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Ozet

Kronik lenfositik I6semi (KLL) olgun gérintmli CD5-pozitif B hicrelerin
kan, kemik iligi, lenf nodlarn ve dalakta klonal artisi ve birikimi ile
karakterize bir hastaliktir. Kronik lenfositik I6semide prognoz ile iliskili olan
kromozomal anomaliler bulunmaktadir. Trizomi 12 varhdi ve 11q, 13q, 17p
delesyonlari prognostik degeri olan, hastalik patogenezinde rol oynayan,
tedavi stratejilerinde yol gdsterici kromozomal anomalilerdir.

On dgunct kromozomun uzun kolunun delesyonu KLL'de en sik
gbzlenen sitogenetik anomalidir. Delesyon 13q gdérulmesi iyi prognostik
faktor olarak tanimlanirken, bu alt grupta klinik heterojenite s6z konusudur.
On Uglnct kromozomda ‘Minimal Deleted Region’ (MDR) bdlgesinde
delesyon bulunmasi ya da Retinoblastomal (RB1) genini kapsayan daha
bliyiik delesyon bulunmasi séz konusu olabilir. Izole 13q delesyonu bulunan
KLL hastalarinda, delesyonun RB1 genini iceren blUylk bir delesyon
olmasinin prognoz igin olumsuz bir etki olusturacagi tartisiilmaktadir.

GCalismamizin amaci izole 13q delesyonu bulunan KLL vakalarinda RB1
gen delesyonu varhginin FISH yontemi ile dederlendirilmesi, bunla birlikte
hastalik evresi ve tedaviye baslangic zamani ile iligkisinin arastirilmasidir.

Calismamiza izole 13q delesyonu saptanan 40 KLL olgusu dahil edilmis,
interfaz FISH (iFISH) ydntemi kullanilarak RB1 gen delesyonu bulunup
bulunmadigi analiz edilmistir.

Incelenen érneklerde, %40 oraninda hastada RB1 geninde delesyon
saptanirken, %60 oraninda hastada bu gen bdlgesinde delesyon
saptanmamistir. Retinoblastoma geninin delesyonu saptanan hastalarda
medyan sagkalim 144 ay, tedavisiz gecen siire 74 ay, ilk tedaviye kadar
gecen zaman 2,5 ay olarak saptanmistir. Delesyon olmayan hastalarda
medyan sagkalim 151 ay, tedavisiz gecen siire 77 ay, ilk tedaviye kadar
gecen zaman 30 ay olarak saptanmistir. Pozitif hasta grubunda genel
sagkalim ve tedavisiz izlem stiresi daha distk bulunmustur ancak anlamli
fark yoktur. Pozitif ve negatif hasta gruplarinda ilk tedaviye kadar gecen
zaman agisindan anlamh fark bulunmustur.

Retinoblastoma genininin izole 13g delesyonu bulunan KLL
hastalarindaki prognoza etkisini daha iyi belirleyebilmek igin, daha fazla
hasta sayisinin klinik takiplerinin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: KLL, 13q delesyonu, RB1 geni, FISH



Summary

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by increase and
accumulation of mature monoclonal CD5+ B cells lymphocytes on blood,
lymph nodes and spleen. There are several chromosomal anomalies
associated with prognosis of chronic lymphocytic leukemia. Presence of an
extra chomosome 12 and 11q, 13q, 17p deletions are chromosomal
anomalies that have prognostic significance play an important role in the
pathogenesis of the disease and guide to new treatment strategies.

The deletion of the long arm of chromosome 13 is the most common
cytogenetic anomaly in CLL. Although 13q deletion is considered as a good
prognostic factor, this subgroup reveals clinical heterogeneity. The deletion
could take part in the ‘Minimal Deleted Region” (MDR) or could be larger
deletion including Retinoblastomal (RB1) gene on the 13th chromosome.
It is argued that the presence a large deletion including RB1 gene in the
CLL cases with isolated 13q deletion could have negative impact on the
prognosis.

The aim of our study was to assess the presence of RB1 gene deletion
in the CLL cases with isolated 13q deletion by the FISH method, and to
investigate the association between of RB1 gene deletion and the disease
stage, time to first treatment (TtFT).

We analyzed the presence of RB1 gene deletion by using interphase
FISH method in 40 CLL patients who was diagnosed with isolated 13q
deletion.

Retinoblastoma gene deletion were detected in 40% of the analysed
samples and it’s not detected in 60%. Patients with RB1 gene deletion had
144 months median survival, 74 months median treatment free survival
and 2,5 months time to first treatment. Patients with non-deleted RB1 gene
had 151 months median survival, 77 months median treatment free survival
and 30 months time to first treatment. Median survival and treatment free
survival were shorter in patients who had of RB1 gene deletion, but
no statistically significant difference was detected. Time to first treatment
was significantly different among two groups.

In order to determine the effect of the prognostic role of RB1 gene
deletion in CLL with isolated 13 deletion better, more patients should be
follewed-up.

Key Words: CLL, 13qg deletion, RB1 gene, FISH
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Simge ve Kisaltmalar Dizini

ATM Ataksi Telenjiektazi Mutasyon

APC Adenomatdz Polipozis Koli

BCLPDs B-hcreli kronik lenfoproliferatif hastaliklar
BRCA1 Meme Kanseri 1

BRCA2 Meme Kanseri 2

CD Farklilasma Sinifi Antijeni

CDKN2A Siklin Bagimli Kinaz Inhibitdr 2A

CsHsNaz07.2H>0 Sodyum sitrat

CLL-IPI KLL Uluslararasi Prognostik Indeks

DAPI 4,6-Diamino-2-Phenylindole / 4,6-Diamino-2-Fenilindol
DLEU1 Deleted in lymphocytic leukemia 1

DLEU2 Deleted in lymphocytic leukemia 2

ESM Ekstra Seluler Matriks

FISH Flouresan In Situ Hibridizasyon

iFISH Interfaz Flouresan In Situ Hibridizasyon

HKH Hematopoietik Kk Hlcre

IgVH Imminoglobilin Adir Zincir Degdisken Bolgesi
KCI Potasyum klortr

KH ,PO, Potasyum dihidrojen fosfat

Ki Kemik iligi

KLL Kronik Lenfositik L6semi

LDH Laktat Dehidrogenaz

MDR Minimal Deleted Region



mMiRNA MikroRNA

MKH Mezenkimal K6k Hicre

MMR DNA Yanlis Eslesme Tamir Geni
NaCl Sodyum klorlr

NaOH Sodyum hidroksit

Na,HPO,.2H,0 di-sodyum hidrojen fosfat dihidrat

NF1 Norofibromatozis 1

NF2 Norofibromatozis 2

NK Dogal Oldiiriicti Hiicre

oS Genel Sagkalim

PTEN Fosfataz ve Tensin Homolog
PARP1 Poli (ADP-riboz) Polimeraz 1
RB1 Retinoblastoma 1

sCD23 Serum CD23

SLL Kiguk Lenfositik Lenfoma
SSC Salin - Sodyum Sitrat

TP53 TUmor Protein 53

TFS Tedavisiz sagkalim

TtFT Ilk tedaviye kadar gecen zaman
WT1 Wilms Tumor Geni 1

WHO Diinya Saglik Orgiiti

XP Xeroderma Pigmentosum

ZAP-70 Zeta Iliskili Protein



1-GIRIS ve AMAC

Kronik lenfositik 16semi olgun gérinimlt CD5-pozitif B hlcrelerin kan,
kemik iligi, lenf nodlari ve dalakta klonal artisi ve birikimi ile karakterize bir
hastaliktir. Bati Ulkelerinde en sik gdrulen erigkin [6semi tipidir. Amerika
Birlesik Devletleri'ndeki insidansi 4.1/100.000/yil sikhiktadir. Ilerleyen
yaslarda ortaya cikan bir hastaliktir, ortalama yas 67-72 arasidir (Hallek,
2017).

KLL olusumuna neden olan faktérler tam olarak bilinmemektedir.
Ancak genetik yatkinhk Gzerinde durulmaktadir (Scarfo, 2016).

Kronik lenfositik lésemi tanisi bircok vakada kan sayimi, periferik
yayma ve immunofenotipleme ile yapilir. Periferik kandaki B lenfosit
miktarinin en az 3 ay boyunca = 5000/pL olmasi gerekir. Akim sitometri ile
imminofenotipik Ozellikleri dogrulanmalidir. Klinik evrelendirmede Rai ve
Binet evrelendirme sistemleri kullanilir. Ayrica prognostik markerlar
kullanilarak, klinik evreden bagimsiz prognostik bilgi saglanmaktadir.
Prognostik parametrelerden en islevsel olanlari, uluslararasi kurulus olan
‘CLL International Prognostic Index’ (CLL-IPI) tarafindan dizenlemektedir
(Hallek, 2017).

Kronik lenfositik I6semide prognoz ile iliskili olan kromozomal
anomaliler bulunmaktadir. Trizomi 12 varligi ve 11q, 13q, 17p delesyonlari
prognostik dederi olan, hastallk patogenezinde rol oynayan, tedavi
stratejilerinde yol gdsterici kromozomal anomalilerdir (Puiggros, 2014).

Calismamizin amaci izole 13q delesyonu bulunan KLL vakalarinda
Retinoblastomal gen delesyonu varliginin  FISH yoOntemi ile
degerlendirilmesi, bununla birlikte hastalik evresi ve tedaviye baslangic
zamani ile iligskisinin arastiriimasidir.



2-GENEL BILGILER

2.1-Lenfomalar

Diinya Saglik Orgiiti’niin (WHO) 2001 yilinda yapmis oldugu, 2008
ve 2016 yillarinda glncellenen siniflamaya gére hematopoetik ve lenfoid
neoplazi siniflari Tablo 1.1.'de, B hlcre kdkenli lenfomalar Tablo 1.2.'de
gosterilmistir (Campo, 2011).

Tablo 1.1. WHO 2008 siniflandirmasina gére hematopoetik ve lenfoid neoplazi siniflar
(Campo 2011’den alinmistir)

Matlr B-hicreli neoplaziler

Matlr T- hicreli ve NK-hicreli neoplaziler
Hodgkin Lenfoma

Histiositik ve dendritik hlcreli neoplaziler
Posttransplant lenfoproliferatif hastalik (PTLH)



Tablo 1.2 WHO 2008 siniflandirmasina gére matur B hicreli neoplaziler (Campo 2011’den
alinmistir)

Kronik lenfositik 16semi/klcuk lenfositik lenfoma
B-hcreli prolenfositik 16semi

Splenik marjinal zon lenfoma

TuylU hicreli 16semi

Splenik lenfoma/lésemi, siniflandirilamayan
Splenik diffiz kirmizi pulpa klgcuk B-hucreli lenfoma
TuylU hicreli 16semi varyant

Lenfoplazmasitik lenfoma

Waldenstrom makroglobulinemisi

Agir zincir hastaliklari

Plazma hicreli miyelom

Kemigin soliter plazmasitomu

Ekstraosseous plazmasitom

MALT tipi ekstranodal marjinal zon lenfoma
Nodal marjinal zon lenfoma

Pediyatrik nodal marjinal zon lenfoma

Foliktler lenfoma

Pediyatrik folikller lenfoma

Primer folikller merkezli cilt lenfomasi

Mantle hicreli lenfoma

DiffGz buayuk B hicreli lenfomma (NOS)
T-hicre/histiositten zengin BBHL

Primer santral sinir sistemi DBBHL

Primer cilt DBBHL, bacak tipi

Yaslilarin EBV pozitif DBBHL

Kronik inflamasyonla iliskili DDBHL

Lenfomatoid grantlomatoz

Primer mediastinal DBBHL

Intravaskuler BBHL

ALK-pozitif BBHL

Plazmablastik lenfoma

BBHL, HHVS iliskili multisentrik Castleman hastaligi kaynakl
Primer enfizyon lenfomasi

Burkitt lenfoma

Siniflanamayan B hucreli lenfoma,

DBBHL ve Burkitt lenfomaya benzer 6zellikler tasiyan
Siniflanamayan B hucreli lenfoma,

DBBHL ve klasik HL ya benzer 6zellikler tasiyan



2.2-Kronik Lenfositik Losemi

KLL olgun CD5-pozitif hiicrelerin kan, kemik iligi, lenf nodlari ve dalakta
birikimi ile karekterize bir hastaliktir (Hallek, 2007). Bati Avrupa ve Glney
Amerika’da erigkinlerde en sik gérilen I6semi tipidir, eriskin 16semilerinin
yaklasik %30’unu olusturur. Insidansi 4.2/100.000'dir. Gériildii§ii ortalama
yas 67-72'dir (Hus & Rolinski, 2015). Hastalarin yaklasik %70‘i 65 yas
ustuduar. Erkeklerde kadinlardan iki kat fazla goérulir (Goldin, Bjérkholm,
Kristinsson, Turesson, Landgren, 2009). Bilinen tek risk faktoru aile hikayesi
olmasidir (Hus & Rolinski, 2015).

Genellikle asemptomatiktir, sadece tam kan sayiminda anomaliler
bulunabilir. Daha ileri evrede lenfadenopati, hepatomegali/splenomegali,
tekrarlayan enfeksiyonlar, halsizlik, ates, kilo kaybi gece terlemesi
gbzlenebilir (Hus & Rolinski, 2015).

Hastalik oldukca degisken bir klinik seyre sahiptir, sagkalim aylardan
20 vyila kadar degisiklik gosterebilir. Bazi hastalarda agresif ilerleyis
gorilmekte olup tanidan kisa sire sonra tedavi gerekirken, digerleri
asemptomatik ve vyillarca tedavi gerektirmeyen hastaliga sahiptirler
(Rassenti, 2004).

Rai ve Binet evreleme sistemleri prognozu belirlemede kullanilan basit
ve glvenilir yontemlerdir. Ama hastaligin sirecindeki bireysel riskleri ve
erken evrelerdeki (Binet A or Rai 0 ila 2) sagkalimi tahmin etmek igin
kullanilamazlar (Déhner et al., 2000). Hastaligin degisken klinik seyrinden
dolay! prognostik dnemi olan klinik ve biyolojik faktérler tanimlanmistir.
Genetik markerlar (11q, 13q, 17p delesyonlar, trizomi 12), serum
markerlar (Timidin kinaz, B2-mikroglobulin, sCD23), imminoglobilin agir
zincir geni (IgVH) mutasyon durumu ya da IgVH ile korelasyon goésteren
markerlar (CD38 ve ZAP-70) gibiilave incelemelerden yararlanilir (Montillo,
Hamblin, Hallek, Montserrat, Morra, 2005).

2.2.1. Tani

Kronik lenfositik l6semi’de tani tam kan sayimi, periferik yayma,
periferik kanda immunofenotipleme ile konulmaktadir. Kemik iligi
aspirasyonu ve biyopsisi tanida ¢cogu zaman gerekli dedildir (Rodrigues,
2016).

Tani icin periferik kanda B-lenfosit sayisinin en az 3 ay boyunca =
5000/uL olmasi gereklidir. Akim sitometri ile immunofenotipik 6zellikleri
dogrulanmalidir. Kan yaymasinda kicglk, dar sitoplazma ve cekirdegi ayirt
edilemeyen yogun kromatinli lenfoidler gorilir. Bu hlicreler ile birlikte daha
buyldk ve atipik hlcreler ya da prolenfositler bulunabilir. Prolenfositlerin
periferik kanda %55'ten fazla olmasi durumunda tani prolenfositik 16semi



olabilir. Kronik lenfositik I6semi’de smudge hlcreleri ve Gumprecht lekeleri
gorulebilir (Hallek ,2017).

KLL'nin ayiricr tanisinda marjinal zone lenfoma, lenfoplazmasitik
lenfoma ve mantle cell lenfoma (MCL) vardir. Bu timor hicreleri B-htcre
yluzey antijenleri ekprese eder, MCL ayrica CD5 ekprese ederken, genellikle
CD23 ekprese etmezler. CD23 ekprese edenler icin siklin D1 ya da SOX11
ve FISH ydntemi ile t(11;14) tespiti ile MCL tanisi konulabilir. Marjinal zon
lenfoma ve lenfoplazmasitik lenfoma, KLL ile karsilastirildiginda negatif ya
da dusltk CD43 ekpresyonu gdsterir (Eichhorst, 2015).

Lenfadenopati, sitopeniler ya da hastalik iligkili semptomlarin
bulunmayisi, <5000/uL B lenfosit bulunmasi monoklonal B-hicreli
lenfositoz (MBL) olarak tanimlanir. MBL'nin KLL'ye déntstimu yilda %1-2'dir
(Hallek, 2017).

Diinya Saglk Orgiiti siniflandirmasina gére KLL ve Kiigiik Lenfositik
Lenfoma (SLL) ayni hastaligin farkli bir klinik prezentasyonu olarak
siniflandiriimistir (Santos, O'Brein, 2012). SLL'de monoklonal B hicreler KLL
ile ayni immulnfenotip gd&sterirler ancak lenfadonopati ve/veya
splenomegali vardir (Eichhorst, 2015). SLL'de periferik kandaki lenfosit
sayisi 5000/pL’yi gegmemelidir. Kuguk lenfositik lenfoma tanisi lenf
nodundan biyopsi 6rnegi ile dogrulanmalidir (Hallek, 2017).

Hastallk sirecinde %2-5 oraninda hastada diffiz buyluk B hicreli
lenfomaya ya da Hodgkin lenfomaya dénltisim gerceklesebilir. Bu dénlisim
Richter’s transformasyonu olarak adlandirilir. Tani lenf nodundan biyopsi ile
konulmaktadir. Kétl prognostik belirtectir (Eichhorst, 2015).

2.2.2. Immiinofenotip

Kronik lenfositik I6semi hlcrelerinde T-hicre ylzey antijeni CD5 ve B-
hicre ylzey antijenleri CD19, CD20, CD23 ifade edilmektedir. (Ig)-CD20 ve
CD79b normal B hicrelerinden daha disik seviyede ifade edilir (Hallek,
2017).

B-htcreli Prolenfositik |ésemi (B-PLL) vakalarinin yarisinda CD5
ifadelenmesi yoktur ve CD20 ve ylzey Ig ifadelenmesi yuksektir. Mantle
hicreli lenfomada ise CD5 ve B hlcre ylzey antijenleri ifadelenmesi
olurken, genellikle CD23 ifadelenmesi yoktur (Hallek, 2017).

Kronik lenfositik l6semi ve didger lenfoproliferatif hastaliklardaki
immunofenotip ifadelenmeleri Tablo 2.1.’de gbsterilmektedir.



Tablo 2.1. Kronik lenfositik 16semi ve diger lenfoproliferatif hastaliklardaki immunofenotip
ifadelenmeleri (Scarfo, 2016’dan alinmistir)

Markerlar KLL MHL SMZL B-PLL
CD19 + + + +

CD5 + + +/- +/-
CD20 sonak + + +
CD23 + - +/- -

FMC?7 - + +/- +

Hafif Zincir | sonlk parlak parlak parlak

| Agir Zincir | IgM/IgD IgM/IgD IgM/IgD IgM/IgD
CD200 + - +/- +/-

2.2.3. Evreleme

Klinik evreleme sistemi olarak kabul gérmus olan Rai ve Binet evreleme
sistemleri kullaniimaktadir. Bu 2 evreleme sistemi fiziksel muayene ve
standart laboratuvar testlerine dayanmaktadir (Hallek, 2017). Rai ve Binet
evreleme sistemlerinde evreleme kriterleri ve risk gruplar Tablo 2.2'de
gbsterilmistir (Van Bockstaele, Verhasselt, Philippe, 2009).

Rai evreleme sistemi 1975 yilinda Rai ve arkadaslar tarafindan
Onerilmistir (Rai, 1975). Rai evreleme oOncelikle 5 prognostik gruptan
olusurken, modifiye Rai evreleme sisteminde 3 grup bulnmaktadir. Rai
evreleme sisteminde kan ve kemik iliginde lenfositoz bulunan hastalar
duastk riskli (Rai 0), lenfositoz, herhangi bir alanda buymuis nodlar,
splenomegali ve/veya hepatomegali bulunan hastalar orta-risk (Rai I-II),
anemi ve trompositopeni iceren hastalar ylksek-risk (Rai III-IV) olarak
tanimlanmistir (Hallek, 2017).

Binet evreleme sistemi ilk kez 1985 yilinda Binet ve arkaslar tarafindan
Onerilmistir. Bu evreleme sistemine gbére Binet A, B ve C olmak uzere 3
prognostik grup bulunmaktadir (Binet, 1981). Binet evreleme sisteminde
cap! 1 cm’den buyulk lenf nodlari sayisi ve anemi ya da trombositopeni olup
olmamasi dikkate alinmaktadir (Hallek, 2017).



Tablo 2.2. Binet ve Rai Evreleme Sistemleri (Van Bockstaele, Verhasselt, Philippe, 2009’
dan alinmistir)

Risk Grubu Kriterler

Rai Evreleri

o Disuk Lenfositoz

I Orta Lenfositoz+lenfadenopati

II Orta Lenfositoz+splenomegali / hepatomegali
III Yiksek Lenfositoz+anemi

IV Yiksek Lenfositoz+trombositopeni

Binet Evreleri

A Disuk < 3 alanda nodul

B Orta > 3 alanda nodul

C Yuksek Anemi ve / veya trompositopeni

2.2.4. Prognoz

Rai ve Binet evreleme sistemleri en kullanisi methodlar olmasina
karsin, hastalik progresyonundaki bireysel riskleri ve erken evrelerdeki
(Binet A ya da Rai evre 0-II) sagkalimi 6ngoérmek igin yeterli degildirler. Son
yillarda prognostik markerlari belirlemeye yo6nelik arastirmalar
yapiimaktadir (Déhner, 2000). Prognostik faktérler icinde immunoglobilin
agir zincir (IgVH) mutasyon durumu, sitogenetik anomaliler ve gen
mutasyonlari, CD38 ve ZAP-70 ifadesi, serum B2-mikroglobulin (B2M),
serum CD23 (sCD23), timidin kinazl (TK1) vardir (Robak, 2014).

Imminoglobiilin adir zincir mutasyonu iceren hastalarin klinik seyri,
mutasyon icermeyenlere gbére daha olumludur. Mutasyon durumundan
badimsiz olarak, degisken agir zincir 3-21 (VH3-21) geninin varligi olumsuz
bir prognostik belirtec olarak belirtiimektedir (Szankasi & Bahler, 2010).

Zeta-chain-associated protein kinaz 70 kD (ZAP-70) ve CD-38
ifadelenmesi, immudnoglobilin gen mutasyon durumuyla korelasyon
gosterdigine dair calismalar vardir. ZAP-70 ve CD-38 akim sitometri ile
Olctlur (Szankasi & Bahler, 2010). ZAP-70 pozitifligi ve IgVH mutasyon
durumunu arasinda korelasyon oldugunu godstermisleridir (Crespo, 2003;).

Yiksek seviyede CD38 ifadelenmesinin mutasyona ugramamis IgVH ile
korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Damle, 1999; Hamblin, 2002; Del
Principle, 2006). Ancak, bazi hastalarda hastalik stirecinde CD38 seviyesinin
degiskenlik gosterebilmesi, CD38'in IgVH mutasyon durumu yerine marker
olarak kullaniimasini kisitladigi belirtilmistir (Hamblin, 2002; Del Principle,
2006).



Meuleman ve arkadaslari tarafindan 2008 yilinda, Kern ve arkadaslar
tarafindan 2009 yilinda yapilan calismalarda ZAP-70 protein seviyesinin
%20'den ylksek olmasi kétl prognoz olarak rapor edilmistir (Pashaei,
2016).

Serum B2-mikroglobulin, timidin kinazl, serum CD23 serolojik
faktorleri de prognoz icin belirteg olarak kullanilabilir (Pashaei, 2016).

Belirli kromozomal anomalilerin prognostik 6neme sahip oldugu
gosterilmistir. Trizomi 12 varligi ve 11q, 13q, 17p delesyonlari prognostik
Odneme sahip kromozomlardir. Del(11q) ve del(17p) delesyonu kéti
prognostik faktor olarak degerlendiriimektedir (Puiggros, 2014).

Hastallk sirecinde %2-5 oraninda hastada diffiz blylk B hicreli
lenfomaya ya da Hodgkin lenfomaya dénltisim gerceklesebilir. Bu dénlisim
Richter’s transformasyonu olarak adlandirilir. Tani lenf nodundan biyopsi ile
konulmaktadir. Kétl prognoz ile iliskilidir (Eichhorst, 2015).

Tablo 2.3.de KLL'de kullanilan klasik ve yeni prognostik faktorler
gbsterilmektedir (Robak, 2014).

Tablo 2.3. KLL'de klasik ve yeni prognostik faktoérler (Robak, 2014’ ten alinmistir)

Faktor Pozitif Negatif
Binet Evresi A B, C

Rai Evresi 0 I, II, III, IV
Kemik iligi histolojisi Nodler Difflz
Lenfositoz x 102/1 < 50 x 109/I > 50 x 109/I
Periferik kandaki <10 % >10 %
prolenfositler

Lenfosit ikilenme > 12 ay <12 ay
zamani

Sitogenetik Normal, del(13q) del(11q), del(17p)
IgVH Mutasyonlu Mutasyonsuz
CD38 ekspresyonu <30 % > 30 %
ZAP-70 ekspresyonu < 20 % > 20 %
Serum markerlar* Normal Artmis

* LDH, B-2 mikroglobulin, Timidin kinaz; Serum CD23 seviyesi



2.2.5. KLLde genetik

Kronik lenfositik 16semi’de 11q, 13qg, 17p delesyonlarl ve trizomi 12
varhgi prognostik dederi olan, KLL patogenezinde, slirecinde ve tedavi
stratejilerini belirlemede rol oynayan kromozomal anomalilerdir (Puiggros,
Blanco, Espinet, 2014). Kronik lenfositik |[6semide en sik goérilen sitogenetik
anomaliler Tablo 2.4’de yer almaktadir (Van Bockstaele, Verhasselt,
Philippe, 2009).

On Ugunclt kromozomun uzun kolunun delesyonu, 13gq14.3 bandini
icerir ve en sik gbzlenen sitogenetik anomalidir. Vakalarin %50-60'inda
g6zlenmektedir. Kromozom 13q anomalileri iyi prognoz go6stergesidir
(D6hner, 2000; Durak, 2009). Delesyon 13q ‘Minimal Deleted Region’
(MDR) bdlgesini igerebilir ya da Retinoblastoma genini igeren daha buyuk
delesyon olabilir (Puiggros, 2014). On ucglncl kromozomun uzun kolundaki
delesyona ugrayan MDR bdlgesi kodlanmayan DLEU1 ve DLEU2 genlerini
icermektedir (Liu, 1997; Migliazza, 2001). DLEU2’ nin intronik bélgesinden
mMiRNA-15 ve miRNA-16 isimli 2 mikroRNA eksprese olmaktadir (Klein,
2010). Bu mikroRNA" lar tum&r baskilayici gen gibi islev gérirler, genomda
belirli bolgelere baglanarak hedef genlerin ekspresyonunda degisime neden
olurlar (Cimmino, 2005). MikroRNA-15a ve mikroRNA-16-1 anti-apoptotik
genleri BCL2'nin ekspresyonunu artirir (Chastain & Duncavage, 2015). Bu
miRNA'larin patofizyolojik roli hedef gende delesyon tasiyan farelerde
calisiimis ve monoklonal B-hiicreli lenfositoz benzeri hastalik gelistirdigi
gortlmustar. MikroRNA-15a ve mikroRNA-16-1'in KLL I6kogenezinde rol
oynadigi disiunilmektedir (Hallek, 2017).

Ylksek yuzdelerde 13q delesyonu olmasi ilk tedaviye kadar gecen
surenin (TtFT) kisa olmasi ile iligkili bulunmustur (Hernandez, 2009;
Machiela, 2016). Dal Bo ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptigi calismada
yuksek ylzdelerde delesyon daha kisa TtFT ile iliskili bulunmustur. Ayrica
disik yizdeli delesyon ve RB1 delesyonunun birlikteligi daha kisa TtFT ile
iliskili bulunmustur (Dal Bo, 2011). Delesyonun monoallelik ya da biallelik
olmasi TtFT ile iligkili bulunmamistir (Garg, 2012; Puiggros,2013).

On birinci kromozomun uzun kolunun delesyonu KLL hastalarinda %5-
20 oraninda bulunur. Koétli prognoz belirtecidir (Zenz, 2007). Delesyon
cesitli boyutlarda olabilir, bircok vakada 20 megabazdan buyuktir ve
11922.3-g23.1 bandini kapsamaktadir. Burada Ataksi Telenjiektazi
Mutasyon (ATM) geni konumlanmistir (Quilette, 2011). 'Klasik ya da buyuk
delesyon’ (daha yaygindir) ve ‘atipik yada kiclk delesyon’ (yaygin degil ve
genellikle ATM gen mutasyonu ile iligkilidir) olarak siniflanabilir. Homozigot
11q delesyonu tanimlanmamistir. ATM geni mutasyonu codgunlukla 11q
delesyonu olan vakalarda gérulse de %8-30 oraninda 11q delesyonu
olmayan vakalarda da gorulmektedir. Delesyonun patobiyolojisinde rol
oynayan baska genlerin de oldugu disindlmektedir. BIRC3 bu
genlerdendir, ATM geninin yaninda, 11g22 bandinda yer alir. Tani sirasinda



goérilme orani %4'tlr, ancak fludarabin direncli hastalarda gérilme orani
%?24’tur (Puiggros, 2014). Delesyon 11q bulunduran hastalarda buyuk
adenopati, hizli progresyon, azalmis genelsagkalim gorulidr (Kay, 2007).

Trizomi 12 KLL hastalarinin %15-25‘inde bulunmaktadir ve orta
dereceli prognoz goéstergesidir (Durak, 2009). Sikhkla tek kromozomal
degisim olarak gorilmektedir. Delesyon tek olarak bulunabilir, ayrica
delesyonlar (13q, 11gq ve 17p), trizomi 18, trizomi 19 ve IGH
translokasyonlari da eslik edebilir (Déhner, 2000). Etkilenen bdlgenin
kUgUk-kritik bolge yerine tim kromozom ile iliskili olmasindan dolayi trizomi
12'nin patogeneziyle iliskili aday genleri tanimlamak zordur. TUim
kromozom boyunca dagilmis P27, CDK4, HIP1R, MYF6, ve MDM2 genlerinin
ylksek seviyede ifadesinin trizomi 12 ile baglantili oldugu didsintlmektedir
(Puiggros, 2014).

On yedinci kromozomun kisa kolunun delesyonu yani del(17p) ylksek
risk prognostik belirtecidir ve KLL olgularinda %5-10 oraninda bulunur
(Durak, 2009). Delesyon 17p13 bandini icermektedir, bu bantta TP53 timor
baskilayici geni konumlanmistir. Delesyon 17p bulunan hastalarda
genotoksik kemoterapiye karsi direng olmaktadir. Kronik lenfositik |6semi
hastalarinda %4-37 oraninda TP53 mutasyonu bulunur ve kétlu prognoz ile
iliskilidir. Delesyon 17p bulunan hastalarin cogunda TP53 mutasyonu vardir.
Delesyon 17p bulunmadan TP53 mutasyonu bulunmasi daha nadirdir, ancak
benzer sekilde kemoterapi direnci ve kisa genel sagkalim ile iliskilidir
(Hallek, 2017).

Landau ve arkadaslarinin 17p delesyonu bulunan hastalardaki klinik
heterojenite Gzerine 2013 yilinda yaptigi calismada, delesyonun erken
evrede (de novo) ortaya ciktigini ya da ikincil degisim olarak gergeklestigini
belirtilmistir. De novo 17p delesyonuna sahip olan hastalar daha uzun genel
sagkalima sahipken (4-5 yil), sirec icinde meydana gelenlerde genel
sagkalim daha kisadir (1-1.5 yil) (Landau, Carter, Stojanov, 2013). Klinik
heterojenitede diger 6nemli bir faktor de delesyon ylizdesidir. Delesyon
ylzdesinin fazla olmasi genel sagkalim ve tedaviye cevapta negatif etkiye
sahiptir (Puiggros,2014).

Ayrica hastalarin %10’'unda 6g21 delesyonu, 14g32 translokasyonu, 3q
ya da 8g’nun parsiyel trizomisi gorllebilmektedir (Montillo, 2005).

Tani sirasinda ya da hastalik sirecinde kompleks karyotip bulunmasi,
tedaviye baslama stliresi ve genel sagkalimin kisa olmasi ile iliskili oldugu
gobsterilmistir (Rigolin, 2017).

MikroRNA'larin deregililasyonunun hastaligin biyolojisi ve klinigi ile ilgili
olabilecegi dusunilmektedir. MikroRNA'nin genomda bulundugu bdlge
kromozomal translokasyon, genomik amplifikasyon, kirllgan alanlar ve
onkogen-tiumor slpresdér genlerin kirnlma noktalar gibi tumor-iliskili
bbélgede olabilir. Bazi miRNA’lar onkogen ya da timoér slpresdr gen gibi
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Ozellik gosterirler. miR-155 ve miR-21 onkogen gibi 6zellik gdsterirken,
miR-15a, miR-16-1 ve miR-29 timodr supresér gen gibi o6zellik
gostermektedir. MikroRNA-155 ve miR-21 KLL vakalarinda yuksek
ifadelenmeye sahipken, miR-15a, miR-16-1, miR-29 ailesi dusuk
ifadelenmeye sahiptir. MikroRNA-15a ve miR-16-1 KLL vakalarinin %68’
inde delesyona ugramistir ya da disik ifadelenmektedir (Calore & Fabbri,
2011). Delesyon 17p olan KLL hastalarinda mikroRNA-223, miR-29b, miR-
29c ve miR-181 ailesindeki dusluk ifadelenme hastalik ilerlemesi ile iligkilidir.
Trizomi 12 bulunan vakalarda miR-181a’nin ylksek ifadelenmesi daha
agresif bir varyant olarak tanimlanmistir (De Martino, 2009).

Tablo 2.4. KLL'de en sik goriilen sitogenetik markerlar (Van Bockstaele, Verhasselt,
Philippe, 2009’ dan alinmistir)

Kromozomal Siklik Genel Tedavisiz Icerdigi  Ozellik
Anomali (%) sagkalim sagkallm gen
(ay) (ay)

17p13 ~10 32 9 P53 Kemoterapiye
Delesyonu direng
11q22-23 15-20 79 13 ATM (?) Yaygin
Delesyonu lenfadenopati
Trizomi 12 15-30 114 33 Bilinmiyor -
13q14 133 92 miR15a ve Normal
Delesyonu 40-60 miRal6-1 karyotipten

? iyi prognoz

2.3-Tumor Baskilayici Genler

Apoptoz, hlcre doéngusu, fakhlasma, hlcresel sinyal iletimi, hilcre
adezyonu, genomik bitinltGgldn strdiridlmesi ve DNA hatalarinin onarilmasi
gibi 6nemli hicresel stregler timor baskilayici genler tarafindan dtzenlenir.
Bekci genler ve bakici genler olarak 2 ana gruba ayrilmaktadir (Fanale,
Bazan, Maragliano, Russo, 2017). Bekgi genler hiicre biylimesini dogrudan
didzenler. Hicre ddénglsunlin duzenlenmesi veya hucre-hicre temasi ile
bliylimenin dogrudan engellenmesini saglarlar. Bakici genler genomik
blatinligin kosunmasinda ve DNA hasarlarini tamir etmede goérev alirlar
(Nussbaum, McInnes, Willard, 2005). Adenomatdz Polipozis Koli (APC),
Retinoblastomal (RB1), Siklin Badimli Kinaz Inhibitér 2A (CDKN2A),
Noérofibromatozis 1 ve Norofibromatozis 2 (NF1,NF2), Fosfataz ve tensin
homolog (PTEN), RET, Wilms timaor genil (WT1), timor protein 53 (TP53)
bekci genlerdendir. Breast cancer 1 ve 2 (BRCA1 ve BRCAZ2), Poly [ADP-
ribose] polymerase 1 (PARP1), MMR (DNA mismatch repair gene), XP
(Xeoderma Pigmentosum), ataksi telenjiektazi mutasyon geni (ATM) bakici
genlerdendir. Tumd&r baskilayici genlerin mutasyonlari, delesyonlari ya da
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ifadelenme kayiplari timér baslamasi ve gelismesini iceren sureg ile
iliskilidir (Fanele, 2017).

2.3.1. Retinoblastoma geni

Retinoblastomal geni, 13. kromozomun ql4.2 bandinda vyer
almaktadir. Yirmi yedi ekzondan olusur, 180 kb’ kapsar ve 928 amino asit
kodlamaktadir (Poznic, 2009). RB1 geni ilk defa retinadaki malign timor
olusumu olan retinoblastoma hastaliginda tanimlanmistir. Retinoblastoma
gen fonksiyonu bircok timoérde ya mutasyon/delesyonlarla ya da
ekpresyon/upstream dlzenleyicilerinin aktivitesinin degismesiyle inaktif
olur (Giacinti & Giordano, 2006).

Rb1l proteini hlicre déngusinin dizenlenmesi, apoptoz, farklilasma,
timor baskilanmasi, kromatin yapisi, DNA replikasyonu, hicre
metabolizmasiyla ilgili fonksiyonlar dizenlemektedir (Akdeniz, Tuncer
,Yazic).

Retinoblastoma proteini (pRB) G1-S kontrol noktasi olarak rol
oynamaktadir. Retinoblastoma proteini gen ailesinde ‘cep proteinleri’ olarak
isimlendirilen 3 dye bulunmaktadir: Rb/p105, p107, Rb2/p130. Bu
proteinler viral onkoproteinlere ve E2F transkripsiyon faktérleri gibi hiicresel
elementlere baglanmaktadir. Retinoblastoma protein ailesi ve E2F
transkripsiyon faktoérleri hlicre dongusunlin kontrolinde merkezi rol oynar.
Retinoblastoma proteini post-translasyonel olarak dizenlenirler ve
siklin/siklin bagimli kinazlar tarafindan fosforile edilirler (Giacinti &
Giordano, 2006). Retinoblastoma proteini siklinD/cdk4/6, siklinE/cdk2 ve
siklinA/cdk2 kinazlar ile fosforile olan fosforilasyon bdlgelerine sahiptir
(Akdeniz, Tuncer, Yazici). Retinoblastoma proteini hipofosforile
durumdayken, G1-S arasindaki hicre siklusunu engeller. DNA sentezini
ilerleten E2F transkripsiyon faktorline baglanarak inaktif olmasini saglar.
Boylelikle S fazina gegis olmaz. Retinoblastoma proteini fosforile oldugunda
E2F serbest durumda olur ve hilicre S fazina geger. (Nussbaum, Mclnnes,
Willard, 2005). Sekil 2.1’'de Rb proteini ve hicre doénglsundeki yeri
gbsterilmektedir (Giacinti & Giordano, 2006).
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Sekil 2.1. Rb proteini ve hiicre déngusiu (Giacinti & Giordano, 2006 ‘dan alinmistir.)

Ayrica pRb, histon deasetilaz 1 (HDAC1), SWI/SNF faktorleri, polikomb
grup proteinleri yada metiltransferaz ile nikleozom yapisini etkiler (Giacinti
& Giordano, 2006).

Retinoblastoma proteini g6z, lens, beyin, periferik sinir sistemi,
epidermis, melanositler, kas, akciger gibi cesitli farklilasma sireclerinde rol
oynar (Giacinti & Giordano, 2006).

RB1 geninin inaktive olmasi bircok hlcresel sitreci etkiler. Bu etkiler
oldukga farkl alanlardadir. TUmd&rogenezis icin gerekli olan degisiklikleri de
icermektedirler (Nicholas J. Dyson, 2016)(Sekil 2.1).

Retinoblastoma proteini fonksiyon kaybi gergeklesmesi durumunda
proteom, kromatin dlzenlenmesi, transkripsiyon kalibi ve metabolik
yolaklarda degisime neden oldugu gosterilmistir (Fenale, 2017).

Retinoblastomal geni, kaltsal olmayan ve unilateral
retinoblastomalarin %60’Inda, kalitsal retinoblastomalarin %40'Inda %90
oraninda mutasyona sahiptir. Somatik RB1 mutasyonlari meme, mesane,
kicuk hicreli akciger kanseri, osteosarkom ve glioblastom gibi epitelyal ve
mezensimal timor gesitlerinde gérilmektedir (Fenale, 2017).
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Hicre déngisinden gikista

hatalar 2
DNA hasarina kars! hatali hiicre

Trankripsiyonel yukari-regilasyon ddnglisti cevabi

Transkripsiyonel asagi-regiilasyon Bozulmus senesens

Epigenetik degisimler Degismis niikleotidler

Proteomik degisimler u Azalmis kromozom kohezyonu

Kromozomal instabilite ve

Sinyal yolaklarinda degisiklikler andploidi
Apoptotik uyaranlara karsi Degismis glukoz ve glutamin
dedismis hassasiyet metabolizmasi
Farklilagma hatalan Redoks kontrolinde dedisiklik

Mitokondriyel hatalar

Sekil 2.2. Retinoblastoma geninin inaktivasyonunun sonuglari ( Nicholas J. Dyson, 2016’
dan alinmistir)

2.4-Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Teknigi

v

2.4.1. FISH tekniginin temel mekanizmasi

Floresans In Situ Hibridiszasyon (FISH) floresan boyalarla isaretlenmis
spesifik problar kullanarak, hicredeki DNA ve RNA dizilerinin tespit
edilmesine olanak sadlayan bir hibridizasyon teknigidir (Werner, 1997).
Molekller sitogenetik metodlar sayesinde (ISH, FISH, CGH) klasik
sitogenetik ydntemlerle tanimlanamayan kromozomal anomaliler
saptanabilir. Sitogenetikte rutin GTG bantlama tekniginde 4 Mb Uzeri
anomaliler tanmlanabilirken, FISH teknigi ile 1-3 Mb arasi anomaliler
saptanabilmektedir. FISH analizi anomalileri saptamak icin hizli, duyarh ve
guvenilir bir ydntemdir (Durak, 2005).

FISH analizi metafaz kromozomlari ve interfaz asamasinda kullanima
olanak saglayan bir tekniktir. Kanser genetiginde 6énemli bir tani testi olarak
kullanilir. Interfaz nikleusunda kromozomlar daha az yogun ve metafaza
gére daha uzundur. Bu ylzden rezollisyon 100 kilobaza kadar cikabilir
(Durak, 2005).

Hedef DNA/RNA molekuline komplementer isaretli nikleik asit dizisine

‘prob’ denir. Florokrom, heptanlar ile isaretli olabilirler. Gunimuzde
kullanimda florokrom ile isaretli problar tercih edilmektedir (Durak, 2005).
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2.4.2. Kronik lenfositik Iosemide molekiiler sitogenetik

Kronik Lenfositik Lésemide 9%50'den fazla vakada geleneksel
sitogenetik analizler ya basarnli dedildirler ya da anomali bulunan
metafazlar icermezler. Dlustk mitotik aktivite sitogenetik analizleri sinirlar
(Durak, 2009).

Floresan In Situ Hibridizasyon teknigi metafaz kromozomlarinin yani
sira hlcrenin interfaz safhasinda da kullanima olanak veren bir tekniktir
(D6hner, 2000). Floresan In Situ Hibridizasyon teknigi ile KLL vakalarinin
yaklasik %80’ inde kromozom anomalileri tanimlanmaktadir. Kronik
lenfositik |16semide FISH ydntemi ile en sik saptanan anomaliler 13q14.3
delesyonu (%55), 11g22.3 delesyonu (%18), trizomi 12 (%16), TP53
delesyonu (%7), 6921 (%6), trizomi 8924 (%5), 14g32 translokasyonlari
(%4) ve trizomi 3g27 (%3)’ tlr (Durak, 2009).
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3-GEREC VE YONTEM

3.1-Gereg

3.1.1. Arastirma grubu bireyleri

Calismamiz 2015-2018 yillann arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi I¢ Hastaliklari Anabilim Dali-Hematoloji Bilim Dali, Kog
Universitesi I¢ Hastaliklari Anabilim Dali-Hematoloji Bilim Dali ve Dokuz
Eylil Universitesi I¢ Hastaliklari Anabilim Dali-Hematoloji Bilim Dali'nda
takipli hastalar olup bélimimuze refere edilen Kronik Lenfositik Lésemi
tanili ve izole 13q delesyonu bulunan 40 olgunun periferik kan numuneleri
ile ESOGU Tibbi Genetik Anabilim Dali-Kanser Sitogenetigi Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir.

Hastalara gerekli bilgiler verildikten sonra onam formlar alinmis,
calismada kullanilmak Uzere periferik kanlarl elde edilmistir. Olgularin

periferik kan orneklerinden molekduler sitogenetik analizler
gerceklestirilmistir.

3.1.2. Kullanilan gerecler
e Etliv (WTC binder)
e Floresan mikroskop (Olympus BX-61)
e Image Analyser (Cytovision 3.93)
e Deep-Freeze (Heraeus)
e Vorteks (Heidolph REAX)

e Su banyosu (Nuve)

Hot Plate (Thermo Brite)

Kronometre (ISOLAB)

Mikropipet (Eppendorf)

pH metre (Jenco)
e Santriftij (Ntive, NF800)
e Mikrosantrifiij (Eppendorf)

e Hassas terazi (Seuter, Airworth-AA-250)
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e Ependorf tlp
e Pipet uclari
3.1.3. Kullanilan cam malzemeler
e Beher (500 ml, 1000 ml)
e Yatay ve Dikey sale
e Erlanmayer (500 ml, 1000 ml)
e Mezur
e Lam ve lamel
3.1.4. FISH yonteminde kullanilan kimyasal maddeler
e SSC (Saline-Sodium Citrate)
e Ethanol (Emsure)
e Tween 20 (Sigma)
e DAPI (Sigma)
e Vectashield

e Rubber Cement (Marabu Fixogum)

Immersiyon yadi (Merck)

NaCl (Emsure)

NaOH (Merck)

KH ,PO, (Merck)

Na,HPO,.2H,0 (Merck)

KCl (Merck)

CeHsNaz07.2H,0 (Merck)
3.1.5. Periferik kan direkt kiiltiir soliisyonlari

e RPMI 1640 bazal medyum (Biological Industries)
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FBS (Fetal Bovine Serum) (Biological Industries)

Penisilin

Hipotpnik soltsyon (KCL) (Merck)

Carnoy Fiksatifi: Methanol:Asetik asit (3:1)

3.1.6. 13S319 plus delesyon probu ve retinoblastoma delesyon
probu

Retinoblastomal delesyon probu ve D13S319 delesyon probunun
13. kromozomda isaretledigi bolgeler Sekil 3.1’de gosterilmektedir (Huang,
2015).

RB1 DLEU
o /1
' 1,55 Mb
s LSRR LR LA LA RARARAT AR ARANS >
E-_ 3 Yoiisy
Kromozom 13 RB1 probu D13S319-D13S25
Sentromer

Sekil 3.1. Retinoblastomal delesyon probu ve D13S319 delesyon probunun
13. kromozomda isaretledigi bélgeler (Huang, 2015’ den alinmistir)

D13S319 Plus Delesyon probunda 13q14.3 bdélgesi kirmizi ile 13q34
boélgesi yesil ile isaretlenmistir. Normal nukleusta 2 kirmizi, 2 yesil sinyal
gorulir. Delesyon varliginda kirmizi sinyallerden 1 ya da 2'si eksik
gorilirken, monozomi durumunda 1 kirmizi, 1 yesil sinyal gérultr (Sekil
3.2)(Cytocell).
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Sekil 3.2. 13q14.3 Delesyon Probu (FISH Probe Catoloque. Cytocell’ den alinmistir)

RB1 Delesyon Probunda, RB1 genini iceren 13q14.2 bdlgesi kirmizi,
13934 bodlgesi yesil ile isaretlenmistir. Normal nikleusta 2 kirmizi, 2 yesil
sinyal gorilirken, delesyon varhidinda kirmizi sinyallerden 1 ya da 2'si eksik
goérulur (Sekil 3.3)(Cytocell).

HWATININ A D

13q14.2 / 13q34
RB1 LAMP1
| [ % |

D135645 D13S1211E D13s818

D13s5153

D135S828E D135293

Sekil 3.3. Retinoblastomal Delesyon Probu (FISH Probe Catoloque. Cytocell’ den
alinmistir)

3.2-Yontem
3.2.1. Periferik kan direkt kiiltiir

e Steril ortamda ekim tuplerine 5 ml RPMI besiyeri boélUstlrtilmus ve
heparinli tipte bulunan periferik kandan 6 damla tlplere aktariimistir.

e Santirfij edildikten sonra supernatant kismi atilmis ve pellet Gzerine 5

ml| KCL eklendikten sonra 37 © C'de etivde 30 dakika inklibasyona
birakilmistir.
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e Bu slire sonunda tuplere taze hazirlanmis Carnoy’s fiksatifinden 5-6
damla eklenerek prefiksasyon asamasi gergeklestiriimis ve 1300
rpm’de 8 dakika santrifij edilmistir.

e Supernatant uzaklastirildiktan sonra pellet Uzerine vortekslenerek
Carnoy’s fiksatifi ilave edilmistir. Yikama islemi temiz bir pellet elde
edene kadar, en az 3 kere uygulanmistir.

e Hazirlanan lamlara 10 pL hicre suspansiyonu yayilmis ve FISH
protokollind uygulamak Uzere hazir hale getirilmistir.

3.2.2. Molekiiler sitogenetik yontem

3.2.2.1. Preperatlarin 6n yikamasi

Preperatlar 2'ser dakika 2 x SSC, %70, %85 ve %100 alkol
cOzeltilerinden gecirilerek dehidre edilmistir.

3.2.2.2. Prob denatirasyonu

Prob, mikropipet ile 5 uL preperata damlatildiktan sonra lamel ile
kapatilmistir ve 75 © C’ de 2 dk denatiire edilmistir.

3.2.2.3. Hibridizasyon

Preperatlar 37 © C ortamda 1 gece hibridizasyona birakilmistir.

3.2.2.4. Hibridizasyon sonrasi yikamalar

e Hibridizasyon tamamlandiktan sonra lamellerin etrafindaki yaltim
maddesi cikarilmis ve lamel kaldirnlmistir.

e Lameller 2 x SSC igerisinde, preperatlarin tGzerinden uzaklastiriimistir.
e Preperatlar 72 © C'deki 0,4 x SSC icerisinde 2 dk bekletilmistir.
e Daha sonra, Tween 20 solisyonunda 1 dk bekletilmigtir.

e DAPI solisyonunda 2 dk tutulumus, lzerine vektashield damlatilip
sinyaller floresan mikroskopta gérilmeye uygun hale getirilmistir.

e Analiz asamasindan dnce karanlikta ve -20 © C'de bekletilmistir.
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3.2.2.5. Analiz
Preperatlar Olympus BX-61 floresan mikroskobunda uygun filtreler ile

incelenmistir. Her olguya ait FISH analiz verileri incelenmis ve
arsivlenmistir.

3.2.2.6. Degerlendirme
Her olguda calisilan bédlgede 250 hicre sayilarak analiz
gerceklestirilmistir. RB1 gen bdélgesi icin 2 sinyal bulunmasi normal olarak,

1 sinyal bulunmasi ise delesyon olarak degerlendirilmistir. Hig sinyal
gortilmemesi biallelik delesyon olarak degerlendirilmistir.

3.2.3. Stok soliisyonlar

Calismamizda kullanilan stok sollisyonlar Tablo 3.1, Tablo 3.2 Tablo
3.3 ve Tablo 3.4'te gdsterilmistir.

Tablo 3.1. Carnoy’s Fiksatif Sollisyonu

Metanol 3 birim
Asetik asit 1 birim

Tablo 3.2. Preperatlatin On Yikama Solisyonu

20 x SSC Soliisyonu

NaCl 175,3 gr
Tri Sodyum Sitrat 88,24 gr
Distile su 1000 ml

Tablo 3.3. Hibridizasyon Sonrasi Kullanilan Solisyonlar

0,4 x SSC

20 x SSC 4 ml
Distile su 196 ml
2 x SSC

20 x SSC 20 ml
Distile su 180 ml
2 X SSC / Tween-20 Soliisyonu
Tween-20 100 L
20 x SSC 20 ml
Distile su 180 ml
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Tablo 3.4. Gorintileme sollisyonu

DAPI / Antifade Soliisyonu

DAPI 100 L
2 x SSC 20 ml
Distile su 80 ml

3.2.4 Istatistiksel Analiz

Tanimlayici istatistikler surekli veriler icin ortalama (minimum-
maksimum), kategorik veride ise siklik (%) olarak verilmistir. Calisma
gruplarinin  ve Rai evlerinin yasam sureleri (zerindeki etkilerinin
arastirilmasi ise Yasam Analizleri (Kaplan Meier) analizi kullaniimigtir.
Calismamizda olgulardaki RB1 geni delesyon orani, hastalik evresi, genel
sagkalim, ilk tedaviye baslangic zamani ve tedavisiz gegen sirenin
degerlendirilmesi igin IBM SPSS Statistics v21.0 paket programi kullanilarak
yapimistir. Anlamlilik seviyesi p<0.05 olarak alinmis olup, p dederi <0,05
olmasi durumunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4-BULGULAR

Calismamiz, izole olarak 13q delesyonu saptanan KLL tanili 40 olgunun
periferik kan materyalleri ile ESOGU Tip Fakdultesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali-Kanser Sitogenetigi Laboratuvari’'nda gerceklestirilmistir.

Calismamizin amaci izole 13q delesyonu bulunan KLL vakalarinda
Retinoblastomal gen delesyonu varliginin  FISH yoOntemi ile
degerlendirilmesi, bununla birlikte hastalik evresi ve tedaviye baslangig
zamani ile iligskisinin arastiriimasidir.

Calistigimiz olgularda ortalama yas 66.23 = 9.15 vyil olarak
bulunmustur. Calismaya dahil edilen hastalarin 17 (%42.5) tanesi kadin, 23
(%57.5) tanesi erkektir. Calisma grubumuzun yas, cinsiyet ve evre bilgileri
Tablo 4.1'de, klinik 6zellikleri Tablo 4.2'de gdsterilmistir.

Calisma hastalarimiz evrelerine gbére erken evre (Rai evre 0-I-II) ve
ilerit evre (Rai evre III-IV) olmak J(zere gruplara ayrilarak
degerlendirilmistir. Erken evre ve ileri evreye gore siniflandirilmasi Tablo
4.3'te gbsterilmistir.
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Tablo 4.1. Calisma grubunun yas, cinsiyet, evre bilgileri

Olgu no Yas Cinsiyet Rai Evresi
1 68 E II
2 56 E -
3 74 E -
4 75 K v
5 65 K I
6 47 K I
7 71 E -
8 63 E II
9 70 E II
10 62 E 0
11 64 K I
12 80 E 0
13 75 K I
14 68 E I
15 69 E =
16 67 E

17 56 E

18 67 K II1
19 41 K =
20 53 E II
21 75 E I
22 76 K II
23 62 E I
24 57 E 0
25 73 K II
26 79 K I
27 53 E 0
28 67 K I
29 68 K I
30 64 E I
31 88 K I
32 62 E II1
33 69 K II1
34 76 E II
35 46 K II1
36 67 E v
37 65 K II
38 60 K II1
39 65 E II
40 67 E I

-: Bilgilere ulasilamayan bdlimler
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Tablo 4.2. Calisma grubunun klinik 6zellikleri

Ortalama Yas
Cinsiyet
Erkek
Kadin
Lokosit (ortalama) 103/pL
Lenfosit (ortalama) 103/puL
Hb (ortalama) g/dL
Pit (ortalama) 103/pL
LDH (ortalama) p/L
B-2 mikroglobulin
Rai Evre
1)
I
II
III

1V

66,23 (41-88)

23 (% 57,5)

17 (% 42,5)

46,60 (3,30-328,20)
27,02 (0,50-131,80)
12,83 (4,30-16,60)
216,52 (74-360)
268,33 (137-1079)

1,50 (0,19-4,35)

6 (% 17,1)
13 (% 37,1)
9 (% 25,7)
5 (% 14,2)

2 (% 5,9)

Tablo 4.3. Hastalarin Rai evreleme sistemine gore erken evre ve ileri evre olarak dagilimi

Erken Evre
Rai Evre O
Rai Evre I
Rai Evre II
Ileri Evre
Rai Evre III
Rai Evre IV

25
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6 (% 21,4)
13 (% 46,4)
9 (% 32,2)
n (%)

5 (% 71,4)
2 (% 28,6)



Calismaya dahil edilen 40 hastanin, 35 tanesinin hastalik evresinin
bilgilerine ulasildi. Otuz bes hastadan 28 hasta (%80) Rai Evresi 0-I veya
II, 7 hasta (%20) Rai Evresi III veya IV'dl. Hastalardan 5 tanesinin evre
bilgilerine ulasilamadi.

Hastalarimizin 130 (%37) tedavi almis, 22’0 (%63) tedavisiz
izlenmistir. Tedavi alan hastalarin ilk tedaviye kadar gecen zamani ortanca
10 ay olarak bulunmustur. Sagkalim verileri Temmuz 2018 tarihinde
guncellenen 40 hastanin medyan 144,00+36,94 ay izlem sonunda
%91.2'sinin halen yasadigi, %8,8'inin ise 6ldigld saptanmistir. Bes yillik
sagkalim %93,3 olarak belirlenmistir.

Evre 0 olan 6 hasta bulunmaktadir. Medyan 23,5 ay (4-73) takipte
olan hastalar olup, hastalarin birinde 3. ayda tedavi baslanmistir. Hastalarin
hepsinde RB1 geni delesyonu negatif olarak bulunmustur.

Evre I olan 13 hasta bulunmaktadir. Hastalardan 3’G tedavi almakta
olup, medyan 52 ay (4-143) takipli hastalardir. Hastalarin 7 tanesinde RB1
delesyonu negatifken, diger 6 hastada %25, %40, %44, %44, %52 ve %79
oranlarinda delesyon bulunmustur.

Evre II olan 9 hastamiz bulunmaktadir. Ug tanesi tedavi alan hastalar
olup, medyan 26 ay (4-153) takipli hastalardir. iki hasta ex olmustur.
Hastalarin 5'inde RB1 delesyonu negatifken, 4’inde RB1 delesyon oranlari
%869, %70 ve %72 ve %73'tur.

Evre III olan 5 hasta bulunmaktadir. Hastalarin 4’0 tedavi almakta
olup, medyan 46 ay (19-142) takiplidirler. Hastalarin 4’iUnde RB1 gen
delesyonu negatif, 1'inde % 32 oraninda pozitif olarak saptanmistir.

Evre IV olan 2 hasta bulunmaktadir. Hastalar medyan 27 (7-47) ay
takiplidir. Hastalardan 1’i ex olmustur. Ex olan hastanin Retinoblastomal
delesyon orani %63’dir. Diger hastanin Retinoblastoma delesyonu
negatiftir.

4.1-FISH analizi sonuglari

Calismamizdaki olgularda RB1 geni bdlgesine 6zgl prob kullaniimis ve
sinyaller analiz edilmistir. Her olguda 250 hucre analiz edilmistir.

Uretici firma olan Cytocell firmasi tarafindan delesyon problari icin
bildirilen cut-off degerini %8’dir. Laboratuvarimizda cut-off orani %8-10un
Ustindeki deger olarak kabul edilmektedir.

Incelenen o6rneklerde, 16 hastada (%40) RB1 geninde delesyon

saptanirken, 23 hastada (%60) bu gen bdlgesinde delesyon
saptanmamistir. Tablo 4.4’te 13q delesyon ylzdesi, RB1 genindeki delesyon
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durumu ve evreleri verilmistir. Calisma hastalar iginde RB1 geninin
delesyonu saptanan hastalarin ylzdelik dagilimi Sekil 4.1’de gosterilmistir.
Retinoblastoma delesyonu pozitif olan hastalarin Rai evresi, genel sagkalim,
ilk tedaviye kadar gegen zaman ve tedavisiz izlem sureleri Tablo 4.5te,
Retinoblastoma delesyonu negatif olan hastalarin Rai evresi, genel
sagkalim, ilk tedaviye kadar gecen zaman ve tedavisiz izlem sireleri Tablo
4.6'da gosterilmistir.

Calismamizda 13q delesyonu bulunan, RB1 geninde delesyon olmayan

ve RB1 geninde delesyon olan hastalardan bazilarina ait FISH goéruntlleri
Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4'te gosterilmistir.
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Tablo 4.4. del(13g14.3) ve RB1 geni FISH analiz sonuglari

Olgu No 13q Delesyon RB1 Geni Delesyon Durumu Rai Evresi
Yiizdesi (%) (anomali orani %)
1 31 Negatif 11
2 83 Negatif -
3 88 Pozitif (10) -
4 57 Pozitif (63) v
5 61 Pozitif (25) I
6 32 Pozitif (44) I
7 22 Pozitif (38) -
8 42 Negatif II
9 16 Negatif II
10 27 Negatif 0
11 88 Negatif I
12 68 Negatif 0
13 10 Negatif I
14 40 Pozitif (40) I
15 13 Pozitif (23) =
16 15 *
17 30 Negatif
18 54 Negatif I
19 91 Pozitif (13) =
20 70 Pozitif (70) I
21 15 Negatif I
22 67 Negatif 11
23 61 Negatif I
24 50 Negatif 0
25 78 Pozitif (72) I
26 45 Pozitif (79) I
27 37 Negatif 0
28 47 Pozitif (52) I
29 18 Negatif I
30 26 Negatif I
31 11 Negatif I
32 - Pozitif (32) III
33 74 Negatif II1
34 74 Pozitif (69) 11
35 94 Negatif 11
36 99 Negatif v
37 90 Negatif II
38 14 Negatif II1
39 93 Pozitif (73) I
40 80 Pozitif (44) I

*: Analiz gergeklestirilemeyen bdlumler
-: Bilgilere ulasilamayan bélimler

28



Rb Delesyonu Saptanan Hastalar

u Rb Delesyonu Saptanmayan Hastalar

Sekil 4.1. Calisma grubu iginde RB1 gen delesyonu saptanan hastalarin ylzdelik dagihmi

LAMP1: 13q34

Sekil 4.2. 13914.3 delesyonu saptanan olgu 10’un FISH gérintisu

LAMP1: 13q34

Sekil 4.3. Retinoblastoma geni icin normal hicrelere sahip olgu 9'un FISH gérintusu
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LAMP1: 13q34

Sekil 4.4. Retinoblastoma gen delesyonu saptanan olgu 25'in FISH goruntisiu

Tablo 4.5. Retinoblastoma delesyonu pozitif olan hastalarin Rai evresi, genel sagkalim ve
ilk tedaviye kadar gegen zaman ve tedavisiz izlem sireleri

RB1 Rai Evresi | Genel 1lk Tedaviye Kadar Tedavisiz
Delesyonu Sagkalim Gegen Zaman (ay) Izlem
Pozitif (ay) Siiresi (ay)
Hastalar

(Hasta No)

3 - o - -

4 v 47 (ex) 2,5 2,5

5 I 11 TEDAVISiZ iZLEM 11

6 I 72 44 44

7 - - - -

14 I 52 TEDAVISiZ iZLEM 52

15 - - - -

19 - - - -

20 I1 20 TEDAVISiZ iZLEM 20

25 I1 14 TEDAVISiZ iZLEM 14

26 I 91 TEDAVISiZ iZLEM 91

28 I 12 TEDAVISiZ iZLEM 12

32 I11 142 TANI ANINDA TEDAVi 0

34 I1 144 (ex) 1 1

39 I1 4 TEDAVISiZ iZLEM 4

40 I 4 TEDAVISiZ iZLEM 4

-: Bilgilere ulasilamayan bdélimler

30



Tablo 4.6. Retinoblastoma delesyonu negatif olan hastalarin Rai evresi, genel sagkalim ve
ilk tedaviye kadar gegen zaman ve tedavisiz izlem sireleri

RB1 Rai Evresi | Genel Ilk Tedaviye Kadar Tedavisiz
Delesyon Sagkalim Gegen Zaman (ay) Izlem
Negatif (ay) Siiresi
Hastalar (ay)
(Hasta No)

1 I1 26 TEDAVISIZ 1ZLEM 26

2 - - - -

8 I1 33 TEDAVISIZ 1ZLEM 33

9 I1 78 33 33

10 0 36 TEDAVISIZ 1ZLEM 36

11 I 76 TEDAVISIZ 1ZLEM 76

12 0 68 TEDAVISIZ 1ZLEM 68

13 I 100 TEDAVISIZ iZLEM 100
17 0 11 TEDAVISIZ 1ZLEM 11

18 IT1 19 6 6

21 I 42 10 10

22 I1 151 (ex) 77 77

23 I 55 TEDAVISIZ 1ZLEM 55

24 0 73 3 3

27 0 10 TEDAVISIZ 1ZLEM 10

29 I 9 TEDAVISiZ iZLEM 9

30 I 12 TEDAVISIZ 1ZLEM 12

31 I 143 45 45

33 ITI 25 30 30

35 IT1 78 73 73

36 v 7 TANI ANINDA TEDAVi 0

37 I1 4 TEDAVISIZ 1ZLEM 4

38 ITI 46 TEDAVISIZ 1ZLEM 46

-: Bilgilere ulasilamayan bdlimler
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4.2- Verilerin Istatistiksel Degerlendirmesi

Retinoblastoma delesyonu pozitif olan 16 hastanin medyan yasi 65 (41-
79), E/K: 9/7 iken; RB1 delesyonu negatif olan 23 hastanin medyan yasi 67
(47-80), E/K: 13/10 seklinde bulundu. Iki grup arasinda yas ve cinsiyet
acisindan anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

TUm hastalarda medyan sagkalim 144 (4-151) ay, medyan tedavisiz
izlem slresi 86 (0-100) ay, medyan ilk tedaviye kadar gecen zaman 10 (0-

77) ay olarak bulunmustur.

Survival Functions

0,6

Cum Survival

0,4

0,0

Sekil 4.5. Olgularda saptanan RB1 gen delesyonunun genel sagkalim ile iliskisi (p=0,116)

T
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Sekil 4.6. Olgularda saptanan RB1 gen delesyonunun ilk tedaviye kadar gegen zaman ile

T
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iliskisi (p=0,011)
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Sekil 4.7. Olgularda saptanan RB1 gen delesyonunun tedavisiz izlem siresi ile iliskisi
(p=0,220)

Retinoblastoma geninin delesyonu saptanan hastalarda medyan
sagkalim 144 ay oldugu gorilmistir. Tedavisiz izlem siresi 74 ay olarak
saptanmistir. Delesyonu pozitif olan hastalarda ilk tedaviye kadar gecen
zaman 2.5 ay olarak bulunmustur. Delesyonu pozitif olan 16 hastadan 6
tanesinin evreleri Rai evresi I, 4 hastanin Rai evresi II, 1 hastanin Rai evresi
III, 1 hastanin Rai evresi IV olarak belirlenmistir, 4 hastanin Rai evre
bilgisine ulasilamamistir. Hastalarin 10'u (%83,3) erken Rai evresinde
bulunmaktayken, 2'si (%16,7) ileri Rai evresinde bulunmaktadir.

Retinoblastoma geninin delesyonu saptanmayan hastalarda medyan
sagkalim 151 ay, tedavisiz izlem siresi 77 aydir. Ilk tedaviye baslangic
zamani 30 aydir. Delesyon saptanmayan 23 hastadan 5 tanesi Rai evre O,
6 tanesi Rai evre I, 5 tanesi evre II, 4 tanesi evre III, 1 tanesi Rai evre IV
olarak belirlenmistir, 1 hastanin Rai evre bilgisine ulasilamamistir.
Hastalarin 18'i (%81,8) erken Rai evresinde bulunmaktayken, 4'i (%18,2)
ileri Rai evresinde bulunmaktadir.

Delesyonu pozitif hastalarda ortanca genel sagkallm 144 ay iken;
negatif hastalarda 151 ay olup disuk bulnmustur (p=0,116). Pozitif
hastalarda ortanca tedavisiz izlem siresi 74 ayken, negatif hastalarda 77
ay olup daha dusuktir (p=0,220). Pozitif olan hastalarda ortanca ilk
tedaviye kadar gecen zaman 2,5 ayken, negatif hastalarda 30 aydir
(p=0,011). Pozitif ve negatif hasta gruplan arasinda ilk tedaviye kadar
gecen zaman icin anlaml fark saptanmis olup, genel sagkalim ve tedavisiz
izlem sdresi igin istatistiksel olarak anlamli fark saptanamamistir.

Erken evrede bulunan pozitif hastalarin sagkalimi 144 ay, negatif
hastalarin sagkalimi 151 ay bulunmustur. Pozitif hastalarda tedavisiz izlem
siiresi 22 ay, negatif hastalarda 77 ay bulunmustur. Ilk tedaviye baslangic
suresi ise pozitif hastalarda 78 ay, negatif hastalarda 86'dir.
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Ileri evrede bulunan hastalarin sagkalimi, tedavisiz izlem siresi ilk
tedaviye kadar gecen zaman ise 6lmus olan hasta sayisinin az olmasi
nedeniyle istatistiksel olarak hesaplanamamistir.

Yirmi (¢ hastada B2-mikroglobulin calisildigi gorGlmiastir. B2
mikroglobulinin tGst sinin 2,5 mg/L'dir. B2-mikroglobulin dizeyi RB1
delesyonu pozitif olan 8 hastanin 3’Unde (%37,5) >=2,5 mg/L, 5'inde
(%62,5) <2,5 mg/L oldugu goérilmistir. RB1 delesyonu negatif olan 15
hastanin 5’'inde (%33,3) >=2,5 mg/L, 10'unda (%66,7) <2,5 mg/L oldugu
belirlenmistir. RB1 delesyonu pozitif grup ve negatif grubu karsilastirmak
icin p degeri hesaplanamamistir.

Tedavi alan hastalarda tedaviye 2 yil icinde baslanma durumu
incelenmistir. RB1 delesyonu pozitif hastalarda tedavi alan 4 hasta olup
4'ine (%100) 2 yil icinde tedavi baslanmistir. RB1 delesyonu negatif
hastalarda tedavi alan 9 hasta vardir, 7'sine (%77,8) 2 yil iginde tedavi
baslanmis olup, 2'sine (%22,2) 2 yildan sonra tedavi baslanmistir, p degeri
icin hesaplama yapilamamistir.

13q delesyonu %60’tan fazla olan 14 hasta olup, hastalarin medyan
sagkalimlari 151 ay, tedavisiz izlem slreleri 77 ay, tedaviye baslama
zamanlari 77 aydir. Delesyonu %60tan az olan 21 hastanin medyan
sagkalimlari 140 ay, tedavisiz izlem slreleri 88 ay, tedaviye baslama
zamanlari - aydir. Genel sagkalimlari ve tedavisiz izlem sireleri icin anlaml
fark yoktur (p=0,951, p=0,373). Ilk tedaviye baslama zamani igin
istatistiksel hesaplama yapilamamistir.

13qg delesyonu %60'tan fazla ve RB1 gen delesyonu birlikteligi olan 6
hasta olup, hastalarin medyan sagkalimlari 144 ay, tedavisiz izlem sireleri
86 ay, tedaviye baslama zamanlari 63 aydir. Delesyonu %60'tan az olan 21
hastanin medyan sagkalimlari 151 ay, tedavisiz izlem sireleri 88 ay,
tedaviye baslama zamanlan 77 aydir. Istatistiksel acidan ilk tedaviye kadar
gecen zaman igin anlamh fark saptanmis olup, sagkalim ve tedavisiz izlem
sureleri icin anlaml fark saptanmamistir (p=0,438; p=0,225; p=0,002).
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5-TARTISMA

B-htcreli kronik lenfositik |6semi yetiskinlerde goérilen en yaygin
|6semi tipidir. Oldukca degisken klinik slirece sahip olan bir hastalik olup
bazi hastalar tani aldiktan sonraki aylar icinde 6llrken, bazilarinda yasam
suresi 20 yil ve daha fazla slreye cikabilmektedir. Binet ve Rai evreleme
sistemleri, hastaligin evresinin belirlenmesini sadlayan en kullanisli
yontemlerdir ancak hastalik progresyonu icin bireysel riskleri ve erken
evrede bulunan hastalarin (Binet evre A ve Rai evre 0 ila 2) sagkalimini
tahmin etmek igin yeterli degildirler. Bu durumlari 6ngérebilmek igin gesitli
prognostik faktérler kullaniimaktadir. Prognoz icin tahminde bulunmayi
saglayan kromozomal anomaliler bulunmaktadir. Prognostik éneme sahip
sitogenetik anomaliler 13q14.3 delesyonu, 11923 delesyonu, 17p13 ve
trizomi 12’ dir. En sik gortlen kromozomal degisiklik %55 oraniyla 13q14.3
delesyonudur (Déhner, 2000).

On dlgunct kromozomun kisa kolunun delesyonu izole olarak
saptandiginda iyi prognoz gostergesidir. Ancak bu delesyonun izole olarak
saptandigi hastalarin bazilarinda beklendigi gibi olumlu bir prognoz
gorialmemistir. Delesyona ugrayan boélgenin g14.2 bandini kapsayacak
buyuklikte olmasi ve burada konumlanmis olan Retinoblastoma timor
baskilayici genini icermesi hastalik seyrini olumsuz etkileyen bir faktor
olabilecegi disunitlmektedir. Retinoblastoma genindeki delesyonun bu
durumdaki rolinl belirleyebilmek klinik heterojenite nedenlerini aydinlatma
konusunda yardimci olacaktir.

Retinoblastomal geni, 13. kromozomun q14.2 bandinda yer alan, yirmi
yedi ekzondan olusan bir timoér baskilayici gendir (Poznic, 2009).
Retinoblastomal proteini hlcre déngusinin duzenlenmesi, apoptoz,
farklilasma, timor baskilanmasi, kromatin yapisi, DNA replikasyonu, hicre
metabolizmasiyla ilgili fonksiyonlar dizenlemektedir (Akdeniz, Tuncer
,Yazicl). Bu timodr baskilayici genin islev yapamamasi bircok farkl
mekanizma ile ilgili hlcresel sirecleri etkiler (Nicholas J. Dyson, 2016).

Tumor baskilayicl bir gen olan RB1 geninin inaktivasyonu ile prognozun
olumsuz seyretmesi arasindaki baglantinin aciklanabilmesi, hasta
grubundaki heterojenite nedenlerini belirlemek icin yol gbsterici olacaktir.
Calismamizda iyi prognostik faktdor olarak degerlendirilen izole 13q
delesyonu bulunan KLL vakalarinda RB1 gen delesyonu varliginin FISH
yontemi ile dederlendirilmesi, bunla birlikte hastalik evresi ve tedaviye
baslangigc zamani ile iligkisinin arastirilmasi amaclanmistir.

Calisma grubumuza bakildiginda, 13q delesyonuna sahip olgularda
RB1 delesyonu goérilme orani %40 olarak saptanmistir. On Gcglncl
kromozomun uzun kolunun delesyonu bulunan vakalarda Retinoblastoma
delesyon orani Dal Bo ve arkadaslan tarafindan %39, Quillette ve
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arkadaslan tarafindan %40 olarak bulunmustur. Calismamizdaki oran
literatur ile benzerlik gdéstermektedir.

Retinoblastoma delesyonu saptanan 16 olgudan 12’sinin evre bilgisine
ulasiimistir. Retinoblastoma delesyonu olan olgulardan 6’si Rai evresi I, 4
hasta Rai evresi II, 1 hasta Rai evresi III, 1 hasta Rai evresi IV olarak
belirlenmigtir. Rai evresi I olan 6 olgulardan 5'i tedavisiz izlem altindayken,
1'i tedavi almaktadir, tedaviye 44. ayda baslanmistir. Rai II evresindeki
hastalarin 3’0 tedavisiz izlem altindayken, 1 hasta tedavi almaktadir,
tedaviye 1l.ayda baslanmistir, hasta ex olmustur. Rai III evresindeki
hastaya tani aninda tedavi baslanmistir. Rai evresi IV olan olguda TtFT 2,5
ay olup, genel sagkallm 47 aydir, hasta ex olmustur. Quillette ve
arkadaslarinin 2008 yilindaki calismasinda Tip II delesyon olarak kategorize
edilen, RB1 lokusunu kapsayan buylk delesyonun ileri Rai evresine sahip
hastalarda gortldigu bildirilmistir. Bu calismanin devami niteliginde olan
2011 yihndaki calismalarinda RB1 geni delesyonu olan hastalarin daha kisa
genel sagkalima sahip oldugu ancak ilk tedaviye kadar gecen zaman
Uzerinde etkisi olmadigi gosterilmistir (Quillette 2008; Quillette 2011).

Mian ve arkadaslarinin izole 13g delesyon ya da normal karyotip
bulunan 169 hastada, del(13q14.3) uzunluklarini belirlemek Uzere yaptigi
calismada daha buylk delesyona sahip olanlarin, RB1 delesyonu
olmayanlardan daha kisa tedaviye baslangic zamani ile iliskili oldugu
belirtilmistir (Mian, 2012).

Biz calismamizda RB1 geni delesyonu bulunan hastalarin genel
sagkalim siresi ve tedavisiz izlem siresinin daha kisa oldugunu belirledik,
ancak istatistiksel olarak anlaml dedildir. Ilk tedaviye kadar gecen zaman
RB1 pozitif hastalarda daha kisadir, istatistiksel olarak anlamlh
bulunmustur. Retinoblastoma geni pozitif ve negatif olan hasta gruplan
arasinda erken ve ileri Rai evrelerinde bulunmalari agisindan olgu dagilhimlari
uygun olmadigi icin istatistiksel hesaplama yapilamamistir.

Parker ve arkadaslarinin 2011 yilinda 13q14 delesyonunda genomik
profili belirlemek amaciyla 224 KLL hastasi ile yapmis olduklari calismada
RB1 genini iceren delesyonun hastalik progresyonu icin artmis risk oldugu
belirlenmistir. Ilerleyici hastalik goériilen hastalarda daha biyik 13q
delesyonu gorildaga belirtilmistir.

Dal Bo ve arkadaslarinin 13q14 delesyonunun boyutu ve ylzdesinin
prognoza etkisi Uzerinde FISH yontemi ile 2011 yilinda yapilan arastirmada
13q delesyon oraninin <%70 ve RB1 genini kapsamayan delesyon olmasi
daha uzun TtFT ile iligkili, delesyon oraninin <%70 olup RBI1 genini
kapsamasl ya da >70 oraninda delesyon olmasi (RB1 genini kapsayan ya
da kapsamayan) daha kisa TtFT ile iligkili bulunmustur (Dal Bo, 2011).
Huang ve arkadaslarinin 13q14 delesyonunun boyutu ve ylzdesi prognoza
etkisini belirlemek amaciyla yaptiklar calismada >=%60 oraninda 13q
delesyonuna sahip hastalarda daha kisa TFS ve daha kisa genel sagkalim
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ile iliskili oldugu, ancak RB1 lokusundaki delesyonun etkisinin olmadigi
belirtilmistir. Delesyon ylzdesi ve boyutunun birlikte etkisi TFS igin iligkili
bulunurken, genel sagkalim igin iliskili bulunmasmistir (Huang, 2016).
Calisma grubumuzda yuksek 13q delesyon yuzdesi (>=%60) ve RBI1
delesyonu birlikteligi olan 6 hasta bulunmaktadir. Istatistiksel acidan ilk
tedaviye kadar gegcen zaman icin anlamh fark saptanmis olup, sagkalim ve
tedavisiz izlem sdreleri igin anlamh fark saptanmamistir (p=0,438;
p=0,225; p=0,002).

Yi ve arkadaslar 2017 yilinda KLL ve diger B-hicreli lenfoproliferatif
hastaliklarda calisma gerceklestirmistir. BCLPDs'ta 13qg delesyonun farkli
boyutlarinin prognoza etkisini arastirmistir. Kronik lenfositik 16semi harig
diger BCLPDs’lerde 13q delesyonunda biylk delesyonun daha kisa TtFT ve
genel sagkalim iliskili bulunmustur. Kronik lenfositik I16semi hastalarinda
TtFT, OS ve PFS acisindan iliskili bulunmamistir.

Calismamizda RB1 delesyonu bulunan olgularda genel sagkalim ve
tedavisiz izlem siresinin daha kisa oldugu ancak anlamh olmadigi
goérulmdaistar, ilk tedaviye kadar gecen zaman anlaml daha kisa
bulunmustur. 13q delesyonu >=60 ve RB1 delesyonu bulunan hastalarda
ilk tedaviye kadar gecen zaman anlamli daha kisa bulunmustur. Ancak bu
durumda RB1 pozitif ve tedavi alan hasta sayisinin az olmasi, RB1 negatif
ve tedavi alan sayisinin ylksek olmasi durumu etki etmis olabilir. Bu ylizden
daha genis hasta grubu ile yapilacak ileri calismalar daha saglikli olacaktir.
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6-SONUC VE ONERILER

Calismamizda iyi prognostik faktor olarak degerlendirilen izole 13q
delesyonu bulunan KLL vakalarinda RB1 gen delesyonu varliginin FISH
yontemi ile degerlendiriimesi, bunla birlikte hastalik evresi ve tedaviye
baslangic zamani ile iligkisinin arastirilmasi amaclanmistir.

Calisma grubumuzda bulunan 40 olgunun periferik kan numuneleri ile
molekiler sitogenetik analizler gerceklestirimistir. Incelenen gendeki
delesyon durumu analiz edilip, hasta grubunda delesyonun bulunma
oranlari elde edilmis, delesyon saptanan grubun ve saptanmayan grubun
genel sagkalimlari, ilk tedaviye kadar gecen zaman, tedavisiz izlem sireleri
karsilastirilmistir. Rai evreleri igin hasta gruplarindaki dagilimin homojen
olmamasi nedeniyle karsilastirma yapilamamistir.

Olgularin 16’sinda (%40) RB1 geninde delesyon saptanirken, 23’linde
(%60) bu gen bélgesinde delesyon saptanmamistir.

Calismamizda gen bdlgesi icin delesyon bulunan olgularin genel
sagkalimlari ve tedavisiz izlem siireleri daha kisa bulunmustur. Ik tedaviye
baslangic slrelerinin literatlr ile benzer sekilde anlaml olarak daha kisa
oldugu goridlmustir. Ancak hasta grubundaki dagilimin bu durum {zerine
etkisi olabilecedi ve bu ylzden cgalismanin daha genis popilasyonlar ile
yapilmasinin saglikli olacagini disiinmekteyiz.
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