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1. GIRIS

Malign hastaliklarin etyolojisinde genetik materyalin 6dnemli rol oynadigi
molekiiler ve sitogenetik gelismelerle net bir sekilde agiga ¢ikmaktadir. Ozellikle
familyal l6semi olgularinin tahmin edilenden fazla olmasi, genetik faktoriin 16semi
etyolojisinde 6nemli rol oynadigi lehinde bir delildir.

Losemiler kan hiicrelerinin  dretildigi kemik iliginin klonal habis
hastaliklaridir. Asir1 ¢gogalan fakat tam olarak farklilagsmayan l16kositler, kemik iligi,
karaciger, dalak, merkezi sinir sistemi ve diger i¢ organlari istila edebilir. Bu hiicreler
fazlaca iiretilmesine karsin, farklilagmadigi icin fonksiyonunu yapan hiicre sayisi
giderek azalacak ve bu hiicrelerin sitopenik durumlari gozlenecektir.

Son yillarda malign gelisimlerin  genetik bir temele oturtulup
oturtulamayacag1 sorusu c¢alismalar1 hizlandirmistir. Losemilerde meydana gelen
komozomal degisikliklerin tespiti, degisik l0semi alt gruplarinin belirlenmesine ve
buna bagli olarak tedavi yontemlerinin belirlenmesine katkida bulunmustur. Ayrica
tedavi siirecinde hastanin tedaviye verdigi yanitin degerlendirilmesinde yine
sitogenetik yontemlere bagvurulmaktadir. Mevcut ¢alismalar kromozomlardaki olasi
sayisal ve yapisal mutasyonlart ararken; en yeni ve detayli caligmalar ise yapisal
veya sayisal olarak degismis bolgelerdeki ilgili genleri tespit edip bu genlerin 16semi
ile baglantisin1 ¢6zmeyi amaglamaktadir. Losemi genetigindeki degismeler, 16semi
tanisinda kullanilmakta olan, hiicre morfolojisine dayanan French American British
(FAB) smiflamasi, sitokimyasal boyalar, 16kosit yiizey antijenlerine dayanan immiin
fenotiplendirme metodlarina, sitogenetik ve molekiiler genetik yontemlerin
eklenmesini saglamistir. Calismamizda kullanmakta oldugumuz konvensiyonel
sitogenetik analizi bircok genetik laboratuvari rutin genetik analiz metodu olarak
kullanmakta ve hizli ve net sonuglar alinabilmektedir.

Kisaca 16semi hiicresindeki genetik kusurun, hiicre fonksiyonlarin
dolayisiyla hastaligin klinik seyri ve prognozunu yansitan en iyi 6zellik oldugu
anlagilmis ve genetik 6zellikleri ile farklilik gosteren losemilerde, farkli alt gruplara

farkli tedavi protokollerinin belirlenmesini saglamistir.



Losemi alt gruplarinda gozlenen sitogenetik analizler  farklilik
gosterebilmektedir. Bu noktaya en giizel 6rnek KML i¢in anahtar rol oynayan
Philadelphia kromozomudur.

Kromozomal bozukluklar, sitogenetik analizin yani sira molekiiler sitogenetik
ve molekiiler genetik metodlar ile desteklenebilmektedir. Metodlardan sitogenetik
analiz, molekiiler sitogenetik analiz ile desteklenirken, tiim bu caligmalar
destekleyen en kesin sonu¢ molekiiler genetik yontemler ile konulmaktadir. Ayrintili
tantya gidiste oldukg¢a kullanish olan sitogenetik analiz metodlari, ¢esitli bantlama
yontemlerini kapsamaktadir. Ayrica olast mutajenik etkilerin tarandigi mutasyon
tarama testleri de sitogenetik analizlerin i¢indedir. Bunlar i¢inde kardes kromatit
degisimi (Sister Chromatid Exchange = SCE) ve mikroniikleus teknigi etkin bi¢imde
kullanilanlaridir (1-3). Kullanim alanlarindan biri olan kanser genetiginde de
hastaligin tanisinin konulmasi ve takibinin yapilmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir.
Tedavinin yanisira hastaligin ilerlemesi ile ortaya ¢ikan ikincil kromozomal
degisikliklerin tespitinde olduk¢a kullanislidir (4).

Calismamizda, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi onkolojik
hemotoloji kliniginde tedavisi ve takibi yapilan 16semi hastalarinda, kemoterapi
sonrast muhtemel kromozom anomalilerinin gézlenmesi amaglandi. Konvensiyonel
sitogenetik (Giemsa-Trypsin-Giemsa; GTG-Bantlama) yontemi kullanilmak suretiyle
olast yapisal ve sayisal kromozomal degisimler saptanmaya ¢alisilmistir. Bu
islemdeki amag saglikli kontrol bireylere oranla sitogenetik boyutta kemoterapi
uygulanan vakalarda bir degisimin olup olmayacaginin belirlenmesiydi.

(Calismada elde edilecek verilerin; taninin desteklenmesi, klinik yonlendirme,
tedavi protokollerinin belirlenmesi, hastaligin prognozunun degerlendirilmesi ve

hastaligin olasi faz degisimlerinin belirlenmesinde faydali olacag: diisiincesindeyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Losemi

2.1.1. Loseminin Tarihcesi

1827°de Velpeau tarafindan 16semi ile ilgili ilk vaka bildiriminden bu yana,
l6semi gerek klinik gerekse genetik incelemelerde ilgi duyulan bir neoplazm
olmustur. Velpeau tarafindan tespit edilen hastada; ates, gii¢siizliik, karin sisligi ve
idrar yollar1 taslarindan kaynaklanan agrilar sikayet edilmis ve hastahaneye
basvurusundan kisa bir siire sonra hasta kaybedilmistir. Hastanin otopsisinde ¢ok
biiyiik dalak ve karacigerin yani sira, kanin kirmizi sarap renginde ve kivaminin
artmis oldugu adeta lapa kivaminda oldugu bildirilmistir (5).

Bu tarihten 1845 yilina kadar 16semi ¢ok iyi tanimlanamamustir. Bu tarihlerde
Virchow ve Benett ayr1 ayri olgularinin otopsisinde, kanin beyaz rengine dikkat
¢cekmis ve hastalig1 tanimlamislardir (6).

Bu yiiksek 16kosit sayisina atfen beyaz kan terimi (weisses blut) kullanilmas,
daha sonralarda ise Yunanca kokenli olarak beyaz anlamina gelen “leukos” ve kan
anlamma gelen “haima” sozcliklerinden leukemia terimi tiiretilerek kullanilmaya
baslanmistir (6).

Losemiler kan hiicrelerinin  iretildigi kemik iliginin klonal habis
hastaliklaridir. Cok fazla ¢ogalan fakat farklilasmayan lokositler, basta kemik iligi
olmak {izere karaciger, lenf bezleri, dalak, deri, testis ve merkezi sinir sistemi (MSS)
gibi organ ve sistemleri isgal edebilir. Yeterinden fazla hiicre tiretilmesine karsin, bu
hiicreler tam olarak olgunlasip farklilasmadigindan islev goren hiicre sayist azalarak
anemi, trombositopeni ve notropeni olusmaktadir (7).

Bu tam olarak farklilasmamis hiicreler ‘blast’ olarak adlandirilmaktadir. Bu
hiicreler normal fonksiyonlarini yerine getirme yeteneginden yoksundur. Losemilerin
kendi i¢indeki alt siniflamalarinda ve fazlara ayriminda bu blastlarin normal

hiicrelere orani ve yapisi dikkate alinmaktadir.



2.1.2. Loseminin Patogenezi

Kan hiicreleri hematopoietik organlardaki kok hiicrelerinden gelisirler. Fetal
donemde karaciger ve dalak gibi gecici hematopoietik organlarda olusturulan kan
hiicreleri fetal donemin sonuna dogru esas hematopoietik doku haline gelen kemik
iliginden tretilir.

Tiim kan hiicrelerinin kemik iliginde tek bir kok hiicresinden gelistigine
inanilmaktadir. Bu hiicreler biitiin hiicre tiirlerini verdigi i¢in ‘pluripotent kok
hiicresi’ olarak isimlendirilir. Pluripotent hiicreler ¢ogalarak tek tiir kan hiicresini
olusturan ana hiicreleri verirler. Bu hiicrelerden bir kismu ‘lenfoid” diger bir kismi ise
‘myeloid’ hiicre serisine farklilasir. Myeloid hiicreler kemik iliginde geliserek
eritrositler, graniilositler, monositler ve megakaryositlere doniisiirler. Geligsimin
erken doneminde lenfoid hiicreler kemik iliginden lenf diiglimleri, dalak ve timusa
g0¢ ederek lenfositlere farklilagirlar.

Yani hematopoez kok hiicrelerinden gelisen ve farklilastikgca doniisme
ozellikleri azalan es zamanli ve devamli olarak gesitli hiicrelerin iiretilmesi ve bu
hiicrelerin farklilagmasi iglemidir.

Losemi, kok hiicreden sipesifik kan hiicrelerinin olusumuna kadar herhangi
bir farklilasma asamasinda gozlenebilir. Losemik doniisiim temelde bir mutasyon
sonucu olugsmaktadir. Mutasyona ugrayan hiicrelerin ¢ogu organizma tarafindan
cesitli mekanizmalarla ortadan kaldirilmasina ragmen az sayida hiicre asir1 ¢ogalma
ozelligi kazanabilmektedir. Iste bu hiicreler “klonojenik 16semik hiicreler” olarak
adlandirilmaktadir (6). Ldsemilerin tek hiicre kaynakli klonal bir genisleme

gosterdigi diistiniilmektedir.

2.1.3. Losemi Etiyolojisi

Losemilerin olug sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte meydana gelisinden
tek bir faktoriin sorumlu olmadigi da bir gercektir. Muhtemelen ¢esitli etkenler
hastaligin olusumunu hazirlamaktadir. Losemi olusumuna gotiiren etmenleri 2 grup
altinda inceleyebiliriz.

1) Cevresel (dis) etkenler 2) Bireysel (kalitsal) etkenler



2.1.3.1 Cevresel Etkenler

Fiziksel ve kimyasal ajanlar ile wiriisleri igeren c¢evresel etkenlerin
karsinojenik etkisinin oldugu bilinmektedir (8-10). Bu karsinojenlerin kromozomlar
lizerinde hasarlar yaparak kanser olusturabildikleri bildirilmistir  (9-11).
Karsinojenlerin kanser olusturma riskleri; karsinojenlerin dozuna, etki siiresine ve
kisinin gen duyarliligina baglanmaktadir (12, 13). Ornegin Cernobil faciasinda
iilkemizin bolgeye en yakin yoresindeki Karadeniz kiyilarinda artan sitogenetik
degisim orani buna en giizel gostergedir (14).

Ozellikle radyasyon, hiicrede &nciil niikleotidlerin yapisinda degisiklige

neden olmaktadir. Bu da kromozomlarda kirilmalara, ring kromozom, disentrik
kromozom ve sayisal anomalilere neden olarak 16semi insidansini arttirmaktadir (15,
16).
Ayrica DNA’da fosfodiester baglarinda kirilmalara neden oldugundan DNA sentez
evresinde hatali replikasyon ve dolayisiyla kromatid tipinde kiriklar olusturmaktadir.
Bunlarin yillar i¢indeki artis ve birikimi artmis l6semi insidansi olarak geri
bildirilmektedir. Ornegin; atom bombasinin etkisine maruz kalanlarda 3 yil sonra
16semi goriilmeye baslanmis ve goriilme orani 5-7 yil sonra oldukga fazla artmistir.
Ayrica spondilit artrit icin radyasyon goren vakalarda da 16semi insidansi
yiikselirken (11, 17), yiiksek doz radyasyonun yalniz 16semi insidanst degil diger
malignitelerde de artiga sebep oldugu gézlenmistir (8, 9, 17).

Yaklasik 3000 A° dalga uzunlugundaki UV 1gmlarmm 6zellikle beyazlarda
deri kanserine neden oldugu bildirilmektedir (8, 9, 17).

Birgok kimyasal ajan da radyasyon gibi karsinojenik etki edebilmektedir.
Ayrica kimyasal karsinojenler hiicre boliinmesi sirasinda kromozom davraniglarini
etkilemektedir.

Kimyasal karsinojenlerin en oOnemlileri benzen ve alkilleyici ajanlardir.
Benzenin hematopoietik, lenfoid ve akciger kanserlerine sebep oldugu
vurgulanmaktadir (8, 18).

Istanbul’da benzene maruz kalanlarda 16semi insidansi normalden 2-3 kat
daha fazla bulunmustur (19). Benzer olarak kloramfenikol ve fenilbutazonun

16komojenik etkisini gosteren raporlar vardir (20, 21).



Yine kombine ila¢ tedavisinde, pestisit ve insektisit gibi kimyasal ajanlarin
kullaniminda, artan l6semi insidansi ¢alismalarda goze ¢arpmaktadir (22).

Kombine terapide antitiimdr ajanlar, kromozomal bozulma ve kemik iligi
disfonksiyonuna neden olurlar, alkilleyiciler ise immiinostipresif 6zellige sahiptirler
(23, 24). Cevresel faktorler, Kromozom veya kromatidlerin yanlig birlesmelerinden

dolay1 anormal kromozom sayilar1 da meydana gelmektedir (17).

2.1.3.2 Kalitsal Etkenler

Malign hastaliklarin etiyolojisinde genetik materyalin 6nemli rol oynadigi
molekiiler ve sitogenetik gelismelerle net bir sekilde aciga ¢ikmaktadir. Ozellikle
familyal 16semi olgularinin tahmin edilenden daha sik olmasi genetik faktoriin
16semi etiyolojisinde rol oynadigi lehinde bir delildir (25). Bu genetik egilimi
destekleyen diger iki unsur da, bazi kalitsal hastaliklarda 16semi sikliginin artmis
olusu ve monozigot ikizlerde bir kardeste 16semi goriildiigli zaman diger kardeste de
16semi goriilme insidansinin yiiksek olusudur (26). Cift yumurta ikizlerinde bu
oranin digiisii genetik yapmin da olayla iliskili oldugunu desteklemektedir.
Dogumsal kromozomal anomalileri bulunan olgularda malignite orami saglikli
bireylere gore yliksektir (15, 27).

Down sendromlu olgularda 16semi insidansi, saglikli bireylere gore 16-30 kat
daha fazladir (26, 28, 29).

Cocukluk doneminde Down sendromlu olgularin; % 30,2°si AML’ye, %
69,8’1 ALL’ye, yeni dogan donemde ise % 80 AML’ye, % 20 ALL’ye doniis oldugu
bildirilmistir (9, 11, 27).

Ayni sekilde, Klinefelter ve Turner sendromlu olgularda da eksik veya fazla
kromozomlarin neden oldugu gerek hormonal gerekse genetik etkilerden dolayi
cesitli tip kanserlere yakalanma oranlarimin saglikli bireylere gore katlarca fazla
oldugu bir¢ok calismada gdsterilmistir (9, 10, 27).

Otozomal resesif kalitim gosteren Ataksi telenjiektazi (AT), Kseroderma
pigmentozum (KP), Fanconi anemisi (FA), Bloom sendromu (BS) gibi durumlarda,
cesitli tip kanser vakalarinda 6nemli artiglar gozlemlenmistir. BS’lu hastalarda;
homolog rekombinasyon egilimi artar, quadriradial formasyon, SCE sikliginda artis

vardir. FA hastalarda; somatik hiicrelerde kromozom aberrasyonlarinda genel bir



arttis vardir, SCE sikli§i normaldir. AT hastalarinda ise striiktiirel kromozom
aberrasyonlarinda artig vardir, stabil diizensizlikler bulunur fakat normal SCE (Sister
Chromatid Exchange) goriiliir.

KP hastalarinda temel anormallik DNA tamir mekanizmasindaki azalmadir.
Goriildiigii gibi kromozomal yapidaki anormallik ve kararsizliklar bu hastalar
normal bireylere oranla daha hizli kanserojen olusumuna siiriiklemektedir (9, 11, 15).
Bazal sartlarda bu kromozom kirik sendromlarinda kromozomal aberrasyonlar
normal seviyededir, fakat sistem uygun mutajence baski altina alinirsa o zaman

anomalilerde bir artis olmaktadir.

2.1.4. Losemilerin Siniflandirilmasi

Losemiler, koken aldiklarit hiicre grubuna, semptomlarina, ortaya cikis ve
ilerleme hizlarina ayrica klinik seyirlerine gore gruplara ayrilirlar. Losemiler ortaya
¢ikis hizlarina gore oncelikle akut ve kronik olmak iizere 2 ana gruba ayrilirlar. Her
iki grup da kendi i¢inde koken aldiklari hiicre grubuna gore ikiser alt sinifa ayrilir.

Boylece 16semiler 2 ana baglikta 4 grupta incelenir.

1. Akut Myelositer Losemi
2. Akut Lenfositer Losemi
3. Kronik Myelositer Losemi

4. Kronik Lenfositer Losemi

Her bir 16semi tipi de kendi i¢inde gelisiminin herhangi basamaginda yada evresinde

olduguna gore subtiplere ayrilirlar.

2.1.4.1. Akut Losemiler

Akut losemiler (AL), hematopoietik dokularin malign, ilerleyici ve tedavi
edilmedikleri takdirde genellikle 6 ay i¢inde 6liimle sonuglanan bir grup hastaligidir.
Hastalik sitopatolojik olarak kemik iligi ve c¢evre kaninda iri, olgunlasmamis ve

anormal hiicrelerin bol miktarda bulunmasi ile karakterizedir.



AML’de I6semik hiicreler myeloblast ve premyeloblast basamagindan Ote
olgunlasamadiklari i¢in, farklilasmamis ya da ¢ok az farklilagmis immatiir hiicreler
seklinde kendilerini gosterirler.

Bu anormal hiicreler kemik iligini infiltre ederek diger hiicrelerin yerini alir,

kemik 1iliginin normal yapisini tamamen bozabilir. Hastalarin %10’unda lokosit
sayist normal iken, %80-90’1nda periferik yaymada blastlar goriiliir (9, 10).
Blast oran1 prognozu belirleyen en 6nemli faktordiir. Gelistikleri hiicre grubuna gore
myeloid veya lenfoid olarak 2 alt gruba ayrilirlar. Bazi hastalarda 16semik
transformasyon myeloid kok hiicre diizeyinde bazi hastalarda ise yonlendirilmis
hiicrelerde meydana gelmektedir (16, 30, 31).

AL’ler prognostik faktorlere ve morfolojisine gére ALL ve Akut non-
lenfoblastik 16semi (ANLL)=AML olmak iizere 2 gruba ayrilir. AL’ler her yasta
goriilebilen hastalik olup, ¢ocuklarda 1-14 yaslar aras1 6liimciildiir ve kendini ALL
tipinde gosterirken, erigskinlerde ise daha sik olarak AML tipinde goriilmektedir. Yas
ilerledikce AML siklig1 artarken ALL sikligi azalir. Kan tablolari ise, beyaz kiire
sayist olgularin % 80-90’1nda artmis olup 20000/mm*’ den fazladir.

Bu ana gruplarda da bazi alt gruplar vardir. Bu alt gruplar muhtemelen
hematopoietik Onciilerin hangi asamada I6semik hale geldiklerini yansitmaktadir.
Ayrica smiflandirmada, hematopoietik sistemde anormal prolifere olan hiicrelerin
morfolojik, immiinolojik ve sitokimyasal 6zellikleri dikkate alinmalidir.

Burada kullanilan yararli bir siniflandirma sistemi French-American-British
(FAB) calisma grubunun yaptigi siniflandirmadir. Siniflandirma esas olarak rutin
boyalarla boyanan preparatlarin morfolojik incelenmesine ve sitosimik reaksiyonlara

dayanmaktadir (9, 10, 15).

2.1.4.1.1. ALL: Akut Lenfoid Losemiler

ALL, lenfoid ana hiicrelerin klonal ekspresyonu sonucu gelisir. Malign
transformasyon farklilagsmasinin degisik sathalarinda gelisebilir. Akut myeloblastik
16semi blastlart ile karsilagtirildiginda 16semik ALL blastlarinin farklilasma ve
olgunlasma kapasitesi olduk¢a sinirlidir.
Klonalite, kromozom analizleri, yiizey proteinleri analizi, immunoglobulinler ve T-

hiicre reseptorlerini  kodlayan genlerin yeniden diizenlenme analizleri ile



gosterilebilir. Kemik iliginde blast sayis1 arttikca hematopoez genis Olgiide
baskilanir. Anemi, 16kopeni, trombositopeni ve buna bagli olarak da solukluk,
enfeksiyonlar, kanama ve kemik agrilari ile baslar. Losemik hiicrelerle infiltrasyon
sonucu birgok hastada lenfadenopati ve hepatosplenomegali goriiliir. Testikiiler
infiltrasyon ve MSS’nin losemik infiltrasyonu hastalarin % 10’unda goriliir.
Periferik kan tetkiklerinde vakalarm % 50’sinde 10x10°/L iizerinde 16kositoz ve %
80 vakada trombositopeni (100x10°/L altinda) goriiliir. Losemik blastlar periferik
kan yaymasinda goriilmeyebilir, kemik iligi aspirasyonu gereklidir. ALL’de
lenfoblastlar dar, sitoplazma agraniilerdir (32).

FAB smiflamasma gore losemik hiicrelerin L1, L2 ve L3 olmak iizere 3
subtipi vardir. Bu simiflamada daha ¢ok sitolojik 6zellikler baz alinmistir. L1 alt tipi
daha ¢ok ¢ocuklarda goriilmekte; monomorfik, yuvarlak c¢ekirdekli, dar sitoplazmali,
kiiciik ve orta biiyiikliikte blastlar, homojen niikleer kromatin yapisi ve belirsiz
niikleoluslar dikkat ¢ekicidir. L2 alt tipine eriskinlerde siklikla rastlanir. Blastlar
daha biiyiik, daha genis sitoplazmali ve degisken goriiniimliidiir. Diizensiz kenarli
cekirdek yapisit ve belirgin niikleuslar goriilmektedir. L3 tip ¢ok nadir goriiliir,
hiicreler koyu bazofilik sitoplazma ve sitoplazmik yag iceren vakuoller ile
karakterizedir. Morfolojik siniflama giderek 6nemini kaybetmektedir. Bunlar yerine,
monoklonal antikorlarin  kullanildigr yiizey belirleyici analizi, sitoplazmik
belirleyiciler, kromozom yapist ve yeniden gen diizenlenmelerinin analizine
bagvurulmaktadir. Bu ¢alismalar ALL nin siirekli olarak tanimlanan yeni alt gruplari
ile biiylik orandaki heterojenitesini ortaya koymustur.

Ozellikle ALL’nin AML’den ayiriminda ve kendi iginde alt tiplere ayiriminda

monoklonal antikorlardan yararlanilir (33).



Tablo 1: ALL ve AML’nin immiinfenotipik olarak degerlendirilmesi (33).

AML ALL
CD 11b (M0,1,2,4,5) CD 10 (Common ALL antigen=CALLA)
CD 13 (MO0-5) CD2,CD 5, CD 7 (T-hiicreli ALL)
CD 14 (M1,2,4,5) CD3(T)
CD 15 (M2-5) CD 4, CD 8 (T hepler)
CD 33 (M0-7) CD5(B,T)
CD 41 (M7) CD 19 (B)
CD 61 (M7) CD 20 (B)

(CD: Cluster of Differentiation)

Kromozomal c¢aligsmalarda da prognostik onemi olan yapisal ve sayisal
degisiklikler tanimlanabilmektedir. Ayrica 06zgiil yapisal sitogenetik caligmalar
normal hiicresel fonksiyonlar ve onkogenezde rol oynayan genlerin belirlenmesini
saglamistir (34). Yeni WHO siniflamas1 ALL subtiplerini fenotipik ve sitogenetik
Ozelliklerine gore siniflamaktadir. Yani FAB smiflamast bu smiflamada
kullanilmaktadir.

L1 tip ALL: Kii¢iik ve homojen hiicrelerden olugsur. Hiicrelerin %25°i T lenfosittir.
Niikleus membrani diizenlidir. En sik goriilen kromozom anomalileri t(9;22), t(1;19),
t(4;11), 4(8;14), 69 ve 9p anormallikleridir.

L2 tip ALL: Hiicre sitoplazmasi daha genis olup, bir veya daha fazla belirgin
niikleolus vardir. Hiicrelerin %25°1 T lenfosittir. Karsilasilan kromozom anomalikleri
t(9;22), t(4;11), 6q, +21, +8, i(17q), 7p-,11g-‘dir (35, 36).

L3 tip ALL: Hiicreler biiyiik ve homojendir. ALL’ nin %5’inden fazlasi bu tiptir. Pek
cok hiicre olgun B lenfositlerden kdken alir (11, 19, 20, 37-39). Kromozom
anomalileri t(8;14), t(8;22), t(2;8), 1g-, +6, 69-, 8q+ dir.

ALL 5 yagin altindaki ¢ocuklarda daha sik goriiliir (35, 40, 41). Eriskinlerde
ise ALL remisyon orani ve hayat siiresi ¢cocuklara gére daha azdir.

t(9;22) (q34:;q11) ALL’de sik gozlenen bir diizenlemedir. Yaklasik yetiskin
ALL’ lerin %30’unu ¢ocuk ALL’lerinde %5’ini kapsar. Sitogenetik diizeyde kopma
noktalart KML’ ye benzemektedir (42). ALL vakalarinda BCR (Breakpoint Cluster
Region)’nin kirilma noktas1t Major BCR olarak adlandirilan bolgeye yerlesmektedir.
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Buna uyan protein p210 proteinidir veya minér BCR olarak adlandirilan bolgeye
yerlesmektedir ki buna uyan protein de p190 proteinidir. Oysa KML vakalarinin
biiyiik ¢ogunlugunda Major BCR bdlgesinde kirilma olmakta ve ilgili protein p210
olmaktadir (43,44).

Tablo 2: ALL’de Sayisal ve Yapisal Anomaliler ve Prognastik Onemleri (33).

Hiperdiploidi (51-65 kromozom); en sik rastlanilan sayisal kromozomal
anomalidir ve iyi prognoz gostergesidir.
Tetraploidi (82-94 kromozom); kotii prognoza isaret eder.
Hipodiploidi (<46 kromozom); kotii prognoza isaret eder.
Psododiploidi (yapisal anomali gosteren 46 kromozom); kotii prognoza isaret
eder.
Periatrik onciil B-ALL’lerin %25°1, TEL/AMLI1 gen degisimi,
t(12;21) iyi prognoz, genellikle standart sitogenetik analiz ile
yakalanmaz, molekiiler yontemlerle bakilmalidir.
{9:22) Ph Pediatrik ALL’lerin %5°1, eriskin ALL’lerin %30’u, BCR/ABL
romoromu gen degisimini tagir. Kotli prognoz; siklikla miyeloid antijen
ekspresyonu ile birliktedir.
Pediatrik ALL’lerin %5’1; B-0nciil hiicre fenotipi, E2A/PBX1,
t(1;19) daha 6nce kotii prognoza isaret ederken agresif tedavi sonrasi
prognoza katkist anlamliligin yitirmektedir.
Pediatrik ALL’lerin %4-8’1, MLL gen degisimi; bir¢ok esdegeri,
t(v;11g23) infantil ALL’de siktir (1 yas); kotli prognoz; siklikla CD10,
CDI15" fenotip
Pediatrik ALL’lerin <% 5°1, c-MY C onkogeni; immiinoglobulin,
t(8;14), t(2;8), Burkitt hiicreli 16semi ile iliskilidir; agresif genleri kemoterapi
t(8;22) oncesi donemde kotii prognoz gostergesiydi; agresif tedavi ile
daha az 6nemli, daha iyi sonuglar alinir.
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2.1.4.1.2. AML: Akut Miyoleid Losemi

Akut myeloid losemi (AML) hematopoeitik ana hiicrelerinin klonal
cogalmasi ile olusur. Lenfoid doniisiim ana hiicre gelisiminin degisik evrelerinde
ortaya ¢ikar. Cogunlukla tek yonli farklilagabilen (unipotent) ve az oranda da ¢ok
yonlii farklilagabilen (pluripotent) stem hiicrelerinden gelisir. Klonalite ve stem
hiicrelerinin  bozukluklar1 degisik kromozom teknikleri ile gosterilebilir. Bu
tekniklerle AML’de tam bir farklilanma blogunun s6z konusu olmadigi
gosterilmistir. Cok sayida AML vakasinda kromozom anomalilerine ragmen 16semik
hiicrelerin graniilosit, eritrosit, monosit ve megakaryositlere farklilasmasinin devam
ettigi goriilmektedir. Boylece AML farklilasma hiyerarsisinin devam ettigi bir
malignensi olarak tanimlanir.

Bununla birlikte, stem hiicrelerde farklilasmaya ugramis hiicrelerin bir
boliimiinde degisiklikler olmustur. AML, degisik hiicre serilerinin blastik hiicre
birikimidir. Lésemik blastlar normal hematopoezi baskilarken, 10'" ile 10" hiicre
iceren l6semik kitle olusana kadar hasta anemik, nétropenik veya trombositopenik
olmaz. Solukluk, enfeksiyon, kanama en sik rastlanan belirtilerdir. AML’de periferik
kan incelemesi ¢ogu hastada tan1 koydurucudur. Lokosit sayist hastalarin % 10-
20’sinde normal ve %30 hastada diisiik olabilir.

FAB grubu, morfolojik ve sitokimyasal kriterlere dayanan yararli bir
siniflandirma olusturmustur. Kromozomal analizler, monoklonal antikorlar ile
immiinfenotiplendirme AML’nin smiflandirmasin1  gelistirmistir. Monoklonal
antikorlar ile hiicre orjini, farklilasma derecesi ve fonksiyonu ile ilgili 6zellikler
arastirilir.

65 yas altt AML hastalarinda uzun siireli hastaliksiz yasam oran1 % 40’lar
civarindadir. Daha ileriki yastaki hastalarda ve 6zellikle sekonder AML olgularinda
prognoz daha kotiidiir. Kromozom analizi, hiicre kaynagi, morfolojisi ve muhtemel
patogenezi ile iliskili yapisal anormallikleri ortaya koyar. Bazi kromozomal

degisiklikler prognozla iliski gosterir.
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Sitogenetik 6zelliklerine géore AML tanili hastalar 3 farkli grupta incelenir.

Iyi prognozlu grup: t(8;21), t(15;17), inv(16) veya t(16;16) sitogenetik
bozukluklar1 gdsteren ve daha dnce hematolojik hastaligi bulunmayan ve AML’si
tedaviye bagl gelismemis 60 yas alt1 hastalar bu gruptadir. Tam remisyon oranlar1 %

85’1n uzerindedir.

Kétii prognozlu grup: ikiden fazla kromozomda sitogenetik anomali,
kromozom 5 veya 7 monozomisi, 5. kromozom uzun kol delesyonu veya 3.
kromozomun uzun kolunda anomali gosteren AML’li hastalar1 kapsar. Bazen
kromozom 11923 (MLL geni) anomalileri de bu grupta sayilir. Tanimlanan bu
bozukluklar siklikla ileri yastaki hastalar ve sekonder AML’de bulunur. Tam

remisyon oranlar1 diisiiktiir.

Standart (orta riskli) prognozlu grup: lyi ve kotii prognoz grubundaki
sitogenetik degisikliklerin disinda karyotip gosterirler (33). Ve yapisal AML’de
sayisal ve yapisal anormalliklerin prognostik 6nemi Tablo 4’de gosterilmistir.

Ayrica FAB grubunun AML ile ilgili yaptig1 smiflandirma Tablo 3’de
belirtilmistir.
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Tablo 3: FAB Grubunun AML Siniflamasi

Alt tip Ozellikler Yorum
MO: Minumum Blastlarin  <%3’tinde  MPO | AML’nin % 5-10’udur,
farklilagsma gosteren grup | veya SB pozitiftir. ALL’ye benzer

M1: Olgunlagma
gOstermeyen grup

Miyeloid hiicrelerin  >%90’1
blastik  hiicrelerden olusur;
blastlarin >%3’i MPO ve SB
ile boyanur.

AML’nin %10-20 si

AML nin % 30-45’1

M2: Olgunlagma gosteren | Myeloblastlarin orant

. . 0
AML >9%30°dur. T(8:21) %25 olguda

pozitiftir
M3: Akut promiyelositer
Vo AkUL promiy . e | AML’nin % 5-10°u
16semi Hipergraniiler (%75): biiytk
: . . 5 17. kromozom
e Hipergraniiler stoplazmik graniiller

uzerindeki RAR-alfa

varyant promiyelositler baskindir. o e L
e Mikrograniiler Mikrograniiller (%25): kiiclik ile iligkilendirilir.
varyant graniilleri olan promiyelositler
M4: akut Cevresel kanda  monsitoz AML nin % 15-25°%
miyelomonositik hakimdir. M4Eo varyant inv(16)
Alt tip: ilikte anormal M4Eo: kemik iliginde biiyiik eya t(1 61;}1, 6) ile
eozinofillerin bulundugu | bazofilik graniillii anormal veya .
iliskilendirilmistir

AMML (M4Eo)

eozinofiller bulunur.

M5: Akut monositik
16semi

e MS5SA

e M5B

MS5A: Ki hiicrelerinin >%80’i
monoblastlardan olugmustur.
M5B: Promonositler on
plandadir.

MS5A, AML’nin % 5-
8’1
M5B, AML’nin % 3-
6’1

M6: Akut eritroldosemi

>%50’s1
>30°u

Ki hiicrelerinin
eritroid Onciillerden
miyeloblastlardan olusur.

AML’nin %5°1

M7: Akut megakaryositik
16semi

Miyeloblastlarin >%50’s1
megakaryositik antijenleri
eksprese eder.

AML’nin % 8-10"u

(MPO: miyeloperoksidaz, SB: Sudan Black, KI: kemik iligi ) (PDQ Hematoloji, 33)
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Tablo 4: AML’de Sayisal ve Yapisal Anomaliler ve Prognostik Onemi (33).

Sayisal kromozomal anomaliler

Ileri yasta goriilen AML’ler ve sekonder
AML’de, kotii prognozlu

Kromozom 7 delesyonu

Ileri yasta gériilen AML’ler ve sekonder

AML’de, kotii prognozlu

Krozom 5 veya uzun kolu delesyonu

[leri yasta goriilen AML’ler ve sekonder

AML’de, kotii prognozlu

Kromozom 8 anomalisi ve digerleri

Ileri yasta gériilen AML’ler ve sekonder

AML’de, kotii prognozlu

t(8;21)

AMLI1/ETO gen degisimi, AMLM?2’de

goriliir, iy prognozludur

inv(16), t(16;16)

MYHI1 geni 16p iizerindedir. M4Eo’de

gOriiliir, iyi prognozludur.

t(15;17)

PML/RAR-alfa gen degisimi, AMLM3

subtipinde goriiliir, iyi prognozlu

t(11g23;var)

MLL geni 1123 iizerindedir, AMLMS

subtipinde goriiliir. Kotii prognozludur.

2.1.4.2. Kronik Losemiler

2.1.4.2.1. KLL: Kronik Lenfositer Losemi

Genellikle orta yasta ve siklikla 60 yasin istiinde gorilir. KLL, matiir

lenfositlerin klonal ekspresyonundan kaynaklanir. Hastalarin % 95’inde hastalik B-

lenfosit kaynaklidir. Uzun yasam siiresine sahip, kii¢iik, olgun lenfositlerin kemik

iligi, periferik kan ve lenfoid organlarda artmis iiretimleri ile lenf bezleri, dalak ve

karaciger dokularinda biiylime ve deviye infiltrasyon olur.

T hiicrelerin yani sira B hiicrelerin fonksiyon bozukluguna bagli olarak

hastalarda hastalik seyrinde humoral ve hiicresel immiin yetmezlik goriiliir.
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KLL tamst; birkag hafta araliklarla yapilan 2-3 sayimda 16kosit sayisinn 10x10°/L
veya daha fazla olmasi ve kemik iligi aspirasyonunda % 30’dan fazla lenfosit
saptanmastyla konur.

Tim I0semiler arasinda en sinsi ve yavas gidisli l6semi tipidir. KLL,
genellikle belirtisizdir. Belirti goriildigiinde ise siklikla spesifik olmayan kolay
yorulma, istahsizlik ve kilo kaybi goriilebilir. Bakteriyel enfeksiyonlara egilim
artmistir. Cogu hasta tanisinin konulmasinda itibaren 10 yildan fazla yasar. Ortalama
yasam siiresi 4-6 yildir.

KLL olusumu iizerine genetik faktorler, bagisiklik sistemi yetmezilikleri ve
kromozomal degisiklikler ~zemin hazirlar (45). Immiinfenotipik  olarak
degerlendirildiginde KLL nin biiyiik 6l¢iide karakteristik bir immiinfenotipi vardir. B
hiicre belirteclerini; CD19, CD20, CD23 ve T hiicre belirteci olan CDS5 expresyonu
gosterilir. Sitogenetik olarak degerlendirildiginde KLL’ de standart sitogenetik analiz
yapmak giictiir ¢clinkii hiicrelerin mitoz hiz1 diisiiktiir. Standart kromozom analizinde
olgularin yaklasik yarisinda sitogenetik anomaliler goriiliir. En sik gozlenen
bozukluk trizomi 12’dir. Ayrica del(13q) ve del(14q) bozukluklart da sik¢a goriiliir
(33).

Siiflandirma

Bugiin kullanilan Rai ve Binnet (34) sistemlerine goére bir smiflandirma
yapilmistir. Her iki sistemde de evrelendirme, kan lenfosit ikilenme zamani, kemik
iligi histolojisi veya I6semik hiicrelerin karyotipi gibi birbirinden bagimsiz
prognostik parametreler g6z oniine alinmaktadir. Bu evrelendirme sistemlerinden Rai

siklikla kullanilir.

Rai evrelendirme sistemi (34).

Evre Klinik Ozellikler Yasam (Ay)

0 Lenfositoz(kan veya kemik iligi)............. 120 aydan fazla
1 Lenfositoz+lenf biiyikligi................... 95 aydan fazla
2 Lenfositoz+hepatomegali..................... 72 aydan fazla
3 Lenfositoztanemi...................oevuennn. 30 aydan fazla
4 Lenfositoz+trombositopeni................... 30 aydan fazla
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2.1.4.2.2. KML: Kronik Myeloid Losemi

KML hematopoetik kok hiicresinin klonal ekspansiyonundan gelisir ve
malign klonal bir hastaliktir. Ekspansiyon, myeloid elemanlarin proliferasyonu -
apoptozisin azalmasi ile birlikte- ve adhezif 6zelliklerinin kaybi ile karakterize klonal
hematopoetik kok hiicre hastaligidir. Genellikle myeloid, monositik, eritroid,
megakaryositik, B lenfoid, ve nadiren de T lenfoid serilerinin timiinii igerir.

KML, spesifik karyotipik anomalinin saptandigr ilk hastaliktir. KML tiim
l6semilerin % 20’sini olusturur. Her yasta goriilmekle birlikte 6zellikle ileri yas
grubu hastaligidir. Erkeklerde kadinlara gore daha sik goriiliir (1, 5, 15, 46, 47).
Nowel ve Hungerfold 1960 yilinda KML hastalarinda G-grubu kromozom
anomalileri tanimlanmistir. Fledelfya (Philadelphia=Ph)  kromozomu olarak
adlandirillan bu yeni olusum 9 ve 22 nolu kromozomlar arasindaki resiprokal
translokasyon sonucu olusur. Bu translokasyonun kromozom 9q34° teki 3> ABL gen
bolgesinde gen segmentini, kromozom 22q11° deki 5> BCR gen segmentine ekler.
Boylece hibrit BCR-ABL geni olusur (48, 49). Bu genetik degisiklik 210 kdalton
agirhiginda fiizyon proteini tirozin kinaz aktivitesine sahip bir proteini kodlar.
Genlerin flizyonlar ile tirozin kinaz normalden daha uzun sentezlenir. Bu genin
olusturdugu protein ayrica hemotopoetik hiicrelerin degisiminde rol oynar (50, 51).
BCR-ABL fiizyon proteinlerin yanisira 190-230 kd uzunluktaki ek proteinler de
molekiiler olarak gézlemlenmistir.

Hastaligin klinik seyri stabil veya kronik faz, akselere faz ve blastik faz
olarak 3 evreye ayrilabilir. Tan1 konulduktan sonra tedavisiz yaklasik 3-5 yil sonra

akselere veya blastik faza ilerler (52, 53). Bu fazlar1 kisaca agiklarsak;

Kronik Faz

Periferik kanda 16kositoz, 20x10°/mm’ ile 500x10°/mm’ arasinda degismek
lizere genellikle 130x10*/mm”® ile 225x10°/L arasindadir. Nétrofil seri elemanlar
agirlikta olup 6zellikle pargali, bantli, metamyelosit ve myelosit egemenligi vardir.

Myeloblast orant % 3’ten azdir. Mutlak bazofili genellikle vardir ve ezonofili
de eslik edebilir. Mutlak monositoz vardir, trombositoz genellikle vardir bazi

olgularda 1000x1 0°/mm’’iin iizerindedir.
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Kemik iligi bulgularinda hiperseliilerite gozlenir. Megakaryositler artmis ve
normalden hafifce kiigiik, kiime yapmis olarak goriliirler. Eritroid seri elemanlari
normal veya azalmistir.

Sitogenetik inceleme sonucu Ph kromozomunun varligi taniyr dogrular.
Standart sitogenetik yontemler ile hastalarin % 85-95’inde Ph kromozomu tespit
edilir ve ¢ok nadir hastada Ph kromozomu bulunmaz.

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

varyant translokasyonlar saptanmuistir.

Akselere Faz

Blastik faza gecis ani veya yavas olabilir. Genellikle fazin blastik faza
ilerlemesi ilk y1l % 5 ve sonraki yillarda % 20-25 dir. Periferik kanda blast % 5-30,
kemik iliginde ise % 10-30 arasindadir. Belirgin myelofibrozis vardir. % 20’nin
tizerinde bazofili vardir, hemoglobin diizeyi 7 gr/dl altindadir. Trombosit sayisi

100x10*/mm’ altindadir (150-400x10°/mm’) yani anemi ve trombositopeni gelisir

(54).

Blastik Faz

Beyaz kiire sayis1 tedavi ile zorlukla kontrol altina alinabilir. Anemi ve
trombositopeni derinlesir. Ilerleyici splenomegali gozlenir. Kemik iligi periferik
kanda myeloblast orant % 30’u geger. Periferik kan veya kemik iliginde
bazofil+eozinofil % 20’den fazladir. Devamli trombositoz veya trombositopeni

olabilir. Hastalarin % 70-80’inde ikincil kromozom anomalileri gelisir (2. Ph, trizomi

8, 1s0(17q), +19 ve Y kaybi) (54).
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2.2. Losemik Doniisiimiin Gosterildigi Metodlar ve Mutasyon Tarama

Testleri

Losemi olgularinda kromozomal anomaliler klasik sitogenetik, Floresan In-
Situ Hibridizosyon (FISH), polimeraz zincir reaksiyonu gibi ydntemler ile

arastirilmaktadir (55).

2.2.1. Klasik Sitogenetik Analiz Yontem

Yasayan ve ¢ekirdegi olan, boliinebilme yetenegini kaybetmemis tiim dokular
kromozom ¢aligmalarinda kullanilmaktadir. Solid dokularda farkli yapilar tercih
edilse de losemilerde genellikle kemik iligi olmak {iizere periferik kandan da
inceleme yapilabilmektedir. Sitogenetik c¢aligmalar icin gerekli olan metafaz
kromozomlarinin eldesi i¢in ya direk yontem kullanilir ki bunun i¢in sponton mitotik
aktivitesi olan kemik iligi hiicreleri gibi hiicreler tercih edilir yada kiiltiir yontemi
kullanilir. Kiiltiir yonteminde periferik kan ve diger dokular kullanilabilmektedir.
Ancak incelenebilecek metafaz sayisini arttirmaya yonelik olarak periferik kandan da
direkt yontem ile metafazlar elde edilmektedir.

Kiiltiir yonteminde ordamdaki hiicreleri (lenfosit) uyararak mitoza sokmak
icin Phytohaemaglutinin (PHA) kiiltiir ortamina eklenir. Ve ideal kiiltlir siiresi
37°C’de 72 saattir. Kiiltiire hiicrelerin metafazda durdurulmasi ortama Kolsisin
ilavesiyle olmaktadir ki bu madde ig ipliklerin protein yapisim1 bozmak suretiyle
fonksiyon yapmaktadir. Daha sonra hacimce ¢ekirdek ve kromozomlar1 genisletmek
icin hipotonik soliisyon ile muamele edilen hiicreler en son olarak fiksatif ile fikse
edilerek daha kaliteli metafazlar elde edilmektedir. Bundan sonraki asama cesitli
kromozomlarin ¢esitli bantlama teknikleri kullanmak suretiyle farkli agilardan
degerlendirilmesini icermektedir. Diiz olarak boyanan kromozomlar sadece sayisal
anomaliler degerlenebilecek iken; GTG (Giemsa-Tripsin—Giemsa), NOR (Niikleer
Organiser Region), HRB (High Resolution Bantlama), RBG (Reverse-Banding
Giemsa), SCE (Sister Chromatid Exchange) gibi farkli teknikler ile kromozomlar

farkli acilardan degerlendirilmektedir.
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2.2.1.1. GTG Bantlama Teknigi

Rutin sitogenetik laboratuarlarin birgogunda kullanilan teknik GTG bantlama
teknigidir. Yontemde, kromozomal proteinler olan histonlar ve nonhistonlar tripsin
ile denatiire edilerek agikta kalan DNA’nin Adenin ve Timin bazlarinca zengin
tekrarlarindan olusan bolgelerine Giemsanin girmesi sonucu bu bdlgeler koyu
boyanmakta ve heterokramatin bolgeler olarak adlandirilmaktadir. Boyanmayan
bolgeler ise 6kromatin bolgelerdir ve yapisal genleri igerir. Bu islem sonunda her
kromozom c¢iftine 6zgli acik ve koyu bantlar goriiniir hale gelmektedir. 1995°deki
konferansta kabul edilen ISCN (An International System for Human Cytogenetic
Nomenclature) smiflandirmasina gore kromozomlar degerlendirilmektedir ve
karyotip yazimida aym toplantida standardize edilen yazim kurallarn ile
yapilmaktadir (56, 57).

Bu sitogenetik analiz yontemi ile genomun genel goriiniimii belirlenmektedir.
Kanser genetiginde de taninin konulmasi, takibi, tedavi ve hastaligin ilerlemesi ile
ortaya cikabilecek ikincil kromozamal diizensizliklerin tespitine imkan vermektedir

(58).

2.2.1.2. Mikroniikleus Teknigi

Yine bir diger mutasyon tarama testi olan Mikloniikleus teknigi de 16semili
vakalarin  degerlendirilmesinde  kullanilabilmektedir. =~ KML’li  hastalarda
mikroniikleus analizinin yapildigi bir doktara tezi ¢alismasinda, KML’li grupta
kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda mikroniikleus tespit edilmistir (59).
Mikroniikleus tekniginde kromozomlar1 goriintiilemeye yonelik bir calisma

yapilmamakta, daha kaba bir inceleme yapilmaktadir.

2.2.1.3. Kardes Kromatid Degisimi Teknigi

Cesitli mutajen ve karsinojenlerin hem in vivo, hem de in vitro kosullar
altinda neden oldugu DNA hasarin1 saptamay1 saglayan sitogenetik yontemlerden
birisi de Kardes Kromatid Degisimi (KKD)=Sister Chromatid Exchange (SCE)’dir.
KKD, DNA’daki ¢ok kiiciik harabiyetlerin bile hassas gostergesi olarak kabul edilir.
DNA hasarinin ve indiikklenmis DNA tamirinin gosterilmesinde en basit, duyarli ve

kisa zamanda sonug veren bir yontem olarak kullanilmaktadir (60, 61).
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KKD yeni mutajenik ajanlarin duplike olmus kromatid ve eski kendi kardes
kromatidi arasinda kromozom morfolojisi degismeksizin simetrik olarak o6zdes
segmentlerin degisimidir (1).

KKD ¢ogalmakta olan hiicrelerde spontan olarak meydana gelmekte, 6zellikle
kromozom hasari, instabilitesi ve DNA tamir bozuklugu sendromlarinda duyarl bir
parametre olarak kullanilmaktadir (60).

Son yillarda yapilan genetik ¢aligmalar, kanserin genetik roliiniin agir basan
bir hastalik oldugu kabul edilmektedir. Bu hastaligin ortaya ¢ikmasinda kimyasal,
fiziksel, viral ve kromozal diizensizlikler gibi bir¢cok faktér de rol oynamaktadir.
Kanser diinyadaki oliimlerin % 20’sinden fazlasini olusturmaktadir. Sitogenetik
olarak yapilan c¢alismalarda, bazi kanser tiplerine 6zgii belirli kromozomlarda sayisal
ve yapisal anormallikler ve marker kromozomlar bulunmustur.

Basta hematolojik sistemle ilgili kan hastaliklar1 ve kanserleri olmak iizere
akciger, serviks, kolon, meme, over, mesane ve rektum kanserlerinde bu yontemle
yapilan calismalar sonucunda, kontrollere gore KKD oranlarinda artiglar
saptanmistir. Ayn1 zamanda kanser vakalarinda tedavi amagli kullanilan radyoterapi
ve ¢esitli kemoterapoétik ilaglarin hiicrelere verdigi zararin kalict etkisi, periferal kan
lenfosit hiicrelerinde kromozom kiriklar1 ve KKD’deki degisimler ile gosterilmistir.

Kardes kromatid degisim analizi, hassas genotoksik testlerden biridir. Degisik
mutajenlere maruz kalan bireylerin periferal kan lenfositlerinde (PBL) in vivo ve in
vitro olarak ¢ok fazla KKD c¢alismast yapilmistir. KKD, bireylerde somatik
hiicrelerde bilinen ya da potansiyel mutajen ve karsinojenlere maruz kalmanin

etkilerini saptamada kullanilan bir yontemdir.

Losemi ve Lenfomalarda Kardes Kromatid Degisimi

1.Malign Lenfoma: Kurvik ve arkadaslar1 47 malign lenfomali olgu ve 40
kontrol bireyin periferal kan lenfositlerinde spontan KKD diizeyini aragtirmiglar ve
malign lenfomali olgularda kontrollere goére KKD sikliginin oldukg¢a yiiksek
oldugunu gozlemislerdir. Terapi géren 13 hastada ise Ozellikle 15. haftadan sonra
KKD’nin olduk¢a azaldigi saptanmistir (62). Benzer bir c¢alisma Crossen ve

arkadaslar1 tarafindan yapilmis ve malign lenfomali olgularin periferik kan
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lenfositlerinde KKD siklig1 agisindan kontrol grubuna goére bir fark gézlenmemistir
(63).

2.Kronik Myeloid Lenfoma (KML): Yapilan bir ¢alismada 40 KML’li olguda
ve 38 saglikli kontrol bireyde kemi iliginde spontan KKD diizeyine bakilmis ve
16semili bireylerin hiicrelerinde KKD sikliginin azaldigi gozlenmistir (64). Benzer
bir calisma Chang ve arkadaglar1 tarafindan da yapilmis ve KML’li olgularin
periferal kan lenfositlerinde KKD oranlar1 kontrol grubuna yakin bulunmustur (65).

3.Akut Lenfoblastik Losemi (ALL): Otter ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada ALL’li hasta gruplarmin periferal kan lenfositlerinde spontan KKD
diizeylerine bakilmis ve kontrollere gore olduke¢a yiiksek oran gdzlenmistir (66).

4.Hodgkin’s Hastalig1: Thelma ve arkadaslar1 16 Hodgkin’s hastalikli olgu 8
kontrol birey ve 28 tedavi gormiis olgu ile bir ¢calisma yapmislardir. Tedavi goren
gruba MVPP (Mustin/Vinblastin/Prednisolon/Prokarbazin) karigimi  kombine
kemoterapi uygulanmistir. Gruplarin periferal kan lenfositlerinde, spontan KKD
bakimindan bir fark bulunmamistir. MVPP terapisinin 2. kez uygulanmasindan sonra

ise maksimum diizeyde KKD gézlemislerdir (67).

2.2.2. Molekiiler Sitogenetik Yontemleri

Belirli bir hiicre populasyonu veya dokudan izole edilen niikleik asitlerin in
vitro hibridizasyonu farkli DNA ve RNA gruplarinin belirlenmesini saglamakla
birlikte, incelenen spesifik dizelerin hiicreler arasindaki dagilmalarni ya da
kromozomlar iizerindeki yerleri hakkinda bilgi verememektedir. Bunun ig¢in
hibridasyonunun doku yada hiicrede yapilmasi gerekmektedir. In Situ Hibridizasyon
(ISH) adi verilen bu teknikte spesifik DNA veya RNA dizileri doku kesitlerindeki
her hiirede kromozom preparasyonlarinda veya interfaz hiicrelerinde morfolojik
olarak gostermektedir. Bu teknik niikleik asitlerin kendi dogal hiicresel ortamlarinda
incelenmesine olanak vermesi ile digerlerinden ayrilir (68). Sitogenetik ile molekiiler
genetik arasinda koprii olusturur ve sitogenetige tamamlayicit olarak ¢ok hizl
gelismistir. Cok sayida 6zglin DNA dizilerinin klonlanmasi son yillarda saglanmis bu

sayede belirli bolgelere Ozgiin tek iplikli DNA oligoniikleotidleri (prob) elde
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edilmistir. Bu problarin radyoaktif yada non-radyoaktif maddeler ile isaretlenerek
DNA’nin uygun kosullarda komplementer olusturma 6zelligine dayanarak sitolojik
preparatlar iizerinde, interfaz niikleuslarinda ya da metafaz kromozomlarinda
hibridizasyonu sayesinde bu 6zgiin bdlgeler goriintiilenebilmektedir. Bu teknik gen
lokalizasyonunda kullanildig1 gibi bantlama teknikleri ile tanimlanamayan cok
sayida anormal kromozom ¢esidinin aydinlatilmasinda vazgecilmez bir teknik haline
gelmistir. 1991 yilinda fluoresanlanmis niikleotid analoglarmnin direkt ve indirekt in
Situ Hibridizasyon yontemleri ile kullanilmaya baglanmasi ile Fluoresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) ad1 verilen bir yontem gelistirildi. DNA’nin ¢ift sarmal yapisi
normal kosullarda stabildir, fakat 1s1 ve formamid gibi bazi maddelerle etkilesimi
sonunda stabil yapisi bozulur ve bazlar arasindaki hidrojen baglar1 koparak DNA tek
zincirli hal alir. Eski kosullar tekrar yerine getirildiginde ise DNA sarmali tekrar
olusur. FISH’deki temel prensip; isaretli problarin hedef DNA ile hibridizasyonuna
dayanmaktadir. FISH, gilinlimiizde tanisal ve arastirma amaghi olarak
kullanilabilmektedir. FISH tekniginin duyarligi; hedef dokunun gecirgenligine,
gorilintiileme teknigine ve probun oOzelliklerine baghdir (69). Kullanilan problar
boyuna ve kullanim alanini gore ¢ok cesitli olabilmektedir. Tan1 amacli kullanilan
FISH tekniginin kullanim alanlarindan biri de kanser genetigidir. Cesitli
malignitelerin degisik genetik bulgularla iligkili olmasi teknigin kullanabilirligini
arttirmigtir.  Teknigin  interfaz  niikleuslarinda da  kullanabilmesi, metafaz
kromozomlarinin ve hiicre elde ediliminin zor oldugu kanser olgularinda teknigi
daha cazip kilmistir. Ozellikle hemotolojik kanserlerdeki bircok yapisal ve yapisal
patolojinin tanimlanmasi, tan1 konulmasi ve prognoz degerlendirilmesinde etkili bir

teknik olarak kullanilmaktadir.

2.2.3. Molekiiler Genetik Teknikler

Konversiyonel sitogenetik ve molekiiler sitogenetigin yetersiz kaldig
durumlarda basvurulan tekniklerdir. Bu teknikler arasinda Southern blotting,
Northern Blothing, Westem Blotting, m-RNA’nin In-situ hibridasyonu ve PCR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu; (PZR)’dur. PZR teknigi cok kiiclik miktardaki

DNA’nin kullanimina imkan veren ve olduk¢a hassas olan bir teknik olmasi
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acisindan fazlaca tercih edilmektedir. Bir DNA kaynaginda bulunan hedef DNA
zincirlerinin hizli ve ¢ok yonlii olarak ¢ogaltildig1 in vitro bir yontemdir. DNA’ nin
amplifikasyonu sonucu hedef dizinin 10> kopyas: elde edilebilmektedir. Teknik ile
10* ile 10®de 1 (1/10°-10% oraninda anormal hiicre tespit edilebilmektedir.
Quantitative PCR ve Reserve Transcriptase PZR (RT-PZR) gibi farkli uygulama
tipleri de vardir. RT-PZR o6zellikle mutasyon taramalarinda kullanilir ve teknikte
komplementer DNA kullanilmaktadir. Calisilacak dokudan mRNA izole edilmekte
ve bu mRNA’dan rivors transkriptaz enzimleri yardimiyla cDNA’lar elde
edilmektedir (70, 71).

Elde edilen cDNA, bundan sonraki PZR i¢in kalip 6devi goriir. Teknik ile
hizli, hassas ve spesifik tetkitler yapilabilmektedir. Amplifikasyon miktarma gore

10°-10° normal hiicre i¢indeki 1 Ph(+) hiicre tespit edilebilmektedir (72, 73).

2.3. Losemilerde Genetik Inceleme

Kromozomal Degisim Terminolojisi

Ayri ayri 16semi gruplarint genetik olarak incelemeden 6nce konuyu daha 1yi
anlayabilmemiz i¢in gerekli terminolojiyi bilmek gereklidir. Kromozomlar sayisal ve
yapisal olarak adlandirilan iki tip diizensizlige sahip olabilmektedirler. Bunlar ayri
ayr1 6zel bir terminoloji ile su sekilde agiklanir.

Kromozom Diizensizlikleri

Ozelliklerin ~ kusaktan kusaga degismeden aktarilmasii  saglayan
kromozomlar; sekil, biiyiikliik ve say1 gibi birgok yonden her canli tiirii ve o tiir
icindeki ait oldugu kisi bakimindan sabit ve ayirt edici niteliktedir.
Normalde 46 olan (2n=46) insan kromozomlar1 kimi zaman hem say1, hem sekil hem
de yapt bakimindan degisiklik gosterebilir. Bu kromozomal diizensizlikler gerek
mikroskobik gerekse molekiiler boyutta yeni teknikler ile (Bantlama, FISH, RT-
PCR) tespit edilebilmektedir.
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Kromozom kusurlarin1 ana hatlar1 ile siiflandirilacak olursak; kromozom sayisi
mutasyonlart ve kromozom yapist mutasyonlar1 seklinde iki basglhik altinda

Ozetleyebiliriz.

2.3.1. Kromozom Sayis1 Mutasyonlari

Normal bir mayoz sonucunda olusan gametler 23 adet kromozom igerirler. Bu

say1 insan i¢in haploid (n) sayidir. Viicut hiicrelerindeki kromozom sayisi ise haploid
sayinin iki kat1 olup, diploid (2n=46) olarak adlandirilir. Kromozom sayisi
diizensizlikleri de kendi igerisinde 2’ye ayrilir.
Kromozom sayisindaki artis yada azaliglar temel kromozom sayisinin (n=23) tam
katlar1 kadar oluyorsa buna Oploidi ve sayiya da Oploid denir. Bu durumda
hiicrelerdeki kromozom sayisi, o organizma tiirli i¢in normal olan haploid sayisinin
tam kat1 kadar artmistir. Bir Oploidi tipi olan haploidi esey hiicrelerindeki temel
kromozom sayisin1 gosterir (n=23). Diger bir tip; iki esey hiicresinin birlesmesi ile
elde edilen kromozom sayisidir ki bu hiicrelere diploid hiicreler denir ve insan i¢in
2n=46 kromozom igerirler. Diger bir tip triploidi (3n=69) olarak adlandirilir ve temel
kromozom sayist ii¢ kat artmustir. Triploid hiicreler 69 kromozom igerirler.
Tetraploidi (4n=92) durumunda ise temel kromozom sayis1 dort kat artmis olup
hiicreler 92 kromozom igermektedirler. Kuramsal olarak temel kromozom sayisini
sonsuza kadar arttirmak miimkiin iken diger ploidiler insanda gozlenmemektedir.
Bazi durumlarda ise mozaik durumlar gozlenebilmektedir. Boyle bir durumda farkl
hiicrelerde farkli n sayilarda kromozom bulunabilmektedir bu durum miksoploidi
olarak adlandirilir (74).

Kromozom sayisindaki artis yada azaliglar temel kromozom sayisinin tam
katlar1 kadar olmayip, bir veya birka¢ kromozomun eksikligi veya fazlaligi seklinde
ise bu duruma andploidi ve sayiya da andploid denir. Andploidi olgulart 6ploidi
olgularindan daha sik gozlenir ve pek ¢ok kromozomal sendromun olusmasina
sebebiyet verirler. Andploidi, kromozomlardaki artma ya da eksilmeye gore ikiye
ayrilir.

Birincisi hiperploidi olup; insanlardaki diploid sayidan bir yada daha cok

sayida fazla kromozom bulunmasi durumudur (Ornegin: 2n+1).
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Trizomi en sik rastlanilan hiperploidi tipidir ve insan kromozomlarindan
herhangi birinin iki yerine ii¢ tane bulunmasi durumudur yani 2n+1=47 kromozomlu
bir karyotip s6z konusudur. Tetrazomi daha nadir gozlenir. Tetrazomik durum ya
belli bir homolog kromozom c¢iftinden iki yerine dort tane bulunmasiyla ya da iki
ayr1 homolog ¢iftin trizomisi ile ortaya ¢ikar.

Ikici tip hipoploidide; karyotipteki diploid sayidan bir yada daha ¢ok
kromozomun eksilmesidir (Ornegin: 2n-1).

Hipoploidide kromozom ciftlerinden birinin bulunmamasi (2n-2) nullizomi
olarak adlandirilirken, diploid kromozomdan yalniz bir kromozomun eksik olmasi

(2n-1) monozomi olarak adlandirilir (74).

2.3.2. Kromozom Yapis1 Mutasyonlari

Sayisal diizensizliklerin olus nedeni hiicre boliinmesindeki kusurlar iken
yapisal diizensizlerin nedeni ayn1 ya da degisik kromozomlardaki kirilma ve yeniden

diizenlenmelerdir. Yapisal kromozomal degisikliklerin baslicalar1 sunlardir:

2.3.2.1.Yer Degistirme (Translokasyon)
Bir kromozomdan kopan parcanin diger bir kromozoma yerlesmesidir.

Translokasyonlar ii¢ grup iginde incelenebilir.

o Karsilikli translokasyon
o Sentrik kaynasma tipi translokasyon
o Insersiyonel translokasyon (Transpozisyon)

Kargilikli translokasyon (resiprokal translokasyon): Bir kirilma sonucu,
homolog yada homolog olmayan kromozomlardan kopan pargalarin karsilikli yer
degistirmesine denir.

Sentrik kaynagma tipi translokasyon: Akrosentrik kromozomlarda goriilen
0zel bir resiprokal translokasyon tipidir. Bu translokasyonda kromozomlardan
sentromere yakin kisa kolunda, digerinde ise yine sentromere yakin fakat uzun
kolunda birer kirilma olur. Daha sonra iki kromozomun uzun ve kisa kolu birleserek
translokasyon kromozomlarini olustururlar. Bu translokasyona Robertsonian tipi

translokasyon da denilmektedir (75).
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Insersiyonel translokasyon (Transpozisyon): Homolog olmayan iki
kromozomdan birinde iki noktada, digerinde ise bir noktada kirilma olur. ki kirilma
noktas1 olan kromozomdaki parca tek kirilma olan kromozoma girer ve kaynasir. Bu

kromozomlardan birinde artma digerinde ise eksilme s6z konusudur.

2.3.2.2. Eksilme (Delesyon)

Bir kirilma sonucu, kromozomun kiigiik bir parcasinin kopmast demektir.
Kopma iki tiirlii olabilir; ya bir darbe sonucu kirillan kromozom pargasi kopar
(terminal delesyon), yada iki darbe sonucu kopan parga aradan ayrildiktan sonra iki

parca yeniden kaynasir (interstisyel delesyon) (74).

2.3.2.3. Artma (Duplikasyon)

Homolog iki kromozomdan birinde ¢ift darbe sonucu kopan parca, digerinde
tek darbe sonucu kopan araliga girerek kaynasacak olursa artma yada duplikasyon
olgusu ortaya ¢ikar. Duplikasyon kendini iki tipte gosterir: Homolog kromozomlarda
artmada gen duplikasyonu olur. Tandem duplikasyonda genler ard arda dizilmistir.

Ters tandem duplikasyonda artan parca tersine donerek yine yerine yerlesmistir (75).

2.3.2.4. Ters Donme (inversiyon)

Bir kromozoma iki darbenin gelmesi ve bunun sonucunda kopan parcanin
kaybolmadan kendi ekseni ¢evresinde 180° dénerek yine eski yerine yapismasina ters
donme yada inversiyon denir. iki tiirlii ters dénme olmaktadur:

e Parasentrik inversiyon; sentromerin disinda olan ters donmelere verilen addir.
e Perisentrik inversiyonda ise; iki darbe uzun ve kisa kollarina gelir, sentromeri
icinde bulunan parca kendi cevresinde 180° dénerek eski yerine yapisirsa

perisentrik ters donme ortaya ¢ikar (75).

2.3.2.5. Halka (Ring) Kromozom
Bir kromozomun iki ucunda iki darbe sonucu kiriklar olur ve bu kirik uglara
baska bir parca birlesmeden iki u¢ kaynasirsa halka seklinde bir kromozom ortaya

c¢ikar ki buna halka yada ring kromozom denir (75).
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2.3.2.6. izokromozom

Anafazda birbirinden ayrilarak ¢ekilecek olan kromatidler bazen
boylamasina degil enlemesine boliinebilir. Bu durumda yavru hiicrelerden birinde
yalnizca kromozomun kisa kollar1 bulunurken, digerinde yalnizca uzun kollar
bulunur. Boyle sentromerin enlemesine bdliinmesi sonucu ortaya ¢ikan median

goriiniimlii kromozomlara izokromozom denir (74,75).
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2.4. Losemilerde Tedavi

Losemilerin tedavisi, destekleyici tedavi, kemoterapi ve kemik iligi nakli gibi

tedavi yaklagimlarindan olusur.

1) Destekleyici Tedavi: Eritrosit, trombosit siispansiyonlar1 verilmesi, hastalarin
izolasyonu, enfeksiyonlara karsi proflaksi ve tedavi, hiperlokositoz ve ltimor lizis
sendromu kargisinda uygun tedavi, hasta ve ailesine psiko-sosyal destek verilmesi,
ilag yan etkilerinin tedavi gibi yaklagimlar igerir (76).

2) Kemoterapi: Anti-16semik ilaglar kullanilir. Tedavi semasi; Indiiksiyon (remisyon
saglama), idame (saglanan remisyonun devamliligi), konsolidasyon (remisyonu
saglamlastirma) tedavilerinden olusmaktadir (77).

3) Relaps (Niiks): Niks etmis hastalarda (hastaligin yeniden belirmesi) sag kalim
orani yeni tani almis hastalara gore oldukca diisiiktiir. Niiks tedavisi i¢in genellikle
daha Once verilmis olan tedavi protokoliinden daha yogun bir protokol secilir
(76,77).

4) Kemik Iligi Transplantasyonu (KIT): Once yogun kemoterapi ve viicut 1sinlamasi
ile 16semik hiicrelerin tiimii yok edilmeye calisilir. Iligin reddini 6nleyici,
immunosiipresyonu da saglayan 6n tedaviden sonra otolog veya allojenik seklinde

ilik nakli yapilir (76, 77).

2.4.1. Kemoterapi

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapoétikler, duyarli tiimor hiicrelerinde
cogalmay1 durdurur ve apopitozu indiikler (78, 79). Ideal kemoterapi ilacindan
maksat; kanser hiicrelerini hedefleyip onlar1 yok etmek ama bunu yaparken normal
hiicrelere toksitelerinden ve yan etkilerinden dolay1 zarar vermemektir. Kanserli
hiicreyi 6ldiiren ancak normal hiicreye zarar vermeyecek ila¢ indeksi maalesef dardir.
Bu ilaglar tablo 5’de verilmistir (78, 79). Prensip olarak kombine ila¢ tedavileri
kullanilmaktadir. Ciinkii kombine tedavinin kullanilmasi tedaviyi daha etkin hale
getirmektedir. Ornegin; hidroksiiirenin alkilleyici ajanlarla ve topoizomeraz inhibitor

ajanlari ile birlikte kullanilmasi antiproliferatif etkiyi arttirmaktadir (78, 80-83).
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Tablo 5: Losemi tedavisinde kullanilan kemoterapdtikler-1 (84).

Simif Ajamin Adi ilacin Adi Etkin Oldugu Hastahk Etki Hilcre.
Mekanizmasi Dongiisii

Mekloratamin Hodgkin hastaligi, non_Hodgkin .

lenfomolar 5

Akut ve kronik lenfositik 16semiler, =

Hodgkin Hastaligi, non_Hodgkin g

lenfomalar, neuroblastoma, multiple 2

Siklofosfamid miyeloma, meme, over, akciger S

kanseri, Wilm’s timorii, serviks, §

Nitrojen Mustardlar testis kanseri, yumusak doku =

sarkomlari 2

Multiple miyelama, meme, over >

5 Melfalan ’ ’ <
E kanseri Z v
=z Kronik lenfositik 16semi, primer A 5 ‘g
‘5 Klorambusil makroglobulinema, Hodgkin 'c§ = 2
o p— 'M ({J
E lenfomalar g = &
i . . . s Z

= o Hekzametilmelamin Over kanseri 8

Etileniminler ve g

metilmelaminler g

Tiyotepa Mesane, meme, over kanseri =

Na}

£

Alkil sulfonatlar Busulfan Kronik granulositik 16semi 220

£

Hodgkin Hastalig1, non-Hodgkin d::).

Nitrosoureas Karmustin lenfomalgr, primer beyin turporlen, <

multiple miyeloma, malign E

melanoma
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Simif Ajanin Cesidi Ilacin Adx Etkin Oldugu Hastahk Etki Mekanizmasi DI;)'Illllgil;ii
5 Nitrosoureas Streptozosin Malign pankreatik insiilinoma
B 8 Malign melanoma, Hodgkin DNA ¢ift ipligini birbirinden 4 =
— g ~ . ca
g Triazenler Dakarbazin Hastalig1, yumusak doku aylrargk D'NA.V.C rephkasyon 2 g
= < sarkomlari zimcirlerini alkiller @
. Meme, kolon ,mide, Timidilat sentezini engelleyerek
Fluorourasil pankreas, over, bag ve e L
. timidin iiretimini azaltir
boyun,mesane kanseri
o Akut graniilositik ve akut . o
Primidin Sitabrin lenfositik lésemiler DNA polimerazi inhibe eder
Analogl o . . imidi ini
naloglan Gemsitabin Pankreatik, over kanseri Tlmlqﬂ?t .ser}tez'1 n epgelleyerek
timidin iretimini azaltir =
S Akut lenfositik, akut :SN;D
% Merkaptopurin granulositik ve kronik
. . . <
o Purin granulositik Idsemiler E
g Analoglar Akut lenfositik, akut &
= Tiyoguanin granulositik ve kronik Purin sentezini bloke eder P
< granulositik 16semiler o
Purin Tiiylii hiicre 16semi, kronik «
Pentostatin,Kladribin, Fludaribin lenfositik 16semi, kii¢iik
Anologlar1 .
hiicreli lenfoma
o Akut lenfositik losemlf Dihidrorediiktaza baglanarak
Folikasit meme, bag ve boyun, akciger D L .
Metotreksat . . timidilat (primidin) sentezinin
analoglar1 kanseri, osteogenik sarkoma,
. . engeller
mikosiz fungoides

Tablo 5: Losemi kemoterapoétikleri devami-2
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Simf Ajamin Ad1 ilacin Ads Etkin Oldugu Hastalik Etki mekanizmasi Hicre
i g Déngiisii
- . Tiiylii hiicre 16semisi, Kapoi sarkoma,
= 3 . . Interferon- N .
= Biyolojik cevabi melanoma, karsinoid, real hiicre, over, . - .
S i3 L alfa, . . Hiicre biiylimesini engeller.
o degistirenler : et mesane, non- Hodgkin lenfoma, Multiple
) Interlokin-2 . . e e
miyeloma, kronik granulositik 16semi
Akut ve kronik lenfositik 16semiler, meme
Adrenokortikosteroidler | prednizone | kanseri, Hodgkin hastaligi, non-Hodgkin
lenfoma
g . Megestrol . . “ e
g Progestin zg:tsafo Endometriyum, meme kanseri Ostrojen aktivitesini onler
=
é Antiandrojen Flutamid Porastat kanseri Andrjen reseptoriine baglanir
] J p g
tropi .
Gonadotropin . . Gonadotropin salgilanmasini
serbesteyen hormon Loprolid Prostat kanseri saslar
antagonisti £
. Kronik granulositik ldsemi, polisistemia Ribonukleotid reduktazt
= Hidroksitire vera, esansiyel trombositoz, malign N
= inhibe eder
g melanoma
= Testis,over, mesane, bas-boyun, akciger, DNA zincirleri arasina
R Sisplatin tiroid,serviks, endometriyum kanseri, girerek DNA sarmalarinin
;‘ ndroblastoma, osteogenetik sarkoma acilmasini engeller
S Mitoksantron Akut graniilositik lésemi, meme ve prostat | Topoizomerazin ¢aligsmasini
kanseri engeller

Tablo 5 devam-3
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2.4.2. Kanser Tedavisinde Kullanilan Ilaclarin Genel Smiflar1 ve Etki
Mekanizmalari
2.4.2.1. Alkilleyici Ajanlar
a) Nitrojen mustardlar(siklofosfamid)
b) Etileminler ve metilmelaminler
c¢) Alkil siilfonatlar
d) Nitrosourea

e) Triazenler

2.4.2.2. Antimetabolitler
a) Folikasit analoglar1 (metotreksat)
b) Primidin anologlar (sitozin arabinozid, AraC)

c¢) Purin anologlar1 (merkaptopurin, tiyoguanin)

2.4.2.3. Dogal Uriinler

a) Vinka alkoloidler (Vinkristin, vinbristin)
b) Taksenler

¢) Kamptotkinler

d) Antibiyotikler

e) Epipodofilotoksinler (etoposid)

f) Enzimler (L-asparaginaz)

g) Biyolojik yanit diizenleyiciler (interferon- alfa)

2.4.2.4. Cok Yonlii Ajanlar

a) Yer degisimi yapan iire (hidroksiiire)
b) Platin kompleksleri

¢) Antrasenediyon

d) Metilendaidrazin
2.4.2.5. Hormonlar

a) Adrenokortikosteroidler (prednizon)
b) Progestinler
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c) Ostrojenler (84).

Losemi tedavisinde kullanilan bu ilaglarin etki mekanizmalar su sekilde
olmaktadir;

Alkilleyici ajanlarin en énemli farmakolojik etkisi DNA sentezinin ve hiicre

boliinmesinin diizenini bozmaktir. Genomu koruma gorevi yapan p53 proteini
DNA’da meydana gelen hasar1 algilar ve apopitozu baslatir (76, 85). Indiiklenen p53
proteini BCL-2 ailesi iiyesi olan bax’in (proapopitotik) indiiksiyona yol agarak
apopitozu baglatir veya Fas ve DRS gibi hiicre ylizeyinde bulunan o6lim
reseptorlerinin indiiksiyonuna neden olarak apopitozu indiikler (86-88).
Cogu antitiimdr ilaglarin tersine alkilleyici ajanlarin etkileri proliferasyona bagimli
olmasina ragmen alkilleyiciler hiicre dongiisliniin herhangi bir asamasinda etkili
olabilirler. En etkili olduklar1 faz hiicre dongiisiinlin sentez fazidir. Hiicreler bu
ajanlara kars1 hiicre dongiisiiniin G, mitoz veya G;’in erken donemlerinde daha az
duyarl iken ge¢ G; ve S fazlarinda oldukg¢a duyarhidir. Boylece hiicre boliinme
asamasina gelemeden bloke olur (76, 77, 79).

Alkilleyici ajanlar, niikleik asit ve proteinlere kovalent baglanabilen kimyasal
bilesikler olduklarindan dolay1 DNA {izerinde zincir kirilmasi, baz degisimi seklinde
hasarlara neden olmaktadir. Meydana gelen bu hasarlar ve DNA alkillenmesi sonucu
hiicre 6liime gider, ancak bu hasarlar hiicre dongiisiiniin G; kontrol noktasini aktive
ederek tamir edilirse hiicre 6liimii gerceklesmez (79).

Folikasit analogu olan metotreksat antimetaboliti hiicre dongiisiiniin sentez
fazina 6zgii bir ajandir. Purin ve timidilat sentezi i¢in gerekli folat enzimlerini inhibe
eder dolayistyla DNA sentezini bloke eder (79, 89).

Primidin anologu olarak kullanilan sitozin arabinozid antimetaboliti, niikleik
asit fonksiyonlarin1 veya sentezlenmelerini saglayan dogal antimetabolitleri taklit
etme yetenegine sahiptir. Primidin anologlarmin etki mekanizmalart 3 grupta
incelenebilir. Birincisi; DNA polimeraz aktivitesini inhibe ederek DNA zincirinin
uzamasina engel olurlar. ikinci olarak; DNA nin tamiri {izerine etkilidirler. Ugiinciisii
ise membran glikoproteinlerinin ve glikolipitlerinin sentezini inhibe ederler. Boylece
membran yapisini, antijenitesini ve fonksiyonunu degistirirler. Sitozin arabinozid
(Ara-C) ile muamele edilmis l6semik hiicreler seramid olusumunu uyarirlar. Seramid

membrana bagl asit sfingomiyelinazin aktivasyonu sonucu olusan bir iriin olup
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apopitozu baslatir. Plazma membraninda bir hasar meydana geldiginde membranda
bulunan asit sfingomiyelin sfingomiyelinazin aktivasyonu ile seramid olusur ve
apopitoz baslatilir (79, 86,89).

Purin analogu olarak merkaptopurin ve tiyoguanin antimetabolitleri DNA ve
RNA sentezi gerekli ¢esitli enzimlerin inhibisyonunda etkilidirler. Ayrica pirimidin
analoglar1 gibi membran glikoproteinlerinin sentezlenmesinde etkin olduklar1 baska
calismalarla da gosterilmistir (76, 78).

Losemi tedavisinde kullanilan bir diger ajan grubu ise dogal iiriinler sinifidir.
Vinblastin, vincristin kemoterapotikleri hiicre dongiisiine 6zgii ajanlardan olup
hiicreyi mikrotiibiillerin yapiminda rol oynayan proteinlerin polimerlesme yetenegini
bloke ederler. Mitotik aparatta bulunan mikrotiibiillerin bozulmasi hiicre
boliinmesinin metafaz sathasinda durmasini saglar. Mitotik ig iplik¢iklerinin
olmamasi stoplazmada kromozomlarin dagilmasina veya kromozomlarin top yada
yildiz seklinde gruplasmasina neden olmaktadir. Bu olaylarin genetik akisi
durdurmasi hiicreyi 6liime gotiiriir. Bu ajanlara ayni1 zamanda antimitotik ilaglar da
denilmektedir (76-78).

Etaposid, vinca alkoloidlerin tersine hiicreleri mitoz boliinmede durdurmayip
DNA topoizomeraz ve DNA ile iiclii kompleks yapilar olustururlar. Olusan yapilar
cift zincirli DNA ipligi ilizerinde kiriklar meydana getirir. Bu ajanlar kiriklarin
onarilmasini saglayan DNA topoizomeraz enzimini inhibe eder. Boylece hiicrenin
Olime gitmesini saglar. Etaposid, hiicrelerin en hassas olduklar1 S ve G, fazlarinda
etkilidir (90-92).

Adriamisin (doksorubisin), daunorubisin, idarubisin gibi antibiyotikler
antitimor ajanlarin en Onemlileridir. Bu ajanlar, DNA ¢ift zincirinin oluklarina
girebilirler. DNA ve RNA sentezi dahil DNA’nin bircok fonksiyonunu etkiler.
DNA’nin tek ve ¢ift zincirinde kirilmalar meydana getirirler. Ilag, DNA nin baz
ciftleri arasina girerek DNA-ilag birlesimini olustururlar. Bu birlesme sonucunda
serbest radikaller meydana gelir ve bu radikaller DNA zincir iizerinde kiriklara neden
olacak sekilde hasar verirler. Boylece topoizomeraz II onarma gorevini yapmaz ve
hiicre oliime gider.

Antrasiklinler ayrica hiicre membranmi ile interaksiyona girebilirler ve

membran fonksiyonlarmi degistirirler. Bu da antrasiklinlerin antitiimorik olaylarda
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oldukca 6nemli rol oynayabileceginin gostergesidir. Antrasiklinlere maruz kalmis
hiicreler apopitoza giderler. Bu olayda rol oynayan aracilar, esas olarak DNA’da
meydana gelen hasara duyarli p53 ve kaspazlar yani proteazlardir. Kaspazlar,
niikleus ile sitoplazmada bulunur ve apopitoz sinyalzasyonunda sorumludur. Hiicre
membraninda bulunan 6lim reseptdrlerinin indiiklenmesi ile baslayan apopitozda
gorev yaparlar (78, 85, 86).

Ayn siifa ait diger bir ilag L-asparajinaz enzimidir. Normal dokularin bir
cogu protein sentezi icin yeterli miktarda L-asparajin sentezler. Belki tiimor dokulari
dis etkilere bagl olarak artan miktarda amino asite ihtiya¢ duyarlar. L-Asparajinaz;
asparajini aspartik asit ve amonyaga hidrolize eder. Losemik hiicreler protein sentezi
icin gerekli asparaginden yoksun birakilarak hiicrelerin dliime gitmesi saglanir. L-
asparajinaz, metotreksat, doksorubisin, vincristin ve prednizon ile birlikte ALL
tedavisinde kullanilir. Sonug olarak, hiicre dongiisii sirasinda L-asparjinaz ile protein
sentezi inhibe edilerek hiicrelerin dongtide ilerlemesi durdurulur (76-78, 90).

KML tedavisinde kullanilan dogal {iriinler sinifina ait olan interferon-alfa,
hiicre boliinmesi ve viral uyarilara yanit olarak {iretilen protein ailesinin bir liyesidir.
Bu ajanin hiicre biiylimesinin inhibisyonu, sitokin ekspresyonunun regiilasyonu ve
immunomodiilasyon gibi bilinen ¢esitli biyolojik etkilerinin oldugu diisiintilmektedir
(77, 78).

KML tedavisinde kullanilan diger bir ilag da hidroksi iiredir. Bu ilag,
riboniikleikasit difosfat rediiktaz enzim aktivitesine sahiptir. Bu enzim, DNA
biyosentezi sirasinda ribontikleotitlerin, deoksiriboniikleotidlerin sentezini katalizler.
Hidroksi {iire hiicre donglistiniin S fazina 6zgii bir ilagtir ve hedef rediiktazin
maksimum konsantrasyonlarda bulundugu G,-S fazlar1 arasinda hiicre dongiisiinii
durdurur. Hidroksi {ire ayrica DNA’y1 hasarlayici ajanlarin antiproliferatif etkisini de
arttirir (77,78).

Adrenokortikosteroid olan prednizon ilaci lenfatik etkiye ve eritrositlerde
mitozu baskilayabilme kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir (77,78).
Antikarsinojenik ilaclar siniflarina gore farkli etkilere sahiptir. Ancak etkilerin ortak

sonucu apopitozdur.
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Giiniimiizde Uygulanan Tedavi protokolleri (93)

Tablo 6: AML Remisyon Indiiksiyon Tedavi Protokolii (3-7 protokolii)

Kemoterapétik ajan | Doz Uygulama Giinler
Sitozin  arabinozid | 100 mg/m” Intra Venoz 1-7
ARA-C

Idarubisin 12 mg/m’ Intra Venoz 1-3

Tablo 7: ALL Remisyon Indiiksiyon Tedavi Protokolii (CVAD)

A SEMASI
Kemoterapdtik ajan | Doz Uygulama Giinler
Siklofosfamid 1000 mg/m” Intra Venoz 1.glin
Daunorubisin 45 mg/m° Intra Venoz 1.,2., 3. giinler
Vincristin 2 mg/giin Intra Venoz 1., 8., 15., 22, giinler
Prednizolon 60 mg/m” Per oral 1-28. glinler aras1

L-asparajinaz

6000 U/m*/giin

Intra Venoz

5. glinden sonra
haftada 2 kez/toplam
6 doz

B SEMASI
Kemoterapdtik ajan Uygulama Giinler
Idarubisin 10 mg/m” Intra Venoz 2., 3. glinler
Vincristin 2 mg/giin Intra Venoz 1., 8., 15, 22. giinler
Prednizolon 60 mg/m” Per oral 1-28. giinler aras1
L-asparajinaz 6000 U/m”/giin Intra Venoz 8. giinden sonra

haftada 2 kez/toplam
6 doz
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Tablo 8: KML Remisyon Indiiksiyon Tedavi Protokolii

Kemoterapotik ajan Doz Uygulama
Hidroksi iire (WBC>20.000 | 50 mg/kg/glin Per oral
ise)

Interferon-alfa( WBC<20.000 | 5 mU/m’ Cilt alt1
ise)

Sitozin arabinozid (ARA-C) 20 mg/gilin Per oral

KML’de Son Nokta; Glivec

Glivec (imatinib mesilat STI571) oral yolla uygulana bir ber-abl tirozin kinaz
inhibitoriidiir. Anormal ber-abl gen iiriinii, wild-type c-abl’ye kiyasla artmis tirozin
kinaz aktivitesine sahiptir. Glivec ve diger tirozin kinaz inhibitorleri, selektif olarak
16semik hiicre kolonilerin proliferasyonunu engelledigi, normal hiicreleri ise daha az
etkiledigi bilinmektedir. Glivec de Ph-pozitif hiicrelerin apopitozuna yol agtig1 ve
sonugta KML hiicrelerinin proliferasyonunu selektif olarak suprese ettigi hem in vivo
hemde in vitro olarak gosterilmesinden sonra klinik c¢alismalarda da

kullanilmaktadir. Alinan sonuglar umut vericidir (94, 95).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gere¢

Tezin gelisim siireci igerisinde kemoterapi ajanlart uygulanmakta olmayan
l6semi vakalar1 ile ilgilendik. Bu amagcla tercih edilen hastalar ya indiiksiyon
kemoterapisini almig ve remisyonu saglanmis hastalar ya da kemoterapi siirecini
tamamlamis ve ilagsiz rutin kontrolde tutulan vakalar tarzindaydi. Calisma siiresince
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim Dali Hematoloji
Boliimii ve Cocuk Anabilim Dali Cocuk Onkolojisi Boliimiine bagvuran ve 16semi
tanis1 konan 30 hastaya ulasildi. Hastalarin 13’1 tedavileri tamamlanmis rutin
kontrolde tutulan hastalar iken 17 tanesi indiiksiyon tedavisini almis ve tedavisinin
ileri agamalar1 i¢in takip edilen hastalardi. Ayrica bu 30 hastaya yas ve cinsiyetle

uyumlu saglikli 30 kisilik bir kontrol grubu olusturuldu.

3.2. Metod

Sitogenetikte, kromozomlarin elde edilmesinde kullanilan farkli hiicre kiiltiiri
yontemleri vardir. Kisa siireli lenfosit kiiltiirii en sik kullanilan yontemdir. Periferik
kan veya kemik iliginden alinan materyal iiremesi i¢in kiiltlir ortamlarina alindiktan
sonra belirli siireler sonunda hasatlanir. Daha sonra elde edilen lenfosit kiimeleri
preparat haline getirilir ve ilgili boyama yontemleri ile boyandiktan sonra

degerlendirmeye alinir.

3.2.1. Periferik Kan Hiicre Kiiltiiri

3.2.1.1. Zenginlestirilmis Besiyerinin Hazirlanmasi

Besiyerlerinde hiicreleri iiretebilmek i¢in L-Glutaminli besiyerleri kullanildi.
Ayrica besiyerini mikrobiyal kontaminasyondan korumak icin Penisilin ve
Streptomisin gibi antibiyotikler, besin degerini arttirmak icin Fetal Calf Serumu ile

hiicreleri boliinmek i¢in indiikleyen Fitohemaglutinin besi ortami icerisine konulur.
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Olusturulan besiyerinin igerigi ve miktarlar1 su sekilde ayarlanmistir;

RPMI 1640 Medium (Biological Industries, BIO1-106-1B ) 100 ml
Fetal Calf Serum (Biological Industries, BiO4-001-1B ) 30 ml
Fitohemaglutinin Soliisyon (Biological Industries, BiO12-006-1H) 3,3 ml
Penisilin/Streptomisin (Biological Industries, BIO3-031-1B ) 2 ml
L- Glutamin (Biological Industries, Bi03-020-1B) 2 ml

Hazirlanan bu karisimdan agzi kapakli steril falkon tiiplere 6’sar ml aktarildi.

Fitohemaglutinin soliisyonunun hazirlanmasi:
Ticari olarak gelen 5 ml’lik fitohemaglutinin sisesi icinde 5 ml RPMI 1640 Medium
ile sulandirildi.

Fetal Calf Serumun hazirlanmasi:

Fetal calf serum ¢6zdiiriildiikten sonra 65 °C’de 1 saat inaktive edildi.

3.2.1.2 Ekim Islemleri

a) Steril disposible 5 ml’lik enjektor once heparinize (Liquemine Roche) edildi.
Islem igin &nce steril olarak 0,5 ml bos enjektore ¢ekildi. Heparinin enjektore iyice
bulagmasi saglanip ve fazla heparin tekrar sise igerisine bosaltildi.

b) Heparinize enjektor ile her olgudan 3-4 ml periferik kan alindi. Alinan kanlar,
agz1 kapakl steril besi ortamina aliman 6’sar ml zenginlestirilmis besiyeri iizerine
sterilizasyonu saglanarak bebekler i¢in 13 damla (yaklasik 0,5 ml), yetiskinler i¢in
ise 15 damla (0,6-0,8 ml) olacak sekilde ekilir. Tiipler hafif¢e karistirildiktan sonra
her tiipiin lizerine olgunun adi, soyadi, besi ortaminin cinsi ve tarih not edildi. Biz
calismamiz esnasinda hastalarimiza hem GTG (Giemsa-Tripsin-Giemsa) bantlama
hem de SCE i¢in ekimler yapacagimiz i¢in 3 ayri tiipe ekimler yaptik. Bunlarin ikisi
GTG bantlama i¢in iken bir tiip SCE i¢indi. Daha sonra bu tiipler agizlar1 sikica
kapatilarak 37 °C’lik etiive kaldirildi. Giinde bir kez tiip yavasg¢a alt tist edilmek
suretiyle 72 saat kiiltiirler etiivde tutuldu.
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3.2.2. Kromozom Eldesi

3.2.2.1. Kullanilan soliisyonlar

Hipotonik soliisyon:

0.075 M KCI (Merck, 104936) olacak sekilde 0.56 gr KCI tartilarak 100 ml bidistile
suda ¢oziildi, kullanilacag: saatten en az 1 saat Once hazirlanarak 37 °C’lik etiive
konuldu.

Fiksatif soliisyonu:

1 birim glasial asetik asit (Merck, 100056) iizerine 3 birim methanol (Merck,
106008) ilave edilerek iyice karistirildi. Karisim kullanilmadan 6nce ve caligma
aralarinda -20 °C’de saklandi.

Her deney asamasinda taze olarak hazirlandi. Bu soliisyonun taze olmasi
icindeki alkoliin uguculugu agisindan dnemlidir.

3.2.2.2. Hiicrelerin elde edilmesi

Kromozom preperasyonu i¢in modifiye Moorhead teknigi uygulandi (96).
Ureme icin 37 °C’deki etiive birakilan kiiltiir tiiplerine, kromozom eldesinden 2 saat
once yani 70. saatte 10 pg/ml olacak sekilde 2 damla (2 ml’lik enjektor kullanildr)
kol¢isin ilave edildi ve hafifce karistirildi, tekrar 1 saat 10 dakika siire ile 37 °C’ye
ayarlanmis etlive kaldirildi. Bu siire sonunda etiivden ¢ikarilan tiipler 1200 rpm’de
10 dakika santrifiij (Hettich, universal 32R) edildi. Siipernatan kismi pastor pipeti ile
atild.

Cokelti ile tlizerinde kalan 0.5 ml’lik s1v1 vortekslendi ve bu sirada iizerine
yavasca hipotonik (0.075 M KCl) soliisyon toplam hacim 6 ml olana kadar eklendi.
Tipler 1 saat 37 °C etiivde bekletildi. Siire bitiminde 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi, pastor pipeti ile siipernatan kismi atildi. Cokelti ile iizerinde kalan 0.5 ml’lik
sivt vortekslendi ve vorteksleme islemi devam ederken tiiplerin yan duvarindan
yavagca fiksatif toplam hacim 6 ml olana kadar ilave edildi. Fiksatif eklendikten
sonra tiipler en az 1 saat siireyle -20 °C’de bekletildi. Bu bekleme basamagi sadece
ilk fiksatifle yikama i¢in dnemlidir, diger fiksatif agamalarinda bekleme yapilmadan
renk seffaf olana kadar yikama islemine devam edildi. Rengi acilan tiiplerin
tizerinden 4 ml siipernatan kismi atildi ve kalan 2 ml kisim yayma i¢in kullanildi.

Kalan miktar yavas yavas pipetaj yapilarak karistirildi. Bir giin 6nceden yar1 yariya
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bidistile su ve alkolle hazirlanmis lamlarin alkol kismi dokiilerek tekrar bidistile su
konuldu ve suyun donmasi i¢in buzluga kaldirildi. Yayma sirasinda lamlar buz
icinden alindi, 45 derecelik ac1 ile 20 cm yukaridan pastor pipeti ile soguk 1slak lam
lizerine birakildi. Yayma iglemi yapilan preperatlar, kapali sistem etiivde 37 °C’de 3

glin veya 65 °C’de 1 gece yaslandirild.

3.2.3. Giemsa Bantlama Teknigi

Sitogenetik laboratuarlarinda kromozomlar1 tanimlamada kullanilan en
yaygin yontemdir. Islem i¢in modifiye Korenberg boyama ydntemi kullanildi (96).

Her kromozom kendine 6zgii agik ve koyu bant bdlgeleri icerir. Bu bolgeler
premetafaz ve metafaz kromozomlarinda sayica farklidir. i1k defa Paris Kongresi’nde
(1971) idiogramlar1 belirlenmis, en son sekli 1985 ISCN’de yaymlanmistir (97).
Bu boyama yontemi kullanilmadan 6nce (yaymadan hemen sonra) preparatlar 37
°C’lik etiivde 3 giin bekletilerek yaslandirilir. Alternatif olarak oda 1sisinda 4 giin
veya 56-60 °C de de 1 gece bekletilebilir.

3.2.3.1. Kullanilan soliisyonlar:

PBS (Phosphate Buffer Saline) soliisyonlari:

1 PBS tableti (Amresco, AIE404-100) 100 ml bidistile suda ¢oziildii. Ikinci PBS
sollisyonu yine 100 ml’de 1 PBS ¢oziilerek hazirlanir. Ancak bu soliisyon iglem
oncesinde soguk olmalidir.

Trypsin soliisyonu:

Coziilerek 37 °C’ye kaldirilan ve 37 °C’ye geldigi hassas termometre ile tespit
edilen PBS tampon soliisyonu {izerine 0.05 gr Trypsin eklenerek Trypsin soliisyonu
hazirlanir.

Séranson tamponu:

A soliisyonu: 4.537 gr KH,PO4 (Merck, 104873) 500 ml bidistile suda ¢oziildii.

B soliisyonu: 5.935 gr Na,HPO,4 (Merck, 106586) 500 ml bidistile suda ¢oziildii.
Balon jojeye A soliisyonundan alinarak pH 6.8’¢ gelinceye kadar B soliisyonu
eklenerek 2 soliisyon karistirildi (Ortalama olarak 53 ml A soliisyonu 47 ml B

sollisyonu ile karistirilarak hazirlanir).
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Giemsa boya soliisyonu:
3 ml Giemsa losing (Merck, 109204), 97 ml pH 6.8’lik sdransan tamponu

icine ilave edilerek 100 ml’ye tamamlandi.

3.2.3.2. Preparatlarin Boyama Islemleri

a) Mikroskop altinda 10X’lik objektifle incelenen preparatlar i¢in tripsinde
bekletme siiresi kromozomlarin kondansasyonuna gore ayarlanir. Kromozomlar koyu
ve parlak goziikiirse preparatlar 20-30 saniye, mat ve soluk ise 5 saniye 100 ml’lik
beher i¢inde bulunan tripsin soliisyonuna daldirilir. Kronometre ile saptanan siire
boyunca ¢ok yavas bir tempoda ¢alkalanir.
b) Siire bitiminde soguk PBS’de preparatlar g¢alkalanir. Bu asama Onemlidir.
Preparatlar soguk PBS’den geg¢irilmezse tripsin aktivasyonu devam eder.
¢) % 3’lik Giemsa boya soliisyonunda 3-5 dakika bekletilir. Preparat beherden
cikarilmadan boyanin iist kisminda olusan parlak tabaka adi kurutma kagidi ile
emdirilir. Musluk suyundan gegirilen preparatlar Whatman 40 kurutma kagidi

arasinda kurutularak kapatilir ve mikroskopta incelenir.

3.2.4. Dijital Goriintiilerin Elde Edilmesi

Kromozom anomalisi tespit edilen preparatlar ve kontrollerden elde edilen
birka¢ metafazin 100X objektifle immersiyon yagi altinda Zeiss marka mikroskop
(Zeiss Imager Al, Germany) ve Canon marka dijital fotograf makinesi (Canon
PC1049, Japan) kullanilarak fotograflar1 ¢ekildi ve goriintiiler bilgisayar ortamina
aktarild.

3.3. Istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler, Microsoft Windows® uyumlu SPSS® 9.0 programu ile
yapildi. Gruplarin verileri normal dagilim gostermediginden istatistik analiz i¢in non-
parametrik testlerden Mann-Whitney U testi kullanildi. Sonuglar aritmetik ortalama

+ standart sapma olarak verildi. P<0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Dahiliye
Anabilim Dali Hematoloji boliimiine bagvuran ayrica Pediatri Anabilim Dal1 Cocuk
Onkolojisi bdliimiine basvuran kemoterapisini tamamlamis ya da remisyonu
saglanmig 16semili eriskin ve ¢ocuk hastalar ile calisilmistir. 12 post kemoterapotik
(kemoterapisi tamamlanan, remisyonda), 18 remisyonunu saglamis tedavisinin
herhangi bir basamaginda olan vaka grubu elde edilmistir. Calismaya paralel olarak
vakalarla yas ve cinsiyet olarak uyumlu 30 kontrol bireyi de sitogenetik olarak
degerlendirildi. Tiim hasta ve kontrol bireylerden GTG (Giemsa-Tripsin-Giemsa)
bantlama teknigi ile preparatlar hazirlandu.

Calismada incelenen hastalardan 8 tanesi ¢cocuk, 4’ii adelosan donemde ve 18
hasta da eriskindi. Hastalarin 16semi tiirlerine goére dagilimi soyledir: 16 ALL, 4
AML, 5 KLL, 5 KML. Hastalarin yas dagilimi 2-83 arasindadir. Calisma grubunun
yas ortalamasi; 37.8’dir. Gruplarin yaglar aritmetik ortalama + standart sapma
seklinde; ALL grubunda 22.6+16.8, KLL grubunda 67.0+6.6, KML grubunda
50.8+5.1, AML grubunda 49.5+£26.6’dir. Hastalarin cinsiyet dagilimi 13 kadin ve 17
erkek seklinde olmustur.

Hazirlanan yas ve cinsiyet olarak uyumlu kontrol grubunda sitogenetik olarak
herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Vaka grubunda ise 7 hastada sitogenetik
anomaliler gozlendi. Her hasta i¢in 20 metafaz sayildi. Gerekli durumda bu say1 40°a
cikarildi. Hastalara ait preparatlar, post kemoterapdtik vakalarda kaliteli iken,
tedavisinin herhangi bir asamasinda olanlarda 6zellikle kiirlerden yeni ¢ikanlarda
preparat kalitesi daha diisiik bulundu. Ayrica ¢alisma grubundan periferik kan
alinmistir. Oysaki kromozomal boyuttaki degisimler kemik iliginde basladigindan bu
degisimin perifere yayilmasi zaman almakta, bu siire i¢inde patolojili hiicre dmriinii
tamamlamakta yada savunma hiicreleri tarafindan yok edilmektedir. Ayrica kiiltiir
yontemi ile periferik kanlar 3 giin liretilmektedir. Bu siire zarfinda saglikli hiicreler
cok hizli bir sekilde sayilarini arttirirken; patolojili hiicreler daha yavas iireme
gostermekte ve saglikli ¢ok sayidaki hiicre icinde goriilme orani diismektedir. Tiim

bu nedenlerden dolay1 patolojili hiicreleri yakalamak bazen 20 metafaz sayiminda
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miimkiin olmamaktadir. Hastalikla baglantili olarak diisiik mitotik indeks ve diisiik
kaliteli metafazlar yliziinden l6semilerde sitogenetik analiz zor olmaktadir. Ancak
buna ragmen, hastalarin bircogunda sitogenetik analiz bilgilendirici olmustur. Kemik
iliginden yapilan sitogenetik analizlerde anormal karyotipi yakalama oraninin
%80’den fazla oldugu ifade edilmistir. Sayilan metafazlarda ayni kromozomal
patolojiye sahip 2-3 metafazin tespiti yada iki {i¢ hiicrenin varligi anormal bir klonun

varligini soylemektedir ( 97).
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Tablo 9: Hastalar1 yas, cinsiyet, tan1 ve evrelerine gore dagilimi

Hasta | Hasta |Cinsiyet| Yas Tam Sitogenetik
SiraNo | Adi Bulgu
1 NT K 7 ALL-Post Kemoterapi
2 HO E 16 | ALL-Post Kemoterapi
3 DO K 6 ALL-Post Kemoterapi
4 HU K 12 | ALL-Post Kemoterapi
5 HU K 47 | ALL-Post indiiksiyon t(12;15)

6 FB E 12 | ALL-Post Kemoterapi

7 KA E 12 | ALL-Post Kemoterapi

8 HA K 21 | ALL-L2 Post Indiiksiyon del(17q)
9 NK K 55 | ALL-L3 Post Indiiksiyon

10 CS E 2 ALL-Post Indiiksiyon perisentrik inv(9)
11 MC E 52 | ALL- Post indiiksiyon

12 KC E 22 | ALL-Post Kemoterapi

13 AS K 19 | ALL-Post Kemoterapi perisentrik inv(1)
14 BU E 16 | ALL-Post indiiksiyon

15 MI E 41 | ALL-L2 Post Indiiksiyon t(2;5)
16 HK E 22 | ALL Post indiiksiyon

17 AE K 33 | AML-M3 Post indiiksiyon

18 HHD |E 24 | AML-M2 Post Indiiksiyon

19 ST E 58 | AML- Post Indiiksiyon

20 FA E 83 | AML Post Indiiksiyon

21 HC K 76 | KLL-E4 Post Kemoterapi

22 KC K 62 | KLL-Post Indiiksiyon t(9;22)
23 MO K 68 | KLL-E4 Post Kemoterapi

24 Ali E 62 |KLL Post indiiksiyon

25 UcC K 56 | KML-Post Indiiksiyon

26 HT E 56 | KML-Post Kemoterapi

27 HA K 46 | KML-Post Indiiksiyon Glivec +

28 HK K 52 | KML-Post Kemoterapi

29 NK E 43 |KML-Post indiiksiyon Glivec +

30 YC E 52 | KML Post Indiiksiyon Glivec + 1(9:22)
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Tablo 10: Kontrol grubunun yas ve cinsiyet olarak dagilimi

Hasta No Hasta Ad1 Cinsiyet Yas
1 EDK K 8
2 U E 15
3 AK K 5
4 HY K 12
5 ou K 48
6 MA E 12
7 MU E 13
8 AA K 21
9 EA K 75
10 SK K 34
11 FA K 62
12 HD E 24
13 U K 56
14 ME E 3
15 SK E 55
16 ME E 50
17 VS K 55
18 BS E 21
19 HD E 55
20 DD K 46
21 EY K 20
22 HU K 50
23 AY E 15
24 CA K 67
25 AU E 43
26 SU E 41
27 YU E 22
28 HA E 62
29 MT E 52
30 SS E 83

Sitogenetik yontemle belirlenen kromozom anomalileri
Calismamiza katilan vakalarin periferik kan lenfosit kiiltiiriinden elde edilen

preparatlarda sitogenetik olarak bulunan kromozom anomalilerinin 16semi gruplarina

gore dagilimi agagidaki gibidir.
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AML grubu

AML grubunda 4 hasta bulunmaktadir. Remisyona girmis evrelerinde yapilan
degerlendirmelerde hastalarda herhangi bir patoloji saptanmadi. Hastalardan 2 tanesi
remisyon indiiksiyon tedavisini almis hastalar ve genel durumlar1 iyi olan hastalardi.
1 hasta ileri yasta olup remisyon i¢in ilk indiiksiyonunu aldiktan sonra kani alindi.
Hastanin beyaz kiireleri ¢ok yiikselmis durumdaydi (WBC: 92.3x10°/ul, NE%: 96.6,
RBC: 2.22, HCT: 20.3). Bu hastanin sitogenetik degerlendirilmesinde herhangi bir
patoloji gézlemlenmedi. 4. hastadan remisyonda iken kan alinmigti. Daha sonra niiks

ile gelen hasta 6ldii.

KLL grubu

KLL grubunda 5 hasta bulunmaktadir. Bu gruptaki hastalarin yas ortalamalari
cok yiiksektir. Hastalardan sadece 1 tanesinde bir patoloji saptandi. Bu sonug
istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 11). Normalde KML’ye spesifik bir
patoloji olan t(9;22) hastanin sayilan 20 metafazindan 2 tanesinde pozitifti. ileri
yastaki hastanin genel durumu iyiydi. Diger hastalar sitogenetik acidan herhangi bir

patoloji sergilemediler. Gozlenen t(9;22) sekil 7, 8’de sunulmaktadir.

Tablo 11. KLL grubunun kontrol grubuna gore karsilagtirmasi.
N  Aritmetik Ortalama + Standart Sapma

Kontrol 5 0.00 +0.00
KLL 5 0.20+0.44

N: Birey sayis1

ALL grubu

Bu gruptaki olgularin yas ortalamasi oldukea diisiiktiir. Buna ragmen patoloji
gorme olasilifi; bu grupta diger gruplara gore fazla olmustur. 5 hastada patoloji
gozlendi. Sonuglar istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.035, Tablo 12).

Hastalardan 1.si remisyon indiiksiyonunu saglamis bir hastadir. Hiper CVAD
tedavisinin Ave B kolunu doniisiimlii olarak almaktadir. Aktif bir sikayeti olmayan
hastanin kandegerlerine bakildiginda beyaz kiirelerin ¢ok distiigii gorilmiistiir

(WBC: 0.7x10°/ul). Genel itibariyle kan degerleri diigiik olan hastanin ates
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yakinmasi vardi. Hastanin incelenen sahalarinin biiylikk c¢ogunlugunda t(2;5)
gozlenmistir (Sekil 4,5). Bunun disinda bir patolojiye sahip olmayan hastanin genel
durumu iyiydi.

Hastalardan 2.si 21 yasinda bir vaka idi. Hastalig1 niiks ettigi i¢in nakil
Onerilen bu hasta 6ldii. Hasta da sitogenetik olarak sayilan 20 metafazin 3 tanesinde
del(17q) bulunmustur (Sekil 3).

Hastalardan 2 tanesinde inversiyon gozlenmistir. Bunlardan biri remisyon
indiiksiyonunu yeni almig bir hasta iken diger hastamiz post kemoterapdtik bir
hastadir. Hastalardan biri perisentrik inv(1) (sekil 6), digeri ise perisentrik inv(9)’a
(sekil 10) sahipti. Bu hastalardan biri tam iyilesme saglamis ila¢ tedavisi
almamaktadir. Diger hasta remisyonu yeni saglamis durumda idi.

Diger bir ALL vakas1 kaybedilen hastalardan biridir. Hastanin remisyonda
oldugu bir donemde kan alindi. Hastada t(12;15) translokasyonu gozlendi. Ancak
sayilan 40 metafazdan sadece 1 sahada gozlenen bu durumun anlamli sayilmamasi

diistiniilmektedir.

Tablo 12. ALL grubunun kontrol grubuna gore karsilastirmasi.
N  Aritmetik Ortama + Standart Sapma

Kontrol 16 0.00 £ 0.00
ALL 16 025+0.44

N: Birey sayisi, p<0.035

KML grubu

KML grbunda 5 hasta bulunmaktadir. Hastalardan 3°ti hala Glivec
kullanilmaktadir. Glivec kullaniminda zorlanan ve ara ara ilaca kesinti veren hastanin
20 metafazinin 5’inde t(9;22) pozitifdi (Sekil 9). Diger hastalarda herhangi bir

patoloji saptanmadi. Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 13).

Tablo 13. KML grubunun kontrol grubuna gore karsilastirmasi.
N  Aritmetik Ortama + Standart Sapma

Kontrol 5 0.00 £ 0.00
KML 5 0.20+0.44

N: Birey sayis1
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Sekil 1: Kontrol grubuna ait bir fotograf

Sekil 2: Kontrol grubundan 46, XX karyotipli bir olgu



Sekil 3: del(17q) gosteren ALL vakasina ait bir fotograf (vaka 8)

Delesyona ugramis Normal kromozom 17
kromozom 17’nin uzun kolu
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Sekil 4: t(2;5) translokasyonunu gosteren ALL vakasi (vakal5)

Normal 5 ve transloke
kromozom 5

Normal kromozom 2

Transloke kromozom 2
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Sekil S: perisentrik inv(1) gosteren vaka (vaka 13)

Normal 1 nolu kromozom Perisentrik inversiyonlu 1
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Sekil 6: KLLL vakasinda t(9;22) gosteren saha (vaka 22)

Normal kromozom 9 Transloke kromozom 9

Normal kromozom 22 ve transloke kromozom

22 (okla belirtilen)
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Sekil 7: t(9;22) gosteren KML vakasindan metafaz érnegi (vaka 30)

Transloke kromozom 22

Transloke kromozom 9

Normal kromozom 22

Normal kromozom 9
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Sekil 8: Perisentrik inv(9) gosteren ALL vakasi (vaka 10)

Normal kromozom 9 Perisentrik inversiyon 9
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5. TARTISMA VE SONUC

Losemiye; kan hiicrelerinin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve programlanmis
Olumleri (apoptosis) arasindaki dengeyi saglayan mekanizmalarda gorev alan
genlerdeki somatik mutasyonlar sebep olmaktadir. Losemilerde olast genetik
degisiklikler, hiicre biyolojisini dolayisiyla hastaligin klinik seyri ve prognozunu
yansitmaktadir. Bu sebeple, genetik anomalilerin tanimlanmasi i¢in kirik noktalarinin
tespiti ve bununla baglantili olarak bu noktadaki genlerin 16semi ile baglantisi son
yillarda iizerinde yogunlasilan konular1 olusturmaktadir.

Calismamizda degisik tlirden 16semi hastalar1 ele alinmistir. Segilen vakalar
hastanemiz biinyesinde tani konulmusg, remisyonu saglamis fakat tedavisine devam
eden grup veya tedaviyi tamamen tamamlamis takipteki hastalardan olugmaktadir.

Kromozom anomalilerin belirlenmesi, hastaligin tanisindaki siipheleri ortadan
kaldirarak, hastaligin alt tipi tanisinin konulmasi, prognozunun iyi veya kotii
oldugunun belirlenmesi, hastaligin hangi safthada seyrettiginin kontrolii ve tedavi
protokollerinin etkin olup olmadig1 yoniinde hekime yonlendirmektedir.

Bu ¢alismada incelenen hastalarin yas dagilimi 2-83 arasindaydi. Losemilerin
alt gruplar ise; 16 ALL, 4 AML, 5 KLL ve 5 KML seklinde idi. Bu ¢alismada AML
gurubunu olusturan 4 hastadan hi¢ birinde kromozomal bir patoloji gdzlenmemistir.
Literatiire bakildiginda AML’li olgularda t(8;21), t(16;16), t(15;17), t(11q23;v) ve
inv(16) yapisal anomalileri ile kromozom materyalinde artisa ve kayba yol agan
sayisal anomaliler AML’de bulunmakta ve prognostik dneme sahip degisimler olarak
belirtilmektedir. AML’de en sik gozlenen primer sayisal kromozom anomalileri
trizomi 13, 21, 8 ve 4 ile trizomi 11°dir (98,99). Ancak ¢alisma grubumuzda herhangi
bir sayisal ve yapisal anomali bulunmamustir.

Diger bir alt grup olan ALL’de 16 hastanin 5 tanesinde yapisal patoloji tespit
edilmistir. Bunlar t(2;5), perisentrik inv(1), perisentrik inv(9), del(17q), t(12;15)’dir.
t(2;5) translokasyonuna sahip hasta immiinfenotiplendirmeye gore ALL-2 tanisi
konmus ve indiiksiyon terapisini almis remisyonda bir hastadir. Literatiir

incelemelerinde bu translokasyon biiyiik oranda anaplastik large cell lenfomalarda,
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Hodgkin’s ve non-Hodgkin’s lenfomalarda goriiliip ALK/NPM1 gen degisimi ile bu
yeni hibrit gen 5’NPM-3’ALK derivatif 5 ug iizerinde yerlesmektedir (100-102).
Burada ayrica belirtmek istedigimiz bir nokta da genomu degerlendirirken, FISH
yontemi ile yapilan incelemelerde kromozomlarin sinirli patolojileri diisiiniilerek
patoloji tespiti yapilirken, GTG bantlama ile genomu biitiinii ile inceleme imkani
elde edilmistir.

Inversiyonlar 16semide cok cesitli kromozomlar1 kapsayabilmektedir. 9.
kromozomu kapsayan inversiyon (perisentrik inv(9)) normal olarak populasyonda
goriilen genel bir heteromorfizmdir. Perisentrik inv(9)’lu 2 vakanin sunuldugu bir
calismada kazanilmis inv(9)’un 6nemi bilinmemektedir. Losemi olusumuna katkisi
hakkinda bir bilgi verilmemistir (103). Diger bir ¢alismada 6 vaka incelenmistir ve
burada da prognostik bir dneme sahip olup olmadigindan bahsedilmemistir.(104).

Bizim perisentrik inv (1) vakamiz, kemoterapi tedavisini 2 yil Once
tamamlamis ve hastada genel durum iyiydi. Yapilan kontrollerinde herhangi bir
anormallik bulunmamustir. Ilgili inversiyon hakkinda yapilan arastirmada Glivec
kullanan bir KML hastasinda bu durumun tedavi sonrasinda olustugu goézlenmistir
(105). Ancak ALL’li hastamizda inversiyon perisentrik tarzda iken belirtilen
literatiirde parasentrik tarzda idi. Bu inversiyonun l6seminin bu tipinde anlam ifade
edip etmedigini gosterir herhangi bir calismaya rastlanmamstir.

Delesyonlar da 16semi sitogenetiginde ¢ok ¢esitli kromozomlarin, ¢cok degisik
bolgelerini  kapsayabilmektedir. Calismada rastladigim 17. kromozomun uzun
kolundaki delesyona rastladigim hasta nilks ALL ile kaybedilmistir. Niiksiin bu
delesyon ile bir baglantisinin olup olmadig1 ya da ilgili delesyonun niiks ile olusmus
sekonder bir kromozom anomalisi olup olmadig1 hastadan daha 6nce kan alinamadig:
icin kiyaslanmasina imkanimiz olmamistir. del (17q)’nun rapor edildigi bir
calismada, bu delesyon kompleks bir delesyon ile birlikte goriilmektedir. Yayindaki
hasta Akut promiyel6sitik l6semidir ve hastaligin seyrini zorlastiran genetik degisim
kompleks translokasyona baglanmaktadir (106). Eriskin ALL vakalarin birinde
gozlenen bir translokasyon bulunmaktadir. Sayilan 40 metafazin yalniz bir tanesinde
tespit edilen t(12;15) anlaml olarak kabul edilmemistir. Indiiksiyon terapisi sonrasi

hasta kaybedilmistir.
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Losemide 6zellikle KML’de kilit rol oynayan t(9;22) 2 vakada bulunmustur.
Vakalardan biri KLL iken diger hasta KML’dir. KML vakas1 Glivec tedavisini
almakta giicliik ceken bir hastadir ve periferik kan preparatlarinda anlamli olacak
sekilde bu translokasyona rastlanmigtir. KLL vakalarinda bu translokasyon anlam
ifade etmemektedir. Mevcut patoloji kemoterapi ajanlart etkisiyle olusabilen
sekonder bir anomali olabilir. KML vakalarinda anlam ifade eden bu patoloji iyi
prognoz belirtecidir (48, 49, 50, 51, 52, 53).

t(9;22) bilindigi lizere KML’de sitogenetik agidan teshis kriteridir. Losemi
vakalarinda periferik kan metaryali ile de klinikleri yonlendirici bulgular vermeyi
amacladigimiz tezde 30 hastanin 7 tanesinde kromozomal olarak patoloji saptandi. 7
vakadan iki tanesi tez siiresince kaybedildi. Losemi vakalarinda kemik iligi materyali
sitogenetik analiz i¢in kullanilmaktadir. Ve ancak ileri safhalarda periferik kana ilgili
sitogenetik degisimler yansimaktadir.

Patoloji gozlenen vakalarin 5 tanesi ALL grubundan, 1 tanesi KML’de, 1
tanesi de KLL grubundadir. Buradan ALL grubunda patoloji goriilme oraninin diger
gruplara oranla daha fazla oldugunu goriiyoruz (ALL: % 31.25, KML: %20, KLL:
%20).

Sonug olarak; klasik sitogenetik metod ile periferik kandan 16semi vakalari
hakkinda bulgular elde edilmistir. Bulgular hastanin klinik seyri hakkinda bilgi
verebilecektir. Ayrica ¢alismamizda diistindiigiimiiz gibi post kemoterapik vakalar
incelenerek; kemoterapinin genetik boyuttaki etkisi yorumlanabilecektir. Yani
tedavinin degerlendirilmesinde klasik sitogenetik metod ile periferik kandan yorum

yapabilecegiz.
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OZET

Bu calismada Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Dahiliye
Anabilim Dali Hematoloji boliimii ve Pediatri Anabilim Dali Cocuk Onkolojisi
boliimiine basvuran kemoterapi baslanmis, remisyondaki veya post-kemoterapi
donemindeki I6semili erigkin ve ¢ocuk hastalar ile ¢alisilmistir. Ayrica hastalarla yas
ve cinsiyet olarak uyumlu saglikli kontrol grubu da olusturulmustur. Lésemi grubu
12 post-kemoterapik, 18 remisyonunu saglamis ve tedavisinin herhangi bir
basamaginda olan hastalardan olusmustur. Calismaya parelel olarak hastalarla yas ve
cinsiyet olarak uyumlu 30 kontrol birey de sitogenetik olarak degerlendirildi. Tiim
hasta ve kontrol bireylerden GTG (Giemsa-Tripsin-Giemsa) bantlama teknigi ile
preparatlar hazirlandi. Losemi alttiplerine ve tedavinin evresine gore tespit edilen
patolojilerin dagilimi su sekildedir:
16 ALL hastasinin 5’inde patoloji tespit edilmis olup,

t(12;15) translokasyonlu vaka post-indiiksiyon terapisinde,

e del(17q) delesyonlu vaka post-indiiksiyon tedavisinde,

e Perisentrik inversiyon(9) patolojisini tasiyan hasta post-indiiksiyon

tedavisinde,

e Perisentrik inversiyon(l) patolojisini tagiyan hasta post-kemoterapi

doneminde,

e t(2;5) translokasyonlu vaka post-indiiksiyon tedavisindeydi.

5 KLL hastasinin 1’inde patoloji tespit edilmis olup,

e t(9:22) translokasyonlu hasta post-indiiksiyon déoneminde degerlendirildi.
5 KML hastasinin 1’inde patoloji tespit edilmis olup,

e 1(9;22) translokasyonlu bir vaka post-indiiksiyon doneminde idi.

ALL hastalar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, gozlemlenen kromozom
anomalileri bakimindan anlamhi fark gozlendi. Diger hasta gruplari kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli bir fark gozlenmedi.

Sonug olarak; 16semi tedavi protokollerinden biri olan kemoterapi kromozomal
boyutlarda degisimlere neden olabilmektedir. Bu degisim mevcut bir patolojiyi
diizeltme yoOniinde olabilecegi gibi, tedavi bagimli yeni klonlarin olugmasi seklinde

de olabilir. Periferik kandan GTG bantlama yontemi ile kisa siirede hastanin tedavisi
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hakkinda fikir verebilecegini, hem ekonomik ve hem de kolay uygulanabilirlik

acisindan tercih edilebilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: 16semi, GTG bantlama, kemoterapi, kromozom, periferik kan.
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SUMMARY

Adult and children patients with leukemia, who have admitted to Hematology
and Pediatric Oncology departments of Suleyman Demirel University School of
Medicine during remission or post-chemotherapy periods, were included in this
study. All patients were given chemotherapy. A control group which is coherent with
the patient group by means of age and gender was also constituted. There were 30
patients of whom 12 were in post-chemotherapeutic and 18 were in remission
periods with any stage of the treatment in leukemia group. In pararllel to the study,
30 healthy individuals in control group were evaluated cytogenetically. Blood
samples were collected and metaphase plaque samples were prepared via using GTG
(Giemsa-Tyripsine-Giemsa) banding method. The distribution of the pathologic
evidence was as follows, according to the leukemia subtypes and stage of the
treatment:

in 5 of 16 patients with acute lymphoblastic leukemia (ALL), there was,

- one t(12;15) translocation case receiving post — induction treatment,

- one del(17q) case receiving post — induction treatment,

- one pericentral inversion (9) case receiving post — induction treatment,

- one pericentral inversion (1) case in post — chemotherapeutic term,

- one t(2;5) translocation case receiving post — induction treatment.

in 1 of 5 patients with chronic myeloblastic leukemia (CML), there was,

- one t(9;22) translocation case in post — induction term.

in 1 of 5 patients with chronic lymphoblastic leukemia (CLL), there was,

- one t(9;22) translocation case in post — induction term.

Matched with control group, ALL patients showed significant difference
inrespect of observed chromosome abnormalities (p<0.05). Other patient groups,
matched with control groups didn’t show significant differentiation.

As a result, we can say that chemotherapy, which is a leukemia treatment
protocol, can lead to some changes in chromosomal extent. This change may correct
a present pathology or can represent itself as emerging of new treatment-induced
clones. We think that GTG banding method can give idea about the course of

treatment and it can also be preffered as it is an affrodable and easy method.
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