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OZET

Giris: Klonal myeloproliferatif bir hastalik olan kronik myeloid 16semi (KML),
sitogenetik olarak 9. ve 22. kromozomlar arasindaki translokasyon ile karakterizedir.
Philadelphia pozitif (Ph") KML olgularmin %10-15’inde yeniden diizenlenme sonucu
olusan der(9) kirtk noktast olan 4SS (9934) gen bolgesinde biiyiik submikroskobik
delesyonlar bildirilmistir. Prognostik onemi tartismali olan ASS (9q34) delesyonlari,
klasik kemoterapi ve IFN-alfa tedavisi alan olgularda diistik oranda tedavi yanit1 ve kétii
prognoz ile iliskilendirilmistir. Imatinib kullanimi sonrasi literatiirde yer alan az
sayidaki ¢alismada olgular ge¢ kronik fazda degerlendirilmistir. Bu ¢alismalarda 4SS
‘delesyonlarinim prognostik 6nemine ait geliskili sonuglar elde edilmis olmakla birlikte
erken kronik faz KML olgularina ait yeterli veri mevcut degildir.

Amag: Calismamizda Ph* KML olgularmda 4SS gen bolgesi delesyon oranmimn
saptanmasi ve prognostik etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontemler: Caligmamiza 2001-2010 arasinda KML tanist almug ve
Ph kromozomu tamimlanmis yas dagilimi 22-66 arasinda olan toplam 30 olgu dahil
edildi. Olgularn 23’0 yeni tan1 asamasinda ¢alismaya alinmis olup 22’°sine imatinib, 1’
ine hidroksiiire tedavisi verilmistir. Kalan 7 olgu takip asamasinda ¢alismaya alinmig
6’sina imatinib, 1’ine hidroksiiire tedavisi verilmistir. ASS (9q34) delesyonu saptanmasi
icin LSI 9934 probu kullanilarak FISH analizi yapilmistir. Calismaya dahil edilen
olgularda 3.ayda hematolojik yanit, 12. ayda sitogenetik yamt ve 18. ayda molekiiler
yanit degerlendirilmistir.

Bulgular: Yapilan FISH analizleri sonucu 30 Ph" KML olgusunun 11’inde
(%36.6) ASS delesyonu saptanmustir. ASS delesyonu saptanan 11 hastanmin 10°unda
(10/11) hematolojik yanit saptanmis fakat bu 11 hastamin 6’sinda (6/11)
sitogenetik/molekiiler sitogenetik yanit saptanmamistir. 4SS delesyonu saptanmayan 19
(19/30) hastadan 12.ayin1 tamamlayan 16 hastamin 13’{inde sitogenetik yamt, 11’inde
de molekiiler yanit goriilmiistiir. "

Sonu¢: Calismamiz sonucunda ASS delesyonu bulunan olgularimizda
sitogenetik yanit oranimizin daha diisiik oldugu izlenmistir.

Anahtar kelimeler: KML, 4SS delesyonu, FISH.



SUMMARY

Background: Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative
disorder characterized by presence of Philadelphia chromosome (Ph), resulting
translocation between chromosome 9 and 22. Large, submicroscopic deletions have
been reported the breakpoint of ASS (9q34) gene region on rearranged der(9) in %10-
15 of patient with (Ph") CML. 4SS (9934) deletions have been associated with lower
response rates and with adverse outcome in CML treated patients with conventional
chemotherapy and interferon alfa (IFN-o). In studies following the usage of imatinib a
few reported cases were evaluated at the chronic phase. In these studies, contradictory
results were obtained about the importance of ASS (9q34) deletions yet not enough
information were available regarding early chronic phase of CML cases.

Aim: Detecting deletion of 4SS (9q34) gene region rates and its prognostic
effects. ‘

Material and methods: In our study, 30 patients with Ph" CML were included
between 2001-2010. Patient age is between 22-66. Twenty three of thirty patients are
pretreatmant; 22 of 23 patients were treated with imatinib and 1 of 23 patients was
treated with hydroxyurea. 7 of 30 CML patients were being followed-up, 6 of 7 patients
were treated with imatinib and 1 of the cases treated with hydroxyurea. FISH analysis
was performed for detection of ASS (9q34) deletions LSI 9q34 probe were used.
Hematologic response at the end of 3™ month, cytogenetic response at the end of 12%
month and molecular response at the end of 18 ™ month after initiation of treatment
were evaluated in the cases.

Findings: 4SS (9934) deletions were detected in 11 of 30 Ph" CML patients in
FISH analysis. Among cases who had 4SS (9q34) deletions (n:11), 10 of them showed
hematological response but 6 of them didn’t have cytogenetic/molecular response. 19 of
30 patients were found not having ASS (9q34) deletion. Among 16 patients who
completed 12 months, 13 of them had cytogenetic response and 11 had molecular
response.

Results: In our study, lower cytogenetic response rates were detected in ASS
(9934) deleted cases.

Keywords: CML, 4SS deletion, FISH.
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1. GIRIS VE AMAC

Kronik miyelositer 16semi (KML), Ph (Philadephia) kromozomu ile karakterize
olan klonal hematopoetik bir kok hiicre hastaligidir ve tiim losemilerin %14 iinii,
eriskin 16semilerin ise %20’lik kismini olusturmaktadir. Insidansi 1.6/100.000dir.
Erkeklerde daha sik (E/K: 1.4/1) goriiliir. Bu hastalikta malign transformasyon, 9 ve 22
numarali kromozomlarm uzun kollarinda lokalize ABL ve BCR genlerinin anormal
yerlesimi ile sonuglanan t(9;22)(q34;q11) olusumu ile meydana gelir. Sonucta ortaya
c¢itkan BCR-ABL fiizyon proteini, birgok sinyal yolagimin aktivasyonuna sebep olan
yapisal bir protein olan tirozin kinazi kodlar ve bdylece artmis bir tirozin kinaz
aktivitesi meydana gelir (11, 34, 59). Kronik miyelositer 16semi duragan olarak
seyredebilecegi gibi bifazik ve trifazik olarak da ilerleyebilir. Genellikle bu hastalik
kronik fazda tani alir (34, 62).

Kronik miyelositer 16semi tedavisinde ve prognozunda, 1960 yilinda Ph
kromozomunun kesfedilmesiyle anlamli degisiklikler kaydedilmistir. Klasik tedaviye
(bisulfan, hidroksiiire gibi) ek olarak bir tirozin kinaz inhibitorii olan imatinib de tedavi

segenekleri arasina girmis ve hedeflenmis tedavide yeni bir ¢igir agmustir (27).

Son zamanlarda Ph pozitif (Ph") KML olgularinda yapilan ¢alismalarda derivatif
kromozom 9’da saptanan delesyonlar adeta prognostik bir marker olarak ifade
edilmektedir. Farkli tedavi modellerine tabi tutulan KML hastalarinda kétii prognozla
iligkilendirildigi goriilmektedir (10).

Caligmamizda Ph” KML olgularinda, 4SS (9q34) gen bolgesi delesyonlariin
klasik sitogenetik ve FISH yontemi ile belirlenmesi amaglanmistir. Derivatif 9 kirik
noktas1 olan ASS gen bolgesi kayiplarinin tedaviye yanit, remisyona girme siiresi, relaps

ile iliskisi arastirilarak prognostik degeri belirlenmeye ¢alisilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser; 0lim nedeni olarak, kalp ve damar hastaliklarinin hemen ardindan
gelmesi sebebiyle onemli bir saglik ve yasam sorunudur. Yas ilerlemesiyle birlikte
kanser sikligi daha da artmaktadir. Kanser tedavi harcamalari, toplam saglik

harcamalarinin biiytlik bir boliimiinii olusturmaktadir (54).

Yagsamin ve canliligin en temel birimi olan hiicrenin, i¢ ve dis ¢evresiyle
haberlesmesini saglayan sinyal iletimi; normal hiicrelerde smirli ve kontrolli

boliinmeyi saglarken, kanser hiicrelerinde kontrolsiiz boliinme ve biiylimeye neden olur

(46).

2.2. Hematopoez (Kan Hiicrelerinin Yapimi)

Hematopoetik kok hiicrelerin malign neoplazmi olan losemilerde, kemik iligi
yaygin olarak neoplastik hiicreler ile dolar. Cogu vakada, ¢ok sayida 16semik hiicre
kana yayilmistir. Her ne kadar periferik kanda ¢ok sayida anormal hiicrenin varligi
l6seminin en belirgin sonucu olsa da, bu hastaliktaki asil sorun kemik iliginden

kaynaklanmaktadir (42).

Tim kan hiicreleri, kemik iligindeki ilkel bir pluripotent kok hiicresinden koken
almaktadir. Pluripotent kok hiicresi farklilasarak lenfoid kok hiicrelerini ve multipotent
hematopoetik hiicreleri olusturur. Lenfoid kok hiicreleri farklilagsarak B ve T lenfoidleri
olustururken; multipotent hematopoetik kok hiicreleri de farklilasarak, eritrosit,

graniilosit, monositik ve megakaryositik hiicreleri meydana getirirler (22, 42, 72).



2.3. Losemiler

Yunanca beyaz anlamima gelen “leukos” ve kan anlamima gelen “haima”

sOzciiklerinin bir araya gelmesiyle “leukemia® terimi olugsmustur (75).

Losemiler, kan hiicrelerinin sinirsiz ve kontrolsiiz bir sekilde boliiniip ¢ogalmasi
sonucu meydana gelen klonal malign neoplazik hastaliklardir. Asirt  ¢ogalip
farklilagamayan I6kositler, basta kemik iligi olmak iizere karaciger, lenf bezleri, dalak,
deri, testis ve merkezi sinir sistemi gibi organ ve sistemlerde tiretilebilir. Tam anlamiyla
farklilasamamis ve kendi kendini yenileyemeyen hiicreler ‘blast’ adini almaktadir.
Losemilerin kendi igindeki alt siniflamalarinda bu blastlarin oran1 ve yapist dikkate

alimmaktadir (21).

Losemiler, koken aldiklari hiicre grubuna gore myeloid ve lenfoid ldsemiler
olarak iki siifa ayrilir. Bu iki sinif da hastaligin semptomlarina, ortaya ¢ikis, ilerleme
hizlarina ve klinik seyirlerine gore akut ve kronik 16semiler olmak {izere iki alt gruba
ayrilir. Akut 16semiler ya farklilasmamis ya da ¢ok az farklilagmis immatiir hiicreler ile
karakterize ve Oliimciil olan I6semilerdir. Buna karsin kronik l6semiler ileri diizeyde

farklilasmis hiicreler ile karakterizedir (3, 20).

Hematolojik malignansilerin 1999 yilinda yayinlanan FAB siniflandirilmasi

Tablo 2.1. ve Tablo 2.2.’de goriilmektedir.

Tablo 2.1. Hematolojik malignansilerin siniflandirilmasi (FAB 1999) (33)

Kronik miveloprolhferanf hastahklar

Whivelodisplastik Sendromlar

Aleut miveloid lésemiler




Tablo 2.2. Kronik miyeloproliferatif hastaliklarin siniflandirilmasi (FAB 1999) (33)

Eronik mivelositer loserm (EDML)

Mivelofibrosizli agnejenik miveloid metaplazya (ME)
{Idivopatie mivelofibrosiz)

Paolisitemi vera (EV)

Ezansivel trombositerm (ET)

2.3.1. Kronik Miyeloid Losemi

Klonal myeloproliferatif bir hastalik olan kronik myeloid 16semi (KML), kemik
iliginde asirt myeloid hiperplazi, periferik kanda olgun myeloid hiicrelerden olusan
yuksek lokosit sayisi ve splenomegali ile kendini gosterir. Akut I6semide varolan
patolojik durumun aksine, 16kosit sayisinin yiiksek olmasina kargin 16semi hiicreleri

farklilagma yeteneklerini kaybetmemislerdir (1, 29).

KML hastalarinin %90-95’inde Philadelphia kromozomu goriilmektedir. Kronik
miyelositer 16semide 22. kromozomun ql1 bandindaki BCR geni ile 9. kromozom q34
bandina lokalize ABL geninin flizyonu sonucu derivatif kromozom 22’de BCR-ABL
fiizyon geni olusur ve bu genin iirlinii olan p210 proteini, tirozin kinaz aktivitesine
sahiptir. Hastalarin %90°1 kronik evrede KML tanis1 alir. Hastaligin 3 evresi vardir (59,

71).



1. Kronik evre (% 90)
2. Akselere (hizlanmis) evre (%50)
3. Blastik evre (%30)

Kronik faz

Prelésemi olarak diisiiniilen bu faz immatiir miyeloid hiicrelerin, kemik iligi ve
periferik kandaki matiir graniilositlerin asir1 iiretimi ile karakterizedir. Hematopoetik
alanlarda farklilasma yetenegini kaybetmemis pluripotent kok hiicrelerinde Ph™ 16semi
klonunun asir1 artis1 goriilir. Bu evrede splenomegali, istahsizlik, kilo kaybi, anemi ve

halsizlik goriilen belli basli semptomlar arasindadir (59).

Akselere faz

Blastik faza gecis ani veya yavas olabilir. Genellikle fazin blastik faza ilerlemesi
hastaligin teshisinden sonraki ilk 2 y1l % 5 ve sonraki yillarda ise % 20-25’tir. Periferik
kandaki blast oran1 % 5-30, kemik iliginde ise bu oran % 10-30 arasindadir. Bu
bulgular kronik faz ve blastik kriz arasindaki bir donem olan akselere faza gecisin

habercisidir (59).

Blastik faz

Blastik kriz blastlarin miyeloid, lenfoid, eritroid olarak farklilasmamis oldugu
akut bir 16semidir. Bu evre yeni kromozomal anomalileri igerdigi i¢in direkt olarak
genomik instabilite ile iliskilidir. Translokasyon sonucu olusan BCR-ABL flizyon
proteininin  hiicresel aktivitesi; c¢ok sayida efektor protein yoluyla, gen
transkripsiyonunun  aktivasyonunu veya baskilanmasini, apopitoz  yanitinin
mitokondrial islevini, hiicre iskeletinin organizasyonu ve inhibitér proteinlerin

bozulmasi sonucunda onkogenik sinyallerin olusmasi gibi bir¢ok olay1 tetikler.



Etkilesimde anahtar rol oynayan yolaklar RAS, MAP kinazlar, STAT,
Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), ve MYC olarak sayilabilir. Bu yolaklar KML’ nin
seyrini kronik fazdan kotli prognoza gotiirebilir. Olusan BCR-ABL flizyon geni tirozin
kinaz aktivasyonunu arttirir ve DNA hasarmin tamiri gli¢lesir. Apopitozisi durduran
genler devreye girerek hiicrede oksidatif hasara neden olur. Genetik instabilite
kromozomal bozukluklara, mutasyonlara, gen ekspresyonundaki degisikliklere ve

progresyon 0zelligine zemin hazirlamaktadir (62).

Blastik fazdaki vakalarn %80’inde Ph' hiicrelere ek olarak kromozomal
diizensizlikler goriilmektedir. En yaygin olan kromozomal degisiklikler, ilave bir Ph
kromozomu, trizomi 8, 17. kromozomun uzun kolunun izokromozomu, trizomi 19,

trizomi 21 ve monozomi 7°dir (11, 45, 62).

Vakalarin % 20’sinde izokromozom 17q goriilmektedir. izokromozom 17q, bu
kromozoma lokalize tiimdr baskilayict bir gen olan P53 geninin tek kopyasinin kaybina
sebep olur. Bu genin inaktvasyonunun hastaligin blastik fazindaki progresyonu ile

baglantis yeterince agik degildir (32).

Kronik miyelositer 16semi olgularinda, 6zellikle blastik fazda olgularin biiyiik bir
kisminda ilave bir Ph kromozomu goriilmektedir. Bunun sebebi, KML olgularinda 22.
kromozomun BCR boélgesinin 5’ ugtan kirilarak olusan birinci Ph kromozomunun
duplikasyonu ile ya da 3’ wugtan kirilarak olusan ilave bir translokasyon ve
izokromozom olusumudur. Blastik fazda goriilen bu diizensizliklerin, hastaligin

prognozunda 6nemli rol oynadigi savunulan bir goriistiir (32, 62).

2.3.1.1. KML’ nin etiyolojisi

Miyeloid dnciil hiicrelerin anormal klonal ¢gogalmasi ile karakterize bir kok hiicre
hastalig1 olan KML, tiim 16semilerin %14’iinii, eriskin l6semilerin ise %20’lik kismin

olusturmaktadir. Insidansi1 1.6/100.000°dir. Erkeklerde daha sik (E/K: 1.4/1) goriiliir.



Ortalama olarak 65 yasinda kendini gosterir ve yasla birlikte insidansi artar. Nadiren

cocuklarda goriiliir (59).

2.3.1.2. KML genetiginin tarihgesi

Tablo 2.3. KML’ nin tarihgesi (38, 52, 59, 73,)

1845

1914

1960

1973

1982

1984

1985

2000

Craigie, Bennet, Virchow tarafindan KML tanimlanmustir.

Boveri tarafindan kanserin orjininde somatik mutasyonlar tanimlanmaistir.
Novel ve Hungerford tarafindan Ph kromozomu tanimlanmustir.

Rowley tarafindan 9. ve 22. kromozomlar arasinda resiprokal translokasyon
tanimlanmustir.

Heisterkamp ve ark. tarafindan 9. kromozoma lokalize ABL geni
tanimlanmugtir.

Prakash ve Yunis tarafindan 22. kromozomdaki kirik noktasina “break point
cluster region” ad1 verilmistir.

Kanapka ve ark. Ph” KML’li hastalarda fiizyon gen iiriiniiniin tirozin kinaz
aktiviteli bir protein oldugunu bulmustur.

Claudia ve ark. tarafindan BCR-ABL fiizyon geninin ekspresyonu

baskilanarak tamamen remisyonun gozlendigi bildirilmistir.

Son zamanlarda ise ASS bolgesini igeren iiclii prob setleri kullanilarak, bu

bolgedeki delesyonlarin KML hastalarinin prognozuna etkisi aragtirilmaktadir (10).

2.3.1.3. BCR-ABL translokasyonunun molekiiler anotomisi

Resipirokal bir translokasyon sonucu olusan BCR-ABL flizyon geni 9.

kromozomdaki ABL ve 22. kromozomdaki BCR protoonkogenin olaya katilmasi




sayesinde meydana gelir. Normal hiicrelerde ABL protoonkogeni hiicre gelisiminde
kontrol edici bir roldeyken, meydana gelen translokasyon sonucu bu fonksiyonunu

kaybeder ve bir onkogen halini alir (47, 64, 67).

Abelson geni (4BL) tizerindeki kirilma bolgeleri ¢ogunlukla, 5' segmentinin ekzon
Ib ve ekzon la arasindadir (18). Yapilan caligmalarda ABL geninin tirozin kinaz
aktivitesine sahip bir proteini kodladigi, olusan BCR-ABL flizyon geninde tirozin kinaz
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (9, 39).

Kromozom 22°de lokalize BCR geninde ise {i¢ kirilma noktas1 vardir ve kirilmanin
en ¢ok oldugu bolge “major breakpoint cluster region” adi verilen 5,8 kb
biiylikliigiindeki bolgedir. Bu bolge, el2-el16 (eski isimleri ile ekzon bl-b5) olarak
adlandirilmis 5 adet ekzondan olusmaktadir. Siklikla kirilma noktasi1 ekzon 13 ve ekzon

14 arasindadir.

Olusan BCR-ABL fiizyonu, BCR ekzonlarinin ABL ekzon 2a’ya katilmasi ile olusur
ve transkriptler el3a2(b2a2) veya el4a2(b3a2) bilesiklerinden iiretilir. Her iki durumda
da mRNA, 8.5 kb'lik bir sekanstan olusan p210 BCR-ABL ‘yi kodlar. Boylece BCR-ABL
bir onkoproteine cevrilir (13, 49).
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Sekil 2.1. KML’de t(9;22) (19).

Kronik miyelositer 16semi olgularinin biiyiik bir kisminda hiicrelerin b2a2 veya
b3a2 transkriptleri olurken olgularin % 5’inde farkli flizyon proteinleri olusabilir.
Hiicrelerinde b2a2 ve b3a2 transkripti olan KML olgularinda klinik 6zellikler, tedaviye
cevap ve prognoz benzerdir. Fakat b3a2 transkripti olanlarda yiiksek trombosit sayisi
goriiliir. Philadelphia pozitif ALL'li eriskinlerin %50’sinde, ¢ocuklarin %80’inde ve
nadiren KML’li vakalarda 22. kromozomdaki kirilma, M-bcr'nin 5' ucunda yer alan ve
minor breakpoint cluster region (m-bcr) olarak adlandirilan bolgede gerceklesir. Ekzon
1 ve ekzon 2’nin ABL genindeki ekzonlarla birlesmesiyle ortaya ¢ikan BCR-ABL
transkriptinin translasyonu sonucu BCR geninde 210 kd.’luk BCR-ABL fiizyon proteini
olusur. Ugiincii kirilma noktasi ise p-ber adi verilen m-ber bolgesinin 3' ucundaki e19
ve €20 ekzonlan arasindaki bolgedir. Ekzon 19 ve ekzon a2 birlesimi sonucu p230
BCR-ABL proteini olusur (Sekil 2.1). Kronik miyelositer 16semideki p230 BCR-ABL
ekspresyonu trombositozla, pl90 BCR-ABL ckspresyonu ise monositozla

iliskilendirilmistir (43, 44, 50, 51, 56, 57, 66, 70).



2.3.1.4. BCR-ABL aracili malign transformasyon

Olusan BCR-ABL fiizyon geninin tirozin kinaz enzimatik aktivitesi ABL’de yer
alan SHI1 pargasi tarafindan taginir. Normalde kontrol edilebilir 6zellikte olan tirozin
kinaz aktivitesi ABL proteinine BCR dizisinin eklenmesiyle kontrol edilemez duruma
gelmektedir. Meydana gelen BCR-ABL flizyon proteininde ABL cap bolgesinin yoklugu
ve BCR’ nin ilk ekzonunda tasinan dimerizasyon pargasi, ABL SH1 parcasinin
aktivasyonundan sorumludur (25). Bu iki BCR-ABL molekiilii tirozin eklerini fosforlar

(48). Daha sonra normal 4BL enzimi efektdr protein ile etkilenir.

L\

Sekil 2.2. BCR-ABL’nin etkiledigi sinyal iletim yollar1 (13).

Bu efektdor proteinler vasitasiyla kimerik BCR-ABL  geninde, gen
transkripsiyonunun aktivasyonu veya baskilanmasi, apopitoz yaniti, hiicre iskeletinin
organizasyonu ve inhibitor proteinlerin yikimi ile karakterize ¢esitli onkojenik

sinyallere donilisiime neden olan bir¢ok olay gerceklesir. Bu olayda rol oynayan
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yolaklar RAS, MAP kinazlar, STAT, PI3K ve MYC olarak sayilabilir (Sekil 2.2). Bu
yolaklarla etkilesim tirozinin fosforilasyonu sayesinde gerceklesir. Boylece malign
transformasyonun temel mekanizmasi olan kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasi, 16semik

hiicrelerin mutajenik uyarilara verdigi apopitoz yanitinda azalma olarak 6zetlenebilir

(26, 60).

2.3.1.5. ASS gen bolgesi

Son yillarda Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yontemi kullanilarak yapilan
calismalara gore; Arjinin siiksinat sentetaz (4SS) olarak bilinen ve immunoglobin
lamda hafif zincir (IGLV) lokusunu da igeren 9q34 bdlgesi delesyonlari, Ph
translokasyonuyla es zamanli olarak gerceklesmekte ve koti prognozla

iliskilendirilmektedir (10, 34).

ES Probe _——————
——————
D-FISH
Wysis Dual |———— = |
Ch 22q11.2
BCR
LY ol 3
—E— O T
.
- -
m-becr M-bor p-her
ES Probe __————aa—ai
D-FISH b  ——— .|
“ysis Dual _—_—————— e

Sekil 2.3. ASS delesyonlarinin belirlenmesi i¢in mevcut ticari problar (34).
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Kirilma noktalarina komsu olan ASS gen bolgesi delesyonlari, genis ve
submikroskobik delesyonlardir. Kronik miyelositer 16semi tanis1 alan hastalarda %10-
15 oraninda goriilmektedir. Genellikle FISH yontemi ile belirlenip PCR ile varlig
dogrulanmaktadir. Belirlenen 4SS delesyonlariin biiytikligii 0.5Mb-8Mb arasindadir.
Genellikle translokasyon kirik noktalarini ve 9. ve 22. kromozom sekanslarini kapsar.

Bu delesyonlarin gen igerigi 300°den fazladir (10, 61).

Flizyon proteini olan BCR/ABL’yi belirlemeye yonelik dizayn edilmis ilk FISH
problar1 uygulandiginda, neoplastik hiicrelerin bir ABL, bir BCR ve bir BCR/ABL
fiizyon sinyal paterni gosterdigi belirlenmistir. Boyle sinyal paternlerinin, neoplastik
hiicrelerin normal hiicrelerden ayirt edilmesini giiclestirdigi gortilmistiir. Ciinkii normal
hiicreler tesadiifi olarak {ist liste gelmekte ve neoplastik hiicrelerle ayni sinyal paternini
olusturmaktadir. Boylece neoplastik hiicreler ve normal olan hiicrelerin ayirt edilmesi
zorlasmustir ve %35 oraninda bu kimerik genin yanlis pozitifligi tespit edilmistir (2, 68).
Bu problemi ¢6zmek icin {i¢lii prob setleri gelistirilmistir (Sekil 2.3.). Bu yeni problar
ABL ve BCR’ye ek olarak 4SS bolgesini de igerir (12, 34, 68,71).
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Sekil 2.4. Philadelphia translokasyonu ve ASS delesyonlarini belirleyen FISH sistemi (34).

Uclii prob setini uyguladigimiz hastalarda tek fiizyon paterni gordiigiimiizde
(Sekil 2.4.) derivatif kromozom 9’daki hiicrelerin ASS, ABL, BCR sinyallerini
icermedigi gorilmustiir. Fakat BCR/ABL tek fiizyon sinyali derivatif 22 (Ph
kromozomu) iizerinde bulunmaktadir. Bunun aksine iist {iste gelmis BCR ve ABL sinyal
paterni gosteren normal hiicrelerin ASS lokusunun iki kopyasini bulundurdugu

saptanmistir. Gelistirilen bu prob teknigi sayesinde yanlis pozitiflik cut-off oranlar

disiirilmustir (34).

Saptanan delesyonlarin {i¢ temel 6zelligi vurgulanmaktadir:

1- Bu delesyonlar 9q iizerindeki translokasyon kirik noktalarini kapsarlar

ve bu noktalara komsu durumdadirlar.




2- Bu delesyonlar oldukga genistir ve 9. ve 22. kromozomlarin birkag
megabazlik sekanslarini igerirler.

3- Bu delesyonlarin boyutlar1 6nemli farkliliklar gosterir (34).

Yapilan caligmalarda, 9q34 bdlgesinde yer alan 4SS gen lokusu delesyonlari
normal Ph kromozomu belirlenen vakalarin %15’inde ve variant Ph kromozomu
belirlenen vakalarin ise % 45’inde saptanmistir. Belirlenen 4SS delesyon orani varyant

Ph belirlenen hastalarda daha yiiksektir (10,12).

Imatinib tedavisi alan hastalarda 4SS (9q34) bélgesi delesyonlarinin énemi heniiz
tam anlamiyla bilinmemektedir. Bazi c¢alismalar delesyon saptanan hastalarda
hematolojik ve sitogenetik yanit oranlarinin diisiik oldugunu verirken, bazi ¢aligmalar

ise bu delesyonlarin prognozla iliskisini belirlememistir (2, 34, 68).

2.3.1.6. Varyant Ph kromozomu

Varyant Ph kromozomu ilk defa 1973 yilinda bildirilmistir. Bu kromozomun
saptandig1 olgularin  %5-10"unda bir veya birka¢ kromozomun olaya karistigi
kompleks translokasyonlar sonucu olusan varyant Ph kromozomu goriilmektedir.
Translokasyona 9q34, 22ql1.2 ve bir veya daha fazla ilave genomik bdlgenin
karismasiyla da bu kimerik gen olusabilir. Y kromozomu haricinde tiim kromozomlarin

varyant Ph translokasyonu olusturdugu goriilmiistiir (8, 53).

Varyant Ph olusumu iki mekanizmayla agiklanabilir:
One-step: Ayni anda 3’11, 4°1ii veya 5’11 resiprokal bir translokasyon gergeklesir.

Two-step: Kromozom 9 ve 22 arasinda gerceklesen translokasyonu takip eden ilave

translokasyon seklinde gerceklesebilir (7).
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Sekil 2.6. Two step varyant Philadelphia translokasyonu olusum mekanizmasi (7).

2.3.1.7. KML’ de tedavi

Philadelphia pozitif KML’de; yaklasik 5 y1l dncesine kadar tedavi segenekleri olarak,
l6kosit sayisinin azaltilmasina yonelik tedavi (busulfan, hydroxyurea gibi), IFN-o ve
AKHN sayilmaktaydi (5, 24, 36). Son 10 yildir ise; hastaligin patogenezinden sorumlu
olan BCR-ABL nin dahil oldugu tirozin kinaz ailesinin inhibisyonu ile hastaligin tedavi
basamaklarinda belirgin degisiklik ortaya cikmistir. Bir tirozin kinaz inhibitérii olan
imatinib mesilat, diger tedavi seceneklerinden farkli olarak hedefe yonelik bir ajan olarak
gelistirilmistir. Philadelphia pozitif KML’li hastalarin fiizyon iirlinlerini inhibe etmek igin
gelistirilen imatinib, fosfatin substrata BCR-ABL bagimli transferini bozmaktadir (30, 65).
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imatinib mesilat yapilan klinik ¢alismalar sonucunda, yeni tani almis Ph* kronik faz

KML’li hastalarin ilk sira tedavisinde tercih edilen ajan haline gelmistir (14, 55).

Tablo 2.4. Hematolojik, sitogenetik ve molekiiler yanit kriterleri (6).

Tam hematolojik yanit -WBC<10x10" immatiir grantlosit olmamasi, %5
daha az bazofil olmasi, plt<450x10%, dalagin
palpe edilimemesi

Tam sitogenetik yanit -%0 Ph +metafaz

Kismi sitogenetik yanit -% 1-35 Ph +metafaz

Minér sitogenetik yanit -%36-65 Ph +metafaz

Minimal sitogenetik yanit -%66-94 Ph +metafaz

Sitogenetik yanit yok -2%95 Ph +metafaz

Major molekuler yanit -BCR-ABL:ABL=%0.1 uluslararasi dl¢ekte

Tam molekiler yanit -BCR-ABL RT-Q-PCR transkript saptanmamasi

2. 4. Hematolojik Malignansilerde Sitogenetik ve Molekiiler Sitogenetik Analiz
2.4.1. Hematolojik Malignansilerde Sitogenetik Analizler

Konvansiyonel sitogenetik; in vitro kosullarda elde edilen metafaz kromozomlari
ile mikroskopik olarak saptanabilen tiim kromozom anomalilerini karyotip iizerinde
gorebilme imkani saglar (15, 17).

Nowell ve Hungerford tarafindan 1960’11 yillarda KML olgularinda Ph

kromozomunun tanimlanmastyla taninin konmasi, prognozun izlenmesi agisindan

sitogenetik analizler olduk¢a dnemli bir yere sahiptir (15, 16, 27, 28).
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2.4.2. Hematolojik Malignansilerde Molekiiler Sitogenetik Analizler

Malign hiicrelerden konvansiyonel sitogenetik yontemle kaliteli metafaz elde
etmek giic bir olaydir. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yontemi ile
submikroskobik anomaliler in vitro prolifere hiicrelere gerek kalmadan
belirleyebilmektedir. Fakat bu anomalilerin tanimlanmig olmasi ve o anomaliye spesifik
prob veya primerlerin bulunmasi gerekir. Prob ve/ veya primerler analiz edilecek DNA

ile anahtar kilit iliskisi i¢erisindedir (15, 17).

Sitogenetik rutin GTG bantlama tekniginde > 4 Mb, HRB (2000 band diizeyinde)
tekniginde de >2 Mb’ ye kadar olan diizensizlikler belirlenebilmektedir. Floresan In
Situ Hibridizasyon teknigi ile ¢ok daha kiigiik (1-3 Mb’ a kadar) olan yapisal

diizensizlikler saptanmaktadir (17).

Floresan In Situ Hibridizasyon, niikleik asit problar1 vasitasiyla preparat iizerinde
bulunan hiicresel veya kromozomal DNA/RNA’nin incelenmesi temeline dayanan bir

tekniktir (4).

2.4.3. FISH Tekniginde Kullanilan Problar ve Ozellikleri

Floresan In Situ Hibridizasyon yonteminde hedef DNA/RNA molekiiliine
komplementer isaretli niikleik asit dizisine “prob” denir. Kullanilacak probun amaca
yonelik olmasi, incelenecek materyale, degerlendirilecek anomali tipine ve bdlgesine

(kromozom analizi) uygun olmasi gerekir.

Sitogenetik alanindaki Floresan In Situ Hibridizasyon teknigi kullaniminda sinyal

ozelliklerine gore problari;

e Lokus spesifik problar
e Translokasyon problari

-Tek flizyon (single fusion)
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-Cift flizyon (dual fusion)
-Tek fiizyon ekstra sinyal (extra signal)

e -Kirik noktas1 yeniden diizenlenme (break
apart rearrangement) problari

e o-satellit problar

e Tiim kromozom problari

e Telomer problari

seklinde siiflandirmak miimkiindiir.

Bu problar kullanim sekilleri ve 6zelliklerine gore tek ve/veya cift renkli, prob

setlerinde; li¢ ve/veya bes farkli renkle isaretli olabilirler (18).

2.4.4. FISH Tekniginin Temel Mekanizmasi

Floresan In Situ Hibridizasyon yonteminde temel olay, iki DNA sarmali
arasindaki komplementerliktir. Prob DNA molekiilii isaretlenir. Hedef hiicre ya da
metafaz kromozomlar1 genellikle bir lam tizerine fikse edilmistir. Hiicredeki proteinler
ortamdan uzaklagtirilir ve genomik DNA denatiire edilir. Spesifik olarak eslesmenin
ideal oldugu kosullarda, DNA’nin erime noktasindan daha diisiik oldugu bir 1sida
isaretli DNA dizisi ile genomik DNA hibridize edilir. Olusan hibrid ve kimyasal olarak
modifiye edilen DNA problarinin uygulanmasi sayesinde immiinolojik ya da afinite

reaksiyonlart ile floresan ya da enzimatik olarak goriintiilenir (4).

2.4.5. FISH Tekniginin Kullanim Alanlari

Floresan In Situ Hibridizasyon tekniginin kullanim alanlarini tanisal ve arastirma

amagcli kullanim olarak iki ana baslik altinda toplamak miimkiindjir.

18



1. Tanisal amagh kullanilan FISH

Klinik sitogenetik

Prenatal tani

Interfaz sitogenetigi

Mikrodelesyon sendromlarinin tanisi
Dokuda enfeksiyon ajanlarinin tanist
Kanser sitogenetigi

Dokuda mRNA diizeyinde onkogenlerin degerlendirilmesi.

2. Arastirma amagch kullanilan FISH

Gen haritalanmasti

Tiimdr biyolojisi
Mikrobiyoloji/ viroloji

Gen ekspresyon analizi
Somatik hiicre hibrid analizleri
Mayoz/ mitoz analizleri

Hiicre tanimlanmasi (4).

2.4.6. FISH Tekniginin Avantajlari ve Dezavantajlar

Floresan In Situ Hibridizasyon tekniginin molekiiler tekniklerdeki ilerlemelere
paralel olarak gelismesi ve genis bir uygulama alani bulmasinin altinda yatan gergek,
bu teknigin kolay uygulanabilir olmasi, duyarliliginin ve giivenilirliginin yiiksek
olmasi, diger molekiiler DNA hibridizasyon yontemlerine gore rezoliisyon giicii,

mozaisizm tanisi gibi avantajlarinin olmasidir. Fakat bu teknigin dezavantaj1 ise sadece

kullanilan proba yonelik analiz yapabilmesidir (4).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.Gereg

3.1.1. Arastirma Grubu

Kronik miyelositer 16semi tanisi alan olgularin kemik iligi 6rneklerinden
konvansiyonel sitogenetik ve FISH analizleri, 2001-2010 tarihleri arasinda
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
Kanser Sitogenetigi Laboratuari’nda gergeklestirilmistir. Aragtirma grubunu, KML
tanis1 almis ve Ph’ olarak belirlenmis 30 olgu olusturmustur. Olgularin 28’
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Hematoloji Bilim Dali’ndan, 2’si ise Eskisehir Ozel Umit Hastanesi Hematoloji

Boliimii’nden Anabilim Dali’miza ulasmustir.

3.1.2. Kullanilan Aygitlar

Bek

Binokiiler arastirma mikroskobu ( Olympus BX-40 )
Buzdolabi ( Argelik 415)

Cam kalemi

Sensys Kamera

Deep Freeze ( Heraeus )

Elektronik Terazi ( Seuter, Ainworth-AA-250, Setra-M2000L )
Enjektor

Etiiv ( Friocell MMM Med Center )

Floresan mikroskop ( NIKON ECLIPSE 80i )
Image Analyser ( Applied Imaging )

Kronometre

Lamin Air Flow ( Heraeus ELB2448 )

Mikropipet ( Eppendort)
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Mikrosantrifiij ( Eppendorf Centrifuge 5415 )
pH metre ( Jenco )

Pipet uclar1

Termometre

Vortex ( Janke and Kunkel, UF-2 )

Zaman Ayarl1 Santrifuj ( Heraeus )

Su banyosu ( Genosys BM402 )

3.1.3. Cam Malzeme

Beher ( 500 ml, 1000 ml )
Cam pipet

Erlenmayer (500 ml, 1000 ml )
Lam ve lamel

Meziir

Sale

3.1.4. Kimyasal Maddeler

Absolii alkol ( Merck)

Antibiyotik ( Biological Industries )
Antifade (Vector )

Bone Marrow ( Biological Industries )
Colcemid Solution ( Biological Industries )
DAPI ( Sigma)

Distile su

Entellan ( Merck )

Giemsa ( Merck )

Glacial acetic acid ( Merck)

HCI ( Merck )

Immersiyon yag1 ( Merck )
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KCL ( Merck )

KH,PO4 ( Merck )

Ksilol ( Merck)

Methanol ( Merck )

Na,HPO, ( Merck )

NaCl ( Merck )

NaOH ( Merck )

RPMI ( Biological Industries )
Rubber sement ( Sanford 00491 )
Parafilm ( Pechiney )

Serum Fizyolojik

Sitrik asit ( Merck )

Trypsin ( Sigma )

Tween 20 ( Sigma )

3.1.5. Kullanilan Problar

LSI 9934 Spectrum Aqua Probe ( Vysis 32-191072-15)

3.2. Yontem

Kronik miyelositer losemi tanisi almis olgulardan alman kemik iligi

orneklerinde, konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler sitogenetik analizler

gergeklestirilmistir.

3.2.1. Materyal alim
Kronik miyelositer 1dsemi tanis1 alan olgulardan steril sartlarda heparinize

enjektdre 2-3 ml olacak sekilde kemik iligi aspirasyonu gergeklestirilmis ve alinan

ornek Anabilim Dalimiz Laboratuari’na ulastirilmustir.
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3.2.2. Sitogenetik Analiz

Aragtirma serisinde sitogenetik analizler standart kemik iligi yontemine gore

yapilmigtir. Calismada 24 ve 48 saatlik kemik iligi yontemi kullanilmistir.

- Aseptik kosullarda 5-6 damla heparinize kemik iligi Sml’lik RPMI ve Bone

Marrow besi ortamina eklenmistir.
- Tiipler, 24 ve 48 saatlik kiiltiir yapmak tizere 37°C’deki etiive kaldirilmistir.
- 0,1 ml (10p/ml)’ lik colcemid ilavesi, 24 saatlik kiiltiirlerde 5. saatte, 48 saatlik

kiiltiirlerde ise 46. saatte (yaklagik olarak harvest asamasindan 2 saat Once)

gerceklestirilmistir.

- Tipler birkag¢ defa ters gevrilerek karistirilmis ve 37°C’ lik etiive konulmustur.

- Kiiltiir sonras1 tiipler 1300 rpm de 8 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant

atilmistir.

- Her tiipe onceden 37°C’ye getirilmis hipotonik soliisyon (0,075 M’k KCl)

vorteksle karistirilarak eklenmistir.

- Tipler 37°C’lik etiivde 30 dakika bekletilmistir.

- Etiivden ¢ikan tiiplerin tistiine 3-5 damla Carnoy’s fiksatifi (3:1 methanol/ glacial

acetic acid) ilave edilerek ve prefiksasyon islemi gerceklestirilmistir.

- Tipler 1300 rpm de 8 dakika santrifiij edildikten sonra supernatant atilmis ve

tiiplere vorteks kullanilarak 5 ml Carnoy’s fiksatifi eklenmistir.
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- Tiipler yeniden santrifiij edilmis ve {ist kismindaki slipernatant atilmistir. Bu islem

2-3 defa daha tekrar edilmistir.

- Bu islemlerden sonra pelet siispansiyon haline getirilmistir. Elde edilen bu pelet

daha 6nceden temizlenmis ve buzdolabinda +4 °C’de bekletilen lamlara yaklasik 30

cm yiikseklikten yayillmistir. Yayma yapilan preparatlarin bir bolimii FISH
caligmasi i¢in -20°C’ye kaldirilmistir.

- Geri kalan preparatlar ise 65°C’ye ayarli hot-plate iizerine 1 gece siireyle

yaslandirma islemini gergeklestirmek lizere yerlestirilmistir.

- Ertesi giin preparatlara GTG bantlama uygulanmistir.

3.2.2.1. Preparatlarin boyanmas

- Yaslandirilmis  preparatlar 26,5°C’deki tripsin  soliisyonunda 8 saniye

bekletildikten sonra, tripsinden arinmasi i¢in dnce PBS ile ardindan ¢esme suyu ile

muamele edilmistir.

- Preparatlarin iizerine boya soliisyonundan (PBS 2ml, Leishman 0,5ml) 2 ml

eklenmis ve boya almasi i¢in 2 dakika bekletilmistir.
- Siire bitiminde preparatlar cesme suyu ile muamele edilmistir.
- Boyanmis olan preparatlar oda 1sisinda kurutularak entellan ile kalic1 preparat

haline getirilmistir.

- Hazirlanan preparatlar mikroskopta incelenmistir.
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Sitogenetik degerlendirme International System for Human Cytogenetic
Nomenclature (ISCN 2009) kriterlerine gére yapilmistir. Karyotip analizinde her olgu

icin en az 20 metafaz plag1 degerlendirilmistir.

3.2.3. Molekiiler Sitogenetik Analiz

Molekiiler sitogenetik analizlerde preparasyon asamasi ¢ok Onemlidir. Kaliteli
sinyal almak ve ideal sartlarda analizi gerceklestirmek i¢in lamin belirli bolgelerine
yayilmis yeterli sayida ve kalitede ( protoplazmadan arindirilmis ) metafaz plaklarinin

ya da interfaz hiicrelerinin bulunmas1 gerekir.

3.2.3.1. FISH tekniginin uygulanmasi

Floresan In Situ Hibridizasyon tekniginde Rieder ve arkadagslari tarafindan

gelistirilen protokol laboratuvar sartlarimiza uygun hale getirilerek uygulanmistir (74).

3.2.3.1.1. Preparatlarin on yikamasi ve denatiire edilmesi

- Preparatlar her biri 1 dakika olmak {izere sirasiyla % 100-70-50-30’luk alkol
serilerinden ve 1 dakika 0.1XSSC soliisyonundan gegirilerek dehidre edilmistir.

- Preparatlar hemen 70°C’deki 2XSSC soliisyonuna alinmis ve bu 1sida 30 dakika

bekletilmistir.
- 30 dakika sonunda 2XSSC soliisyon 1sisinin 37°C’ye gelmesi beklenmistir.
- Daha sonra preparatlar 0,07 M’lik NaOH soliisyonunda denatiire edilmistir.

- Denatiirasyonu takiben her biri 1 dakika olmak iizere sirastyla +4°C deki 0,1XSSC-

+4°C deki 2XSSC de bekletilmistir. Preparatlar % 30-50-70-100’likk alkol serisinde

dehidrate edilip, kurumaya birakilmistir.
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3.2.3.1.2. Problarin denatiire edilme asamasi

Hazirlanan problar benmari usulii 70°C’de 5 dakika denatiire edilmistir.

3.2.3.1.3. Hibridizasyon asamasi

- Lokus spesifik ve translokasyon problarin bulundugu ependorf tiipleri santrifiij

edilerek tiim probun dibe ¢okmesi saglanmistir.

- Denatiire edilen preparatlarda belirlenen alanlara prob (5 pl) eklenmis ve {izerlerine

24mm’lik lamel kapatilmistir.

- Lamel ¢evresi su girmemesi i¢in rubber cement ile yalitilmistir.

- Preparatlar nemli bir ortamda 37°C’lik etiivde hibridizasyona birakilmustir.

3.2.3.1.4. Hibridizasyon sonrast ytkama islemi

Bu yikamalarda spesifik olarak baglanmayan prob DNA’sinin ortamdan
uzaklastirilmasi ve olgu DNA’sina tam komplementer olan (%80-100) dizilerin hedef

bolgede sabit hale getirilmesi amaglanmaktadir. Asamalari:

- Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etiivden cikartilarak lamellerin ¢evresindeki
yalitim maddesi dikkatlice temizlenmistir.

- Preparatlar, oda 1sisindaki 2XSSC sollisyonunda hafifce karistirilarak lameller
preparatlardan uzaklastirilmistir.

- Preparatlar 74°C’deki 1XSSC soliisyonu ile 5 dakika yikanmustir.

- Sonrasinda 2XSSC/ Tween 20 soliisyonunda 5 dakika yikanmistir.
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3.2.3.1.5. Hibridize olan bolgelerin goriiliir hale getirilmesi

Bu asamada prob ve nukleus DNA’sinin hibridize oldugu boélgelerin goriiniir hale
getirilmesi amaglanmaktadir.

Hibridizasyon sonrasi yikamalar1 yapilan preparatlar 4XSSC/DAPI soliisyonunda
2 dakika bekletilmistir. Siire sonunda 15ul antifade eklenmis ve lamel ile kapatilmistir.

Inceleme asamasina kadar -20°C’de ve karanlikta bekletilmislerdir.

3.2.3.1.6. Hazirlanan preparatlarin mikroskopta incelenmesi

Preparatlar Olympus BX-61 Floresan mikroskobunda wuygun filtrelerde
incelenmistir. Floresan mikroskoba bagli sogutmali kamera ve goriintii analiz sistemi
(Applied Imaging) aracilifiyla her olguya iliskin FISH analiz verileri fotograflanmis ve

arsivlenmistir.

3.2.3.1.7. Degerlendirme

Kronik miyelositer 16semi tanis1 alan ve Ph" olarak belirlenen her olgunun
kemik iligi orneklerinden hazirlanan preparatlarda gergeklestirilen FISH analizlerinde
her olguda ASS (9q34) probu icin en az 200 interfaz niikleusu degerlendirilmistir.
Sinyaller degerlendirilirken birbirine ¢ok yakin olan sinyaller ve sinyal ¢ap biiytikligi

birbirinden farkli olan sinyaller degerlendirmeye alinmamustir.

Kullanilan LSI 9934 Spectrum Aqua Probe (Vysis) probu icin cut-off degeri

%10 olarak belirlenmistir.
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3.3. Kullanilan Stok Soliisyonlar

Tablo 3.1. Hipotonik soliisyon (0.075 M)

KCL 1.398 gr
Distile su 250 ml

Tablo 3.2. Carnoy’s Fiksatif soliisyonu

Methanol 3 kisim
Glaciael Acetic Acid 1 kisim

Tablo 3.3. GTG bantlama soliisyonlar1

Fosfat Buffer Salin (PBS)

Sodyum klorid (NaCl) 4 gr.
Potasyum klorid (KCI) 0,1 gr.
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,;PO,) 0,1 gr.
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat 0,57 gr.
( Na,PO42H,0)

Distile su 500ml.
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Trypsin Soliisyonu

Trypsin toz (Sigma)
PBS

Leishman Soliisyonu

Leishman
PBS
(1 preparat i¢in)

Tablo 3.4. Preparatlarin 6n yikama soliisyonlar1

20XSSC Soliisyonu

NaCl (3M) 175,3 gr.
Tri Sodyum Sitrat (0,3M) 88,24 gr.
Distile su 1000 ml.
HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.
2XSSC Soliisyonu
20XSSC 40 ml
Distile Su 360 ml
HCl ile pH 7.0’a ayarlanr.
0.1XSSC Soliisyonu
20XSSC 3ml
Distile su 597ml
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Tablo 3.5. Preparatlarin denatiirasyon soliisyonu

0,07 M NaOH 14ml
Distile su 200ml
Tablo 3.6. Hibridizasyon sonrasi soliisyonlar
1XSSC Soliisyonu
20XSSC 10ml
Distile su 190ml
2XSSC/ TWEEN-20 Soliisyonu
20XSSC 20ml
TWEEN-20 100ul
Distile su 180ml
Tablo 3.7. Goriintiileme soliisyonlari
DAPI Soliisyonu
2XSSC 20ml
DAPI 100ul
Distile su 80ml
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4. BULGULAR

Calismamiz 2001-2010 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali’nda ve Eskisehir Ozel
Umit Hastanesi Hematoloji Boéliimii'nde KML tanisi almis toplam 30 olgu ile
gerceklestirilmistir. Olgularin heparinize enjektorde gelen kemik iligi o6rneklerinin
klasik sitogenetik ve FISH analizleri, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Genetik

Anabilim Dali’nin Kanser Sitogenetigi Laboratuari’nda gergeklestirilmistir.

4.1. Olgularimizin Demografik Bulgular:

Calismamiza dahil edilen KML olgularinin yas aralig1 22-66 olarak tespit edilmis
olup yas ortalamas1 45°dir. Olgularimizin erkek/ kadin oran1 15/15 olarak saptanmigtir

(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Hastalarin cinsiyetlerine gore dagilimi

Cinsiyet N %
Kadin 15 50
Erkek 15 50

Toplam 30 100

Calismaya alinan 30 olgunun 23’ yeni tan1 agsamasinda olup 22’si imatinib, 1’1
hidroksiiire tedavisi almistir; 7 olgu ise takip asamasinda olup 6’s1 imatinib, 1’1
hidroksiiire tedavisi almistir (Tablo 4.2 ). Calismaya dahil edilen olgularimizda 3.ayda
hematolojik yanit, 12.ayda sitogenetik yanit ve 18. ayda molekiiler yanitlar

degerlendirilmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.2. Hastalarin aldig1 tedaviler

TEDAV ALAN OLGU
OLG SAYISI ALDIG] TEDAVI SLYISI
HIDROKSITRE 2
30 + 1'itakip

+ 1'iwyew tam

IMATINIB 28
+ s yeni tam
+ s takip

4.2. Kronik Miyelositer Losemi Tamis1 Alan Olgularda Klasik Sitogenetik Analiz

Verileri

Yeni tan1 agamasinda ¢alismaya dahil edilen 30 olguda klasik sitogenetik analiz

sonucunda tiim olgular Ph" olarak saptanmistir (Tablo 4.3).

Takipteki 7 hastanin 1’inde (1/7) orjini belirlenemeyen bir marker kromozom
saptanirken, 1 olguda da (1/7) hastaligin ileriki dénemlerinde trizomi 8 belirlenmistir.
Yeni tant asamasindaki 1 hastada ise trizomi 9 ve ilave bir Ph kromozomu

belirlenmistir (Tablo 4.3).
Calismamiza dahil edilen 30 olgudan 1’1 (1/30) varyant Ph olarak belirlenmistir.

Belirledigimiz bu varyant translokasyon 9, 6. ve 22. kromozomlar arasinda

gerceklesmistir ( Sekil 4.4).

32



4.3. Kronik Miyelositer Losemi Tamis1 Alan Olgularda FISH Analiz Verileri

Arastirmay1 olusturan 30 olguda lokus spesifik, sentromerik ve translokasyon

problar1 uygulanarak FISH analizleri gerceklestirilmistir.

4.3.1. Philadelphia Kromozomunun Belirlenmesine Yonelik Yapilan FISH Analizi

Calismaya dahil edilen 30 olguda Ph kromozomunu belirlemek amaciyla FISH
analizi gerceklestirilmis ve tiim olgular Ph" olarak belirlenmistir. Takip asamasindaki
7 olgunun 1’inde klasik sitogenetik yoOntemiyle trizomi 8 olarak belirlenen ilave
anomali FISH analizi ile dogrulanmigtir. Yeni tan1 asamasindaki 1 olguda da Ph++ ve

trizomi 9 saptanmistir.

4.3.2. ASS Gen Bolgesi Delesyonuna iliskin FISH Bulgular

Calismaya dahil edilen 30 Ph™ KML olgusuna LSI 9q34 probu uygulanarak 4SS
(9934) gen bolgesindeki delesyonlar incelenmistir. Her olguda 250-300 hiicre analiz
edilmistir. Yapilan FISH analizleri sonucu 30 Ph" KML olgusunun 11’inde (%36.6)
ASS (9q34) delesyonu saptanmistir (Tablo 4.3).

[lave anomali olarak trizomi 8 ve marker kromozom belirlenen takip

asamasindaki 2 olguda 4SS (9q34) delesyonu saptanmamustir (Tablo 4.3).

Yine varyant Ph olarak belirlenen 1 olguda ise ASS delesyonuna rastlanmamaistir

(Tablo 4.3).
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44. Cahsmaya Dahil Edilen Olgulara Ait Hematolojik, Klasik
Sitogenetik/Molekiiler Sitogenetik ve Molekiiler Yamit Bilgileri ve ASS (9q34)
Delesyonu {le Iliskileri

Caligmaya dahil edilen olgularda, ASS delesyonu saptanan 11 hastanin 10’unda
(10/11) hematolojik yanit saptanmistir. Fakat bu 11 hastanin 6’sinda (6/11)
sitogenetik/molekiiler sitonetik yanit saptanmamistir. Delesyon saptanmayan 19 (19/30)
hastadan, imatinib tedavisi altinda 12. aymi tamamlayan 16 hastanin 13’iinde

sitogenetik yanit, 11’inde de molekiiler yanit goriilmiistiir (Tablo 4.3).

Imatinib tedavisi alan 28 olgunun 2’sinde 12. ay sitogenetik/molekiiler
sitogenetik ve 18. ay molekiiler analiz degerlendirilmesi yapilmis, yanit alinamamis ve
tedavinin 1. kusak sonrasi tirozin kinaz inhibitorlerine gegisi goriilmiistir. Bu

belirlenen 2 olgudan sadece 1’inde ASS delesyonu saptanabilmistir (Tablo 4.3).

Calismaya dahil edilen olgularimizin ortalama hayatta kalma siiresi,

hastalarimizin tiimiiniin hayatta olmasi sebebiyle hesaplanamamustir.

Calismamiz sonucunda ASS (9q34) delesyonu belirlenen olgularimizda 12. ay

sitogenetik yanit oranimizin daha diisiik oldugu izlenmistir.
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Sekil 4.1. Philadelphia pozitif bir olgunun karyotip goriintiisii.

Sekil 4.2. Philadelphia pozitif metafaz FISH goriintiisii.
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Sekil 4.3. Philadelphia pozitif interfaz FISH goriintiisii.
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Sekil 4.4. Varyant Ph translokasyonu saptanan bir olgunun karyotip goriintiisii.
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Sekil 4.5. 4SS (9q34) delesyonu saptanan bir olgunun FISH goriintiisii.
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5. TARTISMA

Kronik miyelositer 16semi tanisi alan olgularin kemik iligi orneklerinde klasik
sitogenetik ve FISH analizleri gergeklestirilmistir. Calismamiza dahil edilen 30 Ph"
KML olgusunun kemik iligi 6rneklerine FISH analizi ile 4SS (9q34) gen bdlgesi
yeniden diizenlenmeleri degerlendirilmis ve prognozla iligkisi arastirilmistir.

Calismamizin sonuglart literatiirler ile karsilagtirilarak tartigilmustir.

5.1. Olgularin ASS (99q34) Gen Bolgesi Yeniden Diizenlenmelerine Ait

Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi

Calismamiza konu olan 4SS (99q34) gen delesyonlarinin orani, olusum
mekanizmasi ve sonuglari konusunda literatiire bakildiginda oldukga farkli sonuglar
dikkati ¢cekmektedir. Yapilan ilk caligmalarda 4SS (9q34) delesyonlarinin hastaligin
ileriki donemlerinde meydana geldigi bildirilmistir. Fakat sonraki ¢aligmalar da bu
delesyonlarin Ph translokasyonuyla es zamanli olarak gergeklestigini gostermektedir.
Malign hiicrelerde Ph translokasyonuyla es zamanli olusan delesyonlar var olan genetik
instabiliteyi arttirmakta ve bu sebeple kotii prognozla iliskilendirilmektedir (34).
Calismamiza dahil ettigmiz olgularimizin tiimii yeni tani1 asamasindadir ve olgular
tedavi Oncesi donemde ASS (9q34) delesyonu agisindan degerlendirilmistir.
Calismamizda ASS (9q34) delesyonlart %36.6 oraninda gdzlenmistir. Delesyon
belirledigimiz olgularimizda 12. ay sitogenetik yanit oraninin diisiik oldugu goriilmiis

ve ASS (9q34) delesyonlar1 kotii prognostik olarak degerlendirilmistir.

Herens ve arkadaslarinin 2000°de yaptig1 calismada, Ph” KML hastalarindaki 9q
delesyonlarinin prognostik 6nemi arastirilmistir. Calismaya 31°1 erkek, 20’si kadin
olmak tiizere yeni tan1 asamasinda toplam 51 olgu dahil edilmistir. Bu ¢alismada ASS

(9934) delesyonu %9.8 olarak saptanmistir (31).

Cohen ve arkadaslar: 2001 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismaya 34’ yeni tani,
60’1 hastaligin gesitli fazlarinda olan Ph™ olarak belirlenen toplam 94 hasta dahil
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etmislerdir. Caligmaya dahil edilen 94 hastada %15 oraninda 4SS (9q34) delesyonu
saptamiglardir. Yapilan analizlerde FISH yOnteminin yanisira hastalara array yontemi

de uygulanmistir (12).

Quintas-Cardama ve arkadagslarimin 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alisma 152°si erken
kronik fazda tanimlanan toplam 320 KML hastasin1 icermektedir. Bu calismada %9
oraninda ASS (9q34) delesyonu saptanmistir (61).

Calismamizda ASS (9q34) delesyon oranimiz %36.6 olup; Herens, Cohen,
Quintas-Cardama ve arkadaslarimin elde ettigi delesyon oranindan yiiksek
bulunmustur. Herens, Cohen, Quintas-Cardama ve arkadaslarr Ph" KML hastalarini
FISH yontemiyle ekstra sinyal (ES) prob kullanarak caligmistir. Ekstra sinyal FISH
problar1 Ph” hiicrelerde iki ABL/ASS (kirmizi), bir BCR (yesil) ve bir BCR/ABL fiizyon
sinyal paterni gostermektedir. Birbirine komsu olan ASS ve ABL gen bdlgeleri aym
renkle isaretlenmis olup ayni sinyal paternini gostermektedir. Dual color dual fusion
FISH probu ise Ph" hiicrelerde bir ABL/ASS (kirmizi), bir BCR (yesil) ve iki BCR/ABL
flizyon sinyal paterni gostermektedir. Ekstra sinyal FISH problarinin duyarhiligi dual
color dual fusion FISH problarmin duyarliligindan diisiik oldugu bilinmektedir. Bizim
calismamizda ise Ph” hiicrelerin belirlenmesine yonelik dual color dual fusion FISH
probu kullanilirken, ASS (9q34) delesyonlarinin belirlenmesi i¢in tek renk ile isaretli
lokus spesifik ASS (9q34) aqua prob uygulanmistir. Delesyon oranlarinin farkinin

kullanilan problarin duyarliligi ile iligkili olabilecegi diistiniilmiistiir.

Sinclair ve arkadaslar: tarafindan 2000 yilinda yapilan calismada Ph” KML tanili
55 hastada t(9;22) kirik noktalarinda tanimlanan ve yaygin olan biiyiik delesyonlarin
prognostik  6nemi arastirllmistir. Calismaya dahil edilen olgular yeni tam
asamasindadir. Caligmada yer alan 55 olgunun 16’sinda yani %29 oraninda ASS (9q34)
delesyonu saptanmistir (69).

Huntly ve arkadaglar: 2001 yilinda farkli fazlardaki 253 Ph” KML olgusunda 9q
delesyonlarinin 6nemini arastirmiglardir. Calismaya dahil edilen 253 hastanin 39’u

(%]15) delesyon tastyicist olarak belirlenmistir (35).
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Lim ve arkadaglar: 2005 yilinda, Ph™ olarak belirlenmis ve kronik fazda olan 96
KML olgusunda FISH teknigini kullanarak 9q bodlgesinin proksimalindeki delesyonlar
lizerinde ¢alisma yapmislardir. Calismaya dahil edilen 96 olgunun 13’iinde (%13.5)
delesyonu saptamuglardir. Lim ve arkadaslart 9q sekansinin proksimalindeki
delesyonlarin Ph kromozomunun olusumuyla es zamanli olarak gergeklesebilecegini
diistinmiislerdir. Arastirict bu delesyonlarin BCR ve ABL bdlgelerinde yiiksek oranda

goriilmesinin, yogun Alu tekrar dizileriyle iliskili olabilecegini diisiinmiistiir (71).

Fourouclas ve arkadaslarinin 2006 yaptig: calismada 69 Ph" KML hastas1 ele
almmustir. Hastalarda herhangi bir faz siniflamasina gidilmemistir. Bu hastalardan
alman kemik iligi ornekleri kiiltiire edildikten sonra FISH teknigi ile BAC/PAC
(Bacterial Artificial Chromosome/P1 Artificial Chromosome) kullanilarak analiz
edilmis ve 9q delesyonlar1 belirlenmistir. Bu 69 hastanin 13’tinde (%19) 9q
bolgesindeki delesyonlar tespit edilmistir (23).

Kim ve arkadaslarimin 2008 yilinda 9q delesyonlar1 {izerinde yapmis olduklari
calismada farkli fazlarda bulunan ve imatinib tedavisi éncesindeki KML hastalarini ele
almistir. Yapilan FISH analizlerinde Ph” olarak belirlenmis 163 KML hastasinin
22’sinde (%13.5) 9q delesyonu saptanmistir (37).

Delesyon oranimiz Sinclair, Huntly, Lim, Fourouclas, Kim ve arkadaslarinin
calismasindan yiiksektir. Arastirmacilar ¢alisma gruplarina oldukga fazla hasta dahil
etmislerdir. Bizim ¢alisma grubumuzu ise yeni tan1 asamasindaki 30 Ph™ KML hastas1
olusturmaktadir. Olgularimizda 4SS (9q34) delesyon oranimizin arastiricilarin
belirledigi delesyon oranindan yiiksek olmasi, olgu sayisindaki farkliliktan ve olgu
gruplan arasindaki heteojeniteden kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.. Hasta sayisi
ve heterojenitesi arttikca, seg¢ilen hasta populasyonundaki delesyon oraninin
diisebilecegini diisiinmekteyiz. Bu konuda yapilacak, genis olgu serilerinin dahil

oldugu calismalara ihtiyag¢ vardir.
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Patel ve arkadaglar: 2009 yilinda Ph™ KML hastalarinda 9q ve 22q’daki kirilma
ve fiizyon noktalarindaki kayiplarin prognostik etkilerini belirlemek iizere bir ¢alisma
gergeklestirmistir. Calismaya 90 KML hastas1 dahil edilmistir. Yontem olarak FISH ve
klasik sitogenetik yontemi kullanilmistir. Olgularin kemik iligi ve periferik kan
orneklerinde calisma gerceklestirilmistir. Bu 90 hastanin 78’1 tedavi Oncesindedir.
Tedavi Oncesi hastalarda 4SS (9q34) delesyonunun goriilme orant %11 olarak

belirlenmistir (58).

Bizim c¢alismamizda ise analizlerimiz, olgularimizdan alinan kemik iligi
orneklerinde gerceklestirilmistir. Farkli doku oOrneklerinde gerceklestirilen analizler
sonucu belirlenen anomali oranlar1 farklilik gosterebilir. Kanser hiicrelerinde bir
anomalinin kemik iliginde goriilme orani periferik kanda goriilme oranindan yiiksek
olabilir. Kemik iligi hiicreleri “blast” adim1 alan olgunlasmamis hiicrelerden
olugmaktadir. Delesyon oramimiz Patel ve arkadaslarinin delesyon oranindan
yiiksektir. Farkli materyal kullanimi delesyon goriilme oranlari arasindaki farkliligin

nedeni olabilir.

Castagenetti ve arkadaslarinin 2010 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢aligmada yeni
tan1 almis kronik fazdaki KML hastalarinda 9q delesyonlarinin énemi arastirilmistir.
Erken kronik fazdaki 521 KML hastasina 9934 probu uygulanmistir. Bu 521 hastanin
60 ‘inda (%12) ASS (9q34) delesyonu saptamiglardir (10).

Castagnetti ve arkadaslarimn yapmis oldugu ¢alismada Ph" KML hastalarinda
tedavi Oncesi ASS (9q34) delesyonlart %10-12 oraninda goriilmiistiir. Castagnetti ve
arkadaglarimin ¢alismasi 2010 yilinda Italya’ da gerceklestirilmistir. Calisma grubunu
iilke smirlari igerisindeki Ph" KML hastalar1 olusturmaktadir ve dolayisiyla heterojen
bir olgu grubu halindedir. Bizim ¢aligmamizi ise Eskisehir ile sinirli kalmis bir olgu
grubu olusturmaktadir. Olgularimizda 4SS (9q34) delesyon oranimizin arastiricinin
belirledigi delesyon oranindan diisiik olmasi, olgu sayisindaki farklilik ve olgu gruplari
arasindaki heteojeniteden kaynaklanabilecegi gibi farkli populasyonlarda anomali
gorlilme insidansinin farkliligi ile de agiklanabilir. Bunlarin yaninda calismamiz

olgularin yeni tan1 asamasinda olmasi ve kullanilan yontem ac¢isindan arastiricinin
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calismasiyla uyumlu goriilmektedir. Calismamiz gostermektedir ki Ph"™ KML
hastalarinda resiprokal translokasyonu olusturan rekombinasyon olaylar1 biiyiik
genomik delesyonlart meydana getirebilir. Philadelphia kromozomu erken kronik fazda
olustugundan hastalarin bir boliimiinde genetik bir heterojenite olusturmaktadir. Bu
heterojenitenin sebebi 9q iizerinde yer alan 4SS (9q34) gen bolgesi kayiplar1 olabilir.
Bu delesyonlarla ilgili daha fazla calisma yapilmasi ve anomali oraninin genis olgu

serilerinde incelenerek ortaya konmasi gerekmektedir.

Calisma bulgularimizin literatiir ile karsilagtirilmasi Tablo 5.1°de verilmistir.
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Tablo 5.1. Ph" KML olgularinda 4SS (9q34) gen bolgesi delesyonlaria ait verilerin

literatiir bilgileriyle karsilastirilmasi .

Araghrma Grubu | Y1l | Olgu Sayin | Eullanalan | ASS (0g34) Prognoz
Yintem Delesyon | Degerlendirmesi
Oram
Herens ve ark, 2000 al FI5H WO E kot proghoz
Sine laar we ark. 2000 5 FISH TadP Eé&ti prognoz
FCER.
Coher we arl. 2001 a4 FI5H Tell k&t proghoz
Lyray
RT-PCE
Kolornetz we ark. [ 2001 230 FI5H 9 k&t proghoz
Klasik
sitogeretil
Huntky e atk. 2001 253 FISH Tald Eati prognoz
Lirn e arl:. 2005 ] FI5H 135 Kot prognoz
Duintas-Cardarna | 2005 320 FI5H 9 kot proghoz
e ark.

Fourouclas we ark. | 2006 6y FISH w13 Kot progrnoz
Kreil we ark. 2007 339 NILFA 1l Kot prognoz
Elirnwe atl. 2002 163 FI5H KR Tligkali de &l
Patel we arl. 2009 TE FISH w1l Tliglkili de &l

Flazik
sitogeretils
Castagnettie ark. | 2010 521 FISH Thld Tigkali de &l
Klasik
sitogenetil
RT-PCE.
Bizimy ¢ahgmamez | 2011 3 FISH 1536.6 Kotii prognoz
Elasik
sitogenetik
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5.2. Olgulara Ait Hematolojik, Klasik Sitogenetik/Molekiiler Sitogenetik ve
Molekiiler ~Yamt Bilgilerinin 4SS (9q34) Delesyonu ile iliskisinin

Degerlendirilmesi

Prognostik 6nemi tartismali olan ASS (9q34) delesyonlari; klasik kemoterapi,
interferon-a ve imatinib tedavisi alan olgularda diisiik oranda tedavi yanmiti ve kotii
prognoz ile iligkilendirilmistir. Yapilan calismalarda ASS delesyonlarinin prognostik

onemine ait farkli sonuclar elde edilmistir.

Herens ve arkadaslarimin g¢aligmalarina dahil ettikleri 51 olgu, IFN-a ve
hidroksiiire tedavisi almistir. Delesyon belirlenen 5 hastada hematolojik, sitogenetik ve
molekiiler yanit degerlendirmesi yapilmistir. Yapilan incelemelerde delesyon saptanan 5
hastada, hastaligin faz degistirdigi tespit edilmistir. Hastalar takip asamasindayken
kaybedilmistir. Sonug¢ olarak bu c¢aligmada 4SS (9q34) delesyonlar1 kotii prognostik
faktor olarak belirlenmistir (31).

Sinclair ve arkadaslar: ¢alismalarma dahil ettikleri 55 Ph" KML olgusunun
klinik o6zellikleri, tedavi ge¢misleri ve bu hastalarin hayatta kalimlaria dair bilgiler
degerlendirilmistir. Hastalar IFN-a tedavisi almistir. Elde edilen analiz sonuglarina gore

varlig1 belirlenen ASS (9q34) delesyonlar1 kotii prognozla iliskilendirilmistir (69).

Huntly ve arkadagslar:, IFN-a ve hidroksitire tedavisi alan hastalarda yaptiklar
analizler sonucunda meydana gelen 4SS (9q34) delesyonlarinin Ph kromozomu ile es
zamanli olarak gerceklestigini belirlemistir. Hastalarin yasam egrileri bu delesyonlarla
iligkiledirilmis ve ASS (9q34) delesyonlarinin gii¢clii bir prognostik belirleyici
olabilecegi diisiincesi tartisilmistir. Belirlenen ASS (9q34) delesyonlar1 kotii prognozla
iliskilendirilmistir (35).

Herens, Sinclair, Huntly ve arkadaslar: konvansiyonel kemoterapi, IFN-o ve
hidroksiiire ile tedavi edilen KML’li hastalarda 4SS (9q34) delesyonlarini, tedaviye
diisiik yanit oran1 ve kotii prognozla iliskilendirmistir. Tirozin kinaz inhibitdrlerinin

kullammindan &nce kronik faz Ph™ KML’de tedavi segenekleri olarak, 15kosit sayisinin
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azaltilmasina yonelik (busulfan, hydroxyurea gibi), IFN-a ve AKHN idi (5, 24, 36).
Yapilan caligmalar bu tedavi yontemleriyle hasta takip siiresinin giinlimiize gore kisa
oldugunu ve sag kalim oraninin diisiik oldugunu gostermektedir. Son 10 yildir ise;
imatinibin ilk basamak tedavi olarak yerini almasiyla hastalarda daha uzun takip siiresi
elde edilmis ve sag kalim orami %90’larin {izerine ¢ikmistir. Bizim caligmamizda
olgularimizin %93’ imatinib tedavisi almistir. Dolayisiyla hastalarin takip siiresi
uzanugtir ve kaybedilen hasta bulunmamaktadir. imatinibin kesfinden &nce kotii
prognoz, hastanin kaybedilmesiyle iliskilendirilirken giiniimiizde tedaviye yanitsizlik
veya ge¢ yanit alinmasi olarak tanimlanmaktadir. Dolayisiyla olgularimizin prognoz
degerlendirmesi tedaviye yanit kriterlerine bakilarak yapilmistir. Calismamiz delesyon
bulunan hastalarimizda tedaviye yanit oranmin diigiik goriilmesi ve dolayisiyla 4SS

(9934) delesyonlarinin kotii prognozla iliskiledirilmesi agisindan uygunluk gostermistir.

Cohen ve arkadaslart yapmis olduklar1 calismaya dahil edilen 94 hastanin
29’unda 6. aydan sonraki hematolojik yanit oranlari ve sitogenetik yanit oranlar
degerlendirilmistir. Delesyon saptanan 14 hastanin 12°si IFN-o tedavisi aldigi
bildirilmistir. Yapilan bu caligsmada hastaligin faz farklar1 olmaksizin delesyonlu ve
delesyonsuz olgular karsilastirilmistir. Delesyonsuz hastalarda tedaviye yanit oran1 %59
iken, ASS delesyonu belirlenen hastalarda bu oran %25’e diismektedir. Yani 4SS (9q34)

delesyonu saptanan hastalar prognostik agidan kotii olarak degerlendirilmistir (12).

Calismamiz Cohen ve arkadaslarimin g¢alismasiyla farkli tedavi protokolleri
izlenmesine ragmen, ASS (9q34) delesyonlarinin kotii prognozla iliskilendirilmesi

acisindan uyumludur.

Kolomietz ve arkadaslart ise c¢alismalarinda takibe alinan hastalarda delesyon
saptanan olgularin ilk 12. ay i¢inde hastaligin yiiksek siklikta niiks ettigini belirlemistir.
Hastalar IFN-o tedavisi almaktadir. Delesyon saptanan KML olgular1 delesyon
saptanmayan olgularla karsilastirildiginda bu biiyiikk submikroskobik delesyonlarin

hastalig1 kotli prognoza gotiirebilecegi belirlenmistir (40)
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Calismamizda ele aldigimiz olgularimiz yeni tani asamasindadir ve imatinib
tedavisi altinda 12 aylik siireyi doldurmamis az sayida hastamiz bulunmaktair. Bu
hastalar i¢in delesyonlarin prognozu etkileyebilecegini sdylemek heniiz erkendir. Takip
asamasinda 12. ay sitogenetik yanit agisindan degerlendirebildigimiz hastalar igin
calismamiz Kolomietz ve arkadaslarimin g¢alismasiyla uygulanan tedavi protokoli

bakimindan uyum gostermezken, tedaviye yanit agisindan uyumludur.

Lim ve arkadaslari yaptiklari ¢alismanin sonucunda 4SS lokusunu da igeren
major 9q delesyonunu standard doz imatinib tedavisi alan hastalarda tedaviye yanit
orantyla iliskilendirmislerdir. Bu delesyonlarin KML i¢in kotli prognostik bir marker

olabilecegi tartisilmistir (71).

Quintas-Cardama ve arkadaslari, g¢alismalarinda belirledikleri ASS (9q34)
delesyonunun imatinib alan erken kronik fazdaki olgularda tedaviye yanit oraninin

diismesine sebep oldugu sonucuna varmistir (61).

Fourouclas ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢calisma ise daha ¢ok 9q tlizerinde
tanimlanan biiyiik ve kiiclik delesyonlarin imatinib tedavisine verebilecekleri yanitlarin
farklt olup olmadigi sorgulanmistir. Delesyon saptanan hastalarin yasam siireleri
bakildiginda biiyiik delesyon tasiyan hastalarin kiigiik delesyon tasiyanlara gore daha
kisa bir yasam siiresine sahip olduklar1 sonucuna varilmistir. Bunun sebebi olarak genis
bir alanin kaybinin, tiimor supressor gen kayiplari acisindan Onemli olabilecegi

tartisilmistir (23).

Bizim ¢aligmamizda arastirma dahilindeki tiim olgular 3.ayda hematolojik yanit,
12.ayda sitogenetik yanit ve 18. ayda molekiiler yanit, tedavi ge¢misleri agisindan
degerlendirilmistir. Delesyon saptadigimiz olgularimizda, ila¢ alinimini takip eden
12.ay sitogenetik/molekiiler sitogenetik yanit orani degerlendirilmis ve bu olgularin
%54 oraninda tedaviye yanit vermedigi saptanmustir. Yaptigimiz c¢alisma, ASS
delesyonlarinin kotii prognozla ilsikilendirilmesi acisindan Lim, Quintas-Cardama,

Fourouclas ve arkadaslarnin yapmis oldugu ¢alismalarla uyumludur.
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Kreil ve arkadaslarinin ¢alismasina dahil edilen olgular kronik fazdaki Ph” KML
hastasidir. Bu hastalara ilk basamak tedavi olarak interferon-o verilmistir. Daha sonra
hastalarin bir kismmin imatinib tedavisine gecisi goriilmistiir. Yapilan hematolojik,
sitogenetik ve molekiiler incelemeler sonucunda delesyonlu ve delesyonsuz hastalar
arasinda hayatta kalma stiresi agisindan bir fark goériilmemistir. Delesyon belirlenen 59
hastanin 47’sinde sitogenetik veriler elde edilmistir. Belirlenen 47 olgunun 10’unda
major sitogenetik yanit elde edilirken 5’inde sitogenetik olarak tam remisyon

gorilmiustiir (41).

Kim ve arkadaslar:,, 9q delesyonlar1 iizerinde yapmis olduklar1 calismada
KML’de BCR-ABL fiizyon transkripsiyonu, sitogenetik ve molekiiler yanit, yanit kaybi,
imatinib tedavisinde basarisizlik gibi kriterlerin bu delesyonla iliskisi ortaya konmustur.
Calismaya dahil edilen olgularda imatinib tedavisi alinmaya baslanan siire¢ boyunca
hematolojik, sitogenetik ve molekiiler yanit ac¢isindan delesyon saptanan ve
saptanmayan olgular karsilastirilmistir. ki grup arasinda tedavi siirecinde sitogenetik

ve molekiiler yanit agisindan bir fark goriilmemistir (37).

Patel ve arkadaslari, KML hastalarinda 9q ve 22q’daki kirilma ve flizyon
noktalarindaki kayiplarin prognostik etkilerini belirlemek iizere bir c¢alisma
gerceklestirmiglerdir. Hastalar alinan tedaviye yanit oranlarina gore siniflandirilmislar
ve 33’linlin tam yanit, 3’liniin kismi yanit verdigi gozlenirken 54 hastanin ise yanit
vermedigi belirlenmistir. Tedaviye cevap vermeyen hastalarda 9q tizerinde ABL-BCR
delesyonu %@47.8 oraninda gorilmiistiir. Tedavi Oncesi hastalarda 4SS (9q34)
delesyonunun goriilme orant %11 olarak belirlenmistir. Her iki grup karsilagtirilmis ve

9q’daki delesyonlar tedavi yanitiyla iligskilendirilmemistir (58).

Castagenetti ve arkadagslarimin yapmis olduklar1 bir ¢alismada, delesyonlu ve
delesyonsuz hastalarin imatinib tedavisi almaya baglamasindan sonraki 46 aylik takip
stireleri hematolojik, sitogenetik ve molekiiler yanit agilarindan degerlendirilmis ve iki

grup arasinda onemli bir fark goériilmemistir (10).
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Kreil, Kim, Patel, Castagnetti ve arkadaglarmmin yapmis oldugu caligmada
imatinib alan hastalarda tedavi oncesi delesyonlu ve delesyonsuz hastalar arasinda
hematolojik, sitogenetik ve molekiiler yanitlar agisindan Onemli bir farka
rastlanmamistir.  Prognostik  degerlendirme  agisindan  ¢alismamizla uyumlu
bulunmamaktadir. Ancak literatiirlere bakildiginda, ¢ogu calisma 4SS (9q34) gen
bolgesi delesyonlarini kotii prognostik bir belirteg olarak gostermektedir ve prognostik
acidan calismamizla uyumludur. Az sayida calisma da ASS (9q34) gen bolgesi
delesyonlariyla tedaviye yanit arasinda bir iliski kuramamustir. Derivatif 9 kirik noktasi
olan 4SS (9q34) gen bolgesi kayiplarinin tedaviye yanit, remisyona girme siiresi, relaps
ile iligkisini arastirip prognostik degerinin belirlenmesi i¢in daha genis olgu serilerine

ihtiyag vardir.

Calisma bulgularimizin prognostik agidan literatiir bilgileriyle karsilastiriimasi

Tablo 5.1°de verilmistir.

5.3. flave Anomali Belirlenen Olgularda ASS (9q34) Gen Bolgesi Yeniden

Diizenlenmesine Ait Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

Bu konuda yapilan tek arastirma sonucu olan Herens ve arkadaslarinin
calismasinda ilave anomali saptanan hastalarin blastik ve akselere fazlara gectigi
goriilmiis ve bu hastalar takip asamasindayken kaybedilmistir. Ilave anomali goriilen

bu olgularin 4SS (9q34) delesyonu agisindan pozitif oldugu belirlenmistir (31).

Bizim calismamizda ise takibini yaptigimiz, ilave anomali belirledigimiz
olgularimiz 4SS (9q34) acisindan negatif olarak degerlendirilmistir. Herens ve
arkadaslarimin ¢galimasinda hastalara IFN-a tedavisi uygulanirken, bizim ¢alismamizda
hastalarin biiytik bir kismi imatinib tedavisi almaktadir. Calismamizin sonuglari Herens
ve arkadaslarimin g¢aligma sonuglar ile uyumlu bulunmamistir. Bu konuda literatiirde
yeterli veri bulunmadigindan sonuglarin bu caligma verileri ile tartisilmasi gerektigi
kanisindayiz. Bu konuda yapilacak genis olgu serilerinin dahil oldugu g¢alismalara

ihtiyag vardir.

52



5.4. Varyant Ph Belirlenen Olgularda 4SS (9q34) Gen Bolgesi Yeniden

Diizenlenmelerine Ait Verilerin Degerlendirilmesi

Kronik miyelositer 16semide ASS (9q34) delesyonlarinin goriilme siklig1 klasik
Ph saptanan olgularda %17 oranindayken varyant Ph saptanan olgularda bu oran %45’e

cikmaktadir (63).

Reid ve arkadaslarmmin 2000 yilinda yaptiklart calismaya KML tanist almis ve
varyant Ph kromozomu saptanmis 2 olgu dahil edilmistir. Hastalardan birinde 1, 9 ve
22. kromozomun dahil oldugu kompleks varyant Ph kromozomu goriiliirken diger
hastada ise 5, 9, 17, ve 22. kromozomlarin dahil oldugu kompleks varyant bir Ph
kromozomu saptanmistir. Bu olgularda 4SS (9q34) delesyonu saptanmamustir (63).

Huntly ve arkadaslar: 2001 yilinda, calismalarina dahil edilen 253 hastanin
41’inde ise varyant Ph kromozomu belirlemistir. Varyant Ph translokasyon tastyicisi 41
hastanin 16’sinda (%39) delesyon saptanirken klasik Ph saptanan 212 olgunun 25’inde
yani %11 oraninda 4SS (9q34) delesyonu saptanmistir. Klasik Ph belirlenen olgularda
9q delesyon oran1 %11 iken varyant Ph bulunan olgularda delesyon oran1 %41 olarak

bulunmustur (35).

Naumann ve arkadaslart 2003 yilinda varyant Ph kromozomu tasityan KML
olgularini ele almiglardir. Blastik fazdaki 3 KML hastas1t GTG bantlama ve FISH
teknigi kullanilarak analiz edilmis ve bu olgularda varyant Ph kromozomu saptanmistir.

Varyant Ph saptanan olgularin birinde 4SS (9q34) delesyonu saptanmamuistir (53).

Yapilan g¢alismalarda klasik Ph kromozomu ile karsilagtirildiginda ASS (9q34)
delesyonlarina rastlanma oraninin varyant Ph kromozomu saptanan olgularda 3 kat
arttigt goriilmektedir. Bizim calismamizda 1 olgumuzda 6. kromozom yeniden
diizenlenmesi olarak tanimladigimiz varyant Ph translokasyonu saptanmistir. Fakat
varyant olan bu olgumuzda ASS (9q34) delesyonu goriilmemistir. Gortldiigii gibi
literatiirde de cok az calismanin olmasi ve olgu serimizde sadece bir varyant Ph

translokasyonu olan hastanin bulunmasi nedeniyle sonuclarin saglikli degerlendirilmesi
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oldukca zordur. Bu konuda yapilacak genis olgu serilerinin dahil oldugu ¢alismalara

ihtiyag¢ oldugu diisiiniilmektedir.

Tablo 5.2. Varyant Ph" olarak belirlenen KML olgularinda 4SS (9q34) gen bolgesi

delesyonlarina ait verilerin literatiir bilgileriyle karsilastirilmasi .

Araghrma ¥l Varyant Olgu Eullamlan ASS @g3d)
Grubu Savis Yintem Delesvon Oram
FISH
Reid ve ark. 2000 2 Klagik
sitogenetik
Hunithy we atk. 2001 41 FISH Yedll
FISH
Naurnann we 2003 3 Klagik Y33
ark. sitogenetik
FISH
Bizim 2011 1 Klasik
rahsmame sitogenetik
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6. SONUC

Arastirma grubunu olusturan 30 Ph™ KML olgusunun kemik iligi rneklerine 4SS
(9934) delesyonunu degerlendirmek iizere FISH analizi yapilmistir. Imatinib tedavisi
altinda 3. ay hematolojik yanit, 12. ay sitogenetik/molekiiler sitogenetik, 18. ay

molekiiler yanitlar1 degerlendirilmistir.

Klasik sitogenetik ve FISH analizleri ile ASS (9q34) gen bolgesi kayiplariyla

olgularin tedaviye yanit oranlar1 arasindaki iliski ortaya konmaya ¢aligilmistir.

1. Calismamiza dahil edilen Ph" KML olgularinda, FISH analizi ile 4SS (9q34)
gen bolgesi delesyonlar1 %36.6 oraninda saptanmuistir.

2. Delesyon goriilen olgularimizda 12. ay sitogenetik yanit oraninin diisiik oldugu
saptanmis  ve ASS (9934) delesyonlar1 kot prognostik  olarak
degerlendirilmistir.

3. Olgularimizin %13’ilinda ilave kromozom anomalisi gozlenmistir.

4. Varyant Ph ve ilave kromozom anomalisi belirledigimiz olgularimizda 4SS
(9934) delesyonu saptanmamustir.

5. Calismamiz Tiirk populasyonunda Ph" KML olgularinda 4SS (9q34) gen
bolgesi yeniden diizenlenmelerinin FISH yontemi kullanilarak incelendigi ilk

caligmadir.

Gelecekte 9q delesyonlart imatinib tedavisi alan hastalarda sitogenetik ve
molekiiler yanitlar acisindan prognostik bir marker olarak degerlendirilebilir.
Gergeklestirdigimiz c¢alisma ve sonraki donemlerde FISH teknigine ek olarak
planlanacak molekiiler yontemlerle de desteklenecek caligsmalar, yeni takip ve tedavi

protokollerinin gelistirilmesinde klinisyenlere yol gosterici olabilecektir.
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