmiz
sinyal TP53 (17p13.1) gen bolgesini gostermektedir.
Yesil sinyal ise kontrol sinyali olup sentromer bolgesini
gostermektedir. (FISH Probe Catologue, Cytocell)
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Sekil 3-2: TP53 delesyon probunun interfaz nukleuslarindaki sematik goriiniimii.
1: 2 adet 17. kromozomu iceren interfaz nukleusu (2 yesil 2 kirmizi sinyal),
2: 1 adet 17. kromozomu iceren interfaz nukleusu (1 yesil 1 kirmizi sinyal),

3: 17p13.1 bolgesinde delesyon iceren interfaz nukleusu (2 yesil 1 kirmizi sinyal).

3.2.2.10. Istatistiksel Analiz

TP53 delesyonunu degerlendirmek igin, saglikli bireylerden elde edilen FISH
sonuglart ROC analiziyle hesaplanarak cut-off degeri olusturuldu. TP53 (17p13.1)
delesyonu i¢in %7,8 monozomi 17 icin %3 cut-off degeri olarak hesaplandi. Bu
degerlerin altinda sonuca sahip olan olgular delesyon veya monozomi goriilmeyen
olgular olarak degerlendirilirken, bu degerin iizerinde bir sonuca sahip olan olgular

delesyon veya monozomi tastyan olgular olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesinde yiiriitiilen bu yiiksek lisans tez
caligmasinda, 1999-2013 tarihleri arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hematoloji
ABD'de Akut Miyeloid Losemi tanisi almis olup; Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji ABD Sitogenetik Laboratuvarinda, konvansiyonel sitogenetik yontemiyle
karyotip analizi yapilmis ve +4°C’de muhafaza edilmis olan 40 hastanin kemik iligi
aspirasyonuna ait kiiltiir materyallerine 17p13.1°de lokalize olan TP53 geninin kaybini

incelemek amaciyla floresan in situ hibridizasyon teknigi uygulanmaistir.

17°si (%42,5) kadin, 23’4 (%57,5) erkek olan olgularimizin yas ortalamasi
50,87°dir. FAB siniflamasi bilinen 12 hastanin 2°si AML-M1, 3’ AML-M2, 2°si AML-
M3, 4’40 AML-M4, 1’1 AML-MS5 tanilidir. 5 hastanin FAB smiflamasi AML M6, AML
MO/M1/M2, AML M4/M5, AML M1/M2, AML MO/M1 siiphelidir. 23 hastanin ise
FAB siniflandirmasi bilinmemektedir (Tablo 4-1).

Olgulara ait klinik bilgiler Tablo 4-2’de yer almaktadir.

Calisma grubumuzu olusturan 40 hasta ISCN 2013’e¢ gére yapilan karyotip
sonuglart bakimindan kompleks karyotip (KK) , monozomal karyotip (MK) ve normal
karyotip (NK) olmak iizere 3 farkli grup icerisinde yer almaktadir. Ug veya daha fazla
sitogenetik anomali [t(15;17), t(8;21), inv(16), t(16;16) hari¢] tasiyan karyotipe sahip
olgular kompleks karyotip grubu icerisinde degerlendirilirken, en az iki otozomal
monozomi veya en az bir yapisal kromozom anomalisiyle birlikte [t(15;17), t(8;21),
inv(16), t(16;16) hari¢] tek bir otozomal monozomi igeren karyotipe sahip olgular
monozomal karyotip grubu igerisinde degerlendirildi. Analiz edilen metafazlarda klonal
anomali goriilmeyen olgular ise normal karyotip grubu igerisinde degerlendirildi.
Calismada yer alan 40 hastanin 3’ kompleks karyotipe, 2’si monozomal Kkaryotipe,
23’1 normal karyotipe sahip iken 12 hasta ise hem kompleks hem de monozomal
karyotipe sahiptir (Tablo4-3).

Calisma grubumuzu olusturan 40 hastanin kompleks, monozomal ve normal

karyotipe gore dagilimlart Tablo 4-4’de yer almaktadir.

Calisma grubumuzu olusturan 40 hastaya ait FISH sonuclar1 Tablo 4-5’de yer

almaktadir.



Tablo 4-1: Olgulara ait genel bilgiler

Olgu No Ad Soyad Yas Cinsiyet | Tam
Olgul A A 28 E AML M1
Olgu 2 H.G 47 E AML
Olgu 3 F.Y. 53 K AML
Olgu 4 S. U. 46 E AML
Olgu 5 R.P. 31 K AML M2
Olgu 6 A. 0. 50 K AML M2
Olgu 7 N. Y. 54 K AML M2
Olgu 8 Y. U. 69 K AML
Olgu 9 A K. 51 K AML M0/M1/M2?
Olgu 10 S.T. 53 K AML M5
Olgu 11 S. B. 54 E AML
Olgu 12 S.H. 46 K AML M4/M5?
Olgu 13 A M. 52 E AML M1/M2?
Olgu 14 V. B. 70 K AML
Olgu 15 N. Y. 50 E AML M1
Olgu 16 B.C. 62 E AML
Olgu 17 M.Y. 56 E AML
Olgu 18 B.S. 22 K AML
Olgu 19 F.C. 40 K AML
Olgu 20 T.P. 35 E AML
Olgu 21 N. T. 45 K AML
Olgu 22 B. K. 78 K AML
Olgu 23 M. T. 24 K AML M4
Olgu 24 O.F.Y. 49 E AML
Olgu 25 A A 51 E AML
Olgu 26 N. A. 28 K AML
Olgu 27 A H.H. 61 E AML
Olgu 28 F.S.O. 30 E AML
Olgu 29 M. A. 62 E AML M3
Olgu 30 K. O. 75 E AML M4
Olgu 31 M. P. 72 E AML M6?
Olgu 32 H. G. 33 E AML M0/M1?
Olgu 33 C. K. 43 E AML M3
Olgu 34 E.O. * E AML
Olgu 35 F.S. 63 E AML
Olgu 36 M. T. 57 E AML M4
Olgu 37 M.O. 59 K AML
Olgu 38 M. M. O. 62 E AML M4
Olgu 39 M. S. K. 57 E AML
Olgu 40 G.U. 66 K AML

* [saretli olgunun yas bilgisine ulagilamamistir.
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Tablo 4-2: Olgulara ait klinik bilgiler
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. Kemik
. . Periferik
| Lokosit | Hemoglobin| Trombosit iliginde | .
Olgu LDH | kanda blast Indiiksiyona yamt
No (WBC) (HGB) (PLT) blast
yiizdesi
yiizdesi
_* _* _* _* _* _* _*
Olgul
_* _* _* _x _* _* _*
Olgu 2
_* _* _* _* _* _* _*
Olgu 3
Olau 4 TAM REMISYON
g 2300 8.9 28000 400 -* -* YOK
Olgu5 |7100 5.1 35000 662 84% 58% TAM REMISYON
KISMI
Olgu 6 |3500 10,4 41000 1076 |74% 7% REMISYON
TAM REMISYON
Olgu 7 {4500 4.2 17000 -* 66% 88% YOK
TAMREMISYON
Olgu 8 [3200 54 26000 -* -* -* YOK
_* _* _*x _* _* _* _*
Olgu 9
Olgu 10 [58800 8.9 97000 -* -* -* TAM REMISYON
_x _x _* _* _* _* _*
Olgu 11
2 INDUKSIYONA
Olgu 12 |46 200.000 -* -* -* -* YANIT VAR
Olgu 132000 57 11000 -* 34% 67% TAM REMISYON
_* _* _* _* _* _* _x
Olgu 14
Olgu 15 | 75000 14 25000 -* -* 90% TAM REMISYON
_* _* _* _* _* _* _x
Olgu 16
_* _* _* _* _* _* _x
Olgu 17
_* _* _* _* _* _* _*
Olgu 18
_* _* _* _* _* _* _x
Olgu 19
Olgu 20| 15250 7,6 108000 416 90% -* -*
Olgu 21 {7890 11.8 88000 -* 0% -* TAM REMISYON
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Olgu
22

238000

13,5

808

84%

88%

Olgu
23

25080

9.1

24000

50%

64%

TAM REMISYON

Olgu
24

33000

7.7

26000

442

86%

64%

TAM REMISYON
YOK

Olgu
25

1800

10,9

68000

634

10%

82%

Olgu
26

SITOPENI

SITOPENI

NORMAL

TAM REMISYON

Olgu
27

191000

7,3

37000

70%

88%

REMISYONA
BAKILMADAN
EX

Olgu
28

7800

12,7

201000

0%

37%

2 KUR 3/7 DE
REMISYON

Olgu
29

*

*

*

Olgu
30

4710

8,9

79000

6%

60%

Olgu
31

1300

8.5

21000

6%

30%

Olgu
32

7390

3,9

80000

2046

TAM REMISYON
YOK

Olgu
33

490

8000

TAM REMISYON

Olgu
34

*

Olgu
35

Olgu
36

152000

TAM REMISYON
YOK

Olgu
37

*

Olgu
38

TAM REMISYON

Olgu
39

TAM REMISYON

Olgu
40

TAM REMISYON

*: Bu olgulara ait bilgilere ulagilamamigtir
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Olgu |incelenen | Karyotip Karyotip
No Metafaz Tipi
Sayisi
44~49,XY ,del(5p)[17],-7[2],add(8q)[12],del(99)[10],-10[2], *KK
del(12p)[16],-13[2],-16[2],-18[18],+21[16], mar1[17], +mar2[16],

1 18 +mar3[2][cp18] *MK

KK
41~45,XY,-3,-5,-7,der(17)t(17;?;?)(p13;?;?),-18 ,+marl, +mar2,

2 8 +mar3[cp8] MK
40~53,XX,-X[3], +6[2], +9[8], t(9;22)(q34;q11)[19], +13[9], KK
+14[4],+15[10],+17[6],+18[9],+19[9],+20[3],+21[8],del(21)(q22)[2]

3 19 ,+22[7],der(22)t(9;22)(934;911)[9][cp19]

4 17 42~46,XY,-15[3],-18[5][cp8]/46,XY[9] MK

KK
29~45,<2n>,XX,-X[5],-7[10],-17[4],-18[4],-19[5],-21[4],

5 17 -22[3][cpl5] /46,XX[2] MK

6 16 37~45,XY,-9[3],-22[3][cp6]/46,XY[10] MK

KK

7 18 41~45,XX,-7[3],-8[4],-10[3],-11[3],-15[3][cp7]/46,XX[11] MK

KK
41~45,XX,-X[4],-5[18]-7[5],-12[19],-14[18],-16[16],-17[16],-18[5], MK
-21[3] ,(+marl[19 ],+mar2[16] ,+mar3[16], +mar4[5], +mar5[3]

8 22 [cp20] /46,XX][2]
40~45,XX,-8[4],-15[3],-18[3], +mar[3][cp8] /25~32,X ,+8[2], KK

9 18 +19[2],+mar[2][cp2]/46,XX[8] MK

10 18 46,XX[18] *NK

KK

11 20 45~47,XY,+1[20],der(1)t(1;7)(p12?;p12?)[20],-7[20],+mar[2][cp20] MK

12 18 46,XX[18] NK
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13 14 46,XY[14] NK
14 2 46,XX[2] NK
15 15 46,XY[15] NK
16 2 46,XY[2] NK
KK
46~52,XY,+1[20],der(1)t(1;7)(p11;p11)[20],
17 20 -7[20], +14[5],+16[6],+21[6],+22[6][cp20] MK
18 11 46,XX[11], NK
19 12 46,XX[12] NK
20 16 46,XY[16] NK
21 16 46,XX[16] NK
22 18 46,XX[18] NK
23 14 46,XX[14] NK
KK
44~45 X,add(Y)(q12)[18],4(3;17)(p22;911)[18],
24 20 -5[18],-16[18], der(18)?[4], MK
der(19)t(13;19)(q12;q12)[18], -20[3],
+marl[18], +mar2[2][cpl18] / 46,XY[2]
25 15 46~50,XY,+8[2],+9[3],+21[3][cp5]/46,XY[10] KK
26 19 46,XX[19] NK
27 18 46,XY[18] NK
28 17 46,XY[17] NK
29 16 46,XY[16] NK
30 20 45~48,XY,+marl1[13],+marl[8],+mar2[8][cp20] KK
31 17 46,XY[17] NK
32 2 46,XY[2] NK
33 2 46,XY[2] NK




Tablo 4-3 Devam

57

34 18 46,XX[18] NK

35 16 46,XY[16] NK

36 16 46,XY[18] NK

37 19 46,XX[19] NK
42~47,XY ,del(2)(p13)[10],+4[3],t(4;19)(q21;p KK
or q13)[4],der(4)t(4;19)(q21;p or q13)[6],

12 -5[10], add(8)(p23)[8],-10[3], -11[7], MK
i(11)(g10)[10],+13[8],add(13)(g34)[10],

38 -17[4],+19[2], +20[4], -22[5],
der(Dt(?;6)(?;p12)[7], +marl[7],
+mar2[4][cp10]/46,XY[2]

39 18 41~45,XY,-18[3],-20[3][cp5] /25~34, X, KK
+1[3],+3[2],+7[2], +12[2], +14[2], +15[2],
+20[2],+22[2][cp3] /46,XY[10] MK
40~46,XX,del(11)(q21)[18],-18[3],-20[3], KK
-21[4][cp18] /24~31, X,+X[3],+1[3],

40 21 +2[3][cp3] MK

*KK- Kompleks Karyotip, MK- Monozomal Karyotip, NK- Normal Karyotip

Tablo 4-4: 40 olgunun kompleks, monozomal ve normal karyotipe gore dagilimlar:

Karyotip Grubu Olgu Sayisi
Kompleks Karyotip (KK) 3
Monozomal Karyotip(MK) 2
Kompleks ve Monozomal Karyotip (KK+MK) 12
Toplam Kompleks Karyotip (KK ve KK+MK) 15
Toplam Monozomal Karyotip (MK ve KK+MK) 14
Normal Karyotip (NK) 23
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Incelenen | FISH SONUCLARI
Olgu |KARYOTIP Interfaz (%0)
Nukleus
No Sayisi del(17)(p13.1) |-17
44~49,XY ,del(5p)[17],-7[2],add(8q)[12],del(9g)[10],-10[2]
,del(12p)[16],-13[2],-16[2],-18[18],+21[16], 447 %7,83 %6,71
1 marl1[17],+mar2[16],+mar3[2][cp18]
41~45,XY,-3,-5,-7,der(17)t(17;?;?)(p13;?;?),-18,
2 +marl,+mar2,+mar3[cp8] 450 %53,33 %23,55
40~53,XX,-
X[3],+6[2],+9[8]1,t(9;22)(q34;911)[19],+13[9],+14[4],+15[10] %8 86 0%4 86
,+17[6],+18[9],+19[9],+20[3],+21[8],del(21)(q22)[2],+22[7], 350 ' '
3 der(22)t(9;22)(934;911)[9][cp19]
4 42~46,XY,-15[3],-18[5][cp8]/46,XY[9] 451 %11,71 %3,99
29~45,<2n> XX,-X[5],-7[10],-17[4],-18[4],-19[5],-21[4], . 0
5 |-22[3][cp15]/46,.XX[2] gs0 | 7857 %5,43
6 37~45,XY,-9[3],-22[3][cp6]/46,XY[10] 410 %4,63 %8,78
7 41~45,XX,-7[3],-8[4],-10[3],-11[3],-15[3][cp7]/46,XX[11] 472 %4,87 %3,60
41~45,XX,-X[4],-5[18]-7[5],-12[19],-14[18],-16[16],-17[16]
-18[5],-21[3], +marl[19], +mar2[16], +mar3[16], +mar4[5] 350 %29,14 %18
8 +mar5[3][cp20]/46,XX[2]
40~45,XX,-8[4],-15[3],-18[3], +mar[3][cp8]/25~32,X,+8[2], 350 %5,14 %6
9 +19[2],+mar[2][cp2]/46,XX][8]
10 46,XX[18] 350 %3,14 %1,71
45~47, XY ,+1[20],der(1)t(1;7)(p12?;p12?)[20],-7[20],
11 +mar[2][cp20] 519 %5,59 %4,62
12 |46,XX[18] 350 |47 4,57
13 46,XY[14] 350 %1,14 %1,71
14 [46,XX[2] 350 | 7057 %3,14
350
15 46,XY[15] 4,28 %3,42
500
16 46,XY[2] %2,6 %2,6
46~52,XY,+1[20],der(1)t(1;7)(p11;p11)[20],-7[20],
17 +14[5],+16[6],+21[6],+22[6][cp20] 350 w142 w71
18 46,XX[11], 350 %2,28 %5,14
19 46,XX[12] 350 %2 %2
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20 |46,XY[16] 502 |%2,59 %2,19
21 |46,XX[16] 350 | %1,14 %1,43
22 |46,XX[18] 350  |%4,28 %1,43
23 |46,XX[14] 350 | %1,14 %2
44~45 X,add(Y)(q12)[18],t(3;17)(p22;q11)[18],-5[18],-16[18]
der(18)?[4],der(19)t(13;19)(q12;q12)[18],-20[3], %8,57 %19,42
24 +marl[18],+mar2[2][cp18]/ 46,XY[2] 350
25  |46~50,XY ,+8[2],+9[3],+21[3][cp5]/46,XY[10] 505  |%6,13 %2,97
26 |46,XX[19] 350  |%d4 %4,28
27 | 46,XY[18] 350 | %142 %1,71
28 |46,XY[17] 350 | %2,28 %2,85
29 |46,XY[16] 350 |%171 %0.3
30  |45~48,XY,+mar1[13],+mar1[8],+mar2[8][cp20] 502 |%5,38 %3,38
31 |46,XY[17] 350  |%1,42 %1,42
32 |46,XY[2] 409 | %1,22 %5,72
33 [46,XY[2] 455 | %265 %4,49
34 |46,XX[18] 500 | %2,2 %3,2
35  |46,XY[16] 511  |%28,57 %16,82
36 |46,XY[18] 350  |%1,42 %1,14
37 |46,XX[19] 460 | %1,30 %2,60
42~47, XY, del(2)(p13)[10],+4[3] t(4;19)(q2L;p or q13)[4],
der(4)t(4;19)(q21;p or 13)[6],-5[10],add(8)(p23)[8],-10[3], 551
-11[7],i(11)(q10)[10],+13[8],add(13)(q34)[10],-17[4], +19[2], %091,10 %3,99
+20[4],-22[5], t(?;6)(?;p12)[7], +marl[7], +mar2[4][cpl0]
38 |/46,XY[2]
41~45 XY ,-18[3],-20[3][cp5] /25~34,X, +1[3], +3[2], +7[2], %9.78 %62.89
39 |+12[2], +14[2],+15[2],+20[2],+22[2][cp3] /46,XY[10] 552 |77 0%
40~46,XX,del(11)(g21)[18],-18[3],-20[3],-21[4][cp18] . .
40 |/24~31.X, +X[3] +1[3].+2[3][cp3] 510 | 7607 %2,84
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4.1. Olgularin Karyotip ve FISH Degerlendirmeleri

Olgu 1: AML M1 tanis1 konulmus 28 yasindaki erkek hastanin kemik iligi
aspirasyon materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda hem kompleks karyotip
hem de monozomal karyotip gozlenmistir. 18 metafazda yapilan inceleme sonucunda
44-49 arasinda degisen kromozom sayisi ile 7, 10, 13, 16 ve 18. kromozomlarin
monozomisi Ve 21. kromozomun trizomisi goriilmiistiir. Gézlenen yapisal anomaliler
ise del(5p), add(8q), del(9q), del(12p)’dir. Ayrica marker kromozomlarda saptanmistir.
Yapilan FISH sonucunda 447 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde
%7,83 oraninda delesyon goriiliirken %6,71 oraninda 17. kromozomun monozomisi
gbzlenmistir. Bu sonuglar cut-off degerlerinin iistiinde olup delesyon ve monozomiyle

uyumludur.

Olgu 2: AML tanili 47 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda hem kompleks hem de monozomal
karyotip gozlenmistir. 8 metafazda yapilan inceleme sonucunda 41-45 arasinda degisen
kromozom sayist ile 3, 5, 7 ve 18. kromozomun monozomisi goriilmistiir. G6zlenen
yapisal anomali der(17)’dir. Ayrica marker kromozomlarda saptanmistir. Yapilan FISH
sonucunda 450 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bdlgesinde %53,33 oraninda
delesyon goriiliirken, %23,55 oraninda 17. kromozomun monozomisi gozlenmistir. Bu

sonuglar cut-off degerlerinin iistiinde olup delesyon ve monozomiyle uyumludur.

Olgu 3: AML tanili 53 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda hem kompleks hem de monozomal
karyotip gozlenmistir. 19 metafazda yapilan inceleme sonucunda 40-50 arasinda
degisen kromozom sayisi ile 6, 9, 13, 14, 15, 17, 18, 19, 20, 21 ve 22. kromozomun
trizomisi goriiliirken X’in monozomisi gozlenmistir. Go6zlenen yapisal anomaliler
t(9;22)(q34:;q11), del(21)(q22) ve der(22)t(9;22)(q34;q11)’dir. Yapilan FISH sonucunda
350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %8,86 oraninda delesyon
saptanirken, %4,86 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu sonuglar

cut-off degerlerinin iistiinde olup delesyon ve monozomiyle uyumludur.
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Olgu 4: AML tanili 46 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda monozomal karyotip gozlenmistir. 17
metafazda yapilan inceleme sonucunda, 8 metafazda 42-46 arasinda degisen kromozom
sayist ile 15 ve 18. kromozomlarin monozomisi goriilirken, 9 metafazda 46,XY
kromozom yapist saptanmigtir. Yapilan FISH sonucunda 451 interfaz nukleusu
incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %11,71 oraninda delesyon goriiliirken, %3,99
oraninda 17. kromozomun monozOmisi goriilmiistiir. Bu sonuglar cut-off degerlerinin

iistiinde olup delesyon ve monozomiyle uyumludur.

Olgu 5: AML M2 tanili 31 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda hem kompleks hem de monozomal
karyotip gozlenmistir. 17 metafazda yapilan inceleme sonucunda, 15 metafazda 29-45
arasinda degisen kromozom sayisi ile 7, 17, 18, 19, 21, 22 ve X kromozomlarinin
monozomisi goriilirken. 2 metafazda 46,XX kromozom yapist saptanmistir. Yapilan
FISH sonucunda 350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %8,57
oraninda delesyon goriilirken, %5,43 oraninda 17. kromozomun monozomisi
goriilmiistiir. Bu sonuglar cut-off degerlerinin {istiinde olup delesyon ve monozomiyle

uyumludur.

Olgu 6: Kok hiicre transplantasyonu uygulanmig AML M2 tanili 50 yasindaki
kadin hastanin kemik iligi aspirasyon materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda
monozomal Kkaryotip gozlenmistir. Incelenen 16 metafazin 6’sinda 37-45 arasinda
degisen kromozom sayisi ile 9 ve 22. kromozomlarin monozomisi goriiliirken 10
metafazda 46,XY kromozom yapisi gozlenmistir. Yapilan FISH sonucunda 410 interfaz
nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %4,63 oraninda delesyon goriiliirken,
%8,78 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu degerler delesyon ile

uyumlu olmayip yalnizca monozomiyle uyumludur.

Olgu 7: AML M2 tanili 45 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda hem kompleks hem de monozomal

karyotip gdzlenmistir. Incelenen 18 metafazin 7’sinde 41-45 arasinda degisen
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kromozom sayist ile 7, 8, 10, 11 ve 15. Kromozomlarin monozomisi goriiliirken, 11
metafazda 46,XX kromozom yapist gozlenmistir. Yapilan FISH sonucunda 472
interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %4,87 oraninda delesyon
goriiliirken, %3,60 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmistiir. Bu degerler

delesyon ile uyumlu olmayip yalnizca monozomiyle uyumludur.

Olgu 8: AML tanili 69 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda hem kompleks hem de monozomal
karyotip gdzlenmistir. Incelenen 22 metafazin 20’sinde 41-45 arasinda degisen
kromozom sayist ile 5, 7, 12, 14, 16, 17, 18, 21 ve X kromozomlarinin monozomisi ve
marker kromozomlar gbzlenirken, 2 metafazda 46,XX kromozom yapist saptanmistir.
Yapilan FISH sonucunda 350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde
%29,14 oraninda delesyon goriilirken, %18 oraninda 17. kromozomun monozomisi
goriilmiistiir. Bu sonuglar cut-off degerlerinin {istiinde olup delesyon ve monozomiyle

uyumludur.

Olgu 9: AML tanili 51 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda hem kompleks hem de monozomal
karyotip gdzlenmistir. Incelenen 18 metafazin 8’inde 40-45 arasinda degisen kromozom
sayist ile 8, 18 ve 19. kromozomlarin monozomisi ve marker kromozom gozlenirken
2’sinde 25-32 arasinda degisen (haploid) kromozom sayisi, 8. ve 19. kromozomlarda
artis ve marker kromozom goriilmistiir. 8 sahada ise 46,XX kromozom yapisi
saptanmistir. Yapilan FISH sonucunda 350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1
bolgesinde %5,14 oraninda delesyon go6zlenirken, %6 oraninda 17. kromozomun
monozomisi goriilmiistiir. Bu degerler delesyon ile uyumlu olmayip yalnizca

monozomiyle uyumludur.

Olgu 10: AML MS5 tanili 53 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir. 18
metafazda yapilan inceleme sonucunda 46,XX kromozom yapisi saptanmistir. Yapilan

FISH sonucunda 350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %3,14
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oraninda delesyon go6zlenirken, %21,71 oraninda 17. kromozomun monozomisi
goriilmistiir. Bu sonuglar cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle

uyumlu degildir.

Olgu 11: AML tanili 54 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmig olan G bantlama sonucunda hem kompleks hem de monozomal
karyotip gozlenmistir. 20 metafazda yapilan inceleme sonucunda 45-47 arasinda
degisen kromozom sayis1 ile 1. kromozomun trizomisi ve 7. kromozomun monozomisi
goriilmiistiir. Gozlenen yapisal anomali der(1)t(1;7)(p12?;p12?)’dir. Ayrica marker
kromozomda gozlenmistir. Yapilan FISH sonucunda 519 interfaz nukleusu incelenmis
olup, 17p13.1 bolgesinde %5,59 oraninda delesyon gozlenirken, %4,62 oraninda 17.
kromozomun monozomisi gorilmiistir. Bu degerler delesyon ile uyumlu olmayip

yalnizca monozomiyle uyumludur.

Olgu 12: AML tanili 46 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
Incelenen 18 metafazda 46,XX kromozom yapisi saptanmistir. Yapilan FISH
sonucunda 350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %4,57 oraninda
delesyon gozlenirken, %4,57 oraninda 17. Kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu

degerler delesyon ile uyumlu olmayip yalnizca monozomiyle uyumludur.

Olgu 13: AML tanili 52 yagindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip goézlenmistir. 14
metafazda yapilan inceleme sonucunda 46,XY kromozom yapist saptanmistir. Yapilan
FISH sonucunda 350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %1,14
oraninda delesyon go6zlenirken, %21,71 oraninda 17. kromozomun monozomisi
goriilmistiir. Bu degerler cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle

uyumlu degildir.

Olgu 14: AML tanili 70 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon

materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
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Incelenen 2 metafazda 46,XX kromozom yapisi saptanmustir. Yapilan FISH sonucunda
350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %0,57 oraninda delesyon
gozlenirken, %3,14 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmistiir. Bu degerler

delesyon ile uyumlu olmayip monozomiyle uyumludur.

Olgu 15: AML M1 tanili 50 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
Incelenen 15 metafazda 46,XY kromozom yapisi saptanmustir. Yapilan FISH sonucunda
350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %4,28 oraninda delesyon
gozlenirken, %3,42 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu degerler

delesyon ile uyumlu olmayip monozomiyle uyumludur.

Olgu 16: AML tanili 62 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip goézlenmistir.
Incelenen 2 metafazda 46,XY kromozom yapist saptanmistir. Yapilan FISH sonucunda
500 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %2,6 oraninda delesyon
gozlenirken, %2,6 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmistiir. Bu degerler

cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle uyumlu degildir.

Olgu 17: AML tanilhi 56 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda hem kompleks hem de monozomal
karyotip gdzlenmistir. Incelenen 20 metafazda 46-52 arasinda degisen kromozom sayisi
ile 1, 14, 16, 21 ve 22. kromozomlarin trizomisi saptanirken, 7. kromozomun
monozomisi gorillmiistiir. Go6zlenen yapisal anomali ise der(1)t(1;7)(p11;p11)’dir.
Yapilan FISH sonucunda 350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde
%7,42 oraninda delesyon gozlenirken, %7,71 oraninda 17. kromozomun monozomisi

goriilmistiir. Bu degerler delesyon ile uyumlu olmayip monozomiyle uyumludur.

Olgu 18: AML tanili 22 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.

Incelenen 11 metafazda  46,XX kromozom yapisi saptanmistir. Yapilan FISH
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sonucunda 350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %2,28 oraninda
delesyon gozlenirken, %5,14 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu

degerler delesyon ile uyumlu olmayip monozomiyle uyumludur.

Olgu 19: AML tanili 40 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
Incelenen 12 metafazda  46,XX kromozom yapis1 saptanmustir. Yapilan FISH
sonucunda 350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %2 oraninda
delesyon gozlenirken, %2 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmistiir. Bu

degerler cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle uyumlu degildir.

Olgu 20: AML tanmili 35 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip goézlenmistir.
Incelenen 16 metafazda 46,XY kromozom yapis1 saptanmistir. Yapilan FISH
sonucunda 502 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %2,59 oraninda
delesyon gozlenirken, %2,19 oraninda 17. kromozomun monozomisi gériilmiistiir. Bu

degerler cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle uyumlu degildir.

Olgu 21: AML tanili 45 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
Incelenen 16 metafazda  46,XX kromozom yapist saptanmustir. Yapilan FISH
sonucunda 350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %1,14 oraninda
delesyon gozlenirken, %1,43 oraninda 17. Kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu

degerler cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle uyumlu degildir.

Olgu 22: AML tanili 78 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gbzlenmistir.
Incelenen 18 metafazda  46,XX kromozom yapist saptanmustir. Yapilan FISH
sonucunda 350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %4,28 oraninda
delesyon gozlenirken, %1,43 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu

degerler cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle uyumlu degildir.
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Olgu 23: AML M4 tanili 24 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmig olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
Incelenen 14 metafazda  46,XX kromozom yapisi saptanmistir. Yapilan FISH
sonucunda 350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %1,14 oraninda
delesyon gozlenirken, %2 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmistiir. Bu

degerler cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle uyumlu degildir.

Olgu 24: AML tanili 49 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda hem kompleks hem de monozomal
karyotip gozlenmistir. incelenen 20 metafazin 18’inde 44-45 aras1 degisen kromozom
sayist ile 5, 16 ve 20. kromozomlarin monozomisi goriilmiistiir. Gézlenen yapisal
anomaliler add(Y)(g12), t(3;17)(p22;q11), der(18)? ve der(19)t(13;19)(q12;912) dur.
Ayrica marker kromozomlarda goriilmiistiir. 2 metafazda ise 46,XY kromozom yapisi
saptanmistir. Yapilan FISH sonucunda 350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1
bolgesinde %8,57 oraninda delesyon gozlenirken, %19,42 oraninda 17. kromozomun
monozomisi gorilmistiir. Bu degerler cut-off degerinin istiinde olup delesyon ve

monozomiyle uyumludur.

Olgu 25: AML tanili 51 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda kompleks karyotip gozlenmistir.
incelenen 15 metafazin 5’inde 46-50 arasinda degisen kromozom sayisi ile 8, 9 ve 21.
kromozomlarin trizomisi goriilmiistiir. 10 metafazda ise 46,XY kromozom yapisi
saptanmistir. Yapilan FISH sonucunda 505 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1
bolgesinde %6,13 oraninda delesyon gozlenirken, %2,97 oraninda 17. kromozomun
monozomisi gorilmiistir. Bu degerler cut-off degerinin altinda olup delesyon ve

monozomiyle uyumlu degildir.

Olgu 26: AML tanili 28 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmig olan G bantlama sonucunda normal Karyotip gozlenmistir.

Incelenen 19 metafazda 46,XX kromozom yapisi saptanmustir. Yapilan FISH sonucunda
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350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %4 oraninda delesyon
gozlenirken, %4,28 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu degerler

delesyon ile uyumlu olmayip yalnizca monozomiyle uyumludur.

Olgu 27: AML tanili 61 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
Incelenen 18 metafazda 46,XY kromozom yapisi saptanmustir. Yapilan FISH sonucunda
350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %1,42 oraninda delesyon
gozlenirken, %1,71 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu degerler

cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle uyumlu degildir.

Olgu 28: AML tanili 30 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip goézlenmistir.
Incelenen 17 metafazda 46,XY kromozom yapis1 saptanmustir. Yapilan FISH sonucunda
350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %2,28 oraninda delesyon
gozlenirken, %2,85 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu degerler

cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle uyumlu degildir.

Olgu 29: AML M3 tanili 62 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
Incelenen 16 metafazda 46,XY kromozom yapist saptanmistir. Yapilan FISH sonucunda
350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %1,71 oraninda delesyon
gozlenirken, %0,3 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmistiir. Bu degerler

cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle uyumlu degildir.

Olgu 30: AML M4 tanili 75 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda kompleks karyotip gézlenmistir.
Incelenen 20 metafazda 45-48 aras1 degisen kromozom sayisi ile marker kromozomlar
goriilmiistiir. Yapilan FISH sonucunda 502 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1

bolgesinde %5,38 oraninda delesyon gozlenirken, %3,38 oraninda 17. kromozomun
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monozomisi goriilmistiir. Bu degerler delesyon ile uyumlu olmayip yalnizca

monozomiyle uyumludur.

Olgu 31: AML tanili 72 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmig olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
Incelenen 17 metafazda 46,XY kromozom yapis1 saptanmustir. Yapilan FISH sonucunda
350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %1,42 oraninda delesyon
gozlenirken, %1,42 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu degerler

cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle uyumlu degildir.

Olgu 32: AML tanili 33 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
Incelenen 2 metafazda 46,XY kromozom yapisi saptanmistir. Yapilan FISH sonucunda
409 interfaz nukleusu incelenmis olup,17p13.1 bdlgesinde %1,22 oraninda delesyon
gozlenirken, %5,72 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu degerler

delesyon ile uyumlu olmayip yalnizca monozomiyle uyumludur.

Olgu 33: AML M3 tanili 43 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
Incelenen 2 metafazda 46,XY kromozom yapisi saptanmustir. Yapilan FISH sonucunda
455 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %2,65 oraninda delesyon
gozlenirken, %4,49 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu degerler

delesyon ile uyumlu olmay1p yalnizca monozomiyle uyumludur.

Olgu 34: Kok hiicre transplantasyonu uygulanmis AML tanili erkek hastanin
kemik iligi aspirasyon materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal
karyotip gdzlenmistir. incelenen 18 metafazda 46,XX kromozom yapisi saptanmistir.
Yapilan FISH sonucunda 500 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde
%2,2 oraninda delesyon gozlenirken, %3,2 oraninda 17. kromozomun monozomisi
goriilmistiir. Bu degerler delesyon ile uyumlu olmaylp yalnizca monozomiyle

uyumludur.
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Olgu 35: AML tanili 63 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
Incelenen 16 metafazda 46,XY kromozom yapisi saptanmustir. Yapilan FISH sonucunda
511 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 boélgesinde %28,57 oraninda delesyon
gozlenirken, %16,82 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu degerler

cut-off degerinin tistiinde olup delesyon ve monozomiyle uyumludur.

Olgu 36: AML M4 tanili 57 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmig olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
Incelenen 18 metafazda 46,XY kromozom yapis1 saptanmustir. Yapilan FISH sonucunda
350 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %1,42 oraninda delesyon
gozlenirken, %1,14 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu degerler

cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle uyumlu degildir.

Olgu 37: AML tanili 59 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda normal karyotip gozlenmistir.
Incelenen 19 metafazda 46,XX kromozom yapis1 saptanmustir. Yapilan FISH sonucunda
460 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %1,30 oraninda delesyon
gozlenirken, %2,60 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu degerler

cut-off degerinin altinda olup delesyon ve monozomiyle uyumlu degildir.

Olgu 38: AML M4 tanili 62 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda hem kompleks hem de monozomal
karyotip gdzlenmistir. Incelenen 12 metafazin 10’unda 42-47 arasnda degisen
kromozom sayis1 goriiliirken, 4, 13, 19 ve 20. kromozomlarin trizomisi ile 5, 10, 11, 17
ve 22. kromozomlarin monozomisi saptanmistir. GoOzlenen yapisal anomaliler ise
del(2)(p13), t(4;19)(q21;p or q13), der(4)t(4;19)(q21;p or q13), add(8)(p23), i(11)(q10),
add(13)(q34) ve der(?) t(?;6)(?;p12)’dir. Ayrica marker kromozomlar da gozlenmistir.
Incelenen 2 metafazda ise 46,XY kromozom yapisi saptanmistir. Yapilan FISH

sonucunda 551 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde %91,10 oraninda



70

delesyon gozlenirken, %3,99 oraninda 17. kromozomun monozomisi goriilmiistiir. Bu

degerler cut-off degerinin iistiinde olup delesyon ve monozomiyle uyumludur.

Olgu 39: AML tanili 57 yasindaki erkek hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda hem kompleks hem de monozomal
karyotip gozlenmistir. Incelenen 18 metafazin 3’{inde 41-45 aras1 degisen kromozom
sayisi ile 18 ve 20. kromozomlarin monozomisi goriilmiistiir. 3 metafazda 25-34 arasi
degisen (haploid) kromozom sayisiyla birlikte 1, 3, 7, 12, 14, 15, 20 ve 22.
kromozomlarda artis gdzlenmistir. Incelenen 10 metafazda ise 46,XY kromozom yapisi
saptanmistir. Yapilan FISH sonucunda 552 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1
bolgesinde %9,78 oraninda delesyon gozlenirken, %2,89 oraninda 17. kromozomun
monozomisi goriilmiistiir. Bu degerler monozomiyle uyumlu olmayip yalnizca delesyon

ile uyumludur.

Olgu 40: AML tanili 66 yasindaki kadin hastanin kemik iligi aspirasyon
materyaline yapilmis olan G bantlama sonucunda hem kompleks hem de monozomal
karyotip gdzlenmistir. Incelenen 21 metafazin 18’inde 40-46 arasinda degisen
kromozom sayist ile 18, 20 ve 21. kromozomlarin monozomisi goriilmiistiir. G6zlenen
yapisal anomali ise del(11)(g21)’dir. Incelenen 3 metafazda ise 24-31 arasinda degisen
(haploid) kromozom sayistyla birlikte 1, 2 ve X kromozomlarinda artis saptanmustir.
Yapilan FISH sonucunda 510 interfaz nukleusu incelenmis olup, 17p13.1 bolgesinde
%6,07 oraninda delesyon gozlenirken, %2,84 oraninda 17. kromozomun monozomisi
goriilmistiir. Bu degerler delesyon i¢in uyumlu olmayip yalnizca monozomiyle

uyumludur.
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Sekil 4-1: Olgu 31'e Ait FISH Goriintiisii

A - Normal metafaz goriintiisii

B ve C - Normal interfaz goriintiisii
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Sekil 4-2: Olgu 38'e ait FISH Gariintiisii.

A- 17p13.1 (TP53) delesyonu iceren metafaz goriintiisii

B- 17p13.1 (TP53) delesyonu iceren interfaz goriintiisii



Sekil 4-3: Olgu 35’e ait monozomi 17'yi gosteren FISH goriintiisii
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Sekil 4-4: Olgu 37'ye ait metafaz goriintiisii
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Sekil 4-5: Olgu 37'ye ait 46,XX yapisindaki karyotip goriintiisii.




Sekil 4-6: Olgu 17'ye ait metafaz gozriintiisii
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Sekil 4-7: Olgu 17'ye ait 51,XY, +Y, +1, der(1)t(1;7)(p11;pll), -7, +14, +16, +21, +22
kromozom yapisina sahip karyotip goriintiisii

«= Yapisal kromozom anomalisi,

. Sayisal kromozom anomalisi




Sekil 4-8: Olgu 38' e ait metafaz goriintiisii
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Sekil 4-9: Olgu 38'e ait 46,XY,del(2)(p13), der(4)t(4;19)(g21.1;p or q 13), -5, add(8)(p23),
-11,i(11)(g10), +13, add(13)(g34), +20, -22, der(?)t(?;6)(?;p12), +marlkromozom

yapisina sahip karyotip goriintiisii

4= Yapisal kromozom anomalisi,

™\ Sayisal kromozom anomalisi
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5. TARTISMA

AML’de karyotip; sagkalim ve indiiksiyon tedavisine yanit bakimindan en
onemli prognostik faktordiir. Hastalar icerdikleri sitogenetik anomaliye gore diisiik, orta
ve yiiksek risk grubu igerisinde degerlendirilirler (Marchesi ve ark. 2011; Lu ve ark.
2015). Diisiik risk grubunda gozlenen sitogenetik anomaliler  t(15;17)(q24;021),
t(8;21)(g22;922), inv(16)(p13.1922)/t(16;16)(p13.1;q22); orta risk grubunda gozlenen
sitogenetik anomaliler t(9;11)(p21;923), -Y, +8, normal karyotip; yiiksek risk grubunda
gozlenen sitogenetik anomaliler ise inv(3)(g21926)/ t(3;3)(g21;926), -5/ del(5q)/
add(5q), -7/ del(7qg)/ add(7q), 11923 bolgesini igeren translokasyonlar [t(9;11) disinda],
-17/17p anomalileri ve kompleks karyotiplerdir (Morrissette ve Bagg 2011).

Ug veya daha fazla kromozom anomalisine sahip kompleks karyotipli AMLler,
yetiskin AML’lerin %10 ile %15’ini olusturur ve siklig1 yasla birlikte artar. Yogun veya
yogun olmayan konvansiyonel terapiyle tedavi edildiginde olumlu sonu¢ alinamadig:

icin yliksek risk grubu icerisindedirler (Rucker ve ark. 2012).

Breems ve arkadaglari tarafindan tanimlanan monozomal karyotip; en az iki
otozomal monozomi veya en az bir yapisal kromozom anomalisiyle birlikte tek bir
otozomal monozomi iceren karyotip olarak adlandirilmaktadir (Breems ve ark. 2008;
Gaillard ve ark. 2012). Monozomal karyotipin AML’de sikligi yasla birlikte
artmaktadir, 30 yasin altindaki hastalarda %4, 60 yasin altinda hastalarda %6-10, 60
yasin Ustiindeki hastalarda ise %13-20’dir (Chin ve ark. 2013). Monozomal karyotip
kot pronozla iligkilidir. Monozomal karyotipe sahip hastalar yiiksek risk grubu
igerisinde yer almaktadir ve biiyiikk ¢ogunlugu (%95) kompleks karyotipe sahiptir
(Orozco ve Appelbaum 2012; Chin ve ark. 2013).

Analiz edilen 20 veya daha fazla metafazda klonal anomalilerin bulunmamasi
normal karyotip olarak adlandirilir (Marchesi ve ark. 2011). Normal karyotipe sahip
AMLler tiim AML hastalarinin %35’ini olusturur ve orta risk grubunda degerlendirilir
(Mawad ve Estey 2012).

Calisma grubumuzu olusturan 40 olgu, kompleks karyotip, monozomal
karyotip ve normal karyotip olmak {iizere 3 farkli karyotip grubu icersinde yer

almaktadir.
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Yapilan ¢aligmalarda monozomal karyotipe sahip olgularin biiyiik cogunlugunun
kompleks karyotipe de sahip oldugu belirtilmektedir (Orozco ve Appelbaum 2012).
Kayser ve ark.nin 3172 AML hastasiyla yaptiklar1 ¢alismada monozomal karyotipe
sahip olgularin %76’siin kompleks karyotipe de sahip oldugu belirtilmistir (Kayser ve
ark. 2012). Yang ve ark.nin 1147 olgu ile yaptiklart ¢calismada, monozomal karyotipe
sahip olgularin %80’inin kompleks karyotipe de sahip oldugu gosterilmistir (Yang ve
ark. 2012). Wawrzyniak ve ark.nin 50 olgu ile yaptiklar1 ¢alismada ise monozomal
karyotipe sahip olgularin %90’ 1nin kompleks karyotipe de sahip oldugu belirtilmistir
(Wawrzyniak ve ark. 2013). Benzer sekilde Voutiadou ve ark.nin 549 olgu ile yaptiklar
calismada da monozomal karyotipe sahip olgularin %91’inin kompleks karyotipe sahip
oldugu gosterilmistir ( Voutiadou ve ark. 2013). Bizim calisma grubumuzda ise
monozomal karyotipe sahip olgularin %78,21’inin kompleks karyotipe de sahip
oldugu goriilmiis olup, bu oranin Kayser ve ark. ile Yang ve ark.nin yapmis olduklari

caligmayla uyumlu bulunmustur.

Kompleks ve monozomal karyotipin AML’de goriilme siklig1 yasla birlikte artig
gostermektedir. 60 yas ve lizeri AML hastalarinda kompleks karyotip ve monozomal
karyotip goriilme siklig1 daha yiiksektir (Marchesi ve ark. 2011; Chin ve ark. 2013).
Calisma grubumuzda yer alan kompleks ve monozomal karyotipe sahip olgularin yas

ortalamasi 53 olup literatiir ortalamasina yakin bulunmaktadir.

Kompleks karyotip, AML’nin spesifik bir alt tipiyle iligkili degildir. Ancak
Schoch ve ark.nin yaptiklar1 ¢aligmada MO, M2, M5 ve M6 alt tiplerinde daha sik
gorildiigi belirtilmistir (Schoch ve ark. 2002; Schoch ve ark. 2005). Bizim
calismamizda ise biitlin hastalara ait smiflama bilgisine ulasilamamasi nedeniyle

spesifik bir alt grupla iliskilendirilememistir.

Yapilan c¢aligmalarda, kompleks karyotipe sahip olgularin %55-75’inde
hipodiploid karyotip, %25’inde ise hiperdiploid karyotip goriildigii belirtilmistir
(Mrozek ve ark. 2002; Mrozek ve ark. 2008; Van Limbergen ve ark. 2002; Schoch ve
ark. 2002). Bizim ¢aligmamizda ise kompleks karyotipe sahip olgularin %85,7’sinde
hipodiploid karyotip, %14,3’linde hiperdiploid karyotip goriilmiis olup, hipodiploid
karyotip goériilme oraninin literatiir bilgisine gore yiiksek, hiperdiploid karyotip goriilme

oranin ise diislik oldugu goriilmiistiir.
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Cesitli caligmalarda kompleks karyotipte sahip AML’lerde siklikla goriilen
kromozom kayiplarinin -5/5q-, -17/17p-, -7/79-, -18/18q-, -16/169-, -12/12p- oldugu, en
stk goriilen kromozom kazanimlarinin da +8/8q+, +11/11qg+, +21/21g+ ve +1/1p+
oldugu belirtilmistir. Riicker ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada en sik goriilen
kromozom kayiplarinin -5/59- (%63), -7/79- (%53), -17/17p- (%45), -16/169- (%28) -
18/18qg- (%28), -12/12p- (%28), -20/209- (%24), -3/3p- (%23), -11/11g- (%15)
oldugunu, en sik goriilen kromozom kazanimlarinin da +8/8q+ (%29), +11/11q+ (%26),
+21/21g+ (%17), +1/1p+ (%16), +22/22q+ (%14), +13/13q+ (%12), +9/9p+ (%12) ve
+19/19p+ (%11) oldugunu belirtmislerdir (Riicker ve ark. 2012). Schoch ve ark
yaptiklart ¢caligmada en sik goriilen kromozom kayiplarinin 5q- (%80), 17p- (%37), 12p-
(%23) -7 (%20), -18 (%19), -17 (%13), en sik gbzlenen kromozom kazanimlarinin ise
+8 (%34), 11q+ (%17), 21g+ (%15), +10 (%9), 8q+ (%8) ve +22 (%8) oldugunu
gostermislerdir (Schoch ve ark. 2002). Bizim ¢alismamizda ise kompleks karyotipe
sahip olgularda en sik gozlenen kromozom anomalileri -7 (%50), -18 (%42,85), -17
(%28,57), -5 (%28,57) +21 (%28,57), -10 (%21,42), -16 (%21,42), +19 (%21,42), ve -
20 (%21,42)’dir. Literatiir bilgisiyle kiyaslandiginda ¢aligmamizda yer alan kompleks
karyotipli ~ olgularimizda siklikla goriilen kromozom anomalileri benzerlik
gostermektedir. Ancak bu anomalilerin goriilme sikliklarinin degisken olmasi, yapilan
caligmalardaki hasta sayilarinin farklilik gostermesinden kaynaklanabilecegini

diistindiirmektedir.

Kompleks karyotipe sahip AML hastalarinin prognozunun kotii oldugu
bilinmektedir. Kompleks karyotipli AML hastalarinda ii¢ veya daha fazla anomali
tasiyanlarin %10-44’tinde tam remisyon goriiliirken bes veya daha fazla anomali tasiyan
hastalarda bu oran daha diisik olup %7-26’dir (Mrozek 2008). Bizim ¢alisma
grubumuzda kompleks karyotip goriilen 15 olgunun 11°’i 5 veya daha fazla kromozom
anomalisine sahipken, 4 olgunun karyotipinde ise ii¢ veya dort kromozom anomalisi
goriilmiistiir. Kompleks karyotipe sahip 15 olgunun 7’sine ait klinik bilgilere
ulagilabilmistir. Yedi olgunun dortiinde (%57,1) tam remisyon goriilmiistiir. Tam
remisyon saglanan olgularin {igii, 5 veya daha fazla kromozom anomalisine sahipken,
olgulardan birinde gbzlenen kromozom anomalisinin sayis1 tgtiir. Klinik bilgisine
ulagilan kompleks Kkaryotipli 7 olgunun ig¢iinde (%42,9) ise tam remisyon
goriilmemistir. Tam remisyon goriillmeyen 3 olgunun karyotipinde ise 5 veya daha fazla

kromozom anomalisi bulunmaktadir. Tam remisyon oraninin literatiir bilgisinden
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yiikksek olmasimin nedeninin ¢alisma grubumuzdaki kompleks karyotipli olgularin
timiiniin klinik bilgisine ulasilamamasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak
bu yorumu yapabilmek i¢in daha fazla hasta sayisina ve bu hastalarin klinik bilgilerine

ihtiyag vardir.

Yapilan ¢aligmalarda, fonksiyonlarindaki kayip nedeniyle kromozom
instabilitesine neden olan genler tamimlanmisti. Bu genler kromozom
kondenzasyonunda, kardes kromatid kohezyonunda, kinetekor yapisinda, sentrozom ve
mikrotiibiillerin fonksiyonunda ve hiicre dongiisiiniin devaminin diizenlenmesinde
onemli rol oynayan genlerdir. DNA hasar1 kontrol noktasiyla iliskili olan ATM
(11922.3), BRCA1l (17921.31), BRCA2 (13g13.1), RAD51 (15¢g15.1) ve TP53
(17p13.1) gibi genler insan timérogenezinde rol oynamaktadirlar (Schoch ve ark. 2002)

Kromozom instabilitesinde rol oynayan 17p13.1°deki TP53 geninde gozlenen
degisiklikler kanserlerde en sik gorillen genetik anomalilerdir. TP53 delesyonlar
AML’de daha az goriilse de kompleks karyotipli vakalarin g¢ogunlugunda TP53
allelinden birinin kayb1 goriilmektedir (Schoch ve ark. 2002). Tavor ve ark.nin 37 olgu
ile yaptiklann calismada kompleks karyotipli AML hastalarinin  %75’inde  TP53
delesyonu goriildiigii bildirilmistir (Tavor ve ark. 2011). Seifert ve ark.nin 2272 olgu
ile yaptiklar1 ¢alismada kompleks karyotipe sahip hastalarin %81’inde TP53 delesyonu
goriilmistiir (Seifert ve ark. 2009). Bizim ¢alismamizda ise kompleks karyotipe sahip
olgularin %86,66’sinda TP53 kayb1 gozlenmis olup bu oranin Seifert ve ark.

caligmastyla uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Hastalarda tam remisyonun saglanamamasindaki major sebep tedaviye direngtir
(Mrozek 2008). Yapilan caligmalarda TP53 genindeki fonksiyon kaybinin kemoterapiye
direngle iligkili oldugu gosterilmistir. TP53 degisiklikleri goriilen kompleks karyotipli
hastalarda tam remisyon oranlarinin ise énemli derecede diisiik oldugu belirtilmekedir
(Riicker ve ark. 2012). Calisma grubumuzda TP53 kaybi goriilen kompleks karyotipli
13 olgunun 6’sma ait klinik bilgiye ulasilabilmistir. 3 olguda (%50) tam temisyon
goriilmez iken diger 3 olguda (%50) tam remisyon saglanmistir. TP53 kaybi
goriilmeyen kompleks karyotipli 2 olgudan birine ait klinik bilgiye ulasilabilmis olup bu

olguda tam remisyon saglanmustir.

Yang ve ark.nin 1147 olguyla yaptiklar1 ¢alismada monozomal karyotipin -7

(%43), -5/5g- (%22), -18/18g- (%13), - 20/ 20g9- (%11), 12p anomalileri (%10), 17p
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anomalileri (%8), 7g- (%8) ve kompleks karyotiple yakindan iligkili oldugu
belirtilmistir (Yang ve ark. 2012). Kayser ve ark.nin 3172 olguyla yapmis olduklari
calismada monozomal karyotipe sahip olgularda en sik goriilen kromozom
anomalilerinin -5/5q- (%55), -7 (%45), 17p anomalileri (%41), 12p anomalileri (%24),
-20/200- (%19), -18/189- (%19) ve 7g- (%17) oldugu gosterilmistir (Kayser ve ark.
2012). Gaillard ve ark.nin monozomal karyotipli 37 olguyla yapmis olduklari ¢alismada
siklikla goriilen kromozom anomalilerinin -7 (%35), -17 (%32), -18(%24) ve -5 (%21)
oldugu belirtilmistir (Gaillard ve ark. 2012). Chin ve ark.nin monozomal karyotipli 11
olguyla yaptiklari ¢alismada ise en sik goriilen kromozom anomalilerinin -5/50- (%54),
-7 (%36), -16 (%36) ve 17p anomalileri (%18) oldugu gosterilmistir (Chin ve ark.
2013). Bizim ¢alisma grubumuzdaki monozomal karyotipe sahip 14 olgumuzda en sik
goriilen kromozom anomalileri -18 (%64,28), -7(%50), -5 (%28,57), -17 (%28,57), -10
(%21,42), -15 (%21,42), -16 (%21,42), -20 (%21,42) ve -21 (%21,42)’dir. Yapilan
caligmalarla kiyaslandiginda monozomal karyotipli olgularimizda siklikla goriilen
kromozom anomalilerinin literatiir bilgileriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ancak bu
anomalilerin goriilme sikliklarinin degisken olmasi, yapilan calismalardaki hasta

sayilarinin farklilik géstermesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Monozomal karyotip kotii prognozla iliskilidir. Yapilan cesitli calismalarda
monozomal karyotipli AML hastalarinin %18-48 arasinda degisen tam remisyon
oranina sahipoldugu gosterilmistir (Yang ve ark. 2012). SWOG (Southwest Oncology
Group)’un 1344 AML hastasiyla yapmis oldugu c¢aligmada monozomal karyotipli
hastalarin tam remisyon oraninin (%18) monozomal karyotipli olmayan hastalara
kiyasla (%34) Onemli derecede diisiik oldugunu belirtmistir. Bununla birlikte
kemoterapi uygulanan monozomal karyotipli hastalarin 4 yillik sag kalim oraninin %3
oldugunu, monozomal karyotipli olmayan hastalarda ise bu oranin %13 oldugunu
belirtmislerdir (Moon ve ark. 2015). Bizim g¢alisma grubumuzda ise monozomal
karyotip goriilen 14 olgunun 9’una ait klinik bilgilere ulasilabilmistir. Olgularin 4’tinde
tam remisyon saglanirken (%44,4), 1 olguda kismi remisyon goriilmiistiir (%11,1). 4
olguda ise (%44,4) tam remisyon saglanamamistir. Klinik bilgilerine ulasilan
monozomal karyotipe sahip olgularimizin tam remisyon goriilme oran1 Yang ve ark.nin

calismasiyla uyumlu bulunmustur
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Monozomal karyotipe sahip olgularda TP53 kaybinin oldugu gosterilmistir. Gaillard
ve ark. yaptigi caligmada monozomal karyotipe sahip olgularin ¢ogunlugunda TP53
delesyonu goriilmiistiir (Gaillard ve ark. 2012). Monozomal karyotip siklikla kompleks
karyotiple iligkilidir. Riicker ve ark. yaptiklar1 ¢alismada hem kompleks hem de
monozomal karyotipe sahip AML hastalarinin %80’inde TP53 kaybi1 goriilmiistiir
(Riicker ve ark. 2012). Bizim calisamamizda ise monozomal karyotipe sahip 14
olgumuzun %92,85’inde (13 olguda) TP53 delesyonu goriilmiis olup, literatiir bilgisiyle
uyumlu oldugu goriilmiistiir. TP53 kaybi1 goriilen monozomal karyotipli 13 olgunun
8’ine ait klinik bilgiye ulasilabilmis olup ii¢ olguda tam remisyon goriiliirken (%37,5)
bir olguda kismi remisyon goriilmistir (%12,5). Dort olguda ise tam remisyon

saglanamamustir (%50).

Tavor ve ark. 37 AML hastasiyla yapmis olduklar1 ¢alismada normal karyotipe
sahip AML olgularinda TP53 delesyonunun goriilmedigini belirtmislerdir (Tavor ve
ark. 2011). Benzer sekilde bizim yapmis oldugumuz g¢alismada da normal karyotipe
sahip 23 olgunun yalnizca birinde TP53 delesyonu saptanmig olup literatiir bilgisiyle
uyumlu bulunurken 8 olguda FISH yontemi ile monozomi 17 tespit edilmistir. Olgularin
karyotip sonuglarinin diisiik metafaz sayist lizerinden verilmis olmasi ve FISH
yontemiyle incelenen hiicre sayisinin fazla olmasi nedeniyle konvansiyonel sitogenetik
yontemiyle goriilemeyen monozomi 17 bulgusu FISH ile tespit edilmistir. Ancak
literatiirde normal Kkaryotip ile monozomi 17 iliskisi bakimindan c¢alisma

bulunamadigindan karsilagtirma yapilamamugtir.

Calisma grubumuzda TP53 delesyonu tespit edilen normal karyotipli olguya ait
klinik bilgiye ulagilamamistir. Ancak monozomi 17 goriilen 8 olgunun 5’ine ait klinik
bilgiye ulagilmig olup, iigiinde tam remisyon goriiliirken bir olguda ikinci indiiksiyon
tedavisinde yanit alinmistir. Bir olguda ise remisyon goriilmemistir. Tam remisyon
saglanan olgularin FISH sonuclarinda goriilen monozomi 17 degerinin cut off degerine
(%3) yakin olmasit (~%4) ve tam remisyon goriilmeyen olgunun ise cut off degerinden
yiiksek olmas1 (~%6); normal karyotipli olgularda FISH analizi ile yiiksek oranda tespit
edilen monozomi 17’nin tam remisyonun saglanamamasimna neden olabilecegini
diistindiirmektedir. Ancak bu yorumu yapabilmek i¢in daha fazla sayida hastaya ve bu

hastalarin bilgilerine ihtiyag vardir.
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Konvansiyonel sitogenetik, 16semik hiicrelerdeki kromozom aberasyonlarini
tanimlamak i¢in sik kullanilan bir metod olsa da, karyotipleme zaman alan bir
prosediirdiir, iyi kalitede metafazlara ihtiya¢ vardir ancak kemik iligi materyalinde
kaliteli metafaz elde etme orami disiiktir ve bazi Onemli (kriptik) yeniden
diizenlenmeleri belirlemede yetersizdir (Acar ve ark. 1997; Valencia ve ark. 2010).
Konvansiyonel sitogenetik tiim kromozomlarin incelenmesini saglarken, FISH yontemi
konvansiyonel sitogenetik analizle degerlendirilemeyen kromozom anomalilerinin
tamimlanabilmesinde veya kromozom analizi igin Yeterli mitotik hiicrelere
ulagilamadiginda kullanilan, kolay, hizli ve bununla birlikte giiclii bir molekiiler

sitogenetik tekniktir ( Tavor ve ark. 2011; He ve ark. 2015).

Calisma gubumuzu olusturan 40 olgu igerisinde kompleks ve/veya monozomal
karyotipe sahip toplam 17 olgunun (KK , MK ve KK+MK’li olgularin tiimii) sadece
tciiniin (olgu 5,8 ve 38) Kkaryotiplerinde -17 olmasmna ragmen; -17/dell7pl3.1
goriilmeyen 14 olgunun 12’sinde FISH yontemiyle TP53 kaybi goriilmiistiir. Benzer
sekilde normal Kkaryotipe sahip toplam 23 olgu FISH yontemiyle incelendiginde,
olgularin birinde TP53 delesyonu goriilirken 8 olguda ise -17 tespit edilmistir.
Konvansiyonel sitogenetik yontemiyle diisik sayida metafaz iizerinden sonuglanan
karyotiplerde ve bant seviyesi yetersizligi nedeniyle goriilemeyen TP53 kaybinin, FISH
yontemiyle en az 350 interfaz nukleusu incelenerek tespit edilmesi, konvansiyonel

sitogenetikle kiyaslandiginda FISH’in daha hassas bir yontem oldugunu gostermektedir.

Tanida sitogenetik analiz, hastalarin prognozunun belirlenmesinde ve tedavi
seciminde ¢ok Onemli bir faktordiir. Diisiik risk grubundaki hastalar sadece standart
kemoterapi alirlarken yiiksek risk grubundaki hastalar hematapoietik kok hiicre
transplantasyonu i¢in potansiyel adaydirlar (Marchesive ark. 2011). Hastalarin
prognozunun belirlenmesinde konvansiyonel sitogenetik ile birlikte prognoz iizerinde
etkili olan genetik anomalilerin FISH yontemiyle incelenmesi tedaviyi yonlendirme
acisindan 6nem tagimaktadir. Bizim yaptigimiz bu ¢alisma ile kompleks, monozomal ve
normal karyotipe sahip AML hastalar1 klinik ve sitogenetik olarak karsilastirilmistir.
Bununla birlikte bu karyotiplere sahip olgularda FISH yontemi ile TP53 kaybi
incelenerek, bu gen bélgesinde goriilen kaybin, kompleks, monozomal ve normal

karyotipli hastalarda tam remisyonun saglanmasi {izerine etkisi arastirilmustir.
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Yaptigimiz ¢alisma, bu karyotiplere sahip olgularda konvansiyonel sitogenetik
analizin yam1 sira TP53 geninin FISH ile analizinin yapilmasinin, kemoterapiye
verilecek yanitt 6n gorebilme ve uygulanacak tedaviyi belirleme ag¢isindan 6nem

tagidigini diistindlirmektedir.
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FORMLAR

BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU
Akut Miyeloid Losemi (AML), bir hematopoetik (kan yapan) kok hiicre bozuklugudur.
Kemik iliginin bir ¢esit kanseri olup, kan kanseri olarak da bilinir. Beyaz kan
hiicrelerinden olan graniilositlerin ve monositlerin blast adi verilen 6ncii hiicrelerinin
olgunlagsma siirecleri bozulur. Olgunlasamayan bu anormal hiicreler kemik iliginde ve
kanda birikmeye baslar. Buna bagl olarak kemik iliginde eritrosit ve trombosit yapimi
bozulur.
Sitopeni adi verilen kan hiicresi sayilarindaki diistiklik AML’nin klinik bir belirtisidir.
Bununla birlikte zayiflik, yorgunluk, tekrarlayan enfeksiyonlar, dis eti kanamasi veya
ekimoz gibi kanamali olaylar da goriilmektedir.
AML, 65 yas lizeri hastalarda daha sik goriilmekle birlikte tiim yaslarda da
olusabilmektedir. Hastaligin goriilme sikligi, yilda yaklasik olarak 100,000 de 3,4’ diir.
AML i¢in konvansiyonel tedavinin 2 asamasi vardir, indiiksiyon ve kok hiicre
transplantasyonunu igeren konsolidasyon. Sitogenetik analiz gilinlimiizde hastalarin
prognozunun tahmininde ve tedavi seciminde c¢ok onemli bir faktordiir. Igerdigi
sitogenetik anomaliye gore diislik risk grubundaki hastalar sadece standart kemoterapi
alirlarken yiiksek risk grubundaki hastalar hematapoetik kok hiicre transplantasyonu
i¢in potansiyel adaydirlar.
Akut miyeloid 16seminin tanisinda, kemik iligi Ornegindeki kromozomlarin
incelenmesini, ¢alismamizda arastirmayi1 hedef almis bulunmaktayiz.
Hastaligimizin tanisinin konulmasi i¢in size yapilmis olan kemik 1ligi aspirasyonu, rutin
incelemeler amaciyla hematoloji laboratuvarlarina gonderilmistir. Eger izin verirseniz,

bu calisma icin sizden bir kereye mahsus alinmis olan kemik iligi laboratuvarimizda

incelenecektir.

Kabul etmeniz halinde katilacaginiz bu calisma bir arastirmadir. Arastirmanin amact;
hastaliginiz ile iligkisi oldugu diisliniilen kromozomlar1 incelemektir. Sizden alinmis
olan kemik iligi ¢alisma materyali olarak kullanilacaktir. Bu 6rnekte meydana gelen
kromozom anomalileri konvansiyonel sitogenetik yontemle ve floresan boyalarla
boyanarak incelenecektir. Bu ¢alismada kromozom anomalilerinin hastaliginizin

prognozuna etkileri arastirilacaktir.
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Gondillii olarak sizin arastirma tlizerinde herhangi bir sorumlulugunuz bulunmamaktadir.
Arastirma boyunca sizden bir maddi katki talebi olmayacaktir. Bagl oldugunuz saglik
kurumuna (SGK) herhangi bir ticret 6detilmeyecektir. Calismadan ayrildiginiz takdirde
tedavinizde bir aksama olmayacaktir. Sizin i¢in herhangi bir rahatsizlik veya risk
olusturmayacak bu calisma, kisa donemde size bir fayda da saglamayacaktir. Ancak
uzun donemde hastaligin gelisiminin daha iyi anlagilabilmesini ve alternatif tedavi
gelistirebilmek i¢in 6nemlidir.

Aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize bagli olup, arastirmada yer almayi
reddedebilirsiniz. Reddetmeniz halinde yarariniza engel ya da cezai bir durum ortaya
cikmayacaktir. Izleyiciler, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar size ait
tibbi bilgilere ulasilabilecek ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir. ilgili mevzuat geregince
sizin kimliginizi ortaya ¢ikaracak kayitlar gizli tutulacak, kamuoyuna aciklanmayacak,
aragtirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi kimliginiz gizli kalacaktir. Arastirma
konusuyla ilgili ve sizin arastirmaya katilmaya devam etme isteginizi etkileyebilecek
yeni bilgiler elde edildiginde size veya yasal temsilcinize zamaninda bilgi verilecektir.
Sizin arastirma hakkinda veya aragtirmayla ilgili herhangi bir advers olay hakkinda daha
fazla bilgi temin edebilmeniz i¢in temasa gegebileceginiz kisiler ve/veya arastirmacilara
giiniin i¢cinde erisebileceginiz telefon numarasi; (0212) 414 30 00-21801°dir.
Arastirmada yer alacaginiz ongoriilen siire maksimum 1 yil olacaktir. Arastirmaya
katilmasi beklenen goniillii sayist 40°dur.

Sizden elde edilecek biyolojik materyal arastirmanin deneysel kisimlarinda
kullanilacaktir ve bu deneyler IU Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ABD
Sitogenetik Laboratuvari’nda gergeklestirilecektir. Biyolojik materyallerin analizleri
yurtdisinda yapilmayacak olup, biitiin analizleri Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi’nde yapilacaktir.

Siz veya yasal temsilciniz bilgilendirilmis olur formunu imzalamakla bunu kabul
etmis olacaksiniz. Kimliginizi ortaya koyacak kayitlar gizli tutulacaktir. Arastirma
esnasinda sizi ilgilendirecek bir bilgi s6z konusu oldugunda siz veya yasal temsilcinize
derhal haber verilecektir.

“Kompleks, monozomal ve normal karyotipe sahip Akut Myeloid Ldsemili olgularin
kemik iligi materyallerinde 17p13.1 (TP53) delesyonunun floresan in situ hibridizasyon

(FISH) yontemiyle incelenmesi.” ¢aligmasi kapsaminda alinan biyolojik 6rneklerimin;

Sadece yukarida bahsi gegen calismada kullanilmasina izin veriyorum.
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Ileride yapilmasi planlanan tiim ¢alismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum, dinledim,
anladim, istedigim sorular1 sordum ve cevaplar1 aldim. Bana, yukarida konusu ve amaci
belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozli aciklama asagida adi belirtilen arastirmact
tarafindan yapildi. Aragtirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli
veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. Bu klinik aragtirmaya,

gontlli olarak, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayi kabul

ediyorum.

Hasta/ hasta yakini adi, soyadi Imzas1 Tarih
Aciklama yapan aragtirmaci adi, soyadi Imzas1 Tarih
Olur alma islemine tanik olan kisinin Imzas1 Tarih

adi, soyadi
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ETiK KURUL KARARI






