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1. GIRIiS VE AMAC

Akut fenfoblastik I6semi, son 40 yiida tedavisinde dnemli gelismeler saglanmis,
gocukluk ¢adinin en sik goralen malign bir hastaligidir. Halen ALL'li gocuklarin
2/3'tnden fazlasinda tam kur saglanabilmektedir. Bu bagari 1940-1950'li yillarda etkili
antineoplastik ajanlann tedaviye girmesi, 1960’l yillarda kombine kemoterapi ve
idame tedavisi, 1970'lerde subklinik santral sinir sistemi I6semisi tedavisinin
baglamasi ile kazanmlmigtir. 1970’li yillarda klinik ve laboratuar bulgulardan bazilarinin
prognoza etkili oldugu antagiimig, ancak 1980’li yiltarda, prognoz kriterleri ézellikle
sitogenetik bulgular ile birlikte degerlendirilerek riske gére tedavi gindeme gelmisgtir.
YUksek riskli gruplarda allogeneik hematopoetik k&k hitcre nakli ile kir
sa@lanabilecedi géruimias, imminfenotipleme, molekiler genetik caligmalar ile risk
kriterleri ve buna uygun tedavi segimieri ile de kar orantari artmaya baglamigtir. Uzun
sureli Olaysiz sagkalim, 1965'den 6nce sadece %5 iken, ginimizde %70’'in Gzerine
cikmigtir{1-4). Bu yogun tedavilerle kur oranlarimin artmasina karsin, ciddi akut
komplikasyonlarin yanisira yillar sonra ortaya cikabilen énemli ge¢ komplikasyonlar,
oérmegin ikincil matiyniteler, daha sik olarak gériimeye baglamigtir (3-5). Bu nedenle
tedavideki basariy1 azaltmadan komplikasyonlarin sikh@ini azaltmak veya kir igin
gerektiginde daha yodun tedavi protokollerinin kullamimasini saglamak amaciyla,
ayni tedavileri alan cocuklar arasinda prognozla iligkisi olabilecek ve risk
siniflamasinda kullanilabilecek, klinik-biyolojik &zellikleri saptamaya yonelik birgok
calisma yapilimig ve halen de yapiimaktadir.

Bu cahgmalarda heterojen bir-hastalik olan akut lenfoblastik I6semide cinsiyet, tani
sirasindaki yag, organomegali ve lenf nodlarinin bayUklugl, santral sinir sistemi
tutulumu, mediastende kitle, hemoglobin (Hb), I6kosit ve trombosit sayis;, FAB
siniflamasi, immanfenotip, immi:lnoglob[]lin dizeyi, I6semik hicrelerde myeloid
antijen ekspresyonu, glukokortikoid reseptér dizeyi, HLA tipi, hastanin nitrisyonel
durumu gibi 6zelliklerin, hastaligin seyrini etkileyen énemli prognostik faktérier oldugu
bildirilmigtir (6-14). Tedavideki gelismelerle birlikte, énceleri prognozda istatistiksel
olarak énemli olan bazi klinik ézellikier giderek énemini kaybetmigtir. ALL'de hangi
prognostik faktorffaktdrier en énemlidir ? Risk siniflamasinda ve riske gore tedavide
hangileri géz6ntine alinmalidir ? Bu sorulara kesin, net bir cevap vermek halen

oldukga guctar. Birgok merkez, hastalarda risk faktérierini farkli siniflamakta ve buna



gore degisik tedavi rejimlerini uygulamaktadir. Farkli siniflama ve farkh tedavi de
prognoz kriterlerinin 6nemini degistirebilmektedir.

Son yillarda, I6semik hiicrelerin biyolojik davraniglannin siniflandiriimasinda, genetik
ozelliklerin cok ©6nemli oldugu gbsteriimis ve bazi spesifik kromozomal
transtokasyonlarin varhiginda ( t (1:19), t (9:22), t (4:11) ) prognozun kétir oldudu
- saptanmigtir (15-20). Bu gibi durumlarda, daha yodun kemoterapi ve erken kemik iligi
transplantasyonu  endikasyoniari dogmaktadir.  Aksine, sitogenetik olarak
hiperdiploidinin (tetraploidi hari¢) ve flow sitometrik olarak DNA indeksinin 1.16’nin
tizerinde saptanmasinin, iyi prognoz kriteri oldugu bildirilmistir (6,21). Bu hastalarda,
nispeten daha az toksik olan antimetabolit icerikli kemoterapilerle benzer sonuglar
alinmaktadir.

Risk siniflamasinda en énemli 6zellikler olan genetik anormalliklerin saptanmasinda,
sitogenetik ve molekiler analiz yéntemlerini rutin olarak kurmak ve standart bir
sekilde uygulamak her yerde mtimkiin olmamaktadir. Bununla birlikte DNA indeksinin
1.16'nin tizerinde olmasinin iyi prognoz kriteri oldugu ve kétl prognoz kriteri olarak
bilinen bazr translokasyonlarda ( t (9:22), t (1:19)) ise DNA indeksinin <1.16 oldugu
. bilinmektedir (22-26). Sitogenetik ve molekiler analiz yéntemlerinden her zaman
sonu¢ alinamamasi ve maliyetlerinin yUksek olusu nedeniyle, ilk asamada Flow
sitometrik DNA indeksi ile hastalarin risk siniflandirmasi yapilabilir. Ozellikle DNA
indeksi 1.16'nin Gzerinde olan hastalar, epipodofilotoksinler, alkilleyici ajanlar ve
antrasiklinler gibi kemoterapétiklerden ve bunlarin ciddi yan etkilerinden
kaginabileceklerdir.

Lésemi tedavisinde risk siniflamasr icin DNA indeksinin kullaniimasinin, literattire
yeni bir katkisi olmayabilir, ancak bizim gibi gelismekte olan Ulkelerde, sitogenetik ve
molekuler analiz yGntemlerinin uygulanamadidi veya yeterli sonug alinamadigi I6semi
tedavi merkezlerinde, flow sitometrik olarak DNA indeksine bakilarak hastalarin risk
siniflamasi yapilabilir ve uygun vakalarda kemoterapi toksisitesinin yanisira tedavi
maliyetleri de en aza indirilebilir.

Bu nedenle bu calismada yeni tani almig' ALL’li hastalarimizda DNA indeksi ile
prognoz iligkisinin aragtiriimasi ve rutin kullanima sokulmasi amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Cocukluk cagr akut lenfoblastik i6semileri, son 40 yilda en fazla kanser aragtirmalari
yapilan ve halen genis tedavi gruplarinin yogun ¢aligsmalar yaptigi en énemii maliyn
hastaliklarindan biridir. Tablo 1'de Avrupa ve Amerika’da gesitli I6semi tedavi
merkezlerinin kir oranlari gértimektedir (1,2,27) .

Tablo 1. Cocukluk cagi ALL’sinde 11 uluslararasi ¢aligma grubunun tedavi

sonuglari.

‘Galisma grubu Hasta sayisi Olaysiz sagkalim

(+ SE), %

AIEOP ALL 88(1988-1992) 396 66.6 (2.4), 5 yilik
BFM (1986-1990) ' 998 72 (2), 6yillik
CCG 100 (1983-1989) 3465 67(2), 5 yillik
Dana Farber 85-01(1985-1987) , 220 78(3) 7 yillik
DFW (1986-1992) 243 66.6 (6.5) 5 yulik
Dutch (1984-1988) 291 72 (3) 6 yillik
FRALLE 83 (1983-1987) 559 57 (2) 7 yilik
MRC UKALL X(1985-1990) 1612 62 (2) 5 yillik
POG Alinc + T-cell + infant 2404 66.4 (2.4) 4 yilik
protokolleri (1986-1990)
SJCRH XI(1984-1988) 358 71 (4) 8 yillik
TCCSG L84-11(1984-1989) 490 63.8 (3.2) 7 yilik

2.1. Cocukluk Cagn Lésemilerinin Epidemiyolojisi

Akut lenfoblastik [6semi, gocukluk ¢aginin en yaygin maliynitesidir, tim ¢ocukluk ¢ag
kanserlerinin ¥4'Unii ve yeni tani I6semilerin de %’0nu olugturmaktadir. Amerika
'Birlegik Devletleri'nde 15 yas alti gocukluk ALL insidansinin ~ 3.4/100 000 ve pik
insidansi da 34 yas arasinda oldugu bildiriimektedir (28-30).

“Survaillance, Epidemiology and End Results (SEER)’ verilerine gére, ABD'de
1973'den 1991°e kadar cocukluk ALL insidansinda % 20'lik kimulatif bir artis
olmu§tur; Bu artig, cocuk veya ebeveynlerinin gevresel zararli etkenlere drnedin
elektromanyetik alan, diyetteki nitrit iceri§i, pestisidler ve iyonize radyasyona daha



fazla maruz kalmasina baglanmistir. Ancak giinumizde bu faktdrlerin hicbirisinin ALL
gelisimiyle direkt baglantisi gdsterilememisgtir (29,30).

Dinyada siklik, yas dagilmi ve ALL altgruplar belirgin cografik farkiliklar
gostermektedir, bu da genetik yatkinlik ve cgevresel faktorlerdeki degiskenlige
baglanmaktadir(27).

2.2. Genetik Sendromlar, Kromozomal Anomaliler ve Ailesel Ozellikler

Bazi yapisal genetik defektlerin ( trizomi 21, konjenital immln yetmezlik, ataksi
telenjiektazi), cocuklarda ALL insidansini arttirdigi gésterilmistir (31 )‘. Ornegin Dawn
sendromunda, ALL ve AML riski 10-20 kat artmistir. Ayrica Bloom sendromu,
nérofibromatozis, Schwachman sendromu ve Fanconi anemisinde de bu risklerin
arttigi bilinmektedir. Down sendromlu bazi AML vakalarinda, kromozom band 21q22
bélgesinde AML-1 geni tanimlanmgtir.

Losemiler genellikle translokasyon, delesyon ve insersiyonlari igceren kazanilmis
somatik mutasyonlarla karakterize klonal hemopatilerdir. Akkiz somatik mutasyonlar,
sikiikla normal hematopoezde anahtar rol oynayan proteinleri kodlayan genlerin
ekspresyonunu veya yapilarini bozmaktadir. Translokasyon anomalileri daha sik
géruimektedir. Ornedin infantlarda, kromozom band 11923'deki MLL geni hem AML
hem ALL geligimi ile iligkiliyken, t(8:21) AML-M2 ‘de, {(15:17) M3'de, trizomi 8 AML'de
ve 1(9:22) ve t(1:19) da ALL’de saptanmaktadir (32,33).

Lésemilerdeki ailesel yidiima, kahtsal predispozan bir faktérden veya ortak gevregel
bir faktérden kaynakianabilir (34). ALLli cocuklarin kardeslerinde, normal
populasyona gdre ALL gelisme riski 2-4 kat fazladir ve bu risk monozigotik ikizlerde
daha yiksek olup ¢zellikle de hayatin ilk birka¢ yilinda ortaya ¢ikmaktadir (2,35,36).
Molekuler caligmalar, monozigotik ikizler arasindaki bu konkordansin kalitsal genetik
bir mutasyondan ziyade ortak plasental dolagsima bagl oldudunu géstermektedir.
Ortak plasental dolasim yoluyla intrauterin metastaz varli§i gésterilmisgtir. llging
olarak, identik ikiz ¢iftinde monoklonal orjinli olan ve sirasiyla 9 ve 11 yaslarinda
ortaya ¢ikan geg baslangich T hicreli 16semi bildirilmistir (36). Sonugta, gocukluk
caginda I6seminin baglangicinin intrauterin etkilenmeye bagli olabilecegi 6ne
surGlmektedir (2,35,36).

2.3. Tammlanmis Nedensel Faktorler
Lésemilerin gogunda neden bilinmemesine ragmen, bazi vakalarda temel nedenler
gosterilmigtir. Bunlar iyonize radyasyon, bazi kimyasal maddeler 6zellikle organik
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cozlctler (benzen) ve en azindan bir virUs (Insan T hicreli I6semi/lenfoma  virlisl
1ydur. in vitro ve hayvan caligmalarinda, bu ajanlarla olugan DNA hasari veya
hicresel transformasyon ile [6komogenezis arasinda iligki gdsterilmistir. Vakalarin
cogunda, genotoksik bir hasar ile hastaligin maksimum riski arasindaki zaman 3 yil
veya daha fazla olmakta ve artmig risk yillar boyu strebiimektedir (37).

-2.3.1. iyonize Radyasyon

Nedensel mekanizmasi en iyi goOsterilmig faktdérdir. Japonya'da Nagazaki ve
Hirogima’'da atom bombasi sonrasi, akut |6semiler ve KML insidansinin belirgin arttidi
gosterilmigtir. Ayrica iyonize radyasyonla bireysel etkilenmelerin de (ilk radyologlarda
ve radyasyon aragtirmacilarinda ve maliyn veya non-maliyn hastalik nedeniyle tedavi
sirasinda iyonize radyasyon alanlarda) |6semi ile iligkisi gdsterilmigtir.

2.3.2. Non-iyonize Radyasyon

Onceki calismalarda, gocukluk I6semisi ile manyetik alana (wire-coding) maruz kalma
arasinda iligki oldugu, fakat 60 hz manyetik alan ile I6semi iligkisinin olmadigi
belirtiimekteydi. Yeni yapilan bir meta analiz, caligmalarin ¢ogunun istatistiksel olarak
6nemli olmasa da, artmis “odds ratio” bildirdiklerini géstermektedir (34).

2.3.3. Kimyasal ve Diger Etkenler

Tarnimsal amagli veya evde kullanilan bdcek Sldirtciler ve benzen gibi ¢ozuculerle
temasin I6semiler ile iligkisi gosterilmistir (38). Ciftgiler, orman igcileri, kagit endustrisi
iscileri ve plastik sanayi isgileri, 16semiden 6lum agisindan daha yiksek risk
altindadirlar.

2.3.4. infant Lésemisi

Yagamlarinin ilk yilinda I6semi tanisi alan infantlarin yaklasik %80'inde, MLL geni
kromozom band 1123 bélgesinde intrauterin etkilenme sonucu olusan bir anormallik
vardir (ALL vakalarinin %85'inde, AML vakalarinin ise %65'inde gésterilmistir). MLL
geni anormallikleri, ayrica tedaviye sekonder AML vakalarinda ve primer kanserleri
nedeniyle epipodofilotoksin grubu ilaglari (etiposide, teniposide) alan erigkin ve gocuk
hastalarda ortaya gikabilmektedir. Buradan yola cikarak gebe bir kadinin alkol,
pestisid, benzen gibi etkenlere maruz kalmasinin etoposid benzeri mekanizmalaria
topoizon'ieraz I'yi inhibe etti§i ve bunun da infanti dénemde akut l&6semi
gelismesinde rol oynayabilecegi belirtiimektedir (39).



2.3.5. infeksiyonlar ve Gocukluk Gag Lésemisi:

Epidemiyolojik verilere dayanarak, &zellikle 2-5 yag arasi olugan l6semilerin yaygin
bir infeksiyona anormal bir immunolojik yanit sonucu olustugu dustntlmektedir.
infeksiyonun kendisinin patojenitesi duglk olabilmekte, genetik faktérler ya da
bireysel duyarliliklar I6semiye yol acan anormal yanita sebep olabilmektedir
(40,41,42). ABD ve diger gelismis Ulkelerde, 2-5 yaslari arasinda ¢ocukluk ¢agi
I6semisinde belirgin bir pik oldugu bilinmektedir.

2.3.6. Genetik Predispozisyon ve Gevresel Etkenler:

Detoksifikasyon gérevi olan bir grup enzimin dagilimindaki farkliliklarin érnegin
glutatyon S-transferaz'in I6semi prevalansi ile iligkisi gosterilmigtir. GSTT1 ve GSTM1
yénimden “double-null” genotipinin I6semili zenciler arasinda beyazlardan daha sik
bulundugu gésteriimistir (43).

2.4. Blastik Hucrelerin Biyolojik Siniflandirmasi

2.4.1. immiinfenotip:

Blastik hiicrelerin morfolojik ve sitokimyasal boyalarla incelenmesi, genellikle ALL'yi
AML’den ayirt ettirmektedir. Bununla birlikte bu metotlar, kesin tani i¢in gerekli olan
htcrenin immuUnolojik subtipi hakkinda fikir vermemektedir. Ldsemik hticrelerin cogu,
normal hematopoetik progenitérier ile ortak 6zellikier tagimaktadiriar. Farklllagma
evrelerine bagli gen ekspresyon 6zelliklerinin saptanmasi ile 16semik hiicreler alt
gruplara ayrilabilir. Birkagi diginda hiicre diferansiyasyon antijenleri tam olarak diziye
spesifik olmadiindan, immunolojik siniflama genellikle diziyle iligkili bir antikor
paneline gbsterilen reaktiviteye dayanmaktadir (27,44) (Tablo 2).

Tablo 2. Akut lenfoblastik Isemide immiinfenotipik siniflama

Lbsemi tipi Antijen ekspresyonu - Sikhik (%)
Erken pre-B CCD22, CD79a, CD19, CD22, clg ~(mi), slg - 57
Pre-B Clg (mi) + 22
Transisyonel pre-B Clg (mi) +, slg +, slg(kappa) -, slg{lambda) - 4
B ' slg +, slg (kappa) +, ya da slg(lambda) + 2
T CCD3, CD7, CD5 yada CD2 15




Bu yaklagimla ALL genis olarak B ve T olmak Uzere 2 gruba ayrilmaktadir. B hiicre
dizisi kendi iginde 4 farkh alt gruba ayrilabilir; erken pre B, pre B, transisyonel pre B
ve matir B. Benzer sekilde T hicre dizisi de timosit diferansiyasyon evrelerine gére
ya da T hicre reseptor proteini ekspresyon evresine gére siniflandinlabilir. Bununla
birlikte tedavi yaklasimi agisindan, T hiicre ve matir B hicrelerini, prekirsér B
hicrelerinden ayirt etmenin yeterli oldugu bildirilmektedir (31,32,44,45).

2.4.2. Genetik Ozellikier

Sitogenetik analizler, yuksek rezolisyonlu bandlama teknikleri, floresan insutu
hibridizasyon (FISH) ve hicre kaltura tekniklerindeki gelismeler, tanisal ve
prognostik 6nemleri daha fazla olan spesifik genetik anomalileri saptayabilmeleri
sayesinde, I6semi calismalaninin en dnemli parcalarindan olmustur. Gen
degisiklikleri, tim I6semilerin temeli oldugundan htcresel bir siniflandirma sistemi
belki de tamamen genetik olabilir (46,47).

Anormal karyotip, kullanilan teknige bagli olarak ALL olgularinin %70-95'inde
saptanmaktadir (47,48). L6komogenezde temel rol oynadikiar dastnilen bu
anormalliklerin bircogu, 6zellikle de resiprokal translokasyonlar, molektler dUZe)(de
de olduke¢a iyi bir sekilde tanimlanmig ve prognostik 6nemlerinden dolayi tedavi
planlamalarinda kullaniimaktadiriar. En sik, sayisal kromozom anomalileri ve
translokasyon-delesyon seklinde yapisal anomaliler goériiimektedir. 'Nonrandom
kromozomal anomaliler ve blastik hicrelerin biyolojik ézellikleri ile Klinik bulgular
arasindaki kuvvetli iligki, bu 6zelliklerin prognostik énemini géstermis ve hiicre
siniflamasindaki 6nemlerini artirmistir. Sonug olarak, i6semik hucrelerdeki molekujer
defektlerin saptanmaél gerekli olmaktadir. Ayrica Klinik olarak énemli genetik
rearanjmanlar, rutin karyotiplemede tecribeli merkezlerde bile g&zden
kacabilmektedir. Ornegin, infant ALL’sinde MLL geni molekuler rearanjmanlari (11
g23) yaklagik %80 oraninda bildirilmesine ragmen, karyotiplemede %60 yada dagha
az oranda 11923 kromozomal anomalisi saptanabilmektedir. ikincisi; ayni kromozom
bélgesini etkileyen rearanjmanlar farklt genleri etkileyip, klinik ve biyolojik olarak farkl
ozellikler gosterebilirler. Uglinctst; molekiler analizler karyotipleme ile gérilemeyen
birgok kritik submikroskopik genetik degigiklikleri, 6érnedin TEL-AML1 flUzyon geni
(ETVGIC.BFAZ fuzyonu) ve TAL 1 geni (sirasiyla B 6ncll ve T hticreli ALL'de en sik
bulunan anomaliler) saptayabilmektedir. P 16 gibi tUmér stipressér gen delesyoniari
da genellikle sadece molekuler dizeyde saptanabilmektedir (49-53). Sitogenetik ve
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molekiler bulgularin kombinasyonu ile yeni tani konan bir ALL hastasi, %75
oraninda prognostik ve tedavi altgruplarina basarili bir gekilde ayniabilmektedir
(27)(Tablo 3).

Tablo 3. ALL’de genetik altgruplarla iligkili klinik ve biyolojik ézellikler

Kromozomal anomali Siklik Molekliler genetik iligkili bulgular 5 yillikk EFS
degdisiklik . (%) .
Hiperdipleidi(>50 krom) 27 Bilinmiyor - Prekiirsér B fénotip, 86-80
v diisiik Iokosit, 1-10 yas
t(12:21) 21-24 TEL/AMLA1 fiizyonu (veya Prekiirstr B fenotip, 85-90
ETV6/CBFA2) pstdodiploidi, 1-10 yas
t(1:19) 56 E2A/PBX1 fiizyonu Pre-B, pstdodiploidi, 70-80
Lékosit sayist T
t(4:11) 4-8 MLL/AF4 fiizyonu Infantil yas grubu, Lékosit 20-30
sayisi T
| 1(8:22) 3-4 BCR/ABL flizyonu lleri yas (adtlesan), 25-35
Lokosit sayisi T
t(1:14) 2 TAL1 (SCL) rearanjmani T fenotip, Lokosit sayisi T 60-70
1(8:14) 2 MYC (IgH, Ig(kappa) yada . B hiicre fenotipi Erkek 70-80
Ig(lambda) cinsiyet, L3 morfoloji
t(11:14) 1 TTG2/TCR(delta) fiizyonu T hiicre, hiperikositoz, 60
° ekstramediilier hastalik
dic(9:12) 1 Bilinmiyor B hiicre, erkek cinsiyet 90
Hipodiploidi < 45 krom. 't | Bilinmiyor Higbiri 20-30

2.4.3. Molekiiler Patogenez

Lésemi olusumunda iki genel mekanizma vardir. Birincisi, bir protoonkogenin
aktivasyonu ya da onkojenik 6zelligi olan bir fizyon geninin olusumudur. Herhangi bir
olguda bu anormal genlerin protein Grtnleri, siklikla transkripsiyon faktérleridir. Bu da
hematopoetik buyimeyi ve diferansiyasyonu kontrol eden temel duzenleyici
proteinlerdeki degisikliklerin, lI6semik transformasyonda major bir rol oynadigini
gOstermektedir. [kinci mekanizma, [6semi slpressér protein genlerinin kaybi ya da
inaktivasyonudur. Protoonkogen aktivasyonu ve tumér silipressér gen kaybi ya
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[6semik hlcreye proliferatif bir avantaj saglamakta, ya da onun normal
diferansiyasyonunu ve programli hiicre 8lamant engellemektedir (31-33,46,48).

2.5. Cocukluk ¢agi ALL’sinde prognostik faktdrler ve risk gruplari

ALL tedavisinde modern yaklagim, basarisizlik riskinin dikkatli bir gekilde
degerlendirilmesidir. Boylece yalnizca yuksek riskli vakalara yogun tedavi verilirken
daha duslk riskli vakalara genellikle antimetabolitleri iceren daha az toksik tedavi

uygulanabilir.
2.5.1. Yas ve Lokosit Sayisi:

Cocukluk cagi ALL calismalarinin hemen tamaminda yas ve l6kosit sayisinin
prognostik dneminin oldugu gértimastar. Bununla birlikte farkl tedavileri alacak hasta
gruplarini tamimlayan kriterler agisindan merkezler arasinda genig farkliliklar
bulunmaktadir. Bu da, verilerin kargilastirimasinda sorunlara yol agmigtir. Bu tor
sorunlari gidermeye yénelik olarak ABD'de 1993 yilinda “National Cancer Institute
(NCH)-The Cancer Therapy Evaluation Program(CTEP)” in dlzenledigi bir
workshop’da CCG, Dana Farber Cancer Institute (DFCI), POG ve St Jude Children’s
Research Hospital (SJCRH) merkezlerinin katilimiyla verilerin ortak bir havuzda
toplanmasi kararlagtiriimis ve yas, beyaz kire sayisini igeren basitlestiriimis risk
kriter sistemi gelistirilmistir (10)(Tablo 4).

Tablo 4. NCI/CTEP Workshop’unda risk grubu tanimlamalan

Risk grubu Tanim Sikiik (%) 4 yillik EFS (%)
Standart 1-9 yas ve 68 80.3 |
Lokosit < 50x10°/L
Yiksek 10 yas ve Uzeri ya da 32 63.9
Lokosit > 50x10%/L

3

Buna gére, yasin 1-9 arasinda; I6kosit sayisinin 50 x10%L’nin altinda olmasi, dugik
risk icin gerekli minimal kriterler olarak kabul edilmis, diger vakalar ise yliksek riskli
olarak dugUnulmagtar (10). B prekdrsér ALL'leri igeren galigmalarin neredeyse
tamaminda, yas ve l6kosit sayisi, risk siniflandirmasinda kullaniimaya devam
etmektedir. Bu kriterler ile prekursér B vakalann %60-70'i, dustk riskli ve uzun



dénem olaysiz sagkalim oranlan %70-85 dolaylarindadir. Kalan %30-40’lik vaka
grubu ise daha yiksek riskli ve yasam oranlari %50-60'lardadir.

Yas ve daha az oranda I6kosit sayisinin prognostik énemleri, bunlarin spésiﬁk
genetik anormalliklerle iligkisi.ile agiklanabilir. Ornedin, 12 ayin altindaki infantlarda
gehel olarak kétl prognoz, bu yag grubunda MLL rearanjmanlarinin ¢ok yiksek
oranda gortulmesine baglidir (49). Ayrica 1-9 yas arasi gocuklarin %70'inin blast
hicrelerinde bu veya diger genetik anomalilerden biri vardir. MLL gen rearanjmanilar
ve BCR/ABL ft]zyonlarl ise, buytk cocuklarda daha yaygin ve tipik olarak baglangicta
yuksek I6kosit sayilariyla iligkilidir (54).

2.5.2. immiinfenotip

CD 10'un (common ALL antijen, CALLA) eksprese edilmemesinin, hem infantlar hem
de daha buylk B-prekursér ALL olgularinda, tam remisyon ve olaysiz sagkalim
oranlarinin daha digik olmasiyla iligkisi gosterilmistir (12). CD24'Un eksprese
edilmemesinin de, B-prekirsdr olgularda yine kéth prdgnozlu oldugu bildirilmis, fakat
CD10 ve CD24'Gn T hucreli olgularda prognostik 6neminin olmadi§i gésterilmigtir.
Baslangicta POG verilerinde CD34 ekspresyonunun B-prekiirsér olgularda daha iyi
olaysiz sagkalim oranlarina sahip olduklari bildirilse de, sonraki genis g¢alismalarda
destek gérmemistir (13).

Pre B ALL'de blastlarin %10'dan fazlasi, sitoplazmik immunglobulin (u zinciri)
icermektedir. Baglangicta, bu fenotipteki hastalarin olaysiz éagkallm oranlarinin daha
koth oldudu bildirilse de, sonradan bu kétl gidisin olgularin %25'inden fazlasinda
bulunan t(1;19) varhigina badli oldudu goésterilmistir (55). Son zamanlarda ise, yogun
antimetabolit tedavi ile bu translokasyonun da prognostik 6nemi azalmistir.
Sitoplazmik ve yazey p (ml) zinciri varlii ve kappa-lambda hafif zincir
ekspresyonlarinin yokluguyla karakterize olan fransisyonel pre-B fenotipi, pre-B ile
kargilastinldiginda beyaz kure sayisinin daha digtk ve DNA indeksinin daha yiksek
oldugu géralmastar. Olgun B hiicre 6zellikleri ise olmayip (L3 morfoloji, extramediiller
bulky kitleler ve 8. kromozomu ilgilendiren transvlokasyonlar) prognozu iyidir (14).
Normal T lenfositler timusda olgunlagsmaktadiriar, bu matrasyon evreleri T ALL'li
hastalarda da gézlenmektedir. CD3 expresyonunun iyi prognoz géstergesi oldugu
belirtiimektedir. Olgunlagma evrelerini tanimiamak igin CD1 ve CD3 kullanimiyla en
iyi prognozun intermediate safhadakilerde, en kéti prognozun da erken evrimlegme
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safhalarinda oldugu gézlenmistir (56). Bu gézlemlere ragmen prognostik farkliliklar
¢ok belirgin degildir.

Tipik lenfoblastlar tizerinde myeloid dizi ile iligkili antijen ekspresyonlar varligi, 10 yili
agkin stredir bilinmektedir ve cocuk ALL olgularinin %6-22'sinde belirgin myeloid
antijen expresyonu bulunmaktadir. Myeloid antijen pozitifligi ile iligkili baz1 ézellikler
tanimlanmigtir. L2 morfoloji, T-hiicre fenotipi ve prekirsdr B hicreli ALL ve 6zellikle
de bunlar bazi spesifik kromozom anomalileri (t(12;21), t(9;22) ya da 11923
anomalileri) ile birlikteyse daha ylksek oranda myeloid antijen expresyonuna
rastlanmaktadir (57). Bazi aragtirmacilar myeloid antijen pozitif ALL'lerin kétu
prognoz ile iligkili olduguna inanmasina ragmen diger gruplar bu tir I6seminin de
_riske yo6nelik tedavi yaklagimina iyi yanit verdigini saptamiglardir (58,59).

2.5.3. Sitogenetik:

ilk kez Secker-Walker ve arkadaglar, tani aninda lésemik hicrelerin kromozom
sayilannin(ploidi) prognostik ©6nemi oldugunu bildirmiglerdir. Daha sonraki
caligmalarda diger sitogenetik bulgularin, bunlar iginde kromozomal translokasyonlar
da dahil olmak Gzere prognoz tzerine k6t etkilerinin olabildigi bildirilmigtir (60-62).
Klonal Anomali Sikhgi:

Sitogenetik analizler baglangigta oldukga zor ve ¢ogunda basarisizdi, ¢cink( standart
kromozom igleme teknikleri ile yeterli kalitede metafaz calismalari yapilamiyordu.
Bantlama metotlarindaki gelismelerle, 1990’a kadar yapiimis bu caligmalarda
vakalarin %55-80’inde, kromozomal anomaliler gésterilebilmisti (63-66). Son yillarda
ise Williams ve arkadaslan, ALL vakalarinda %90 oraninda klonal kromozomal
anormallikleri gbéstermeye muvaffak olmuslardir. Benzer oranlar Yunis ve ark.’nin
nonlenfoblastik I6semilerdeki caligmalarinda da gosterilmistir (67,68). Bu gelismelgre
ragmen, T hicre fenotipli olgularin %’Unde, hala kromozomal anomali
gosterilememektedir (69). Normal karyotipik 6zellikler genellikle T lenfoblastlarda
olmaktadir, buniarda ylzey markirlari normal T hticre geligiminin erken basamaklarini
gostermektedir (70).

2.5.3.1. Sayisal kromozom anomalileri:

AlL’de kromozom sayisi dagilimi bimodaldir, en 6nemli pik 46 kromozom diizeyinde
olmaktadir (temel olarak pstdodiploid karyotip), daha kigUk bir pik 55 kromozom
sayisindadir ve 50 seviyesindé de bir hiatus olmaktadir (62). Bu géruntli ALL igin
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karakteristiktir ve diger tip |[6semilerde bulunmamaktadir. Modal kromozom sayisina
gbre ALL 5 alt gruba ayrilabilir:

e Yuksek hiperdiploidi; > 50 kromozom

o Hiperdiploidi; 47-50 kromozom

¢ Psoédodiploidi; 46 kromozom birlikte yapisal yada sayisal anomaliler

¢ Diploid; 46 normal kromozom

¢ Hipodiploid; <46 kromozom
Cocukluk ¢adi ALL’sinde birka¢ major ploidi grubu tanimlanmigtir (69,71-74)(Table5).
Tablo 5. Gocukluk ¢agi ALL’lerinde ploidi gruplannin sikhgi.

Ploidi grubu Siklik (%)
Haploidi'ye yakin <1.0
Hipodiploidi  (30-40) <1.0
Hipodiploidi  (41-45) 6.0
Ps6dodiploidi 41.5
Hiperdiploidi (47-50) 15.5
Hiperdiploidi (> 50) 27
Triploidi'ye yakin <1.0
Tetraploidi’ye yakin 1.0
Normal 8

50 kromozomun (zerinde hiperdiploidi:

Bu hastalar, tim gocukluk ALL’lerinin %25'ini olusturmaktadir ve tedaviye en iyi yaniti
verdikleri gosterilmistir (66,69,75). Bu ploidi grubu dogru bir sekilde flow sitometrik
DNA incelemeleri ile saptanabilmektedir (76). Herhangi bir kromozom trizomilere
katilabilmesine ragmen, kromozom 4,6,10,14,17,18,2021 ve X daha sikiikla
katiimaktadir, sonugta bazi vakalarda kromozom 21in 4 tane kopyasi
bulunabilmektedir (62). Yapilan bir g¢alismada, 50 kromozom {zerinde olan 134
vakanin siki bir sekilde median 55 kromozom civarinda olduklan gésterilmis, yapisal
kromozomal anomaliler vakalarin  %62'sinde, translokasyonlar  %20'sinde
bulunmustur(77). Ozellikle neden bazi kromozomlarin eklendigi ve kromozom
saytlarinin 55 civarinda yogunlagti§i bilinmemektedir. Diger karyotipik alt gruplarla
kargilagtirildiginda 50'nin Gzerinde hiperdiploidi olgularinin erken pre B ALL
olgularinda (CD 19+, CDS5-, CD7- ve sitoplazmik ve ylzey imminglobdlin negatif) ve
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diger iyi prognostik faktérier ile (CD10 ekspresyonu(CALLA, nétral endopeptidaz),
dustk lékosit sayisi, diuguk LDH, beyaz itk ve 2-10 yag arasinda olma) birlikteligi
bildiriimigtir (69,77). Klinik gidiste bagimsiz bir prognostik fakttr oldugu bilinen yas!
kucuk hastalarda, hiperdiploidiye rastlanmamaktadir (78-80). Yuksek hiperdiploidili
olgularda gézlenen iyi prognozun tam mekanizmas! halen kesin olmasa da, kismen
bu hastalarda |6semik hiticre yukuntn digtk olmasina, poliglutamatlari daha yiksek
oranda akimule etmelerine, antimetabolitiere kargi artmis duyarlilia ve spontan
apopitozis oraninda belirgin artiga baglanmaktadir (81-83). Ito ve arkadaglarn bu
hiperdiploid hlcrelerde apopitozis oranlarinin yiksek olmasinin iyi prognoz
nedenlerinden biri olabilecegini géstermiglerdir (84). '
Yine yakin zamanda yapilmig bir calismada, 50 kromozom Uzerindeki hiperdiploid
olgulanin, T-ALL olgularinda oldukga nadir oldugu gésterilmistir (85). Tek degigkenli
analizlerde bazi kromozom trizomilerinin iyi prognozla iligkileri gésterilmigtir. Bununla
birlikte 4. ve 10. kromozomun her ikisinin trizomilerinin oldugu hastalarda, yas ve
beyaz kire sayisindan bagimsiz olarak olaysiz sagkalim oranlarinin %95 oldugu,
diger trizomilerin ise multivariat analizlerde ilave bir prognostik 6nemlerinin olmadig
gOsterilmigtir (86).

Modal kromozom sayisina bagh olarak, hiperdiploid grup icerisinde de heterojenite
gozlenmektedir. Yakin zamanda SJRCH'nin bir serisinde, 51-55 kromozomlu
hiperdiploid olgularin olaysiz sagkalim oraniari, 56-57 kromozomlu olgulardan daha
distk bulunmustur (87). Daha énce 50 kromozom Uzeri hiperdiploidili hastalarda
izokromozom 17g’'nun, kéta bir sitogenetik bulgu oldugu gésterilmigtir (88). Daha
sonra yine bu hiperdiploid olgularda birlikte yapisal kromozomal anomali varliginda,
prognozun yalnizca sayisal anomali olanlara gore kothlestigi gortulmastar (77). Bu
hastalarin gelig bulgularinda bir farkhlik yoktur ve bagka tlriQ ayrimiari da mumkuin
olmamaktadir. Jackson ve arkadaglan, hiperdiploid ¢ocuk ALL'lerde ekstra
kromozom 6'nin prognozu iyilestirdigini belirtmiglerdir, bununla birlikte onlarin
caligmalari ilave 6. kromozomun nadiren bulundugu 47-50 kromozomlu hiperdiploidili
olgulari icermekteydi (89). Bu nedenle ilave kromozom 6’ya baglanan iyi prognoz,
trizomi 6’'nin, 50 ve Gzeri hiperdiploidi ile yakin iligkisiyle aciklanabilir.

Ps6dodiploidi:

Bu grup ¢ocukluk ALL’sinin en genig grubudur, 46 kromozom sayisi ve yapisal
kromozomal anomaliler ile, genellikle de translokasyonlarin varli§i ile karakterizedir.
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Psddodiploid vakalarda sayisal kromozom anomalileri oldukg¢a nadirdir (62). Yuksek
Iokosit sayisiI ve artmig LDH dizeyleri ile ifade edilen baglangigtaki yOksek I6semik
hicre yukl psédodiploid vakalarda daha fazla olmaya egilimlidir (63,66,71). Erken
pre B fenotipinin psédodiploid vakalarda daha nadir oldugu bildiriimistir (66). Ayrica
daha o6nceki bazi caligmalarda L2 morfolojisinin psédodiploid grupta daha sik
‘goruiduga  bildiriimesine karsin digerlerinde bu tir bir bulgu saptanmamigtir
(63,66,71). Kétlh prognozlu oldugu belirtilen bu grupta da sonradan intensif
kemoterapi programiari ile prognozda iyilesmeler elde edilmistir (61,63,65,66).
Hipodiploidi:

Ldsemik hiicre bagina 46 kromozomun altinda kromozom sayisi relatif olarak oldukga
nadirdir ve olgularin %3-9'unda saptanmaktadir (61,63,90,91). Vakalarin %80'den
fazlasinda, primer I6semik hiicre dizisi 45 kromozom igermektedir. En sik kaybedilen
kromozom 20'dir ve bazi vakalarda saptanabilir tek anormallik bu olabiimektedir (72).
Hipodiploid vakalarda, ps6dodiploidler ile kiyaslandiklarinda kromozomal
translokasyonlara daha sik rastianmakta ve yogun tedaviye ragmen prognozlari kéti
olmaktadir (66,72,73). Hipodiploid vakalar sitogenetik ve klinik bulgularina goére (ic alt
gruba ayrilabilirler: Haploidi'ye yakin, 3040 hipodiploid ve 41-45 hipodiploid.
Haploidi'ye yakin ALL ayn bir gruptur ve cok az sayida vaka bildirilmigtir (72,91-93).
Bu hastalarin blastik hicrelerinde kromozom 8,10,14,18,21 ve sex kromozomlarinin
iki kopyalarinin nonrandom retansiyonlari olmaktadir ve genellikle de bu haploidi'ye
yakin dizinin iki kati kromozom sayisi i¢eren ikincil bir hiperdiploid dizi bulunmaktadir
(73). 30-40 hipodiploid ve 41-45 hipodiploid vakalarin cogunda yapisal kromozom
anomalileri bulunmaktadir (72,73). Haploidi'ye yakin grupta oldugu gibi 6zellikle
kromozom 21 ve sex kromozomlarinin retansiyon gosterdikleri g6ézlenmistir.
Hipodiploid ALL'li olgularin baglangi¢ klinik bulgulari geneldeki bulgular ile benzer
olmaktadir. Bir istisna haploidi'ye yakin gruptaki hastalarin kiz cinsiyette olmalar ve
30-40 hipodiploid grup yas ortalamasinin ise daha yuksek olmasidir (73).

47-50 kromozom hiperdiploidi:

Bu grup ALL’'li vakalarin yaklagtk %15'ini olusturmakta ve intermediate prognoz
gbstermektedir (94). Translokasyonlar vakalarin 1/3’Gnde bulunmakta ve bu oran
50’nin Uzerinde hiperdiploid ve psododiploid vakalar arasindadir (71). 47,48 49
kromozomlu vakalarin karyotiplerinin kargilastirmasinda sabit bir anomali paterni

saptanmamistir. Bu ploidi grubu ile 51 yada daha fazla kromozomlu vakalar arasinda
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da benzerlik bulunmamugtir. ik calismalarda, 47-50 hiperdiploid vakalarin gelig klinik
bulgularinin, genel olarak gb6zlenen bulgulardan farkli olmadi§i gésterilmisti.

Triploidi’ye yakin, tetraploidi’ye yakin:
Cocukluk cag ALL'leri iginde ¢ok nadir gortldiginden (%1’in altinda), prognozu
hakkinda ¢ok kesin gézlemler yoktur. 1990'da yapilan bir caligmada, 1971 gocuk ALL
icinde saptanan 20 tetraploidi'ye yakin vaka klinik, laboratuvar ve prognostik
dzellikleriyle sunulmustur. Bu vakalarda kromozom sayilari 82-94 arasinda degismis,
tum vakalarda ilave 21. kromozom gézlenmis ve 5 vakada 4 kopyadan daha
fazlasina rastlanmigtir. Morfolojik olarak bu vakalarin codunlugunun diger olgularin
aksine L2 morfolojisine ve kaba, katlantili nikleus paternine sahip oldudu, %47’sinde
T hiicre imminfenotipi oldugu ve hastalarin ortalama yaslarinin daha yiksek oldugu
(median 8.6) belirtilmigtir (74). Literatirde yayinlanmig bagka 6 vakanin da yarisinda,
benzer sekilde T hucre fenotipi mevcuttu ve median yéglan 11 idi (71). T hucre
fenotipi ve daha buyUk yag birlikteli§i nedeniyle bu vakalar daha koétl prognoziu
olabilmektedirler. Bununla birlikte vaka sayilarinin yetersizligi nedeniyle bunun
prognostik 6nemi hakkinda kesin sonuglar vermek mumkan olmamaktadir. Ayni gey
-daha az bilinen triploidi'ye yakin vakalar igin de gegerlidir (74,95). Bu olgularin da,
farkli klinik ve biyolojik bir grup olarak ayrilmasi veya 50 kromozom Uzeri hiperdiploid
gruba dahil edilip edilmemesi gerektigi acik degildir.

Normal diploidi:

Tamamen normal hticrelerin(diploid) orani genis seriler arasinda buyuk farkliliklar
gbstermekteyse de, cogunda bu alt grubun orta derece bir prognoza sahip oldugu
bildirilmistir (66,94). Sitogenetik tetkikler gelistikce klonal anormallik icermeyen
vakalarin orani azalmaktadir. Bir ¢alismada, bu tur olgularin orani% 8.6 bulunmus ve
buniarin yarisinin da T hicre fenotipine sahip olduklari gézlenmigtir (69). Bu
siniflamaya gore daha 6nceden bildirilmis vakalar ginimiizde psddodiploid olarak
tanimlanmaktadiriar. Lésemik hiicrelerin mitotik indeksleri dastk oldugunda bulunan
normal karyotip ayni zamanda non-neoplastik rezidlel ilik elemanlarina da bagh
olabilmektedir.

2.5.3.2. DNA indeksi:

Sitogenetik analizleri uygulamadaki teknik zorluklar nedeniyle yakin zamana kadar

yeterli kalitede metafaz calismalari yapilamiyordu (63-66). Lésemik hicrelerin
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kromozom sayisini saptamaya yonelik olarak flow sitometrinin gelistiriimesi, bu
problemi ¢ézmeye ybnelik 6zlenen bir yaklagim olmustur. Lésemi hiicre ploidisi, bu
metotla hizh bir sekilde + 2-4 kromozom hata payiyla saptanabilmekte ve DNA
indeksi, I6semik GO/G1 huicrelerin DNA igeriginin normal diploid hiicre DNA igerigine
bélinmesi ile hesaplanabilmektedir (76).

Flow sitometri, hematolojik hastaliklarin arastiriimasinda itk kez 1971'de Blchner ve
arkadaglari, kisa sture sonra da 1972'de Melamed ve arkadaglar tarafindan
kﬁllamld@nda, ana amag¢ bu hastaliklarin hicre kinetiklerini saptamak ve sitostatik
tedavinin hicre siklist Gzerine olan etkisini incelemekti (96). Flow sistemlerindeki
yeni gelismeler ve hiicre hazirlama ve boyama yéntemlerindeki yenilikler, uygulama
sahalarini genigletmigtir. Béylece immunfenotiplendirme ve ilk kez 1971'de Buchner
ve arkadaglarinin tanimladi§i sekilde DNA andploidilerinin  saptanmasinda
kullaniimigtir. Her iki parametrenin, &6zellikle gocukluk Iésemilerinin prognozunda
oldugu kadar siniflandiriimalarinda da klinik dnemlerinin oldugu sonraki ¢calismalarda
da gdsterilmigtir ( 97-100). DNA analizi yas, beyaz klre sayisi ve kromozomal
aberasyonlar gibi faktorlerin tamamiayicisi ve riske yénelik tedavi stratejilerinin
6nemli bir parcasi olarak kabul edilmigtir. Daha sonralari, 16semik blastlarin RNA
iceriklerinin de I6semi subtiplerinin taninmasinda rolunin ve ayrica prognozla
iligkisinin oldugu gosterilmigtir (101). '

Hiperdiploid vakalarin tanimlanmasinda, flow sitometrinin klasik karyotipik analizlere
Ostlnluga vardir; daha hizli ve otomatizedir, birgcok hasta icgin uygulanabilir ve
Olcimler l6semik hucrelerin  proliferasyon hizlari ve mitotik indekslerinden
etkilenmemektedir (96,102). Yeni teknik ve cihazlara ragmen 44-48 kromozomiu
olgularin diploid olanlardan tam ayrilamayabilecekleri, fakat bunun da énemli bir
sorun teskil etmeyecegi belirtiimigtir. COnka risk gruplarinin tanimlanmasinda iyi riskli
grubu tanimlarken 53 ve tzeri kromozomlular alinmaktadir. Onceden tanimiandig
Gzere DNA indeksi <1.16, <53 kromozom'a, ve >1.16 ise >53 kromozoma denk
gelmektedir (76). Flow sitometrik analizin en belirgin dezavantaji, hiicresel DNA
iceridini etkilemeyen dengeli kromozomal translokasyonlarin oldugu pstdodiploid
olgularin saptanamamasidir. Translokasyonlar cocukiuk cagt ALL'lerinde énemli kéti
prognostik 6zellikler olmakla birlikte kromozom sayisi 50’nin Gizerinde olan vakalarda
saptanmamistir (22-24,103). Bu bulgu DNA indeksi 1.16’nin Uzeri olan olgularin
translokasyon grubu ile cakismadigini géstermektedir. Sonugta, karyotip analizi ve

Flow sitometrik DNA analizi cocukluk ¢adi ALL'lerini degerlendirmede birbirlerini
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tamamlayici tekniklerdir. Bu nedenle yeni bir vakanin incelenmesinde her iki teknigin
de birlikte kullaniimasi 6nerilmektedir (76).

2.5.3.3. Yapisal kromozom anomalileri:

Molekiler genetik ydntemler, cocukluk ve erigkin l6semilerinde hastaligin hem
karakteristiklerini hem de tedaviye verecei yaniti tahmin etmemize imkan
saglamigtir. Akut lenfoblastik i6semilerdeki modern tedavi protokolleri, relaps riskine
gbre tedavi yo@unlugunu belirlemek i¢in genetik bulgular kullanmaktadiriar (104).
Losemik hucrelerdeki genetik degisiklikler, eskiden sitogenetik analizler ile
tanimlanmaktaydi. Molekuler biyolojideki gelismelerle floresans insutu hibridizasyon,
Southern Blot analizi ve reverse transkriptaz PCR gibi sitogenetikten daha spesifik ve
hassas teknikler ortaya ¢ikmigtir (105). Bunlarin sayesinde, sitogenetik icin uygun
olmayan 6rneklerdeki ve ayrica sitogenetikle gorilemeyen submikroskobik genetik
rearahjmanlarn saptamak mumkan olabilmektedir. Ayrica, minimal rezidGel hastaligin
saptanmasi igin gerekli sensitiviteye de molekiler analizler ile ulasiiabilmektedir
(1086). Molekuler ve sitogenetik galismalarla gocukluk ALL'lerinin yaklasik %75’inde
kromozomal translokasyonlar saptanmaktadir.

TEL-AML1 fazyon geni:

t(12;21)(p13;922), TEL geninin helix-loop-helix domaininin AML1 geninin DNA-
badlama ve transakitvasyon domainine fizyonuyla olugsmaktadir (107). Bu flUzyon
sonucunda siklikla diger TEL aleli kaybedilmektedir (108). Sonugta TEL bir tUmoér
sUpressor olabilir. 1(12;21) standart sitogenetik ile %0.1'in altinda ancak
saptanabilirken, molekiler analiz ile pediatrik ALL'deki en sik genetik bozukluk
oldugu gésterilmis ve B dncil vakalarin %’'ande bulundugu anlagiimistir (109). Bu
fuzyon geni, ¢ok iyi prognozia iligkisi gosterilmis oldugundan molektler ydntemle
tespiti klinik olarak faydahdir (109-112). TEL-AML1 ekpresyonunun iyi prognozla
iligkisi, prekursér B l6semiler icin tanimlanmig diger iyi risk faktdrlerinden (yas, [6kasit
sayist ve hiperdiploidi) badimsiz oldugundan, TEL-AML1 ekspresyonu Kklinik
bulgularia tanimlanamayan iyi prognoziu vakalari tanimlayabilmektedir (112).
Sonucgta bu hastalar erken ve ge¢ sekellerden kaginiiabilecek daha hafif tedavi
rejimlerini alabilirler.

BCR-ABL fazyon geni:

Philadelphia kromozomu, 1(9;22)(q34;911) dengeli translokasyonu sonucu

olugmaktadir. Pediatrik ALL’lerde yaygin olmamasina (vakalarin %3-5'i) karsilik KML
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vakalarinin %95’i ve adult ALL’lerin %25'inde bulunmaktadir (113). Bu translokasyon
sonucu ABL protoonkogeni 9. kromozomun uzun kolunun distalinden, 22.
kromozomun uzun Kkoluna hareket etmekte ve BCR-ABL flzyon genini
olusturmaktadir (114). Pediatrik ALL'de 1(9:22) pozitifliginin daha ileri yag grubu,
yUksek [6kosit sayisi ve tanida SSS tutulumu ile iligkili oidU@u bildiriimektedir (26).
TOim bunlar kéti prognozla iligkisini gostermektedir ve uzun dénem EFS oranlari
%10-30'dur (16). Bu hastalarin ilk remisyonda KiT icin ele alinmalari énerilmektedir
(115).

E2A-PBX1 fuzyon geni:

t(1:19) (q23;p13.3) sitoplazmik Ig (+) pre B vakalarin %25’inde saptanmakta ve E2A-
PBX1 flzyon genini meydana getirmektedir (108). E2A-PBX1'in yol agtid
transformasyon, muhtemelen lenfoid hiicrelerde PBX1'in anormal expresyonu
nedeniyle olmakta ve baskilanmis hedef genlerin transaktivasyonuna yol ac}maktadlr
(116). Pediatrik ALL vakalarinda E2A-PBX1'e sik rastlanmakta ve tanida l6kosit
sayllari siklikla yiiksek olmaktadir. Yogun KT ile EFS yaklagik %50’lerden (17,18),
%80'lere (18,117) cikmugtir. t (1:19), ayrica sitoplazmik mU icermeyen erken pre B
ALL'lerin yaklagik %1’inde de gdzlenmektedir. Bu olgularda, ne E2A ne de PBX1
etkilenmigtir ve yogun KT olmaksizin prognozun ¢ok iyi oldugu belirtilmektedir(108).

MLL gen rearanjmaniari:

MLL geni kromozom band 11g23'de lokalizedir ve infant ALL'lerin %80'inde (118-
122), daha buyuk ¢ocuklarda %3 (19,20) ve topoizomeraz Il ile tedavi edilmig
hastalardaki sekonder AMLU'lerin de %85'inde saptanmaktadlr (123). MLL
rearanjmanlari da pediatrik vakalarda kétd prognozla iligkilidir. Yogun kemoterapiye
ragmen, uzun dénem EFS %20'nin altindadir (19,20). Aksine MLL'yi icermeyen
11923 anomalilerinin prognozu, diger ALL vakalarina benzerdir (124). Molekuler
caligmalar bu nedenle MLL rearanjmaniarini tamimlamak igin kesinlikle gereklidir,
¢unkd bu hastalar diger yogun kemoterapiler veya KiT icin adaydirlar.

B-hucreli ALL’de translokasyonlar:

B hucreli ALL yuzey Ig, FAB L3 morfolaji, sik ekstramediller tutulum ve kromozom 8
band q24’deki MYC genini iceren translokasyonlar ile karakterizedir. Vakalarin
%80'inde 1(8:14)(q24,932) mevcuttur. Burada MYC geni, immangloblin agir zincir
geni lokusuna transloke olmaktadir (108). Geriye kalan vakalarin yaklagik timinde
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ise t(2:8)(p12;924) ya da 1(8:22)(g24;911) bulunmaktadir. Bu translokasyonlarin hepsi
MYC ekspresyonunun regllasyonunu bozmaktadir. MYC proteini ve diger birkac
transkripsiyon faktér arasindaki baglantinin degismesinin lenfoid trasnformasyona
yol actigi disinulmektedir.

T hicreli ALL'de translokasyonlar:

B hicreli ALL’dekinin aksine buradakiler klinik olarak énemli degildirler. Burada
tekrarlayan translokasyonlar, T hicre Beta reseptér lokusunu (7g34) ya da a/d
lokusunu (14q11) degisik transkripsiyon faktér genlerinin Uzerine tagimaktadir.
Ornegin, t(1:14)(p32;911)'de TAL1'in TCR o/8 lokusuna transiokasyonu sonucu TAL1
ekspresyonunda anormallik oimaktadir (125).

Tamor sdpressér genler:

Hicre siklusunda onemli rolleri bulunan Tumér stpressér genlerin inaktivasyonu
sonucu kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ile malign trasnformasyon gelistigi
dUstnulmektedir. Bu genler icinde en iyi calisilani, p53°dir. Lésemi de dahil birgok
maliynitede, mutasyon ya da delesyonlarina rastlanmistir. p53 geni bir hiicre siklis
kontrolérli olarak G1 fazinda hiicre bélunmesini bloke ederek DNA hasarlarinin
tamirine imkan vermektedir (126,127). Sadece bir p53 allelindeki kalitsal mutasyoniar
Li-Fraumeni familyal kanser sendromunun bir parcasi olarak olusmaktadir (128).
Prekirsér B ya da T hucreli AlLL'lerinde tanida yalnizca %1-2 inaktivasyon
saptanmasina ragmen, relaps yapmig T AlLL'lerde %25 mutasyon saptanmakta ve
ikinci remisyonun kisa slrmesiyle iligkili olmaktadir (129,130). Bu bulgular p53
inaktivasyonunun, direncli hastalik gelisiminde roli olabilecegini géstermektedir. p53
disinda pediatrik |6semilerde prekirsér B ALL'lerde %20-30 ve T ALL’lerde %70-80
oraninda homozigot p16 (sikline bagh kinaz inhibitér) mutasyonlan bildiriimektedir
ki bu genin énemli roli oldugunu dustndirmektedir (131). Bununla birlikte p16
delesyonlar diger I16semilerde oldukga nadirdir, AML’de %10’un altinda, KML’de de
benzer oranda bildirilmigtir (108).

Tedavinin yonlendiriimesi agisindan buradaki genetik 6zellikler kullanilarak gocukiuk
prekirsér B AlLL'leri G¢ farkli subgruba ayrilabilir. Dusik riskli ALL vakalar;
hiperdiploidili hastalar (> 50 kromozom), TEL/AML 1 fUzyonunu ya da dic(9;12)'li
hastalar icermektedir. Her G¢ genetik alt grup antimetabolite dayall tedaviye cok iyi
yanit vermektedir. Ylksek risklii ALL vakalari ise MLL rearanjmaniari, BCR/ABL
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fizyonu ve hipodiploidi (< 456 kromozom) olan vakalardir. Kalan vakalar bunlar icinde
t (1;19) da dahil olmak Uzere orta risk ALL olarak siniflanabilir.

2.5.4. Hiicre proliferasyonu ve ilag duyarlilik testi:

Pui ve Crist, hastanin ilaglara verece@i cevabin tam olarak degerlendiriimesinin
|6semi tedavisi ile ugrasanlarin stiregelen amaglarindan biri oldugunu belirtmiglerdir
(132). Prognoz hakkindaki bilgilerin geligmesi, toksik etkileri azaltabilir ya da daha
yogun tedavi calismalarini artirabilir. Onceden yag (<1 veya >9 yag) ve
hiperiékositozun (>50x10%L) kotl prognostik faktér olduklar tamimlanmigti
(132,133). Bazi caligmalarda, myeloid antijen ekspresyonunun da Kkota risk
faktorierinden oldugu bildirilmigti (134). Hucresel ilag direnci ile indUksiyon tedavisine
yanitsizlik ve erken relaps arasinda iligki ise yakin zamanda go&sterilmeye
_baglanmigtir (135,136). Metil tiyazol tetrazolyum (MTT) testinin I6semili hastalarda
uygun ve etkili kemoterapi secimi i¢in uygun bir arag oldugu gdsterilmigtir (137). MTT
yontemi, hem prolifere olan hem de olmayan hucrelerdeki total hiicre lumuntn
hesaplanmasina dayanmakta ve aktlel direng mekanizmalaninin son etkisini
deg@erlendirmektedir. Bu yéntem dominant klonun in vitro ilag direncini 6lgmekte fakat
kiiclik direngli alt kionlar saptayamamaktadir. -
Daha 6nceden l6semik hiicrenin kemoterapiye hassasiyetinin DNA hiperdiploidisine,
immunolojik belirteclere veya yasa bagl oldugunu gosteren caligmalar vardi (138-
140). Baslangi¢ kemoterapi yaniti ile uzun dénem Klinik cevap arasinda iliskiyi ilk Kez‘
Pieters ve arkadaslari géstermislerdir (136). Onlar, 42 yeni ALL vakasinda tioguanin,
daunorubisin ve prednizolona direngli olgularda uzun streli remisyon oranlarinin
difer vakalara goére oldukca distk oldudunu, prednizolona duyarlihk azaldik¢a
prognozun giderek kotulestigini  gostermisler ve cocukluk cagi  ALL’sinde
prednizolona hiicresel direncin kemoterapinin basarisizliginda ¢cok énemli bir faktdr
oldugunu wvurgulamiglardir. Bagka bir calismada; 196 cocuk ALL vakasinda
glukokortikoid (prednizolon, deksametazon) hassasiyeti yanisira etoposid, vinkristin
mitoksantron ve bleomisin duyarliliinin da prognoza etkisinin oldugu gérﬂlm(}g,
ayrica deksametazon, prednizolon, L-asparaginaz ve vinkristin kombinasyonuna
direngc olmasinin da induksiyon basarisizligi ve erken relapsla ¢ok siki iligkisinin
oldugu saptanmistir (141). Pieters ve arkadaslarinin bagka bir c¢alismasinda
immunfenotip ve yas ile sekiz ilaca kargi invitro duyarhilik arastiriidiinda T hucreli

ALL olgularinin prednizolon, daunorubisin, L-asparaginaz, ARA-C ve 6-tioguanine
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pre-B ALL'lerden daha direngli olduklar, ayrica 18 ay ve 10 yas Uzeri olgularin
hicrelerinin de difer yas gruplarininkine gére daha direngli olduklar saptanmisgtir
(139). Myeloid antijen eksprese eden hucrelerin de, negatif olanlara gore
glukokortikoidlere daha direngli olduklan gdsterilmistir (140). Bu verilere dayanarak,
hucresel ilag direnci paterninin gocukluk ¢agi ALL’sinde immunfenotip ve yag’'in
prognostik 6nemini kismen aciklayabilecegi belirtiimis olsa da, dijer caligmalarda
indi]ksiyoridaki dortlu ilaca duyarliligin net olarak béyle bir iligkiyi gdstermedidi, ayri
bir prognostik faktér oldugu saptanmigtir (140,141). llaveten diger risk kriterleri ile
birlikte degerlendirildiginde, ilag duyarlilik paterninin standart risk grubu hastalarda
cok belirgin oldugu buna kargilik yOksek risk grubunda EFS ile iligkili olmadig
géraimusgtar.

Coklu ilag direnci:

Abolhoda ve arkadaslari tarafindan, insanlarda kemoterapi sonrasi ¢oklu ilag direng
geni (MDR1) ekspresyonunun ¢abuk indUklenebildigi gésterilmistir (142). Erigkinlerde
yapllan calismalarda kemoterapiye imminmodulatér ilag eklenmesinin remisyon’
oranlarini. etkilememesine karsilik olaysiz yagam oranlarini artirdigi gdsterilmistir
(143).

2.5.5. Farmakolojik dzellikler (55):

Gunimizde farkli doz ve kombinasyonlarda kemoterapétik ajanlarin etkinligini
degerlendirmek mimkin olmaktadir. Tekrarlanan intramuskiler metotreksatin, ayni
dozda oral kullanima gére eritrositlerde 2 kat daha fazla konsantrasyonda
metotreksat akimilasyonuna neden oldugu gésterilmistir (144). Bununia birlikte
kiigik bir galismada bunun olaysiz sadkalim Uzerine anlamh etkisinin olmadig
gOsterilmistir (145). Yine intravenéz 1g/m2/24 saatten uzun streli metotreksat
infUzyonunun da, 6 saat aralarla 30mg/kg toplam 6 doz oral alima gére
lenfoblastlarda 3 kat daha ylUksek metotreksat akimulasyonuna yol a¢ti§i ve olaysiz
sagkalim oranlari ile de iligkisinin oldugu gésterilmistir (146,147).

Ayrica idame tedavisi sirasinda, merkaptopurin kullamimi ile iligkili olarak eritrosit
tioguanin nukleotid konsantrasyonlari ile relaps oranlari arasinda ters bir iliski oldugu
da gosterilmigtir (148). Yakin zamanda da hem metotreksat poliglutamatiari hem de
tioguanin nikleotidlerinin eritrosit konsantrasyonlarinin kombine kullaniminin olaysiz
sagkalim agisindan daha etkin oldugu gdsterilmistir (149).
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Antilésemik ilaglar, etkilerini . spesifik reseptér ve enzimlerle etkilegerek
gostermektedirler. Lésemik hiicreler ve normal dokularda bu proteinlerin ézelliklerinin
saptanmasi, tedaviye daha gergekgi bir yaklagim getirebilir. Omegin steroidler
agisindan bakildiginda, membrana bagl glukokortikoid reseptérii tamimlanmigtir.
Steroide in vitro ve in vivo yanitin klasik intrastoplazmik reseptdrden ziyade bu
membran reseptorinin dizeyi ile daha iyi korelasyon gosterdigi saptanmistir (130).
Bu bilgiler 1siginda tedavinin bireysellestiriimesi bir yandan toksisiteyi azaltirken diger
yandan olaysiz sagkalim oranlarinm yukseltebilir.

2.5.6. Farmakogenetik 6zellikler(104):

Genetik caligmalarin klinik etkilerinin oldugu sahalardan biri de, farmakogenetikdir.
Bazi secilmis antilésemik ajanlarin metabolizmasinda, kalitsal farkliliklarin
tanimlanmasi toksisite acisindan yuksek risk tagiyan hastalarin tanimlanmasini
mamkun kilmigtir, béylece hasta bazinda optimum ilag dozlarinin segilmesi mimkan
olmaktadir. Bu nokta tiopurin metiltransferaz galigsmasi ile iyi bir sekilde gdsterilmigtir.
Bu sitozolik bir enzim olup 6-merkaptopurin ve 6-tioguanin’i inaktive etmektedir. Bu
enzimin eksik oldugu gosterilen hastalar, standart dozlar ile tedavi edildiklerinde agir
hematolojik toksisite riski tagidiklari, ama antimetabolite dayali protokol ile tedaviye
de cok iyi yanit verdikleri gésterilmistir (151). ilging olarak, sistemik antimetabolit
tedavi alirken kraniyal radyoterapi alan bu hastalarda beyin tumért geligme riskinin
daha ylksek oldugu gdsterilmistir (152). GUnumizde bu eksikligin genomik DNA
dizeyinde molekuler galismalarla tespiti mimkin olmustur (153). Diger antikanser
ilaclar icin de benzer enzim galigmalarinin yapiimasiyla antilésemik tedavide toksisite
azaltilirken etkinlik de artirilabilecektir.

2.5.7. Tedaviye cevap:

ALL prognozu ile iligkili bircok faktérden en o6nemlisi tedavidir. Ornedin kétl
prognozia iligkisi oldugu bildirilen T ve B hicreli ALL'de, intensif kemoterapi
kullanimiyla % 70 ve Gzeri sonuglar alindidi bilinmektedir. Cocukluk cagi 16semisinde
tedaviye erken yanit, indtksiyon tedavisinin 28. giininden 6énce hastaligin regresyon
derecesiyle degerlendiriimektedir. Tedaviye yanit hizimin Hodgkin hastaliyinda, Non-
Hodgkin lenfomada, osteosarkomda, Ewing sarkomunda, prostat karsinomunda ve
akut nonlenfoblastik I6semide prognostik éneminin oldugu gésterilmistir. 1973'de
Jacquilar ve arkadaglari, VCR, prednizolon ve daunomisinle KT'nin 14. gintinden
énce remisyona giren ALL ¢ocuklarin prognozlarinin, ilk remisyona ge¢ girenlerden
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daha iyi oldudunu géstermiglerdir (154). Daha sonra ABD ve Avrupa'da yapllah
calismalarda da, tedaviye erken yanitin 6nemli bir prognostik faktér oldugu
gortlmustir (155-166). Multivariat analizlerde de 6neminin korundugu géruimagtur
(155-159,161,166).

Gunumuzdeki kombine kemoterapi rejimleri, genellikle tek ajan igin in vitro-vivo
kargtlagtirmalara imkan vermemektedir. Bununla birlikte Alman BFM grubu
protokollerine bir haftalik bir terapétik pencere koymugtur. Burada ilk bir hafta tum
hastalar sistemik prednizolon ve bir kez intratekal metotreksat almaktadir.
Calismalarinda, erken dénemde prednizolona yanitin, kombinasyon kemoterapisi
sonrasi uzun dénem klinik gidisle iligkili oldugu géralmus ve yeni BFM protokollerinde
risk grubu olugturmada kullanilan bir faktor olmustur (167).

Tedavi sonrasi I6semik hiicre yiki:

Kemik iligindeki I6semik hiicre yuku total 16semik yUkl yansitmayabilir. Karaciger,
dalak, lenf nodlarl, én mediasten, testisler ve santral sinir sistemi belirgin 16semik
infiltrasyon gésterebilir. Wasserman ve arkadaglari, indiksiyon sonrast I6semik hlicre
yukini PCR'a dayali Ig adir zincir gen rearanjmani saptanmasina dayall metotla
degeriendirdiklerinde; 16semik hticre yUkt fazia olanlarda tedavi altindayken
hastaliksiz sagkalim %50 iken, dustk olanlarda bu orani %92 bulmuslardir. Tedavi
tamamlandiktan sonra ise, relaps agisindan anlaml bulunmamgtir (168). Ugkun ve
arkadaglarinin ¢alismasinda, reindiiksiyon sonrasi ve KiT 6ncesi 16semik yuku fazla
olanlarda KiT sonrasi daha sik relaps oldugu gézlenmistir (169). Brisco ve
arkadaslar calismalarinda, blast sayisi 1000x1 0%L tzerinde olan 88 hastada
induksiyon tedavi sonrasi PCR ile saptanabilir I6semisi olanlarda klinik gidigin daha
kot oldugunu géstermiglerdir (170).

2.5.8. Lésemik hiicre yiikii:

Periferik kandaki blast sayisi ve karacifer dalak baydkligunan boyutundan
degerlendirilen, baglangi¢c 16semik hucre yOka ALL-BFM 70 pilot calismasinda en
6nemli prognostik faktérdi. ALL-BFM 81, 83 ve 86 caligmalarinda da hastalarin
l6semik htcre kitlesi, tanida mm3'deki blast sayisi, karaciger ve dalak buyukligine
gore “Risk faktéru(RF): 0,2xlog(Blast sayisi/uL +1) + (0,06 x Karaciger(subkostal
boyut cm.) + (0,04 x Dalak (subkostal boyut cm)” formilUyle hesaplanip tedavinin
tabakalandirilmasi icin kullaniimisti (166). Ancak daha sonra tedavi sonucunu
etkileyen en 6nemli prognostik faktérun bir haftalik prednizolon ve bir kez intratekal
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tedavi sonunda periferdeki blast sayisi oldugu ve tedaviye erken cevabin I6semik
hticre kitlesinden daha kuvvetli bir prognoz kriteri oldugu gésterilmistir.

2.5.9. Minimal rezidiiel hastalik:

Losemilerde molekiler analizler, yalnizca hastaligin tanisinda degil ayni zamanda
hastaligin tedaviye verdigi yanitiari degerlendirmemizi de saglaméktadlr. MRD
caligmalari, fiizyon genlerinin olugturdugu kimerik transkriptlerin saptanmasina ya da
klonal T hiicre reseptdri ya da immunglobudlin  agir zincir gen rearanjmanlarinin
saptanmasina dayanmaktadir (171-176). T hticre reseptdér ve imminglobilin agir
zincir rearanjman yéntemlerini kullanan yeni ¢aligmalarda, hem MRD varliginin hem
de MRD derecesinin klinik gidisle iligkili oldugu g&sterilmistir (16-176). Ozellikle
hastalik yuki 1:1000 (10° Y'den daha fazla oldugunda relaps riskinin daha ylksek
oldugu belirtiimektedir (171,172,174,175).

imminfenotip, yas ve 16kosit sayisini da igeren bir multivariat analizde, en Snemli
prognostik faktérin rezidtel hastalkk oldugu gbsterilmigtir. Bu galigmalarin
sonuglarina gére MRD caligsmalan ile yiksek risk tagiyan hastalar
saptanabilmektedir. Bagka bir galigmada, indiksiyon sonunda ve konsolidasyon
tedavisi 6ncesi, MRD calismalarinin kombinasyonu ile hastalann G¢ farkl risk
grubuna ayrilabilecegdi gosterilmistir (172). Diger birgok calisma da kemoterapi alan
ALL hastalari i¢in KT sirasinda saptanabilir MRD bulunmasinin yagam oranlaryla
iligkili oldugu gosterilmigtir (173-175). Yeni bir calismada, MRD tedavinin
yonlendirilmesinde kullaniimakta ve induksiyon tedavisi sonrasi immunolojik ve
molekuler olarak remisyonda (1/10000 hicreden az) olmayan vakalarda
yogunlastiriimis tedaviye ge¢gmektedirler (177).

Benzer sekilde kemik iligi transplantasyonu yapiimig ALL hastalar i¢in de, MRD
durumu faydal bir prognostik faktér olabilir. Knechtli ve ark. kemik iligi
transplantasyonu éncesi ve sonrasi MRD duzeylerinin relaps riski acisindan énemli
oldugunu gostermiglerdir (176). Yoéntem agisindan immanolojik ve molekuler
tekniklerin klinik olarak 6nemli derecedeki MRD’lerin saptanmasinda e§i;c de@erde
olduklari ve benzer sonuglar verdikleri gdsterilmistir (178).

MRD sonucuna gore tedavinin yénlendirilmesi: '
Bu caligmalarin sonuglarina dayanarak bazi gruplar, remisyonda iken MRD pozitif
olan hastalarda yogunlastirimis tedavi protokollerine gegmektedirler. ki farkls
zamanda MRD pozitif olan hastalarin %'Unde relaps gdézlendiginden bu hastalar

morfolojik olarak remisyonda iken allogeneik kék hiicre nakillerinden faydalanabilirler.
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Bu tur yaklagimlar sayesinde daha az oranda relaps gértiimesi saglanabilir ve relaps
riski dUsUk olan hastalar yogun tedavinin yan ekilerinden kaginabilirler.

2.6. Losemi ve tedavisine bagh geg etkiler:

AlLL’de kar oranlarindaki. belirgin artma ile birlikte son 30 yilda, tedavide kullanilan
kemoterapi ve radyoterapinin ge¢ etkilerini bildiren bircok yayina rastlanmigtir (5).
2.6.1. Biiyiime lizerine etkiler:

Lineer bliyime ve sonugta erigkin nihai boyun, kranial RT veya TBI alanlarda azaldidi
gosterilmistir. Bu problemin ana nedeni, GH sekresyonunda santral bozukluktur.
Tedavi zamaninda 5 yagin altinda olan gocuklar, 6zellikle bu yan etkilere duyarhdir
ve doz attikca GH eksikli§i gelismesi i¢in gerekli stre kisalmaktadir (179). ALL'de
dozun 2400 cGy’den 1800 cGy’ye gekilmesi bu yan etkide énemli azalma saglamigtir
(180). Fakat bu dozlarda bile hipotalamik-hipofizer aks bozukluklan bildiriimektedir
(181). Radyasyon, ayrica direkt olarak kemik ve yumusak dokulara hasar
vermektedir. Lineer blylUmedeki bozulma yanisira kemik kitlesinde azalma da
bildirilmig ve hastalarin sonraki yasamlarinda osteoporotik frakturler agisindan riskli
olduklan bildirilmistir (182).

2.6.2. Kognitif fonksiyonlar:

Cocukiuk caginda ALL nedeniyle tedavi géren ¢ocuklarin zeka diizeyinde ve okul
basarilarinda distkitkler oldugu bilinmektedir (5). Yas ve cinsiyetin bu etkide 6nemili
olabilecegi sdylenmis ve 5 yasin, 6zellikle de 3 yasin altinda RT alanlarin kognitif
fonksiyonlarinda daha belirgin azalmalar saptanmistir (182). Ayrica erkeklere gére
kizlarda, bu etkilerin daha belirgin oldugunu vurgulayan yayinlar mevcuttur (183).
Geg kognitif bozukluklari énlemenin en etkili yolu, son ALL protokollerinde oldugu
gibi kraniyal RT yerine daha fazla sayida intratekal tedavi ve sistemik kemoterapinin
kullaniimasidir. Ancak daha yodun bu tedavinin kognitif bozukiuklara yol acip
acmayacagl gundeme gelmektedir. Yakin zamanda vyapilan bir infant ALL
calismasinda, SSS profilaksisi amaciyla yiksek doz sistemik metotreksat ve
intratekal Mtx ve ARA-C kulanilmasiyla nérolojik gelisim testlerinde yasitlarina gére
bir gerilik saptanmamistir (184).

2.6.3. Uretkenlik iizerine etkileri:
Kanser tedavisi sonras Gretkenlik Gzerine olumsuz etkiler, KT ya da RT’nin gonadlar
Uzerine direkt toksik etkisi veya RT’nin hipotalamik-hipofizer aksa olan olumsuz etkisi
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sonucu olabilmektedir. Erkek ALL vakalarinin yaklasik %6’sinda, tani veya relapsda
testislerde I6semik tutulum vardir. Gerek direkt tedavi amaciyla olsun gerekse
kraniyal RT amaciyla olsun testisler RT almaktadir ve germ hicre fonksiyoniari
radyasyona c¢ok duyarlt oldugundan 100cGylik bir doz bile oligo-azospermi
yapabilmektedir. Leydig hicreleri daha direnglidir. Sklar ve ark., kir olan 60 ALL
vakasinda FSH yuksekligi ve testis volimlerinin kiiglik olmasiyla tanimlanan belirgin
germ hicre disfonksiyonu saptamiglardir (185). Yakin zamanda, gerek KiT icin
hazirlik rejimlerinde, gerekse primer kemoterapi rejimlerinde, siklofosfamid
kullanimimin giderek arttidi géralmektedir. Bu ajamin primer gonad hasari yaptigi
bilinmektedir ve uzun dénemde hastalarin Uretkenlik kapasitesini etkileyebilir. Diger
calismalarda yiksek doz CPM ile tedavi edilen kiziarin genelde menarsa girdikleri ve
menslerinin  devam ettigi goérilimls, fakat menopoza daha erken girdikleri
saptanmistir (186)

2.6.4. Kardiyak etkiler:

Antrasiklinlerin, hem akut olarak hem de tedaviden yillar sonra kardiyak toksisite
yaptiklari bilinmektedir. Toksisite insidansi kimulatif doz, mediastinal RT veya dier
kemoterapotik ajanlarin (siklofosfamid, ifosfamid) kullammi ile iligkili olarak 350-
400mg/mg® arasinda degismektedir (5). Doz.yogunlugu, kiz cinsiyet ve tanida yasin
kiclk olmasinin kardiyak toksisite riskini artirdigi gézlenmistir (187,188). Subklinik
kardiyak hasarin tahmin edilenden daha fazla oldugu belirtiimektedir. Steinherz ve
arkadaglari, median 450 mg/m? antrasiklin almis 201 ALL hastasinin median 7 yilhk
takip suresinde, %23'Unde ekokardiyografik anormallik saptamiglardir (189).
Sonrasinda Lipschultz ve ark., tedaviden 1-15 yil sonra 115 gocugu incelediklerinde
hastalarin %57’sinde artmig afterload (sol ventrikiil duvar kalinliginda azalma) ya da
kontraktilitede azalma saptamiglar ve bunun antrasiklin kimulatif dozuyla iligkisi
oldugunu gdstermiglerdir (190). Antrasiklinlerin kardiyak toksisitesini azaltmaya
yonelik yaklagimlar, uygulama dozlarinin degistiriimesi ve daha az toksik analoglarin
bulunmasidir. Dozlann surekli inflzyonla veya daha sik araliklarla daha dusik
dozlarda uygulanmasinin, pik serum seviyelerinde asir ylkseklikleri engelleyerek
etkinligi azaltmadan kardiyak toksisiteyi azaltti§i gértimektedir. ilaveten birlikte
kardiyak'koruyucularln ornegin dexrazoksan kullanimi, kiinik ¢alisma altindadir(5).
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2.6.5. ikincil maligniteler:

Cocukluk cagi kanserlerinin tedavisinin en énemli yan etkilerindendir. Childhood
Cancer Survivor Study (CCSS)'nin ilk verilerinde, 1970-1986 arasinda 25 merkezden
yaslari 21'den kigtk tani almig 13254 kanser hastasinda, i6semi tanisindan 15 yil
sonra kimdlatif ikincil kanser insidansi %1.6, 20 yil sonra ise %3.3 bulunmustur
(191). En sik olarak da SSS timoérieri gelmektedir (192,193). Neglia ve ark., ALL
nedeniyle tedavi gérmus 9720 hastanin median 6 yil takipleri sonunda 43 tanesinde
ikincil kanser gelistigini ve bunlarin 24'inde SSS tUm6rt oldugunu saptamiglardir
(193). Yakin 'zamanda yapilan bir aragtirmada, ALL nedeniyle KiT yapilan 3182
cocuktan median 3.6 yilda 25 solid tumér olgusu gdzlendidi, bunlarin yaridan
fazlasinin da SSS ve tiroid kanserleri oldugu bildirilmistir (194). L6semi ve SSS
tumérleri arasinda Li-Fraumeni gibi bilinen genetik iligkilerin yanisira yeni bir yayinda
radyasyon, antimetabolit tedavi ve genetik predispozisyon arasinda da bir iligki
bildirilmigtir. Relling ve ark., yodun antimetabolit tedavi géren 52 Hastanln
6'sinda(%12.8), ikincil beyin taméru saptamiglardir (195).

Hem alkilleyici ajanlar hem de epipodofilotoksinlerin, sekonder AML gelisiminde etkili
olduklan belirtilmektedir. Alkilleyici ajanléra sekonder geliéenlerde median sire 5.5 yil
ve oncesinde myelodisplastik bir faz oldugu ve siklikla 5 ve 7. kromozomlarda
anormallikle beraber oldugu g&sterilmigtir. Aksine epipodofilotoksinlerde intervalin
daha kisa oldugu, myelodisplastik faz bulunmadidi ve 11q anomalileri ile seyrettigi
belirtiimektedir (196).

2.6.6. Avaskiiler nekroz:

Yeni verilere gbre, prednizon yerine deksametazon kullanimi ALL’'de EFS oranlarin
yUkseltmistir(5). Fakat bu potent steroidin kullanimi, I6semi tedavisinin kronik
komplikasyonu olarak avaskiler nekroz oranlarinda artisa yol agmistir. Bu yan etki
steroid doz ve slresiyle iligkili olarak %3'den %25'lere kadar bildirilmig ve
adblesanlarin prepubertallerden daha yatkin oldukiar géraimastar(5). Siklikla tedavi
sirasinda veya yillar sonra femur basi gibi yik binen eklemierde ortaya gcikmaktadir
(197). Kiinik bulgular, agrilarin kaybolmasindan ciddi fonksiyon kayiplarina kadar
genis bir yelpazededir. Bazi hastalarda eklem replasmani gerekebilmektedir .

Sonug oI'arak, I6semi tedavisi gérmiis gocuk ve addlesan olgular geri kalan yagamiar
boyunca aktif bir gekilde takip edilmeli ve klinik ¢alismalarin bir alt grubu dahilinde
izlenmelidirler. Bu, aragtirmacilara I6semi tedavisinin etkinliginin korunurken, uzun
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sireli yagamlarinda da kalitenin bozulmamasi ve ge¢ sekellerin énlenmesi igin,
mevcut tedavilerin modifikasyonunda yol gésterici oimalidir.

2.7. Flow sitometrik DNA analizi (198):

DNA analizi iki calisma sahasindan olugmaktadir. Birincisi; DNA iceriginin
hesaplanmasi yani normal ya da anormal hicre populasyonunun ploidisini ya da
DNA miktarini saptamaktir. Normal hicreler (6ploid ya da diploid) genellikle normal
DNA igerigine sahiptir ve 2N olarak ifade edilmektedir. Aksine malign hcreler,
siklikla anormal DNA igerigine sahiptir (anploid).

ikincisi; hiicre siklsi kinetidi caligmalandir ve hiicre déngasinin farkli evrelerindeki
htcrelerin dagilimlarinin hesaplanmasiyla yapilmaktadir. Hucre dénglsh caligmalart,
ilgilenilen hiicre populasyonunun proliferatif aktivitesi hakkinda bilgi vermekte ve
malign hicrelerin proliferatif aktivitesi yluksek olabildiginden kanser tanisinda,
prognozunda ve tedavinin izienmesinde faydali olmaktadir.

DNA analizi, flow sitometrinin ilk uygulama alanlarindan biridir ve giniumiizde
oldukca genis kullanim sahalari olan hassas, hizli, otomaﬁze bir sistem olarak klinik
laboratuvarlarda yerini almigtir. DNA analizi icin kullanildiginda birkag dakika icinde
100000’den fazla hucrenin énalizine imkan vermektedir. Otoradyografik analizler ile
kiyaslandiginda oldukca “cost effective” ve zaman kazandiricidir.

DNA analiz caligmalarinin temel gostergeleri, DNA indeksi (DI) ve proliferatif indekstir
(198). DNA indeksi anoploidinin varliginin velveya derecesinin bir 6lcimudur.
Proliferatif indeks, hiicre dénglstnin istirahat fazi digsinda olan ve replike olan
hdcrelerin ylzdesini gbstermektedir.

Flow sitometri kullanitarak DNA igeriginin hesaplanmasi, bazi flioresan boyalarin
uygun boyanma kosgullarinda DNA'ya baglanabilme kabiliyetlerine dayanmaktadir.
Tipik olarak hicreler yada ekstrakie nikleuslar, ¢ift sarmalli DNA'ya stokiometrik
olarak baglanan Propidium lodide(PI) gibi flioresan boyalarla boyanmaktadir. Pl'ya
- ilaveten Hoechst, DAPI ve etidium bromid gibi difer boyalar da bu amag icin
kullanilabilmektedir. Flow sitometri ile élctildugunde PI kullanimi ile integre kirmizi
flioresan’in yogunlugu boya ile badli DNA miktariyla dogrudan iligkilidir. Normal
diploid DNA iceren hicrelerin flioresan intensitesi ile analiz edilen hicrelerin
intensitesi karsilastirilarak relatif DNA igerikleri hesaplanabilmektedir.

Boyali hticreler ya da nikleuslar bir eksitatér 11k kaynagindan yani flow sitometrinin

lazerinden gegmekte ve DNA icerikleri ile orantili olarak flioresan emisyonu
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vermektedirler. Pl 300-380 ve 440-580 nm'de eksite olmakta ve 560-680 nm'de
emisyon vermektedir. Nikleus’a bagli boya tarafindan sacilan kirmizi flioresans
saptanarak bir histogram grafikde gésterilmektedir. DNA andploidisi gésteren hiicre
populasyonlari, DNA anormalligi olmayanlardan aynlabilir (199). Anéploid hicre
populasyonunun flloresan intensitesinin, diploid DNA iceren hucrelerin fllioresan
infenéiteleri ile karsilagtiriimasiyla (histogramda GOG1 piki) anéploid poptlasyonun
relatif DNA miktar sabtanabilir. Bu andploid hicre dizisinin DNA indeksidir.
Histogramda andploid bir popilasyon saptanirsa hasta érneginin DNA indeksi,
anéploid populasyonun GOG1 pikinin ortalama kanal sayisinin, normal diploid
popilasyona ait GOG1 pikinin ortalama kanal sayisina bolinmesi ile
hesaplanmaktadir (DI:Andploid GOG1 / Diploid GOG1) .

Her bir kromozomun iki kopyasini iceren normal hiicreler diploiddir. DNA indexinin
1.0 olmasi durumunda diploid oldugu stylenir. Sonug 1.0’e esit degil ise, andploid
olarak tanimlanmaktadir (200).

2.7.1. Hiicre sikliisii analizi:

Hucrenin ardigik bayume ve bélinme olaylarinin hepsine birden, hiicre sikitist
denmektedir. Hicre sikius, siklikla beg faz'a ayrilmaktadir. Bunlardan 4'G:

1- G1(gap 1), DNA replikasyonu éncesi bliyime periyodunu ifade etmektedir.

2~ S (sentez), DNA'nin replike oldugu fazdir;

3- G2(gap 2); DNA replikasyonunu takibeden buylume periyodudur;

4- M(mitoz), hlicrenin bdlinme periyodu.

Mitozu takiben, kardes hicreler tekrardan G1 fazina girebilirler, ya da 5. faz olarak
bilinen, bliyme ve replikasyonun durdugu GO fazina girerler. GO fazindaki hiicrelere,
istirahat halindeki hlcreler de denmektedir. Bu hlcreler tekrardan G1 fazina
girebiimektedirler ya da 6imektedirler. Hiicresel cogalma basladifi zaman, hiicreler
hicre siklisinan G, fazina girer. Bu faz sirasinda RNA ve protein sentezi
olugmaktadir, ancak hdcresel DNA igerigi 2N’de sabit kalmaktadir(200)
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2.7.2. Hiicre sikliisli Flow sitometri ile nasil degeriendirilir?
Dénguideki hucrelerin flow sitometrik érnek gorintisi gekil 1'de verilmigtir.

DNA HISTOGRAMI
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DNA MIKTARI

Sekil 1. Hicre sikliisindeki normal hiicreler ve flow sitometrik goriintiileri

Grafikteki horizontal aks, relatif olarak hicre bagina digen DNA miktarini gésterirken
vertikal aks, her DNA miktar1 bagina saptanan hicre sayisini ifade etmektedir. Bu
gorundim, histogram olarak bilinmektedir. Histogram igine dahil edilen sekil ise, hf.lFre
siklisuniG goéstermektedir. Bu o6rnekte G1 fazindaki hicreler 25. kanalda pik
yapmaktadir. G2 ve M fazindaki hucreler ise DNA miktarlar replike olduklarindan
dolayi iki kati yani 50.kanal diizeyinde pik yapmaktadir. Bu iki pik arasinda da G1 ve
G2 fazlarinda degisik miktarlarda DNA (2N-4N) iceren hicrelerin olugturdugu bir
plato izlenmekte olup S fazinin karakteristigidir. Her pik yada bélgenin yiksekligine
dikkat edilmelidir. Flow sitometrinin bilgisayari her hicre populasyonunun,
fraksiyonunu ya da miktarini verebilmektedir. Tipik olarak hucrelerin ¢coguniugu G1
fazindadir. GO fazindaki hicrelerin DNA miktarlan da, G1 fazi ile aynidir. Bu teknikle
bu fazlar birbirlerinden ayrilamadiklarindan GO/G1 olarak ifade edilmektedir.
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Diferansiye vicut htcrelerinin %95'inden fazlasi bu fazdadir ve 2N DNA igeren
diploid hicrelerdir. S ve G2/M fazlarinin da degerlendiriimesiyle, hicre
populasyonunun ¢ogalmasi hakkinda fikir edinilebilmektedir. DNA replikasyonunun
tamamlandigi S fazi sonundan mitoza kadar gegen slre G2 fazidir ve birlikte
degerlendirilerek G2M fazi denmektedir. Bu hucrelerde DNA icerigi en yuksektlr (4N)
ve histogramda tek bir pik olarak kargimiza ¢ikmaktadir. :

Bu histogramlar, yalnizca andploid popualasyon varligimi gdstermek igin
kullanilmamakta, ayni zamanda farkli hticre siklUslerindeki hucrelerin oranlarini da
vermektedir. Y aksi hlcre sayisini, X aksi ise flioresan yoguniugunu yani DNA
miktarini vermektedir.

Vicutta barsak epitel hucreleri, kemik iligi ve deri hicreleri gibi sadece birkag tip
hicre sik mitoza gitmektedir. Normal farklilagmis hicrelerde mitotik aktivite dgtktr.
Maliyn hicrelerin mitotik aktiviteleri daha ylaksek olmaya meyillidir ve S fazi indeksi
élgumieriyle hesaplanabilmektedir (201). S fazi 6lgimleri, tumér agressifligi
gbstergesi olmasi yani sira timér reklrrens riski ve/veya genel hasta yasamini
tahmin etmede kullaniimaktadir.

S faz fraksiyonu: S fazindaki hicreler (%)/S fazi populasyonunun %’si x 100
Proliferatif indeks: Huicre doénglstindeki total hiicre popilasyonunda, S ve G2M
fazlanmn toplamini  gdstermektedir ve hicrelerin  proliferatif  aktivitesini
gbstermektedir (202). Proliferatif indeks: S + G2M fazi htcreler/total hucre
populasyonu formaliyle hesaplanir.

Bu teknik, kanser hicre calismalarinda olduk¢a genig bir sekilde kullaniimaktadir.

Prognozla iligkisinin oldugu bilinen Iésemilerde, tedavi stratejilerinin seciminde ve -

siklikla da ilaglanin hiicre bUylme ve bélunmeleri (zerine olan etkilerinin
iincelenmesinde kullaniimaktadir.
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3. HASTALAR ve YONTEM

3.1. Orneklem

Calisma Kasim 1999 — Ocak 2001’de 0-18 yag grubu yeni tani almig ALL’li hastalarn
kemik iligi aspirasyon érneklerinde yépildl. Vakalarin 12'si Dokuz Eylil Universitesi
Tip Fakiltesi Cocuk Hematoloji Bilim Dali, 40 Ege Universitesi Tip Fakltesi
Pediatrik Hematoloji Bilim Dali, 5'i izmir Tepecik SSK Hastanesi Cocuk Klinigi, 4'G
izmir Dr. Behget Uz Cocuk Hastanesinde izienmekteydi.

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin Alinmasi :

Hastalarin ilk tanida morfolojik, sitogenetik ve immUnfenotipleme amaciyla yapilan
kemik iligi aspirasyonu esnasinda, flow sitometrik hiicre siklisl ve ‘DNA‘anaIi'zi icin,
kemik iligi aspirasyon 6rnegi ayrildi. Hastalarin demografik ézellikieri, klinik buigulari,
laboratuvar tetkiklerinden tam kan sayimlari, blastik hiicrelerin morfolojik, sitogenetik,
immanfenotipik 6zellikleri, DNA indeksi ve hiicre dénglisi analiz sonuglari kaydedildi.

3.2.2 Materyalin Taginmasi ve Saklanmasi :

Hastalardan alinan 2-3 ml kemik iligi aspirasyon érnekleri, EDTA’h tiplerde toplandi.
Diger merkezlerden alinan o6rnekler ise, 2 saat icinde calisma laboratuvarina
ulagtinidi.

3.2.3. Mononiikleer Hiicrelerin izolasyonu :

Boyum tarafindan 1968 yilinda, periferik kan ve kemik iligi aspirasyonundaki
mononikleer hicrelerin (MNCs) izolasyonu icin tanimlanan metodlara gére yapild;
(203). Bu yontemlerde, polisakkarit ve radiopak kontrast ortamin karigimiar
kullanmimaktadir. Histopaque-1077 + 0.001 g/ml'ye ayarlanmis polysucrose ve
sodyum diatrizoate solisyonudur. Antikoagilanli kemik iligi aspirasyon materyali
Histopaque-1077 Gzerine tabakalandirilir. Santrifigasyon sirasinda, eritrositler ve
nétrofiller polysucrose ile aggrege olarak hizla ¢éker. Boéylece mononikleer hiicreler
plazma ve Histopaque-1077 arasinda kalmaktadir. Trombositlerin codu ise, yikama
basamaklari sirasinda dusik devirde santrifigasyonla uzakiastiriimaktadir.
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Gerekli ara¢ ve materyalier ;

1. Histopaque-1077, Sigma Diagnostics inc. / Katalog no: 1077-1.

2. Polipropilen dibi konik doku koltar thpl, Greiner Labortechnik / Katalog no:
164160.

. 3-4 ml’lik serolojik pastér pipeti.

. Mikroskop, lam , lamel ve enjektdr.

. %0.4'luk trypan-blue solUsyonu (canhlik testi).

. Fétal calf serum (FCS), Biological industries / Katalog no: 04-001-1B.

RPMI-1640 medium, Biological industries / Katalog no: 01-100-1A.

. Beckman J6-MI sogutmali santrifljj, Beckman instruments, inc., CA 94304, USA.

. Yikama sollisyonu (%10 FCS iceren RPMI-1640 ortami).

© O N O O~ W

Ornegin Hazirlanmasi ;
Kemik iligi aspirasyon érnegi, hiicre sayisina bagh olarak érnek 1:2 veya 1:4 dille
edildi.

Ydntem;

1. Dibi konik doku kuiltir tipine, oda 1sisina getiriimis 3.0 ml Histopaque-1077 ilave
edildi.

2. Yaklasik 3-4 ml dilte edilen kemik iligi aspirasyon érnegi Histopaque-1077 (izerine
dikkatli olarak tabakalandirildi.

3. Oda isisinda tam olarak 20 dakika 400 x g'de santrif(ij edildi.

4. Santriftjden sonra dikkatli olarak pastér pipeti ile opak interfazdaki mononukieer

hiicre tabakasi aspire edilerek toplandi.

. Opak interfaz tabakasi yeni doku kiltar tUptne transfer edildi.

. Bu tlpe 8-10 ml yikama solusyonu ilave edilerek htcreler karistiridi.

. 250 x g'de 10 dakika santrifyj edildi. '

. Santrifllj sonrasi sUpernatanti aspire edilerek atildi (Ficollpaque-1077’in tamamen

0 ~N O O

ortamdan uzaklagtiriimasi).

9. Hucre pelleti, 1.0 ml yilkama ortaminda stspanse edildi ve son hacim 10 ml'ye
tamamlandi.

10. 250 x g'de 10 dakika santrif(ij edildi.

11. Sekiz ve dokuzuncu basamaklar tekrar edildi. Son yikama isleminden sonra 2.0

ml yikama solUsyonunda hucreler tekrar stispanse edildi.
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12. Bu yontem ile elde edilen mononUkieer hicre toplulugunun canhilidi, %0.410k
trypan-blue ile muamele edilerek kontro!l edildi (204). Canliligin %98-99 oldugu
saptandi.

3.2.4. Mononiikleer Hiicrelerin Dondurulmas: :

Hucre déngtsti ve DNA analizi i¢in kullanilan kitin ¢ézGndartldUkten sonraki kullanim
sUresinin bir ay gibi kisa olmasi nedeni ile, yeterli sayida 6rnek caligabilmesi
amaciyla elde edilen MNCs'in dondurularak depoland (205).

Gerekli arag ve materyaller ; _

1. 1.8 ml'lik dondurma ttpleri, Nalge Nunc Cryo Tube vials / Katalog no: 375418.
2. Dimethy! sulphoxide (DMSO), Sigma Diagnostics inc. / Katalog no: D 2650.

3. Fétal calf serum (FCS), Biological industries / Katalog no: 04-001-1B.

4. RPMI-1640 medium, Biological industries / Katalog no: 01-100-1A.

5. Dondurma soltsyonu (%10 FCS ve %20 DMSO igeren RPMI-1640 ortami).

6. Heraeus Sepatech derin dondurucu (-80°C).

Yébntem;

1. Enjektérde 2.0 ml'lik dondurucu ortami hazirlandi ve 4°C'ye kadar sogutuldu.

2. Enjektérde 2.0 ml'lik MNC stspansiyonu 4°C’ye kadar sogutuldu.

3. Esit hacim ve 4°C'ye kadar sogutulan MNC suUspansiyonu ile dondurucu ortam

. kanstinidi.

4. iki adet Nunc Cryo tuptine esit miktarda ilave edildi.

5. Cryo tUpleri derin dondurucuya transfer edilerek calisma &ncesine kadar
depolandi.

3.2.5. Mononlikleer Hiicrelerin Céziindiiriilmesi :

Hucre dongust ve DNA analizi igin saklanan kemik ili§i aspirasyonu MNC 6rnekleri,

5'li gruplar halinde g¢ézinduarilerek gahgildi (205).

Gerekli ara¢ ve materyaller ;

1. Su banyosu, Thermed 5001 electronic benmari.

2. Polipropilen dibi konik doku kaltir tipl, Greiner Labortechnik / Katalog no:
164160.

3. Mikroskop, lam , lamel, enjektdr ve buz pargalari.
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4. %0.4'l0k trypan-blue solusyonu (canhlik testi).

5. Yikama soltisyonu (%10 FCS iceren RPMI-1640 ortami).

6. Fosfat tampon sollisyonu (Phosphate buffer saline-PBS).

7. 12x75 mm, 5 ml'lik polysirene tlpler, Falcon / Katalog no: 352052, Becton
Dickinson Lab.

Yébntem;

1. Su banyosu 37°C'ye kadar isttildi. Hucreleri 4°C’de tutabilmek igin beher iginde
buz parcaciklarindan olugan bir buz banyosu hazirland..

2. 8 ml'lik %10 FCS igeren RPMI-1640 ytkama ortam! buz banyosuna konularak
sogutuldu.

3. Derin dondurucudan gikarilan 6érnekler, 37°C'ye getiriimis su banyosunda hizlica
¢ézUndlruldd. Ornekler, hemen buz banyosunda sodutulmus yikama ortaminin
icine transfer edildi. Hucreler, bu ortamda yaklagik olarak 20 dakika kadar
bekletildi.

4. 250 x g'de 10 dakika santriftj edildi.

5. Santrifljj sonrasi spernatanti aspire edilerek atildi (DMSO’nun uzakiagtiriimasi).

6. Hucre pelleti, 1.0 ml ylkarria ortaminda suspanse edildi ve son hacim 10 mlye
tamamlandi.

7. 250 x g'de 10 dakika santrifij edildi.

8. Alti ve yedinci basamakiar tekrar edildi. Son yikama isleminden sonra 2.0 m! PBS
ilave edilerek hiicreler tekrar stispanse edildi.

9. C6zindUrtlen MNC toplulugunun canliig, %0.4'luk trypan-blue ile muamele
edilerek kontrol edildi (204). Canliligin %97-98 oldugu saptand:.

10. Hemocounter'’da hiicre sayim: yapildi ve hiicre konsahtrasyonlarl 1x10%ml'ye
ayarland..

3.2.6. Kontrol Mononiikleer Hiicrelerin Hazirlanmasi:
Test 6rneklerimizin DNA indeksinin hesaplanmasi ve flow sitometri cihazinda G0/G1
pikinin kanal degerinin dogru olarak saptanmasi amaciyla, periferik kan mononikieer
hlcreleri izole edildi.
1. Saglkl kigilerden 4-5 ml EDTA’li vendz kan alindi.
2. Mononikleer hicre izolasyon yénteminde belirtildigi gibi, periferik kandan

mononukleer hiicreler (PBMNCs) izole edildi.
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3. Hemocounter'da hilicre sayimi yapildi ve hicre konsantrasyonu tampon
solusyonunda 1x10%mt'ye ayarlandi.

3.3. Hiicre Sikliisii ve DNA Analizi

Hastalarin kemik iligi mononukieer hucrelerinin hiicre déngusu ve DNA analizleri igin,
CycleTEST DNA reagent kiti (Becton Dickinson-BD / Katalog no: 340242) kullaniidi.
Kit, taze veya dondurularak saklanmig hiicre suspansiyonlarindan elde edilen hicre
cekirdeklerinin izole edilmesini ve boyanmasini saglayan reaktifleri icermektedir.
3.3.1. Testin prensibi ;

Yoéntem, non-iyonik deterjanlar ile hiicre membran lipid tabakasinin ¢dzindurilerek
hicre sitoplazmasmm gecirgenliginin saglanmasini, tripsin ile hiicre proteinierinin yok
edilerek bir enzimle hicresel RNA'nin sindiriimesini ve sperminie de ni:lklefer
kromatinin stabilize edilmesini icermektedir (206,207).

izole edilen nikleuslarin tamami propidium iodide (Pi) ile boyanmaktadir. Boyanmis
hicreler, daha sonra elektronik olarak ¢iftli hicreleri birbirinden ayirt edebilme
yetenegine "Doublet Discrimination Mode (DDM)” sahip flow sitometride analiz
edilmektedir (208,209).

3.3.2. Kullanilan Reaktif, Arag ve Materyaller ;

. Solasyon A (10 ml'lik spermin tetrahidroklorik tamponda tripsin igermekteqir).

. Solisyon B (Tripsin inhibitéri ve Riboniklease-A icermektedir).

. Solisyon C (Propidium iodide icermektedir).

. Tampon solisyonu (Sodium-sitrat, sukroz ve DMSO icermektedir).

. Aliminyum folyo (boyanan hicrelerin istktan korunmasi).

. Ayarlanabilir otomatik mikropipet ve pipet uclari.

. DNA QC partkilleri, BD Labware / Katalog no: 349523.

. 12x75 mm, 5 ml'lik polystrene tipler, Falcon / Katalog no: 352052, BD Labware.

O N O O WN

9. 40 um'lik naylon stizgeg, Cell Strainer BD Labware / Katalog no: 352340.

10. FACSCalibur flow sitometri, BD immunocytometry Systems / Seri no: E1914,
June 1998.

3.3.3. Boyama Yéntemi ;

1. Hucre déngust ve DNA analizinde boyama yéntemi igin toplam 5 x 10° hiicre
gereklidir. Bu nedenle kontrol olarak kullanmak icin bir tipe sadece PBMNC
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stispansiyonundan 5x10° hiicre ilave edildi. Diger tilpe ise test edilecek kemik iligi
MNCs ile PBMNCs 2/1 oraninda ve toplam 5x10° hiicre olacak gekilde ilave edildi.

2. Hiicre sUspansiyonlari, oda isisinda, 400 x g’de 5 dakika santrifUj edildi. Hicre
pelletini bozmadan dikkatli olarak stpernatant aspire edildi. '

3. Sollisyon A (tripsin tamponu) ve soltsyon B (tripsin inhibitéri - RNase tampaonu)
oda 1sisina getirildi. Her tipe 250 ul solisyon A ilave edildi ve tip
vortekslenmeden yavasca elle vurularak kanstirild.

4, Solusyon A (tripsin tamponu) ile reaksiyona girmesi icin, oda isisinda 10 dakika
inkube edildi.

5. Her tiipe solisyon A'yi dékmeden 200 ul soliisyon B (tripsin inhibitéril - RNase
tamponu) ilave edildi. Tup vortekslemeden yavasca elle vurularak karigtiriidi.

6. Oda 1si1sinda 10 dakika inklibe edildi.

7. Her tiupe sollisyon A ve B atiimadan soguk (2°C - 8°C) 200 ul solisyon C
(propidium iodide boyama solusyonu) ilave edildi. Yukaridaki basamaklarda
oldugu gibi yavasca karigtirildi.

8. Buz banyosunda veya buzdolabinda (2°C - 8°C), karanlik ortamda 10 dakika
inktibe edildi.

9. Her tup ayrt ayn 12x75 mm’lik tGplere 40 um’lik naylon stizge¢ kullanilarak
filtreden gegirildi ve flow sitometrede analiz etmek i¢in hazir hale getirildi.

10. Hazirlanmig tupler flow sitometrede analiz edilinceye kadar karanlik ortamda,
2°C-8°C’de saklandi. Ornekler, soliisyon C ilave edildikten sonra 3.saat iginde flow

sitometrede analiz edildi.

3.3.4. Flow Sitometrede Analiz ;

1. Orneklerin flow sitometreden gecirilmesi, Macintosh CellQUEST software ve DNA
Experiment Document programiari kullanilarak gergeklestirildi.

2. DNA analizinde kullanilan flow sitometrenin cihaz performansini ve kalite
kontrolintn saglanmasi amacityla DNA QC partikilleri (Becton Dickinson/Katalog
no:349523) kullanildi.

3. Tavuk eritrosit nikleuslari (CEN) ile cihazin voltaj ayarlan saglanarak lineer bir
cevap olugturuimasi saglandi.
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4. Calf timus nikleusiari (CTN), hticre siklustinin buttn fazlarina sahip stabil bir
kaynak olusturmaktadir. CTN, flow sitometrenin DDM islemini tam olarak
degerlendirdigini géstermek icin kullaniimaktadir.

5. Flow sitometre cihazinin kalibrasyonlari tamamiandiktan sonra, sadece PBMNCs’i
iceren Ornek cihazdan gegirilerek sadece 2N miktarda DNA iceren GO/G1
histogram pikinin kanal degeri ve yeri ayarlandi.

6. Daha sonra sirastyla test edilecek kemik iligi MNCs ile PBMNCs'i iceren tupler
cihazdan gegirilerek bilgiler elde edildi. Bu 6rneklerde minimum 20000 hlicre
sayiidl.

7. Elde edilen veriler ModFit LT 2.0 Cycle Analysis Software (BD, Verity Software
House, inc., katalog no: 34013081) kullanilarak degerlendirildi.

3.4. {statistik yontemler:

“SPSS for\MS' Windows Release 8.0" istatistik programi kullanilarak sayisal
dediskenler icin gruplararasi ikili kargilagtirmalar éncesi, farklidin énemlilidi “Kruskal-
Wallis 1-way Anova” varyans analizi yontemiyle degerlendirildi. Sonrasinda ikili
kargilagtirmalar “Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W Test’ ile yapildi.
Gruplararasindaki farkliligin 6nemiiligi “Pearson Q Square” testi ve gbzlerden biriqde
5’'den kugik godzlenen deger oldugunda “Fisher's Exact Test” ile belirlendi. p<0.05
anlamh olarak kabul edildi. Tim anlamlilik de@erleri, iki yonl( degerler olarak ahr\dl.
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4. BULGULAR

4.1.1. Demografik 6zellikler

Calismaya alinan hastalarin bazi 6zellikleri tablo 6‘da gértimektedir. Kasim 1999-
Ocak 2001 tarihleri arasinda 1,5 — 16 yaginda, 271'i erkek (%76) ve 7'si kiz (%24),
toplam 25 yeni tani akut lenfoblastik 16semi hastasi calismaya alindi. Hastalarin
%601 kullanilan ALL BFM-95 tedavi protokoll kriterlerine gére standart ve orta risk
grubu olarak kabul edilen 1-6 yas arasi hastalardi. %40’ ise 6 yag ve Uzerinde idi.

Tablo 6. Hastalann yas, cins ve tedavi gordiikleri merkeziere gére dagihimi

n %
Cinsiyet
Erkek 19 76
Kiz 6 24
Yas
<1 - -
1-6 15 60
>6 10 40
Tedavi gordiigii merkez
DEUTF 12 48
SSK Tepecik H. 5 16
EOTF 4 20
Behcget Uz C.H. 4 ' 16 .

4.1.2, Hastalarin tan1 aninda klinik ve laboratuvar 6zellikleri

Hastalarin yas ortalamasi 6,0 + 3,9 yil idi. Tanl aninda 19 hastada (%76)
hepatomegali (3,0 + 2,6 cm), 15’inde (%60) splenomegali (3,3 + 4,0cm) ve bir
hastada (%4) mediasten geniglemesi saptandi. Hastalarin hicbirisinde santral sinir
sistemi tutulumu tespit edilmedi. Laboratuar bulgularindan ortalama hemoglobin
degerleri _7,2 + 2,4g/dl ( 3,6-13,2), hematokrit %22,4 + 7,6 (10,3-38,5), trombositleri
73,3 + 81x10%L (6,0-355), l6kosit sayisi 35,9 + 53,7 x10%L (1,3-222) ve periferik
yaymada blast orani % 52,1 + 34,7 (1-95) idi. Protokole gére 11 hastanin (%44)
tanidaki I6kosit sayisi kotl risk grubuna ( 220 x10°/L) giriyordu. Lésemik hucre yik
(RF) ortalama 1,1 +£0,4 (0-1,7) ve yedi hastada (%28) RF<0,8, sekizinde (%32) Q,8-
1,2 arasinda, dokuzunda (%36) 1,2 - <1,7 ve bir hastada da(%4) >1,7 idi (Tablo 7 ve
8).
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Tablo 7. Hastalann klinik ve laboratuar bulgulari (1)

‘Ortalama + SD Min - Max
Yas 6,0+3,9 1,5-14
Hepatomegali (cm) 30+26 0-9,0
splenomegali (cm) 3,3+4,0 0-15,0
Lésemik hiicre yiikii (RF) 1,1+0,4 0-1,7
Hb (g/dl) 72+24 3,6-13,2
Hct (%) 224+76 10,3-38,5
Trombosit (x10°/L) 73,3+81 6,0-355
Lokosit (x10°/L) 359 +537 1,3-222
PY’de blast (%) 52,1 +34,7 1-95

Tablo 8. Hastalann klinik ve laboratuar bulgulan (2)

n %
$SS tutulumu - -
Mediasten geniglemesi 1 4
Splenomegali 15 60
Hepatomegali 19 76
Loékasit

<20 x10°/L 14 56

>20 x10%L 11 44
Lésemik hiicre yiikii (RF)

<0.8 7 28

0.8-1.2 8 32

1.2-<1.7 9 36

>1.7 1 4

4.1.3. Hastalanin tam aninda blastik hiicre 6zellikleri

Tani agamasinda kemik iliginden elde edilen mononikieer hicrelerin morfolojik,
immunfenotipik ve sitogenetik 6zellikleri toblo 9’ da gdrilmektedir.

Hastalarin 21’inin (%84) L1 ve dérdanan (%16) L2 morfolojisinde oldugu géraldi.
imminfenotipik incelemelerinde 8'i (%32) Pre-pre-B, 15'i (%60) pre-B ve 2'si (%8) T
hicreli idi. 20’sinde (%80) CALLA (+)'ligi saptanirken, 3 hastanin (%12) myeloid
antijenlerden (CD13, CD33) en az birini eksprese ettigi saptandi. Flowsitometrik DNA
incelemelerinde hastalarin birinde (%4) DNA indeksi <1,0, 20'sinde (%80) DI 1.0 —
1.15 arasinda ve dérdinde (%16) =1.16 idi.
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Sitogenetik caligmalarinda 21 hastada (%84) kromozom analizi yapilabildi. Sadece
10'unda (%48) metafaz elde edilebildi, fakat bunlarin da higbirinde 20°'nin Gzerinde
metafaz yoktu. Analiz edilen hastalarin 10'u da (%100) diploid saptandi. PCR’ye
dayall molekuler analiz ¢aligmalar (4:11), t(9:22) ve t(12:21) varhigini saptamaya
yonelik olarak 14 hastada yapilabildi. Bir hastada (%7,1) t(4:11), ¢ hastada (%21,4)
t(12:21) saptanirken, t(9:22) pozitif olguya rastianmadi.

Tablo 9. Tanida blastlann morfolojik, immiinfenotipik ve sitogenétik 6zellikleri

Sayi %"
FAB
L1 21 84
L2 4 16
immiinfenotip
Prepre B 8 32
Pre B 15 680
T 2 8
CALLA
(+) 20 80
) 5 20
Myeloid Ag
(+) 3 12
) 22 88
DNA indeksi
<1.0 1 4
1-1.15 20 80
>1.16 - 4 16
Ploidi (n:10)
Diploid 10 100
Hiperdiploid - -
Hipodiploid - -
Genotip (n:14)
t(4:11) 1 71
t(9:22) - -
t(12:21) 3 21,4

* Her grup iginde kolon yiizdesi

4.1.4. Hastalann erken dénem tedavi yanitlan

Calismanin bir yil icinde bagvuran yeni tant almig hastalar icermesi nedeniyle takip
sureleri oldukc¢a kisith idi. Hastalar ortalama olarak 7.3 + 4.5 ay (1-15 ay) takip
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edildiler. Bu slre icinde relaps veya 6lim olaylna rastlanmadi. Fakat strenin kisithhgi
nedeniyle prednizolon tedavisine erken yanit ve remisyona girme O&zellikleri
deg@erlendirildi. Hastalarin 8 gunlik steroid ve bir kez intratekal metotreksat
tedavisine yanitlar ile ilk remisyon ézellikleri de@erlendirildiginde; 22’sinde (%88) 8.
gundeki blast sayisi < 1000/uL iken G¢ hastada (%12) > 1000/uL idi. Tedavinin 15.
ve 33. gunlerinde induksiyon tedavisine yanit 6zellikleri aragtiriidiginda besg hastanin
(%20) 15. ginde remisyona girdigi, 19 hastanin (%76) 33. gunde remisyona girdigi
saptandi. 33. gunde remisyon kabu! edilen bu olgularin sadece birinde 15. gunki
blast orani >%5 (%10) idi. Bir hasta (%4) ancak 45. glin remisyon elde edilebildi.
Remisyona girmeyen hasta yok idi (Tablo 10).

Tablo 10. Hastalann erken dénem tedavi yanitian

. Sayr1 %

Prednizolona yanit
Blast <1000/uL 22 88
“ >1000/uL 3 12

Remisyon

15. gln 5 20
33. gin 19 76
45. glin : 1 4

4.1.5. Hastalarin tedavi edildikieri merkezlerde yapllml§ risk siniflamasi

Her hastanin risk siniflamasi takip edildigi merkezde degerlendirildi. Buna gore 7
hasta (%28) standart risk, 16 hasta (%64) orta risk ve 2 hasta (%8) yuksek risk
grubundaydi (Tablo 11). Risk siniflamasi yapilirken bazi merkezlerin orijinal BFM-95
protokoline uymadigi goralda; tanida Idkosit sayisi protokole goére yiksek iki
hastalarin erken dénem steroid yamtlan g6z oénlne ahna}ék orta risk yerine standart
risk grubuna alindiklar saptandi.

Tablo 11. Hastalann BFM-95 risk siniflamasina gére dagilimu

n %
~ Risk grubu:
SRG 7 28
MRG 16 64
HRG - 2 8
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4.2.1. Hastalann risk siniflamasina gére demografik 6zellikleri

Calismaya alinan hastalar BFM-95 risk gruplarina gére de@erlendirildiklerinde;
standart risk grubundaki hastalarin altisi (%85,7) 1-6 yaslarinda, birisi de (%14,3) 6
yasin Gzerinde idi. Bunlarin Ggl (%42,9) erkek, dérdi (%57,1) kiz idi. Ortalama takip
streleri 4.9 + 4.3 ay (1-13 ay) idi ve bu strede relaps veya 6lum géruimedi.

Orta risk grubundaki hastalarin yedisi(%43,8) 1-6 yaslarinda, dokuzu (%56,3) 6 yas
ve Uzerinde idi. Bunlarin 15’1 (%93,8) erkek, birisi (%6,3) kiz idi. Ortalama takip
sureleri 8.2 + 4.4 ay (1-15 ay) idi. Bu grupta da bu stre igerisinde herhangi bir olay
gézienmedi. "

Yuksek risk grubundaki hastalarin ikisi de(%100) 1-6 yas grubundaydi. Bu gruptaki
hastalarin ortalama takip stresi 8.5 + 3.5 ay (6-11 ay) idi ve burada da herhangi bir
olay gézlenmedi.

Risk gruplarina gére yé§ ve cinsiyet 6zellikleri karsilagtirildiinda; yag gruplarnmin
dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlamii farklilik gézlenmezken (p:0,08), cinsiyet
agisindan deg@eriendirildiginde kizlarin standart risk grubunda daha fazla oldugu
g6rilda (p:0,02) (Tablo 12).

Tablo 12. BFM-95 risk siniflamasina gore hastalarnn yas ve cinse gére dagilimi
Standart risk Orta risk Yiiksek risk Toplam p

n %* n %* n %* n %*
Cinsiyet
Erkek 3 429 15 93,8 1 50 19 76 0,02
Kiz 4 57 .1 1 6,3 1 50 6 24
Yasg
. <1 - - - - - - - -
1-6 6 85,7 7 43,8 2 100 15 60 0,08
>6 1 14,3 9 56,3 - - 10 40
Toplam** 7 28 16 64 2 8 25 100

*Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplami ve yiizdeleri

4.2.2. Hastalann risk siniflamasina gore klinik ve laboratuvar 6zellikleri

Standart risk grubundaki tani aninda beg hastada (%71,4) hepatomegali, dérdinde
(%57,1) splenomegali vardi. Mediasten genislemesi saptanmad. Hastalafln
hi¢birisinde santral sinir sistemi tutulumu téspit edilmedi.

43



Protokole gére tanidaki I6kosit sayisi orta-yUksek risk grubuna giren ( >20x1 0%L) iki
hasta (%28,6) vardl. Lésemik hlicre yUkleri agisindan incelendiklerinde; iki hastada
(%28,6) RF<0,8, dérdiinde (%57.1) 0,8-1,2 arasinda, bir hastada (%14,3) 1,2 - <1,7
arasindaydi. RF>1,7 olan hasta saptanmadi (Tablo 13).

Orta risk grubundaki tani aninda 12 hastada (%75) hepatomegali, 11’inde (%68,8)
splenomegali vardi. Mediasten geniglemesi bir hastada (%6,3) saptandi. Hastalarin
higbirisinde santral sinir sistemi tutulumu tespit edilmedi. Laboratuvar bulgularindan
i6kosit sayisi >20 x10°/L olan sekiz hasta (%50) vardi. Lésemik hticre yuka (RF) dort
hastada (%25) RF<0,8, G¢unde (%18,7) 0,8-1,2 arasinda, sekiz hastada (%50) 1,2 -
<1,7 arasindaydi. RF>1,7 olan bir hasta (%6,3) saptandi (Tablo 13).

Yuksek risk grubundaki 2 hastada (%100) hepatomegali saptandi. Bu gruptaki
hastalarin hicbirisinde splenomegali, mediasten genislemesi ve santral sinir sistemi
tutulumu tespit edilmedi. Laboratuvar bulgularindan I6kosit sayisi >20 x109IL olan bir
hasta (%50) vardl. Lésemik htcre yUki bir hastada (%50) RF<0,8, digerinde(%50)
0,8-1,2 arasindaydi. RF 1,2-<1,7 ve >1,7 olan hasta yoktu (Tablo 13).

Tablo 13. BFM-95 risk simiflamasina gore hastalarin klinik ve laboratuar
bulgulan

Standart risk Orta risk Yitksek risk P
n %* n %" n %*
SSS tutulumu - - - - - - -
Mediasten - - 1 6,3 - - 0,7
geniglemesi (+)
Hepatomegali (+) 5 71,4 12 75 2 100 0,7
Splenomegali (+) 4 57.1 11 68,8 - - 0,1
Lokosit
<20 x10°/L 5 71,4 8 50 1 50 0,6
>20 x10%L 2 28,6 8 50 1 50
RF ’ ~
' <0.8 2 28,6 4 25 1 50
0.8-1.2 4 57,1 3 18,7 1 50 0.4
1.2-<1.7 1 14,3 8 50 - -
>1.7 - - 1 6,3 - -
Toplam** 7 28 16 64 2 8

* Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplami ve yiizdeleri
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4.2.3. Hastalarin risk siniflamasina gore tam aninda blastik hiicre dzellikleri
Tani agsamasinda kemik iliinden elde edilen mononiklieer hicrelerin  hasta risk
gruplarina gére morfolojik, immunfenotipik ve sitogenetik &zellikleri toblo 14’de
g6riimektedir.

Standart risk grubundaki hastalarin morfolojik inclelemelerinde tUmUnin L1
morfolojisinde oldugu gérilmektedir. immunfenotiplendirmelerinde ikisi (%28,6) Pre-
pre-B, besi (%71,4) pre-B idi. Altisinda (%85.7) CALLA (+)ligi saptanirken, myeloid
antijen ekspresyonuna rastlanmadi. Flowsitometrik DNA incelemelerinde DNA
indeksi <1,0 hasta yoktu, altisinda (%85.7) DI 1.0 — 1.15 arasinda ve birinde (%14,3)
>1.16 idi. S fazi incelemelerinde hastalann Gg¢linde (%42,9) < 6.8 ve dérdinde
(%57.1) >6.8 idi. Sitogenetik galigmalarinda O¢ hastada (%43) kromozom analizi
yapilabildi. Analiz edilen hastalarin G¢l de (%100) diploid saptandi. Hiperdiploidi ve
hipodiploidi saptanmadi. PCR’ye dayali molekiler analiz ¢alismalari t(4:11), t(9:22)
ve t(12:21) varligini saptamaya ydnelik olarak iki hastada yapilabildi. Pozitif olguya
rastianmadi (Tablo 14).

Orta risk grubundaki hastalarin morfolojik inclelemelerinde 12'si (%75) L1, dérdu
(%25) L2 morfolojisinde idi. imminfenotipik incelemelerinde altisi (%37,5) Pre-pre-B,
sekizi (%50) pre-B ve ikisi (%12,5) T hucreli idi. 13'Unde (%81.3) CALLA (+)ligi
saptanirken, birinde de (%6,3) myeloid antijen pozitifligi gézlendi. Flowsitometrik DNA
incelemelerinde DNA indeksi <1,0 olan bir hasta (%6.2) vardi. 12'sinde (%75) DI 1.0
-1.15 arasinda ve Uglnde (%18,8) >1.16 idi. S faz hastalarin 11’inde (%68.8) < 6.8
ve beginde (%31.2) >6.8 idi. Sitogenetik galismalarinda yedi hastada (%100)
kromozom analizi yapilabildi. Analiz edilen hastalarin hepsi diploid saptandi.
Hiperdiploidi ve hipodiploidi saptanmadi. PCR’ye dayali molekuler analiz ¢aligmalari
1(4:11), 1(9:22) ve 1(12:21) varligini saptamaya ydnelik olarak 10 hastada yapilabildi,
¢ hastada (%30) 1(12:21) saptandi (Tablo 14).

Yuksek risk grubundaki hastalarin morfolojik incelemelerinde iki hastanin da (%100)
L1 oldugu gérildu. immunfenotiplendirmelerinde ikisi de(%100) pre-B idi. Pre-pre-B
veT féryotipine rastlanmadi. Bir hastada (%50) CALLA (+)'li§i saptanirken, myelpid
antijen ekspresyonu ikisinde de (%100) pozitif idi. Flowsitometrik DNA indeksi her
ikisinde de 1.0 — 1.15 arasindayd. S fazlari da < 6.8 idi.
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Sitogenetik ¢aligmalarinda higbirinde de metafaz elde edilememesi nedeniyle
kromozom analizi yapilamadi. PCR'ye dayali molekuler analiz caligmalan t(4:11),
t(9:22) ve 1(12:21) varh@ini saptamaya yénelik olarak ikisinde de yapilabildi. Birinde
(%50) 1(4:11) saptandi (Tablo 14). '

Tablo 14. BFM-95 risk siniflamasina gore blastlarin morfolojik, immiinfenotipik,
genetik ve hiicre siklisii zellikleri.

Standart risk Orta risk Yiiksek risk P
n %* n %* n %*
FAB ‘
L1 7 100 ~ 12 75 2 100 0.2
L2 - - 4 25 - -

immiinfenotip
Prepre B 2 28,6 6 37,5 - -

Pre B 5 71,4 8 50 2 100 0,5
T - - 2 12,5 - -
CALLA (+) 6 85,7 13 81,3 =~ 1 50 0,5
Myeloid Ag (+) - - 1 6,3 2 100  <0,001
DNA indeksi
<1.0 - - 1 6,2 - -
1-1.15 6 85,7 12 75 2 100 0,9
>1.16 1 14,3 3 18,8 - :
DNA indeksi
<1,16 6 87 13 812 2 100 0,8
>1.16 1 14,3 3 18,8 - -
Genotip (n:14)
t(4:11) - - - - 1 50
1(9:22) - - - - - - 0,01
t(12:21) - - 3 30 - -
S fazi A
<6,8 3 429 11 68,8 2 100 0,2
>6,8 4 571 5 31,2 - :
Toplam** 7 28 16 64 2 8

* Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplami ve yizdeleri

46



4.2.4. Hastalann BFM-95 risk siniflamasina gore tedavi yanitlan

Hastalarin 8 guinltk steroid ve bir kez intratekal metotreksat tedavisine verdikleri yanit
ve remisyon &zellikleri risk gruplarina gére degerlendirildiginde;

Standart risk grubundaki hastalarin timinde (yedi hasta) 8. gundeki blast sayisi
<1000/uL idi. Tedavinin 33. guninde indUksiyon tedavisine yanit &zellikleri
arastinldiginda yine timunin remisyona girdigi saptandi (Tablo 15).

Orta risk grubundaki hastalarin 14'inde (%87.5) 8. glindeki blast sayisi <1000/uL
iken ikisinde (%12.5) >1000/uL idi. Tedavinin 33. guniinde induksiyon tedavisine yanit
ozellikleri arastiriidiginda tOmanan remisyona girdigi saptandi (Tablo 15).

Yiksek risk grubundaki hastalarin birinde (%50) 8. giindeki blast sayisi <1000/uL
iken digerinde (%50) >1000/uL idi. Tedavinin 33. gininde indlksiyon tedavisine yanit
ozellikleri arastinidiinda  bir hastanin (%50) remisyona girdigi ve diger
hastanin(%50) henliz remisyonda olmadigi saptandi(Tablo 15).

Risk gruplar arasinda erken dénem steroid yanitian arasinda fark yok gibi gérinse
de(p:0,15), 33.glndeki remisyon deg@erlendirmesinde yUksek riskli hastalarda
remisyona girmeme oranlari daha ytiksek izlendi (p:0,003)

Tablo 15. BFM-95 risk siniflamasina gore erken dénem tedavi yanitlan

Standart risk Orta risk Yiiksek risk

- (n:7) (n:16) (n:2) Toplam p
, n %* n %* n %*
Prednizolona
yanit
© <1000/uL 7 100 14 875 1 50 22(88) 0,15
>1000/uL - - 2 12,5 1 50 3(12)
33. giin Ki
<%5blast 7 100 16 100 1 50 24 (96) 0,003
>%5 blast - - - - 1 50 1(4)
Toplam** 7 28 16 64 2 8 25 (100)

* Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplami ve yiizdeleri
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4.3.1. Hastalann DNA indekslerine gbre demografik dzellikleri

Calismaya alinan hastalar DNA indekslerine gére degerlendirildiklerinde;

3,5 yaginda bir erkek hastada DI<1.0 idi.

DI 1.0-1.15 olan 20 hastanin 11'i(%55) 1-6 yasg arasi, dokuzu (%45) 6 yas ve
Gzerinde idi. Bunlarin 14’4 (%70) erkek, altisi (%30) kiz idi.

DI > 1.16 olan dort hastanin tigil (%75) 1-6 yas arasi, birisi (%25) 6 yas ve Uzerinde
olup hepsi erkek idi.

" DNA indekslerine gére yas ve cinsiyet 6zellikleri kargilagtiriidiginda; istatistiksel
anlamli farkllik saptanmadi (p:0,3 ve p:0,5) (Tablo 16).

Tablo 16. DNA indekslerine gére hastalarnn bazi 6zellikleri

DNA indeksi
<1 1-1.15 >1.16 Toplam p
n %* n %* n %*
Cinsiyet
' Erkek 1 100 14 70 4 100 19(76) 0,3
Kiz - - 6 30 - - 6 (24)
Yas
< 1 - - - - - . -
16 1 100 11 55 3 75 16(60) 0,5
>6 - - 9 45 1 25 10 (40)
Toplam** 1 4 20 80 4 16 25(100)

* Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplarmi ve yiizdeleri

4.3.2. Hastalarin DNA indekslerine gore klinik ve laboratuvar zellikleri

DI<1.0 hasta 3.5 yagindaydi. Tam aninda hepatomegali, splenomegali ve mediasten
geniglemesi vardi. Santral sinir sistemi tutulumu tespit edilmedi. Laboratuvar
bulgularindan hemoglobin degeri 9,7 g/dl, hematokrit %28 , trombosit 19x10%L , .
I6kosit sayisi 14,3x10%L idi. Protokole gére tanidaki I6kosit sayisi iyi risk grubuna
giriyordu( <20x10%/L). Lésemik hiicre yuki (RF) 1,49 olarak hesaplandi (Tablo 17)..
DI 1.0-1.15 olan hastalarin tan aninda 15'inde (%75) hepatomegali, 12’'sinde (%60)
splenomegali vardi. Mediasten genislemesi ve santral sinir sistemi tutulumu tespit
edilmedi. Sekizinde i6kosit sayisi >20 x10%L (%40) idi. Losemik hiicre yukd (RF)
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incelendiginde; alti hastada (%30) RF<0,8, altisinda (%30) 0,8-1,2 arasinda ve sekiz
hastada (%40) 1,2 - <1,7 arasindaydi. RF=1,7 olan hasta saptanmadi (Tablo 17).

DI > 1.16 olan hastalarin Gglnde (%75) hepatomegali, ikisinde (%50) splenomegali
saptandi. Hastalarin higbirisinde, mediasten geniglemesi ve santral sinir sistemi
tutulumu tespit edilmedi. Lékosit sayisi ¢ hastada(%75) >20 x1 0%L idi. Losemik
hticre yukt (RF) incelendidinde; bir hastada (%25) RF<0,8, ikisinde (%50) 0,8-1,2
arasinda ve birinde(%25) >1 ,7V,idi (Tablo 17).

Tablo 17. DNA indekslerine gére hastalann klinik ve laboratuvar &zellikleri

DNA indeksi
<1 1-1.15 >1.16 Toplam p
n %* n %* n %*

Lokosit

<20 000 1 100 12 60 1 25 14 (56) 0,3

>20 000 - - 8 40 3 75 11 (44) '
S$SS tutulumu - - - - - - - -
Mediasten 1 100 - - - - 1(4) 0,000
genislemesi

Splenomegali 1 100 12 60 2 50 15 (60) 0,6

Hepatomegali 1 100 16 75 3 75 19 (76) 0,8
(RF)
<08 - - 6 30 1 25 7(28)
0.8-1.2 - - 6 30 2 50 8(32) 0,1
1.2-1.7 1 100 8 40 - - 9 (36)
>17 - - - - 1 25 1 (4)
Toplam** 1 4 20 80 4 16 25 (100)

* Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplamt ve yiizdeleri

4.3.3. Hastalann DNA indekslerine gére tan1 aninda blastik hiicre 6zellikleri

Tani asamasinda kemik iliginden elde edilen mononikieer hicrelerin DNA
indekslerine gére morfolojik, imminfenotipik ve sitogenetik dzellikleri tablo 18’de
gb6ruimektedir.

DI <1.0 grubundaki hastanin morfolojik incelemesi L1, immulnfenotipi pre-B idi..
‘CALLA (_-I-)’Iigi saptanirken, myeloid antijen ekspresyonuna rastlanmadi. Sitogenetik
caligma ve molekuler analiz yapilamadi (Tablo 18).

DI 1-1.15 grubundaki hastalarin morfolojik inclelemelerinde 17’sinin (%85) L1,
0cUnin(%15) L2 oldugu gérildd. imminfenotiplendirmesinde altisi (%30) Pre-pre-B,
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12’si (%60) pre-B, ve ikisi (%10) T hucreli idi. 16’sinda (%80) CALLA (+)'lidi
saptanirken, Gg¢unde de (%15) myeloid antijen pozitifligi géziendi. Sitogenetik
calismalarinda dokuzunda (%45) kromozom analizi yapilabildi. Analiz edilen
hastalarin hepsi de (%100) diploid saptandi. PCR'ye dayali molekiler analiz
calismalari t(4:11), £(9:22) ve t(12:21) varligini saptamaya yonelik olarak 12 hastada
yapilabildi. Bir hastada(%8) 1(4:11) ve iki hastada (%16) t(12:21) saptand: (Tablo 18).
DI >1.16 grubundaki hastalarin 3'a (%75) L1, 1'i (%25) L2 morfolojisindeydi.
immnifenotiplendirmelerinde  ikisinin (%50) Pre-pre-B ve dider ikisinin (%50) pre-B
oldugu bulundu. 3'tnde (%75) CALLA (+)'ligi Saptamrken, myeloid antijen negatif idi.
Sitogenetik calismalarinda G¢ hastada (%75) kromozom analizi yapilabildi fakat
ikisinde metafaz elde edilemedi, birinde(%33.3) diploid saptandi. PCR’ye dayall
molekiler analiz calismalari t(4:11), t(9:22) ve 1(12:21) varligini saptamaya yénélik
olarak iki hastada(%50) yapilabildi, birinde (%50) t(12:21) saptandln (Tablo 18).

Tablo 18. DNA indekslerine gére blastik hiicrelerin morfolojik, immiinfenotipik
ve sitogenetik zellikleri

DNA indeksi
<1 . 1-1.15 >1.16 P
n %* n %* n %"
FAB
L1 1 100 17 85 3 75 0,8
L2 - - 3 15 1 25
immiinfenotip
-Prepre B - - 6 30 2 50 0,8
Pre B 1 100 12 60 2 50
T - - 2 10 - -
Myeloid Ag - - 3 15 - - 0,6
ekspresyonu
CALLA (+) 1 100 16 80 3 75 - 08
S fazi :
<68 - ~ 14 70 2 50 0,3
>6,8 1 100 6 30 2 50
Genotip (n:14) (n:12) (n:2)
t(4:11) - - 1 8 - - 0,8
1(9:22) - - - - - -
t(12:21) - - 2 16 1 50
Toplam** 1 4 20 80 4 16

* Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplami ve yiizdeleri
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4.3.4. Hastalann DNA indekslerine gére tedavi yanitlan

Hastalarin 8 guinlik steroid ve bir kez intratekal metotreksat tedavisine verdikleri yanit
ve remisyon &zellikleri DNA indekslerine gére degerlendirildiginde;

DI <1.0 grubundaki hastanin 8. giindeki blast sayisi < 1000/uL idi. indiksiyon tedavisi
sonunda remisyonda oldugu izlendi (Tablo 19).

D! 1-1.15 grubundaki hastalarin 17’sinin (%85) 8. gindeki blast sayisi < 1000/uL
bulundu.. Tedavinin 33. gununde indUksiyon tedavisine yanit 6zellikleri
arastirildiinda 19'unun(%95) remisyona girdigi saptandi. Remisyona girme hizlari
incelendiginde; ¢ hastanin (%15) 15. ginde, 16 hastanin (%80) 33. glinde ve bir
hastanin da (%5) 45. glinde remisyona girdigi saptandi (Tablo 19).

DI >1.16 olan hastalarin hepsinin 8. gindeki blast sayisi <1000/uL bulundu..
Tedavinin 33. gununde indiksiyon tedavisine yanit 6zellikleri arastiriidiginda yine
tuminin remisyona girdigi saptandi. Remisyona girme zamanlari incelendiginde
ikisinin (%50) 15. giinde, dider ikisinin de(%50) 33. glinde remisyona girdigi saptandi
(Tablo 19). |

Tablo 19. Hastalarin DNA indekslerine gore erken ddnem tedavi yanitlari

DNA indeksi
<1 1-1.15 >1.16 Toplam* o]
n %* n %* n %*
Prednizolon
yaniti 1 100 17 85 4 100 22 (88) 0,6
< 1000/uL - - 3 15 - - 3(12)
> 1000/uL
Remisyon (n:25)
' 15. gun - - 3 15 2 50 5 (20) 0,5
33.gtn 1 100 16 80 2 50 19(78)
45. gun - - 1 5 - - 1(4)
33. giin Ki
<%5plast 1 100 19 95 4 100 25 (96) 0,9
>%5blast -~ 0 - 1 S - - 1(4)
Toplam** 1 4 20 80 4 16 25(100)

*Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplam ve yiizdeleri
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4.4.1. Hastalann S fazi oranlanina gére demografik 6zellikleri

Calismaya alinan hastalar S fazi oranlarina gére degerlendirildiklerinde;

S fazi <6,8 olan grupta 12 erkek(%75), dort kiz(%25) hasta vardi, buniann
10'u(%62,5) 1-6 yas grubunda, altisi (%37,5) 6 yag Uzeri grupta idi (Tablo 20).

S fazi >6,8 olan grubun ise yedisi (%77,8) erkek, ikisi (%22,2) kiz hasta idi.
Hastalarin besi'i(%55,6) 1-6 yas arasi, dordl (%44,4) 6 yas ve Uzerinde idi (Tablo
20). S fazi oranlarina gére yas ve cinsiyet Ozellikleri karsilagtiriididinda; anlamii
farkhlik saptanmad: (p:0,7 ve p:0,9).

Tablo 20. S faz1 oranlanna gére hastalann bazi 6zellikleri

S faz1 (% ortanca)

<6.8 >6.8 Toplam  p
n %* n %*
Cinsiyet
' " Erkek 12 75 7 778  19(76) 0,9
Kiz 4 25 2 222 6 (24)
Yasg
Y iy ) ] ) ] ’
16 10 62,5 5 556 15 (60) 0,7
26 6 37,5 4 444 10 (40)
Toplam** 16 64 9 36  25(100)

* Her grup icinde kolon ylizdesi, **Satir toplam ve yiizdeleri
4.4.2. Hastalann S fazi oranlanna gore klinik ve laboratuvar 6zellikleri

S fazi <6,8 olan grupta tani aninda 13 hastada (%81,3) hepatomegali , dokuzunda
(%56,3) splenomegali vardi. Mediasten geniglemesi ve santral sinir sistemi tutulumu
tespit edilmedi. Lokosit sayisi dokuz hastada(%56,2) >20x10%/L idi. Lésemik hiicre
yUkleri incelendidinde; bes hastada (%31,3) RF<0,8, dérdiinde (%25) 0,8-1,2
arasinda, alti hastada (%37,5) 1,2 - <1,7 arasindaydi. RF>1,7 olan bir hasta(%6,3)
saptandi (Tablo 21).

S fazi > 6,8 olan altl hastada (%66,7) hepatomegali ve splenomegali saptandi.
Mediastén genislemesi bir hastada (%11,1) gézlendi. Hastalarin hicbirisinde santral
sinir sistemi tutulumu tespit edilmedi. Lékosit sayisi iki hastada (%22,2) >20 x10°/L
idi. Losemik hiicre yukleri; iki hastada (%22,2) RF<0,8, dérdinde (%44,4) 0,8-1,2 ve
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Gglnde (%33,3) RF 1,2-<1,7 arasindaydi (Tablo 21). S fazi gruplar arasinda klinik
ve laboratuvar bulgular acisindan anlamli farklilik saptanmadi.

Tablo 21. S fazi oranlarina gore hastalarnn klinik ve laboratuar ézellikleri

S faz1 (% ortanca)

<6.8 >6.8 Toplam* p
n %* n %*
Loékosit
<20 x10°/L 7 43,8 7 77,8 14 (56) 0,2
>20 x10%/L 9 56,2 2 222  11(44)
SSS tutulumu - - - - - -
Mediasten - - 1 11,1 1(4) 0,3
geniglemesi
Hepatomegali 13 81,3 6 66,7  19(76) 0,6
Splenomegali 9 56,3 6 667 15(60) 07
RF
<0.8 5 31,3 2 22,2 7 (28)
0.8-1.2 4 25 4 444  8(32) 0,7
1.2-<1.7 6 37,5 3 333  9(36)
=217 1 6,3 - = 1(4)
Toplam** 16 64 9 36 25(100)

* Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplami ve yiizdeleri

4.4.3. Hastalann S fazi oranlarina gére tami aninda blastik hiicre 6zellikleri

S fazi 36,8 grubundaki hastalarin morfolojik incelemelerinde 14'Gnun (%87,5) L1,
ikisinin(%12,5) L2 oldugu géruldi. imminfenotipik incelemelerinde yedisi (%43,8)
Pre-pre-B, yedisi (%43,8) pre-B ve ikisi(%12,4) T hucreli idi. 13'Unde (%81,2) CALLA
(+)1igi saptanirken, Gg¢lnde de (%18,8) myeloid antijen pozitifliji gézlendi. DNA
indeksleri bakimindan incelendiklerinde 14 hastada (%87,5) DI:1-1.15 arasinda, iki
hastada(%12,5) ise 21.16 idi. DI <1.0 olan hasta yoktu. Sitogenetik caligmalarinda
sekiz hastada(%50) kromozom analizi yapilabildi. Analiz edilen hastalarin hepsi de
diploid saptandi. PCR'ye dayali molekiler analiz galigmalari t(4:11), t(9:22) ve
t(12:21) varligini saptamaya y6nelik olarak 11 hastada yapilabildi. Bir hastada(%9)
t(4:11) ve iki hastada (%18) t(12:21) saptandi (Tablo 22).

S fazi > 6,8 grubundaki hastalarin morfolojik incelemelerinde yedisinin (%77,8) L1,
ikisinin(%22,2) L2 oldugu Saptandl.‘immi]nfenotiplendirmelerinde birinin (%11,1)
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L2 2 12,5 2 22,2 4 (16)
. immiinfenotip
‘ Prepﬁe B 7 43,8 1 11,1 8 (32) 0,08

Pre B 7 43,8 8 88,9 15 (60)

T 2 12,5 - - 2 (8)
CALLA(+) 13 81,2 7 77,8 20 (80) 0,8
Myeloid Ag 3 18,8 - - 3(12) 0,2
ekspresyonu
DNA indeksi

<1.0 - - 1 11,1 1(4)

1-1.15 14 87,5 6 66,7 20 (80) 0,3

>1.16 2 12,5 2 222 4 (16)

Ploidi
Diploid 8 100 2 100 10 (40) 0,6
Hiperdiploid - - - - -
Hipodiploid - - - - -
Genotip
t(4:11) 1 9 - - 1(7,2) 0,3
t(9:22) - - - - -
t(12:21) 2 18 1 33,3 3(21,4)
Toplam** 16 64 9 36 25(100)

* Her grup icinde kolon yiizdesi, ** Satir toplami ve ylizdeleri



4.4.4. Hastalann S fazi oranlarina gore tedavi yanitian

S fazi <6,8 grubundaki hastalarin 13'Gnin (%81) 8. gundeki blast sayisi < 1000/uL
bulundu. Tedavinin 33. guninde induksiyon tedavisine yanit &zellikleri
aragtinidiinda 15'inin(%93,8) remisyona girdidi saptandi. Remisyona girme
zamanlar incelendiginde beghastanin (%31,3) 15. giinde, 10 hastanin (%62,5) 33.
gunde ve bir hastanin da (%6,2) 45. giinde remisyona girdigi saptandi (Tablo 23).

S faz1 > 6,8 olan hastatarmhepsinin- 8. gindeki- btast sayrsr < 1000/ul. butundu..
Tedavinin 33. guninde indlksiyon tedavisine yanit 6zellikleri arastinlidiginda
dokuzunun da(%100) remisyona ' girdigi- saptandr: - Remisyona  girme " zaman|ari
incelendiginde tamaminin (%100) 33. ginde remisyona girdidi saptandi (Tablo 23).
Tablo 23. S fazr oranfarma-gbre hastalarin erken dénem tedavi yamtian

S-faz1 (% ortanca)

<6.8 >6.8 Toplam* p
n %* n %*
Prednizolona yanit
< 1000/uL 13 81 9 100  22(88) 0,28
> 1000/uL 3 19 2 - 3(12)
Remisyon dzelligi
15. giin 5 31,3 - ’ 5 (20) 01
33. gln 10 62,5 9 100 19 (76)
45. gun 1 6,2 - - 1(4)
33. giin Ki
< %5 blast 15 93,8 9 100 24 (96) 0,4
> %5 blast 1 6,2 - - 1(4)
Toplam** 16 64 9 36 25 (100)

* Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplam ve yiizdeleri

4.5. Hastalarnin hiicre sikliisii dagiimlan
4.5.1. Blastik hiicrelerin immuinfenotiplerine gore hiicre sikliis dagihmlan

Hastalarin immunfenotipik ézelliklerine gére hicre siklist da§|llm oranlari median ve
min-max degerler olarak Tablo 24'de goérulmektedir. imminfenotipik 6zellikler
agisindan hicre siklist dagilim oranlarinda farklihk saptanmadi (p:0,6, p:0,4, p:0,5).
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Tablo 24. Blastik hiicrelerin immiinfenotiplerine gtre hiicre sikitis dagrhmlar

G0/G1 p S p G2M p
Toplam 924 . 59 1,6
(44,2-98,8) (0,36-5,6) (0,01-6,1)
immiinfenotip
Prepre B n:8 93,9 4,9 1,1
(44,2-98,1) (1,8-55,6) (0,01-6,1)
‘PreB n:15 922 7,2 1,8
(67,6988) | 06 | (03-30) | 04 | (0,0148) | 05
T n:2 91,1 6,1 2,7
(89,7-92,5) (5,8-6,4) (1,6-3,7)

4.5.2. DNA indekslerine gore hiicre siklisl dagihimlan

Hastalarin DNA indekslerine gére hticre sikltst dagihm oranlar median ve min-max

degerler olarak Tablo 25'de gbralmekiedir. DNA indeksleri agisindan hticre sikl{st

dagilim oranlarinda farklilik saptanmamistir (p:0,1, p:0,3, p:0,7)

Tablo 25. DNA indekslerine gore hiicre sikliisii dagihimlan

G0/G1 p S p G2M P
DNA indeksi
<1.0 n:1 67,6 30,7 1,5
1-1.15 n:20 93,0 56 1,6
(44,2-98,8) 0,1 (0,3-55,6) 0,3 (0,01-4,8) 0,7
>1.16 n4 90,5 7,0 2,1
(82,8-92,2) (5,3-15,1) (0,01-6,1)

4.5.3. FAB siniflamasina gore hiicre sikliisii dagilimlan

Hastalarin FAB morfolojik 6zelliklerine gére hicre siklist dagilim oranlari median ve

min-max. degerler olarak Tablo 26'da gérulmektedir. FAB morfolojik &zellikleri

acisindan hucre siklist dagilim oranlarinda farklilik saptanmamisgtir (p:0,4, p:0,3,

p:0,6)
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Tablo 26. FAB siniflamasina gére hiicre sikliisii dagilimlari

G0/G1 p S p G2M p
FAB '
L1 92,5 ‘ 55 1,6
(44,2988) 04  (0,3556) 03  (0016,1) 06
L2 87,9 8,7 1.8
(82,8-96,4) (3,14-15,1) (0,43-4,8)

4.5.4. FAB siniflamasina gbre DNA ploidisi dagiimi

DNA pioidisine gore FAB morfoljik 6zellikleri karsilagtinidiginda hipodiploid, diploid ve
hiperdiploid olgular agisindan da farkliik gézlenmemistir (p:0,8)(Tablo 27).

Tablo 27. DNA Ploidisine gére FAB gruplarinin kargilagtinimasi

<1 1,0 > 1 Toplam
FAB ‘
L1 1 (100) 14 (82,4) 6 (85,7) 21 (84)
L2 - 3 (17,6) 1(14,3) 4 (16)
Toplam 1(4) 17 (68) 7 (28) 28 (100)
p:0.8

4.5.5. FAB ve immiinfenotipe gére DNA indeksleri ve anoploidisi

FAB siniflamasi ve immun fenotipik 6zelliklere gére DNA anéploidi sikltklari ve DNA
indeks ortancalar karsilastinldiinda anlamii farklilik saptanmamigtir (p:0,7 ve
p:0,6)(Tablo 28). _

Tablo 28. ALL alt tiplerine gére DNA anﬁploidi snkI|§| vé DNA indeksi dagihimi

DNA DNA indeksi
n andploidi Median Range p.
(%)
FAB
o 21 7(333) 0,7 1,0 091-1,17 07
L2 4 1(25) 1,0 1,0-1,71
immiinfenotip
Prepre B 8 3(37,5) 1,0 1,0-1,17
Pre B 15  5(33,3) 0,6 1,0 0,91 ~1,71 0,5
T 2 - 1,0 1,0
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4.5.6. DNA indeksi ve karyotipik ploidi karsilagtirmasi

Hem sitogenetik analiz hem de DNA indeks analizi yapilabilen hastalarda ploidi
oraniart kargilastinidiinda iki metot arasinda anlami farklilik saptanmadi (p:0,3).
DNA indeksine goére diploid saptanan 9 hastanin hepsi de, sitogenetik analize gére
diploid idi. DNA indeksine gére hiperdiploidi saptanan yalnizca bir hastada ise
sitogenetik analizinde diploidi saptandi (Tablo 29).

Tablo 29. DNA indeksi ve karyotipik ploidi

DNA indeksi Toplam p
<1.0 1.0 1.011.15 >1.16
Ploidi
‘Diploid - 9 (100) - 1 (100) 10 (100)
Hiperdiploid - - - - - 0,3
Hipodiploid - - - - -
Toplam - 9 (90) - 1(10) 10 (100)

4.6. in vivo prednizolon yanitlarina gére hastalarin degerlendirilmesi

" 4.6.1 [n vivo prednizolon yanitlarina gére hastalann yas, cinsiyet dagilimian
Hastalar 8. giinde prednizolon yanitina gére incelendiginde;

Erkek hastalarin tumanun, kiz hastalarin %84.2’'sinin prednizolona yanit verdigi, yas
gruplar agisindan 1-6 yas olanlarin %80'inin, > 6 olanlarin tGminan 8. ginde

prednizolon yanitlarinin oldugu ve istatistiksel anlamli farkhilik olmadig bulundu(p:0,2
ve p:0,5)(Tablo 30).

Tablo 30. invivo.prednizolon yanitianna gti:ehéstalann-bam Ozellikleri.

Prednizolon yaniti (8. giin blast /uL) .

< 1000/uL > 1000/pL. Toplam* p
n %* n %*
Yas
<1 - - - - o p:0,2
16 12 80 3 20 15 (60)
>6 10 100 - - 10 (40)
Cinsiyet
K 8 100 . - 6 (24) p:0
E 16 84,2 3 15,8 19 (76) ’
Toplam** 22 88 3 12 25 (100)

* Her grup igin kolon yiizdesi, ** Satir ylizdesi
' 58



4.6.2. invivo prednizolon yanitlarnina gore hastalarin klinik ve laboratuvar
ozellikleri

Hastalar tanida |6kosit sayisi ve I6semik hicre yuka (RF) kriterlerine goére
prednizolona verdikleri yanmit agisindan karsilastirildiklarinda anlamli  farklihk
saptanmadi (p:0,5, p:0,9 ve p:0,8)(Tablo 31).

Tablo 31. invivo prednizolon yanitlarina gore hastalann klinik ve laboratuar
ozellikleri

Prednizolon yaniti (8. giin blast lRL)

< 1000/uL > 1000/uL Toplam*  p
n %* n %*
Loésemik - hiicre
ytikit (RF)
‘ <08 6 85,7 1 14,3 7(28) .
0.8-1.2 7 87,5 1 12,5 8 (32) 0,9
- 1.2-<17 8 88,9 1 11,1 9 (36)
>1.7 1 100 - - 1(4) .
Lésemik hiicre
yiikii (RF)-2
<12 13 86,7 2 133 15(60) 08 .
>1,2 9 90 1 10 10 (40) .
Lokosit
<20 x10°%L 13 92,9 1 7.1 14(56) 0,5
>20 x10%L 9 81,8 2 182  11(44)
Toplam* 22 88 3 12 25 (100)

*Satir toplami ve ylizdeleri, ** Her grup iginde kolon yiizdesi

4.6.3. invivo prednizolon yamtlanina gére blastik hiicre ézellikleri

Hastalar 8. glindeki prednizolon yanitlari agisindan FAB morfolojisi ve immunfenotip
6zellikierine gbre karsilagtirildiklarinda farkiilk géstermediler (p:0,4 ve p:0,8). Fakat
myeloid antijen ekspresyonunun prednizolona yanit vermeyen hastalarda digerlerine
gore belirgin yUksek oldugu gortldia (p:0.02). CALLA ekspresyonu agisindan ise
belirgin bir farklilik izlenmedi (p:0,09) (Tablo 32).

DNA indeksleri agisindan incelendiginde prednizolona erken dénem yaniti agisindan
anlamh bir farkliik saptanmadi (p:0.6). Ayni sekilde S fazi oranlar ydnunden de
belirgin bir farklilik izlienmedi (p:0.2) (Tablo 32).
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Tablo 32. FAB, immiinfenotipik ve DNA analizi &zelliklerine gbre in vivo
prednizolon yaniti.

Prednizolon yanit1 (8. giin blast /uL)

< 1000/uL > 1000/pL
n %> n %* Toplam* P
FAB
L1 19 90,5 2 9,5 21 (84) p:0,4
L2 3 75 1 25 4 (16)
. immiinfenotip
‘ Prepre B 7 87,5 1 125  8(32) p:0,8
Pre B 13 86,7 2 13,3 15 (60)
T 2 100 - - 2(8)
CALLA(+) 19 95 1 5 20(80)  p:0,09
Myeloid Ag 1 33,3 2 887 3(12) p0,02
ekspresyonu (+)
DNA indeksi
<1.0 1 100 - - 1(4) p:0,6
1-1.15 17 85 3 15 20 (80)
>1.16 4 100 ; - 4 (16)
DNA indeksi
<1,16 18 85,7 3 143 21(84) p05.
21.16 4 100 - - . 4(18) .
S fazi
<6,8 13 81,2 3 188 16(64)  p:02
>6,8 9 100 - - 9(36) |
Toplam* 22 88 3 12 25 (100)

* Satirytizdesi, ™ Her grup iginde kolon ytizdesi

4.6.4. in vivo prednizolon yanitlarina gére indiiksiyon tedavisi sonuglan
Hastalarin 8. glindeki prednizolon yanitlari ile indiksiyon tedavisi sonrasi remisyon
durumlari karsilastirildiginda 8. giinde blast orani yiiksek ¢ hastadan(%12) ikisinin
33. glinde, digerinin 45. ginde remisyona girdigi izlendi.

Hastalarin tamami remisyona girdiginden bu acidan farkliiik saptanmasa da
remisyona giris zamanlari agisindan farklilk saptandi. Erken prednizolon yaniti
olanlarin daha erken dénemde remisyona girdikleri izlendi (p:0,01).
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Tablo 33. In vivo prednizolon yanitina gére indiiksiyon tedavisi.sonuclan..

Prednizolon yaniti (8. giin blast /L)

< 1000/uL > 1000/uL. Toplam* - p
n %* n %*
Remisyon
15. glin 5 22,7 - - 5 (20)
33. gun 17 77,3 2 66,7 19(76)  p:0,01
45, giin - - 1 33,3 1(4)
Toplam 22 88 3 12 25 (100)

* Satir ylizdesi, ** Kolon yiizdesi

4.7. NCI/CTEP risk simiflamasina gore hastalann degerlendirilmesi
Hastalar BFM-95 protokoll diginda, NCI/CTEP kriterlerine goére de risk gruplarina
ayrilip bazi 6zellikleri agisindan karsilagtiriidi.

4.7.1. Hastalann NCI/CTEP kriterlerine gére yapilmig risk siniflamasi

NCI/CTEP bildirisinde 1-9 yas ve 16kosit sayisi 50 x10%L sinirlari baz alinarak
yapilan risk siniflamasina gére 13 hasta(%52) disik riskli ve 12 hasta (%48) yuksek
riskli gruba girdi(Tablo 34).

Tablo 34. Hastalanin NCI/CTEP risk siniflamasina gére dagihimi

n %
Risk grubu ' ,
' Dustk 13 52 -
Yiksek 12 48

4.7.2. Hastalann risk siniflamasina gére demografik 6zellikleri

Caligmaya alinan hastalar NCI/CTEP risk gruplarina gére degerlendirildiklerinde;
diustk risk grubundaki hastalarin 13’ (%100) 1-9 yas arasi hastalardi. Bunlarin
sekizi (%61,5) erkek, besi (%38,5) kiz idi.

Yuksek risk grubundaki hastalarin besi (%41,7) 1-9 yas arasinda, yedisi (%58,3) ise
>10 yas .uzeri gruptaydi. Bu hastalarin 11'i (%91,7) erkek, 1'i (%8,3) kiz idi.
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Risk gruplarina gore yas ve cinsiyet 6zellikleri karsilastinldiginda; yas gruplarinin
dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklihk gézlenirken (p:0,002), cinsiyet
agisindan degerlendirildiginde istatistiksel farklilik saptanmadi (p:0,1) (Tablo 35).

Tablo 35. NCIUCTEP risk siniflamasina g6re hastalarin bazi ézellikleri

Diigiik risk Yiiksek risk Toplam p

n %* n %* n %*
Cinsiyet
Kiz 5 38,5 1 8,3 6 24 0,1
Erkek 8 61,5 11 91,7 19 76
Yas
< - - - - - -
19 13 100 5 417 18 72 0,002
>10 - - 7 583 7 28

Toplam** 13 52 12 48 25 100

* Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplami ve ylizdeleri

4.7.3. Hastalarin NCUCTEP risk simﬂamasma gore klinik ve laboratuvar
6zellik[eﬁ

Dasik risk grubundaki tani aninda 10 hastada (%76,9) hepatomegali, sekizinde
(%61,5) splenomegali vardi. Bir hastada (%7,7) mediasten genislemesi sapfandl.
Hastalarin higbirisinde santral sinir sistemi tutulumu tespit edilmedi. "

Lésemik hicre yikleri agisindan incelendiklerinde; doért hastada (%30,8)‘ RF<0,8,
besinde (%38,5) 0,8-1,2 arasinda, U¢ hastada (%23,1) 1.2 - <17 arasnnda)(dl.
RF>1,7 olan bir hasta (%7,6) saptand: (Tablo 36).

Yiksek risk grubunda tani aninda dokuz hastada (%75) hepatomegali, yedisinde
(%58,3) splenomegali vardi. Mediasten geniglemesi ve santral sinir sistemi tutulumu
tespit edilmedi. Laboratuvar bulgularindan l6kosit sayisi <50 x10%L olan alti hasta
(%50) vardi. Lésemik hicre yaki (RF) g hastada (%25) RF<0,8, Gglnde (%25) Q,8-
1,2 arasinda ve altl hastada (%50) 1,2 - <1,7 arasindaydi (Tablo 36). ‘
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Tablo 36. NCI/CTEP risk siniflamasina gére hastalarin klinik ve laboratuar
bulgulan

Diigiik risk Yiiksek risk P
n %* n %* Toplam*

$SS tutulumu - - - - -

Mediasten 1 7.7 - - 1(4) 0,3

geniglemesi (+)
Hepatomegali (+) 10 76,9 9 75  19(76) 0,9

Splenomegali (+) 8 61,5 7 58,3 15 (60) 0,9
Lokosit
<50 x10%/L 13 100 6 50 19(76) 0,005
>50 x10°%/L - - 6 50 6 (24) .
RF
<0.8 4 30,8 3 25 7 (28)
0.8-1.2 5 38,5 3 25 8 (32) 0.4
1.2-<1.7 3 23,1 6 50 9 (36)
=17 1 76 - - 1 (4)
Toplam** 13 52 12 48

* Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplami ve yiizdeleri

4.7.4. Hastalann NCI/CTEP risk siniflamasina gbére tam aninda blastik hicre
o6zellikleri

Dustk risk grubundaki hastalarin morfolojik inclelemelerinde 12’sinde (%92,3)
blastlarin L1, birinde (%7,7) L2 morfolojisinde  oldugu gérﬂlau.
imminfenotiplendirmelerinde alti hasta (%46,2) Pre-pre-B,yediéi (%53,8) pre-B idi.
10 hastada (%77) CALLA (+)1igi saptanirken, myeloid antijen ekspresyonu iki
hastada(%15,4) pozitif idi.

Flow sitometrik DNA incelemelerinde bir hastada (%7,7) DNA indeksi <1,0 saptandi,
dokuzunda (%69,2) D! 1.0 — 1.15 arasinda ve ¢ hastada (%23,1) >1.16 idi. S fazi
incelemelerinde hastalarin sekizinde (%61,8) < 6.8 ve besinde (%38,5) >6.8 bulundu.
Sitogenetik calismalarinda 10 hastada (%77) kromozom analizi yapilabildi fakat
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besinde (%38.5) metafaz elde edilebildi ve hepsi de (%100) diploid olarak
degerlendirildi. Hiperdiploidi ve hipodiploidi saptanmadi. PCR’ye dayali molekller
analiz galigmalan t(4:11), 1(9:22) ve #(12:21) vari§ini saptamaya yénelik olarak 7
hastada yapilabildi. Bunlarin birinde(%14,2) t(4:11) ve ikisinde ise t(12:21) (%24.4)
saptandi (Tablo 37).

Yiiksek risk grubundaki hastalarin morfolojik inclelemelerinde 9'u (%75) L1, 3'0(%25)
L2 morfolojisinde idi.

immiinfenotipik incelemelerinde 2'si (%16,7) Pre-pre-B, 8'i (%66,6) pre-B ve 2'si
(%16,7) T idi. 10'unda (%81.3) CALLA (+)li§i saptanirken, 1'inde de (%8,3) myeloid
antijen pozitifligi gézlendi.

Flow sitometrik DNA incelemelerinde DNA indeksi <1,0 olan hasta yoktu. 11 hastada
(%91,7) DI 1.0 — 1.156 arasinda ve bir hastada (%8,3) =1.16 idi. S faz
incelemelerinde hastalarin 8'inde (%66,7) < 6.8 ve 4'inde (%33,3) >6.8 idi.
Sitogenetik caligmalarinda 11 hastada (%91,6) kromozom analizi yapilabildi fakat
besinde (%41.6) metafaz elde edilebildi. Analiz edilebilen hastalarin hepsi diploid
saptandi. Hiperdiploidi ve hipodiploidi saptanmadi. PCR’ye dayali molekuler analiz
caligmalan t(4:11), $(9:22) ve t(12:21) varhidim saptamaya y6nelik olarak 7 hastada
yapilabildi, 1 hastada(%14,2) t(12:21) saptandi (Tablo 37, tablo 38).

Tablo 37. NCUCTEP risk simflamasina gore blastik hiicrelerin morfolojik,
immiinfenotipik 6zellikieri.

Duisiik risk Yiiksek risk p
. n o n %*  Toplam

FAB

L1 12 92,3 9 75 21 (84) 0,3

L2 1 7.7 3 25 4 (16)
imminfenotip

Prepre B 6 462 . 2 16,7 8 (32)

Pre B 7 53,8 8 66,6 15 (60) 0,1

T - - 2 167 2(8)
CALLA (+) 10 77 10 83,3 20 (80) 0,7
Myeloid Ag (+) 2 15,4 1 8,3 3(12) 0,6
Toplam** 13 52 12 48 25 (100)

* Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplami ve yiizdeleri
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Tablo 38. NCI/CTEP risk sinifflamasina gére blastik hiicrelerin genetik ve hiicre
sikliist 6zellikleri. '

Diisiik risk Yiiksek risk p -
\ n o> n % Toplam
DNA indeksi
<1.0 1 7,7 - - 1(4)
1-1.15 9 69,2 11 91,7 20(80) 03
>1.16 3 23,1 1 83  4(16)
DNA indeksi
<1,16 10 77 11 91,7 21(84) 0.6
>1.16 3 23 1 83  4(16)
Genatip
" Negatif 4 572 & 858 100714
t(4:11) 1 14,3 - - 1.1 06..
1(9:22) - - - - -
1(12:21) 2 28,6 1 142 3(21.5)
S fazi
. <68 8 615 8 667 16(64) 08
>6,8 5 38,5 4 333 9(36)
Toplam** 13 52 12 48 25 (100)

* Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplamt ve yiizdeleri

4.7.5. Hastalann NCUCTEP risk siniflamasina gore tedavi yanitlan

Hastalarin 8 glinlUk steroid ve bir kez intratekal metotreksat tedavisine verdikleri yanlt
ve remisyon &zellikleri risk gruplarina gére degerlendirildiginde;

Dastk risk grubundaki hastalarin 12'sinde (%92,3) 8. gindeki blast sayisi < 1000{uL
idi. Tedavinin 33. glintinde indUksiyon tedavisine yanit 6zellikleri aragtiriidiginda ise
taminin remisyona girdigi saptandi. Remisyona girme hizlar incelendiinde Gc¢
hastanin (%23) 15. ginde, 10 hastanin (%77) ise 33. giin remisyona girdigi goéruldl
(Tablo 39).

Yiksek risk grubundaki hastalarin 10’'unda (%83,3) 8. gindeki blast sayisi < 1000/uL
iken ikisinde (%16,7) =1000/uL idi. Tedavinin 33. gininde indiksiyon tedavisine yavnlt
ozellikleri arastirildiinda 11 hastanin (%91,7) remisyona girdigi saptand:. iki
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-hastanin (%16.7) 15. glin, dokuz hastanin (%75) 33. gin ve bir hastanin (%8.3) ise
45 gunde remisyona girdigi gérald (Tablo 39).

NCI/CTEP risk gruplar! arasinda erken dénem steroid yanitlari, 33. gtindeki remisyon

oranlari ve remisyona girme hizlarn arasinda istatistiksek olarak fark saptanmasa da

(p:0,6, p:0,5 ve p:0,5) dusik risk grubunda daha ytiksek oranlar dikkati cekmektedir.

Tablo 39. NCI/CTEP risk siniflamasina gore erken dénem tedavi yanitlan

Diigtik risk Yiiksek risk
n %* n %* Toplam*  p
Prednizolona
yanit
<1000/uL 12 92,3 10 83,3 22 (88) 0,6
> 1000/uL 1 7,7 2 16,7 3(12)
Remisyon
15.gln 3 23 2 16,7 5 (20)
33.gln 10 77 9 45 19 (76) 0,5
>33.gln - - 1 8,3 1(4)
33. gtin Ki
< %5 blast 13 100 11 9,7 24 (96) 0,5
> %5 blast - - 1 8,3 1(4)
Toplam** 13 52 12 48 25 (100)

“* Her grup iginde kolon yiizdesi, ** Satir toplami ve yiizdeleri
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5. TARTISMA

Lésemiler ABD’de tim kanserlerin %2.5’ini ve kanserden 6lim nedenlerinin de %3.5'ini
olugturmaktadir (1). Gocukluk ¢agi kanserleri i¢inde I6semiler, gelismis Ulkelerde oldugu
gibi Turkiye'de de ilk siray1 almaktadir. Amerika ve Avrupé Ulkelerinde cocukluk ¢agi
kanserleri arasinda I6semilerin gériiime sikhid! %34, Ulkemizde de bes pediyatrik onkoloji
merkezinden (Hacettepe; Cerrahpasa, Ege, Istanbul, Ankara Tip Faklteleri) elde edilen
verilere gbre %32 olarak bildiriimistir (210). Lésemi insidansinin 1920-1960 arasinda
hizli bir arhig gbsterdidi bu yillardan sonra ise nispeten daha stabil bir seyir gosterdigi
bildirimektedir (34). 15 yas altindaki I6semi olgularinda pik insidansin 3-4 yasglan
arasinda oldugu ve cinsiyet dagiimi acgisindan erkeklerde kizlara oranla daha fazla
(1.2:1) goraldagu bildiriimektedir (27,28). Bu calismada erkek hastalann fazlalig: daha
belirgin bir sekilde dikkati gcekmektedir (3.2:1). Yas dagiimlarina bakildiginda 1-6 yas
grubunun daha yiksek oranda oldugu (1.5:1) gbzlendi (Sekil 2).

101

Sayl

2,0 40 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0

Yag
Sekil 2. Hasta grubunun tanidaki yaglarina gére dagihimi.

Buglne kadar yapilmig birgok caligmada yas ve cins.iyetin (kiz) cocukluk cadi
I6semisinin prognozunu etkileyen énemli faktorler oldugu gésterilimigtir. Calisma gruplarn
arasinda prognostik kriter olarak yas gruplannin tanimlanmasinda farkliliklanin olmasina
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kargin dusik risk icin yasin 1-9 (10) veya 1-6 arasinda olmasi gerektigi kabul
edilmektedir. Bu calismada hastalarn timinde ALL BFM 95 kemoterapi protokoll
uygulandiindan sadece yas g6z 6nine alindiginda hastalarin %60’ standart-orta riskli
grupta olmaktadir. Yiksek risk kriterlerinden birisi olarak 1 yagin altinda olan hastamiz
yoktu. Ayrica kiz hastalarin erkeklere oranla literatiirde belirtilenden daha dislk oranda
olduklan saptand:. Hasta sayisinin az ve takip siresinin kisa olmas! nedeniyle yas ve
cinsiyetin prognostik etkileri degeriendirilemedi.

Bununia birlikte literatirde kizlarda prognozun daha iyi oldugunu gésteren birgok
calisma vardir. Sather ve arkadaglart 1981'deki calismalarinda erkek ALL hastalannda
klinik gidisin daha kétl seyrettigihi bildirmiglerdir (211). Daha yakin zamanda Lanning ve
arkadaglannin 1992’de Kuzey Avrupa ulkelerini kapsayan ¢alismasinda tanida 16kosit
sayisl ylksek hastalarda cinsiyet faktériini degerlendirdiklerinde erkeklerde prognozun
daha koétl seyrettigini géstemwislerdir (212). Benzer sekilde CCG dahilinde Tubergen ve
arkadaglarinin 1993'de standart riskli hastalarda ve Gaynon ve arkadaglarinin da yiksek
riskli hastalarda yaptiklart calismalarda klinik gidisin kizlarda daha iyi seyrettigi
gosteriimigtir (213, 214). 1992'de SJCRH ‘de Pui ve arkadaglarnin gcalismasinda da
cinsiyet acisindan ayni sonuglar Dbildirimigtir (215). Bunlarnn yanisira 1991'de
SJCRH’den Rivera, Alman BFM grubu ve DFCl'den Niemeyer ve érkadaglanmn
calismalarinda yeni, yodun kemoterapi protokollerinin, ge¢ intensifikasyon tedavilerinin
ve dmegin antrasiklinler gibi ilaglarin da kullanimi ile cinsiyetin prognoza olan etkisinin
kalktigr g6steriimistir (117,166, 216).

Risk siniflamasi yapilirken yag ve cinsiyet gibi en basit ve gecerli kriterlerden birisi de
I6kosit sayisidir. Hastalanmiza uygulanan ALL BFM-95 tedavi protokoliinde I6kosit
sayisi 20x10°/L kriter alinmaktadir. Hastalanmizin %56’sinda 16kosit sayist 20x10%L’nin
altindadir. Yag ve iokosit sayisini birlikte de@erlendirildiginde olgularnn %28'i standart-
orta riskli gruba girmektedir. Bu oran ABD kaynakli verilerle kargilagtinidiginda daha
distk oranda kalmaktadir (10). Bununla birikte risk SlnlflamaSIndaId diger kriterler
(prednizolona yanit, indiksiyon tedavisi sonrasi remisyon durumlan ve sitogenetik
Ozellikler) g6zbénine alindiginda ise hastalarin tedavi edildikleri merkezlerde yapilan
siniflamaya gbre %8'i ylksek riskli, %64'U orta riskli ve %28'i standart (iyi) riskli gruba
dahil edilmigtir. Fakat risk siniflamasi yapilirken merkezler arasinda bazi farkliiklarin da
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oldugu ve protokole gére tanida I6kosit sayisi yiksek olan iki hastanin erken dénem
steroid yanitiar géz 6nine alinarak orta risk yerine standart risk grubuna alindiklan
saptandi. Bu durumda standart risk grubu hastalann oram %20 ve orta risk grubu ise
%72 olacaktir.

Yas sinirfarnin belifenmesinde oldugu gibi prognostik 6nemi olan I6kosit sayisi
sinirlannin belirlenmesinde de degisiklikler vardir. BFM grubu 20x1 0%L tzerini yﬂkéek
risk kriteri olarak belirlerken, ABD’deki I6semi tedavi merkezleri (CCG, DFCI, POG ve
SJCRH) 50x10%L I6kosit sayisini sinir kabu! etmektedir ve bu kriteriere gore yalnizca
yas ve l6kosit sayisi birlikie deeriendirildijinde prekarsor B hicreli ALL hastalannin
%60-70'i dusitk riskli gruba girmektedir (10). Siniflamayi NCI/CTEP’in yukaridaki
kriterlerine gére yapaciak olursak hastalarimizin %52’si digtk risk, %48’ yiksek riskli
gruba girmektedir. '
Bu caligmada yas gruplan arasinda l6kosit sayisi, imminfenotipik, sitogenetik ve
molekuler genetik 6zellikler agisindan farklilik saptanmazken, T ve pre-pre-B hiicreli ALL
hastalannda I6kosit sayllannin daha ytksek oldugu saptandi(p:0.01). Ya$ ve l6kosit
sayisinin prognostik 6nemileri bunlann spesifik genetik anomalilerle  birlikteligine
baglanmaya caligiimig ve 1 yas altinda MLL rearanjmaniannin sik géraldigu, ber/abl
fuzyonlarinin ise blytk gocuklarda gorildiglu ve yiksek lokosit sayisiyla iligkili oldugu
bildirilmistir (16,27,217,218). .

Literatirde I6kosit sayisiyla ve organ tutulumuyla iligkili olarak Aliman BFM grubunun
kullandi§i 16semik hiicre yukanin de prognozdaki etkisini gdsteren gallgmalar vérdlr
(166). Bu §all§malarda risk faktériintin 0.8'in (zerinde olan hastalarda prognozun daha
kot seyrettigi belirtiimistir. Bu deger baz olarak alindiginda hastalarin %28'inde RF iyi
risk olarak 6ngoérilen 0.8 degerinin altinda bulundu. Bu oran Reiter ve arkadaslarinin
cok merkezli BFM grubu sonuglanni bildiren ¢aligmasindaki oranlarla(%30) benzerlik
géstermektedir (166). Calismamizda wuzun sdreli sagkalim Gzerine etkisi
degerlendiriiememis olsa da erken donem tedavi yanitina etkisinin olmadigi saptandi.
BFM grubunun yukandaki ¢calismasinda iyi klinik seyirle iligkili faktérier olarak 1-5 yas,
l6semik hiicre yikintn 0.8'in, 16kosit sayisinin 20x10%L'nin altinda olmasi ve DNA
indeksinin >1.16 olmasi gdsterilmistir (166).
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Prognoza etkisi bilinen bir diger Ozelik de blastik hicrelerin yizey antien
ekspresyonlarina gore yapilan immunfenotipik siniflamadir. Galigmamizda pre-préB
hastalar %32, preB %68 ve T hiicreliler %8 oraninda bulundu. Literatlrde ise; ABD’de
SJCRH'da 1993-96 arasinda 200 yeni gocukluk ALL olgusunda yapilan galigmada
olgutarin %57'sinin pre-pre B, %22'sinin preB, %4'Gnln transisyonel pre B, %2’sinin
olgun B ve %15'inin T hiicre immunfenotipik 6zelliklerini tasidig: bildirilmistir (44).

Diger imminfenotipik ézelliklerden CD10(CALLA) ekspresyonunun da 6énemi giderek
azalmasina karsin iyi prognostik o¢zelliklerden oldugu ifade ediimektedir. bizim
hastalanmizda CD 10 ekspresyonu %80 oraninda saptandi.

Lenfoblastlar (izerinde myeloid antijen ekspresyonlarnin da olabilecegi bilinmektedir.
Bizim olgulanmizda da literatirde belitilen sinifarda %12 oraninda myeloid antijen
ekspresyonuna rastlandi. Galigmalarda myeloid antijen aberan ekspresyonu %6-22 gibi
oraniarda bildiriimektedir. Bunlann bazilarnda myeloid antijen ekspresyonunun
prognozu kétllestirdigi bildirimis olsa da digerlerinde riske yonelik tedavi program ile
etkisinin kayboldugu belirtimektedir (65,58,59,219,220).

Cocukluk cad! akut lenfoblastik l6semilerinde B oncil hicreli alt grubunda prognoza
etkisi iyi bilinen ve bu galismanin da temelini olugturan nokta blastik hiicrelgrin
flowsitometrik DNA indeksleri yani ploidileridir. Tédaviye yanit ve prognoz ile I6semik
hicrelerin pldidisi arasinda kuvvetli bir iliski oldugu bircok calismada gﬁsterilmi§tir
(21,22,24,66,229). Kromozom sayisi 50’'nin Uzerinde (veya DNA indeksi >1.16) olan
cocukluk ALL'lerinde (tetraploid vakalar:82-94 kromozom harig) iyi prognozia iligkisinin
yani sira, hipodiploidinin de(<46 krombzom veya DNA indeksi <1.0) kétli prognozla
iligkisi bilinmektedir (22,72,222,223).

Caligmamizda DNA indeksi >1.16 olan hastalar %16 bulundu. Hipodiploid hasta orani
%4 idi. DNA indeksi 1.0-1.15 olanlar ise %80 oranindaydi. Diploid hasta orani (DNA
indeksi:1.0) ise %68 idi. Hastalarn takip sureleri kisa oldugu ve halen bir kigmi
indiksiyon ve konsolidasyon safhasinda olduklan igin sagkallm oranlarn
kargilagtinlamamig, erken dénem tedavi yanitlan acgisindan degeriendirilmiglerdir. DNA
indekslerine gére hastalar arasinda 8. giin prednizolon yanitiari(p:0.6), remisyona girme
zamanlan (p:0.5) ve 33. giindeki remisyon oranlan (p:0.9) agisindan istatistiksel farkiilik
saptanmamistir. Bununla birikte DNA indeksi > 1.16 olan 4 hastanin tamaminin
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prednizolona yanit verdikleri gézlenirken, DNA indeksi 1.0-1.15 arasinda olan hastalarin
%85'inde prednizolona yanit saptanmistir. Hipodiploidisi olan bir hastanin da
prednizolon yanitinin oidugu gorlimustar.

DNA indeksi konusunda yapilan en genig katiimli galisma Trueworthy ve arkadaslannin,
POG grubu dahilinde 61 merkezin katiimiyla 1986-90 arasinda 1535 hastayi igeren
caligmalandir (21). Calismalannda 1204 hastada flow sitometrik DNA analizi
yapilabilmis ve bunlann da 1192'sinde (%99) sonug¢ ahnabilmigti. Bu hastalarin
%20'sinde DNA indeksinin 1.16’dan yUksek ve yaslarnnin da 1'in Uzerinde oldugu ve
antimetabolit tedavi ile prognoziannin cok iyi olduu(4 yiilk EFS %90) bildirilmistir.
Ayrica DNA indeksi 1.16'dan diusik hastalar icin yag ve beyaz kire sayisinin da
eklenmesiyle orta ve ylksek riskii hastalarin gruplandirmalarinin yapilabildigi, diger klinik
ve biyolojik &zelliklerin risk siniflamasina etkilerinin olmad‘lglm gbstermiglerdir. Bu
gahgmamn en 6nemli sonucu DNA indeksinin hastanin yagi ve baslangigtaki l6kosit
sayislyla kombine edilerek riske ydnelik tedavi planlamalarnnda pratik, kullanilabilir ve
relatif olarak ucuz bir yaklagim getirmesidir. Bu kriterlere gdre kendi caligmalarinda
dusik riskli grup (DNA indeksi >1.16) %20, orta riskli grup ( DNA indeksi <1.16, yas <11
ve Iokosit <50x10%L) hastalann %53'Unii ve yitksek riskli grup ( DNA indeksi <1.16, yas
>11 velveya I6kosit >50x10%/L) hastalanin %27’sini olugturmustur.

Bu konuda yapimis ikinci en gen genis katimh caligsma ise 1985'de Look ve
arkadaslannin 1985'deki calismasidir. 205 ¢ocukluk ALL olgusunu igeren ¢aligmalannda
hipodiploidi %1.95, hiperdiploidi (DNA indeksi >1.0) %34.6, diploid-psddodiploid ise
%63.5 bulunmustur. Bu calismada iyi prognoz goéstergesi olarak DNA indeksi >1.16
degerinin bulunmasinin yémsnra DNA indeksinin prognostik 6neminin l6kosit sayisi
<25x10%/L olan hastalarda en belirgin oldugu vurgulanmistir. Lékosit sayisi >25x'1dglL
olan hasta grubunda DNA indeksi >1.16 ile 1.0-1.15 olanlar arasinda belirgin bir fark
gdzlenmedigi belirtilmigtir (76).

Tsurusawa ve arkadaslannin 1988'de 74 cocuk ALL hastasinda yaptikiar gallsqua
hiperdiploidi (DI>1.0) %36.1 oraninda saptanmig ve DNA indeksinin median 1,21 (1.04-
1.82) oldugu bildirimigtir. Galigmalarinda, hasta sayisinin azligi nedeniyle prognostik
énemi ac}nslndan DNA indeksi 1.0 ile >1.0 olgular karsilagtirnimig ve yas-beyaz kire
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sayisina gore standart ve ylksek riskli gruplar igin ayn ayn degerlendirildiginde olaysiz
sagkalim oranlannin DI>1.0 olanlarda belirgin sekilde ylksek oldugu gésterilmigtir (224).

Bunun yanisira literatirdeki diger bazi caligmalarda farkh sonuglar da bildiriimigtir;
6rmegin Buchner ve arkadaglan yas ve beyaz kire sayisina gore duglk riskli grupta yer
alan hastalarda DNA andploidisinin istatistiksel olarak éneminin dlmadlgl gbstermislerdir
(225). Tedavi protokollerindeki farkliliklar, irk, dérmek ,buayuklaga, risk siniflamasi ve
istatistiksel metotlardaki farkiiliklarin buna yol acabilecegi belirtimektedir.

Turkiye’de Patiroglu’nun yaptidi ¢aligmada, flow sitometrik DNA indeksi ile hastalarda
%33.3 andploidi, %16.6 hipodiploidi ve %16.6 hiperdiploidi saptanmigtir (226).

Cocukluk ALL'lerinde hastalar andploidi yonlnden de{;erlendirildiklérinde klasik
sitogenetik tetkikler ile anéploidi sikiigi %35-89 arasinda degigmektedir (76,100,
227,228). Caligmamizda hem flow sitometrik DNA indeksine gore hem de sitogenetik
analiz yapilabilen (10 olgu, %40) hastalarn bulgularina gére andploidi sikligi sirasiyla
%10 ve %0 oranlarinda saptanmigtr, fakat ki deder arasindaki farkllik istatistiksel
6neme ulagmamigtir. TUm hastalar genelinde ise DNA indeksine gére andploidi siklig
%32'dir. DNA indeksine gére saptanan andploidi sikigimiz sitogenetik bulgulara kiyasia
literatur verilerine daha yakindir. Bununla birlikte sitogenetik analiz yapilabilen olgularda
incelenen metafaz alanlannin, higbir hastada 20’nin Gzerinde olmadigini bir kez daha
vurgulamak gerekir. Buradaki farkhiigin nedeni yetersiz metafaz elde edilmesi nedeniyle
optimum kalitede sitogenetik inceleme yapilamamasi olabilir. Cunkl “International
System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN)® kriterlerine gdére klonal bir
anomali var’hgml gdsterebilmek icin en azindan 20 veya daha fazla hiicrenin tam olarak
analiz edimesi ve sapatanabilir klonal bir anomalisi olan hastalarda sekonder
degisiklikleri ekarte edebilmek icin de en azindan 10 metafaz alaninin incelenmesi
gerektigi belirtimektedir (229). Sonugta uygulanan konvansiyonel sitogenetik yéntemin
buradaki kromozomal anomalileri saptamadaki bagarisiziigin ¢ok yluksek oIduQu ve flow
sitometrik DNA . indeksinin uygulanmasindaki gerekliik acikca goériimektedir.
Sitogenetigin kanser hastalanindaki yeri konusunda ¢ok caligma vardir. Bunlarda
hastalik cesidine gbre kromozomal analiz bagansi ve kromozomal anomali insidansi
farki oranlarda bildirimektedir. Omegin Grimwade ve arkadaslannin 1938 AMLi
hastada %83 oraninda basarnl sitogenetik calisma oranlarn bildirilirken (230), Olah ve
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arkadaslarinin galigmasinda 1993-1995 arasinda 187 ALL hastasinin 140'ina (%75)
kromozom analizi yapilip, 78 hastada (%55.7) basanili olundugu bildiriimektedir. Onlarn
calismalarinda anormal karyotip %46.1 (36 hasta), hiperdiloidi % 16,6 (13 hastada)
saptanirken, flow sitometri ile %22.5 (31 hasta) 1,16'nin (zerinde hiperdiploidi
saptandifi bildirimekte ve daha yiksek oranin gbzienmesi nedeniyle ki metodun ayni
anda kullamminin 6nemine dikkat ¢ekilmektedir (231). Literatiirde anéploidi ile blastik
hiicre morfolojisi arasinda iligki oldugunu bildiren caligmalar vardir. Caligmamizda ise
FAB alt gruplan arasinda andploidi sikhidi agisindan faklilik saptanmadi (L1 grubunda
andploidi sikhigi %33,7, L2 grubunda ise %25) (p:0.6). Borgstrom ve arkadaglan 35
hastay iceren c¢aligmasinda hastalann %83'Unun L2, %3’'Gnin L1 ve %14’Gnin L3
morfolojisinde oldugunu ve L2 morfolojisinde hastalarda %42 oraninda andploidi
saptadiklarini belirtmigleridir (228). Suarez ve arkadaglan 111 gocukluk cadi ALL
hastasinda FAB morfolojisi ile hicre sikiisii 6zelliklerini aragtirdiklannda; L2
morfolojisindeki blastlarda andploidi sikigini L1 olanlara goére belirgin yliksek
bulmusglardir (%71’e kargi %34) (100).

Hiperdiploidinin ¢ocukluk ¢cag akut lenfoblastik l6semilerinde iyi Klinik gidisle iligkili diQer ‘
klinik ve biyolojik faktérierle birlikteligi bilinmesine ragmen prognoz Gzerine bagimsiz
etkisinin olduju acikca gosterilmistir (232). Aynca ko6t prognozia iligkili olan
translokasyonlar da dahil olmak (izere yapisal kromozomal anomalilerin hiperdiploidisi
olan hastalarda daha az oldugu bildirilmektedir (71). Calismamizda flow sitometrik D|\IA
indekslerine gére hastalann blastik morfoloji, imminfenotip, sitogenetik ve molekuler
genetik ozellikleri (t(4:11), 1(9:22), t(12:21) agisindan) farklilk saptanmamigtir(p:Q.8,
p:0.8 ve p:0.8). Ayrica hastalann risk siniflandirmasina kullanilan yas grubu ve I6kosit
sayisi dagilimlan agisindan da anlamh farkliik saptanmamlgtlr' (p:0.5 ve p:0.3). Lésemik
hacre yikleri acisindan bakildiginda hiperdiploidili hastalarda RF daha dU@ﬁk
gérunmesine karsin istatistiksel 6neme ulagmamistir (p:0.1). Hasta sayisinin az ve takip
strelerinin kisa olmasi nedeniyle yorum yapmak gii¢ olsa da, prognoza etkisi bilinen
yukaridaki faktorierle iligkisinin saptanamamig olmas! hiperdiploidinin bilinen progn6§tik
etkisinin bagimsiz bir kriter oldugu gérﬂgunﬂ desteklemektedir. '
Hucre siklist analizlerinde DNA indeksi diginda, S fazi oranlannin da dusik olmasinin
induksiyon tedavisine yanitsizlik ile iligkisinin oldugu bazi erigkin ALL caligmalarinda
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gosterilmigtir (233,234,235). Look ve arkadaslan cocukluk cagi ALL’lerini iceren
calismasinda, diger 6zellikleri ile standart riske girmig hastalarda S fazi oranlarinin
%6.8'den duslk olmasinin indiksiyon tedavisine yanitsizlikla iligkili oldugunu
gbstermiglerdir. Fakat bu degerin altinda S fazi oranlarina sahip, remisyona girmig
hastalann da varig nedeniylé prognostik bir degisken olarak prospektif olarak
kullanilamamigtir. Aciklama olarak antineoplastik ilaclarin ¢ogunun prolifere olan
hiicrelere sitotoksik oldugu bu nedenle bu hastalarda ilaca direncli mutant hticrelerin
asin ¢cogalmasindan ziyade yavasg ¢odalan hicrelerin persistansindan dolay! indiksiyon
tedavisinin sonunda yanitsizhgin ortaya ¢ikabilecegini belitmektedirler (76).
Calismamizda S fazlanna gére yas grubu ve cinsiyet dagiimlan agisindan farkiiik
gézlenmedi (p:0.7 ve p:0.9). Baglangi¢ I6kosit sayilan agisindan da istatistiksel anlami
farkllik izlenmemesine karsilik (p:0.2) S fazi yiksek (>6.8) olan hastalarda l6kosit
sayllannin daha dasitk oldugu izlendi. Blastik hicrelerin morfolojik, immunfenotipik,
sitogenetik ve' molekuler genetik &zellikleri acisindan da anlamli farklitk saptanmadi
(p:0.6, p:0.08 ve p:0.3). Fakat prognozu daha iyi olan pre B fenotipinde S fazi oraniarnin
daha yiksek olmaya meyilli oldugu séylenebilir (p:0.08). '

Son 20 vil icinde gocukluk ¢cagt ALL’sinde kur oranlarinin %5’lerden %80lerin Gizerine
ctkmasi yaygin kanserlerin baganl tedavisine en iyi 6rnegi teskil etmektedir. Bununla
birlikte tedavi slirecinde ve sorasinda ciddi bazi sekellerin de gérilmesi mimkundur.
Bunlarin bazilan tedaviden yillar hatta dekatlar sonra ortaya cikabilmektedir. Bu geg¢
etkilerin 6Gnemi gocukluk ¢ag icin 6zellikle Snemli olmaktadir. Bu nedenlerle ayni tedayiyi
alan cocuklarda prognozia iligkisi olabilecek baslangic kiinik ve biyolojik 6zellikieri
aragtirmaya yonelik bircok caligmalar yapilmigtir. yas, I6kosit sayisi, Irk, cinsiyet ve
blast hucre morfolojik, immunfenotipikk ve genetik 6zelliklerinin prognozla iligkisinin
oldugu bildiriimektedir. Bunlar ve diger klinik prognostik faktdrier tedavi bagarnsizligina
ait farkli riskli aftgruplan tanimiamada faydali olsalar da bireysel olarak hangi hastanin
kesin olarak tedavisinde basarisiz olunacadini saptayacak faktér yada faktor
kombinasyonu yoktur. Yinede mevcut olanaklar dahilinde hastalarin yagsam sanslanni
kisitlamadan uygun tedavi programiarini almalan saglanmalidir. Bu tir yaklagimla
hastalann yagsam sanslarinin artirimasi yaninda, ileriki dénemlerde ortaya gikabilecek
ve hastanin yagsam Kkalitesini kisitlayacak komplikasyonlardan da kacinilabilecektir.
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Hasta ve ailesi agisindan olayin dier bir yéni de hastaigin tedavi maliyetidir. Risk
grubu yikseldikge tedaviye bagli olarak hem erken-geg komplikasyonlar arimakta hem
de bunlara bagh olarak tedavi maliyetleri dnemli oranda artmaktadir. Tium bu nedenler
hastanin risk grubunun dogru bir sekilde belirlenmesinin énemini ortaya koymaktadir.
Ulkemizde risk siniflamasi icin sitogenetik ve molekiler analiz yéntemlerinin ginimuiz
kosullaninda her merkezde ve her hastaya uygulanmasi mimkiin olmamaktadir. Bundan
dolayi uluslararasi alanda kabul gérmis daha basit ve kullanilabilir kriterlerden
faydalanmak, kazanglan distnildaginde akilci bir yakiagim olacaktir. Pinkelin
calismasinda da baslangicta 1sik mikroskopi ve immunfenotipik markerler ve DNA
indeksi agisindan flow sitometrik inceleme ile rolatif olarak basit ve.zaman kazandirici
bir siniflama verilmistir. Bu sinflamaya gére bir ALL hastasinda (T ve matur B disinda)
hiperdiploidi ya da hipodiploidi saptanirsa ileri caligmalara gerek olmadigi bildiriimekte,
sayet hasta B 6ncil ve DNA indeksi 1.0-1.16 bulunursa; TEL-AML1, MLL, E2A-PBX ya
da BCR-ABL rearanjmanlarmin saptanmasi igin bir merkezi referans laboratuvarmda
Southem blot ya da PCR ile aragtinimasi énerilimektedir (236) (Sekil 3). '

ALL

{l

Morfoloji, imminfenotip
B-6ncll ALL

I
DNA indeksi

“Hipodiploidi l Hiperdiploidi

DNA indeksi:1-1.16

TEDAVI ﬂ TEDAVI

PCR, Southem-Blot
(MLL, BCR-ABL, TEL-AML, E2A-PBX1)

Sekil 3. Cocukluk ¢agi B-dnciil ALL’leri i¢in basitlestirilmis risk siniflamasi
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Fakat bu genotipik siniflamaya ilaveten ailenin maddi durumu, sadiik sigortasi, etnik
kékeni, beslenme, infeksiyon, hijyenik kosullar, ibsemi tedavi merkezine yakinlik
tedavinin seciminde ve prognozunda énemini korumaktadir.

Bu ¢aligmada da sitogenetik ve molekiler analiz ydntemlerine gére relatif olarak daha
ucuz ve pratik olan DNA indeksi ¢aligmasi yapiimig ve ilk asamada Izmir'de Dokuz Eylii
Universitesi digindaki I6semi tedavi merkezlerinden de hastalar alnarak bu teknik
Oncelikle ilimizde hizmete sunulmustur. Altyapi olarak gerekli donanima saﬁip
merkezimizde bu hizmetin daha da genigletiimesi diigundlebilir.

Ancak risk sinfflamasi ve tedavi segiminde DNA indeksinin kullanilabilmesi icin ortak
caligmalarla vaka sayllannin arttinlip uzun streli takiplerinin yapilmas! ve uygulanan
tedavi protokollerinde DNA indeksinin prognostik éneminin aragtinimasi gerekmektedir.
Bu caligmalar sonucunda Ulkemizde her merkezde kullanilabilecek ortak bir risk
siniflamasi ve tedavi protokoll geligtirilebilir.
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6. SONUCLAR

6.1. Tiim hasta grubunun genel 6zellikleri:

- Aragtirmaya giren hastalarin gcoguniugu erkek ve 1-6 yasg grubu idi (sirasiyla %76,4
ve %60).

- Tani aninda idkosit sayisi hastalarin %56'sinda BFM-95 protokolline gére iyi
prognoz kriteri olarak alinan degerde yani <20x10°/L idi.

- Lésemik hucre yuki (RF) hastalarin %60'inda <1.2 idi.

-Hastalann %84'u L1 ve %601 pre-B idi. CALLA pozitifli§i %80 ve myeloid antijen
ekspresyonu ise %12 saptandi.

- DNA indeksine goére hastalarda hipodiploidi orani %4, 1.16'min Gzerindeki
hiperdiploidi orani ise %16 bulundu. B 6éncil ALL olgularinin %65,3't1 DNA indeksine
gbre diploid olarak saptandi.

- Sitogenetik incelemede olgularin sadece 10°'unda (%40) metafaz elde edilebikldi’.
Fakat higbirinde 20'nin Uzerinde metafaz alaninda inceleme yapilamadi.
Degerlendirilen olgularin tamaminda diploidi saptanirken, hiperdiploidi ve
hipodiploidi'ye rastlanmadi.

- Yuksek risk kriterleri olarak tanimianan t(4:11) ve t(9:22) ve iyi prognostik 6zellik
olarak bildirilen t(12:21) anomalilerini saptamaya ydnelik olarak 14 hastada molekuler
genetik analiz galigmasi yapilabildi. Bunlarin %21,4'Unde (3 hasta) t(12:271),
%7,1'inde(1 hasta) t(4:11) saptandi.

- Prognostik ve tedavi alt gruplannin degerlendirimesinde roli olan in vivo
prednizolon yanitlar deerlendirildiginde 8. gin periferik blast sayisi <1000/uL olan
hastalar %88 oranindaydi.

- 15. ve 33. gln yapilan remisyon degjerlendirmelerinde %20'sinin 15. gln, %76’sIinin
33. gunde remisyona girdigi ve kimulatif remisyon oraninin %96 oldugu gézlendi. 1
hastanin (%4) ise 45. gin remisyona girdigi saptandi.

- Hastalarin tedavi grubu olarak %64°Gniin orta risk grubuna, %28'inin standart risk
grubuna ve %8’inin yuksek risk grubuna danhil edildigi géziendi.
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6.2. Hastalann BFM 95 protokoliine gbre degerlendirilmeleri:

- Risk gruplarina gére hastalar incelendiginde; kiz olgularin ézellikle standart risk
grubunda yogunlagtigi saptandi (SR grubunun %57.1'i ve tim kiz hastalarin da
%57.1’i). Yas gruplari incelendiginde BFM-95 protokoliine gére risk kriteri olarak k&t
olan 6 yas Uzeri 1 hastanin (%14.3) standart risk grubuna sokuldugu saptand.

- Risk gruplarina gére hastalarin klinik ve laboratuar ézellikleri karsilastinldiginda
istatistiksel olarak énemli farklilik saptanmadi. Gruplar arasinda lésemik hiicre ytkleri
(RF) agisindan da farkhlik saptanmandi.

-Risk gruplarina gére blastik hacre 6zellikleri arastinildiimda morfolojik,
immuanfenotipik, sitogenetik ve molekuler genetik bulgulari yéninden anlamii farklilik
gostermedi. Fakat yUksek riskli grupta myeloid antijen ekspresyonunun daha yiksek
oranda oldugu bulundu (p:0.001). DNA indeksi acisindan yulksek riskli grupta higbir
hastada 1.16’'nin Gzerinde DNA indeksi saptanmamasina ragmen gruplar arasinda
istatistiksel anlamli farklihga ulagmamasi vaka sayisinin az olmasina bagli olabilir. S
faz1 oranlar agisindan bakildiginda da risk grubu ytkseldikce S fazlar <6.8'den
kugUk olan hastalarin orani artmasina kargin istatistiksel anlamii diizeye ulasmad..

- Tedaviye erken doénem yanit oranlar degerlendirildiinde yine risk grubu
yukseldikge yanit orani giderek dismesine karsmk istatistiksel olarak dnemli dizeye
ulagsmadi. Standart risk grubuna dahil edilenlerin tamaminin prednizolona yanit veren
hastalar oldugu goéraldu.

6.3. Hastalarin NCI/CTEP kriterlerine gére degeriendirilmeleri:

- Risk gruplarina gére hastalar incelendiginde; kiz olgularin 6zellikle standart risk
grubunda yogunlagtii saptandi(%83,3). Yas gruplari incelendidinde ise duisuk risk
kriteri olan 1-9 yaginda 5 hastanin (%41.7) diger 6zellikleri nedeniyle yilksek risk
grubuna girdigi géraldi.

- Risk gruplarina gére hastalarin klinik 6zellikleri kargilagtirildi§inda farklilik
saptanmadi. Lokosit sayist <50 x10%L olan 6 hastanin (%50) diger o&zellikleri
nedeniyle ylUksek risk grubuna girdigi géruldi ve I6kosit sayilar arasinda farklihk
saptandi. Fakat gruplar arasinda l6semik hicre yukleri (RF) acisindan farkhik
saptanmand..
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-Risk gruplarina gére blastik hucre 6zellikleri arastiridiginda morfolojik,
immunfenotipik, sitogenetik ve molekiler genetik bulgulart yénunden istatistiksel
olarak anlamli farklilik yoktu. BFM siniflamasinin aksine myeloid antijen ekspresyonu
acisindan da farklilhk Saptanmadl. Yine BFM siniflamasinda yuksek riskli grupta
higbir hastada 1.16'nin Gzerinde DNA indeksi saptanmamasina ragmen NCI/CTEP
siniflamasina gore yuksek riskli grupta istatistiksel farklhlik izlenmese de bir hastada
DNA indeksi 1.16'nin Gzerinde idi. S fazi oranlari yoninden de istatistiksel anlamli
farklihk saptanmadi.

- Tedaviye erken dénem yanit oranlar degerlendirildiginde ylksek risk grubunda
yanit oranlari dustk olmasina karsilik istatistiksel anlaml dizeye ulagmadi.

6.4. Hastalarin DNA indekslerine gore degerlendirilmeleri:

- Hastalar DNA indekslerine gére (prognostik énemi bilinen DNA indeksi gruplarina
gére) degerlendirildiklerinde cinsiyet ve yag dagilimi agisindan hipodiploid, diploid ve
hiperdiploid hastalar agisindan farkhlik gézlenmedi.

- DNA indeksi ile l6kosit sayisi arasinda iligki saptanmadi

- Hepatosplenomegali varligi agisindan farklilik yok gérinse de hipodiploidi saptanan
olguda ayrica mediasten tutulumu da saptandi ve istatistiksel olarak da antaml
bulundu.

- Lésemik hticre yUkU hiperdiploidilerde daha dugtk gérGnmesine kargin istatistiksel
anlamlihga ulasmad..

- DNA indeksi gruplarina gére blastik hiicre &6zellikleri ‘aragtinldiginda morfolojik,
immunfenotipik, sitogenetik ve molekdler genetik buigular yéntnden anlaml farklilik
saptanmadi.

- Myeloid antijen ekspresyonu ve CALLA ile iligki saptanmadi.

- Sitogenetik analiz ile diploid saptanip flow sitometrik DNA analizi ile hiperdiploid
saptanan bir hasta vardi.

- DNA indekslerine gére erken tedavi yanitlan de@erlendirildiinde prednizolona
erken dénem yaniti, remisyon oranlari ve remisyona girme hiziari agisindan
istatistiksel anlamli farkliik saptanmasa da DNA indeksi yiksek hastalarda erken
dénem yanit ve remisyon oranlari daha yuksek gérunmektedir.
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6.5. Hastalanin hiicre sikliisii S fazi oranlanna gore degerlendiriimeleri:

- Hastalar S fazi oranlarina gére degerlendirildiklerinde cinsiyet ve yas dagilimi
acisindan farkhlik gézlenmedi. '

- S fazi orani ile I6kosit sayisi arasinda istatistiksel anlamli iliski saptanmadi fakat S
faz1>6.8 olanlarin i6kosit sayilari daha dustk oranda izlendi.

- Hepatosplenomegali ve mediasten tutulumu ile S fazi oranlari yéniunden iligki
saptanmadi.

- Lésemik hlcre yuku ile S faz iligkisi de yoktu.

- 8 fazI oranlarina goére blastik hlcre ozellikleri arastinldiinda morfolojik,
immunfenotipik, sitogenetik ve molekiler genetik bulgulari yéninden antamh farklihik
saptanmadi. Fakat prognozu daha iyi olan pre-B fenotipinde S fazi oranlarinin daha
ylksek gérindigu sdylenebilir (pre B'de %53.8, pre-pre B'de %12.5 ve T'de %0).

- Myeloid antijen ekspresyonu ve CALLA ile iligki saptanmadi.

- 8§ fazi oranlarina gore erken tedavi yanitian degerlendirildiginde prednizolona
erken dbénem yanitl, remisyon oranlarn ve remisyona girme zamanlarn agisindan
farkhlik saptanmadi. Fakat S fazi >6.8 olanlarin tamami 33. giinde remisyonda iken,
S fazi <6.8 olanlarin %93.8'i remisyonda idi.

- Hicrelerin immunfenotipik 6zelliklerine gdre htcre sikiast dagilimlan incelendiginde
GO0G1, S ve G2M oranlar agisindan farklilik saptanmadi.

- DNA indekslerine gore de hucre siklist dagilimlan agisindan farklihk saptanmadi.
- FAB morfolojik gruplar agisinda da hiicre sikiusl farkhiligi saptanmadi.
- DNA pléidisine gére FAB morfolojik gruplari arasinda anlamli farklilik saptanmadi.

- Ayrica andploidi sikhig agisindan bakildijinda da FAB ve imminfenotipik alt gruplar
arasinda da farkllik yoktu.

- DNA indeksi ile sitogenetik analiz andploidi acisindan kiyaslandidinda her iki tetkik
arasinda farklhlik saptanmadi. Sonuglar uyumiudur. Sadece bir hastada sitogenetik ile
diploidi saptanmasina kargilik DNA indeksi ile hiperdiploidi saptandi.
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6.6. Hastalarin in vivo prednizolon yanitlanna gére degerlendirilmesi:

- In vivo erken prednizolon yanitina gére yag ve cinsiyet acisindan karsilagtirma
yapildiginda farklilik izlenmedi (p:0,2, p:0,5).

- Lokosit sayisi ve lésemik hicre yUku (RF) agisindan prednizolona yanit oranlari
degerlendirildiginde de anlamli farkhlik saptanmadi.

- Blastik hucrelerin morfolojik, immanfenotipik, sitogenetik ve hicre siklast ézellikleri
prednizolona yanit agisindan karsilastinldiginda istatistiksel olarak sadece myeloid
antijen ekspresyonu olanlarda yanitsiziik oranlarinin yiksekligi anlamli bulunsa da
DNA indeksi 1.16 lUzerinde olan hastalarin da tamaminin prednizolona yanitiarinin
tam oldugu géralda.

- Prednizolona yanit veren ve vermeyen hastalar remisyon agisindan
karsilagtirildiklarinda prednizolona yanit verenlerin remisyona daha erken dénemde
girdikleri bulundu(p:0,01). '
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7-OZET

COCUKLUK CAGI AKUT LENFOBLASTIK LOSEMILERINDE
DNA iNDEKSI

Amag: Akut lenfoblastik I6semi, tedavisinde énemli gelismeler saglanmis cocukluk
¢aginin en sik gorilen malign bir hastah@idir. Risk kriterlerinin, ézellikle sitogenetik
ve molekiler genetik degisikliklerin tanimlanmasi ile uygun tedavi segimleri sonucu
kiirr oranlari artmaya baglamigtir. Klr oranlarinin artmasina karsin tedaviye bagl
cesitli komplikasyonlarin da daha sik olarak gorildaga bilinmektedir. Tedavideki
bagarilyl azaltmadan bu gibi komplikasyonlarin sikhigini azaltmak ancak hastalarin
risk siniflamalaninin ve tedavilerinin uygun sekilde yapilmasiyla mumkiin olabilir.
Burada risk siniflamasinda gegerliligini koruyan ve diger sitogenetik tetkiklere kiyasla
ucuz ve pratik olan flow sitometrik DNA indeksinin galigiimasi ve risk siniflamasinda

kullanilmasi amaglandi.

Hastalar ve yontem: Calismaya Kasim 1999 — Ocak 2001 tarihlerinde DEUTF
Cocuk Hematoloji Bilim Dal’'ndan 12, EUTF Cocuk Hematoloji Bilim Dal’'ndan 4,
[zmir Tepecik SSK Hastanesi Cocuk Kliniginden 5 ve lzmir Dr. Behget Uz Cocuk
Hastanesinden 4 olmak {zere toplam 25 yeni ALL hastasi alindi. DNA indeks
calismasi igin alinan antikoagtlanii kemik iligi aspirasyon drnekleri galigilmak Gzere
uygun sartlarda donduruldu. Daha sonra o&rnekler uygun kosullarda tekrar
¢ozundirllerek flow sitometrik hiicre siklisi ve DNA analizleri yapildi. Hastalarin
hepsi tedavi edildikleri merkezlerde ALL BFM 95 tedavi protokoliine gére tedavi
edildiklerinden siniflamalari, klinik, biyolojik 6zellikleri, tedaviye yanitlan bu protokole

gbre degerlendirildi.

Bulgular: Hastalarin gogunlugu (%76.4) erkek ve 1-6 yas grubundan (%60) idi.
Tanida l6kosit sayilari %56'sinda protokole gére iyi prognoz kriteri olarak belirtilen
degerdeydi (< 20x10%L). Morfolojik ve imminfenotipik incelemelerinde %84'u L1,
%16 L2 ve %60 pre-B, %32 pre-pre-B ve %8 T hiicreliydi. Molekiler genetik g‘all§ma'
14 hastada (%56) yapilabildi, bunlarin %21.4’tinde t (12:21) ve %7.1'inde t(4:11)
saptandl'. Konvansiyonel sitogenetik incelemede hastalarin ancak %40'inda metafaz
elde edilebildi ve diploid olarak degeriendirildi. Fakat bunlarin higbirinde yeterli say!
ve kalitede metafaz yoktu. Flow sitometrik DNA indekslerine gére ise hastalarin

%4’tinde hipodiploidi, %68’inde diploidi, %16'sinda >1.16 hiperdiploidi ve %12’sinde
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1-1.15 hiperdiploidi bulundu. Hasta sayisi ve takip siirelerinin kisitli olmasi nedeniyle
DNA indeksinin prognostik etkisi arastinlamadi. Fakat erken dénem steroid yaniti ve
remisyon Ozellikleri Gizerine etkisi deerlendirildiginde, istatistiksel anlamli bir iligki
saptanmadi. Tedavinin 33. glinii yapilan degerlendirmelerinde %96'sinin remisyonda
oldugu, bir hastanin (%4) 45. giin remisyona girdigi goérald.

Sonug: Cocukluk ¢adt akut lenfoblastik I6semilerinin  risk siniflamasinda ve
prognozunda sitogenetik &zellikler en &nemli faktérdir. Calismamizda da goruldtgu
gibi bizim gibi gelismekte olan hlkelerdeki I6semi tedavi merkezlerinin gogunda bu
pahali ve deneyimli ekip isteyen teknikleri kurmak ve uygulamakta zorluklar
olabilmektedir. Burada da konvansiyone! sitogenetik tetkiklerin yerine kullanilabilecek
daha pratik ve ucuz-olan flow sitometrik DNA analiz yéntemi basariyla uygulanmistir.
Bu ydntemin-katkisiyla hastalarin risk siniflamasi daha dogru bir sekilde yapilarak,
gereksiz ylksek doz tedaviler ve komplikasyonlarindan korunmalari mumkin

olacaktir.

Glnumiizde l16semili hastalarin yagsam oranlarindan édiin verilmeden tedavi edilmesi,
uygun sekilde risk siniflamalarinin yapilmasi ile mimkindir. Ulkemiz kosullart
gézoniine alindiginda, risk siniflamasi ve tedavi segiminde DNA indeksinin
kullanilabilmesi i¢in ortak ¢aligmalarla vaka sayilarinin arttinilip uzun streli takiplerinin
yapllmaél ve uygulanan tedavi protokollerindeki prognostik 6neminin arastiriimasi
gerekmektedir. Bu galismalar sonucunda her merkezde kullanilabilecek ortak bir risk

siniflamasi ve tedavi protokolll gelistirilebilir.
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8-SUMMARY

DNA INDEX in CHILDHOOD ACUTE LYMPHOBLASTIC
LEUKEMIAS

Acute lymphoblastic leukemia is the most common and probably most succesfully
treated malignant disorder in children. In recent years, as a result of risk directed
therapy based on some risk factors such as age, leukocyte count,
immunophenotyping, cytogenetic and molecular findings, the cure rates have
significantly increased. Along with marked improvements in cure rates, however, the
increasing number of survivors has led to a heightened appreciation of the late
complications of treatment caused by both radiation and chemotherapy. The
frequency of these complications may be reduced when the patients are classified
and treated appropriately according to the known risk factors. In this report, we
wanted to investigate the DNA index as a risk factor, which is relatively practical and
inexpensive when compared to conventional karyotyping.

Patients and methods:Total 25 newly diagnosed pediatric ALL cases, of 12 from
“Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine, Division of Pediatric Hematology”, five
from “lzmir Tepecik SSK Teaching Hospital, Department of Pediatrics”, four from
“Ege University, Faculty of Medicine, Division of Pediatric Hematology”, and four
from” lzmir Dr. Behget Uz Children's Hospital” were entered to the study.
Anticoagulated bone marrow specimens obtained from patients at diagnosis were
frozen at — 70 °C. Then, these samples were thawed in appropriate conditions and
studied for cell cycle and DNA analysis. All the patients were classified and treated
according to ALL BFM 95 protocol.

Results: Most of the patients were male (76.4 %) and one to six years-old (60%).
Leukocyte count at diagnosis was in good risk category for 56 % of the patients
according to ALL BFM 95 criteria (< 20x10°L). Morphological and
immunophenotyping examinations revealed 84% of L1, 16% of L2, and 60% pre-B
cell, 32% pre-pre-B cell, and 8% Tcell respectively. Molecular genetic analysis for
t(4:11), 1(9:22), and t(12:21) was available for 14 patients (56%) and revealed 21.4%
t(12:21), and 7.1% t(4:11) positivity. Conventional karyotypirig could be done only in
40 % of patients and showed diploidy. However, in all these patients, the number of
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metaphases were insufficient (<20). On the other hand, flow cytometric DNA analysis
showed 4% hypodiploidy, 68% diploidy, 16% hyperdiploidy with DI > 1.16, and 12%
hyperdiploidy with DI: 1.0-1.15. The prognostic effect of DNA index couldn’t be
evaluated because of small patient population and short follow-up. In the 33 day
evaluation, 24 patients (96%) were in remission. The relationships between DNA
index and early prednisolone response, remission rates were found statistically

insignificant.

Conclusion: Flow cytometric DNA analysis could be performed succesfully in all
patients in this study. So it can be used as a cheaper and more practical method in
the risk classification of childhood lymphoblastic leukemias when compared to the

conventional cytogenetic methods.

In the present, the modern and effective treatment of leukemia is possible with
appropriate fisk classification. According to our conditions in Turkey, to use DNA
index in risk assessment and choice of treatment, it is necessary to design
colioborative studies and to evaluate the effect of DNA index on prognosis. Then, it
may be used as a risk factor and affect the classification of treatment protocols in

Turkey.
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Source: PBMNCs-09.01.01
Case: Normal

Analysis type: Automatic analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip G0-G1: 98.32 % at 49.77
Dip G2-M: 0.61 % at 99.53
Dip S: 1.07 % G2/G1: 2.00
Dip %CV: 1.80

Total S-Phase: 1.07 %

Extra Pop: %
Debris: 0.42 %
Aggregates: 0.00 %
Modeled Events: 9470
RCS: 0.811

Diploid B.A.D.: 0.07 % no aggs
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»-Phase Assessment:

‘issue Type: BMMNCs
flodel type: Aneuploid
\neuploid S: Low
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0
‘otal S: Low
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0
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Data acquired: 16-Jan-1

File: E.S. + MNCs

Source: E.S. + MNCs
Case:E.S.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 27.45 %
Dip GO-G1: 100.00 % at 49.71
Dip G2-M: 0.00 % at 99.43
Dip S: 0.00 % G2/G1: 2.00
Dip %CV: 1.63

ANEUPLOID 1: 72.55 %
Ant1 G0-G1: 92.26 % at 58.28
An1 G2-M: 2.22 % at 115.68
An1 S: 552 % G2/G1: 1.98
An1 %CV: 1.36
An1 DI: 1.17

Total S-Phase: 4.00 %
Extra Pop: %

Debris: 0.06 %
Aggregates: 1.56 %
Modeled Events: 19188
RCS: 1.397

Diploid B.A.D.: 0.07 %
Aneuploid B.A.D.: 1.33 %

Total B.A.D.: 0.84 %
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Channels Extra Pop: %
Debris: 0.00 %
Aggregates: 1.54 %

S-Phase Assessment: .

Tissue Type: BMMNCs Modeled Events: 24140

Model type: Aneuploid T

Aneuploid S: High s .
Calculated p-value: p<0.01 Diploid B.A.D.: 1.28 %
S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0 . .

Total S: Low Aneuploid B.A.D.: 0.12 %
Calculated p-value: p<0.01 Total BAD.: 0.16 %

S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0

Apoptosis: 0.22 % Mean: 45.15
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S-Phase Assessment:

Tissue Type: BMMNCs

Model type: Diploid

Diploid S: Low to Intermediate
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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Data acquired: 22-Jan-1
File:F.D.+ MNCs

Source: F.D.+ MNCs

Case: F.D.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip G0-G1: 94.99 % at 48.87
Dip G2-M: 0.55 % at 97.74
Dip S: 4.46 % G2/G1: 2.00
Dip %CV: 1.51

Total S-Phase: 4.46 %

Extra Pop: %

Debris: 0.10 %
Aggregates: 3.75 %
Modeled Events: 18631
RCS: 2.642

Diploid B.A.D.: 1.40 %
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S-Phase Assessment:
Tissue Type: BMMNCs
Model type: Diploid
~ Diploid S: Low
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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Data acquired: 13-Jan-1
File:S.P.+ MNCs

Source: S.P.+ MNCs

Case: S.P.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip G0-G1: 95.67 % at 49.86
Dip G2-M: 2.26 % at 98.33
Dip S: 2.07 % G2/G1: 1.97
Dip %CV: 2.42 ‘

Total S-Phase: 2.07 %

Extra Pop: %

Debris: 0.15 %
Aggregates: 1.64 %
Modeled Events: 18360
RCS: 4.614

Diploid B.A.D.: 0.44 %
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Model type: Diploid

Diploid S: Intermediate
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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BN S
Source: E.Y.+ MNCs

Case: E.Y.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip GO-G1: 92.90 % at 48.86
Dip G2-M: 1.66 % at 97.72
Dip S: 5.44 % G2/G1: 2.00
Dip %CV: 1.57

Total S-Phase: 5.44 %

Extra Pop: %

Debris: 0.08 %
Aggregates: 4.02 %
Modeled Events: 18416
RCS: 2.119

Diploid B.A.D.: 1.48 %



Numper

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
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Data acquired: 16-Jan-1

File:A.O.+ MNCs
. Source: A.O.+ MNCs
g Case: A.O.
16 - Analysis type: Manual analysis
o] Prep: Fresh/Frozen
Q
<
o] DIPLOID: 100.00 %
S Dip G0-G1: 96.43 % at 49.48
@ o Dip G2-M: 0.43 % at 100.48
o] Dip S: 3.14 % G2/G1: 2.03
§__ Dip %CV: 149
05 Total S-Phase: 3.14 %
S—
W Extra Pop: %
. » Debris: 0.10 %
o ™ T T T T Aggregates: 4.22 %
0 150 200 Modeled Events: 18681
RCS: 2.038

Diploid B.A.D.: 3.71 %

S-Phase Assessment:

Tissue Type: BMMNCs

Model type: Diploid

Diploid S: Low
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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40 120

- 8-Phase Assessment:
Tissue Type: BMMNCs
Model type: Diploid
Diploid S: Intermediate
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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160

Data acquired: 26-Jan-1
File:D.G.+ MNCs

Source: D.G.+ MNCs

Case: D.G.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip G0-G1: 93.21 % at 49.72
Dip G2-M: 0.65 % at 98.39
Dip S: 6.14 % G2/G1: 1.98
Dip %CV: 1.89

Total S-Phase: 6.14 %

Extra Pop: %

Debris: 0.11 %
Aggregates: 1.78 %
Modeled Events: 23375
RCS: 2.920

Diploid B.A.D.: 0.43 %
Apoptosis: 0.34 % Mean: 45.72
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S-Phase Assessment:

Tissue Type: BMMNCs

Model type: Diploid

Diploid S: Intermediate
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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LI

Data acquired: 13-Jan-1
File:K.Y.+ MNCs

Source: K.Y.+ MNCs

Case: K\Y.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip GO-G1: 92.23 % at 49.38
Dip G2-M: 1.84 % at 96.58
Dip S: 5.93 % G2/G1: 1.96
Dip %CV: 2.31

Total S-Phase: 5.93 %

Exira Pop: %

Debris: 0.08 %
Aggregates: 0.80 %
Modeled Events: 18742
RCS: 3.916

Diploid B.A.D.: 0.07 %



Number

C?IIII1POI L1 lz?ol [ | Iafol L1 l4?ol Lt

FlL2-A
60 20 120

30

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI

Hematolo]i-Onkelo]i

0
Channels

S-Phase Assessment:
Tissue Type: BMMNCs
Model type: Diploid
Diploid S: High

Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0

Laboratuvari

ModFitLT V2.0{PMac)

Data acquired: 26-Jan-1
File:E.A.+ MNCs

Source: E.A.+ MNCs

Case: E.A.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip G0-G1: 83.66 % at 47.97
Dip G2-M: 4.81 % at 92.82
Dip S: 11.53 % G2/G1: 1.93
Dip %CV: 2.72 .

Total S-Phase: 11.53 %

Extra Pop: %

Debris: 0.07 %
Aggregates: 1.97 %
Modeled Events: 22848
RCS: 3.905

Diploid B.A.D.: 0.06 %
Apoptosis: 0.36 % Mean: 43.11



S-Phase Assessment:

Tissue Type: BMMNCs

Model type: Diploid

Diploid S: Intermediate
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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Phase Assessment:

ssue Type: BMMNCs

odel type: Aneuploid

1euploid S: Low

Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0
stal S: Low

Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0
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30
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Data acquired: 16-Jan-1
File:S.E.A.+ MNCs

Source: S.E.A.+ MNCs

Case: S.E.A.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 30.40 %
Dip G0-G1: 100.00 % at 50.14
Dip G2-M: 0.00 % at 100.28
Dip S: 0.00 % G2/G1: 2.00
Dip %CV: 1.62

ANEUPLOID 1: 69.60 %
An1 GO-G1: 94.60 % at 56.86
An1 G2-M: 3.11 % at 113.30
An1 S: 229 % G2/G1: 1.99
An1 %CV: 1.41
An1 DI: 1.13

Total S-Phase: 1.59 %
Extra Pop: %

Debris: 0.09 %
Aggregates: 3.01 %
Modeled Events: 18379
RCS: 3.505

Diploid B.A.D.: 0.17 %
Aneuploid B.A.D.: 2.84 %

Total B.A.D.: 2.04 %
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Number

150

Data acquired: 24-Jan-1
File:E.G.+ MNCs

Source: E.G.+ MNCs

Case: E.G. v
Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 51.11 %
Dip GO-G1: 100.00 % at 50.15
Dip G2-M: 0.00 % at 100.29
Dip S: 0.00 % G2/G1: 2.00
Dip %CV: 2.56 :

ANEUPLOID 1: 47.68 %
An1 GO-G1: 88.62 % at 58.66
An1 G2-M: 6.14 % at 116.73
An1 S:5.23 % G2/G1: 1.99
An1 %CV: 1.87
An1 DI: 117

ANEUPLOID 2: 1.20 %
An2 G0-G1: 28.44 % at 107.50
An2 G2-M: 26.00 % at 216.44
An2 S: 4556 % G2/G1: 2.01
An2 %CV: 1.93
An2 DI: 2.14

Total S-Phase: 3.04 %
Extra Pop: %

Debris: 0.22 %
Aggregates: 0.80 %
Modeled Events: 17571
RCS: 5.069

Diploid B.A.D.: 0.17 %
Aneuploid1 B.A.D.: 1.45 %
Aneuploid2 B.A.D.: 7.51 %

Total B.A.D.: 0.86 %

S-Phase Assessment:
Tissue Type: BMMNCs
Model type: Two Aneuploid Populations

AN Aneuploid S: Low
FL2-w Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0
Total S: Low
ModFItLT V2.0(PMac) Calculated p-value: p<0.01

S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0
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Data acquired: 24-Jan-1
File:F.l.+ MNCs

Source: F.|.+ MNCs

Case: F.I.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 % )
Dip G0-G1: 98.15 % at 48.80
Dip G2-M: 0.00 % at 96.86
Dip S: 1.85 % G2/G1: 1.98
Dip %CV: 2.40

Total S-Phase: 1.85 %

Extra Pop: %

Debris: 0.51 %
Aggregates: 9.04 %
Modeled Events: 17086
RCS: 4.849

Diploid B.A.D.: 2.44 %

S-Phase Assessment:

Tissue Type: BMMNCs

Model type: Diploid

Diploid S: Low :
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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Data acquired: 26-Jan-1
File:0.0.+ MNCs

Source: 0.0.+ MNCs

Case: 0.0.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip G0-G1: 98.88 % at 48.01
Dip G2-M: 0.76 % at 94.91
Dip S: 0.36 % G2/G1: 1.98
Dip %CV: 2.42

muliwel

80 160 240 320
cfllllllljl?llllllIII?III

Total S-Phase: 0.36 %

Extra Pop: %

Debris: 0.03 %
Aggregates: 0.63 %
Modeled Events: 24220
RCS: 1.415

100 150
Channels Diploid B.A.D.: 0.16 %
Apoptosis: 0.03 % Mean: 41.89

S-Phase Assessment:

Tissue Type: BMMNCs

Model type: Diploid

Diploid S: Intermediate
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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30
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S-Phase Assessment:

Tissue Type: BMMNCs

Model type: Diploid

Diploid S: Intermediate
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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Data acquired: 22-Jan-1
File:H.P.+ MNCs

Source: H.P.+ MNCs

Case: H.P.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip G0-G1: 89.78 % at 48.63
Dip G2-M: 3.79 % at 96.70
Dip S: 6.43 % G2/G1: 1.99
Dip %CV: 1.75

Total S-Phase: 6.43 %

Extra Pop: %

Debris: 0.13 %
Aggregates: 0.00 %
Modeled Events: 18819
RCS: 1.765

Diploid B.A.D.: 0.00 % no aggs
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-Phase Assessment:

ssue Type: BMMNCs

odel type: Aneuploid

reuploid S: Intermediate

Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0
stal S: Low-

Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0
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Data acquired: 16-Jan-1
File:A.Y.+ MNCs

Source: AY.+ MNCs

Case: AY.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 89.86 %
Dip GO-G1: 94.60 % at 50.16
Dip G2-M: 1.48 % at 100.33
Dip S: 3.91 % G2/G1: 2.00
Dip %CV: 1.88

ANEUPLOID 1: 10.14 %
An1 G0-G1: 82.89 % at 85.74
An1 G2-M: 1.94 % at 171.47
An1 S: 15.18 % G2/G1: 2.00
An1 %CV: 3.21
An1 DI: 1.71

Total S-Phase: 5.056 %
Extra Pop: %

Debris: 0.35 %
Aggregates: 3.38 %
Modeled Events: 17844
RCS: 4.517

Diploid B.A.D.: 1.65 %
Aneuploid B.A.D.: 21.47 %

Total B.A.D.: 3.79 %
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S-Phase Assessment:

Tissue Type: BMMNCs

Model type: Diploid

Diploid S: Low
Calculated p-value: p<0.09
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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Data acquired: 9-Jan-1
File:E.G.+ MNCs

Source: E.G.+ MNCs

Case: E.G.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip G0-G1: 95.17 % at 48.04
Dip G2-M: 0.56 % at 100.20
Dip S: 4.28 % G2/G1: 2.09
Dip %CV: 2.42

Total S-Phase: 4.28 %

Extra Pop: %

Debris: 0.24 %
Aggregates: 3.48 %
Modeled Events: 18097
RCS: 2.482

Diploid B.A.D.: 4.18 %
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S-Phase Assessment: Data achired: 24'Jan"1
Tissue Type: BMMNCs File:A.R.C.+ MNCs
Model type: Diploid Source: A.R.C.+ MNCs
Diploid S: Intermediate Case: A.R.C.

Calculated p-value: p<0.01 Analysis type: Manual analysis

S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0

120

FL2-A
80 80

30

Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip G0-G1: 93.29 % at 49.18
Dip G2-M: 1.61 % at 97.18
Dip S: 5.09 % G2/G1: 1.98
Dip %CV: 2.39

Total S-Phase: 5.09 %

Extra Pop: %

Debris: 0.18 %
Aggregates: 1.73 %
Modeled Events: 18236
RCS: 4.484

Diploid B.A.D.: 0.61 %

ModFItLT V2.0(PMac)
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Data acquired: 16-Jan-1

numper

i File:H.A.S.+ MNCs

o- Source: HA.S.+ MNCs

&7 Case: HA.S.
- Analysis type: Manual analysis

o: Prep: Fresh/Frozen

N
i DIPLOID: 94.57 %
- Dip GO-G1: 99.93 % at 49.31

9 Dip G2-M: 0.07 % at 98.62

-~ | Dip S: 0.00 % G2/G1: 2.00
- Dip %CV: 1.67
7 ANEUPLOID 1: 543 %

o An1 GO0-G1: 43.68 % at 56.01
- An1 G2-M: 8.56 % at 105.74
i An1 S: 47.76 % G2/G1: 1.89
a An1 %CV: 3.52

o ' An1 DI: 1.14
0 40 80 120 160

Channels Total S-Phase: 2.59 %

S-Phase Assessment: .[E):tgili:og '306%

Tissue Type: BMMNCs Aggregates: 3.44 %

Model ty_pe._An'eupIOId Modeled Events: 16984

Aneuploid S: High RCS: 4.219
Calculated p-value: p<0.01 y

TOtSa lpgzaac;.\WBoundanes. 10.0 and 20.0 Diploid B.A.D.: 1.64 %
Calculated p-value: p<0.01 Aneuploid B.A.D.: 38.07 %

S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0

Total B.A.D.: 3.53 %
Apoptosis: 0.00 % Mean: 57.80
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Channels

S-Phase Assessment:
Tissue Type: BMMNCs
Model type: Aneuploid
Aneuploid S: High
Calculated p-value: p<0.01

S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0
Trtal Q<1 ~wr
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Data acquired: 22-Jan-1
File:G.D.+ MNCs

Source: G.D.+ MNCs

Case: G.D.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 76.33 %
Dip G0-G1: 100.00 % at 49.44
Dip G2-M: 0.00 % at 98.87
Dip S: 0.00 % G2/G1: 2.00
Dip %CV: 2.03

ANEUPLOID 1: 23.67 %
An1 GO0-G1: 70.90 % at 56.69
An1 G2-M: 2.72 % at 113.39
An1 S: 26.38 % G2/G1: 2.00
An1 %CV: 1.56
An1 DI: 1.15

Total S-Phase: 6.24 %

Extra Pop: %

Debris: 0.33 %
Aggregates: 3.93 %
Modeled Events: 16976
RCS: 9.902

Diploid B.A.D.: 1.08 %
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80
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S-Phase Assessment:

Tissue Type: BMMNCs

Model type: Aneuploid

Aneuploid S: Low
Calculated p-value: p<0.07

- S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0

Total S: Low
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0
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Data acquired: 31-Jan-1
File:S.D.+ MNCs

Source: S.D.+ MNCs

Case: S.D.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 85.46 %
Dip GO-G1: 99.83 % at 48.88
Dip G2-M: 0.17 % at 97.77
Dip S: 0.00 % G2/G1: 2.00
Dip %CV: 3.50

ANEUPLOID 1: 14.54 %
An1 GO-G1: 91.52 % at 56.56
An1 G2-M: 0.00 % at 109.81
An1 S: 8.48 % G2/G1: 1.94
An1 %CV: 5.80
Ant DI: 1.16

Total S-Phase: 1.23 %

Extra Pop: %

Debris: 0.19 %
Aggregates: 0.00 %
Modeled Events: 24232
RCS: 2.751

Diploid B.A.D.: 0.02 % no aggs
Aneuploid B.A.D.: 0.00 % no aggs

Total BA.D.: 0.02 % no aggs
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S-Phase Assessment:

Tissue Type: BMMNCs

Model type: Diploid

Diploid S: Low
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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Data acquired: 13-Jan-1
File:l.K.+ MNCs

Source: |.K.+ MNCs

Case: |.K.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip G0-G1: 95.52 % at 49.79
Dip G2-M: 3.90 % at 98.74
Dip S: 0.58 % G2/G1: 1.98
Dip %CV: 2.42

Total S-Phase: 0.58 %

Extra Pop: %

Debris: 0.05 %
Aggregates: 0.00 %
Modeled Events: 18177
RCS: 4.898

Diploid B.A.D.: 0.00 % no aggs
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Model type: Aneuploid
Aneuploid S: Intermediate
Calculated p-value: p<0.01
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Total S: Intermediate
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 10.0 and 20.0
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Data acquired: 9-Jan-1
File:E.D.+ MNCs

Source: E.D.+ MNCs

Case: E.D.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 20.51 %
Dip G0-G1: 94.21 % at 49.61
Dip G2-M: 0.52 % at 99.22
Dip S: 5.27 % G2/G1: 2.00
Dip %CV: 1.70

ANEUPLOID 1: 79.49 %
An1 GO0-G1: 85.00 % at 39.67
An1 G2-M: 2.15 % at 79.34
Ant S: 12.85 % G2/G1: 2.00
An1 %CV: 3.67
An1 DI: 0.80

Total S-Phase: 11.30 %

Extra Pop: %

Debris: 0.12 %

Aggregates: 0.00 %

Modeled Events: 9515

RCS: 0.832

Diploid B.A.D.: 0.00 % no aggs
Aneuploid B.A.D.: 0.00 % no aggs

Total B.A.D.: 0.00 % no aggs
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S-Phase Assessment:

Tissue Type: BMMNCs

Model type: Diploid

Diploid S: High
Calculated p-value: p<0.01
S-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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Data acquired: 25-Jan-1
File:N.O.+ MNCs

Source: N.O.+ MNCs

Case: N.O.

Analysis type: Manual analysis
Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip G0-G1: 86.73 % at 47.62
Dip G2-M: 3.04 % at 91.97
Dip S: 10.23 % G2/G1: 1.93
Dip %CV: 2.57

Total S-Phase: 10.23 %

Extra Pop: %

Debris: 0.56 %
Aggregates: 0.00 %
Modeled Events: 24139
RCS: 2.317

Diploid B.A.D.: 0.00 %
Apoptosis: 0.86 % Mean: 80.90
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S-Phase Assessment:
Tissue Type: BMMNCs
Model type: Diploid
Diploid S: Low
Calculated p-value: p<0.01
" 8-phase Boundaries: 5.0 and 10.0
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Data acquired: 22-Jan-1
File:0.D.+ MNCs
Source: O.D.+ MNCs
Case: O.D.

~Analysis type: Manual analysis

Prep: Fresh/Frozen

DIPLOID: 100.00 %
Dip GO-G1: 98.28 % at 48.40
Dip G2-M: 0.61 % at 97.27
Dip S: 1.11 % G2/G1: 2.01
Dip %CV: 1.53

Total S-Phase: 1.11 %

Extra Pop: %

Debris: 0.20 %
Aggregates: 6.49 %
Modeled Events: 18866
RCS: 2.236

Diploid B.A.D.: 4.70 %



