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Ozet

Cocukluk Cagi Akut Lenfoblastik Losemi Olgularinin Tanisinda Yeni Bir Kombine
Yaklasim: Real Time PCR Ve Yiiksek Ciktili BAC Tabanli Molekiiler FISH Analizleri

Akut lenfoblastik l6semi (ALL), kanda ve kemik iliginde olgunlasmamis lenfoid seri
hiicrelerinin birikimi ve 16semik transformasyonu ile karakterize hastalik tablosudur. ALL’ nin
tan1 ve tedavisinde kromozomal aberasyonlarin saptanmasi dnem tasimaktadir.

Bu ¢alismada, ¢ocukluk ¢agi ALL olgularmin tanisinda, kantitatif real time PCR (Q-RT-
PCR) ve yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri yontemlerinin ayn1 zamanda
kullanilip, meydana gelen aberasyonlarin genom diizeyinde saptanmas1 amaglanmustir.
Calismada, cinsiyet farki gozetmeksizin, 0-18 yas arasi, ALL 6n tanili 29 hastadan alinan
periferik kan veya kemik iligi orneklerinden RNA elde edilerek Q-RT-PCR, DNA elde
edilerek, yiiksek ciktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri yontemi uygulanmistir. Sonug
olarak 17 (%58,6) hastada, ¢esitli boyutlarda aberasyonlar saptanmigtir. Bu 17 hastanin 1’inde
(%3,4) bulunan aberasyonlara ek olarak Q-RT-PCR yontemi ile, MLL-AF4 fiizyon geni
varligi saptanmistir. Hastalarin 2’sinde (%6,9) ise yalnizca Q-RT-PCR yodntemi sonucu ile
izlenen MLL-AF4 ve BCR-ABL fiizyon geninin varligina rastlanilmistir. Calismada yer alan
hastalarin 10’unda (%34,5), her iki yontemle de herhangi bir aberasyon saptanmamuistir.
Calismamizda en sik goriilen kromozomal anomaliler, %20,7 oranla X ve 21. kromozom
artig1, %10,3 oranla 9p ve 6q kromozom kayb1 olarak saptanmustir.

Hematolojik malignitelerde bu iki yontemin birlikte kullaniminin, hizli tan1 ve duyarlilik

artist agisindan anlamli oldugunu diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: ALL, hematolojik malignite, aberasyon, Q-RT-PCR, yiiksek ¢iktili FISH
analizleri



Abstract

A New Combined Approach At The Diagnosis Of Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia
Patients: Real Time PCR And BAC Based High Throughput FISH Analysis

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a disease characterized by the accumulation and
leukemic transformation of immature lymphoid cells in the blood and bone marrow.
Determination of chromosomal aberrations is very important in the diagnosis and treatment of
ALL.

Aim of this study was to determine genomic level aberrations for the diagnosis of
childhood ALL patients using quantitative real time PCR ( Q-RT-PCR ) and high throughput
BAC based molecular FISH analysis simultaneously.

In this study, Q-RT-PCR was performed on RNA samples and high throughput BAC
based molecular FISH analysis was performed on DNA samples obtained from peripherial
blood and bone marrow of 29 pre-diagnosed ALL patients between the ages of 0-18 regardless
of gender. As a result of high throughput BAC based molecular FISH analysis, aberrations
with various sizes were detected in various regions of the genome in 17 (58,6%) patients. The
presence of MLL-AF4 fusion gene was identified in a patient (3,4%) among 17 patients using
Q-RT-PCR method in addition to the found aberrations. The presence of MLL-AF4 and BCR-
ABL fusion genes were found using Q-RT-PCR as an only result in 2 (6,9%) patients. Using
both methods no aberrations were found in 10 (34,5%) patients. Gain of chromosomes X and
21 in a frequency of 20,7%, loss of chromosomes 9p and 6q in a frequency of 10,3% were the
most common chromosomal aberrations detected in our study.

We think rapid diagnosis and increased sensitivity is the significance of the simultaneous

use of these two methods in hematological malignancies.

Key words: ALL, hematological malignancy, aberration, Q-RT-PCR, high throughput FISH

analysis
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

aCGH: Dizi karsilastirmali  genomik hibridizasyon (Array Comparative Genomic
Hybridization)

ALL : Akut Lenfoblastik Losemi

ANLL: Akut Lenfositik Olmayan Losemi

AML : Akut Myeloid Lésemi

AP: Asit Fosfataz (Aside Phosphatase)

BAC: Bakteri yapay kromozomu (Bacterial Artificial Chromosome)
B-ALL: B hiicreli ALL

BCL-2: B hiicreli lenfoma-2(B-cell lymphoma 2)

BCR: Breakpoint Cluster Region

BFM: Berlin-Frankfurt-Miinih

BOS: Beyin Omurilik Stvisi

CD: Antijen siniflarinin farklilasmasi (Cluster of Differentiation)
CMV: Sitomegalovirus (Cytomegalovirus)

CNV: Kopya sayist degisimi (Copy Number Variation)

DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

EBV: Epstein-Barr virus

ETS: E-26 Transforme Spesifik

FAB: Fransiz-Amerikan-Ingiliz (French-American-British)

KLL: Kronik Lenfositik Losemi

FISH: Floresan In Situ Hibridizasyon

FRET: Floresan Rezonans Enerji Transferi (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
HHVG6 : Insan Herpes Virusii-6 (Human Herpes Virus 6)

HKH: Hematopoietik K6k Hiicre

HKHT: Hematopoetik Kok Hiicre Transplantasyonu

HRB: Yiiksek ¢oziiniirliiklii bantlama (High Resulotion Banding)
HOX: Homeobox



KML: Kronik Myeloid Lsemi

MLL: Mixed lineage leukemia

MMUD: Tam uyumlu olmayan akraba dig1 dondr (Mismatched Unrelated Donor)
MPE: Miyeloperoksidaz

MSD: Tam uyumlu kardes donér (Matched Sibling Donor)
MSS: Merkezi Sinir Sistemi

MTX: Methotrexate

MTHEFR: Metilen Tetra Hidro Folat Rediiktaz

MUD: lyi uyumlu akraba dis1 donér (Matched Unrelated Donor)
MY C: Myelocytomatosis Onkogen Homologu

NHL: Non-Hodgkin Lenfoma

NSE: Nonspesifik Esteraz

PAS: Periodic-Aside-Schiff

PBX1: Pre-B-cell Leukemia Homeobox 1

Ph: Philadelphia kromozomu

RNA: Ribo Niikleik Asit

QRT-PCR: Kantitatif Real-time PCR

SEER: Surveillance Epidemiology and End Results

SBB: Sudan siyahi

SNP: Tek niikleotid polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism)
SSC: Sodyum Salin Sitrat (Sodium Saline Citrate)

T-ALL: T hiicreli ALL

TdT: Terminal Deoksiniikleotil Transferaz

TEL: Translocation ETS Leukemia

WBC: Beyaz kan hiicresi (White Blood Cell)
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1.GIRIS

Akut 16semiler, lenfohematopoetik hiicrelerin olgunlagsmalar1 asamasindaki duraklama
sonucu malign ozellikteki klonlarin ¢ogalmasi ile karakterize olan heterojen bir hastaliktir
(Lanskowsky, 2000). Farklilasmadaki duraklama sonucu siklikla normal fonksiyonunu
yapamayan immatiire goriinlimlii 16semik hiicreler, basta kemik iligi ve periferik dolagim
olmak {izere retikiiloendotelyal sistem, merkezi sinir sistemi ve diger viicut bolgelerinde
birikirler. Kemik iliginin, kontrolsiiz olarak ¢ogalan 16semik hiicrelerle infiltre olmasi sonucu
anemi, trombositopeni ve notropeni gelisir. Sonugta solukluk, halsizlik, kanamalar, kemik
agrilar1 ve hayati tehdit eden enfeksiyonlar ortaya ¢ikar.

Akut lenfoblastik 16semi (ALL), lenfositlerin dnciilleri olan lenfoblastlarin hizli gelismesi
ve anormal ¢ogalmasi sonucu olusur. Tiim cocukluk c¢agi kanserlerinin %25-30’unu, yeni tani
almig 10semilerin %75’ini, akut losemilerin ise %80’ini olusturmaktadir (Lanskowsky, 2000;
Bennett et al., 1981). Gelismis tilkelerde ALL, en sik bir ila dort yas arasinda goriilmektedir.
Amerika Birlesik Devletlerinde bulunan SEER (Surveillance Epidemiology and End Results)
arastirma programi, erkeklerde l6semi sikliginin, kizlara gore yaklasik 1,1-1,4 kat fazla
oldugunu belirtmektedir (http://seer.cancer.gov/; Apak, 2006)

ALL’nin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte multifaktériyel oldugu
diisiiniilmektedir. Prenatal faktorlere ek olarak, cevresel ve immiinolojik faktorler, genetik
ozellikler, gegirilmis enfeksiyonlar, ALL’nin etiyolojisinde rol oynamaktadir. Fakat bu
faktorlerin etkisinin %1°den daha az bir oranda etkili oldugu diistiniilmektedir.

Tan1 ve tedavideki ilerlemelerle, bazi klinik ve laboratuvar bulgularinin prognoza etkili
oldugu goriilmiistiir ve birgok prognostik faktdr belirlenmistir. Yas, lokosit sayisi,
immiinolojik alt tipler ve bazi sitogenetik bozukluklar, ALL’de siklikla kullanilan prognostik
faktorlerdir. ALL, ¢ocukluk yas grubunda kemoterapiye 1yi yanit veren bir losemi tiiriidiir.
Son yillarda mevcut tedavi yaklagimlart ile ALL’li ¢ocuklarin biiyiik bir bolimi ve erigkin
hastalarin bir kismi basarili bir sekilde tedavi edilebilmektedir. ALL’nin smiflandirilmasinda
onemli olan kromozomal aberasyonlar, prognoza da yon vermektedir. Hastaligin erken tani ve
teshisine olanak veren bu durum birgok yontemle belirlenebilmektedir. Bu yontemler iginde,
konvansiyonel sitogenetik, Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) ve kantitatif real time PCR
(Q-RT-PCR) en bilinen tan1 yontemleridir. Son yillarda, BAC tabanli dizi karsilastirmali
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genomik hibridizasyon (BAC aCGH) ve FISH tekniklerini temel alan “yiiksek ¢iktili BAC

tabanli molekiiler FISH analizleri” yontemi, genomda bir¢ok bolgedeki aberasyonu ayni anda

tarama ve sonug verme kapasitesiyle, hematolojide yeni bir tan1 olanagi saglamaktadir.
Calismamiz, ¢ocukluk ¢ag1 ALL hastalarina yogunlasan ve bu yeni teknolojinin tanisal

imkanlarini sorgulayan, alaninda ilk ¢aligmalardan biridir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Losemi
2.1.1 Loseminin Tanim

Losemi, kemik iliginden koken alan lenfopoetik, hemapoetik kok hiicrelerinin veya 6ncii
hiicrelerinin malign bir hastaligidir. Normal myeloid ya da lenfoid hematopoezin spesifik bir
kademesindeki duraklama ve klonal ¢gogalma sonucu neoplastik hiicrelerin kemik iligi ve diger
dokularda toplanmast ve periferik kanda birikmesi ile karakterize bir kan hastalii olan
l6seminin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber, tedavi edilmediginde o6liimle
sonuclanabilmektedir.

Loseminin kelime anlami “kanda beyazlagma”dir. Losemik hiicrelerin kemik iligi
disindaki dokularda birikmesiyle olusan kitleler myeloblastom veya lenfoblastom olarak
adlandirilmis olup bu tarz tutulumlarin en sik goriildiigii yerler, merkezi sinir sistemi, cilt,
paranazal siniisler, kemik, meme dokusu, gonadlar ve lenf dokusudur. Sonucta eritrosit,
graniilosit ve trombosit yapimi azalir ve halsizlik, ¢cabuk yorulma, solukluk gibi anemiye baglh
belirtiler, nétropeniye bagli enfeksiyonlar ve trombositoza bagli kanamalar meydana gelir
(Biondi and Masera, 1998; McKenna, 2000).

2.1.2 Loseminin Tarihgesi

Literatiirde ilk kez 1827’de 16semili bir olgu bildirilmistir . 1827°de Velpeau tarafindan
16semi ile ilgili ilk vaka bildiriminden bu yana, 16semi, gerek Klinik gerekse genetik
incelemelerde ilgi duyulan bir neoplazm olmustur. Velpeau tarafindan tespit edilen hastada;
ates, gligsiizliik, karin sisligi ve idrar yollar taslarindan kaynaklanan agrilar sikayet edilmis ve
hastaneye bagvurusundan kisa bir siire sonra hasta kaybedilmistir. Hastanin otopsisinde, biiyiik
dalak ve karacigerin yani sira, kanin kirmizi sarap renginde ve kivaminin artmis oldugu adeta
lapa kivaminda oldugu bildirilmistir (Albayrak, 1983). Bu tarihten 1845 yilina kadar, 16semi
ile ilgili ¢alismalar yeterli olmamigtir. Bu tarihlerde Virchow ve Benett ayr1 ayr1 olgularinin
otopsisinde, kanin beyaz rengine dikkat ¢ekmis ve hastaligi tanimlamiglardir (Williams et al.,
1991).

[k tanimlanan olguda, dalak oldukca biiyiik ve 18kositoz, damarlarin igindeki sar1 beyaz
ve yesilimtrak kitle olarak tarif edilmistir. O donemde lokositlerdeki yapisal 6zelliklerden
heniiz bahsedilmemektedir. Yiiksek 16kosit sayisina atfen, beyaz kan terimi (weisses blut)

kullanilmis, daha sonra ise Yunanca kokenli olarak beyaz anlamina gelen “leukos” ve kan



anlamina gelen “haima” sdzciiklerinden ‘‘leukemia’ terimi tiiretilerek kullanilmaya
baslanmistir (Williams et al., 1991).

Ik defa 1870 yilinda 16semiyi, myelojen, dalak ve lenfatik 16semi olarak Neumann
siniflandirmistir ve kemik iliginden kaynaklandigin1 gostermistir. Erlich 1891 yilinda yeni
boya yontemleri ile 16semi histolojisinde yeni bir sayfa agmistir. Turk’un 1903 yilinda lenfatik
l6semileri akut ve kronik olarak ayirmasmin ardindan Naegeli 1905 yilinda myeloblasti
tariflemis, 1914 yilinda 16seminin baska alt tipleri tarif edilmeye baslanmistir (Apak, 2006).

Loseminin ilk tanimlandigi  donemde sadece semptomatik tedavi yOntemi
uygulanmaktayken, 1873 yilinda ilk kan transfiizyonu uygulanmaya baslanmig, 1942°de ise
nitrojen mustard devirilerini gozlemleyen Gilman ve ekibi tarafindan losemi tedavisine
kemoterapatik ajanlar eklenmeye baslanmistir (Ar ve ark., 2008; Unal ve Tuncer, 2004). Folik
asit antagonisti olan aminopterinin Farber, Diamond ve ekibi tarafindan ilk kez 1948 yilinda
tedavide kullanilmasiyla, l6semilerde 6lim geciktirilebilmistir (Miller, 2005). Bu tarihten
sonra c¢ok ilagl kemoterapi yontemleri gelistikce hastalarda sag kalim oranlart da yillar iginde
artmustir (Apak, 2006).

2.1.3 Loseminin Patogenezi

Kan hiicreleri, hematopoetik organlardaki kok hiicrelerden gelisirler. Fetal donemde,
karaciger ve dalak gibi gegici hematopoetik organlarda olusturulan kan hiicreleri fetal
donemin sonuna dogru esas hematopoetik doku haline gelen kemik iliginden iiretilir. Biitliin
hematopoetik hiicreler ortak bir multipotent ana hiicrelerden kaynaklanir. Eritrositler,
polimorfoniikleer graniilositler, monositler ve trombositler gibi periferik kandaki olgun
hiicreler, kemik iligindeki progenitor hiicrelerden, tek bir hat lizerinde olgunlasarak olusur
(Neimenger and Sallan, 1993; Margolin and Poplack, 1997). Bu hiicrelerden bir kismi
“lenfoid” diger bir kism1 ise “myeloid” hiicre serisine farklilasir. Myeloid hiicreler kemik
iliginde geliserek eritrositler, graniilositler, monositler ve megakaryositlere doniisiirler.
Gelisimin erken doneminde lenfoid hiicreler kemik iliginden lenf diigiimleri, dalak ve timusa
go¢ ederek lenfositlere farklilagirlar.

Losemi, kok hiicreden spesifik kan hiicrelerinin olusumuna kadar herhangi bir farklilagma
asamasinda gdzlenebilir. Losemiye yol agcan malign transformasyonun mekanizmasi net olarak
bilinmemekle birlikte, temelde genlerdeki mutasyonlar sonucu gelistigi diisiilmektedir.

Mutasyona ugrayan hiicrelerin ¢ogu, organizma tarafindan c¢esitli mekanizmalarla ortadan



kaldirilmasina ragmen az sayida hiicre asir1 ¢ogalma 6zelligi kazanabilmektedir. Bu hiicreler
“klonojenik 16semik hiicreler” olarak adlandirilmaktadir (Willams et al., 1991).
2.1.4 Loseminin simiflandiriimasi

Losemi ortaya ¢ikis ve ilerleme hizina bagl olarak “akut 16semi” ve “kronik l6semi”
olarak tanimlanir. Akut l6semiler “blast” adi verilen olgunlasmamis ilkel hiicrelerden
kaynaklanir ve hastalik hizli ilerleme gosterir. Kronik 16semide de olgunlagmamig hiicreler
bulunmaktadir ama 16semili hiicrelerin ¢ogu olgunlagsmistir ve normal islevlerinin bir
boliimiinii yerine getirirler. Hiicre sayisindaki artis ve hastaligin ilerleme hiz1 akut 16semiye
gore daha yavastir.

Losemi, genellikle iki farkli hiicreden ortaya c¢ikar: Bunlar “lenfoid” ve “myeloid”
hiicrelerdir. Losemi, bunlardan hangisine bagli olarak ortaya ¢iktigina gore “lenfositik 16semi”
ya da “myeloid 16semi” olarak adlandirilir (Ar ve ark., 2008; Unal ve Tuncer, 2004). Sonug
olarak 16semilerin biiyiik bir boliimiinii 4 tip altinda toplayabiliriz:

e Akut lenfositik 16semi (ALL): ALL, ilikteki tek bir hiicrenin DNA'sina aldig1 genetik
hasarin sonucudur. Hastalik sik¢a “akut lenfoblastik 16semi” olarak da adlandirilir.
Ciinkii normal ilik hiicreleriyle yer degistiren 16semik hiicreler, lenfoblastdir
(http://www.hematology.org.). Erken ¢ocukluk doéneminde en ¢ok goriilen l6semi
tipidir. Ayrica 65 yas iistii ileri donemde ortaya ¢ikabilir.

o Akut myeloid losemi (AML): AML, myeloid progenitor hiicrelerde olusan akkiz
somatik mutasyonlar sonucu gelisen klonal bir hastaliktir (Oyan ve Kog, 2003). Hem
cocuklarda, hem erigkinlerde goriiliir.

¢ Kronik lenfositik losemi (KLL): KLL, B veya T lenfositlerinin nispeten olgun hiicre
doneminden koken alan, olgun goriiniimlii kii¢iik lenfositlerin kan, kemik iligi, lenf
bezi ve dalag: infiltre etmesi ve lenfositlerin fonksiyon bozuklugu gdstermesi ile
karakterize, kemik iliginin malign bir hastaligidir (Ali, 2006). Genellikle 55 yas istii
eriskinlerde ortaya cikar. Daha genglerde de goriilebilir. Ancak ¢ocukluk doneminde
nadir olarak goriilmektedir.

e Kronik myeloid l6semi (KML): Primitif pluripotent kdk hiicrenin, klonal bir
hastaligidir. Kemik iliginde asir1 myeloid hiperplazisi, ¢evre kaninda olgun myeloid

hiicrelerden olusan yiiksek 16kosit sayisi1 (bazofili ile birlikte) ve splenomegali ile
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karakterizedir (Haznedaroglu, 2006). Genellikle eriskin yaslarda goriliir. Cocukluk
caginda goriilen 16semilerin ¢ok kii¢iik bir boliimiinii olusturur.

2.2 Akut lenfoblastik 16semi

2.2.1 Tanim

ALL, kemik iliginde olgunlagmamis kan hiicrelerinin klonal birikimi ile karakterize olan,
lenfositlerin kotii huylu tiimorleridir. Bu anormal hiicreler, normal olgunlasma yolunun
lenfoblast evresinde durdurulurlar. Bu hiicrelerin  ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda
aberasyonlar yaygindir ve normal hematopoez baskilanir (Harrison, 2001).

Cocukluk ¢agi 16semilerinin en sik goriilen tipi olan ALL’nin, goriilme siklig1 cesitli
tilkeler arasinda her 100.000 vakada 0,9 ile 4,7 arasinda degismektedir ve onbes yas altindaki
cocuklarda gozlenen losemilerin  %80’1 olusturmaktadir. Bazen yetiskinlerde de
goriilebilmekle birlikte, 50 yasin tizerinde ALL son derece nadirdir (Krajinovic et al., 2001).
2.2.2 Epidemiyolojisi

Cocukluk l6semisi, 15 yasin altindaki ¢cocuklarda, tiim malignansilerin %35’ini (Ely et al.,
1998; Zorlu ve ark, 2002), cocukluk cag: kanserlerinin %30’unu olusturur (Isikdogan ve ark,
2003).

ALL, ¢ocukluk ¢aginin en sik goriilen malign hastaligidir (Loonen et al.,2002; Isikdogan
ve ark., 2003). Gelismis iilkelerde akut I6semilerin %83’inii ALL, %17°sini AML
olusturmakta olup, insidansta bolgesel farkliliklar goriilebilir. Insidans, basta genetik ve
cevresel faktorler olmak iizere bircok nedene bagl olarak degisebilmektedir (Greaves et al.,
1993; Parkin et al.,, 1988). ABD’de onbes yasindan kiiciiklerde, ALL goriilme siklig
3.4/100.000°dir. Ulkemizde, Tiibitak’m dahil oldugu bes biiyiik pediatri merkezinde incelenen
toplam 10548 pediatrik malignite arasinda, losemiler ilk sirada yer almaktadirlar (Cevik,
1992). Gelismis tilkelerde, ALL en sik bir ila dort yas arasinda goriilmektedir. ABD’de
bulunan ulusal kanser enstitii programi olan SEER (Surveillance Epidemiology and End
Results), erkeklerde l6semi sikligmnin, kizlara gore yaklasik 1,1-1,4 kat fazla oldugunu
belirtmektedir (Apak, 2006; http://seer.cancer.gov/)
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2.2.3 Smiflandirma
2.2.3.1 Morfolojik simflandirma

1976 yilinda Fransiz, Amerikan ve Ingiliz bir grup hematolog tarafindan orjinal akut
16semi French-American-British (FAB) siiflamasi olusturulmustur. FAB siniflamasinda, akut
l6semilerin morfolojik ve sitokimyasal boyanma ozelliklerine gore gruplanmigtir. Ancak
immiinofenotipleme, elektron mikroskobu, sitogenetik, molekiiler biyolojik tetkik
yontemlerini ve nadir l6semi tiplerini i¢ermeyen bir siiflamadir (Ali, 2006). FAB
simiflamasinda, blastlar morfolojik olarak L1, L2 ve L3 olmak iizere ii¢ alt gruba ayrilir.

Cizelge 2.1: Akut Lenfoblastik Losemide FAB siniflandirmasi (Apak, 2006)
Akut Lenfoblastik Losemi

L1 Cocukluk tipi ALL
L2 Eriskin tipi ALL
L3 Burkitt tipi ALL

FAB L1: Cocukluk ¢agi ALL’lerin %85’ini olusturur. Hiicreler homojen ve kiigiik olup,
sitoplazmalar1 hafif bazofilik ve dardir. Cekirdek sinirlar1 diizenlidir ve ¢ekirdekg¢ik yoktur ya
da ¢ok kiictik ve belirsizdir (Celkan, 2007).
FAB L2: Cocukluk ¢agi ALL’lerin %14’ tiinii olusturur. Hiicreler heterojen ve daha biiyiik
olup, sitoplazmalar1 daha genistir. Degisken derecelerde bazofilik boyanir. Cekirdek sinirlar
diizensizdir ve ¢ekirdekgik belirgin olup, bir veya daha fazla sayidadir (Celkan, 2007).
FAB L3: Hiicreler homojen ve biiyiik olup, sitoplazmalari koyu bazofilik ve genistir.
Sitoplazmada belirgin vakiiolizasyon vardir. Cekirdek yuvarlak, smirlar1 diizenlidir.
Cekirdekcik biiylik ve belirgin olup, vezikiiller igerir. Bu hiicrelerde mitoz siktir. Cocukluk
cagt ALL’lerin %]1’ini olusturur. L3, Burkitt lenfomasinin I6semik sekli olarak kabul
edilmektedir (Celkan, 2007).
2.2.3.2 Histokimyasal siniflandirma

Blastlarin bazi boyalart alip almama veya az ya da ¢ok almalar1 da 16semi tipini
belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Miyeloperoksidaz (MPE), Sudan siyahi1 (SBB), Periyodik-
Aside-Schiff (PAS), Asid Fosfataz (AP), Nonspesifik Esteraz (NSE), Terminal
Deoksintikleotil Transferaz (TdT), Demir (Fe) boyalar1 kullanilmaktadir. Bunlarin farkli



kombinasyonlarda pozitif olmasi FAB smiflamasini desteklemektedir (Lanskowsky, 2000;
Margolin and Poplack, 1997).
Cizelge 2.2.Akut lenfoblastik l16semilerde sitokimya

FAB | MPE | SBB | AP | CAE | A-EST | B-EST | PAS | MGP | Fe | TdT

L, - -mp | +* - +/z -z /- + - +
L, - -mp | +* - -z -z +/- + - +
L - - +* - - - +/- + -

np:nadir pozitif, *: T-ALL’de unipolar pozitif, z: zayif,
MPE: Miyeloperoksidaz, SBB: Sudan Black Boyasi, AP: Acide Phosphatase, CAE: CholoroacetateEsterase, A-
EST: Alpha Napthyl Acetate Esterase, B-EST: Alpha Napthyl Butyrate Esterase, PAS: Periodic Acide Schiff,
MGP: Methyl Green Pyronine, TdT: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase

2.2.3.3 Immiinofenotipleme

ALL’nin biyolojik alt tiplerini saptamada en giivenilir yontem, akim sitometresi ile
immiinofenotiplemedir. Lenfoid hiicrelerin olgunlagmasi sirasinda sitoplazma iginde ve hiicre
yiizeyinde ortaya ¢ikan bazi belirleyici molekiiller, hiicrenin olgunlasma asamasi ve malign
hiicrenin kokeni hakkinda bilgi vermektedir. Malign klonun oncelikle alt tipi (B veya T
lenfosit) saptanmakta ve oncii hiicrelerden, olgun hiicrelere kadar olan agsamalarin hangisinde
duraklama oldugu saptanmaktadir. ALL’nin immunolojik olarak smiflandirilmasi konusunda
da, belirgin bir fikir birligi olmadigindan her grup (CALGB, GMALL, EGIL) ayr1 bir
siiflama yapmustir (Tekgiindiiz ve ark., 2010). Lenfositlerin yiizeylerinde gelisim asamasinda
farkli antijenler belirir ve kaybolur. Bu ylizey isaretleyicilerine “antijen smiflarinin
farklilasmasi1” (Cluster of Differentiation (CD)) denilir. Bu isaretleyiciler tipki bir etiket gibi o
hiicrenin hangi gelisim asamasinda oldugu hakkinda bilgi verir. Bu hastaligin seyri igin
onemlidir. Ornegin; ¢ocukluk ¢aginin en iyi prognoz gosteren 16semisi, CALLA (CD 10)
antijen tasiyan blastlarla olusmus 16semidir (Celkan, 2007 ).



Cizelge 2.3. ALL’de kullanilan immiinfenotipleme (Celkan, 2007)

B-hiicreli ALL Saptanan CD

Pro-B ALL CD 19 + ve/veya CD79a+ve/veya sit CD22
Common ALL CD10+,sit Ig-

Pre-B ALL Sit Ig+, yiizeyel Ig-

Olgun B ALL Yiizeyel Ig+

T hiicreli ALL

Pro-T ALL Sit CD3+, CD7+

Pre-T ALL CD2+ ve/veya CD5+ ve/veya CD8+
Kortikal T-ALL CDla+

Olgun T-ALL CDla-, membran CD3(+)

T hiicreli ALL: Erken T-ALL, timik (kortikal)-ALL ve olgun T-ALL, T lenfosit kokenli
ALL’nin immunolojik alt tipleridir. ALL’lerin %15-20’si T hiicrelidir. T-ALL, erkeklerde ve
genclerde artmis siklik, tan1 aninda yiiksek 16kosit sayisi, mediastinal kitle, MSS tutulumu ve
MSS’de sik niiks gibi klinik 6zellikler gosterir. Yiiksek 10kosit sayisi (100.000/mm?*’den
fazla), tam yanitin geg¢ ortaya ¢ikmasi ve immunolojik alt tip, T-ALL igin en 6nemli risk
faktorleridir. Eskiden T-ALL’de remisyon siiresi ortalama on ay, l6semisiz yasam orani
%10’dan azdi. Gliniimiizde ise, yeni tedavi rejimleri ile tam yanit oran1 %80’lerden fazla ve
l6semisiz yasam orani %46’dan daha fazladir. Hatta CALBG c¢alismalarinda, T-ALL’nin
prognozunun, B-ALL’den daha iyi oldugu bulunmustur (Tekgiindiiz ve ark., 2010).

B hiicreli ALL: Pro B-ALL, common ALL, pre B-ALL ve olgun B-ALL, B lenfosit kokenli
ALL’nin immiinolojik alt tipleridir. Cocukluk ¢agi ALL’lerin %80’i B hiicrelidir. Lokosit
sayisinin yiiksekligi (30.000/mm? den yiiksek), yas, tam yanita ulasma siiresi (dért hafta iizeri)
ve 1(9;22) varligr gibi faktorlerin kullanimi ile B-ALL, risk smiflamasina tabi tutulmustur
(Diisiik ve yiiksek-cok yiiksek risk grubu). Common ve pre B-ALL’yi birbirinden ayiran
belirgin bir klinik ve biyolojik farklilik yoktur. Ph kromozomunun sik olarak goriilmesi ve risk
faktori olmayan olgularda bile, bes ila yedi yi1l veya daha sonra niiksler goriilmesi bu alt
tiplerin en 6nemli 6zellikleridir. Pro B-ALL, bebeklerde ve eriskinlerde kotii yanitlar olusturan
bir alt tiptir. t(4;11) pozitifligi ve myeloid belirleyicilerin varligi en dikkat ¢ceken ozelligidir.
Ancak s6z konusu translokasyonun ve myeloid belirleyicilerin varligi pro B-ALL’de bir
prognostik deger olarak kabul edilmemistir. Burkitt lenfomasinin 16semik varyanti olan olgun
B-ALL ise MSS tutulumu ve yiiksek LDH diizeyleri ile seyretmektedir (Tekgiindiiz ve ark.,
2010).



Cizelge 2.4. ALL’de immiinolojik siniflandirilmaya gére goriilen baslica kromozom

anomalileri
Fenotipi Genetik Anomaliler Sikh@ Risk Yiizdesi
Pre-B-ALL Hiperdiploid: ile 4, 10 ve 17 | Pre-B-ALL Disiik
nolu kromozomlann | vakalarimn % 2571
trizomisi
1(12:21)(p13:q22) Pre-B-ALL Dusik

vakalarimn % 2871

TEL/AMLI1,11q23  yeniden | B-ALL wakalarmn | Yiksek

diizenlemeleri % 47
t(4:11)(q21:923) Yemdogan
ALL’lerde  %40-
507sinde
t(1:19)(q23.p13)E2ZA/PBX1 B-ALL wakalanmn | Yiiksek
% 6751
t(9:22)(q34:q11)BCR/ABL B-ATL wakalarmin | Cok Yiiksek
% 2751
Hipodiploidi Cok nadir Cok Yiiksek
B-ALL t(8:14)(q24:932) [gH/MYC B-ALL wvakalarin | Yiksek
% 571
T-ALL TCR &b (7q35) ya da TCR ¥é | ALL vakalarinin Bilinmiyor

(14q11)  lokusunu  iceren | % 71
birgok translokasyon

2.2.3.4 Sitogenetik Siniflama

Losemik hiicrelerin biyolojik davranislarini ve tedaviye duyarliliklarimi belirleyen en
onemli faktor, hiicrelerin genetik 6zellikleridir (Tekgiindiiz ve ark., 2010). ALL’de prognostik
ve terapOtik anlami olan pek ¢ok kromozom aberasyonu bildirilmistir. ALL, ploidi (sayisal
bozukluklar) derecesine veya yapisal aberasyonlara gore siniflandirilmaktadir (Durak, 2006).
2.2.3.4.1 Kromozom sayisal bozukluklar:

Sitogenetik veya akim sitometrik olarak olgiiliir. Akim sitometresi ile normal ve blast
igindeki DNA miktari Slgiilerek birbirine oranlanir. Bu oran 1,16’dan biiyiik ise hiperdiploidi,
1’den kiigiik ise hipodiploidi denilir.
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Sayisina gore;

Kromozom sayis1 50°den biiyiik olan ALL: Olgularin %25-30’unu olusturur. En sik 21.
kromozomun artis1 gézlenir. Trizomi 4, 10 ve 17 olanlarin, prognozu iyidir.

Kromozom sayis1 47-50 olan ALL: Olgularin %10-15’ini olusturur. Prognoz, hiperdiploide
sahip olgulardan daha kétiidiir.

Psododiploid ALL: Olgularin %40’1 bu grupta yer alir (Harrison, 2001). Kromozom sayisi
46°dir ancak yapisal degisiklik saptanabilir. Cogunda l6kosit ve LDH yiiksektir. Ancak
prognoz, yogun kemoterapi ile daha iyi olabilir.

Hipodiploid ALL: Eriskin ALL olgularinin %4-9’unda goriiliir. Bu olgularda tani prekiirsor
B-ALL’dir. Genetik materyal kaybi ve bu nedenle potansiyel tiimor baskilayict genlerin
olmamasi, hipodiploid ALL’de l6semi olusumunda hastalik modelini agiklayabilmektedir
(Durak, 2006). Prognoz kétiidiir (Celkan, 2007).

Diploid ALL: %10 siklikta saptanir. Prognoz tam olarak belli degildir (Celkan, 2007).
2.2.3.4.2 Kromozom yapisal anomalileri

1(12;21)(p12-13;922): “Translocation ETS Leukemia” olarak tanimlanan TEL geni 12p13°te
lokalizedir. E-26 transforme spesifik (ETS) transkripsiyon faktorii ailesinden bir gen oldugu
icin, ETV6 (ETS varyanti gen 6) olarak da tanimlanmaktadir
(http//www .atlasgeneticsoncology.org.). AML1 geni, 21q22.3’te lokalizedir (Miyoshi et al.,
1991). Bu gen RUNX1 olarak da tanimlanmaktadir (Levanon et al., 2001).

= = 2=
12p13.2 |
e /on;x:s— :
490 k8 21q22.1 570 KB
RUNX1
ETVE il
aeul 21 (AML1)
600 KB
I 360 KB N
2\ RN 43237
=

12
Sekil 2.1 TEL ve AMLI1 bélgelerinin kirtlma noktalar1 (http://www.funakoshi.co.jp)

t(12;21)(p13;922) sonucunda TEL/AML1 (ETV6/RUNXI1) fiizyon geni olusmaktadir
(Miyoshi et al., 1991). TEL-AMLI1 fiizyon geni, TEL proteinin fonksiyon kaybi veya
AMLI1’in hedef genlerinin kontroliiniin bozulmasiyla, ALL olusumuna yol agmaktadir (Zuna
et al., 2004). Cocukluk donemi ALL’sinde en sik ortaya ¢ikan, yapisal kromozom anomalisi
oldugu gorilmistiir. Genellikle bir ila on yas arasinda olan, diisiik beyaz kan hiicresi sayisina

sahip, pre-B ALL fenotipli ve nonhiperdiploidi sayisal kromozom anomalisi goriilen
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hastalarda ortaya ¢ikmaktadir (Spathas et al.,1999; Harbott et al.,1997; Woerden et al., 2007).
t(12;21), pre B hiicreli ALL’lerin %25’inde saptanir.

‘ll 318 1?5 3?0 4210 4152
TEL(ETV6) | | PD | REPRESSION | ETS
1 51 204 VWRPY 479
AML1 (RUNX1) - " Runt lp3OQID ACTIVATION
f SID
‘! SP 1%5 336 368 521 VWRPY 796
TEL-AML1 | | PD | REPRESSION . Runt lp300lD ACTIVATION
* “SID

t(12;21) fusion
Sekil 2.2. TEL-AMLI flizyon proteinin olusumu

1(9;22)(g34;911): “Breakpoint Cluster Region” olarak tanimlanan BCR geni, 22ql1.2°de
lokalizedir (Laurent et al., 2001). Bu protein serin- treoninkinaz aktivitesine sahiptir.
ABL1 geni 9q34.1°de lokalize olmaktadir. Abelson murine 16semi viriisiiniin transformasyon

geni olan v- abl geninin insandaki homologudur (Koleske et al., 2006).

S604Met . ABL .

' " ‘ Ia ' n2al all

el el’ e2” BCR 6 b2z b3 el9

i/ q i/' 7

m-ber st e = !\:b:r :-;Tr
BCR-ABL

ela2 [ HEEREIRNS J
b2a2 I, | T ]

b3a2 L HEENNIEEA ]
c1022 [ | [ (17111 ~
Sekil 2.3. BCR ve ABL nin kirilma noktalar1 ve olusan BCR-ABL fiizyon proteini

Ug adet farkli kirik noktas1 vardir. Ph kromozomu (+) (ber/abl fiizyonu) saptanan ALL
olgularinin biiyilk kisminda, kirik noktasi exon el ile €2 arasinda, intron bdlgesinde m-bcr
(minor breakpoint cluster region) olarak adlandirilan bélgede olusur. Bu fiizyon sonucunda
190 kd agirliginda protein olusmaktadir ve “p190 BCR-ABL” olarak tanimlanir. KML’de

saptanan fiizyon benzer olsada, olusan {irlin farklidir. ALL’de olugan 190 kb, KML’deki ise
210 kb’dir (Celkan, 2007).

12



i
ABL E )
=
(p145) -
SH3I SH2 SH NLS DNA Actin
bind. bind.
m-ber M-bcr ~bor
(p160) P-S/T
pD (Slll:hmd.) dbi-like GAP™

BCR-ABL
U — -
SR W I — -
SN W N ] — -

Sekil 2.4. BCR-ABL nin 3 farkli kirilma noktasi
Bu translokasyon 9.kromozomun q34.1 bant bolgesi ile 22. kromozomun q11.2 bant

bolgelerinin translokasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Olusan fiizyon gene 1973 yilinda
Rowley tarafindan Philadelphia (Ph) kromozomu ad1 verilmistir
(http//www.atlasgeneticsoncology.org; Hotfilder et al., 2005). KML olgularinda %90, yetiskin
ALL olgularinda %20, ¢ocukluk donemi ALL olgularinda ise yaklagik olarak %5 oraninda
goriilmektedir (Rooney et al., 2001). Cocukluk donemi ALL’sinde, Ph (+) saptanan olgular da
Klinik tablo: L1 ya da L2 FAB smiflandirmasi, B hiicre fenotipi daha ¢ok olmakla beraber T
hiicre fenotipi, yiiksek beyaz kan hiicre sayisi, genellikle CD10+, daha az CD19+,CD10-
olarak tanimlanmaktadir. Ph kromozomu ile beraber, hastanin diger 6zelliklerine (l16kosit
sayisi, yasi) bagl olarakta tedaviye verilen cevapta degisiklik goriilse de, ¢ocukluk dénemi
ALL olgularinda bu kromozom, kétii prognoz gostermektedir (Hotfilder et al., 2005; Arico et
al., 2000; Heerema et al., 2004; Dave et al., 2005). Bu yiizden Ph kromozomunun varliginin
saptanmasi ¢ok onemlidir.
11923 (MLL geni) Anomalileri: “Mixed lineage leukemia” olarak tanimlanan MLL geni
11q23’te lokalizedir (http//www.atlasgeneticsoncology.org). Tan1 yontemlerine bagli olarak,
bir yas altt ALL vakalarinda goriilme siklig1 %60-80 arasinda degismektedir. Bir yas iizerinde
olan ALL’li olgularda ise, MLL gen yeniden diizenlenmelerinin goriilme sikligi %4,5 ile %7,5
arasinda degisme gostermektedir (Cimino et al., 2000; Kowarz et al., 2007).

Akut 16semili diger olgularla karsilagtirildiginda, 6zellikle yenidoganlarda goriilen 11923
anomalileri, kotii prognoz gostermektedir (Felix and Lange, 1999). MLL geninin dahil oldugu
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cok sayida translokasyon bulunmaktadir. Bunlarin arasinda ALL’li olgular arasinda en sik
saptanan; t(4;11)(921;923) ve t(11;19)(g23;p13.3)’dur (Behm et al., 1999).

1(4;11)(921;923): AF4 geni 4q21°de lokalizedir. 11. kromozomun q23’te lokalize MLL geni
ile translokasyonu sonucu ortaya ¢ikan hibrid gen, 5' MLL- 3' AF4 yo6niinde olugsmakta, oniki
kd’lik mRNA transkribe olmaktadir (http://atlasgeneticsoncology.org/; Kowarz et al., 2007).
Bu translokasyon sonucunda, MLL-AF4 fiizyon geni olusur. MLL-AF4 fiizyon genini
olusturan t(4;11), siit gocugu ALL olgularinda %50, eriskinlerde ise %5 siklikta rastlanir ve
kotii prognoz ile iliskilidir. MLL-AF4 anomalisi CD10 negatif, pro-B ALL ile iliskilidir ve bu
alt grupta %50 siklikta t(4;11) izlenir (Tekgiindiiz ve ark., 2010).

= 84 L ss5as
B WA

i |
/" _— =)

3

==3 = -:

28 CMLL-AFS 0

1

ToHU AR 4-MLL

¥ % ¥ ¥

Chromosome 11

Chromosome 4 04,11)(921.923)

Sekil 2.5. MLL ve AF4 genlerinin kirilma noktalar1 ve translokasyon sonrasi
1(11;19)(q23;p13.3): t(11;19)(q23;p13) translokasyonu sonucu olusan flizyon geni, MLL-
ENL’dir (Yakut ve Giilten, 2005). ENL geni, 19p13.3’de lokalizedir. Losemik hiicreler, B
kokenlidir. Genel olarak CD19 pozitifligi ve CD10 negatifligi vardir. Olgularda organomegali,
yiiksek oranda beyaz kan hiicre sayisi, MSS tutulumu goriilmektedir (Pekgelen, 2003;
http://atlasgeneticsoncology.org/). Yenidogan ALL olgularinda, %10 oraninda goriilen bu
translokasyon, klinik ve immiinofenotipik 6zellikleri bakimindan t(4;11) ile ¢ok benzerlik
gostermektedir (Pekgelen, 2003; Behm et al., 1999).
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Sekil 2.6. MLL ve ENL genlerinin kirilma noktalart (http://www.kreatech.com/)

t(1;19)(g23;p13): t(1;19), pre B hiicreli olgularin %25’inde saptanir. Genellikle, tanida 16kosit
yiiksektir ve yliksek doz MTX verilmediginde prognoz kétiidiir. Bir transkripsiyon faktorii
olan 19. kromozomdaki E2A, 1. kromozomdaki bir HOX geni olan PBX1 ile birlesir. HOX

genlerinin diizenledigi, gen ekspresyonu bozulur, 16semi olusur (Celkan, 2007).
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Sekil 2.7: t(1;19) kromozom iizerinde gosterimi

MYC gen bozukluklar:: 1(8;14)(924;932), t(2;8)(p12;924), 1(8;22)(q24;q1l) saptanir
(Celkan, 2007). B hiicre kaynakli ALL’lerde ve Burkitt lenfomada daha sik olmak iizere,
olgularin yaklagik olarak %2’sinde goriilmektedir. Bu translokasyon, B hiicre kaynakli
ALL’lerde, ortalama yas orani onbir olan erkek ¢ocuklarinda ve ALL L3 morfolojisine sahip
hastalarda daha sik ortaya ¢ikmaktadir (Pekgelen, 2003; Rooney et al., 2001).
2.2.4 Etiyoloji

ALL’nin etiyolojisi tam olarak agiklanamasa da, 16semik doniisiimiin tek bir olay

sonucunda olugsmadig1 ve kromozom hasari, fiziksel ya da kimyasal ajana maruz kalma, viriis
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enfeksiyonu gibi etkenlerin rol aldigi, ¢ok basamakli bir siire¢ oldugu bilinmektedir (Celkan,
2007).

Patogenez de tek bir mutasyondan daha c¢ok ardisik birka¢ mutasyon sonrasi olusan
mutant hiicrenin ¢ogalmasi sorumlu tutulmaktadir. Bu teoriler arasinda en fazla destek goren
teori, Knudson’un “¢ift vurus teorisi’dir. Bu teoriye gore, 16semi gelisimi i¢in iki mutasyon
gerceklesmesi gerekmektedir. [lk mutasyon anne karninda iken, ikinci mutasyon ise postnatal
donemde c¢evresel faktorlerin (enfeksiyon, radyasyon, toksin, diyet, immiin sistemin
baskilanmasi vb.) etkisiyle ger¢eklesmektedir. Bu mutasyonlarin etkisiyle; tiimor baskilayici
genlerde  delesyon, hipometilasyon veya mutasyon yoluyla fonksiyon kaybi,
protoonkogenlerde ise mutasyon, translokasyon ve amplifikasyon yoluyla fonksiyon kazanimi
s6z konusudur (Celkan, 2007).

Ataxia telenjiektazi ve Down sendromu gibi kalitsal hastaliklarin 16semiye yatkinligi
arttirdig1 bilinmektedir (Kebriaei et al., 2003). Ayrica folik asit metabolizmasinda énemi olan
metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geninde bozukluk sonucunda, kromozom
kiriklarinin tamir mekanizmasi bozulmaktadir ve ALL gelisme riskini artmaktadir (Apak,
2006).

Losemili tek yumurta ikizlerinde yapilan ¢aligmalar da konkordansin %35 olmasi, postnatal
cevresel hasarin 16semi gelisiminde ne kadar etkili oldugunu gostermektedir. Cevresel
etkenlerin basinda kimyasal ajanlar, sigara dumani, elektromagnetik alan, radyasyon ve
enfeksiyoz ajanlar gelmektedir (Bassan et al., 2004; Belson et al., 2007; Ryan et al., 2008).
2.2.5 Tam
2.2.5.1 Klinik Tam

Akut 16seminin en 6nemli klinik belirti ve bulgulari, kemik iliginin ya da diger organlarin
16semik hiicrelerce infiltrasyonu, normal hematopoezin ve etkilenen organ fonksiyonlarinin
bozulmasiyla ortaya c¢ikar. Hastalik ALL’li cocuklarda, genellikle herhangi bir belirti
olmadan, birdenbire agir bir klinik tablo seklinde baslayabilir.

Yorgunluk, spontan kanama, halsizlik, uyku hali, kilo kaybi, ates ve gece terlemesi gibi
belirtiler gézlenmektedir. Nadiren asimetrik artrit, bel agrisi, diffiiz osteopeni veya litik kemik
lezyonlar1 goriilmektedir. Cocuklarda bu belirtiler, eriskinlere oranla daha sik gozlenmektedir.
Kiiciik ¢ocuklarda kemik agrisina bagl yiiriime zorlugu gelisebilmektedir (Aydin ve ark.,
2005; Bassan et al., 2004; Celkan, 2007).
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Fizik muayenede solgunluk, lenfoadenopati, hepatosplenomegali, trombositopenin neden
oldugu dis eti ve burun kanamasi, petesi, ekimoz goriilebilmektedir (Kebriaei et al., 2003).
Karaciger ve dalak biiytlikliigii, lenfadenomegali her zaman olmayabilir. Sistemik bir hastalik
oldugu igin, her sistemle ilgili yakinma ve bulgu olabilir.

Cocuklarda merkezi sinir sistemi (MSS) tutulumu %4 oraninda tespit edilmektedir.

Testislerin agrisiz biiylimesi ile karakterize testis tutulumu, erkek losemi hastalarinin
%10’undan azinda goriilmektedir (Apak, 2006).
2.2.5.2 Laboratuvar Bulgular

Tibbi hikdye ve fizik muayene tamamlandiktan sonra taninin dogrulanmasi, prognostik
smiflamanin yapilabilmesi ve uygun tedavi planinin belirlenmesi amaci ile diagnostik
laboratuvar testleri yapilmalidir.

Baslangic olarak, tam kan sayimmi ve periferik yayma yapilmalidir. Hemoglobin degeri
siklikla, hafif ya da orta derecede dusiiktiir. Lokosit sayist artmis, azalmis ya da normal
olabilir. Hastalarin %92’sinde trombosit sayist azalmigtir. Periferik kan yaymasinda blastlar
goriilebilir.

Her 16semi diisiiniilen olguda, kemik iligi aspirasyonu (KiA) yapilmasi gerekir. Periferik
kan yaymasindaki blastlar, bazen kemik iliginde saptananlardan farkli olabilir. Hiicre tipini,
kemik iliginden belirlemek uygundur. Kemik iliginde besten fazla blast saptanmasi
patolojiktir. Ancak non-Hodgkin lenfoma (NHL) ve 16semi, kemik iligindeki blast sayisina
gore belirlenir. Kemik iliginde blast sayis1 yirmibesten fazla ise 16semi, daha az ise NHL,
kemik iligi tutulumu veya miyelodisplaziden bahsedilir. ALL’de kemik iligindeki blast sayisi,
genellikle altmistan fazla olarak saptanir. Kemik iliginden ayrica histokimyasal boyalar, hiicre
tipini belirlemek i¢in immiinofenotipleme ve genetik inceleme yapilmalidir (Celkan, 2007).

Gogiis radyogramlarinda, mediastinal kitle veya plevral mayi saptanabilir. Mediasten
kitlesinin varligini arastirmak icin her olguda gogiis grafisi ¢ekilir. Kitle varlii, T hiicre tipini
destekler (Kutanis, 2005; Celkan, 2007).

MSS tutulumunu tespit etmek i¢in lomber ponksiyon ile alinan beyin omurilik sivisinda
(BOS), blast varligmma bakilmaktadir. Cocuk Kanser Grubu tarafindan yapilan
degerlendirmeye gore BOS’ta 16kosit sayis1 besten fazla ise MSS tutulumunun var oldugu
kabul edilmektedir (Bassan et al., 2004).
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Ayrica kemik grafileri, koagiilasyon profili, kardiak fonksiyonlarin belirlenmesi, kan
biyokimyasi (elektrolitler, iire, kreatinin, iirik asit, fosfor, karaciger enzimleri vs. ), enfeksiyon
profili (hepatit isaretleyicileri gibi) ve immiinolojik tarama (immiinglobulinler gibi) tam
aninda yapilmasi gereken diger incelemelerdir (Celkan, 2007).

2.2.6 Prognostik Faktorler

Lenfoblastlarin klonal ¢ogalmasi sonucu gelisen ALL, ¢ok sayida biyolojik alt tipi igeren
oldukca heterojen bir hastaliktir. Benzer tedaviler ile biitlin ALL hastalarinda ayni sonuglar
alinamamaktadir, bu nedenle tedavi oncesi prognostik faktorler kullanilarak risk gruplarinin
belirlenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Yas, 16kosit sayisi, immiinolojik alt tipler ve bazi
sitogenetik bozukluklar ALL’de siklikla kullanilan prognostik faktorlerdir. Minimal rezidiiel
hastalik degerlendirmesi ve yeni gen lezyonlarin tespitini saglayan daha giivenilir
immiinolojik ve molekiiler tekniklerin gelistirilmesi ile ALL hastalarinin prognostik
degerlendirmesi ve risk gruplamasi daha iyi yapilabilmektedir (Tekgiindiiz ve ark., 2010).
2.2.6.1 Yas

ALL’deki prognostik faktorlerin belki de en Onemlisi, yastir (Rowe, 2010). ALL
hastalarinin yasi, klinik sonuglartyla iligskisi bakimindan oldukg¢a 6nemlidir. Cocukluk c¢agi
ALL’sinde, bebekler ve ergenler, 1-10 yas hastalarina gére daha kotii prognoza sahiptir. 1-10
yas arasindaki ALL hastalarinda, TEL/AML1 ve yiiksek hiperdiploidi daha ¢ok
gozlemlendiginden bu hastalarin, bebek ve ergenlere gore prognozu daha iyidir (Silverman,
2010).

ALL’nin prognozu ve tedavi yaklasimi agisindan, ¢ocuk-erigkin ile gencg-eriskin grubu
ayiracak sinirlar belirsizdir. Pediatrik ALL protokollerinde, 0-15, 0-18 ve 0-21 yas aralig,
cocuk grubu i¢inde ele alinmakta iken, erigkin tedavi protokolleri ise 12-60, 15-65, 16-59 yas
araliginda hastalar1 icermektedir (Tekgiindiiz ve ark., 2010). Giiniimiizde en kotii prognozun,
bir yas altinda oldugu, hastaligin bu yas grubunda yiiksek blast yiiki, t(4;11) pozitifligi ve
CD10 negatifligi gibi belli biyolojik 6zellikler tasidigi goriilmektedir (Chen et al.,1993; Crist
et al., 1988; Chessells et al., 2002).

On yas lizeri grupta da prognoz kétii olup, BCR/ABL fiizyonu ve tanida l6kositoz gibi
bazi olumsuz faktorler siktir (Crist et al.,1988).

18



2.2.6.2 Lokosit Sayis1

Yas ile birlikte, ilk periferik kandaki 16kosit sayisi, ¢ocukluk g¢agi ALL’lerinde ilk
tamimlanan prognostik faktorlerdendir (Silverman, 2010). Yiiksek olan olgularda prognoz
kotiidiir. Ust siur Berlin-Frankfurt-Miinih (BFM) protokollerinde 20000/mm?®, Amerikan
protokollerinde ise 50000/mm? alinir (Celkan, 2007).
2.2.6.3 Malnutrisyon

Bazi ¢alismalarda niitrisyonel durumun 6nemli bir prognostik faktoér oldugu bildirilmistir.
Malniitrisyonlu ¢ocuklarin, kemoterapiyi daha zor tolere ettigi ve daha az dozda alabildigi bu
sebeple, prognozun daha kétii oldugu belirtilmektedir (Mutlu, 2005).
2.2.6.4 immiinofenotip

Cogukluk ¢agi ALL hastalarinin %80-85’i B hiicreli lenfoblastik fenotip, %10-15"1 T
hiicreli fenotiptir (Silverman, 2010). Pre B hiicreli losemilerde, prognoz daha iyidir. T
hiicrelilerde kotiidiir. Olgun B hiicreli 16semilerde, NHL tipi tedavi ile prognoz daha iyi
diizeye ulasmistir (Celkan, 2007).
2.2.6.5 Genetik Ozellikler

Kromozomal sayisal diizensizlikler ve translokasyonlar genelde c¢ocukluk c¢agi
16semilerinin baglangicindaki olaylardir ya da hastaligin olugmasini saglayan ilk olaylardandir.
Cocukluk cag1 losemilerine 6zgii spesifik genetik degisiklikler, hastaligin tanis1 ve tedaviye
yanitin izlenmesi acisindan olduk¢a Onemlidir. Bu genetik degisiklikler, ayni zamanda
hastaligin prognozu agisindan da onemli bir gosterge olusturmaktadir (Yakut ve Giilten,
2005).

Hipodiploidi, MLL, t(9;22), (1;19) kétii prognozu belirler. Hiperdiploidi, trizomi 4, 10, 17
ve t(12;21) de ise, prognoz iyidir (Celkan, 2007; Silverman, 2010).
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Cizelge 2.5 . Kromozomal bozukluklarin prognozla iligkisi (Celkan,2007)

Kromozon anomalisi 5 yillik yasam sansi
=50 %80
47-50 %90
66-73 ? iyi
82-94 ? <%60
Normal dipleid 46 kromozom %80
<46 %71
Psododiploid %73
t(1,19) Yogun ted (- %53
t(4,11) %45
t(9,22) %14

2.2.6.6 Cinsiyet

Prognozun genel olarak kizlar da, erkeklere gore daha iyi oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle baz1 protokollerde erkeklere daha yogun veya daha uzun tedavi verilebilmektedir. Bu
durum testikiiler niiksiin ve T lenfosit kokenli hastalik oraninin, erkeklerde sik goriillmesinden
kaynaklanmaktadir (Hammond et al., 1986; Tekgiindiiz ve ark., 2010).
2.2.6.7 Tedaviye Erken Yamt

En 6nemli prognostik gostergedir. Steroid yaniti, sekizinci giin periferik kan yaymasinda
blast sayisi, yedinci, onbesinci ve otuziigiincii giin kemik iligi blast oranlar1 tedavi yaniti
acisindan 6nemli ipuglaridir. Kemik iligi, blast sayisina gére M1: % 5’den az blast sayisi, M2:
%35’den fazla, %25 veya %?25’den az, M3: %25’den fazla olarak tanimlanir. M3’{in prognozu
M2’den, M2’nin prognozu da M1’den daha koétiidiir (Celkan, 2007).
2.2.6.8 Merkezi Sinir Sistemi Tutulumu

Tan1 sirasinda MSS tutulumu varsa prognoz, radyoterapi ve daha yogun intratekal
tedavilere ragmen kotiidiir (Celkan, 2007).
2.2.7 Tedavi

ALL, her yasta goriilebilen, ¢ocukluk yas grubunda kemoterapiye iyi yanit veren bir
16semi tiirtidiir. Son iki ila ti¢ dekatta, mevcut tedavi yaklagimlari ile ALL’li gocuklarin biiyiik
bir boliimii ve eriskin hastalarin bir kismu basarili bir sekilde tedavi edilebilmektedir (Tiftik ve
ark., 2000). Akut lenfoblastik l6semilerde tedavi esas olarak supportif bakim, kemoterapi,
kemik iligi nakli ve diger (immiinoterapi, biyoterapi) tedavi yaklagimlarindan olusmaktadir

(Mutlu, 2005).
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2.2.7.1 Supportif Bakim (Destekleyici Tedavi):

Tani sirasinda hastalarin genellikle enfeksiyonu, kanamasi, anemisi, bozuk bdbrek ve
karaciger fonksiyonlar1 vardir. Hastalardan tan1 konulunca hemen elektrolitler, iire, {irik asit,
kreatinin, kalsiyum, fosfor ve olas1 enfeksiyonlar1 saptamak amaci ile kan, idrar kiiltiirleri
alinmalidir. Bu amagcla hastalara agri, kanama ve enfeksiyon tedavileri uygulanmaktadir.
2.2.7.2 Kemoterapi

ALL, her yasta goriilebilen, cocukluk yas grubunda kemoterapiye iyi yanit veren bir
l6semi tiirtidiir. ALL hastalari, teshisten hemen sonra kemoterapiye baslamalidir. Temel amag
kanda veya ilikte hi¢ l16semik blast hiicreleri kaniti olmayan remisyona ulastirmak, normal kan
hiicreleri olusumunu geri getirmek ve kan hiicreleri sayisin1 normal diizeyine dondiirmektir
(http://www.hematology.org/). Tedavi de hangi ilaglarin kullanilacagi hastanin yasina, kanda
bulunan losemi hiicrelerinin sayisina ve tipine bagl olarak belirlenir. Kemoterapotik ilaclar,
16semik hiicrelerin ¢ogalmasini engelleyerek, oldiiriir. Fakat kemoterapi saglikli hiicrelerin
olimiine de yol agabilir. Bu nedenle, ALL hastalarinda yan etki olarak bulanti, halsizlik,
yiiksek enfeksiyon riski goriilebilir (Tiftik ve ark., 2000).
2.2.7.2.1 Indiiksiyon Tedavisi

Indiiksiyon tedavisi terimi, tedavinin baslangi¢ evresi i¢in kullanilir. Kullanilan &zellikli
ilaglar, kullanim ve verilis zamanlar1 hastanin yasi, 16seminin belirli 6zellikleri ve hastanin
genel sagllk durumu gibi bazi faktorlere baghdir. Bazi ilaglar karistirilabilir
http://www.hematology.org/). Tedavi ortalama dort ila alti hafta siirer. Arkasindan remisyon
degerlendirmesi i¢in kemik 1ligi almir. Kemik iliginde, blast sayis1 %5’den az olmasi
amagclanir. Tam remisyon i¢in ayrica kan tablosu normal sinirlara ulagmalidir. Tedavinin bu
doneminde kortizon, vinkristin, antrasiklin ve L-asparaginaz kullanilir. Tiim bu ilaglarin
kullanilmasima ragmen, %2 olguda remisyon saglanamayabilir. Yine bu donem hastalarin
tedavi komplikasyonlart ve enfeksiyonlardan dolayi en sik kaybedildigi donemdir (Celkan,
2007).
2.2.7.2.2 Santral Sinir Sistemi Profilaksisi

ALL hiicreleri, genellikle “meninksler” olarak adlandirilan beyin ya da omurilik
zarlarinda toplanirlar. Tedavi edilmezlerse meninksler 16semi hiicrelerini barindirabilir ve
bdylece bu bolgede yineleme goriiliir. Bu nedenden dolay1 “merkezi sinir sistemi profilaksisi”

olarak adlandirilan tedavi, bu bdlgelerde de uygulanir. Tedavi methotrexate gibi ilaglarin
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spinal kolona enjekte edilmesinden, ya da X isinlariyla merkezi sinir sisteminin
kaplanmasindan olusur. Bazen iki tedavi yontemi de kullanilir (http://www.hematology.org/).
2.2.7.2.3 Giiclendirme Tedavisi

Tedavinin bu boliimiiniin amaci, saptanabilen blastlarin temizlendigini varsayarak
ortalama dort aylik bir tedaviden sonra, sakli kalabilen tiim blastlar1 temizleyerek olast niiksi
engellemektir (Celkan, 2007). Tam remisyonu takiben uygulamaya baglanir. Rezidii blastlarin
ortadan kaldirilmas1 amaglanir. Indiiksiyondaki ilaglarla, capraz direng olusturmayan ilaclar
kullanilarak yapilir (Neimenger and Sallan, 1993). Dikkat edilmesi gereken ortalama alt1 aylik
bir tedavi sonrasinda hastanin febril nétropeniden kaybedilmemesidir.
2.2.7.2.4 idame Tedavisi

Remisyon elde edildikten ve MSS profilaksisinden sonra tedaviye devam edilmezse
hastalik kisa siire i¢cinde niikseder. Bu nedenle, remisyon saglandiktan sonra niiksleri 6nlemek
ve dolayisiyla remisyon siiresini uzatmak i¢in yogun konsolidasyon tedavileri ile birlikte
ayrica diisiik dozda antilésemik ajanlarla idame kemoterapisi uygulanir (Kurt ve Cetinkaya,
2006). Idame tedavisi, ALL tedavi siirecindeki en uzun fazlardandir ve genellikle devamli tam
remisyon saglanmasi i¢in, iki ila ii¢ y1l kadar devam edebilir (Seibel, 2008).
2.2.7.2.5 Kemik iligi Transplantasyonu (Kit)

Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu (HKHT), malign ve malign olmayan
hastaliklarda, ti¢ dekattan daha fazla siiredir tedavi yaklasimlarindan biridir. HKHT, kok hiicre
kaynagi olarak kemik iligi, periferik kan ya da kordon kani kullanilarak elde edilen kok
hiicrelerin, ¢ogu zaman hazirlayici bir rejim uygulamasi sonrasinda, bazen de direkt olarak,
hastaya intravendz olarak verilmesiyle gerceklestirilmektedir. HKHT, bir vericiden alinan
hematopoetik kok hiicrelerin (HKH), bir alictya verilmesi islemidir. HKH, ii¢ cesit kan
hiicresine (eritrositler, 16kositler ve trombositler) de farklilasma 6zelligine sahiptir. HKHT,
otolog ya da allojeneik olabilir (Hazar, 2008).

Otolog HKHT: Bu transplantasyon yonteminde kullanilan kok hiicreler, hastanin kendi kemik
iligi yada periferik kanindan elde edilir. Toplanan hiicreler, olasi tiimorden ayiklama
isleminden (purging) gegirilebilir ve dondurularak saklanir. Daha sonra olguya kemik iligini
yok eden hazirlayici rejim (kemoterapi ve/veya radyoterapi) uygulanir. Ardindan, daha 6nce

aliip dondurulmus kok hiicreler eritilerek damar yoluyla olguya geri verilir. Hazirlayict rejim,
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alicida kalan tiimor hiicrelerini ortadan kaldirmak amaci ile kullanilir. Verilen kok hiicrelerin
aliciya uyum saglayip, fonksiyona baglamasi i¢in yaklasik ti¢ ila alt1 hafta geger

Allojeneik HKHT: Bu tedavi yaklasiminda kok hiicreler, alic1 ile HLA agisindan uyumlu bir
vericinin periferik kanindan, kemik iliginden ya da gobek kordon kanindan elde edilir. Daha
sonra olguya kemik iligini yok eden hazirlayici rejim (kemoterapi ve/veya radyoterapi)
uygulanip ardindan kok hiicreler verilir. Hazirlayici rejim, alicida kalan tiimor hiicrelerini
ortadan kaldirmak ve vericiden gelen hiicrelere karsi alicinin immiin yanitin1 baskilamak
amaci ile kullanilir. Allojeneik transplantasyon da, otolog transplantasyonun aksine, toplanan
kok hiicrelerle, olas1 bir tiimdr hiicrelerinden bulasma riski yoktur (Hazar, 2008).

Tam remisyon bir de, ALL tanili hastalarda HKHT endikasyonu, olgularin %8-10"unu
olusturan yiiksek riskli ALL hastalar1 i¢in gegerlidir. Bir¢ok ¢alisma grubu verilerine gore, bu
grup hastalarin olaysiz sagkalim hizlar1 %50’den daha diisiiktiir. HKHT nun yararli olacagin
gosteren risk faktorleri, bazi molekiiler biyolojik belirtegler (minimal rezidiiel hastalik gibi) ya
da kromozomal degisiklikler (t(9;22), t(4;11) gibi), kotii prednisolon yaniti ve baslangi¢
tedavisine direnctir. Erken kemik iligi relaps1 gelisen hastalarin, baslangicta konvansiyonel
kemoterapiye yanitlari iyi olmasina karsin, kisa siirede progressif hastalik gelismesi nedeniyle,
prognozlari kotiidiir. Bu hastalarda tam remisyon iki de, tam uyumlu kardes donor (MSD) ya
da iyi uyumlu akraba dis1 donor (MUD) allojencik HKHT endikasyonu vardir. Bu dondrler
bulunamazsa alternatif olarak, kord kani, tam uyumlu olmayan akraba dis1 donér (MMUD) ya
da haploidentik aile i¢i dondr kullanilabilir. Otolog HKHT endikasyonu, ge¢ kemik iligi
relapsi ya da ekstramediiller relaps gelisen hastalar i¢in onerilebilir.

Allojenik kok hiicre nakli yapilan ALL’li hastalarda, bes yillik sagkalim yaklasik %50
olarak bildirilmektedir. Otolog nakilde 6lim riski, allojenik nakile gore daha azdir fakat
hastaligin niiks etme riski fazladir
2.3 Hematolojik Malignitelerde Genetik Tam1 Yontemleri
2.3.1 Sitogenetik Yontemler

Sitogenetik yontemler, genetik hastaliklarin prenatal ve postnatal tanisinda, kanser rutin
calismalarinda ve temel tip arastirmalarinda sik kullanilan 6nemli bir tan1 yontemidir.
Gelistirilen yeni sitogenetik analiz yontemlerinin hematolojik malignitelerde kullanimi, bu

hastaliklarin etiyopatolojisinin anlasilmasinda ¢ok 6nemli bulgular vermistir (Giiran, 2005).

23



Son yillarda, 16semi hastalarinin hayatta kalma siirelerinde ilerlemeler olmasina ragmen
hastalarin 6nemli bir kismu [6semiye direng, relaps ve/veya kemoterapinin siddetli erken toksik
etkisi nedeniyle 6lmektedirler. Ayrica pek ¢ok hasta kemo ve radyoterapinin geg¢ ortaya ¢ikan
yan etkileriyle miicadele etmekte ve hayat kaliteleri diismektedir. Ortak olarak kullanilan
klinik, hematolojik ve immunolojik prognostik faktorlere ilave olarak karyotip analizinin,
cocukluk cagr ALL’sinde, digerlerinden bagimsiz olan bir prognostik degeri oldugu
kanitlanmistir. Kotii prognoz belirtisi olan, 6zel translokasyonlar (BCR-ABL, MLL-AF4)
tedavinin se¢iminde belirleyici olarak kullanilmaktadirlar. Tedavi protokollerinde yer almiyor
olsa da hiperdiploidi veya TEL/AMLI1 yeniden diizenlenmesi iyi prognoz belirtisidir ve
karyotipi normal hastalarla ayni tedavi protokoliinii gérmekte olup, bunlara 6zel, diisiik risk
protokolii uygulanmamaktadir. Karyotip ve FISH sonuglar1 hastalarin prognozu hakkinda
onemli bilgiler vermektedir. Bu nedenle en dogru ve etkili yontemi kullanarak genetik sonuca
ulagmak, 16semi hastalarinin tedavi protokollerinin belirlenmesinde 6nem tagimaktadir (Soysal
ve ark., 2009).

Losemilerde ornek, genellikle kemik iligi aspirasyon materyalinden elde edilir. Eger
kemik iligi aspirasyon materyali elde edilemezse, kemik iligi biyopsi materyali de
kullanilabilir. Beyaz hiicre sayis1 10000/ml’den fazla, immatiir miyeloid ve lenfoid hiicre orani
%]10’dan fazla olan olgularda periferik kan hiicresinden de sitogenetik calisma yapilabilir
(Pala, 2005).

Kromozom Inceleme Yéntemleri
- Floresans bantlama yéntemi: Cogunlukla “Quinacrine” kullamlir. Ozellikle 1, 9, 16
numarali kromozomlarin sentromerik ve akrosentrik bolgeleri ve Y kromozomunun

polimorfik varyasyonlar1 gozlenir.
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Human female
Q-bands

Sekllzs Q bantlama
- Giemza bantlama: En sik kullanilan yontemdir. Kromozomlarin, elde edilen bant

ozelliklerine gore, hem fonksiyonel hem de yapisal kompozisyonu yansitilmaktadir.
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Sekil 2.9. G Bantlama
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- Konstitutif heterokromatin bantlama: C bantlama da denir. Ciinkii satellit DNA’s1 insitu
hibridizasyon ile koyu boyanan C bant bolgelerini gostermektedir.
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Sekil 2.10. C bantlama

- Reverse bantlama: G bantlama ile koyu boyanan bélgeler agik, agik boyanan bolgeler koyu
boyanir.

Sekil 2.11. G ve R bantlama

- NOR(Nucleator organizer region) boyama: Giimiis ile 6zel boyama yontemidir. Giimiis

boyama ile akrosentrik kromozomlarin kisa kollarin1 boyayarak, belirginlestirir.
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Sekil 2.12. NOR bantlama

- Floresan In situ hibridizasyon (FISH): Bu yontem denatiire haldeki kromozomlara

floresan ile isaretlenmis problarin baglanmasina bagli bir yontemdir. Bu teknik ile bircok gen

veya kromozom bdlgesi ile ilgili bilgi elde edilebilmektedir (Giiran, 2006).

Sekil 2.13.Floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi

Klasik bantlama yontemlerinde analizi yapilan materyalin metafaz hiicresi olmasi, 16semi

olgularinda yeterli ve kaliteli metafaz elde edilememesi arastiricilart yeni teknikler

gelistirmeye itmistir. Hem interfaz hem de metafaz hiicrelerinde analize olanak saglayan FISH

yontemi ve tiim genomdaki aberasyonlar1 ayn1 anda taramaya olanak saglayan aCGH yontemi
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son yillarda kromozomal aberasyonlarin analizinde uygulanan konvansiyonel sitogenetik
yontemlere alternatif olarak gosterilmeye baglanmistir.
2.3.2 Real Time PCR Yontemi

Arastirmacilarin, bir milyar kattan daha fazla DNA’nin belirli pargalarini ¢ogaltmaya
olanak saglayan PCR’1n devrimci metodu “real time PCR”, 1980’lerde Kary Mullis tarafindan
kesfedilmistir (Valasek and Repa, 2005). Gen anlatiminin analizini degistiren bu metod ile
geleneksel PCR yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. PCR ¢ogaltimini goriiniir hale getiren
ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA
ile dogru orantili olarak arttif1 bir ¢ogaltma yontemidir. Bir¢cok isimlendirilme yapilan bu
teknoloji, yabanci yayinlarda “kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif real time PCR” gibi
cesitli adlarla da isimlendirilmektedir.

Kantitatif real time PCR (Q-RT-PCR) sayesinde kanser ¢alismalarinin farkli alanlarinda,
gen anlatimini sayisal bir deger olarak 6lgmek miimkiin olmaktadir (Sayitoglu, 2005). Ayrica
biyolojik orneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere doniistiirme ve
mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme en ¢ok kullanilan alanlarini olusturmaktadir.
Bu amaglarla kullaniminin yani sira tek nokta mutasyonlarini belirleme, patojen belirleme,
DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti, SNP analizi, kromozom bozukluklarinin tespiti gibi
calismalarda da kullanim alanlar1 mevcuttur (Giinel, 2007).

Q-RT-PCR’in, fiizyon genlerinin eksprese ettigi transkriptlerin saptanmasinda gerek
sitogenetik, gerekse molekiiler sitogenetik (FISH) yontemlere gore iistiin yonleri vardir. Bu
istiinliigiin nedeni bir milyon hiicreden bir tanesindeki degisimi bile saptama olanagina sahip
olmasidir. Kromozomal kaynakli sayr ve yapt kusurlarimin yani sira, cocukluk cagi
l6semilerinde, 6zellikle bazi tiimor siipresor genlerinde olusan delesyon ya da mutasyonlar da
goriilmektedir. Bunlar baslica p53, pl19, pl6 ve BCL-2 genlerinde goriilmektedir. Ornegin;
p16 tiimdr supresor genindeki homozigot delesyonun karsinogenik siirecin erken asamalarinda
rol aldigi ve ALL’lerde kotii prognoz ile uyumlu oldugu bilinmektedir (Yakut ve Giilten,
2005).

DNA amplifikasyon ilerlemesini, Q-RT-PCR, ger¢ek zamanli olarak izlemeye olanak
saglamaktadir. Bu 6zel kimyasallar ve problar tarafindan gergeklestirilir. Genellikle, PCR
igindeki kimyasallar, 6zel floresan problar igerir. Bu problar “Ozgiil Floresan Isaretli Problar”
((FRET) Fluorescence Resonance EnergyTransfer), Tagman, Molecular Beacons, Scorpion
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Primerleri, Hibridizasyon Problar1) ve “Ozgiil Olmayan Floresan Isaretli Problar” (Syber
Green |, Etidyum Bromid) olmak lizere ikiye ayrilir (Sayitoglu, 2005; Valasek and Repa,
2005).

2.3.2.1 Ozgiil Olmayan Belirleme Sistemi

SYBR Green I: Spesifik olmayan c¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda “SYBR Green I”
yontemi kullanilir. Bu yontemde kullanilan floresan boya sadece c¢ift zincirli DNA’ya
baglandigindan, ¢ogalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak real time PCR cihazinda
okunan floresanin miktar1 da es zamanli olarak artar. “SYBR Green I”” en fazla kullanilan boya
cesitidir.

Cogaltimin basinda, reaksiyon karisiminda cift zincirli DNA molekiili, primerler ve
“SYBR Green I” boyas: bulunmaktadir. Bagli olmayan serbest DNA molekiilii ¢ok az bir
floresan 1s1ma yapar. Primerler baglanip uzama bagladiginda boya molekiilii ¢ift zincirli
DNA’nin arasina girer ve floresan yayillimi baglar. Baslangigtaki dongii boyunca sinyal
zayiftir; Uriin miktar1 arttikca floresan miktart hizla artar ve bu artig cihazin monitoriinden
izlenebilir.

Bu yontem optimize edilmis PCR sartlarinda ve dizayni iyi yapilmis primerler ile ¢cok

fazla sayida hedef genin ¢ogaltilmasina olanak verir (Giinel, 2007).

Sekil 2.14. Syber Green 1 yontemi (http://www.dkfz.de/gpcf/lightcycler480.html)
2.3.2.2 Ozgiil Belirleme Sistemi
DNA pargasinin c¢ogaltilmak istenilen bolgesi, ©6zel bir bolge ise bu bdlgenin
saptanmasinda floresan isaretli problar kullanilir. Bu tekniklerin basinda “TaqMan” prob,
“Molecular Beacon”, “Light-up” prob, hibridizasyon prob ve “Scorpion” primer gibi floresan

isaretli problar kullanilarak yapilanlardir.

29


http://www.dkfz.de/gpcf/lightcycler480.html

“TaqMan® Probe” yontemi: Tagman sisteminde, 5° ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle
isaretli, prob kullanilmaktadir. Probun 5’ ucunda raportor florokrom, 3’ ucunda ise baskilayici
florokrom bulunmaktadir. Prob, tek sarmal hale getirilen hedef molekiil tizerinde, primerlerin
baglanma boélgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob-hedef molekiil arasindaki
hibridizasyon devam ettigi siirece, raportor florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’ ugtaki
baskilayic1 florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik asite
baglanmasin takiben baslatilan primer uzamasi, probun baglandig1 noktaya kadar geldiginde,
sentezin devam edebilmesi i¢in Taq DNA polimeraz enzimi 5’ —3’ niikleaz aktivitesini
kullanarak probu 5’ uctan yikmaya baslar. Boylece raportor florokrom serbest hale geger ve
sinyal olusturur. Her siklusta iiretilen amplikon miktarina paralel olarak sinyal siddeti

artmaktadir (Durmaz, 2001).

a Denature ‘Q Reporter fluorescence quenched
— —~————— V7 N
R <D

Primer Probe

Anneal \; Reporter fluorescence quenched

] ~

Extend Reporter fluorescence detected

Sekil 2.15. “TagMan® Probe” Y 6ntemi

“TagMan® Probe” yonteminde mutasyon tespiti ile birlikte sayisal degerlere de
ulagilabildiginden arastiricilar i¢in avantaj saglar. Bu yontem standart bir protokolii, kolay bir
dizayn1 ve ¢ok az bir optimizasyonla gerceklestigi i¢in hem allelik diskriminasyon hem de
ekspresyon profilinin ¢ikartilmasinda kolaylikla kullanilir (Giinel, 2007).

Molecular Beacons (Molekiiler boncuk) yontemi : Molekiiler boncuk yontemi, hem yapisi
hem de calisma prensibi ile “TagMan® probe” ve “SYBR Green I’ yonteminden ¢ok farklidir.
Sa¢ tokasi seklindeki yapmin yuvarlak ug¢ kismi, gogaltilacak DNA ile komplementer tek

zincirli DNA dizisini igerir. Bu yapinin diiz olan u¢ kisimlarinda, iki adet florokrom boya
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icermektedir. Bunlardan baskilayict olan, diger boyanin floresansini engeller. Molekiiler
boncuk probu soliisyon igerisinde serbest halde iken i1s1ma yapmaz. Cogaltilmak istenilen
DNA bolgesi, PCR ile ¢ogalmaya basladiginda, prob, hedef DNA dizisine gore dizayn
edildiginden birbirleri ile karsilastiklarinda konformasyonu degisir ve diiz, ¢ift zincirli hale
gecer. Ciinkii bu yap1 termodinamik olarak sa¢ tokasi seklinden daha kararlidir. Molekdiler
boncuk, hedef niikleik asit dizisi ile hibridize olur olmaz boncuk molekiiliiniin yapisi

degistiginden ve boyalarda birbirlerinden uzaklastigindan floresan miktar1 artar. Bu teknikte,

olusan floresanin 6l¢iimiine dayanmaktadir (Gtinel, 2007).

Target

Molecular
beacon

Q
Reporter Quencher

Sekil 2.16. Molekiiler boncuk yontemi (http://www.pri.wur.nl)

Molekiiler boncuk yonteminin en fazla kullanmildigir alanlar; genetik tarama, SNP
calismalari, farmakogenetik calismalardir. Bu yontemde prob dizayni ¢ok onemlidir ve
optimal sartlar saglanmadiginda 6zellikle uygun sicaklik bulunamamissa probun sa¢ tokasi
seklindeki yapist degismeyeceginden, ortamda hedef DNA dizisi bulunsa bile floresan 1sima
elde edilemeyebilir.

Hibridizasyon prob yontemi: Bu yontem Roche tarafindan “LightCycler” PCR cihazinda
kullanilmak iizere gelistirilmistir . Iki farkl1 prob dizayn edilmistir. 3> ucunda floresans isaretli
boya (donor), 5' ucunda alic1 boya (acceptor) bulunmaktadir. PCR reaksiyonu sirasinda bu iki
prob, hedef niikleik asit dizisine baglanip birbirine yaklastiginda bir enerji yayilimi olur
(FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer). Enerji “donor” boyadan “acceptor” boyaya
transfer olur. Bu enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari, PCR siiresince olusan

tirtin miktari ile dogru olarak artar (Chaplin et al., 1999).
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Sekil 2.17. Hibridizasyon Problari (http://mbg.jrc.ec.europa.eu)
2.3.2.3 Real time PCR Yoénteminin Avantaji
Real time PCR yontemi, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gdsteren
floresan sinyalinin Olcililmesiyle, kantitatif sonug¢ alinabilen bir PCR yoOntemidir. Sicaklik
dongiileri ve floresan okunmasi, ayni cihaz i¢inde ve aym tiip icinde gerceklesmektedir.
Boylece hedef bolge, elektroforeze gerek kalmadan kisa bir siire i¢inde saptanabilmektedir.
Ayni cihaz igerisinde hem ¢ogaltma isleminin, hem de ¢ogaltilan iirlinleri saptama isleminin
yapilabilmesi, bu yontemi ¢ok pratik bir yontem haline getirmistir (Pinar, 2009). Ayrica tiipler
acilmadan test tamamlandig1 i¢in kontaminasyon riski de azalmaktadir (Valasek and Repa,
2005). Konvansiyonel dl¢iimlerden bin kat daha az RNA ile calisilabilinir ve iki kat artmig
degisimi bile belirleyebilme hassasiyetindedir. Timor hiicrelerinin ilag direnglerinden
kemoterapi taramalarina ve timor evrelerinin molekiiler saptanmasina kadar uzanan bir ¢ok
farkli alanda gen anlatimini sayisal bir deger olarak 6l¢gmek miimkiin olmaktadir. Bu yiizden
kanser ¢aligmalarinda da 6nemli bir yeri vardir (Sayitoglu, 2005)
2.3.2.4 Real time PCR Yoénteminin Dezavantaji
Real time PCR yontemi bir tarama degil, saptama yontemidir.Bu yiizden sadece &nceden
belirlenmis aberasyonlarin saptanmasinda kullanilir. Ayrica standardizasyon problemi
oldugundan dolayi, optimize etmek zordur.
2.3.3 Yiiksek Ciktili BAC Tabanh Molekiiler FISH Analizleri

“Yiiksek ciktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri” yontemi FISH ve BAC tabanh
aCGH tekniklerini kapsayan kompleks bir yontemdir.

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH), radyoaktif olmayan molekiil ile kimyasal olarak
degistirilen DNA problarinin immiinolojik ya da afinite reaksiyonlarini kullanarak kromozom
veya kromozom pargalarinin floresans olarak goriintiilenmesine olanak saglayan bir tekniktir.
Bu yontemle sayisal ve yapisal anomalileri hem interfaz hem de metafaz hiicrelerinde
saptamak miimkiindiir (Pala, 2005). Bu teknikle kromozomal DNA veya RNA’nin hiicre

yapist bozulmaksizin incelenebilmesi, yontemin en 6nemli 6zelliklerinden birisidir. Kolay

32


http://mbg.jrc.ec.europa.eu/

uygulanabilir olmasi, duyarliligi ve giivenilirliginin yiiksek olmasi, diger molekiiler DNA
hibridizasyon yontemlerine gore rezoliisyon giicii, mozaisizm tanist gibi avantajlarinin olmasi
FISH tekniginin molekiiler tekniklerdeki ilerlemelere paralel olarak gelismesine ve genis bir
uygulama alani1 bulmasina neden olmustur (Durak, 2006).

Belirli bir kromozomal bolgenin veya DNA kesiminin FISH yontemi ile goriiniir hale
gelebilmesi i¢in o bolgeye spesifik bir probun kullanilmas: gerekir. FISH yonteminde, hedef
DNA/RNA molekiiline komplementer isaretli niikleik asit dizisine “prob” denir. Problar
haptenler, florokromlar, enzimler veya kolloidal altin ile isaretli olabilirler. Ancak bugiin
pratik olmalar1 ve ticari olarak bulunabilmeleri nedeniyle direkt ve florokromlarla isaretli
problar kullanilmaktadir. Aranan anomalinin dogru bir sekilde tespit edilebilmesi i¢in amaca
uygun prob se¢imi ¢ok dnemlidir (Bayani and Squire, 2004).

Molekiiler sitogenetik metodlart (ISH, FISH, CGH), Klasik sitogenetik yontemlerle
tanimlanamayan kromozomal mikrodelesyonlar ve yeniden diizenlenmeleri ortaya koyma
olanag: saglar. Sitogenetikte rutin GTG bantlama tekniginde dort Mb’ten biiyiik, HRB (High
Resulotion Banding-ikibin band diizeyinde) tekniginde de iki Mb’den biiyiikk olan
diizensizlikler saptanabilmektedir. Bu boyutlardan daha kii¢lik olan yapisal diizensizlikler
ancak FISH (bir ila iic Mb) ile saptanabilmektedir. interfaz niikleusunda kromozomlar daha az
yogun ve metafaza gore on ila yirmi kat daha uzun oldugu i¢in rezoliisyon yiiz kb’ye kadar
cikabilir. FISH analizi metafaz kromozomlarinin yani sira interfaz niikleusunda da analizi
olanakl1 kilmas1 nedeniyle kanser genetiginde 6nemli bir tan1 testi olarak kullanilabilmektedir
(Durak, 2006).

FISH I6semilerde; 16semi tipine ait spesifik karyotipik yapiyr belirlemek, hastaligin
relapsinda karyotipik degisikligi belirlemek, kemik iligi nakli sonrasi hastanin kemik iliginde
olusan hiicre popiilasyonunun orjininin belirlenmesi gibi amaglar i¢in kullanilmaktadir
(Basaran, 1996)

Sitogenetik ve molekiiler sitogenetik yontemlerin dayandigi teknolojiden kaynaklanan
bazi smirlamalar1 ortadan kaldiracak bir molekiiler genetik/sitogenetik yontem olarak
“kargilastirmali genomik hibridizasyon” (comparative genomic hybridization(CGH)) ortaya
ctkmustir. 1k gelistirildiginde CGH analizi i¢in substrat olarak normal metafaz kromozomlar1
kullanilmistir.  (Kallioniemi et al., 1992). Ancak klasik CGH yontemi zorlugu ve

degerlendirme kriterlerinin gili¢liigli nedeniyle pratik uygulamada yayginlasamamistir. CGH
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yonteminin artilarin1 daha da gelistiren, hassasiyet ve ozgiilliiglinii artiran, uygulama ve
degerlendirme zorluklarini ise azaltan bir yontem olan “Dizi karsilastirmali genomik
hibridizasyon” (aCGH) yontemi kullanilmaya baslanmustir.

aCGH, geleneksel sitogenetik ve molekiiler sitogenetik tekniklerin iizerinde avantajlara
sahiptir (Shaffer and Bejjani, 2004). Dizi karsilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH),
segmental genomik CNV’leri genom boyunca yiiksek ¢oziiniirlilkte taramay1 saglayan bir
tekniktir. Bu teknik, yavas yavas sitogenetik yontemlerin yerini almaya ve klinikte rutin tani
araci olmaya baslamistir. Klinik olarak kullanilan aCGH platformlarinin ¢ogu kromozomal
anodploidiler, iyi karakterize mikrodelesyon/mikroduplikasyon sendromlari ve subtelomerik
veya diger dengesiz kromozom diizenlenmelerini tespit etmek igin tasarlanmistir. Buna ek
olarak insan genomu boyunca dagilmig, 6nemi tam olarak bilinmeyen ¢ok sayida CNV’leri de
ortaya cikarabilmektedir. aCGH tekniginin, zeka geriligi, otizm, multipl konjenital anomali ve
dismorfizmi olan hastalarda, segmental genomik CNV’leri saptama o6zelligi yiiksektir ve
hastalik geninin kesfi ve prenatal tanida teshis i¢in gii¢lii bir ara¢ haline gelmistir. Bu teknik
ayni zamanda, kanser arastirmalarinda, tanisinda, siniflandirilmasinda ve farkli malignitelerin
onceden tahmin edilmesinde umut verici bilgiler gostermektedir (Shinawi and Cheung, 2008).

Bu teknikte, test i¢in esit miktarda etiketli DNA ve referans DNA 6rnegi, hedef DNA
iceren dizi ile hibridize edilmektedir. Hasta ve kontroliin genomik DNA’s1 farkli renkteki
florokrom olan Cyanine 3 (Cy3) ve Cyanine 5 (Cy5) ile isaretlenmektedir. Cy5 ve Cy3 iki
farkli boya olup farkli emme ve uyarilma 6zelligine sahip olmalarindan dolay iki farkli renk,
kirmizi ve yesil olarak iretilirler. Tekrarlayan dizilerin hibridizasyonundan kaynaklanan
hatalar Cotl-DNA’nin eklenmesiyle bloke edilmektedir. Bu iki 6rnek karigtirilir ve hedef
genomik DNA igeren lekelenmis cam slaytlarla hibridize edilmektedir. Slaytlar mikroarray
tarayicist kullanilarak gorlinti dosyast bi¢iminde taranilmaktadir ve uygun bilgisayar
programlariyla yorumlanilmaktadir (Shinawi and Cheung, 2008). aCGH metodunda metafaz
kromozomlar1 kullanilmak yerine, prob olarak bilinen kiigilk DNA segmentlerinin diizenli bir
sekilde yerlestirilmesiyle tasarlanan slaytlar kullanilmaktadir (Lucito et al., 2003).

DNA problarinin uzunlugu ve araliklari, farkli aCGH platformlarimin genomik
¢oziiniirliiklerini belirlemektedir (Shinawi and Cheung, 2008). aCGH teknolojisinde iki ana
metod kullanilmaktadir: BAC (Bakteri Yapay Kromozomu) ve oligoniikleotitler. BAC’lar

uzun DNA pargalarinin bakterilerde klonlanmasi amaciyla kullanilan bir vektor tipidir
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(Nussbaum, 2005). BAC tabanli aCGH’lerin yiiksek hassasiyeti sayesinde, ilk genomik diziler
hayata gecirilmis ve rutinde kullanilan tek kopya degisiklikleri saptanabilmistir (Wicker,
2007). Kullanilan aCGH datalarimin ¢ogu, BAC aCGH kullanilarak olusturulmustur.
BAC’larin uzunlugu 150 ile 200 kb arasinda degismektedir (Ylstra et al., 2006).
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Sekil 2.18. aCGH tekniginin basamaklari

FISH ve BAC aCGH metodlarini baz alan, “yiiksek ciktili BAC tabanli molekiiler FISH
analizleri” yonteminde, hedef gendeki genomik degisikliklerin bulunmasi ve haritalanmasi
BAC problart sayesinde, FISH metodu esas alinarak saglanmaktadir. Bu metod konvansiyonel
tekniklere gore daha hizli ve daha kolay analiz saglamaktadir. Bu sayede hematolojik
malignitelerin tanisal ve prognostik takibinde bu yontem oldukca 6nemli olmaktadir.
2.3.3.1 Yiiksek Ciktih BAC Tabanh Molekiiler FISH Analizleri Yonteminin Avantaji

Insan genomunun tiimiindeki DNA kopya sayis1 degisimlerini analiz etmek igin Yiiksek
ciktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri gii¢lii bir yontemdir (Saito et al, 2011). En
Oonemli avantaji, ayn1 anda genomdaki bir¢ok delesyon/duplikasyonu tarayarak, hizli sonug

elde edilmesi ve giivenilir olmasidir. Konvansiyonel sitogenetik yontemi, tiimdr hiicrelerinden
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metafaz elde etmenin zor olmasi ve elde edilen metafazlarin morfolojilerinin kotli olmasindan
dolay1 yapisal ve sayisal anomalilerin belirlenmesinde yetersiz kalabilmektedir. Deneyin uzun
siirmesi ve analizinin zor olmasindan dolayr kisitlamalara neden olmaktadir. Yiiksek c¢iktili
BAC tabanli molekiiler FISH analizleri, konvansiyonel tekniklere gére daha hizli ve daha
kolay analiz saglamaktadir. Ayrica sitogenetik yontemlerle belirlenemeyen mikrodelesyon ve
mikroduplikasyonlarin tanimlanmasina da olanak saglanamaktadir. Otomasyona adapte
edilebilir olmasi nedeniyle rutin analizlerde kullanilma avantaji bu teknolojinin hizla
yayginlagsmasina neden olmustur. Bu ylizden hematolojik malignitelerin tanisal ve prognostik
takibinde bu yontem oldukg¢a 6nemlidir.

2.3.3.1 Yiiksek Ciktih BAC Tabanh Molekiiler FISH Analizleri Yonteminin Dezavantaji
Yiiksek ciktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri yonteminin bir¢ok avantajinin yaninda
bazi dezavantajlart da mevcuttur. Genomdaki dengeli translokasyonlari saptayamamasi bu
yontemin en onemli dezavantajidir. Ayrica bu teknolojinin diger konvansiyonel tekniklere

gore pahali olmasi aragtirmacilar kisitlamaktadir.
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3. GEREC-YONTEM
3.1. Yontem

Calismada, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi T1ibbi Genetik laboratuarina rutin
tan1 amagl, genetik inceleme igin Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk
Hematoloji Servis ve Polikliniginden ve Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk
Onkoloji Servis ve Poliklinigi tarafindan gonderilen 29 hasta yer aldi. Calismadaki hastalar;
cinsiyet farki gozetmeksizin 0-18 yas arasi ALL tanisi/6n tanisi almis olanlar arasindan
secilmistir. Her bir hastadan, mor kapakli EDTA’l1 hemogram tiipiine yaklasik 3 ml periferik
kan alindi ve kan materyalinin 500 uL kadar yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH
analizi ¢alismasi i¢in genomik DNA izolasyonunda kullanildi. DNA izolasyonu igin MagNA
Pure Compact Niikleik Asit izolasyon Kiti | (Roche Diagnostic GmbH Germany) kullanilds.
DNA Kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kantitesi ise spektrofotometre (NanoDrop ND-1000;
NanoDrop Technologies,Wilmington, DE) kullanilarak tayin edildi. Yiiksek ¢iktili BAC
tabanli molekiiler FISH analizi platformu olarak CytoChip Focus Haematology (BlueGnome
Limited, Cambridge, UK) slayti kullanildi. Yeterli kalite ve kantiteye sahip hasta DNA’s1 ve
referans DNA (Human Genomic DNA: Male/Female; Promega Corporation, Madison, USA)
CytoChip protokoliine uygun olarak lekelendi. Lekelenen hasta DNA’s1 ile referans DNA
birlestirildi ve protokole uygun olarak CytoChip Focus High Throughput FISH analysis
(BlueGnomeLimited, Cambridge, UK) formatindaki slaytlar ile 47°C’lik su banyosunda
(GFLR, 1003,Germany) 16-21 saat hibridizasyona birakildi. Hibridizasyon siiresi sonunda
CytoChip protokoliine uygun olarak yikanan slaytlar, Agilent Mikroarray G2505B tarayici
(AgilentMicroarray Scanner; Agilent Technologies, Palo Alto, CA) ile tarandi. Goriintii
yogunlugu verileri kaydedildi ve BlueGnome’un BlueFuse Multi v2.0 (BlueGnome Limited,
Cambridge, UK) analiz programi kullanilarak analiz edildi. Analiz sonrasi elde edilen goriintii
ve gen listesi kaydedildi. Hastalardan alinan periferik kan 6rneginin 500 uL kadar1 kantitatif
real time PCR ¢alismasi i¢in RNA izolasyonunda kullanildi. RNA izolasyonu i¢in HighPure
RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) kullanildi. RNA
kantitesi spektrofotometre (NanoDrop ND-1000; NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)
kullanilarak tayin edildi. Yeterli kalite ve kantiteye sahip hasta RNA’larindan, cDNA
sentezlendi (LightCycler R t(9;22) Quantification Kit, RocheDiagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). Elde edilen cDNA o6rneklerinden t(9;22)(LightCycler R t(9;22) Quantification Kit,
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Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) ve t(4;11) (Way2Gene Tibmolbiol
Syntheselabor Gmbh, Berlin, Germany) translokasyonlar1 LightCycler 1.5 (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany) cihazinda saptandi ve LightCycler Software v3.5 (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) yazilim programinda kantifikasyon ve erime egrisi
analizleri gergeklestirildi.
3.1.1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

Toplanan 6rneklerden, MagNA Pure Compact Instrument cihazi kullanilarak magnetik
yontem ile DNA elde edildi. Calisma da DNA eldesi igin MagNA Pure Compact Niikleik Asit
izolasyon Kiti I (Roche. Diagnostics GmbH, Germany) kullanildi. Izolasyon kitinin kartusu
cihazin yuvasma yerlestirildikten sonra hastanin 500 pL o6rnegi 2 ml’lik ependorf tiipe
konularak cihazda ilgili yerlere yerlestirildi. Son olarak DNA toplanacak (elution) tiipler
cihaza yerlestirildikten sonra cihaz g¢alistirilarak 25 dakika i¢inde 100 pL izole edilmis DNA
elde edildi. 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslar spektrofotometre (NanoDrop, ND-
1000 ) kullanilarak 6l¢iildii. A260/A280 orani 1,7 ile 2,0 arasinda olan DNA’lar ¢alismaya
alind1.
3.1.2. Periferik Kandan RNA Izolasyonu

Toplanan orneklerden High Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) kullanilarak RNA izolasyonu islemi ger¢eklestirildi.
1. 1,5 mP’lik eppendorf tiipe 1000 pl Red Blood Cell Lysis Buffer ve 500 pl kan veya kemik
iligi pipetlendi.
2. Karisim 15-25 C*’de 10 dakika calkalandi.
3. Sonrasinda karisim 2500 rpm, 15-25 C*’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildu.
Pelletin tizerine 1000 pl Red Blood Cell Lysis Buffer eklendi.
4. Karisim 2500 rpm, 15-25 C”’de 3 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atildi. Pellet lizerine
200 pl PBS ve 400 pul Lysis/Binding Buffer eklenip karigim 15 saniye vortekslendi.
5. Karigimin tiimii High-Pure Filter kolonuna eklenip 8000 g’de 15 saniye santrifiij edildi.
6. Kolonun dibinde toplanan siv1 atildi. Filtre yeni bir 2 ml’lik toplama tiiptine konuldu.
7. Filtreye 500 pl Wash Buffer I eklendi ve 8000 g’de 15 saniye santrifiij edildi.
8. Kolonun dibinde toplanan siv1 atildi. Filtre yeni bir 2 mI’lik toplama tiipiine konuldu.
9. Filtereye 500 ul Wash Buffer II eklendi ve 8000g’de 15 saniye santrifiij edildi.

10. Kolonun dibinde toplanan s1v1 atildi. Filtre yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine konuldu.
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11. Filtreye 200 ul Wash Buffer II eklendi ve maksimum devirde 2 dakika santrifiij edildi.
12. Kolonun dibinde toplanan siv1 atild1.
13. Tiip bos olarak maksimum devirde 1 dakika santrifiij edildi.
14. Filtre 1,5 ml’lik eppendorf tiip igine yerlestirildi ve iizerine 50 pl Elution Buffer eklendi.
15. Oda sicakliginda 1 dakika inkube edildikten sonra 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Filtre atildi. Elde edilen RNA miktar1 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslar
spektrofotometre (NanoDrop, ND-1000) kullanilarak olgiildii. A260/A280 oran1 1,8 ile 2,0
arasinda olan RNA’lar ¢aligmaya alind.
3.1.3. DNA ve RNA’larin Kantite ve Kalite Tayini

DNA ve RNA’larin kantitesi NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington,
DE) cihazinda DNA i¢in DNA-50, RNA i¢in RNA-40 opsiyonu kullanilarak yapildi. DNA ve
RNA’larin 260/280 oranlarinin 1,8-2,0 arasi; 260/230 oranlarinin ise 2,0 ve iizeri olmasina

dikkat edildi.

Sekil 3.1. NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)

DNA ve RNA’larmn kalite tayinleri agaroz jel elektroforez yontemi ile yapildi. On islem
olarak 1XTBE hazirlandi. Bu islem i¢cin 100 mL 10XTBE (Tris, Borik Asit, EDTA-
AppliChem, Germany) 900 mL distile su i¢inde ¢oziildii. %1°lik agaroz jel hazirlamak igin
0,5g agaroz tartilip 50 ml 1XTBE igerisinde kaynatilarak ¢oziildii. C6ziinen agaroz jelin igine
2 pL etidyum bromid eklenerek jel iginde homojen olarak dagilmasi saglandi. Katilasmayacak
kadar sogutulan agaroz ¢oOzeltisi tarak iceren jel tablasina dokiilerek jelin polimerlesmesi
beklendi. Jel igine yerlestirilmis tarak cikartildiktan sonra olusan kuyularin ilkine markir

yiiklendi. Ornek iiriin miktar1 80-100 ng olacak sekilde, 1,5 pL yiikleme boyas1, 5 pL niikleaz
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icermeyen su ile karistirilarak pipetlendi. Jel elektroforez tanki giic kaynagina baglandi ve 50
amper, 100 voltta 60 dakika yiiriitildi. Jelde yiiriitillen dirtinler UV transillumiinator ile
gorlntiilenip, fotografi ¢cekilerek degerlendirildi.

3.1.4. Yiiksek Ciktih BAC Tabanh Molekiiler FISH Analizi Metodu

3.1.4.1. DNA Lekeleme

1. 0,2 mI’lik PCR tiiplerine DNA miktar1 50 ul de 400 ng olacak sekilde niikleaz icermeyen su
ve genomik DNA konuldu. DNA ve niikleaz icermeyen su miktar1 23 pl olacak sekilde
ayarlandi.

2. Lekeleme karigimi asagida verildigi gibi hazirlandi ve genomik DNA uzerine eklendi.

Lekeleme Karigimi Miktar
Reaction buffer 10 ul
Cy3-dCTP veya Cy5-dCTP | 1 ul
Primer solution 10 ul
dCTP-Labelling Mix 5ul
Toplam Hacim 26 pl

3. Ornekler 94 C*’de 5 dakika inkube edilip, siire sonunda buz iistiinde 5 dakika bekletildiler.
4. Karisimin iizerine 1 pl Klenow enzimi eklendi.
5.2000 g’ de 30 saniye santrifiij edildi.
6. Karisim 37 C*’de 16-20 saat inkiibasyona birakildi.
7. Inkiibasyon sonras1 karisima 5 ul EDTA solusyonu pipetlendi.
8.2000 g’de 30 saniye santrifuj edildi.
3.1.4.2. DNA’ nin Piirifikasyonu
Piirifikasyon asamasinin ilk basamagint Autoseq ™ G50 kolonlarinin hazirlanmasi iglemi
olusturdu.
1. Kolonlar vortekslendi.
2. Kolonlarin kapaklari ortadan agilip, dip kisimdaki kapak kirildi.
3. Kolonlar 2 mI’lik toplama tiiplerine yerlestirilip 2000 g’de 1 dakika santrifiij edildiler.
4. Toplama tiipleri atild1. Kolonlar 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere yerlestirildi.
5. Ornekler kolonlara yiiklenip 2000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
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6. Kolonlar atildi. Piirifiye olmus drnekler NanoDrop, ND-1000 cihazi kullanilarak A260nm
(DNA), A550 (Cy3) ve A650 (Cy5) absorbans degerleri dl¢iildii. DNA miktarmin 180-325 ng/
ul ve boya katilim miktarinin 6-15 pmol / pl olmasina dikkat edildi.
3.1.4.3. Orneklerin Kurutulmasi
1. Her bir hasta DNA’s1 ile Referans DNA’s1 ayni tiipte birlestirildi.
2. Birlesimin iizerine 25 pl COT-1 Human DNA eklendi.
3. 60 C*’de, yliksek vakumda, 60 dakika ornekler kurutuldu.
3.1.4.4. Hibridizasyon

Hibridizasyon islemine gegmeden once 20XSSC (Sodyum Salin Sitrat) ve 2XSSC +%50
formamid karisimi hazirlandi. 20XSSC; 175,3 gr NaCl (3M’lik) ve 88,2 gr Sodyum Sitratin
tartilip 1000 ml’ye kadar deiyonize suyla tamamlanmasiyla hazirlandi. Bu karigimin
¢ozlinmesi magnetik karistirict kullanilarak saglandi. Elde edilen 20XSSC’nin pH’1 7 olarak
ayarlandi. 2XSC + %50 formamid karisimi; 1ml 20XSSC (pH: 7), 5 ml formamid ve 4 ml
deiyonize su konularak hazirlandi. Daha sonra slayt kutusu igerisine kurutma kagitlart
yerlestirildi ve 2XSSC + % 50 formamid karigimi ile kurutma kagitlarinin ¢ok iyi 1slanmasi
saglandi. Bu 6n hazirliklardan sonra asagidaki basamaklara gecildi.
1. Kurutulan Ornekler iizerine 75°C’de isitilmig Dekstran Sulfat (DS) Hibridizasyon
soliisyonundan 21 pl eklendi.
2. Ornekler 75°C’de 10 dakika denatiire edildi. Pelletin iyice ¢dziinmesi elle karistirilarak
saglandi.
3. Ornekler tekrar 75 °C’de 10 dakika denatiire edildi.
4. Her 6rnekten 19 pl CytoChip Focus High Throughput FISH analysis slaytlarina yiikleme
yapildi.

Sekil 3.2. Yiikleme yapilan slaytlar
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5. Yiikleme yapilan slaytlar nceden hazirlanmis olan slayt kutusunun igerisine yerlestirildi ve

slayt kutusu parafinle sarild1 (Sekil 3.2.).

6. Icerisinde yiikleme yapilan slaytlar olan slayt kutusu 47 °C’ lik su banyosunda 16-21 saat

hibritlenmeye birakildi.
3.1.4.5. Yikama

Yikama islemine gegcmeden Once asagida gosterilen soliisyonlar hazirlandi.

2XSSC + %0,05 Tween20 Karisimu Hazirlanisi
100 ml 20XSSC (pH =7)
+0,5 ml Tween20 — 1000 ml’ ye tamamland1
1XSSC Hazirlamisi
+25 ml 20XSSC (pH=7) — 500 ml’ye tamamlandi.
0,1XSSC Hazirlanisi
*5 ml 20XSSC (pH=7) — 1000 ml’ ye tamamlandi.

1. 3 adet 1000 mI’lik cam kap ve 1 adet sale ¢ikarildi.

2. Yikama islemine gegmeden 6nce HYBEX inkiibator igerisine 0,1XSSC soliisyonu koyulup

sicakligin 60 C*’ye ¢ikmasi saglandi.

3. Yikama islemi asagidaki kosullar altinda gergeklestirildi.

Yikama Solusyonu Kosul Islem
Salede 2xSSC + %0,05 Tween 20 Oda sicakligr | 2 dakika icerisinde
lamellerin diismesi
saglandi
1.Kap 2xSSC + %0,05 Tween 20 Oda sicakligr | CytoChip Focus High
10 dakika Throughput FISH
manyetik analysis
karistirict ile | slaytlar1 yikandi
2.Kap 1xSSC Oda sicakligr | CytoChip Focus
10 dakika HighThroughput FISH
manyetik analysis
karistirici ile | slaytlar1 yikandi
HYBEX 0,1x SSC HYBEX CytoChip Focus High
Inkubator Inkiibator Throughput FISH
igerisinde 5 analysis
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dakika slaytlar1 yikand1

bekletildi

3.Kap 0,1xSSC Oda CytoChip Focus High
sicakliginda | Throughput FISH
1dakika analysis slaytlart
bekletilir yikand1

A caunon
Sekil 3.3. HyBex inkiibatorde yikanan slaytlar

4. Yikanan slaytlar falkon tiipe yerlestirildi.

5. 200 g’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra hizli bir sekilde ¢ikartilip, tarama islemine
gecildi.

3.1.4.6. Tarama

1. Slaytlar Haematology kisimlari iiste gelecek sekilde tarayici kasetlerine yerlestirildi.

Sekil 3.4. Tarayici kasete yerlestirilen slayt
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2. Tarayic1 karuselinde “Home” pozisyonu haricindeki numarali her yere slayt’lar

yerlestirilebilir (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. Tarayici karuseline yrlestirilen slaytlar

3. Agilent tarayici yazilim programi, masa iistiindeki “Agilent Scan Control” ikonu yardimiyla
acildi.

4. Tarama islemi agagidaki ayarlara gore yapildi.

Slayt Slayt’lar karusel {izerinde ka¢ numaral
pozisyonlarda yerlestirilmigse isaretlendi
Tarama alan1 (Scan Region) 52 x 19.50 mm

Channels (Kanallar) Red&Gren

Resolution (Rezoliisyon) 10 um

TIFF 16 bit

PMT %100

XDR Isaretlenmeyecek

Browse Tarayicidan ¢ikan goruntiiniin kayit yeri secildi

5. Ayarlama islemi bitince “Scan Slot” ikonuna basild1 ve tarama islemi bagslatildi.
3.1.4.7. Veri Analizi

Tarama isleminden sonra elde edilen veriler TIF uzantili dosyalardir. Bu dosyadan,
Feature Extraction yazilim programi ile txt, xml, pdf gibi uzantis1 olan ve slayt hakkinda
cesitli bilgiler i¢eren dosyalar olusturuldu. Bu dosyalardan pdf uzantililar, kalite kontrol (QC-
Quality Control) dosyalar1 olup hibridizasyonun kalitesi hakkinda ¢esitli parametreler

sunmaktaydi. Sonuglarin dogrulugu i¢in kalite kontrol dosyalarindaki parametreler kontrol
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edildi. Veriler BlueFuse Multi v2.0 analiz programi araciligiyla analiz edildi. Analiz
asamasindan sonra elde edilen goriintii ve gen listesi kaydedildi.

3.1.5. Kantitatif Real Time PCR Metodu

3.1.5.1. cDNA sentez asamasi

1. 1(9;22) (Light cycler t(9;22) quantification kit) kitinin igerisinden ¢ikan ii¢ standart (9a,9b
ve 9c), pozitif kontrol, negatif kontrol ve hastalar i¢in birer 0,2 m1’lik PCR tiipleri hazirlandi.
2. Her bir hasta i¢in hazirlanmis olan PCR tiiplerine 10uL hasta RNA’s1 pipetlendi. Thermal
cycler (Applied Biosystems 2720) da 65°C’de 10 dakika denatiire edildi.

3. Tiip sayis1 kadar agagida gosterilmis olan cDNA karigimi hazirlandi.

Materyal Reaksiyon Basina
H>O 4,4 ul
RT Buffer 4,0 nl
Random Primer p(dN)s 0.2 nl
AMYV Reverse Transcriptase 0.4 nl
RNase Inhibitor 0,6 nl
Deoxynucleotid mix 0.4 nl

4. Karisimdan 0,2 mI’lik tiiplere 10’ar pl pipetlendi.
5. Thermal cycler cihazinda asagida verilen PCR protokolii uygulandi.

Sicaklik (°C) Stire (Dakika)

37°C 60 dakika
65°C 10 dakika
4°C o0

6. Elde edilen cDNA 6rnegi -20°C’de muhafaza edildi.
3.1.5.2. t(9;22) LightCycler (LC) asamasi

cDNA eldesinden sonra LC agamasi icin asagida verilen 2 farkli karisim hazirlandi.

GO6PDH Karisimu BCR-ABL Karisimi
Materyal Reaksiyon bagina Materyal Reaksiyon bagma
H.O 9,2 ul H,O 6,8 ul
Reaction mix, 10x 2 ul Reaction mix, 10x 2l
G6PDH Detection mix 3.8 ul t (9:22) Detection mix 6,2 ul

1. Her bir 6rnek igin 2 tane LC kapiller tiipii kullanildi.
2. Hastaya ait cDNA 6rneginden SuL kapiller tiipii igerisine pipetlendi.
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3. cDNA’lar tizerine 15uL G6PDH ve BCR-ABL karisimi pipetlendi.

4. Kapiller tiipler LightCycler 1.5 (Roche Diagnostic GmbH, Germany) cihazina yiiklendi ve

asagida gosterilen programlarda ¢alisma gergeklesti.

Denatiirasyon

Dongii program verileri Deger
Dongii sayisi 1
Analiz modu Yok
Sicaklik Hedefi Segment |
Hedef Sicaklik (C°) 95
Inkiibasyon Zamani 00:30
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0
Basamak Olgiisii 0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0
Kazanim modu Yok

Amplifikasyon

Dongii program verileri Deger

Daéngii sayisi 45

Analiz modu Kantifikasyon

Sicaklik Hedefi Segment | Segment 2 | Segment 3
Hedef Sicaklik (C°) 95 64 72
Inkiibasyon Zamam 00:00:01 00:00:10 00:00:26
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0 20.0 2.0
Basamak Olg¢iisii 0.0 0.0 0.0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0 0 0
Kazanim modu Yok Tek Yok
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Erime Egrisi
Déngii program verileri Deger
Dongii sayisi |
Analiz modu Yok
Sicaklik Hedefi Segment 1 Segment 2 | Segment 3
Hedef Sicaklik (C*) 95 42 80
Inkiibasyon Zamamn 00:01:00 00:02:00 00:00:00
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0 20.0 0.1
Basamak Olgiisii 0.0 0.0 0.0
Basamak Gecikmesi (Dongtilerde) 0 0 0
Kazanim modu Yok Yok Devam
Sogutma
Dongii program veriler1 Deger
Dongii sayisi |
Analiz modu Yok
Sicaklik Hedefi Segment 1
Hedef Sicaklik (C°) 40
Inkiibasyon Zamani 00:00:60
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0
Basamak Olgiisii 0.0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0
Kazanim modu Yok

5. Caligma bittikten sonra kantifikasyon analizi yapildi.

6. Analiz sonrasi ber-abl degeri olanlar pozitif, olmayanlar negatif kabul edildi.

7. Pozitif olanlara sonuglar verilirken, bcr-abl degeri GOPDH degerine boliinerek fiizyon

degeri hesaplandi.
3.1.5.3. t(4;11) LightCycler (LC) asamasi

cDNA eldesinden sonra LC agsamasi i¢in asagida verilen 2 farkli karisim hazirlandi.
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t(4;11) Karisimi

Materyal Reaksiyon basgina
H,0 34
Mg 1.6l
TEL-C primer 2 ul
AMLI1 primer 2 ul
FL prob 2 ul
LC prob 2ul
M mix 2 ul

G6PDH Karisum
Materyal Reaksiyon basina

H.O 9.2l
Reaction mix, 10x 2l
G6PDH Detection mix 3,8 ul

1. Her bir 6rnek i¢in 2 tane LC kapiller tiipii kullanildi.

2. Hazirlanan iki karigim kapiller tliplerine 15uL olacak sekilde pipetlendi.

3. Karigimlar {izerine hastalara ait olan Sul. cDNA 6rnegi ilave edildikten sonra 20 ul’lik

son reaksiyon hacmi standardize edildi.

4. Kapiller tiipler LightCyclerR 1.5 cihazina yiiklendi ve asagida gosterilen programlarda
calisma gerceklestirildi.

Denatiirasyon

Dongii program verileri Deger
Dongii sayisi 1

Analiz modu Yok
Sicaklik Hedefi Segment 1
Hedef Sicaklik (C°) 95
Inkiibasyon Zamani 00:10:00
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0
Basamak Olgiisii 0.0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0
Kazanim modu Yok
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Amplifikasyon

Dongii program verileri Deger

Dongii sayisi 45

Analiz modu Kantifikasyon

Sicaklik Hedeti Segment | Segment 2 | Segment 3
Hedef Sicaklik (C”) 95 55 72
Inkiibasyon Zamani 00:00:10 00:00:10 00:00:30
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0 20.0 20.0
Basamak Olgiisii 0.0 0.0| 0.0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0 0 0
Kazamim modu Yok Tek Yok
Erime egrisi

Do6ngii program verileri Deger

Dongii sayisi 1

Analiz modu

Erime egrisi

Sicaklik Hedefi

Segment 1

Segment 2

Segment 3

Hedetf Sicaklik (C*) 95 40 85
Inkiibasyon Zamani 00:01:00 00:02:00 00:00:00
Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0 20.0 02
Basamak Olg¢iisii 0.0 0.0 0.0
Basamak Gecikmesi (Dongiilerde) 0 0 0
Kazanim modu Yok Yok Devam
Sogutma

Dongii program verileri Deger

Dongii sayist 1

Analiz modu Yok

Sicaklik Hedefi Segment 1

Hedef Sicaklik (C°) 40

Inkiibasyon Zamani 00:00:30

Sicaklik Degisim Hizi (C° /saniye) 20.0

Basamak Olgiisii 0.0

Basamak Gegikmesi (Dongiilerde) 0

Kazanim modu Yok
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4. BULGULAR

Deneyler, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik Laboratuarinda
Subat 2010-Kasim 2011 tarihleri arasinda gergeklestirilmistir. Rutin tan1 amacl genetik
inceleme icin, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Hematoloji Servis ve
Polikliniginden ve Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Onkoloji Servis ve
Poliklinigi tarafindan gonderilen, 0-18 yas aras1t 29 hasta yer aldi. Calismadaki toplam kiz
cocuk sayisi 12 (%41,4), erkek cocuk sayisi ise 17 (%58,6) idi. Calismaya dahil edilen
hastalarin cinsiyet dagilimi gizelge 4.1.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Cinsiyetin hastalar lizerindeki dagilimi

ALL
Cinsiyet Erkek 17
(n,%) (%58,6)
Kiz 12
(%41,4)
Toplam 29
(9%100)

Tiim hastalarin yas ortalamasi 6,79+4,6 (0-18 yas aras1); erkek ¢ocuk hastalar icin yas
ortalamasi 6,71+4,3 ve kiz ¢ocuk hastalar i¢in yas ortalamasi1 6,92+5,3 olarak saptandi. ALL
On tanil1 hastalarin cinsiyetlerine gére yas ortalamasi dagilimlari ¢izelge 4.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.2. ALL 6n tanili hastalarin yas ortalamasi dagilimi

ALL
Erkek 6,71+4.3
Yas (1-13)
(Ortalama + SS) Kiz 6,92+5,3
(Alt - Ust Deger) (0-18)
Toplam 6,79+4,6
(0-18)

Calismaya katilan ALL hastalarindan 2’si (%6) tedavileri sirasinda exitus oldu. Toplam 2
hastanin 1’1 (%50) kiz, 1’1 (%50) erkek idi. Exitus hastalarin yas ortalamasi 9,5 + 12,0 (1-18)

olarak hesaplandi.
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Flow sitometri ile yapilan immiinofenotipik incelemede ALL’li (n=29) olgularin 7’si
(%24,13) pre B ALL, 3’1 (%10,34) B linage akut bifenotipik 16semi, 3’li (%10,34) prekiirsor
B ALL CALLA(+), 1’i (%3.4) ALL CALLA(+), 3’i (%10,34) common pre B ALL, 1’i
(%3,4) T ALL, 3’ 1i(%10,34) common B ALL , 1’i(%3.,4) pre T ALL, 1’i(%3,4) pro B ALL
olarak siniflandirildilar, 6’smin (%20,6) smiflandirma bilgisine ulasilamamistir. Hastalarin
immiinofenotipik olarak siniflandirilmasi ¢izelge 4.3’te 6zetlenmistir. Exitus olan hastalarin
1’i Pro B ALL iken diger hastanin immiinofenotipine ulasilamamustir.

Cizelge 4.3. ALL olgulariin immiinofenotipik olarak siniflandirmasi

ALL
Hasta Sayisi
(n,%)
PreBALL 7(%24,13)
B linage akut bifenotipik 3(%10,34)
I6semi ’
Prekiirsor B ALL CALLA(+) 3(%10,34)
ALL CALLA(+) 1(%3,4)
Common Pre B ALL 3(%10,34)
T-ALL 1(%3,4)
Common B ALL 3(%10,34)
Pre T ALL 1(%3,4)
ProB ALL 1(%3,4)
Bilinmeyen 6(%20,6)

Yapilan yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri sonucu tiim hastalarin
iginde, 17 (%58,6) hastada genomun farkli bolgelerinde, cesitli boyutlarda aberasyonlar
saptanmuistir. Bu 17 hasta igerisindeki 1 (%3,4) olguda bulunan aberasyonlara ek olarak Q-RT-

PCR yontemi ile MLL-AF4 flizyon geni varligi saptanmistir. 17 hasta disindaki 2 (%6,9)
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olguda Q-RT-PCR yontemi ile BCR-ABL fiizyon geni ve MLL-AF4 fiizyon geni varligi
saptanirken, bu hastalarda yiiksek ciktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri sonucu
genom diizeyinde aberasyona rastlanmamistir. Tiim hastalarin 10 (%34,5)’nunda hem yiiksek
ciktili BAC tabanli molekuler FISH analizleri sonucu herhangi bir aberasyonun varligina, hem
de Q-RT-PCR yontemiyle herhangi bir translokasyonun varligina rastlanilmamistir (Cizelge
4.4).

Cizelge 4.4. Olgularda saptanan aberasyonlarin yontemlere gore dagilimi

Yiiksek ¢iktili BAC Q-RT-PCR yontemi Kisi Toplam hasta
tabanh sonucu translokasyon; Sayis1 sayisina gore
molekiiler FISH saptanan olgular:(+) (n) yiizde (%0)
analizleri sonucu saptanmayan olgular: (-)
aberasyon;

saptanan olgular: (+)
saptanmayan olgular: (-)

+ ; 16 %55,2
- + 2 %6,9
+ + 1 %3,4
- - 10 %34,5

ALL olgularinda saptanan aberasyonlar (duplikasyon/delesyon) ¢izelge 4.5 de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.5. Aberasyon saptanan olgularin dagilimi

Saptanan Aberasyon Aberasyonun goriildiigii
hasta sayis1 ve yiizdesi
del(1)(gq32.1q44) 1(%3,4)
dup(11)(q13.4925) 1(%3,4)
dup(8)(q23.3924.3) 1(%3,4)
dup(21)(q11.2¢22.12) 1(%3,4)
del(11)(g23.1925) 1(%3,4)
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dup(X)(g21.31g28) 1(%3,4)
Tri 4 4(%13,8)
Tri 2 1(%3,4)
Tri 6 4(%13,8)
Tri 8 3(%10,3)
Tri 10 4(%13,8)
Tri 14 4(%13,8)
Tri 16 1(%3,4)
Tri 17 3(%10,3)
Tri 18 3(%10,3)
Tri 21 6(%20,7)
Dup X 6(%20,7)
Dup Y 1(%3,4)
del(7p) 1(%3,4)
del(3)(p21.31p21.2) 1(%3,4)
del(14)(q24.3) 1(%3,4)
dup(17)(q21.31925.3) 1(%3,4)
dup(1)(p12qg44)(qter) 1(%3,4)
del(6)(q14.2q16.3) 1(%3,4)
del (12)(p13.31p12.3) 1(%3,4)
del (14)(q32.33) 1(%3,4)
dup (22)(g12.11qter) 1(%3,4)
del (9p) 2(%6,9)
del (11)(q14.1023.2) 1(%3,4)
del Y 1(%3,4)
del(5)(935.2935.3) 1(%3,4)
dup(9)(q21.11g34.3) 1(%3,4)
dup (4)(q34.3935.2) 1(%3,4)
del (6)(q14.3q27) 2(%6,9)
del (9)(p24.3p22.2) 1(%3,4)
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dup (X)(q28)

1(%3,4)

dup (9)(g34.11934.3)qter

1(%3,4)

Toplam 3 (%10,3) olguda, Q-RT-PCR ile translokasyon saptanirken, bu 3 olgunun sadece

1’inde yiiksek c¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri sonucunda aberasyon

saptanmustir. (Cizelge 4.6)

Cizelge 4.6. Q-RT-PCR sonucu aberasyon saptanan olgular

Olgu Cinsiyet Immiinfenotip | Yiiksek ¢iktih Q-RT-PCR Sag Kalim
BAC tabanh sonucu
molekiiler FISH
analizleri
sonucu

1 1/E Pro B ALL Dup X MLL-AF4(+) exitus
Bcer-abl (-)

2 13/E Pre B ALL normal MLL-AF4(+) hayatta
Bcer-abl (-)

3 IK | e normal MLL-AF4(-) hayatta
Bcer-abl (+)

Toplam 17 (%58,6) olguda, yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri sonucu

genomun farkl: bolgelerinde farkli boyutlarda delesyon/duplikasyon saptanmisken, sadece bir

olguda Q-RT-PCR yo6ntemi ile translokasyon saptanmustir.(¢izelge 4.7)

Cizelge 4.7. Aberasyon saptanan olgular

Olgu | Cinsiyet/Yas | Immiinfenotip Yiiksek c¢iktili BAC tabanh QRT-PCR Sag Kalim
molekiiler FISH sonucu
analizleri sonucu
1 |E/No Pre-B ALL del(1)(q32.1q44), dup(11)(q13.4925), | MLL-AF4(-) Hayatta
tri 21 Ber-abl (-)
2 E/5 Prekiirsor B-ALL del(6)(q14.2927), dup(8)(923.3924.3), | MLL-AF4(-) Hayatta
CALLA®) dup(21)(q11.2922.12) Ber-abl (-)
3 E/4 All CALLA(+) del(11)(q23.1925), dup(X)(q21.31q28) | MLL-AF4(-) Hayatta
Bcer-abl (-)
4 K/7 tri 4,6,10,14,17,18,21, dup X MLL-AF4(-) Hayatta
Bcer-abl (-)
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5 E/4 Prekiirsor B-ALL | tri 4,6,8,10,14,17,18,21,dup X,dup Y | MLL-AF4(-) Hayatta
CALLA®) Ber-abl (-)
6 K/5 Common Pre B ALL del(7p) MLL-AF4(-) Hayatta
Bcer-abl (-)
7 E/10 Common Pre B ALL Tri 2, tri 16,del(3)(p21.31p21.2), MLL-AF4(-) Hayatta
del(14)(g24.3),dup(17)(q21.31925.3) Bcer-abl (-)
8 E/2 Common Pre B ALL tri 4,dup X MLL-AF4(-) Hayatta
Bcer-abl (-)
9 K/11 T ALL dup(1)(p12q44) MLL-AF4(-) Hayatta
Bcer-abl (-)
10 E/12 Common B ALL del(6)(q14.2g16.3), MLL-AF4(-) Hayatta
del(12)(p13.31p12.3),del(14)(g32.33) Ber-abl (-)
,dup(22)(q12.1-13.3),tri 10
11 E/l Common B ALL tri 6,8,10,14,18,21 ,dup X MLL-AF4(-) Hayatta
Ber-abl (-)
12 E/13 del (9p),del (11)(q14.1923.2), MLL-AF4(-) Hayatta
del (Y)(p11.31q11.23) Ber-abl (-)
13 K/4 Pre T ALL del(5)(935.2935.3),del(9), MLL-AF4(-) Hayatta
dup(9)(g21.11934.3) Bcer-abl (-)
14 KO | e tri 21, dup (X)(g28) MLL-AF4(-) Hayatta
Bcer-abl (-)
15 E/9 Pre B ALL dup(4)(g34.3g35.2),del(6)(q14,3927), MLL-AF4(-) Hayatta
del(9)(p24.3p22.2),dup(9)(934,11934) | Bcer-abl (-)
16 E/7 Common B ALL tri 4,6,8,14,17,21 ,dup(X) MLL-AF4(-) Hayatta
Ber-abl (-)
17 E/l Pro B ALL dup (X) MLL-AF4(+) Exitus
Bcer-abl (-)

Toplam 10 (%34,5) olguda iki yontemlede aberasyon saptanmamustir. (Cizelge 4.8)

Cizelge 4.8. Her iki yontemle de aberasyon saptanmayan olgular

Olgu Yas/Cinsiyet Sag Kalim Immiinfenotip
6/K Hayatta B linage akut bifenotipik 16semi
12/E Hayatta Prekiirssr B ALL CALLA(+)
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3 3/E Hayatta B linage akut bifenotipik Iosemi
4 6/E Hayatta Bi fenotipik 16semi

5 2/E Hayatta Pre B ALL

6 4/K Hayatta Pre B ALL

7 1K Hayatta | e

8 18/K Exitus | e

9 12/K Hayatta Pre B ALL

10 12/K Hayatta @~ | e

Yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri sonucu, hastalarda saptanan
aberasyonlara ait goriintiiler agagidaki sekillerde gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.3. ALL tanili hasta: del (7p)
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Sekil 4.5. ALL tanili hasta: dup (4)(934.3935.2), del(6)(q14.3q927), del(9)(p24.3p22.2),

dup(9)(g34.11934.3)
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Sekil 4.6. ALL tanili hasta: tri (4,6,8,14,17,21) ,dup (X)
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Sekil 4.7. ALL tanili hasta : tri 4,dup (X)
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Sekil 4.9. ALL tanili hasta: dup (X)
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Sekil 4.10. ALL tanili hasta: del(11)(g23.1925), dup(X)(g21. 31q28)
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Sekil 4.11. ALL tanili hasta: del (9)(p24.3p12),del (11)(g14.1923.2),del (Y)(p11.31911.23)
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Sekil 4.12. ALL tanihi hasta: del(6)(q14.2¢16.3), del(12)(p13.31p12.3), del(14)(g32.33),
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Sekil 4.13. ALL tanili hasta: tri 21, dup (X)(g28)
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Sekil 4.14. ALL tanili hasta: tri (4,6,10,14,17,18,21), dup (X)
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Sekil 4.15. ALL tanili hasta: dup(1)(p12944)
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Sekil 4.16. ALL tanili hasta: del(6)(q14.2927),dup(8)(q23.3924.3),dup(21)(q11.2922.12)
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Sekil 4.17. ALL tanili hasta: del(5)(g35.2935.3), del(9)(p24.3p12), dup(9)(q21.11934.3)
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5- TARTISMA

Hematolojik malignitelerin tanis1 ve hastalarin uygun tedavisi i¢in kromozomal
aberasyonlarin tespitinin 6nemi bilinmektedir. Kromozomal aberasyonlarin tespitinde
konvansiyonel sitogenetik, FISH, Q-RT-PCR yontemleri kullanilmaktadir. Son yillarda
gelismekte olan mikroarray teknolojisi, hematolojik malignitelerin genetik tanisinda yeni bir
sayfa agmistir. Bu yontem ile tespit edilebilen aberasyonlar, tiimor gelisiminde hangi genlerin
ve biyolojik olaylarin sorumlu olabilecegini gosterebilmektedirler. Ayrica mikroarray’ler
kullanilarak yapilan gen ifade profili ¢alismalari, hematolojik malignitelerin patogenezinde
etkili olmaya aday genleri anlamamiza yardimci olmustur. (Akyerli, 2005)

Kromozom andploidileri ve tekrarlayan kromozom translokasyonlart ALL’de sik olarak
gozlenmektedir. Bu kromozomal aberasyonlar, hastaligin klinigini ve prognozunu
etkilemektedir (Veken and Buijs, 2011). Bu sebeple, genetik anomalilerin tanimlanmasi igin
kromozomal aberasyonlarin tespiti ve bununla baglantili olarak ilgili bolgedeki genlerin
16semi ile baglantist arastirilmaktadir.

Yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri ile, kromozomlardaki delesyon ve
duplikasyonlar kisa bir siire igerisinde ayni anda tespit edilebilmektedir. Tan1 ve prognostik
acidan, tanimlanmis dengeli kromozom anomalilerinin saptanmasinda Q-RT-PCR yontemi de
siklikla kullanilmaktadir. Calismamizda, ALL o6n tanili 29 c¢ocuk hasta {izerinde
gerceklestirdigimiz yiiksek ciktili BAC tabanli molekiiller FISH analizleri ve Q-RT-PCR
calismasi sonucunda ¢esitli aberasyonlar tespit ettik.

ALL’de en sik goriilen sayisal anomali, 21. kromozom kazanimlaridir. Bu anomali B-
hiicreli ALL fenotipiyle iliskilendirilmis olup, ¢ocukluk ¢agi ALL’sinde 47-50 ve 50 iizeri
kromozom igeren ploidi gruplarinda sirasiyla %40 ve %80 oraninda gozlendigi
bildirilmektedir. 21. kromozomun kazanimi tek olarak bulundugunda, iyi prognozla iligkili
oldugu bildirilmistir. 47-50 kromozomlu grupta, +21 ile birlikte, kotli prognozla iligkisi olan
baska aberasyon bulunmadiginda, bu aberasyon cocukluk cagi ALL’si i¢in oldukca iyi
prognozu gostermektedir. Ayn1 ploidi grubundaki yetiskinlerde ise prognostik etkisi yoktur.
Kromozom 21’in igerdigi genlerin l0semi patogenezine etki mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamis olup, 21q22 bdlgesinin kritik bolge olabilecegi diisiiniilmektedir
(http://atlasgeneticsoncology.org). Jarosova ve arkadaslarinin, ALL tanili 65 ¢ocuk hasta
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tizerinde yaptig1 konvansiyonel sitogenetik, FISH ve aCGH ¢alismasinda, en sik rastlanan
aberasyonun %35 oranla (23 olguda), 21. kromozomun artist oldugunu rapor edilmistir
(Jarosova et al., 2000). Bizim ¢alismamizda bu anomaliye 6 olguda (%20,7) rastladik ve
calismamizdaki en sik rastlanan aberasyonlardan biri olarak literatiirle uyumlu bulunmustur.

X kromozomunun kayb1 veya kazanct diger kromozomal anomalilerle beraber
goriilebilmektedir ve basta cocukluk ¢agr ALL’si olmak iizere, neredeyse biitiin hematolojik
malignitelerde tanimlanmistir (Yamamoto et al., 2004). Ancak, ALL’de tek basina anomali
olarak ender goriilmektedir. Larramendy ve arkadaslarinin ¢ocukluk ¢agi ALL sinde CGH ile
DNA kopya sayis1 degisimlerinin tespiti ve benzer ¢aligmalardan yapilan derleme sonucunda,
193 hastada, X kromozomunun artisint %26 oraninda bulduklarini rapor etmislerdir.
(Larramendy et al.,1998). Bizim calismamizda ise %20,7 (6 olguda) oraninda bulduk.
Larramendy ve arkadaslar1 X ve 21. kromozomun artisin1 %26-27 oraninda c¢alismadaki en sik
aberasyon olarak bildirmislerdir. Calismamizda X ve 21. kromozomun artigin1 ayni oranda, en
stk goriilen aberasyon olarak saptayip, benzer calismalarla iligkili oldugunu diisiinmekteyiz.
Prognoza etkisi tam olarak bilinmemekle beraber, bir ¢alismada X kromozomu kazaniminin
hiicresel c¢ogalma ve farklilasmay1 etkileyen onkogenlerin artisina ve yiiksek onkojenik
potansiyele yol agabilecegi rapor edilmistir (Yamamato et al., 2004). Ayrica bir olgumuzda
t(4;11)’e ek olarak X kromozomunun artigina rastladik. Olgumuz pro B ALL
immiinfenotipinde 1 yasinda olup, tan1 konduktan bir hafta sonra exitus olmustur. Literatiire
bakildiginda t(4;11)’in birlikte en sik X kromozomunun artistyla saptandigini goérdiik
(Johansson et al., 1998). t(4;11), tek basma kotii prognozu goéstermektedir ve komplex
karyotiple prognozun degismedigi diisiiniilmektedir (http://atlasgeneticsoncology.org/).

Calismamizda X ve 21. kromozom artisindan sonra en sik gozlenen trizomiler, %13,8
oranla (n=4) 4, 6, 10, 14, %10,3 oranla (n=3) 17, 8, 18 ve %3.,4 oranla (n=1) 2 ve 16’dr.
Literatiir incelendiginde, benzer ¢calismalarda saptanan kromozom artislar1 karsilastirildiginda,
kromozom artiglarinin oranlarinda farklilikla karsilagilmis olup, bu farkliligin hasta sayisindan
kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz (Karhu et al., 1997; Larramendy et al,1998; Jarosova et al.,
2000; Wong et al, 1998).

9. kromozomun kisa kolundaki sitogenetik anomalilere ¢ocukluk cagi ALL’sinde sikca
rastlanmaktadir. 9p21 bolgesi, tiimor siipresor genleri olan pl16INK4a, p14ARF ve p15INK4b
kodlamaktadir (Nahi et al., 2008). p16 geni, hiicre dongiisiinii kontrol eden birgok genlerden
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biridir ve homozigot delesyonu ALL patogeneziyle iliskilendirilmektedir. Bu bulgunun
klinikle iligkisi 6nemlidir. (Jarosova et al.,2000). Heerema ve arkadaslarimin 1839 yeni tani
almis cocuk ALL hastasinda yapmis oldugu ¢alismada 201 (%11) olguda 9p aberasyonlarina
rastladiklarini rapor etmislerdir ve 9p anomalisi olan hastalarin biiyiik kismimi yiiksek riskli
grup olarak siniflandirmiglardir. 9p anomalisini komplex karyotiple beraber gozlemlediklerini
bildirmiglerdir. 1-9 yas arasi, WBC degeri 50000°den az ve 9p anomalisi olan hastalari
standart risk grubu, yas1 10’dan biiyiik, WBC degeri 50000°den fazla olan olgular1 da yiiksek
risk grubu olarak smiflandirmislardir. 9p anomalisi olan B ALL hastalarim1 i¢in kotii risk
faktorii oldugunu fakat T-ALL i¢in olmadigint rapor etmislerdir. Bizim g¢alismamizda, 3
olguda (%10,3) 9p anomalisi saptadik. Bu 3 olguda da 9p anomalisini komplex karyotiple
beraber gézlemledik. Heerema ve arkadaslarinin calismasina dayanarak, bizimde hastalarimiz
orta ve standart risk tedavi grubuna girmektedir. Standart risk grubunda, 9p anomalisi olan
hastalarda, tedavi basarisizliginin arttirdigini rapor etmislerdir (Heerema et al.,1999).

6. kromozomun uzun kolundaki delesyonlar, en sik olarak ALL, KLL, prolenfositik
16semi ve non-Hodgkin lenfoma gibi lenfoid kokenli 16semilerde gozlenmektedir. B hiicreli
ALL’de, 6q anomalisi prognoza etki etmezken, T hiicreli ALL olgularinda ise 6q anomalisi,
%10-20 oranla en sik gozlenen anomalilerden biridir ve 14ql1 veya del(9p) anomalileriyle
beraber gozlenebilir. 6q delesyonuna sahip olgularin prognozlari, normal diploid karyotipli
olgularla benzerdir. ALL’de, 6q anomalisi %30 oranla tek olarak saptanabildigi gibi,
del(12p)(erken pre B ALL), del(9p)(B ve T hiicreli immiinofenotip) gibi yapisal anomaliler,
t(4;11), t(1;19), t(9;22), t(12;21) gibi spesifik aberasyonlar veya rastgele kromozomal
degisimlerle de beraber gozlenebilmektedir. 6q21 bolgesindeki kaybin, resesif timor siipresor
genlerin yokluguna yol ag¢tig1 ve bunun sonucunda T ve B hiicreli ALL nin meydana geldigi
diigiiniilmektedir. 6q anomalileri, lenfoid 16komogenezisindeki basamaklarda etkiye sahiptir.
6021-22 lokusunun, diagnoz ve relapsta Onemli bir yeri oldugu disiiniilmektedir
(http://atlasgeneticsoncology.org/). Larramendy ve arkadaslarimin literatiirdeki benzer
caligmalarin derlemesiyle yaptig1 ¢alismada, 193 ¢ocukluk ¢cagi ALL’si ile ilgili aberasyonlari
bildirmiglerdir (Larramendy et al., 1998). Calismada, 6q delesyonunu %3 oraninda
bulduklarin1 rapor etmislerdir. Biz 29 olgudan 3(%10,3) olguda 6q bdlgesine ait delesyon
saptadik. 2 olguda del(6)(q14.2927) ve 1 olguda del(6)(q14.2q16.3) saptadik. 3 olguda B

hiicreli ALL immiinfenotipindeydi. 6q aberasyona ek olarak farkli aberasyonlarda saptadik.
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Bu boélgede bulunan tiimor siipresoér genlerin, ALL {izerindeki etkilerine ait c¢alismalara
yogunluk verilebilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda 3 (%10,3) olguda, 11q’ya ait aberasyonlar saptadik. Hastalarimizda

aberasyonlar sirasiyla dup(11)(ql3.4qter), del(11)(q23.1qter), del(11)(ql4.1g23.2)’dir.
Bunlara ek olarak farkli aberasyonlara da rastladik. Benzer calismalarda 11q ile beraber
komplex Kkaryotip gozlenmistir (http://atlasgeneticsoncology.org/). 11. kromozomun uzun
kolunda, en onemli bolge 11g23 bolgesidir. 11q23°deki dengeli translokasyonlar spesifik
klinik 6zellikler ve kotii prognoz ile iligkilidir, ancak 11g23’lin icerdigi delesyonlarin 6nemi
tam olarak aydinlatilamamistir (Harbott et al., 1998). 11q23°te lokalize olan MLL geninin
ALL’nin prognozunda olduk¢a biiyiik rolii vardir. ALL’li bebeklerin anne karnindayken,
11923 anomalisinin meydana geldigine dair ¢ok giiclii molekiiler deliller vardir. MLL geninin
normal hematopoetik biiyiime ve farklilagmada Onemli bir rolii vardir. Bu lokustaki
anomaliler, hematopoetik kok hiicre gelisimin erken sathasinda meydana gelir. MLL geninin,
apoptosis ~ ve  l6komogenezisin  inhibisyonuna  yol  ag¢tigi  disiliniilmektedir
(http://atlasgeneticsoncology.org/). MLL geninin yer aldigi t(4;11) translokasyonunun tim
akut 16semiler igin kotii prognostik 6zellikte oldugu kabul goriirken, diger translokasyonlart
ayn1 kategoriye sokabilecek yeterli takip verisi heniiz bulunmamaktadir (Ozbek, 2006). Bu
konudaki ¢aligmalarin arttirilmast ve bu bdlgedeki delesyonlarin prognoza etkilerinin
aydinlatilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
Calismamizda 1’er kere gozlemledigimiz delesyonlar, del(1)(q32.1qter), del(7p),
del(3)(p21.31p21.2), del(14)(q24.3), del (14)(932.33), del(Y), del(5)(g35.2qter),
del(12)(p13.31p12.3) ve duplikasyonlar ise dup(8)(g23.qter), dup(21)(gll.2922.12),
dup(X)(g21.31qter), dup (), dup(17)(g21.31qter), dup(1)(pl2qter), dup(22)(ql2.11qter), dup
(4)(g34.3qter), dup (X)(q28) seklindedir. Az oranda gozlemledigimiz bu aberasyonlarin
icerdigi lokuslarin, benzer caligmalarda, aberasyonlarimin bildirilmedigi gozlemlenmistir
(Karhu et al., 1997; Larramendy et al., 1998; Jarosova et al., 2000; Wong et al., 1998). Bu
bolgeler hakkindaki yapilan ¢alismalara yogunluk verilmesi ve bu bolgedeki tiimor siipresor
genlerin aydimlatilmasi gerektigini diistinmekteyiz.

Kanser sitogenetiginin iki ana hedefi vardir. Bunlardan birincisi, temel kanser
arastirmalaria yonelik olup, spesifik kromozom anomalilerinin tanimlanmasi, primer ve

sekonder degisikliklerin ve Ozellikle kirik noktalarmin belirlenmesi, bu noktada iiretimi
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degisen ya da iretimi kaybedilen genlerin tanimlanarak, tiimoér gelisimindeki biyolojik
mekanizmalarin aydinlatiimasina olanak saglamaktir. ikincisi ise klinik uygulamalardir. Belirli
kanserlerde primer ve sekonder kromozom degisikliklerinin  bilinmesi, taninin
kesinlesmesinde, prognozda, tedavi protokoliiniin diizenlenmesinde, minimal rezidiiel
hastaligin takibinde biiyilk 6nem kazanmaktadir. Akut lenfoblastik 16semi de karyotip
bulgulari, anlaml1 prognostik bilgi saglamakta ve sitogenetik bulgularin degiskenligi bagimsiz
olarak prognostik dnem tasimaktadir ( Felix and Lange, 1999; Pala, 2005; Sreekantaiah, 2007;
Yakut ve Giilten, 2005). Sitogenetik yontemlerin, hematolojik malignitelerin tanisinda 6nemli
bir yeri oldugu bilinmektedir. Kemik iligi veya periferik kandan elde edilen metafaz
plaklarindan, hastanin karyotip bilgisine ulasilmaktadir. Ancak bu yontemle, deneyin uzun
stirmesi ve analizinin zor olmasi, hastaligin takibi sirasinda olumsuzluklara yol agmaktadir.
Ayrica elde edilen metafaz plaklarinin morfolojilerinin kotii olmasi, sayisal veya yapisal
anomalileri saptamada zorluk ¢ikarmaktadir. Hatta tiimor hiicrelerinin zor kiiltiir olmasindan
dolayr sonu¢ bile verilemeyen durumlar olabilmektedir. Tiim bu zorluklardan dolayi
arastirmacilar yeni bir teknoloji gelistirerek bu zorluklar1 ortadan kaldirmayr amaglamiglardir.
Yeni bir yontem olan yiiksek ¢iktili BAC tabanli molekiiler FISH analizleri, kromozomal
kazang ve kayiplar1 saptamada metafaz plaklarina ihtiyag duymadan, az miktada DNA’dan
sonu¢ vermektedir. Kisa siirede genomdaki aberasyonlar1 yiiksek hassasiyetle tarayip sonug
vermesi gelecekte sitogenetik yontemlerin yerini alacag: diisiindiirmektedir. Ancak bu yontem
dengeli translokasyonlart saptayamamaktadir. Bu yiizden Q-RT-PCR’nin onceden
tanimlanmis dengeli translokasyonlar1 dogru sekilde saptamasi, bu iki yontemin beraber
kullanilmasinin, 16semilerde hem 6n tan1 belirlenmesinde hem de takipteki olgularin genomik
degisikliklerinin izlenmesinde 6nemli sonuglar ortaya c¢ikarmaktadir. Bu kombine yontem
sayesinde, hematolojik hastaliklarin tanisi, hastalik alt gruplarinin belirlenmesi, tedavi
seceneklerinin  degerlendirilmesi  gibi alanlarda yaygin olarak  kullanilabilecegini
diisiinmekteyiz. Bu yontemin, 16semideki degerinin gergek sinirlarinin tespiti i¢in genis hasta

gruplarini i¢eren konfirmatif ¢alismalar gerekmektedir.
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Calismamizda, ¢ocukluk ¢agi ALL 6n tanili 29 hasta yer almistir. Yiiksek ¢iktilt BAC tabanli
molekiiler FISH analizleri sonucu, 17 (%58,6) hastada genomun farkli bolgelerinde, gesitli
boyutlarda aberasyonlar saptanmistir. Bu 17 hastanin 1’inde (%3,4) bulunan aberasyonlara ek
olarak Q-RT-PCR yo6ntemi ile MLL-AF4 fiizyon geni varligi saptanmistir. Hastalarin 2’sinde
(9%6,9) ise yalmizca Q-RT-PCR sonucu olan, MLL-AF4 ve BCR-ABL fiizyon geninin
varligina rastlanilmistir.Calismada yer alan hastalarin 10’unda (%34,5), her iki yontemle de
herhangi bir aberasyon saptanmamustir.

Sonug olarak, bu iki yontemin beraber kullanilmasiyla elde edilen bilgiler, hematolojik
malignitelerin erken tanisinda ve prognozun seyrinin belirlenmesinde yeni bir yaklagim
saglamaktadir. Kisa slirede alinan sonuglar sayesinde erken taniya olanak saglayarak l6semi
tedavisinin etkinliginde olduk¢a onemli bir yer tutacagini diisiinmekteyiz. Benzer verilerin
izleyen calismalarda genisletilmesiyle, klinisyenlere hastaligin seyri ve takibi agisindan

yardimci olabilecek yeni tanisal yaklasimlar elde edilebilecegini diisiinmekteyiz.
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