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OZET

Dizin temelli karsilastirmali genomik hibridizasyon yontemi dengesiz degisiklikleri tiim
genom diizeyinde tespit etme olanagi saglayan, yiiksek ¢oziiniirliikli bir yontemdir. AML
patogenezi ve prognozu ile iliskili olabilecek kopya sayis1 degisikliklerinin saptanmasi,
aCGH yonteminin rutin tani1 uygulamalarindaki avantaj ve dezavantajlarinin belirlenmesi
amaci ile NimbleGen 630K Array platformu kullanilarak 18 AML tanili hasta 6rnegi
calisilmistir. Hastalar karyotip sonuglarina gére 3 grupta degerlendirilmistir. Analiz edilen
18 hastanin tamaminda kopya sayist degisikligi tespit edilmistir. Tiim genom diizeyinde
saptanan artiglar kayiplardan fazla bulunmustur. Ancak kompleks karyotip saptanan grupta
kayiplar literatiirle uyumlu olarak artiglardan fazla tespit edilmistir. Normal karyotip
grubunda AML patogenezi ile iliskili birgok gende kopya sayisi degisikligi tespit
edilmistir. Tekrarlayan kopya artis1 gozlemledigimiz USP18 (n=4), AATF (n=2), CTF1

(n=2) genlerinin AML patogenezinde anlamli olabilecegi diisiiniilm{istiir.

Karyotip anomalisi saptanan grupta aCGH yoOntemi mozaikligin tespitinde basarili
olmustur ancak hassasiyeti FISH kadar yiiksek degildir. Translokasyonu olan 1 hastada,
translokasyona dahil olan kromozomlarda kopya degisikligi saptanmamistir. Bu durum
hastadaki translokasyonun dengeli olmasmma ya da NimbleGen array platformunda
problarin bu bélgeleri kapsamamasina baglanmigtir. Kompleks karyotip saptanan grupta
hastalarin sitogenetik sonuglari ile aCGH sonuglar1 tam olarak uyusmamaktadir. Bu durum
kompozit karyotip yapisina sahip hastalardaki alt klonlarin sayisinin distikliigiine
baglanmistir. Sadece kompleks karyotip grubunda kopya kaybi saptanan NF1 (n=2) ve
TP53 (n=2) genlerinin hastalardaki genomik instabiliteden sorumlu oldugu disiiniilmustiir.
Kromozom analizinde metafaz plagi elde edilemeyen bir hastada aCGH yodntemi ile ¢ok
sayida kopya sayisi degisikligi saptanmistir. Sonu¢ olarak aCGH yontemi AML
hastalarinda patogenez ve prognozda etkili olabilecek genlerin ve mikroRNA’larin
tespitinde, kromozom elde edilemeyen ve normal karyotip saptanan hastalarin

degerlendirilmesinde rutin tanida basari ile kullanilabilicek bir yontemdir.

Anahtar kelimeler: Akut myeloid 16semi, dizin temelli karsilastirmali genomik

hibridizasyon, kopya sayist degisiklikleri



ABSTRACT

Evaluation of copy number variations by array comparative genomic
hybridization in patients with AML

Array based comparative genomic hybridization is a high resolution method which allows
to detect unbalanced chromosomal alterations throughout the genome.

We have performed an aCGH analysis for 18 patients with AML by using Nimblegen
6x630K array platform to determine advantages and disadvantages of aCGH in routine
diagnostic pipeline and detect copy number alterations related to disease pathogenesis and
prognosis. Patients were evaluated in 3 groups according to their karyotype results. Copy
number alterations were determined in all AML patients. Although copy number gains
were observed more frequently than losses, frequency of copy number losses were higher
in complex karyotype group among other groups in accordance with the literature.

We have observed recurrent copy gains at USP18 (n=4), AATF (n=2), CTF1 (n=2) genes in
the normal karyotype group which made us think that these genes might have significant
effects in the pathogenesis of AML. aCGH method was able to detect mosaicism in the
abnormal karyotype group, but the sensitivity was not as high as FISH. aCGH did not
detect any cryptic copy number alteration in a translocation carier patient. This may be due
to the balanced rearrengement translocation or the probes may not cover the translocation
region in the patient. Cyogenetic and aCGH results were not concordant in patients with
complex karyotype. It might be related to the low number of subclones in composite
karyotype patients. It was thought that copy losses of the NF1 (n=2) and the TP53 (n=2)
genes might be responsible for the genomic instability in complex karyotype group.
Several copy number alterations were detected by aCGH analysis in a patient whose
karyotpe analysis revealed no metaphase spread. As a conclusion, aCGH can be utilized to
detect the genes and microRNAs which affect the pathogenesis and prognosis of AML,
and can also be used to evaluate patients with normal karyotype or patients without
karyotype analysis

Key words: Acute myeloid leukemia, array based comparative genomic hybridization,

copy number alterations
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1.GIRIS

Akut non lenfoblastik 16semi, akut myeloblastik I6semi veya akut myeloid I6semi (AML)
eriskinlerde en sik ¢ocuklarda ise ikinci en sik goriilen akut 16semi tipidir. AML fenotipik
oldugu kadar genetik olarak da heterojenite gosteren oldukga kompleks bir hastaliktir.
Genetik degisiklikler AML’nin tanisi, risk durumunun belirlenmesi, prognozu ve tedavi

secimi acisindan oldukc¢a 6nem teskil etmektedir.

AML’de prognostik smiflama klinik ve genetik degisikliklere dayanmaktadir. Hastalar
prognostik olarak iyi, orta ve kotii olmak tizere 3 prognostik gruba ayrilir. Genetik
prognostik degisiklikler temel olarak sitogenetik degisikliklere dayanmaktadir. Ancak
molekiiler genetik degisiklikler hastaligin yonetiminde her gegen gun daha da 6nemli hale
gelmektedir. Molekdiler genetik analizlerle hastaligin prognozunun belirlenmesi kadar

patogenezinin anlasilmasi da amaglanmaktadir (1).

AML hastalarinin = %45-50’1ik  kisminda rutin  sitogenetik incelemelerle anomali
saptanmamakta ve bu hastalar normal karyotip AML (NK-AML) adi altinda orta
prognostik grupta yer almaktadir. NK-AML hastalart ayni1 prognostik grupta
degerlendirilmelerine ragmen molekiiler seviyede olduk¢a fazla heterojenite
gostermektedir. AML’de kanser gelisim siirecinin aydinlatilmasi onkogenik siirecte etkili
submikroskobik degisikliklerin ortaya ¢ikarilmasi hastalarin yonetimi i¢in oldukga
onemlidir (2). Giinlimiizde AML’de genetik degisiklikler; konvansiyonel sitogenetik,
Flurosan insitu hibridizasyon (FISH) yontemlerine ek olarak gen ve ifadelenme analizleri,
dizin temelli karsilagtirmali genomik hibridizasyon (aCGH), tek niikleotid polimorfizm
array (SNP-array) ve guncel bir yontem olan yeni nesil dizileme gibi gucliu teknolojik

yontemlerle ayrintili olarak tespit edilebilmektedir (3).

Rutin konvansiyonel sitogenetik analiz, sayisal kromozomal degisiklikleri ve 5-10 Mb’dan
biiylik yapisal degisiklikleri tespit edilebilmektedir. FISH yontemi kromozomlarda
belirlenmis spesifik bolgelerin floresan isaretli deoksiriboniikleik asit (DNA) problarla
degerlendirilmesini saglamaktadir. Sitogenetik analizin tespit edemeyecegi degisiklikleri

tespit edebilmekte ancak sadece hedeflenmis bolgelerin analizine olanak saglamaktadir (4).



Molekiiler karyotipleme olarak da adlandirilan aCGH yéntemi 100 kb’dan kiglik dengesiz
degisiklikleri tiim genom diizeyinde tespit edebilen, olduk¢a yiiksek c¢oziiniirlikli bir
yontemdir (5).

Bu calismada aCGH yonteminin AML hastalarindaki genetik degisikliklerin tespitindeki
Oneminin gosterilmesi hedeflenmistir. Bu amagla AML tanili hasta orneklerinde
konvansiyonel karyotipleme ve FISH analizi yapilmis hastalarda bu yontemlerin
belirleyemeyecegi olasi dengesiz kromozomal yeniden diizenlenmeler aCGH yontemi ile
incelenerek bulgular karsilastirilmistir. Bu veriler degerlendirilerek oldukga heterojen bir
hastalik olan AML’nin patofizyolojisinin agiklanmasinda, prognoz ve tedavi
seceneklerinin belirlenmesi agisindan onemi degerlendirilmistir. Tiirkiye’de daha Once
akut 16semi hastalariin oligo nukleotid aCGH yontemi ile degerlendirildigi bir calisma
olmakla beraber bu ¢alismanin sadece AML tanili hastalarin degerlendirildigi ilk ¢alisma

olmasi nedeniyle literatiire katki saglayacagi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hematopoez

Hematopoez kendini yenileme o6zelligine sahip pluripotent kok hiicrelerin iiretim,
farklilagsma ve gelisim siireci olarak tanimlanabilir. Pluripotent kok hiicreler giderek daha
az kendini yenileme Ozelligine sahip, daha kisith farklilasma gosteren oncul hicreleri
(myeloid ve lenfoid dncll hiicreleri) olusturur. Daha sonra bu 6ncil hiicrelerden kendini

yenileme kapasitesini kaybetmis olgun kan hiicreleri gelisir (6).

Hematopoetik siire¢ uzun Omiirlii pluripotent hiicrelerin olusumu ile baslar. Tiim kan
hicrelerinin 6nctlti multipotent hematopoetik kok hicrelerdir. Hematopoetik kok hicreler
(HKH) kendilerini yenileme kapasitelerine gore; uzun stireli HKH ve kisa siireli HKH’ler
olmak {iizere iki gruba ayrilir. Uzun siireli-HKH’ler olduk¢a kapsamli kendini yenileme
ozelligine sahiptir ve Oomiir boyu hematopoezi siirdiirebilir. Kisa siireli-HKH’ler kisith
kendini yenileme 6zelligine sahiptirler ve multipotent énciil hiicreleri (MPOH) olustururlar
(6). MPOH’ler daha sinirh farklilasma kapasitesine sahip oncilleri (oligo-lineage restricted
progenitorler) olusturur. Bu oncll hiicreler de kendini yenileme o6zelligini tamamen

kaybetmis olgun hiicrelere farklilagir.

Sinirl farklilasma kapasitesine sahip hiicreler; genel lenfoid oncil hicreleri (GLOH) ve
genel myeloid 6nciil hiicreleri (GMOH) olmak iizere iki gruba ayrilir. GLOH’lerden T ve
B lenfositler, dogal dldiiriicii (NK) hiicreler gelisir. GMOH’lerden 6nce myelo-monositik
onctl hicreleri (MMOH) ve megakaryotik/eritroid 6ncil hiicreleri (MEOH) olusur.
MMOH’den monosit, makrofaj ve granilositler farklilasirken, MEOH’den
megakaryosit/trombosit ve eritrositler farklilasir. Ayrica hem GLOH hem de GMOH
dendiritik hiicrelere farklilasabilir (Sekil-1) (7).

Hematopoezin bu hiyerarsik siirecinde hiicrenin kaderi ve farklilasma yonii biiylime
faktorleri veya biyiume faktor reseptorleri, spesifik transkripsiyon faktorleri ve mikrogevre

tarafindan kontrol edilir (8).
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Sekil-1. Hematopoez (7)

2.2. Akut Myeloid Losemi
AML hematopoetik kok hiicrelerinde genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi sonucu
kritik sinyal iletim yolaklarinin etkilenmesi ve farklilasmamis myeloid hicrelerin

birikimiyle karakterize bir hematopoetik malignensidir (9).

2.2.1. Epidemiyoloji

AML eriskinlerde en sik goriilen 16semi tiirii olup; akut losemilerin yaklasik %80’ini
olusturur. Cocuklarda goriilme sikligi daha digsiiktir. On yas altt ¢ocuklarda AML
insidans1 %10’dan azdir (10).

AML her yasta goriilebilen bir hastalik olmakla beraber ileri yas hastaligidir. Eriskinlerde
ortalama tan1 yas1 65°dir. 65 yasindan sonra siklig1 geng hastalara (10-40 yas) gore 30 kat
artar. Erkeklerde kadinlara oranla daha sik gozlenir (10). Hastalik farkli irklarda benzer
insidanslara sahip olmakla beraber bir c¢alismada en yiiksek insidansin non hispanik

beyazlarda oldugu gozlenmistir (11).



2.2.2. Etiyoloji

AML cevresel faktorler, genetik anomaliler ve benign ya da malign hematolojik hastaliklar
sonucu olugabilir. Tablo 2.1.2 ‘de  AML’ye yatkinlik olusturan durumlar gosterilmistir
(12).

Tablo-1. AML’ye yatkinlik olusturan durumlar (11)

Cevresel Faktorler

Radyasyon Kemoterapodik ilaclar
Kimyasallar Sigara

Genetik anomaliler

Down Sendromu Shwachman Diamond sendromu
Fankoni anemisi Diskeratozis konjenita

Bloom Sendromu Norofibromat6z

Ailesel RUNX1 mutasyonlari Werner sendromu

Konjenital amegakaryositik Diskeratozis konjenita
trombositopeni Norofibromat6z

Bloom sendromu Werner sendromu

Kostmann sendromu
Diamond-Blackfan Sendromu
Hematolojik hastahiklar

Paroksismal nokturnal hemoglobinuri Idiyopatik miyelofibrozis
Aplastik anemi Primer trombositemi
Myelodisplastik Sendrom Polistemia vera

Kronik myeloid l6semi

2.2.3. Smiflama

Ik kez 1976 yilinda bir grup Fransiz, Amerikan ve Ingiliz bilim adami tarafindan
olusturulan French-American-British (FAB) siniflamasi 1985 yilinda g6zden gegirilerek
tekrar diizenlenmistir. FAB smiflamasinda temel olarak morfolojik bulgular ve
histokimyasal boyama yontemleri gz 6niine alinir ve AML 8 alt gruba ayrilir (13). FAB
siiflamasina gére AML alt gruplar1 Tablo 2°de gosterilmistir. Bu siniflamada AML tanisi
i¢cin kemik iligindeki hiicrelerin en az %30’unun blastlardan olugsmas1 gerekmektedir.
llerleyen yillarda sitogenetik ve molekiiler genetik tekniklerin gelismesi ile prognostik ve
terapdtik acidan iliskili olan genetik ve Klinik 6zellikleri de tanimlamak amaciyla Diinya
Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO) tarafindan 2001 yilinda yapilan yeni
siiflama Tablo 3’de gosterilmektedir. FAB siniflamasindan farkli olarak AML’de genetik
degisiklikler ve klinik 6zellikler de degerlendirmeye dahil edilmistir (14).



AML FAB Smmiflamasi

AML-MO (Farkhlasma gostermeyen akut myeloid 16semi)

En sik erigkin yas grubunda goriiliir. Tim AML hastalarinin yaklasik %5’inden azim
olusturur. Blastlarin %3’linden azinin myeloperoksidaz (MPO) veya Sudan black (SB)
pozitif olmasi, B ya da T hiicre immn belirtecleri (CD3, CD10, CD19 ve CD5) negatif
olmasi ve myeloid hiicre iligskili CD13, CD14, CD15, CD33, CD34 immun belirteclerinin
pozitif olmasi ile tan1 konur. Hemen hemen hi¢ olgun myeloid hiicre, auer cisimleri ve
sitoplazmik graniiller gézlenmez. Yalnizca morfolojik degerlendirme ile Akut lenfositik
16semi’den (ALL) ayrimmi yapmak miimkiin degildir (15). AML-MO alt tipi genelikle
kotl prognoz ile iliskilidir (16). Spesifik bir sitogenetik degisiklik tanimlanmamustir.

AML-M1 (Olgunlasma gostermeyen akut myeloid losemi)

En yiiksek goriilme siklig1 eriskinler ve 1 yasin altindaki infantlarda olmakla beraber tim
yas gruplarinda yiiksek siklikla rastlanir. Myeloblastlarin %3’den fazlasinda MPO ve SB
pozitiftir. Myeloblastlarda azurofilik grantller ve auer cisimleri gézlenir. CD13, 14, 15, 33
ve CD34 siklikla pozitiftir. Hastalarin yaklasik %50’sinde 16semik hiicrelerde kazanilmis
genetik anomalilere rastlanir. En sik gorulen sitogenetik anomali t(9;22)(q34;q11)’dir (16).

AML-M2 (Olgunlasma gosteren akut myeloid losemi)

Tum AML hastalarmin yaklasik %10’unu olusturur. Auer cisimleri siklikla gozlenir.
Kemik iliginde azurofilik graniiller igeren ve igermeyen blastlar mevcuttur. No6trofillerde
anormal niiklear segmentasyon gozlenir. immiinfenotipleri CD13, CD33, CD34, CD38,
HLA-DR siklikla pozitiftir (17). Beklenen spesifik sitogenetik anomali t(8;21)(q22;q22)
translokasyonudur. Iyi prognozla iliskilidir. Nadir de olsa t(6;9)(q23;q34),
t(8;16)(p11;p113) ve del(12p) gibi anomaliler eslik edebilir. Ancak ek anomalilerin

varliginin klinik 6nemi gosterilememis.
AML-M3 (Akut Promyelositik Ldsemi)

Tim AML hastalarinin yaklasik %10’unu olusturur. Kemik iliginde promyelosit
hakimiyeti vardir. Bobrek sekilli ya da bilobule niikleus gorilur. Azurofilik grantllere ve
auer cisimlerine rastlanir. MPO, SB pozitiftir. 1mm1'infenotipleri CD13, CDI15, CD33
pozitiftir. HLA-DR ve CD34 negatiftir. Yaygin damar i¢i pihtilasma ve fibrinolizise

rastlanir.  Spesifik sitogenetik anomalisi hastalarin  %90’dan fazlasinda goriilen



t(15;17)(922;922) translokasyonudur. Iyi prognozla iliskilidir. Blast oranina bakilmaksizin
goriildiigli an AML-M3 tanis1 konulur. t(15;17)(q22;q22) translokasyonuna en sik eslik

eden anomali trizomi 8’dir.
AML-M4 (Akut Myelomonositik Lésemi)

Tum AML hastalariin %5-10"unu olusturur. Cocuklarda goriilme siklig1 yaklasik %3 tiir.
Kemik iliginde blast oran1 %20’den fazladir. Myeloblastlarin yani sira kemik iligindeki
hiicrelerin en az %20’sini monositler ve monositik Oncul htcreleri olusturur (17).
Monositler nonspesifik esterazla boyanir ve immiinfenotipleme ile CD14, CD11c, CD64

pozitiftir. Spesifik bir sitogenetik anomalisi yoktur.
AML-M5 (Akut Monoblastik/Monositik Losemi)

Tum AML hastalarinin %5’inden azini olusturur. FAB sminflandirmasina gore blast ve
monositik hiicrelerin oranlarindaki degisikliklere gore M5a ve M5b olmak {izere 2 gruba
ayrilir. M5a’da blast oran1 %30°dan fazla olup monositik hiicrelerin oranit %50-80’dir.
M5b’de ise blast oran1 %30 iken monositik hiicrelerin orani %80’den fazladir. Auer
cisimleri nadirdir, hemofagositoz bulunabilir. immiinfenotiplemede monositik farklilasma
markirlart olan CD14, CD4, CD11b, CD11c, CD64, CD68, CD36, lizozimden en az ikisi

ile reaksiyon izlenir (18). MLL ili ilgili anomaliler (translokasyon, delesyon) gorilebilir.
AML-M6 (Akut Eritroid Lésemi)

Tum AML hastalarinin %5’inden azini olusturur (17). Hiicrelerin %50’sinden fazlasini
eritroid oncul hicreleri, %30’undan fazlasini ise myeloblastlar olusturur. Eritroblastlarda
megaloblastik degisiklikler ve myelodisplazi gibi niikleer anomaliler gozlenir (16).
Myeloperoksidaz boyanmazlar. PAS ve esteraz pozitiftirler. Auer cisimleri vakalarin
yarisindan fazlasinda gozlenir. Tipik olarak myelodisplazi ile iliskili sitogenetik
degisikliklere rastlanir. Kot prognozla iliskilidir. Hicre hakimiyetine gore

eritroid/myeloid ve eritroid olmak izere 2 tipi mevcuttur.
AML-M7 (Akut Megakaryoblastik Losemi)

Tum AML hastalariin %5’inden azin1 olugturur. Kemik iliginde blastlar toplam hiicrelerin
%20’sinden fazladir ve blastlarin en az %50 sini megakaryositik seri olusturur (17).

Siklikla MPO ve SB boyanmazlar, PAS pozitiftirler. CD41, CD61, trombosit proteinleri,



Von Willebrand Faktér Antijenleri saptanabilir. Kemik iligi fibrozisine rastlanabilir.

Siklikla Down Sendromlu ¢ocuklarda goriilmektedir.

Tablo 2. AML'de FAB siniflamasi

MO - Farklilasma gostermeyen AML

M1 - Olgunlagsma gdstermeyen AML

M2 - Olgunlagsma gosteren AML

M3 -Akut promyelositik 16semi

M4 -Akut myelomonositik 16semi

M4eo -Eozinofili ile birlikte goriilen akut myelomonositik 16semi

M5 -Akut monositik I6semi

Mb5a -Monoblastik (farklilagsma gostermeyen akut monositik) l6semi

M5b -Farklilagma ile birlikte goriilen akut monositik l6semi

M6 -Eritrolosemi (Akut eritroid 16semi)

M7 -Akut megakaryositik [6semi

AML WHO Simiflamasi
AML’de yeni tekniklerin gelistirilmesi molekuler genetik ve sitogenetik anomalilerin

tespitini saglanmig, bunlarin prognostik Onemleri anlasilmast sonucunda da akut

16semilerin siiflandiriimasi igin 2001 yilinda Diinya Saghk Orgiitii tarafindan WHO

siniflamasi adi verilen yeni bir smiflama yapilmistir. Tablo-3’de AML WHO siniflamasi

gosterilmektedir.

WHO simiflamast FAB siniflamasina gore bazi 6nemli degisiklikler icermektedir (19);

v

FAB smiflamasinda AML tamist igin gereken blast oranm1 %30 iken WHO
siiflamasinda bu oran %20’ye indirilmistir.

Sitogenetik ve molekiiler degisiklikler siniflamaya dahil edilmistir.

Oncesinde myelodisplastik ya da kronik myeloproliferatif hastalik dykiisii olan vakalar
dahil edilmistir.

Cogul seri displazileri ve sitotoksik ajanlara sekonder AML vakalar1 dahil edilmistir

Yeni morfolojik alt tipler eklenmistir.



Tablo-3. AML’de WHO smiflamasi

Tekrarlayan genetik anomalilerle seyreden AML
£(8;21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1
t(15;17)(q22;q12) ile iliskili AML ve varyantlari; PML/RARa
inv(16)(p13.1922) veya t(16;16)(p13.1;022); CBFB-MYH11
11923 (MLL) anomalileri ile iligkili AML
t(9;11)(p22;023); MLLT3-MLL

t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

inv(3)(g21926.2) veya t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1
t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1

Cogul seri displazisi gosteren AML

Oncesinde MDS olan AML

Oncesinde MDS olmayan AML

Tedaviye bagh AML ve myelodisplastik sendromlar
Alkilleyici ajanlarla iliskili AML

Topoizomeraz II inhibitor ile iliskili AML
Tanimlanmis gruplara girmeyen AML

Minimal farklilagma gdsteren AML

Olgunlasma gostermeyen AML

Akut myelomonositik [6semi

Akut monoblastik [6semi

Akut eritroid I6semi

Akut megakaryoblastik 16semi

Akut bazofilik 16semi

Myelofibrozla giden akut panmiyeloz

Myeloid sarkom




Tedaviye bagh AML ve Myelodisplastik Sendrom
WHO’nun bu siniflamasinda yer alan AML; Hodgkin Lenfoma, Non Hodgkin Lenfoma,

romatoid artrit, sarkom, over ve testikuler timor gibi hastaliklarda kullanilan kemoterapi
ve radyoterapiye sekonder gelisir (20). Alkilleyici ajanlarin ve Topoizomeraz |l

inhibitorlerinin kullanimi sonras1 gelisen 2 formu vardir. Kotii prognozla iligkilidir.

Alkilleyici ajanlarla iligkili olan form; genellikle alkilleyici ajanlara ya da radyasyona bagh
olarak, maruziyet sonrasi ortalama 6 yilda gelisir (20). Hastalarin yarisindan ¢ogu direk
MDS ile kendini gosteritken diger hastalarda AML’ye MDS bulgular1 eslik eder.
Pansitopeni ve ¢ogul seri displazisi sik rastlanan bulgulardir. Kromozom 5 ve 7’nin

delesyon ve monozomileri siktir.

Topoizomeraz inhibitérlerine bagli AML ise maruziyetten ortalama 2-3 yil sonra ortaya
cikar (21). MDS bulgular1 olmaksizin monositik komponentin baskin oldugu akut 16semi

ile kendini gosterir (22).

Tanimlanmis Gruplara Girmeyen AML
Yukarida sayilan WHO siniflama gruplarinin higbirine girmeyen, FAB siniflamasina gore
belli tiplerdeki AML’lerin morfolojik bulgular1 baz alinarak gruplandirilmis AML’lerdir.
Bunlarin yarisindan fazlasin1t M0, M1 ve M2 alt gruplar1 olusturmaktadir. FAB M4 %21,
MS5 %15, M6 %4, M7 ise %1 ini olusturur.

Akut Bazofilik Losemi

Tum AML hastalarinin %1’inden azini olusturur. Blastlar orta boyuttadir. Bazofilik
sitoplazma ve degisken sayida bazofilik graniiller gézlenir. MPO ve SB negatiftir. Myeloid
markirlar saptanabilir fakat diger monositik belirtecler negatiftir. Ayirict tanida bazofilinin

gozlendigi Kronik Myeloid Losemiden (KML) ayrimi1 yapilmalidir.
Akut Panmiyeloz veya Miyelofibrozis

Oldukga nadir gorulen bir alt tiptir. Artmis blast sayist ve oldukca agresif gidisat1 nedeni
ile AML altinda smiflandirilmistir. Kemik iligi hiperselliilerdir, yaygin fibrozis nedeniyle
kemik iligi aspirasyonu yapmak oldukga giictiir. Panmiyeloz olarak adlandirilir. Bir ¢ok
farkli myeloid seriden blastlar bulunabilir. Kronik ya da primer miyelofibrozisin aksine

cok hizli gelistiginden hastalarda organomegali ve ekstramediiller hematopoez gézlenmez.

10



Myeloid Sarkom:

Myeloid sarkom, ekstramediller myeloid l6semi, ekstrameduller myeloid tumor,
grantlositik sarkom ve kloroma olarak da adlandirilan myeloid 6ncil hicrelerin malign
neoplazisidir. Oldukca nadir gozlenir. AML icin 6nclll bir lezyon olarak ¢ikabildigi gibi
hastalikla es zamanli ya da relapsta da ortaya ¢ikabilir. Kan ve kemik iligi infiltrasyonu ile
iliskisi bulundugunda siklikla 16semik hiicrelerin kutan6z ve gingival infiltrasyonu
gozlenir. Baskin olan monositik hiicrelerdir. Tanida myeloperoksidaz ve lizozim boyama,

immiinfenotipleme, flow sitometri kullanilir.

2.2.4. AML’de genetik bulgular

AML’de tekrarlayan genetik anomaliler

Metafaz hiicrelerinden sitogenetik analiz AML 6n tanili ya da yeni tan1 almis AML
hastalarinda tanm1  ve tedavinin belirlenmesinde, prognozun degerlendirilmesinde
vazgegilmezdir. ilk kez 1970’li yillarda Rowley ve arkadaslari AML hastalarinda
quinacrine bantlama yontemiyle kromozomlarda t(8;21)(q22;922) ve t(15;17)(g22;21)
resiprokal translokasyonlarini gostermistir (23). AML hastalarinda o tarihten gliniimiize
kadar translokasyon, inversiyon ve insersiyonlari i¢eren 100’den fazla dengeli kromozomal
yeniden tespit edilmistir (24). Bu nonrandom kromozomal yeniden diizenlenmeler yetiskin

AML hastalarinin %55’inde goriilmektedir (25).

2008 yilindaki Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) en son giincellemesinde AML’de
tekrarlayan genetik anomaliler adi ile bir grup olusturulmustur. Tekrarlayan genetik
anomaliler tim AML vakalarinin yaklasik %11’ini olusturmaktadir (26) . Bu grupta
spesifik AML alt tipleriyle iliskilendirilmis prognostik a¢idan 6nemli yapisal anomaliler

mevcuttur.
1(8;21)(922;922) (RUNX1-RUNX1TL1 ile birlikte seyreden AML)

t(8;21)(g22;922) dengeli translokasyonuna yeni tan1 aninda erigkinlerin yaklasik %7’ sinde
rastlanirken AML tanis1 almis ¢ocuklarda en sik goriilen anomalidir. Kemik iligi blast
oranina bakilmaksizin saptandiginda AML tanis1 koyduran 3 sitogenetik anomaliden

biridir (17). Hiicre morfolojisine dayanarak FAB M2 siniflanmasi iginde yer almaktadir.

Morfolojik olarak tipik &zellikleri vardir. Myeloblastlarda disli niikleus yapisi gorulur.

Sitoplazma genelde bazofilik olup etrafinda belirgin paraniiklear halka mevcuttur. Auer
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cisimlerine rastlanir. Kemik iligi eozinofilisi yaygindir. Promyelositler, myelositler,

metamyelositler 6nde gelen hiicrelerdir.

Bu translokasyon ile 21. kromozom’daki RUNX1 (AML1) ve 8. kromozomdaki RUNX1T1
(ETO) arasinda fiizyon olusur. Olusan bu fizyon geni AML1 geninin DNA baglayan
kismimi ve ETO geninin tamamini icerir. izole translokasyon vakalarin %20’sinde goriiliir.
Cinsiyet kromozomlarmin kaybi, del(9)(q22), -7, +8 kromozom anomalilerinin eslik ettigi
hastalar da mevcuttur (27). Sitogenetik analiz ile tespit edilemeyen kriptik
translokasyonlar, FISH ve revers-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
yontemleri ile tespit edilebilir. t(8;21)(q22;922) translokasyonu iyi prognozla iliskilidir.
Ancak beraberinde C-KIT mutasyonu saptanmasi orta prognostik grupla iliskilidir.
Hastalarda remisyon olustuktan yillar sonra bile RT-PCR ydntemi RUNX1-RUNX1T1
transkriptleri saptanabilir.

inv(16)(p13;922) veya t(16;16)(p13;922) (CBFB-MYH11) ile seyreden AML

Kromozom 16’y1 igeren anomalilere yeni tan1 anindaki eriskinlerin yaklasik %7 sinde
rastlanir (28). Hicre morfolojisine dayanarak FAB M4 siniflamasi iginde yer almaktadir.
Siklikla daha geng hastalarda gozlenir. Tan1 ya da relapsta ekstrameduller myeloid sarkom
gorulebilir. Hem inv(16)(p13;922) hem de t(16;16)(p13;q22) translokasyonu sonucunda
16g22 bolgesinde bulunan ¢ekirdek baglayici faktor beta (CBFB-Core binding factor f)
geni ilel6p22 bolgesindeki miyozin agir zincir geni (MYH11-muscle myosin heavy chain)
geninin fuzyonu gergeklesir. Sonugta CBFpS-MYH11 fiizyon geni olusur. Hem
inv(16)(p13;022) hem de t(16;16)(p13;922) iyi prognozla iliskilidir ancak C-KIT
mutasyonunun varliginda orta prognostik grupta degerlendirilir (29). Genomik kirik
noktalarindaki degiskenlige bagli 10°dan fazla farkli boyutta transkript iriini
tanimlanmustir. 16. kromozomdaki bu degisiklik konvansiyonel sitogenetik yontemlerle

saptanamadiginda FISH yada RT-PZR yontemleri kullanilmalidir.
1(15;17)(g22;921), (PML/RARA)ile seyreden AML :

Yeni tani anindaki erigkinlerin yaklasik %13’linde rastlanir (30). Hicre morfolojisine
dayanarak FAB M3 siniflamasi iginde yer almaktadir. Akut promyelositik 16semi (APL)
icin karakteristiktir. 17921 bolgesinde bulunan Retinoik Asit Reseptor Alfa (RARA) geni
ile 15922 bolgesinde bulunan Promyelositik Ldésemi (PML) geni flizyona ugrayarak
PML/RARA flizyon genini olusturur. APL hastalarinin %2 kadarinda PML ile bagka partner
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genler fiizyon olusturur (31). PML ve RARA genleri normal hematopoezde gorevli
genlerdir. PML ek olarak biiyiimenin baskilanmasini saglarken proapoptik aktiviteden
sorumludur. RARA bir transkripsiyon faktoridir; normal myeloid seri gelisimi igin gerekli
olan retinoik asidin etkisine aracilik eder. Olusan bu fiizyon geni RARA ve non-RARA
hedef genleri baskilar. Hiicre farklilasmasi inhibe olur, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina yol
acar (32).

APL yaygin damar i¢i pihtilasma ve fibrinolizis nedeniyle medikal acil 16semilerden biri
olarak degerlendirmesine ragmen All-trans-retinoik asit (ATRA) tedavisi ile iyi bir

prognoz gozlenmektedir.

Tanimlanmig diger partner genler arasinda PLZF, NPM1, NUMA, FIP1L1 ve BCOR
genleri yer almaktadir. Fiizyon partnerleri hastaligin biyolojik yapisini degistirerek trans
retinoik asid gibi hedeflenmis ilag tedavilerine yanit1 etkilemektedir (33). PLZF-RARA ve
STAT5B-RARA fiizyonu ile olusan t(15;17) translokasyonu saptanan hastalar retinoidlere
karst direnglidir. Ancak diger flizyon partnerleri ile olusan translokasyonlar tedaviye iyi

yanit verir (34).
11923 (MLL) Anomalisi ile seyreden AML.:

11q yeniden diizenlenmeleri yeni tan1 anindaki erigkinlerin %6’sinda gozlenir (28).
Cocuklarda sikligi daha fazladir; %12 oraninda rastlanir (35).11q yeniden diizenlenmeleri
daha once AML MS5 olarak smiflandirilan grupta siklikla gozlenmekteydi. Yuksek riskli
cocukluk cagi, erigskin ve tedavi iliskili I6semilerde daha sik rastlanir. Tanimlanmis 60’dan

fazla partner geni vardir (36).

MLL (Myeloid/Lymphoid ya da mixed-lineage leukemia) hematopoez regilasyonunda
gorevlidir. AML’de en sik goriilen MLL translokasyonu yaklasik %2 sikliginda goriilen
t(9;11)(p22;q23) translokasyonudur ve orta prognostik risk grubunda degerlendirilir (37).

1 yas altinda goriilen t(4;11)(q21;923) translokasyonu siklikla lenfoblastik fenotiple
iligkilidir. Ancak bu hastalarda bazi myeloid belirteclerin tespit edilmesi ve monoblastik
hicrelerin gorilmesi 11923 bdlgesindeki bir genin hematopoetik kok hicrelerin
farklilasmasinda gorevli olabilecegini ya da her iki hiicre serisinde (myeloid ve lenfoid)

aktif oldugunu diisiindiirmektedir (38).
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KMT2A (Lizin spesifik metiltransferaz 2A) genini igeren 11q23 translokasyonlar1 karigik
serili 16semi (MLL) olarak adlandirilmaktaydi. KMT2A fuzyon proteinlerinin hematopoetik
hiicrelerin 16semik hiicrelere dontisiimiinde etkisi oldugu diistiniilmekle beraber partner
genler de bu siirecte 6nem teskil etmektedir (39). Partner genler ayrica myeloid ya da

lenfoid doniisiimden de sorumlu olabilir.

Genel olarak bakildiginda MLL yeniden duzenlenmeleri hem lenfoid hem de myeloid
seride gozlenebilir. infant ALL hastalarinda saptanan t(4;11)(g21;923) translokasyonu Kot
prognozla iliskilidir. Hastalar yuksek risk protokoliine gore tedavi edilir (40).

1(6;9)(p23;934) (DEK-NUP214) ile seyreden AML.:

Nadir goriilen bir degisikliktir ve tim AML hastalarinda sikligi %1 civarindadir (28).
Bazofili, pansitopeni, displazi siklikla mevcuttur (41). 6p23 bolgesindeki DEK geninin,
9934 bolgesindeki NUP214 geni ile flizyonu gergeklesir. Cogunlukla eslik eden ek
sitogenetik anomaliye rastlanmaz (42). Bagimsiz prediktif prognostik belirte¢ degildir.
Ancak FLT3 (Fms benzeri tirozin kinaz 3) geni ITD (internal tandem duplikasyonu)
mutasyonunu t(6;9)(p23;q34) translokasyonuna siklikla eslik eder. KOtu prognostik gidisat
gosterir (41).

inv(3)(q21g26.2) veya t(3;3)(g21;926.2) ile seyreden AML.:

Nadir gorilen bir degisikliktir ve tiim AML vakalarinda siklig1 %1 civarindadir (28). Hem
de novo, hem de tedavi iligkili AML’de goriilebilir. Bu hastalarin kemik iliginde atipik
megakaryositler artmistir, periferik kanda trombositoz mevcuttur (43). Ek anomali olarak

monozomi 7 eslik edebilir (44).

inv(3) ve t(3;3); 3926.2 bolgesinde bulunan MECOM (EVI1) gen aktivasyonuna yol agar.
MECOM geni bir ¢cok transkripsiyonel ve epigenetik regiilatorle iliski i¢gindedir. MECOM
geni kromatin modifikasyonuna ve DNA hipermetilasyonuna aracilik eder. Baglanan
partner gene bagli MECOM fonksiyonu degisiklik gosterir; hematopoetik kok hiicre
cogalmasini uyarabilir ya da eritroid seri farklilasmasini baskilayabilir (44).

t(3;21)(g26.2;922) sonucu RUNX1/MECOM flzyonu gergeklesir. Olusan bu fiizyon ile
sonucu RUNX1 kesintiye ugrayip aktivitesini kaybederken hematopoetik htcrelerde

MECOM aktivasyonu gerceklesir.
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NK-AML hastalarinda da anormal MECOM ifadelenmesi gozlenebilir ve koéti prognostik
gidisat ile iligkilidir (45).

1(1;22)(p13;q13) (RBM15-MKL1) ile seyreden AML.:

Oldukg¢a nadir goriilen bir degisikliktir. Yeni tani AML hastalarinda sikligi yaklagik
%0.5’tir (28). Tipik olarak infantlarda ve 3 yas altindaki ¢ocuklarda akut megakaryoblastik
16semi ile iliskilidir. Translokasyon sonucu 1pl13 bélgesindeki RBM15 (RNA baglayici
motif 15) ve 22913 bolgesindeki MKL1 (megakaryositik 16semi-1) fiizyonu olusur. MKL1
geni platelet maturasyonuna etki etmektedir. Ancak olusan bu Kkimerik proteinin
lokomogenez iizerine etkisi tam anlasilamamistir. Sarkom benzeri kitleler eslik edebilir.

Cok nadir bir degisiklik olmasi sebebiyle prognostik etkisi de heniiz net degildir.
1(9;22)(g34;q11) (BCR/ABL1) ile seyreden AML.:

t(9;22)(q34;911) translokasyonu sonucunda 9q34 bolgesindeki ABL1 geni ve 22q1l
bolgesindeki BCR geninin fiizyonu olusur. Olusan bu BCR/ABL kimerik geni tirozin kinaz
aktivitesi gosterir (46). Siklikla Kronik myeloid 16semi ile iliskilendirilmis bir kromozomal
yeniden diizenlenmedir ve AML’de olduk¢a nadir gozlenir. Yeni tant AML hastalarinda
sikligt %1 civarindadir (47, 48). Kronik myeloid lI6semideki myeloid blastik krizden

ayrimi laboratuvar ve klinik bulgulara gore yapilir (49). Kotii prognozla iligkilidir.

Kromozomal kayip ve artislar

AML hastalarinda her kromozomda kayip ya da artis goriilebilir. Ancak trizomi 8,
monozomi 7, monozomi 5 daha sik goriilen sayisal kromozomal anomalilerdendir.
Ozellikle tedavi iliskili AML’de 5. ve 7. kromozom monozomi ve delesyonlari
karakteristiktir ve siklikla kompleks karyotipe eslik eder (50). Bu degisiklikler kotl
prognozla iligkilidir.

Trizomi 22 AML’de oldukca nadir gorilen bir sayisal kromozomal anomalisidir ancak

saptandiginda inv(16) akla gelmelidir (51).

Otozomal degisikliklere ek olarak cinsiyet kromozomlarinda da kayiplar gozlenebilir. Y
kromozom kayb1 sik goriilen bir degisiklik olmakla beraber ileri yasta ve hematolojik
olarak normal olan erkeklerde de gozlebilen bir bulgudur . Klinik 6nemi net degildir. Tek
X kromozomunun kaybi siklikla t(8;21) translokasyonuna eslik eder ve geng eriskinlerde

gozlenir. TP53 tumor supresor genini igeren 17p delesyonlarina rastlanabilir.
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Kompleks karyotip

Sayisal ve veya yapisal ii¢ ve iistii sayida kromozomal anomalinin gézlendigi kompleks
karyotip; 6zellikle ¢ogul seri displazisi olan ve MDS /Myeloproliferatif Neoplazmlardan
(MPN) donen AML hastalarinda daha siklikla gozlenir. -5/del(5q), -7/del(7q), -16, -18,
kromozom 1 ve 11°de artis kompleks karyotipte sik saptanan kromozomal anomalilerdir.
Kompleks karyotipli hastalarda en énemli prognostik faktor TP53 gen degisiklikleridir,
hastalar allojenik kok hiicre transplantasyonuna ragmen olduk¢a kotii gidisat gosterirler
(52).

Normal karyotip

Tim AML’nin yaklasik %45-50’sinde rutin sitogenetik yontemlerle normal karyotip
saptanir (28). Ancak bu vakalar molekiler diizeyde oldukca yliksek oranda heterojeniteye
sahiptirler. aCGH ve diger ileri diuzey molekiler yéntemler normal karyotip saptanan
hastalarda bir¢ok gen degisikligi saptanmaktadir. AML’de normal karyotip orta prognostik
grupta yer alir. Ancak NPML1 veya biallelik CEBPA mutasyonu varliginda iyi prognostik
grupta degerlendirilirken FLT3 ITD mutasyonu varliginda kotii prognostik grupta

degerlendirilir.

AML’de molekiiler genetik bulgular

Genetik degerlendirme AML hastalarinin  risk  diizeylerinin  belirlenmesinde ve
yonetiminde olduk¢a 6nemlidir. Smiflama ve risk degerlendirmesi temel olarak sitogenetik
analize dayanmakla beraber molekiiler testler tamamlayict bir rol oynamaktadir (1). Bir
cok prognostik siniflama sistemi klinik ve sitogenetik bulgular1 baz alarak iyi, kotl ve orta
prognoz olarak siniflamaktadir. Iyi prognostik gruptaki hastalara standart tedavi
protokolleri uygulanirken kotii prognostik grup allojenik kok hiicre nakline gitmektedir
(53). Yaklagik %45-50 oranini ile ara prognostik gruptaki bireylerde siklikla normal
karyotip saptanmaktadir (51,52). Tespit edilecek molekiiler degisiklikler hastalarin

yonetiminin daha dogru sekilde yapilmasina olanak saglamaktadir
FLT3 Mutasyonlari

FLT3 geni reseptor tirozin kinaz smif 3 ailesinin tyesidir. Kromozom 13’te (13q12) yer
alir, 67 kilobaz biiytikliiglinde 24 ekzonlu bir gendir. Hematopoezde gorev almaktadir.
Kemik iligi 6ncill kok hiicrelerinde normal olarak bulunur ve maturasyon esnasinda
ifadelenmesi kaybolur (55). Reseptoru; 5 Ig benzeri bolge igeren bir hiicre dis1 bolge, bir

transmembran bolge ve bir kinaz bolgesiyle ikiye ayrilmig sitoplazmik bir kinaz
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bolgesinden olusur.

AML’de yaklasik %25-30 orani ile en sik mutasyonu goriillen genlerden biridir. FLT3
mutasyonlar1 arasinda juxtamembran domain internal tandem duplikasyonlar1 (ITD) ve

tirozin kinaz domain (TKD) mutasyonlar1 en sik goriilen mutasyonlardir.

Olgularin yaklasik % 20’sinde genin juxtamembran domaininin ITD’u goralir. Ekzon 14
ve ekzon 15°de yer alir. Burda genin otoinhibitor bdlgesinde olusan hasar spontan kinaz
aktivitesine yol acarak genin aktive olmasina neden olur. Normal karyotip ve t(15;17)
gozlenen AML hastalarinda daha sik goriilmektedir. FLT3 ITD mutasyonlar1 koti
prognozla iliskilidir (56). FLT3 ITD mutasyonu saptanan tum normal karyotipli hastalarda
yuksek relaps riski olmasina ragmen allojenik kok hiicre nakli 6nerilir. Hedeflenmis FLT3
inhibitdrlerinin basarist diger yolaklarin aktivasyonu, FLT3 TKD mutasyonunun eslik

etmesi ya da downstream sinyal yolaklarinin aktivasyonu gibi sebeplerle kisitlidir (57).

TKD mutasyonlar1 ise olgularin yaklagik %5-10’unda goriiliir. NK-AML hastalarinda daha
siktir. FLT3 geninin aktive edici loop bolgesi kodon 835 ve 836’da meydana gelen nokta
mutasyonlari, kiigiik insersiyon ya da delesyonlar tirozin kinaz aktivitesine sebep
olmaktadir. FLT3 TKD mutasyonlarinin prognoz iizerine etkisinin net olmamasi nedeni ile

bu grupta FLT3 inhibitorlerinin kullanim1 da tartismalidir (57).
NPM1 Gen Mutasyonlari

NPM1 (Nukleofosmin 1) geni 5. kromozomun uzun kolunda (5935.1) lokalize, 12
ekzondan olusan bir gendir. NPM1; ribozomal proteinlerin niklear membrandan
transportunu saglayan saperon protein olarak iglev gorur. Nukleolusun graniler bolgesinde
yuksek oranda ifade edilir. Nukleofosmin olarak bilinen bir fosfoprotein kodlar.
Nikleofosmin ribozom biyogenezi, sentrozom duplikasyonu, hiicre gogalmasini ve p53

Uzerinden apoptozisin de dahil oldugu birgok hiicresel stirecte gorevlidir (58).

NPM1 geninin 12. ekzonunda meydana gelen mutasyon; genin C terminal bdlgesindeki
niikleolar lokalizasyon sinyalinin kaybolmasina yol acar bu da 16semik blastlarda NPM nin
anormal sitoplazmik yerlesimi ile sonuglanir. En sik goériilen mutasyon 4 baz ciftlik
insersiyondur. NPM1 mutasyonu tim AML hastalarinda %30, NK-AML hastalarinda ise
%50-60 goriilme sikligiyla AML’de en sik goriilen mutasyondur (56). Tekrarlayan genetik
anomaliler, BCOR, CEBPA mutasyonlari ile nadir goriiliir. Ancak FLT3 ITD, DNMT3A ve
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IDH mutasyonlar ile siklikla beraberlik gosteririr.

NMP1 mutasyonu;FLT3 ITD mutasyonunun negatif oldugu normal karyotipli AML

hastalarinda iyi prognoz gosterirler (59).
CEBPA Mutasyonlari

CEBPA (CCAAT giiglendirici baglayic protein alpha) geni granilositik hiicre gogalmasini
ve terminal farklilasmay1 diizenleyen 10sin zipper transkripsiyon faktorleri ailesinden bir
transkripsiyon faktort kodlar.

Tiim AML vakalarinin %10’unda CEBPA mutasyonlari gozlenir. Siklikla normal karyotip
ve 9q delesyonu saptanan hastalara eslik eder (60).

Temel olarak 2 tip mutasyonu gozlenir. ilki baskin negatif 6zellikte kesik CEBPA
izoformuna yol acan N Terminal bdlgede anlamsiz mutasyonlardir. Digeri ise DNA
baglanma ve dimerizasyon aktivitesinde azalmaya yol acan C terminal bdlgede cerceve igi
mutasyonlardir (3). C terminal bolgedeki ve N terminal bolgedeki mutasyonlarin birlikte
gOzlenmesi biallelik mutasyon olarak adlandirilir. CEBPA mutasyonlarinin yaklagik 2/3’i
biallelik mutasyonlardir. Biallellik mutasyonlar normal CEBPA ifadelenmesini kesintiye
ugratir. Geri kalan 1/3’lik kismini ise monoallellik mutasyonlar olusturur (1). Biallelik
mutasyonlar normal karyotip varliginda iyi prognoz ve diisiik relaps riski ile iligkilidir ve
sagkalim Uzerinde olumlu etkisi vardir. Monoallelik mutasyonlar bir ¢alismada normal

karyotip varliginda kotii prognozla iliskilidirilmistir (61).
KIT Mutasyonlari

KIT geni tip 3 tirozin kinaz reseptor ailesi Uyesidir. 4. kromozomun uzun kolunda (4911-
12) yer alir ve 145 KD boyutunda bir transmembran glikoprotein kodlar. Siklikla ekzon 8
ve ekzon 17°de fonksiyon kazandiran mutasyonlar gozlenir. Tim AML hastalarinda
sikligt %2-14 civarindadir. CBF 16semiler olarak adlandirilan, inv(16) ve t(8;21)
kromozomal yeniden duzenlenmeleri saptanan l6semilerde daha siktir. CBF gurubundaki
genler bir ¢ok dokunun farklilasmasinda gorevli hedef genlerle heterodimer kompleksi
olusturur. DNA’ya baglanarak islev goren alfa ve DNA’ya baglanmadan transkripsiyonel
aktiviteyi artiran beta alt tiniteleri vardir. t(8;21), tranlokasyonundaki AML1 geni CBF’nin
DNA’ya baglanarak transkripsiyonu baglatma 6zelligine sahip alfal alt gurup iyesidir.
Diger bir CBF geni inv(16) sonucu fonksiyonu degisen CBF betadir (62). KIT
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mustasyonlarmin sikligr inv(16) ve t(8;21) saptanan hastalarda %7-46 oranlarina

¢ikmaktadir. Ko6tii prognozla iliskilidir (63).
DNMT3A Mutasyonlari

DNMT3A (DNA Metiltransferaz 3A) geni metilasyon Uzerinden genomun epigenetik
reglilasyonunda gorevlidir. DNMT3A mutasyonlar1 tim AML hastalarinda %20 oraninda
gozlenir. En sik goriilen mutasyon yanlis anlamli R882 mutasyonudur (64). Genellikle
NK-AML hastalarinda gozlenir. Kotii prognozla iliskilendirilmistir ancak yiliksek doz

antrasiklin kemoterapisine iyi yanit verebilir (65).
ASXL1 (Additional sex-comb like 1) Mutasyonlari

ASXL1 kromatin modifikasyonu ile transkripsiyonu diizenleyen bir kromatin baglayici
protein kodlar. Siklikla MDS ve sekonder AML’de gozlenir (66). Tium AML vakalarinda
sikligi %3-5 civarindadir (65). NK-AML hastalarinda, erkeklerde, MDS 0ykisu olanlarda,

trizomi 8 ve RUNX1 mutasyonu saptanan bireylerde ve ileri yasta daha sik gézlenir.
IDH (izositrat dehidrogenaz) Mutasyonlari

IDH1 ve IDH2 genleri histon ve DNA metilasyonunda gorevli olup izositrat 1 ve 2’yi
kodlarlar (67). Mutasyonlar aktif izositrat baglayict bolgede gergeklesir ve 2-
Hidroksiglutarat seviyesinde artisa neden olur. IDH1 mutasyonlarinin sikligi %6-14 (68),
IDH2 mutasyonlarinin siklig1 ise %11-19 civarindadir (69). ikisi de NK-AML hastalarinda

ve trizomi 8 saptanan hastalarda daha sik gozlenir.

En sik goriilen IDH2 mutasyonlar1 R172 ve R140’dwr. IDH1 ve IDH2 mutasyonlarinin
prognoz lizerine iyi, kotii ve herhangi bir etkisi olmadigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur.
Bu tutarsizliklar nedeni ile prognostik etkisini agiklamak agisinda daha ¢ok ¢alismaya
ihtiya¢ oldugu goriilmektedir. NPM1 mutasyonu ile birlikte gorulebilir.

2.2.5 AML’de Klinik
AML’de klinik tablodan temel olarak kemik iligi baskilanmasina bagli gelisen pansitopeni

tablosu sorumludur.

Hastalarda anemiye bagli solgunluk ve zayiflik goriiliir. Carpinti, cabuk yorulma ve dispne

gibi diger anemi ile iliskili semptom ve bulgular da ortaya cikabilir.
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Trombositopeniye bagli ekimoz, petesi, dis eti kanamasi, epistaksis ve konjonktival

kanamalar gibi hemorajik bulgulara siklikla rastlanir.

AML hastalarinda kemik agris1 ¢ok yaygin degildir. Ancak losemik surecte meduller
kavitenin genislemesine bagli bazi hastalarda sternumda, daha nadiren de alt ekstremite

uzun kemiklerinde siddetli agr1, rahatsizlik hissi ve/veya hassasiyet gozlenebilir.

Tan1 anindaki santral sinir sistemi (SSS) tutulum sikligi; hastalarda SSS semptomlari yoksa
rutin degerlendirme onerilmedigi i¢in net olarak bilinmemektedir. Genel olarak monositik
igerigin baskin oldugu tiplerde, hiperlokositoz saptanan hastalarda ve 2 yasin altindaki
cocuklarda SSS tutulumu daha siktir (70). Nadiren losemik menenjit gorilebilir.
Hastalarda artmig LDH seviyesi, kromozom 11 ve 16 anomalileri SSS tutulumu ile iligkili
olabilir (71). SSS tutulumu olan bireyler asemptomatik olabilecegi gibi siddetli bas

agrilari, kranial sinir tutulumlar1 ya da gérme problemleri ile bagvurabilir.

Hastalarda anemiye sekonder solgunluk, trombositopeniye sekonder petesi ya da ekimoz,
Iokemia kutis veya myeloid sarkom gibi infiltratif 16semik lezyonlar gibi cesitli cilt
bulgular1 bulunmaktadir. Hastalarin yaklasik %13’iinde 16semik cilt infiltrasyonu gozlenir
(72). Bu hastalar siklikla monositik ya da myelomonositik komponentin baskin oldugu
AML alt tiplerindendir. Hassas eritamat6z nodil ya da plak varliginda akut nétrofilik
dermatoz (Sweet Sendromu) akla gelmelidir. Nadir de olsa I6kositoklastik vaskulit

raporlanmustir (73).

AML hastalarinda ates genellikle enfeksiyonlara bagl gelismektedir. Ancak APL’de daha
stk olmak lizere AML hastalarinin az bir kisminda 16semiye bagh ates gorulebilir. Bu

hastalarda uygun kemoterapi tedavisi ile ates azaltilabilir (74).

Monositik alt tiplerde daha sik olmak tizere gingival hipertrofi hastalarda saptanabilecek
bulgulardandir. Orofarinks ve dis muayenesinde oral kandidiyazis ya da herpetik viral

lezyonlar gozlenebilir.

Lenfadenopati AML’de sik beklenen bir bulgu degildir. Hepatomegali ve splenomegali de

hastalarin sadece %10 kadarinda gozlenir (75).

AML hastalarinda daha nadir olarak da priapizm, hidronefroz ve bobrek yetmezligi gibi
klinik tablolar gelisebilmektedir.
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Myeloid sarkoma sekonder obstriiktif sarilik gelisebilir. AMLhastalarinda hepatik

yetmezlik oldukga nadirdir.

2.2.6. AML’de Prognoz

AML de ileri yas, diisiik performans diizeyi, yiiksek 16kosit degeri, radyoterapi dykiisii,

sitotoksik ajanlara maruziyet, MDS ya da MPN o6ykiisti kotli prognozla iliskilidir. Ancak

genetik degisikliklerde prognozu agisindan olduk¢a 6nemlidir. AML’de prognoza etkili

genetik gostergeler Tablo 2.2.6’da verilmistir.

Tablo-4. AML’de prognostik genetik gostergeler

Prognoz Genetik bulgular

Iyi )

KIT mutasyonu yoklugunda CBF
Losemiler: inv(16),t(16;16),t(8;21)
t(15;17)

Normal karyotip: FLT3 ITD yoklugunda
NPM1 mutasyonu / Biallellik CEBPA
mutasyonu

Orta °

Normal karyotip : FLT3 ITD/NPM1/
Biallellik CEBPA mutasyonu
yoklugunda

fzole +8

t(9;11)

cKIT mutasyonuyla beraber t(8;21),
inv(16), t(16;16)

Kotu o

Kompleks karyotip (=3 klonal
kromozomal anomali )
Monozomal karyotip

-5, 50-, -7, 70-

t(9;11) hari¢ 11923 yeniden
diizenlenmeleri

inv(3), t(3;3)

t(6;9)

t(9;22)

FLT3 ITD mutasyonu

2.2.7. AML’de tedavi

AML’de tedavi, remisyon indiiksiyon tedavisi ve remisyon devamliligi ig¢in uygulanan

postremisyon (konsolidasyon) tedavisi olmak {izeri 2 asamadan olusur. Postremisyon

tedavisi 60 yasindan geng hastalara 6nerilir (76). Postremisyon tedavisi almayan hastalarda

siklikla relaps gozlenir Bu hastalara disiik yogunlukta terapi ya da destekleyici bakim
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uygun segeneklerdir. 60 yasindan geng¢ hastalarda postremisyon tedavisi hastanin risk
durumuna gore belirlenir, yiksek riskli hastalara daha agresif tedavi protokolleri
uygulanmalidir. Hastalarin risk durumunun belirlenmesinde sitogenetik ve molekdiler
gostergeler en 6nemli yeri alsa da uzun dénem remisyonda prognostik bagka gostergeler de
vardir. Yiksek timor yiikii (beyaz kiire sayisi >40,000/mcL) ve bir seri induksiyon
tedavisinden sonra remisyona ulasamama kotii prognostik gostergelerdendir (77). Tedavi
stiresince degisik zamanlarda alinan kemik iligi 6rneginden morfolojik, sitogenetik ve

molekiiler genetik analizler yapilarak tedavi yanit1 degerlendirilir (78).
Tam remisyon kriterleri (79, 80);

v' Morfolojik tam remisyonun saglanmasi (Transfiizyondan bagimsiz olarak mutlak
notrofil  sayisimin =~ >1000/mcL, trombosit sayisint  >100,000/mcL.  olmasi,
ekstramediiller tutuluma ait bulgu olmamasi)

v' Sitogenetik agidan tam remisyonun saglanmasi (Daha oOnce sitogenetik anomalisi
olanlarda normal karyotip saptanmasi)

v Molekiiler genetik agidan tam remisyonun saglanmasi (APL ve Ph+ I6semiler igin)
Parsiyel remisyon kriterleri (79, 80);

v' Kemik iligi aspirasyonunda blast oraninda en az %50 azalma, transfiizyondan
bagimsiz olarak mutlak noétrofil  sayisinin - >1000/mcL, trombosit sayisinin
>100,000/mcL olmasi

APL, AML’nin 6zel bir alt tipidir. Hastalarinin yaklasik %90’ inda iyi prognoz gdstergesi
olan t(15;17)(g21;q11) tespit edilmektedir. APL icin indiksiyon tedavisinde ATRA
kullanilmakta ve hastalarin ¢ok bilyiik kisminda tam remisyon saglanabilmektedir. APL
hastalarinin ¢ok az bir bolimiinde ise diger sitogenetik anomaliler [t(11;17)(q23;q11),
t(11;17)(q13;q11), t(15;17)(q31;q11), t(17;17)] goriulebilmektedir. Bu sitogenetik
degisikliklerden t(11;17)(q23;911) translokasyonu olan hastalar ATRA tedavisine
direnclidir.

2.3. Array temelli CGH
Rutin konvansiyonel sitogenetik analiz ile sadece mikroskopik kromozomal degisiklikler
incelenebilirken FISH yontemi submikroskobik degisiklikleri de incelemeye olanak

saglamaktadir. Sitogenetik analiz 5-10 megabaz boyutundaki sayisal ve yapisal anomalileri
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saptayabilmektedir. FISH yontemi ile tanisal ¢6ziiniirliikk artmistir. Floresan isaretli DNA
problar1 interfaz hiicreleri ya da metafaz kromozomlarmma hibridize edilerek
submikroskobik degisikliklerin tespiti saglanmistir ancak tiim genom boyutunda
degerlendirme yapamamaktadir. Sitogenetik ve FISH yontemindeki kisithiliklar1 yenmek
amaciyla ilk kez 1992 yilinda solid tiimérlerde karsilastirmali genomik hibridizasyon

(CGH) yontemi gelistirilmistir (81).

CGH yontemi iki farkli genomun DNA kopya sayist degisikliklerine gore karsilagtirilmasi
esasina dayanir.  Sitogenetik analiz ile saptanamayacak kadar kiicik boyuttaki
degisiklikleri tespit etme olanagi ve tiim genom perspektifinde daha detayli analiz imkan1
saglamustir. Ilk gelistirildiginde substrat olarak metafaz kromozomlar1 kullanilmistir (81).
Sonraki ¢alismalarda genomik klonlardan olusturulan mikroarraylerin kullanimi ile aCGH

teknolojisi ortaya ¢ikmustir.

aCGH rutin sitogenetik ve molekiiler sitogenetik yontemlere kiyaslandiginda daha yiiksek
¢ozlinirlik imkan1 saglamakta, hematolojik malignansiler dahil bir ¢ok kanserde tim
genomun taranmasina ve genomik dengesizliklerin haritalanmasina yardimci olmaktadir

(82).

2.3.1. Karsilastirmah Genomik Hibridizasyon (CGH) Yontemi

CGH y0ntemi, analiz edilmek istenen 6rnek DNA (test DNA) ve normal oldugu bilinen bir
referans DNA oOrnegi farkli renkteki floresan ile isaretlenerek normal oldugu bilinen
metefaz plaklar1 lizerine beraber hibridize edilmesi esasina dayanmaktadir. Hibridizasyon
sonunda metafaz plaklar1 goriintii analiz sistemiyle kaydedilir. Ozel bir CGH yazilimi ile
metafaz plaklarindaki kromozomlar sirayla dizilir. Her bir kromozom iizerinde esit olmasi
gereken 2 farkli floresan renk arasindaki sapma CGH yazilimu ile tespit edilir. Boylece test
edilen DNA’daki kromozom bdlgelerindeki kopya sayisi artis ve kayiplar tespit edilir
(83). Sonucun teyit edilmesi amaciyla baska metafaz alanlar1 degerlendirilebilir. Ancak
CGH yontemi  metafaz kromozomlarinin diisiik c¢oziiniirliik kalitesi, analiz ve

uygulamadaki zorluklar1 nedeni ile yayginlasamamuistir.

CGH yo6ntemi yerini hassasiyet ve duyarliligi daha yiiksek, uygulamasi pratik ve analizi

daha kolay bir yontem olan Mikroarray CGH yontemine birakmustir.
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2.3.2. Array CGH Yoéntemi

Molekiiler karyotipleme olarak da adlandirilan aCGH yontemi; kopya sayisi
degisikliklerinin (KSD) tim genom perspektifinde yuksek ¢ozuntrlikte taranabilmesi igin
ilk olarak 1997 yilinda gelistirilmistir (84).

CGH yontemindeki gibi test edilmek istenen 6rneklerle referans érneklerden genomik
DNA izolasyonu yapilir. izole edilen DNA farkli renkteki floresan boyalarla isaretlenir.
Tekrar dizilerinden kaynaklanabilecek hatali eslesmeleri 6nlemek igin insan Cot-1 DNA
ile muamele edilir (85). BAC, PAC, kosmid, cDNA, oligonukleotid ve PCR tlrevli
problarin slaytlar lizerine immobilizasyonu yapilir. Referans ve 6rnek DNA ayni slayt
lizerine uygulanir. Boylelikle slayt iizerine tutturulmus problardan dizi eslenigi olanlar
hibridize olur. Sonrasinda slayt mikroarray tarayici ile taranir ve her probdaki 6rnek ve
referans DNA’ya ait floresan sinyalinin miktar1 6l¢ulir. Elde edilen gorintu dosyalari
KSD analizi igin yazilim programlarma aktarilir. Ornek ve referans arasmdaki floresan
yogunluklarinin oranina kopya artis ve kazanimlari degerlendirilir. CGH ve aCGH

yontemleri karsilagtiritlmali olarak Sekil-2’de gosterilmektedir.
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Sekil-2. CGH ve aCGH yontemlerinin karsilastiriimasi

Son yillarda yapilan klinik ¢alismalarla aCGH yontemi bir¢ok hastaliga tan1 konmasina ve

hastaliklarm molekiiler temelinin aydinlatilmasina olanak saglamustir. Ilk olarak kanserde
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arastirma amagli baslayan ¢alismalardan bu yana aCGH; rutin uygulamalarda vazgecilmez

bir tan1 araci haline gelmistir (86).

1990’11 yillarin sonlarindan itibaren kromozom analizi t(8;21), t(15;17), inv(16) gibi iyi
prognozla iliskili dengeli degisikliklerin tespitinde en 6nemli tani yontemi haline gelmistir
(24). Son yillarda teknolojideki gelismelerin sayesinde normal karyotip Saptanan ya da
karyotip analizi yapilamayan hastalarin incelenmesi ve AML patogenezinde rol alan, alt
tiplerin belirlenmesini saglayan, prognoz ve tedavi agisindan yonlendirici olan diger
genetik degisikliklerin belirlenmesinde aCGH gibi yiiksek ¢oziniirlikll yontemler 6nem

kazanmustir.

2.3.3. aCGH Avantaj ve Dezavantajlar:
Avantajlari (85)

v" DNA kopya sayisindaki degisikliklerin tiim genom diizeyinde tespiti ve

lokalizasyonlarinin haritalanmasi
v" Yiksek ¢cozunurlik
v Otomatize sistemlerle uygulama kolayligi
v' Birden fazla genomu birbirileri ile karsilagtirilabilmeye olanak saglamasi
v Az miktarlarda DNA 6rneginin yeterli olmasi
v' Metafaz plagina gerek duyulmamasi

v DNA Uzerindeki tek niikleotid degisikliklerinin tek niikleotid polimorfizm array

platformlari ile saptanabilmesi
Dezavantajlari (85)(85)

Translokasyon, inversiyon vb. dengeli kromozomal degisiklikleri saptamamasi
Poliploidiyi tespit edememesi

Analiz i¢in alaninda uzman kisilere ihtiya¢ duyulmasi

AR NEEN

Kanser gibi heterojen doku ve hiicre populasyonlar1 igeren materyalleri ¢alismanin
zorlugu

v' Tim genomun yiiksek ¢6ziintirliikkte taranmasi nedeni ile maliyeti
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3. HASTALAR VE METOD

3.1. ETIK KURUL ONAYI
Bu ¢alisma (Proje No:KA 15/213) Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma
Kurulu ve Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve Baskent Universitesi Arastirma fonunca

desteklenmistir.

3.2. HASTA GRUBU

2012-2015 yillar1 arasinda Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi biinyesindeki Hematoloji
Bilim Dallar1 tarafindan AML tanis1 alan 18 hastanin arsivlenmis olan DNA 6rnekleri
hastalarin onay: ile ¢aligmaya dahil edildi. Kemik iligi ya da periferik kan ornekleri
calisilan 18 hastanin 6’s1 erkek, 12’si kadindi. Yas aralig1 34 ile 76 arasinda degisen, yas
ortalamalari 55.5 olan hastalarin 15’inin tani, 3’Unun relaps donemindeki Ornekleri

calisildi.

Onsekiz hastanin 2’si MO/M1, 3’4 M2, 2’si M3, 3’4 M5, 1’i M4/M35, 2’si M6 AML alt tipi
tanis1 almis, 5 hasta igin klinisyen tarafindan alt tip bildirilmemisti. Alinan kemik iligi veya
periferik kan 6rneginden konvansiyonel sitogenetik ¢calisma ile, direk, 48 ve 72 saatlik iicer
kiiltiir yapildi. Her hastadan sayisal analiz i¢in 20, yapisal analiz i¢in en az 2 metafaz alani
degerlendirilerek sonuglar ISSN 2009/2013’e gore raporlandi. Direk kiiltiirden hazirlanan
preparatlara LSl t(15;17) PML/RARA Dual Color Dual Fusion, LSI 1(8;21)
RUNX1/RUNX1T1 Dual Color Dual Fusion,LSI CBFB inv(16) Dual Color Break Apart,
LSI BCR/ABL Dual Color Dual Fusion ve LSI MLL (11g23) Dual Color Break Apart,
problari kullanilarak FISH yontemi uygulandi. Her prob ile en az 200 nikleus incelenerek
sonuglar ISSN 2009/2013’e gore raporlandi. Hastalara ait kemik iligi veya periferik kan
orneklerinden genomik DNA eldesi sonrasinda PZR ve PZR- Restriksiyon Par¢a Uzunlugu
Polimorfizmi (RFLP) yontemleri ile FLT3 ITD ve D835 mutasyon analizi yapilmustir.

Tum hasta orneklerinden elde edilen sitogenetik, FISH ve FLT3 sonuglar ile birlikte
calisma kapsamina alinan 18 hastaya ait yas, cinsiyet bilgileri ve aCGH analizinde

kullanilan materyal tipi bilgisi Tablo-5’de gosterilmektedir.
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Tablo-5. Hastalarin yas, cinsiyet ve aCGH analizinde kullanilan materyal bilgileri ile

genetik test sonuglari

Hasta AML alt | Ornek
No |Cinsiyet | Yas tipi tipi Karyotip FISH FLT3
1 K 52 M2 PK 46,XX NORMAL Negatif
2 E 45 M5 PK 46,XY NORMAL D835(+)
3 K 48 M4/M5 PK 46,XX NORMAL Negatif
4 K 43 MO/M1 Ki 46,XX NORMAL Negatif
5 E 61 M6 Ki 46,XY NORMAL Negatif
6 E 76 M5 Ki 46,XY Calisiimadi Calisilmadi
7 K 55 MO/M1 Ki 46,XX NORMAL Negatif
8 K 56 M2 Ki 46,XX NORMAL ITD(+)
9 K 49 | M3 Ki 46,XX NORMAL ITD(+)
10 K 34 M3 Ki 46,XX,1(2;6)(p?;9?) NORMAL Negatif
47 XX, +8[2]/ %40
11 K 63 M5 PK 46,XX[1] RUNX1T1x3 Negatif
%86
12 K 39 M6 Ki 47,XX,+8 RUNX1T1x3 ITD(+)
47, XX,+mar. ish
Tanimlan der(21)(RUNX1+)([4)/
13 K 50 mayan PK 46,XX[16] %50 RUNX1x3 | Negatif
45,XY ,der(4),-5,-
Tanimlan 7,der(18),+mar[cp8]/
14 E 48 | mayan Ki 46,XY[2] Negatif Negatif
43~44.Y 1(X;11;18)
(P7,07,9?),4,-5,
dup(6)(p21.1921.3),
der(7)t(7q;?),del(7)
(p12),-13, der(13),-14,
Tanimlan der(16)t(16;4;14)
15 E 63 mayan Ki (q13;9?;9?) %80 CBFBx1 Negatif
Kromozom elde
16 K 74 | M2 Ki edilemedi NORMAL Negatif
42~45 X,-Y[3],
der(1)[3],der(2)[2], %35 RUNX1x3,
der(5),-7,-10+11,-17, | 910 RUNX1T1,
Tanimlan der(21)r(21;21;21), RUNX1x3,
17 E 65 mayan Ki -21,+4mar[cp20] %10 RARAX1 Calisilmadi
40~45,XX,-2,-5,
Tanimlan del(5q),-7,del(7q),
18 K 75 mayan Ki -12,inc[cpl3] %80 CBFBx1 Negatif

Hastalar sitogenetik analiz sonuglarina gore normal karyotip saptanan hastalar (1), karyotip

anomalisi saptanan hastalar (2) ve kompleks karyotip saptanan hastalar (3) olarak Uc¢

grupta degerlendirilmistir.
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Hastalarin %50’sinde normal karyotip saptandi. Sadece 1 hasta da kemik iligi kiiltiiriinden
metafaz plagi elde edilemedi. Kromozomal anomali ve kompleks karyotip saptama oranlar
%22.2 olarak belirlendi. Toplam 16 hastaya FLT3 mutasyonu calisildi. AML tanili 2
hastada hematolog istem yapmadigi i¢in FLT3 mutasyonu ¢alisilmadi. FLT3 mutasyon
siklig1 %25 (4/16) olarak belirlendi. Ug hastada FLT3 ITD mutasyonu (%18.75) saptands;
1 hastada D835 (%6.25) mutasyonu pozitifti.

3.2.1. Normal Karyotip Saptanan Hastalar
Hasta 1

Bir aydir devam eden halsizlik, viicutta morarma sikayetleri ile bagvuran 52 yasinda kadin
hastanin tam kan sayiminda hemoglobin:12.4 g/ dL, lokosit (WBC): 4500/mm3,
trombosit:129.000/mm3 olarak saptandi. Kemik iligi aspirasyon biyopsisinde MPO+,
CD117+, CD34+ idi. Hasta AML-M2 kabul edildi. Hasta 1 doz induksiyon, 3 doz
konsalidasyon (ARA-C) tedavisi alan hastada remisyon saglandi. 6 ay tedavisiz takipten
sonra yapilan kemik iligi aspirasyon biyopsisi AML relaps olarak degerlendirildi. Alinan
kemik iligi 6rneginden elde edilen alanlarda 46,XX karyotipi saptandi, FISH analizinde

anormal sinyal gézlenmedi. FLT3 mutasyonu negatifti.

Hasta 2

Bir ay siiren yutkunamama, dis ve disetinde agr1 sikayetiyle bagvuran 45 yagindaki erkek
hastanin tam kan sayiminda hemoglobin:13.85 g/ dL, Idkosit 11300/mm3, trombosit:
28.000 idi. Periferik yayma ve kemik iligi aspirasyon biyopsi AML M5 ile uyumlu geldi.
3+7 kemoterapi rejimi baslandi. . Hastadan alinan kemik iligi 6rneginden 46,XY karyotipi
saptandi, FISH analizi normaldi. Kemik iligi 6rnegi yetersiz oldugu i¢in FLT3 mutasyonu
periferik kan Orneginden c¢alisildi. FLT3 D835 mutasyonu pozitifti. Hasataya 3+7
kemoterapi rejimi sonrasi kontrol kemik iligi biyopsi Ornegi remisyon ile uyumluydu.
Kontrol FLT3 mutasyon analizi negatifti. Hastanin kardesinden allojenik KIT yapild.
Hasta ilagsiz takip ediliyor.

Hasta 3

Dis merkezde AML M4-MS5 tanisi ile 3+7 kemoterapi rejimi ve 3 kir yiuksek doz sitozin
arabinozid (HDARA-C) tedavisi alan hasta ardinda boyunda sislik nedeniyle bagvuran 48
yasinda kadin hastanin tam kan sayiminda hemoglobin: 12g/ dL, l6kosit: 6770/mm3,
trombosit: 42500/mm3 idi. Periferik yaymasinda %50 blast vardi. Kemik iligi biyopsisinde
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diffiiz blastik hiicre infiltrasyonu diisiiniildii. Immiinohistokimyasal incelemesinde
hematopoetik hiicrelerin %10’unda MPO ile immiinreaksiyon izlendi, CD61 ve CD34
negatifti. Periferik kan 6rneginden 46,XX Karyotipi saptandi, FISH analizinde anormal
sinyal gbzlenmedi. FLT3 mutasyonu negatifti.. AML relaps diisiiniilen hastaya kemoterapi

planland1 ancak hasta ex oldu.

Hasta 4

Meme kanseri nedeniyle dis merkezde takipli 43 yasindaki kadin hasta halsizlik, kemik
agrist sikayetleri ile basvurdu. Hastanin tam kan sayiminda hemoglobin: 11.1 g/ dL,
I6kosit: 2210/mm3, trombosit: 130000/mm3 idi. PET-CT ile kemik iligi tutulumu ekarte
edildikten sonra kemik iligi aspirasyon biyopsisi yapildi. MPO ile sinirlt alanda izlenen
myeloid seri degerlendirildi. CD34 pozitifti. MPO, CD117, pax-5, CD68-PGM1 ve panCK
negatifti. AML MO0-M1 ile uyumlu kabul edildi. Kemik iligi 6rneginden 46,XX karyotipi
saptandi, FISH analizi ile anormal sinyal gozlenmedi. RT-PCR ile PML-RARA, CBFB-
MYH11, AML1-ETO fiizyon transkript degerleri negatifti. FLT3 mutasyonu saptanmadi.
Hastaya 3+7 kemoterapi rejimi baslandi. HLA tam uyumlu ablast olan hastaya allojenik

kok hiicre nakli planlandi.
Hasta 5

MDS-RAEB?2 tanisi ile takip edilen 61 yasinda erkek hasta halsizlik sikayeti ile bagvurdu.
Hastanin tam kan sayiminda hemoglobin: 7.9 g/ dL, Idkosit: 3700/mm3, trombosit:
60000/mm3idi. Kemik 1iligi asirasyon biyopsisinde hiicrelerin %20’sinde MPO, %4’{inde
CD34, %70’inde glukoforin ve CD117 ile immunreaksiyon izlendi. AML M6 diisiiniilen
hastaya 3+7 kemoterapi rejimi Onerildi ancak hasta kabul etmedigi icin ARA-C ve
Azasitidin tedavisi baslandi. Kemik iligi orneginden 46,XY karyotipi saptandi, FISH
analizi ile anormal sinyal g6zlenmedi. Hasta remisyonda takip edilirken 16kopeni gelismesi
nedeniyle kemik iligi aspirasyon biyopsisi yapildi. Kromozom analizi, FISH ile t(15;17),
t(8;21), inv(16), t(9;22), MLL ve FLT3 mutasyon analizi ¢alisildi. Karyotipi 46,XY idi.
FISH analizi ile anormal sinyal gozlenmedi. FLT3 negatifti. Elde edilen DNA 06rnegi
calismaya dahil edildi. Kemik iligi aspirasyon biyopsisinde hematopoetik hiicrelerin
%55’inde  MPO, %2’sinde CD34 ve megakaryositlerde immiinreaksiyon izlendi.
Hematopoetik hiicrelerin %15’inin blast olmasi ve myeloid eritroid seride displastik

degisiklikler gozlenmesi nedeniyle MDS-RAEB? diisiiniildii. Decitabine tedavisi baslandi.
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4 kir decitabine tedavisi sonrasi kontrollerinde kemik iliginde akut 16semik infiltrasyon

gozlendi. Kemik iligi transplantasyonu 6nerildi ama kabul etmedi. Hasta takip ediliyor.

Hasta 6

Asint yorgunluk sikayeti ile basvuran 76 yasinda erkek hastanin tam kan sayiminda
hemoglobin: 7.9 g/ dL, 16kosit: 7400/mm3, trombosit: 252000/mm3 idi. Kemik iligi
aspirasyon biyopsisinde CD117, CD68, hiicrelerin %32’sinde MPO, %1’sinde CD34,
immunreaksiyon izlendi. AML M5 ile uyumlu kabul edildi, azasitidin tedavisi baslandi.
Kromozom analizinde 46,XY karyotipi saptandi. Hasta 6 kiir azasitidin aldi. Takiplerinde
trombositoz gelisen hastaya JAK2 V617 mutasyonu ¢alisildi, mutasyon saptanmadi. Elde
edilen DNA 06rnegi ¢alismaya dahil edildi. Hasta takip ediliyor.

Hasta 7
AML MO0-M1 tanisiyla kemik iligi 6rnegi alinan 55 yasinda kadin hasta. Karyotipi 46,XX
idi. FISH analizi ile anormal sinyal gozlenmedi. FLT3 negatifti. Hasta takipten ¢iktig1 igin

klinik gidisi izlenemedi.

Hasta 8

D1s merkezde AML tanist konulan 56 yasinda kadin hasta ileri tetkik ve tedavi amaciyla
bagvurdu. Kemik iligi aspirasyon biyopsisi minimal olgugma gosteren AML ile uyumlu idi.
Kemik iligi 6rneginden kromozom analizi, FISH ile t(15;17), t(8;21), inv(16), t(9;22),MLL
ve FLT3 mutasyonu calisildi. Karyotipi 46,XX idi. FISH analizi ile anormal sinyal
g6zlenmedi. FLT3 ITD mutasyonu pozitifti. Elde edilen DNA 6rnegi aCGH ¢alismamiza
dahil edildi. Hasta takipten ¢ikt1g1 i¢in klinik gidisi izlenemedi.

Hasta 9

Ayaklarinda agr1 sikayeti ile bagvuran 49 yasindaki kadin hastanin tam kan sayiminda
hemoglobin: 10.8 g/ dL, I6kosit: 262000/mm3, trombosit: 130000/mm3idi. Kemik iligi
asirasyon biyopsisinde MPO+, CD61+, CD117+, CD34-, Tdt-, CD20-, CD19-, CD138-,
CD3-, CD5- idi. AML ile uyumlu olarak raporlandi. Kemik iligi 6rneginden kromozom
analizi, t(15;17), t(8;21), inv(16), t(9;22) kromozomal yeniden dizenlenmelerinin
degerlendirilmesi amaci ile FISH analizi yapildi. FLT3 mutasyonu, calisildi. Karyotipi
46,XX saptandi. FISH’de anormal sinyal gozlenmedi. FLT3 ITD mutasyonu pozitifti. Elde
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edilen DNA 0rnegi calismaya dahil edildi. Hasta takipten ¢ikti. Hasta takipten ¢iktig1 igin

klinik gidisi izlenemedi.

3.2.2. Kromozomal anomali saptanan hastalar
Hasta 10

Kolay morarma sikayeti ile Hematoloji Boliimiine bagvuran 34 yasinda kadin hastanin tam
kan sayiminda hemoglobin: 11.3 g/ dL, I6kosit: 14.100/mm3, trombosit: 31000 /mm3 idi.
Periferik yaymasinda %100 blast hakimiyeti vardi. Hastadan alinan kemik iligi biyopsi
orneginden 46,XX,t(15;17)(q?;9?)[7]/46,XX[2] karyotipi saptandi. FISH ile t(15;17)
analizinde %?2 atipik flizyon sinyali gozlendi. Hasta AML-M3 tanisi ile takibe alindu.
IDA+ARA-C tedavisi baslandi. Hastanin 1 ay sonraki PML-RARA fiizyon transkripti
negatifti. ATRA idame tedavisine devam edildi. 4. ay kontrolinde FISH ile PML/RARA
flizyonu ve RT-PCR ile PML-RARA transkripti negatifti, kromozom elde edilemedi. idame
tedavisine devam edildi. 10. ve 15. ay kontrollerinde RT-PCR ile PML-RARA transkripti
negatifti. 16. ayda sitopeni gelismesi nedeniyle idame tedavisine ara verildi. Neupogen
1x48 mi ve trombosit replasmani yapildi. Periferik yaymasinda nikks AML diisiiniilen
hastadan kemik iligi biyopsisi yapildi. Patoloji raporu AML MO-1 ile uyumlu geldi.
Kromozom analizinde 46,XX,t(2;6)(p?;q?) karyotipi saptandi. FISH bulgusu ve FLT3
mutasyon analizi negatifti. Reindiiksiyon tedavisi baslandi, nakil icin yonlendirildi.
Tedavinin birinci ayinda kontrol karyotipi  46,XX,t(2;6)(p?;0?),t(10;16)(q?;p?)[6]/
46,idem,der(7)t(7;11)(p?;9?)[3]/46,XX[3] olarak raporlandi. FISH ile PML/RARA fiizyonu
ve RT-PCR ile PML-RARA transkripti negatifti. Hasta tedavinin 3. ayinda ex oldu.

Hasta 11

Ileri derece halsizlik sikayeti ile Hematoloji Béliimiine bagvuran 63 yasinda kadm hastanin
tam kan sayiminda hemoglobin: 11.1 g/ dL, WBC(Total Beyaz Kire): 17.600/mms3,
trombosit: 48000 /mm3 idi. Periferik yayma degerlendirmesinde blastik hiicreler goriilmesi
sebebiyle Akut Losemi on tanisi diigiiniildi, kemik iligi biyopsisi yapildi. AML-M5 ile
uyumlu gelmesi zerine azasidin ve ARA-C tedavisi baslandi. Hastadan alinan kemik iligi
biyopsi 6rnegi; kromozom analizi, t(15;17), t(8;21), inv(16), t(9;22) kromozomal yeniden
diizenlenmelerinin degerlendirilmesi amaci ile FISH analizi, FLT3 mutasyonu calisilmasi
icin bolimimuze yonlendirildi. Kromozom analizinde 47,XX,+8[2]/46,XX[1] karyotipi
saptandi. RUNX1/RUNX1T1 FISH probu ile incelenen hiicrelerin %40’mda RUNX1T1

bolgesine ait 3 sinyal saptanirken translokasyon saptanmadi. Diger problarla normal sinyal
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saptandi. FLT3 mutasyon analizi negatifti. Hastadan elde edilen DNA 06rnegi ¢alismaya
dahil edildi. Hastanin 3. kiir azasitidintARA-C tedavisinden sonra kontrol kemik iligi
biyopsisi yapildi. Metafaz plagi elde edilemedi. 6. ayda hala refrakter kemik iligi nedeniyle
FLAG-ID baslandi. Transplantasyon i¢in uyumlu donor araniyor.

Hasta 12

Sistemik Lupus Eritamatozis tanisiyla takipli 39 yasinda kadin hasta takiplerinde
trombositopeni gelismesi nedeniyle Hematoloji bdliimiine yonlendirilmis. Tam kan
sayiminda hemoglobin: 7.8 g/ dL, lokosit: 7800/mm3, trombosit: 70000 /mm3 idi.
Periferik yaymasinda blastik hiicreler goriilmesi nedeniyle yapilan kemik iligi aspirasyon
biyopsisi megaloblastik degisikliklerle karakterli hiperseliiler kemik iligi olarak
degerlendirildi. Hasta trombositopeni nedeniyle takibe alindi. 3 ay sonraki tam kan
sayiminda hemoglobin: 7.4 g/ dL, lokosit: 11400/mm3, trombosit: 37000 /mm3 idi.
Hastaya 1 Unite eritrosit siispansiyonu verildi. Trombotik Trombositopenik Purpura
acisindan tetkikleri istendi.Hastaya steroid baslandi.5 ay sonra splenektomi yapildi, steroid
azaltilarak kesildi. Hastanin immiinfenotiplemesinde %30-36 MPO, %4-5 CD34, %40
CD117 pozitifti. Megakaryositlerde CD61 ile immunreaksiyon izlendi. Hasta AML M6
olarak kabul edildi, 3+7 kemoterapi rejimi baslandi. 6 ay sonra allojenik kdk hiicre nakli
yapildi. Hastadan alinan kemik iligi biyopsi Orneginden 47,XX,+8 karyotipi saptandi.
Incelenen hiicrelerin %86’sinda RUNX1/RUNX1T1 FISH probu ile RUNX1T1 bolgesine ait
3 sinyal saptanirken translokasyon saptanmadi. FLT3 ITD mutasyonu pozitifti. Hastadan
elde edilen DNA 0Ornegi calismaya dahil edildi. Hastada perikardial eflizyon gelismesi
nedeniyle yapilan perikordosentezde l6semik infiltrasyon saptanmadi. Yaygmn kemik

agrilar1 nedeniyle steroid baslandi. Hasta takipten ¢iktig1 i¢in klinik gidisi izlenemedi.

Hasta 13

Halsizlik, yorgunluk, kemik agris1 sikayetleri ile dis merkeze basvuran 50 yasinda kadin
hastanin tam kan sayiminda hemoglobin:7.6 g/ dL, WBC(Total Beyaz Kire): 2.900/mm3,
trombosit: 90000 /mm3 saptanmis . Hastanin immiinfenotiplemesinde CD33, CD34, HLA-
DR yuksek pozitif, CD117,CD11b, CD15 diisiik pozitif olarak degerlendirilmis, AML 6n
tanist ile hastanemiz hematoloji boliimiine yonlendirilmis. Hastadan yapilan kemik iligi
asirasyon biyopsisi AML ile uyumlu olarak degerlendirildi. Hastanin kemik iligi
materyalinden 47,XX,+mar karyotipi saptandi. FISH analizinde incelenen hiicrelerin
%50’sinde RUNX1/RUNX1T1 FISH probu ile RUNX1 bolgesine ait 3 sinyal saptanirken
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translokasyon saptanmadi. Diger problarla normal sinyal saptandi. Hastanin karyotipi
47 XX,+mar. ish der(21)(RUNX1+)[4]/46,XX[16] olarak yeniden dizenlenerek
raporlandi. Kemik iligi 6rnegi yetersiz oldugu i¢in periferik kandan FLT3 mutasyonu ve
RT-PCR ile PML-RARA, CBFB-MYH11, RUNX1/RUNX1T1 fiizyon transkriptleri ¢aligildi.
FLT3 mutasyon analizi negatifti. Hastadan elde edilen DNA 6rnegi ¢alismaya dahil edildi.
Hastaya 3+7 kemoterapi rejimi baglandi. Hastanin 1 ay sonra kontrol kemik iligi biyopsisi
yapildi. Tani anindaki blast oraninin %50’den %10’a distigii gozlendi. Kromozom
analizinde 46,XX karyotipi saptandi. FISH istemi yapilmadigindan ¢alisilamadi. Hastanin
tedavi sonrasi 3. ay kontroliinde 46,XX karyotipi saptandi. Allojenik kemik iligi nakli i¢in

dondr arantyor.

3.2.3. Kompleks Karyotip Saptanan Hastalar
Hasta 14

Bas donmesi, hipotansiyon, rektal hemoraji sikayetleri ile Hematoloji B6liimiine bagvuran
48 vyasinda erkek hastanin tam kan sayiminda hemoglobin: 10.9 g/ dL, lokosit:
15.800/mm3, trombosit: 6700 /mm3 idi. Periferik kandan bakilan flow sitometrik
incelemelerin akut I6semi ile uyumlu olmasi nedeniyle kemik iligi biyopsisi yapildi.
Hastadan alinan kemik iligi biyopsi orneginden 45,XY ,der(4),-5,-
7,der(18),+mar[cp8]/46,XY[2] kompleks karyotipi saptandi. FISH analizi normaldi.
Hastada FLT3 mutasyonu negatifti. Elde edilen DNA o6rnegi calismaya dahil edildi.
Hastaya 3+7 HDARA-C kemoterapi rejimi baglandi. Takiplerinde kemik iligi biyopsisi
remisyon ile uyumluydu. 5ay sonraki kontrol kromozom analizi 46, XY idi. Ancak 7.
aydaki kemik iligi biyopsi 6rneginde diffiiz blast infiltrasyonu saptandi. Relaps diisiiniilen
hastadan yapilan kromozom analizi ile 45,Y,der(X)t(X;?)(q?;?)[4], der(1)t(1;?)(9?;?)[5],-5,
der(6)t(6;?)(q?;?)[5],-7,der(7)[2],der(8)t(8;?)(q?;?)[3],der(12)t(12;?)(q?;?)[5],-18,der(18)

t(18;?)(9?;?)[7],+mar[4],+2mar[3],inc[cpll] kompleks karyotipi saptandi. Allojenik kok

hlcre nakli agisindan transplantasyon merkezine yonlendirildi.

Hasta 15

10 yil Esansiyel Trombositopeni tanisiyla takip edilen 63 yasindaki erkek hastanin
pansitopeni gelismesi nedeniyle bakilan periferik yaymast ve kemik iligi aspirasyon
biyopsisi AML ile uyumlu geldi. 3+4 kemoterapi rejimi baslandi. Hastadan alinan kemik
iligi biyopsi 6rneginden kromozom analizi, FISH ile t(15;17), t(8;21), inv(16), t(9;22) ve

FLT3 mutasyonu calisildi. FISH analizinde incelenen hiicrelerin %80’ininde inv(16)
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DC/BA probu ile 16. kromozoma ait tek sinyal saptandi. Kromozom analizinde
43~44.Y 1(X;11;18)(p?;9?;097?),-4,-5,dup(6)(p21.1921.3),der(7)t(7q;?),del(7)(p12),-13,

der(13),-14,der(16)t(16;4;14)(q13;9?;9?) kompleks karyotipi saptandi. FLT3 mutasyon
analizi negatifti. Hastadan elde edilen DNA 6rnegi calismaya dahil edildi. Hastanin 1 ay
sonraki kemik iligi kontrol karyotipi 43,Y, t(X;11;18)(p?;q?;9?),-4,-5,dup(6)(p21.1921.3),
der(7)t(7q;?),del(7p12),der(13),-14,der(16)t(16;4)(913;q13),t(4;14)(q35;911),+mar, inc

olarak raporlandi. Hasta 2 ay sonra ex oldu.

Hasta 16

D1s merkezde hipofiz yetmezligi ile takip edilen 74 yasindaki kadin hastanin tam kan
sayiminda lokopeni saptanmis. Yapilan kemik iligi aspirasyon biyopsisi AML-M2 ile
uyumlu olarak degerlendirilmis. Hasta ileri tan1 ve tedavi amaci ile hematoloji boliimiine
basvurdu. Hastadan alinan kemik iligi biyopsi 6rnegi kromozom analizi, FISH ile t(15;17),
t(8;21), inv(16), t(9;22) ve FLT3 mutasyon analizleri icin bolumimdize yonlendirildi.
Hastadan yapilan kemik iligi kiiltiirlerinden metafaz elde edilemedi. FISH analizi
normaldi. FLT3 mutasyonu saptanmadi. Genel durumu kétii olan hastaya yatis yapildi, 1

ay sonra ex oldu.

Hasta 17

Asint derece halsizlik ve yorgunluk sikayeti ile acil servise bagvuran 65 yasindaki erkek
hastanin tam kan sayiminda hemoglobin: 10.3 g/ dL, lokosit: 1830/mm3, trombosit:
459000 /mm3 idi. Pansitopeni nedeniyle hematoloji bélimine yonlendirilen hastadan
kemik iligi aspirasyonu yapildi. Hastanin immiinfenotiplemesinde MPO ile %20
immunreaksiyon izlendi. CD61 ve CD 117 pozitif, CD34 negatifti. Akut myeloid 16semi
ile uyumlu olarak degerlendirildi. Hastadan alinan kemik iligi biyopsi 6rnegi; kromozom
analizi, ve FISH ile t(15;17), t(8;21), inv(16), t(9;22) kromozomal yeniden
dizenlenmelerinin degerlendirilmesi amaci ile bolimimuze yonlendirildi. Hastanin
karyotipi 42~45,X,-Y[3], der(1)[3],der(2)[2],der(5),-7,-10,+11,-17,der(21)r(21;21;21),-21,
+4mar[cp20] olarak raporlandi. FISH analizinde incelenen hiicrelerin %35 inde
RUNX1/RUNX1T1 FISH probu ile RUNX1 bdlgesine ait 3 sinyal, %10’unda RUNX1
bolgesine ek olarak RUNX1T1 bolgesinde de 3 sinyal saptandi. saptanirken translokasyon
saptanmadi. PML/RARA FISH probu ile incelenen hiicrelerin %10’ unda RARA bdlgesine
ait tek sinyal saptanirken diger problarla anormal sinyal saptanmadi. Hastaya azasitidin ve

ARA-C tedavisi baglandi. Hasta 4 kiir tedavi rejimi aldi. Tanidan 5 ay sonra hasta ex oldu.
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Hasta 18

Meme kanseri nedeniyle kemoterapi kemoterapi ve radyoterapi 6ykisi olan 75 yasindaki
kadin hasta takiplerinde anemi ve 16kopeni gelisince hematoloji boliimiine yonlendirildi.
Hastanin tam kan sayiminda hemoglobin: 9.4 g/ dL, I6kosit: 11900/mm3, trombosit:
135000 /mm3 idi. Hastadan alinan kemik iligi biyopsi drneginden 40~45,XX-2[3],5[7],
del(59)[3],-7[4],del(79)[3],-12[7]inc[cp13] karyotipi saptandi. FISH analizinde incelenen
hiicrelerin %80’inde inv(16) FISH probu ile 16q.22 bdlgesine ait tek sinyal saptanirken
diger problarla anormal sinyal saptanmadi. Hastanin karyotipi 40~45,XX-2[3],-5[7],
del(50)[3],-7[4],del(7q)[3].,-12[7]inc[cpl3] olarak raporlandi. FLT3 mutasyon analizi
negatifti. Hastadan elde edilen DNA 06rnegi ¢alismaya dahil edildi. RT-PCR ile PML-
RARA, CBFB-MYH11, AML1-ETO filizyon transkriptleri saptanmadi. Hasta takipten c¢ikti.
Hasta takipten ¢iktig1 i¢in klinik gidisi izlenemedi.

3.3 METOD

3.3.1. DNA Ornekleri

Bu calisma Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD’nda planlanmis ve
yiiriitiilmiistiir. Hasta grubunun se¢imi Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklart
AD Hematoloji Bilim Dali ile ortak olarak gerceklestirilmistir. Calismaya Bagkent
Universitesi biinyesindeki hastanelerde tan1 almis ve Baskent Universitesi Tibbi Genetik
AD’na mutasyon analizi i¢in aydinlatilmis onam formu alinarak kemik iligi veya periferik

kan materyalleri gonderilmis 18 AML tanil1 hasta dahil edilmistir.

3.3.2. DNA’min Konsantrasyon ve Safliginin Olgiimii

Calisgmamiz geriye doniik ozellikte olmasi sebebiyle, riza-onam formu imzalatilmis
hastalarin arsiv DNA’lar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Hastalarin DNA 06rneklerinin
konsantrasyonlar1 ve saflig1 Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, USA) spektrofotometresi

kullanilarak belirlenmistir.
3.3.3. aCGH calismasi
Isaretleme 6ncesi hazirhk

Melezlestirme cihazi +42 °C’ye ulasmasi ve bu sicaklikta dengelenebilmesi icin deney
oncesi agildi ve sicakligi ayarlandi. Isaretleme kiti igerisinden Tablo-6’da verilen

kimyasallar ¢ikarild1 ve gerekli olanlar buzda ¢ézlinmeye birakildi.
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Tablo-6. Isaretleme oncesi hazirlik igin gereken kimyasallar. (Cy3, cyanine 3; Cys5,
cyanine 5; mM, milimolar, dNTP, deaksinikleotid trifosfat; PZR, polimeraz zincir
reaksiyonu)

Kimyasal Calisma sicakhig
Random primer buffer Oda sicaklig

Cy3 random nonamer Oda sicakligi
Cy5 random nonamer Oda sicakligi
10mM dNTP mix Buz

PZR grade H,O Oda sicakligi

2 merkaptoetanol Oda sicakligi

Toplam 50 adet 0,2 mL’lik eppendorf tiipii alindi. 25 tanesi Cy3, 25 tanesi Cy5 seklinde
isaretlendi. Sulandirilacak Cy3 ve Cy5 boyalari bu tiiplere dagitildi. Bunun igin toz
halindeki Cy3 ve CyS5 su sekilde sulandirildi:

1. 1100 pl Random primer tamponuna 2 ul B-mercapto etanol eklendi.

2. Cy3 ve Cy5 random nonamerleri kapagi acilmadan dnce mikrosantrifiijde dondiiriildii ve

kapaga bulagsmis olabailecek boyalarin ¢oktiiriilmesi saglandu.

3. Hazirlanan random primer tampon ve B-mercapto etanol karisimindan 1050 pul pipetaj

yapmadan tek seferde Cy3 ve Cy5 random nonamerlerin tzerine eklendi.

4. Cokelti kalmayincaya kadar Cy3 ve Cy5 vorteksde karigtirildi ve mikrosantrifiijde
coktiiriildii. Hazirlanan Cy3 ve Cy5 sollisyonlart 40’ar pl olacak sekilde 0,2 mL’lik
eppendorf tiiplere aktarildi.

5. Calisilacak hasta sayis1 kadar Cy3 ve CyS5 tiipii disarida birakildi, digerleri sonraki
deneylerde kullanilmak iizere -20°C’ye kaldirildi.

Genomik DNA’nin isaretlenmesi

Isaretleme icin hasta ve referans genomik DNA 6rnekleri Tablo-7’de gosterildigi sekilde

hazirlandi.
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Tablo-7. Hasta ve referans Orneklerinin isaretlemesi i¢in kullanilan kimyasallar ve
kullanim miktarlari. (Cy3, cyanine 3; Cy5, cyanine 5)

S Ornek basima kullamilan
Icerik .
miktar

Cy3 (Hasta DNA’s1 i¢in)/

40ul
Cy5 (Referans DNA igin)
Test DNA 0.5ug
Isaretleme ve hibridizasyon kontrol 1 (Hasta DNA’s1
icin) /
. 2 ul
Isaretleme ve hibridizasyon kontrol 2 (Referans DNA
icin)
H.0 38 ul
Toplam 80 ul

Tupler 98°C’de PZR cihazindal0 dakika denature edildi.

10 dakikalik bekleme siiresinde igerigi Tablo-8’de gosterilen dNTP/Klenow Master mix

hazirlandi. Eklenen kimyasallar sonrasi vorteks yapilmadan pipetajla karigmasi saglandi.

Tablo-8. ANTP/Klenow Master karigim igerigi

Kimyasal Reaksiyon basina kullanilacak miktar
10 mM dNTP 10 pl
PCR grade H,0O 8 ul
Klenow fragment 2 pl
Toplam 20 pl

Denatiirasyondan ¢ikarilan 6rnekler buz iistiine alindi.

Ornekler buz iistiindeyken, pipetaj yapilarak, hasta ve referans DNA’s1 iceren tiiplere
dNTP/Klenow karisiminda 20’ser pl eklendi. Son hacmi 100 pl’ye ulasan tiipler
mikrosantrifiijde ¢oktiiriildii ve TPZR cihazinda 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi.

Orneklerin Coktiiriillmesi ve Yikanmasi

2 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda oOrneklerin c¢oktiiriilmesi ve yikanmasi asagida

verildigi sekilde gerceklestirildi:
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1. Inkiibasyondan cikarilan her bir 6rnek tiipiine 21.5 pl sonlandirma soliisyonu

karistirmadan direk eklendi.

2. Bu karisim 110 pl isopropanol igeren 1.5 mL’lik ependrof tiipe aktarildu.
3. Karisim 20 saniye vortekslendi.

4. Ornekler 10 dakika oda sicakliginda 1siktan korunarak inkiibe edildi.

5. Ornekler 12000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.

6. Herbir tiipte olusan pembe (Cy3, 6rnek) ve mavi (Cy5, referans) pelletin iizerindeki sivi

kisim atildi.

7. Pelletin Gzerine 500 pl -20°C’de sogutulmus %80’lik EtOH eklendi. Pelet dagitiimadan
¢oktiigii yerden kalkmasi saglandi.

8. 12000xg’de 2 dakika santrifiij edildi.
9. Peletin iistiindeki s1v1 kistm miimkiin oldugu kadar tamamen ¢ekilip atildi.

10. Geri kalan etanol ise SpeedVac cihazi kullanilarak tamamen buharlagtirildi ve pelet

kurutuldu.

Hibridizasyon

Orneklerin slayt iizerindeki problar ile hibridizasyonu igin hazirlanmasi asagida anlatildig

sekilde yapildi:

1. Peletlerin 25 pl H,O iginde ¢6ziinmesi saglandi. Bunun igin su eklendikten sonra tiipler

15 saniye vortekslendi ve ve sonra mikroftj ile ¢oktiraldu.

2. Orneklerin konsantrasyonu ve Kkalitesi Nanodrop 2000c (Thermo Scientific,USA)

spektrofotometresi kullanilarak ol¢tildii.

3. Hibridizasyon i¢in hasta ve referans DNA’sindan 25ug olacak sekilde alindi ve yeni bir
1.5 mI’lik eppendorf tiipte birlestirildi. Bu birlestirme sirasinda hasta ve referans DNA nin

ayni cinsiyette olmasina dikkat edildi.

4. Karisimin SpeedVac cihazi kullanilarak tamamen kurumasi saglandi.
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5. Orneklerin tizerine 6rnek takip kontrol (STC, Sample tracking control) soliisyonunda 4,1

pl pipetaj yapmadan direk olarak eklendi.

6. Vorteks ve santrifiij sonrasi tliplere igerigi Tablo-9’da verilen hibridizasyon

karigimindan 10,9 pl eklendi.
7. Tupler ~15sn vortekslendikten sonra ve santrifujle ¢okturuldi.

8. 95 °C’de 5 dakika denatiire edilen ornekler slayt tizerine yuklendi ve +42 °C’de 40-72

saat hibridizasyona birakildu.

Tablo-9: Hibridizasyon karigim igerigi

Kimyasal 1 reaksiyon icin gereken miktar
2xHibridizasyon Tamponu 55,4
Hibridizasyon Komponent A 22,1
Hizalama oligosu 2,3
Toplam 79,8

Slaytlarin Yikanmasi

Hibridizasyon sonrasi slaytlar kit ile birlikte gelen yikama soliisyonlari i¢inde yikandr ve

hibridize olmayan fazla DNA fragmentlerinin ve boyalarin uzaklastirilmasi saglandi.

Mikroarray Taratilmasi

Floresan boyalar 1s18a duyarli oldugu igin vakit kaybetmeden Nimblegen MS 200 dizin
tarayisina yerlestirildi. 532 nm ve 635 nm lazer boyutlarinda floresan sinyallar igin tarama

yapildi. Taramasi biten goriintii dosyalar1 kaydedildi.

Goriintii Dosyalarimin Analizi

Goriintii dosyalart DEVA v1.1 programu ile veri dosyalarina ¢evrildi. NEXUS 7.5 yazilimi

ile veri dosyalar1 analiz edildi.

Sonuglarin degerlendirilmesinde su veri tabanlart kullanildi; PubMed (U.S. National
Library of Medicine), COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer), GeneCards
(Human Gene Database), Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and
Haematology, Genetics Home Reference, CCGD (Candidate Cancer Gene Database),
TCGA (The Cancer Genome Atlas).
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4. BULGULAR

4.1. Tum Hasta Gruplarinda Saptanan Kopya Sayis1 Degisiklikleri

Calisilan 18 hasta Orneginin tamaminda aCGH analizi ile kopya sayisi degisikligi
saptanmistir. Saptanan kopya sayisi degisiklikleri tim genom diizeyinde Sekil-3’de
gosterilmektedir. aCGH analizi sonucunda 18 hastada toplam 1704 bolgede KSD
saptanmistir. Hasta bazinda saptanan KSD oran1 94.6’dir. Toplam 957 kopya artis1, 699
kopya kaybi, 27 asir1 kopya artis1, 21 asir1 kopya kaybi tespit edilmistir. En fazla kopya
artiglart 1 ve 17. kromozomda saptanirken en az kopya sayisi degisikligi 13. kromozomda

saptanmistir.

1000 1

800 1
70,0 {°
60,0 1

50,0

400 1

Kopya Sayisa Degisikligi (25)

30,0

200 7

10,0

0.0 45

Kromozom

Sekil-3. aCGH analizi sonucunda saptanan kopya sayisi degisikliklerinin tim genom
duzeyinde gosterimi. (Mavi renk kopya artisini, kirmizi renk ise kopya kaybini
gostermektedir.)
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4.2. Normal Karyotip Saptanmis Hastalarin aCGH bulgular

Calismamiza dahil ettigimiz 18 AML hastasindan 9’u normal karyotipe sahipti. aCGH
analizinde bu 9 hastada ¢ok sayida KSD saptadik. Sekil-4’de normal karyotip saptanan
hastalarin aCGH analizindeki ortak KSD saptanan bdlgeleri kromozom (zerinde
gosterilmektedir. Mavi renk kopya artiglarini, kirmizi renk ise kopya kayiplarini isaret
etmektedir. KSD saptanan hasta sayisina bagli olarak renklerin genigligi artmaktadir. Tablo
10’da ortak KSD saptanan bolgelerdeki gen igerikleri ve hasta sayilari verilmistir.
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Sekil-4. Normal karyotip hasta grubunda ortak kopya sayis1 degisikliklerinin kromozomlar
Uzerinde gosterimi

Tablo-10. Normal karyotip hasta grubunda ortak KSD saptanan bolgelerin igerdikleri
genler

. Kopya sayism . .. . . Hasta Sayis1
Kromozom  Bdlge degisikligi Ilgili Bolgedeki Ortak Genler (n=9)
12 - NOTCH2, FAM72B, Histone3, HIST2H2BA,
1 pll 2 Artig FCGR1B, SRGAP2D, SRGAP2-AS1, 4
o SRGAP2B
NBPF20, LOC100288142, RBM8A, GNRHR2,
1 q21.1 Artis PEX11B. ITGA10, NBPF10 6
AMY1A, AMY1B, AMY1A, AMY1C, AMY2A,
1 p21.1 Artig AMY1A 6
1 g3l.1 Artig MIR548F1, TPR 3
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Kromozom Boélge K(;’gg}i’:ﬂs{;gﬂ Tlgili Bolgedeki Ortak Genler Has(tr?:%?ym

KCNT2, MIR4735, CFH, CFHR3, CFHRA4,

1 g31.3 Artis CFHR1, CFHR2, CFHR5, F13B, ASPM, 3
ZBTB41

1 g32.1 Artig NFASC 2
DDX11L1, MIR6859-1, MIR6859-2,
MIR6859-3, MIR6859-4, WASH7P, MIR1302-

! p36.33 Artig 2, MIR1302-9, MIR1302-10, MIR1302-11, 6
FAM138A, FAM138F, OR4F5
DQ577785, NBPF15, NBPF16, AK310441,

1 421.2 Artis DRD5P2, LOC101060524, LOC645166, 3
BC062745, LOC388692, FAM231D,
BC023516, TRNA Glu, FCGR1C, Histone3

1 g25.3 Artig CACNALE 3

1 g4l Artig USH2A, LOC102723833 2

2 pll.l Artig LOC654342, Mir_544, GGT8P, ACTR3BP2 4

2 g12.3 Artig RANBP2 2

2 g23.3 Artig NEB 2

3 p21.31 Artig MST1 2

3 g29 Artig SDHAP1 2

4 p16.3 Artig ZNF595, ZNF718 3

5 p15.33 Artig ZDHHC11 2

GTF2H2C_2, GTF2H2C, AX748379, SMA,
DQ574682, LOC100272216, DQ596042,
DQ575504, AK124130, DQ570150, GUSBP3,
SERF1, SERF1A, SERF1B, BC045789, SMN1,
5 q13.2 Artis SMN2, NAIP, DQ570835, SMA4, SMAS5, 3
SMA4, GTF2H2B, SMA3, LOC441081,
SMN1, SMN2, SMA3, NAIP, GTF2HZ2,
LOC647859, Z70701, GUSBP9, DQ577092,
AK310013, AK123868

5 q13.2 Kayip OCLN, GTF2H2C_2, GTF2H2C 2

c 435.2 Arts THOC3,  BC042064,  LOC100996385, )
FAM153B, LOC100507387, LOC643201

6 pi2.1 Arti DST, RNU6-71P, DST 2

6 p21.33 Artis STK19, C4A, C4B_2 3

BC073780, LOC541473, LOC100101148,
STAG3L3, PMS2P2, DQ596866, DQ586658,
SPDYES8P, PMS2L2, BC047594, BC110795,
LOC100093631, FKBPG, GTF2IRD2,
7 q11.23 Artis GTF2IRD2,GTF21P4, LOC100093631, 3
GTF2IP1, DQ571357, AL831977, PMS2L14,
GATSL2, PMS2P5, PMS2L2, PMS2P7,
STAG3L1, FKBP6, TRIM74, TRIM73,
NSUN5P1, POM121C, SPDYES5, PMS2P3

; 2111 - AK092048.  LOC101927356,  AK055932,
Gel. $ PCLO, PCLO, SEMA3E, SEMA3A

7 g21.11 Artig CACNA2D1 3

DEFA1B, DEFT1P2, DEFT1P, DEFAS3,

8 p23.1 Artig DEFA1, DEFALB 4
LOC100132167,  FAM27A, Y RNA,
9 p11.2 Artis FAM27E2,  LOC554249,  AK126080, 2
KGFLP1, LINC01189
CNTNAP3,SPATA31AS, SPATA3IAT,
o p13.1- Arts SPATA31A4,  FAMT74A6,  BC118602, .
pl11.2 BC121813, BC019880, GLIDR, MGC21881,

KGFLP2, LOC643648, L0OC102724238,
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Kromozom Bélge K(;)gg}i’:ﬂs{;)giﬂ flgili Bolgedeki Ortak Genler Has(tr?:%:)iym
LOC554249, ANKRD20A2, ANKRD20A3,
DQ573253, DQ590943, DQ588135,
DQ593719, FAM95B1, AK093443,
GXYLT1P3, AK094644, CBWD5, FOXDA4L4,
FOXD4L2, LOC101928381, AK310876,
LOC286297, AQP7P3, DQ587119,
DQ586768, DQ582260, DQ579969,
DQ570938, DQ581981, DQ593430,
ANKRD20A3, LOC642929, FAM74A7,
SPATA31A6
9 p24.1 Artig GLDC 2

DQ600787, AK308561, CR627148,
LINCO01410, PTGER4P2-CDK2AP2P2,

X97876, AK309896, LOC403323, AK000451,
LOC728673, BC000869, BC065763,
AQP7P1, FAM27E3, DQ594366, FAM27B,
ANKRD20A1, BC080605, MIR44T7A,
MIR4477B, LOC642236, FRG1JP, FRG1HP,

9 qqulzl_l Artig LOC100132352, AK096159,  AX747850, 4
' MIR1299, AK311167, PGM5P2, LOC440896,
FOXDA4L6, CBWD6, CBWD5, LOC441426,
ANKRD20A4, DQ581988, DQ584320,
DQ593554, BC064148, BC070322,
LOC100133920, FOXDALS5, CBWDS5,
CBWD3, AKO056618, CBWD3, FOXD4L3,
PGM5-AS1, PGM5
9 q22.32 Artis PTCH1 2
9 g34.3 Artig TUBBP5, FAM157B, DQ577244 4

PTPN20, PTPN20A, PTPN20B, FRMPD2,
BMS1P1, GLUD1P7, FAM35BP, SYT15,
GPRIN2, NPY4R, CH17-360D5.1, ANXAS,

10 ql1.22 Artig LINC00842, HNRNPA1P33, FAM25C, 2
AGAP9, BMS1P6, AK309109, FAM35DP,
ANTXRLP1, AK057316, ANTXRL, FAM25BP,
ANXABL1, ANXA8L2

10 0232 Artis FAM35A. NUTM2A-AS1 3
10 023.3 Artig GRIK4 3
10 426.13 Artis DMBTL 5
’ o121 At ggioé\?slz’ RECOL, GOLTIB, C120rfag, ,
ORI1H1Z, LOC642426, P712P.
LOC101929572, POTEH-ASL,  POTEG.
DQ595091,  DQ590589,  DQ591735.
DQ599717, DQ582260, DO595048, P775P,
DQ786293,  BX248778,  LINCO1296,
DUXAP10,  AK022914, BMS1P18,
14 q11.2 Artis LOC101101776, BCO16035, BMS1P17. 3
LINCO0516,  LINC01296.  BCOA1856.
BC017398,  AK056135,  DQ573684,
DQ582484,  POTEM,  LOC100508046,
OR11H2, OR4Q3, ORAM1, ORAN2, OR4K2,
OR4K5, ORAK1, ORAK15
DO576041,  DQ571479,  BC107108,
e DQ592463,  CHEK2P2.  HERC2P3,
15 T Artis HERC2P7,  DQS582073,  GOLGAGLS, 4

DQ594309, DQ595648, DQ600342,
DQ582939, DQ578838, GOLGAS8CP,
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Kromozom  Bolge K(;)gg}i’:ﬂs{;)giﬂ flgili Bolgedeki Ortak Genler Has(tr?:%:)iym

DQ572979, JB175342, NBEAPL, DQ573684,
DQ595048,  MIR3118-3,  MIR3118-4,
POTEB2, POTEB, POTEB3, NFIP2,
MIR5701-1, MIR5701-2, MIR5701-3, CT60,
LINCO1193,  LOC646214,  CXADRP2,
DQ583164,  DQ582260,  DQ590589,
DQ587539, MIR3118-2, POTEB, DQ786202,
LOC101927079, LOC727924.  ORAM2,
OR4NA, ORAN3P, abParts, AJO04954,
MIR1268A, REREP3, MIRA509-1, MIRA509-
2, DQ582448, GOLGASDP, DQS588687,
DQ599733,  DQ577902,  DQ579907,
GOLGA6L1, GOLGA6L22, DQ582071
GOLGASIP, _ GOLGASI. _ DQ588973,

15 ql1.2 Artis DQ595055,  HERC2P2.  HERC2P7, 5
LOCA440243, GOLGASEP
SNORD116-4, SNORD116-5, SNORD116-7,
SNORD116-6, SNORD116-2, SNORD116-8.
SNORD116-10, SNORD116-11, SNORD116-
12, SNORD116-13,  SNORDI16-14,
SNORD116-15. SNORD116-16, SNORD116-

15 ql1.2 Artis 17, SNORD116-19,  SNURF-SNRPN,
SNORD116-18, SNORD116-20, SNORD116-
21, SNORD116-22, SNORD116-23, C150rf49,
SNORD116-24, SNORD116-25, SNORD116-
26,  SNORD116-27,  SNORD116-28,
SNORD116-29, SNORD116-30, IPW

15 q13.1 Ji HERC2, HERC2 5
AK310526, GOLGAS8J, Metazoa_SRP,
DQ596686,  DQ575576,  DQ575284.
DQ577333,  DQ590616.  DQ578369,
DQ597873,  DQ589249.  DQ596303,
DQ575741, DQ590322, ULK4P3, GOLGAST,
DQ593239, DKFZP434L187, DQ786262,
CHRFAM7A,  DQ587888,  DQ594669,

15 q13.2 Artis DQ596319,  DQ585847,  DQ589803, 2
DQ593983,  DQ583847,  DQ599785,
DQ575242, DQ586415, Metazoa_SRP,
LOC643699,  GOLGASR,  FLJ00278,
FLJ00278, DQ582641, FLJ00278, ULKAP1,
GOLGASH,  AK310030, ARHGAPI1B,
LOC100288637
DO585295, DQ590394, GOLGABK, ULKAP3,
ULK4P2,  GOLGA8O,  WHAMMPL,

15 q13.3 Artig LOC100096255,  AK310041,  FLJ00278, 3
GOLGASN, ARHGAP11A
RNU6-28P, PPIP5KL, CKMT1B, STRC,

15 q15.3 Artis AX748052, CATSPER?2 5
GOLGA6C, _ GOLGAG6D,  DNMIP34,

15 g24.2 Artig COMMDA4 4
FAMI38E,  MIR1302-2,  MIR1302-9,
MIR1302-10,  MIR1302-11,  WASH3P,

15 926.3 Artis MIR6859-1,  MIR6859-2,  MIR6859-3, 8
MIR6859-4
SGF29. CCDCI0L, SULTIAZ, SULTIAL

16 p11.2 Artis NPIPBS, EIF3C, EIF3CL, MIR6862-2. 2

NPIPBY, AK125489, ATXN2L, MIR4721,
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Kromozom Boélge K(;’gg}i’:ﬂs{;gﬂ Tlgili Bolgedeki Ortak Genler Has(tr?:%?ym

TUFM. NPIPLL
INOBOE, DOC2A, Cl60rf92, FAMSTB,

16 p1l2 Artis AK097527, ALDOA 3
IGH, IGHV 3-07, IGH, VHDJH. IGH, 1GH,
IGHV3-07, HERC2P4, HERC2P4, AK300387,
TP53TG3D,  BC042588,  LOC390705.
BCO41879,  DQ571479,  TP53TG3,

16 p11.2 Artis TP53TG3B, TP53TG3C, X69637, DQ574674. 3
SLC6AI0P, IGH, abParts, TP53TG3,
TP53TG3B,  TP53TG3C,  TP53TG3.
TP53TG3B.  RNU6-76P,  ENPP7P13
JF934746, IGH, IGH, IGH, BC068290
LOC23117, OTOA, RRN3PL, NPIPBA,
LOC100132247, LOC23117, DQ598910,

16 p12.2 Artig DKFZp779K0112, DQ592203, 4
DKFZp547E087
RRN3P3, SMGIPL, DQ584116, NPIPBS,

16 p12.2 Artis LOC100132247, DQ576951, LOC653786 4

16 p13.11 Artis ABCC6 3
NOMO3, MIR3179-2, MIR3670-1, MIR3180-
1, MIR6770-1, PKDIP1, DQ596229,

16 ! s MIR6511A1,  MIR6511A3,  AK310228, 2
NPIPA7, NPIPAS, NPIP

16 013.3 Artis TCRBV20S1, PKD1 3
EVPLL, DO571055, DQ570768, DQ576083,
DQ585755,  DQ595911,  DQS578124,
DQ579248,  DQ592713.  DQS586114,
DQ595299,  DQ585853.  DQ593368,

17 p11.2 Artis DQ578661.  DQ579174.  DQ572300, 5
DQ592578,  DQ586004.  DQ584883,
AX748015, FLJ35934, BC040601, KRT17P5.
LOC339240,  AK296148,  KRT16PL,
LGALSIC, FAM106A, USP32P2, CCDC144B

17 0112 Artis LGALSC 7
GRAP, DL490867. GRAPL, BCO58012,

17 p112 Artis LOC79999, LOC388436, EPN2-IT1, EPN2 2
CCDCI44CP, AK295707,  BCO19672,

17 p11.2 Artis FAM106B, AK310665, BC044655, L GALSOB, 6
KRT16P3
MAP2K3, KCNJ12, KCNJI8, Cl7orf5L,

17 p11.2 Artis UBBP4, FAM27L.  FLJ36000, TRNA, 3
JB137816, MTRNR2L1, TRNA

17 012 Artis CDRT4, TVP23C-CDRT4 3

17 D131 Artis CHD3 3
DO586040,  DQ575687,  DQ570124,

17 p13.2 Artis DQ576627.  DQ584383,  DQ574802. 2
DQ573130, USP6

17 g11.2 Artig NF1 3

17 q12 Artis AATE, MIR2909. ACACA 2
KRT13. MIR6510, KRT15, AKO90604,

17 q21.2 Artis KRT19, LINC00974, LOC147093, KRTO, 3
KRT14, KRT16, KRT17, KRT42P, JUP

17 42131 Kopya kaybi __ARL17A, ARL17B, NSFP1 7

19 p13.2 Artis CACNAIA 2

19 p13.2 Artis MCOLNL, PNPLAG 2

19 p13.2 Artis MUC16 2
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Kromozom Bélge K(;gg:ﬂs{;?is‘ flgili Bolgedeki Ortak Genler Has(t:]l:%:)iym

WASH5P, MIR1302-2, MIR1302-9, MIR1302-

19 013.3 Artis 10, MIR1302-11, FAM138A, FAM138F, 3
OR4F17, FLJ45445, LINC01002, DQ600587,
DQ574670, DQ593908

19 q13.2 Artis RYRL 2

19 q13.2 Artis GRIKS 2
CBLC, BCAM, PVRL2, TOMM40, APOE,

19 g13.32 Artig APOC1, APOC1P1, APOC4, APOC4-APOC?2, 2
APOC2
PRKCG, CACNG7, CACNGS8, MIR935,

19 g13.42 Artig CACNG6, VSTM1, TARMI1, OSCAR, 2

NDUFA3, TFPT, PRPF31

DQ579288, DQ590589, BC071797,

JB074932, MIR3648-1, MIR3648-2,
Artis MIR3648, MIR3687-1, MIR3687-2, MIR3687, 5

DQ590126, TEKT4P2, AK311573, TPTE,

BAGE3, BAGE2, BAGE4, BAGES
21 q21.3 Artis GRIK1-AS2, GRIK1 2
BMS1P17, BMSL1P18, LINCO00516,
AK022914, DUXAPS, BC017398, AK056135,
LINC01297,  DQ590589,  DQ573684,
DQ595048, DQ587539, DQ582484,
DQ599820, P704P, POTEH, POTEH-ASL,
P712P, OR11H1
USP18, AK129567, AK302545, GGT3P,
BC112340, BC051721, AL117485, DQ786190
LOC729444, TMEM191B,  HV593096,
HV593134, HV593127, HV593178,
HV593135, PI4KAP1, 7SK, RIMBP3,
Metazoa_SRP, JX456220, USP41
TMEM191A,  HV503183,  HV593110,
SERPIND1, PI4KA
BCRP2, POM121L7, DQ570150, FAM230B,
22 q11.21 Artis BC039313, AK128837, GGT2, POM121L7, 4

BCR, POM121L8P, AX748067
abParts,  PRAME,  LL22NCO03-63E9.3,

p11.2 -

21 011.1

22 gl1.1 Artis

22 gll.21 Artis

22 gll.21 Artis

22 gll.21 Artis

22 ql1.22 Artig LOC648691, BCR, POM121L1P, DQ597441, 2
GGTLC2, DKFZp667J0810
22 q11.23  Yiiksek Artis  BCRP3, DKFZp434K191, POM121L10P 2
22 q11.23 Artis GGT1 3
22 q13.2 Artis SERHL, RRP7A, SERHL2, RRP7B 3
22 q13.33 Artis ACR, RABL2B, RPL23AP82 3
4.2.1. Hasta 1

Kromozom analizinde 46,XX karyotipi saptanan AML M2 tanili hastanin FISH analizi normaldi.
FLT3 mutasyonu negatifti. Hastanin aCGH analizinde KSD saptanan bolgeler AML patogenezi

acisindan 6nemi olabilecek genleri icermemekteydi.
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4.2.2. Hasta 2

Kromozom analizinde 46,XY karyotipi saptanan AML M5 tanili hastanin FISH analizi normaldi.
FLT3 mutasyon analizinde D835(+) idi. aCGH analizinde KSD saptanan bdlgelerden AML
patogenezi ve prognozu ile iligkili olabilecek genler Tablo-11’de verilmistir.

Tablo-11. Hasta 2’nin aCGH analizinde AML icin klinik dnemi olabilecek genler

Baslangic-Bitis

Kromozom Bélge (Niikleotid) Duzensizlik Klinik Onemi Olabilecek Genler
1 q21.1 - q22 11‘;%_)8285%%2585 Kopya artist PBXIP1, MUC1
pl11.2 - 28,836,845- CTF1,MAZ
16 0111 35,177,546  copyaartisi
AKT2, AXL, BAX, CAPNS1,
CEACAMS5,CLEC11A, FLT3LG, IL11,
19 qié i3 22%298%%73 Kopyaartist  LGALS4MIR125A, NCCRP1, NUP62,
ge. — PDCD5, PLEKHG2, SERTAD1, SIRT2,
SPHK2, TRPM4, UQCRFS1,
4.2.3. Hasta 3

Kromozom analizinde 46,XX karyotipi saptanan AML M4/M5 tanili hastanin FISH analizi
normaldi. FLT3 mutasyon analizi negatifti. aCGH analizinde KSD saptanan bdlgelerden AML

patogenezi ve prognozu ile iligkili olabilecek genler Tablo-12°de verilmistir.

Tablo-12:.Hasta 3’iin aCGH analizinde AML icin klinik 6nemi olabilecek genler

Kromozom Boélge Baslangic-Bitis (Niikleotid) Duzensizlik  Klinik Onemi Olabilecek Genler

17 gql2 17:35,339,470-35,642,518 Kopya artisi AATF
22 gl1.22 22,893,789-23,168,038 Kopya artisi PRAME
4.2.4. Hasta 4

Kromozom analizinde 46,XX karyotipi saptanan AML MO/M1 tanili hastanin FISH analizi
normaldi. FLT3 mutasyonu negatifti. KSD saptanan bélgelerden AML patogenezi ve prognozu ile

iliskili olabilecek genler Tablo-13’de verilmistir.

Tablo-13. Hasta 4’iin aCGH analizinde AML i¢in Klinik 6nemi olabilecek genler

Kromozom Boélge  Baslangic-Bitis (Niikleotid) Duzensizlik  Klinik Onemi Olabilecek Genler

22 gl1.21 18,640,376-18,968,662 Kopya arisi USP18
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4.2.5. Hasta 5
Kromozom analizinde 46,XY karyotipi saptanan AML M6 tanili hastanin FISH analizi normaldi.
FLT3 mutasyon analizi negatifti. KSD saptanan bolgelerden AML patogenezi ve prognozu ile

iliskili olabilecek genler Tablo-14’de verilmistir.

Tablo 14. Hasta 5’in aCGH analizinde AML i¢in klinik énemi olabilecek genler

Baslangic-Bitis

Kromozom  Bolge Dizensizlik  Klinik Onemi Olabilecek Genler

(Nukleotid)
177,144,786-
5 q35.3 177,501,376 Kopya artist PROP1
117,782,952-
9 g33.1 117,848,773 Kopya artist TNC
1 pll.2 45,921,845-45,937,332 Kopya artist MAPK8IP1
12 g21.1-g22 52,841,762-53,070,957 Kopya artist KRT6A
3 35,381,131-
17 ql2 35,650,283 Kopya artisi AATF
29 qll.21 18,642,560-18,882,466 £orye ot USP18
v gl2 59,318,247-59,373,566 Kopya artis1 IL9R
4.2.6. Hasta 6

Kromozom analizinde 46,XY karyotipi saptanan AML M5 tanili hastanin FISH analizi normaldi.
FLT3 mutasyon analizi negatifti. KSD saptanan bolgelerden AML patogenezi ve prognozu ile

iliskili olabilecek genler Tablo-15’de verilmistir.

Tablo 15. Hasta 6’nin aCGH analizinde AML icin klinik 6nemi olabilecek genler

Baslangic-Bitis

Kromozom Bolge (Niikleotid) Diizensizlik Klinik Onemi Olabilecek Genler
ql1.21
- 46,069,121~
10 q11.22 48,388,804 Kopya artist ANXA8
4.2.7. Hasta 7

Kromozom analizinde 46,XX Kkaryotipi saptanan AML MO/M1 tanili hastanin FISH analizi
normaldi. FLT3 mutasyon analizi negatifti. KSD saptanan bdlgelerden AML patogenezi ve

prognozu ile iligkili olabilecek genler Tablo-16’de verilmistir.
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Tablo 16. Hasta 7’nin aCGH analizinde AML icin klinik dnemi olabilecek genler

Kromozom Bolge Baslangi¢-Bitis (Niikleotid) Duzensizlik o|§tl,iir|](3i|;e<|<jrc]§gf]1i|er
1 p36.33  1,452,616-1,462,484 Kopya artist ATAD3A
1 p35.1 32,793,993-32,798,569 Kopya kaybi HDAC1
2 q37.3 241,395,463-241,406,911 Kopya artis GPC1
: 435.2 1176,520,722-176,528,679 Kopya artisi FGER4
5 q35.3 180,049,737-180,056,702 Kopya artigi FLT4
5 g35.1 170,810,954-170,818,624 Kopya kaybr NPM1
6 p21.2 37,138,246-37,140,857 Kopya artist PIM1L
10 qll22  46,867,264-47,131,189 Kopya artis: ANXAS
13 q13.1 :32,366,488-32,597,121 Kopya artist RXEP2
1 432.2 101,296,607-101,299,935 Kopya kaybr MEG3
19 pl312  15367,053-15,374,785 Yitksek kopya artist BRD4
92 qil21  18,657,470-18,908,832 Kopya artist USP18

4.2.8. Hasta 8
Kromozom analizinde 46,XX karyotipi saptanan AML M2 tanili hastanin FISH analizi normaldi.
FLT3 mutasyon analizi negatifti. KSD saptanan bélgelerden AML patogenezi ve prognozu ile

iliskili olabilecek genler Tablo-17’de verilmistir.

Tablo-17. Hasta 8’in aCGH analizinde AML igin klinik 6nemi olabilecek genler

Baslangic-Bitis Klinik Onemi
Kromozom  Bdlge . - .
(Nukleotid) Duzensizlik Olabilecek Genler
10 qll.22  48,076,453-48,281,032 Kopya artist ANXAS
17 p13.3 1,959,006-1,961,614 Kopya kayb HIC1
4.2.9. Hasta 9

Kromozom analizinde 46,XX karyotipi saptanan AML M3 tanili hastanin FISH analizi normaldi.
FLT3 ITD mutasyonu pozitifti. aCGH analizinde KSD saptanan bélgelerden AML patogenezi ve

prognozu ile iligkili olabilecek genler Tablo-18’de verilmistir.
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Tablo-18. Hasta 9°da aCGH analizinde AML icin klinik 6nemi olabilecek genler

) Baslangic-Bitis L Klinik Onemi Olabilecek
Kromozom Bdlge (Niikleotid) Duzensizlik Genler
30,201,500-
16 pl1.2 30,930,531 Kopya artis1 CTF1
18,640,419-
22 gl1.21 19,010,414 Kopya artigt USP18

4.3.Karyotip anomalisi saptanmis hastalarin aCGH bulgulari

Toplam 4 hastada sitogenetik analiz sonucu karyotip anomalisi saptanmgtir. Sekil-5’de karyotip
anomalisi saptanan hastalarin aCGH analizindeki ortak KSD saptanan bolgeleri kromozom
tizerinde gosterilmektedir. Mavi renk kopya artislarini, kirmizi renk ise kopya kayiplarini
isaret etmektedir. KSD saptanan hasta sayisina bagli olarak renklerin genisligi artmaktadir.

Tablo-19°da ortak KSD saptanan bolgelerdeki gen igerikleri ve hasta sayilari verilmistir.
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Sekil-5. Karyotip anomalisi olan hasta grubunda ortak kopya sayisit degisikliklerinin
kromozomlar izerinde gosterimi
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Tablo-19. Karyotip anomalisi saptanan hastalarda kopya sayisi degisikligi saptanan
bolgelerdeki ortak genler

Kromozom Bdlge Kopya sayisi ilgili Bolgedeki Ortak Genler Hasta sayis1
degisikligi (n=4)
pl2 ARTIS NOTCH2 4

1 pl2 ARTIS FAMT72B, Histone3, HIST2H2BA, FCGR1B, 2
SRGAP2D, SRGAP2-AS1, SRGAP2B

1 p21.1 ARTIS ACTG1P4, AMY2B, AMY2A, AMY1A, AMY1B, 3
AMY1A, AMY1C, AMY2A, AMY1A

1 p36.11  ARTIS SYF2, RSRP1, Clorf63, RHD, AX747205

1 p36.33  ARTIS FAMS87B, LINC00115, LINC01128, LOC6243837

1 p36.33  ARTIS DDX11L1, MIR6859-1, MIR6859-2, MIR6859-3,
MIR6859-4, WASH7P

1 p36.33  ARTIS WASH7P, MIR1302-2, MIR1302-9, MIR1302-10, 2

MIR1302-11, FAM138A, FAM138F, OR4F5,
LOC729737, DQ597235, DQ599768,
LOC100133331, LOC100132062, LOC100132287,
LOC388312, OR4F16, OR4F29, BC036251,
LOC101928626, JA429830, JA429831, JB137814,
MIR6723, M37726, OR4F3,CDK11B, CDC2L1,
CDK11B, MMP23A, SLC35E2B, CDK11A

1 g21.1 ARTIS SRGAP2B, AF420437, AL050141, AX746564, 3
LINC00623, LINC00869, LOC728875, BC047032,
PPIAL4B, PPIALAC, NBPF8, LOC728875,
AK094156, BC073801, PFN1P2, NBPF9,
AX747132, TRNA_GIn, LOC653513, PDE4DIP,
U2, BC065231, BX647792, SEC22B,
NOTCH2NL, NBPF20, LOC100288142

1 gq21.1 ARTIS BC053679, BC029473, CR936796, AK056396, 2
LOC102723769, DQ587539, DQ596206,
BC070106, RNU1-13P, LINC00875,
LOC100130000, DQ571491, LINC01138,
PPIAL4G, FAM72D

1 q21.2  ARTIS NBPF11, NBPF8 2
1 931.3  ARTIS CFH, CFHR3, CFHR4, CFHR1 2
2 q12.3  ARTIS RANBP2 2
2 423.3  ARTIS NEB 2
3 p21.31  ARTIS MST1 2
4 pl6.3  ARTIS ZNF595, ZNF718 3
5 q13.2  ARTIS GTF2H2C_2, GTF2H2C, AX748379, SMA, 2

DQ574682, LOC100272216, DQ596042,

DQ575504, AK124130, GUSBP3,NAIP,

DQ570835, SMA4, SMAS, SMA4
5 q13.2  ARTIS OCLN 3
6 p21.33  ARTIS STK19, C4A, C4B_2 2
6 p21.33  ARTIS CYP21A1P, TNXA, TNXB 2
7 q11.23  ARTIS POM121, NSUN5P2 2
7 q11.23  ARTIS BC073780, LOC541473, LOC100101148, 2

STAG3L3, PMS2P2, DQ596866, DQ586658,
SPDYES8P, PMS2L2, FKBP6
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Kromozom Boélge Kopya sayisi flgili Bolgedeki Ortak Genler Hasta sayis1
degisikligi (n=4)

8 p23.1 ARTIS FLJ00326, LINC00965, DEFB109P1B, FAM66B, 2
USP17L1, USP17L1P, USP17L4, ZNF705G,
DEFB4B, DEFB103A, DEFB103B, SPAG11B,
DEFB104A, DEFB104B, DEFB106A, DEFB105A,
DEFB105B, DEFB107A, DEFB107B, PRR23D1,
PRR23D2, FAM90A7P, FAM90A10P,
DEFB106B, SPAG11A, DEFB103A, DEFB4A,
ZNF705B, USP17L8, USP17L3, FAMG6E

8 g21.11  ARTIS MIR5681A, MIR5681B, MIR2052HG, FLJ39080, 2
- MIR2052, P115, AK024242, CRISPLD1,
q24.23 BC062758, CASC9, HNF4G, LINCO01111,

ZFHX4-AS1, ZFHX4, MIR3149, PEX2,
LOC102724874, BC036404, PKIA-AS], PKIA,
ZC2HC1A, LOC101241902, IL7, STMN2, HEY1,
LINC01607, U7, LOC101927040, AK055332,
MRPS28, TPD52, MIR5708, DJ031142, ZBTB10,
Mir_562, ZNF704, PAG1, FABP5, PMP2, FABP9,
FABP4, FABP12, IMPAL, SLC10A5, ZFAND1,
CHMP4C, SNX16, BC038578, LINC01419,
RALYL, LRRCC1, E2F5, AB209185, C8orf59,
CA13, CAl, CA3, CA3-AS1, CA2, FW340046

9 q34.3 ARTIS TUBBP5, FAM157B, DQ577244

10 g26.13  ARTIS DMBT1

11 g23.3 ARTIS ARHGEF12

11 q24.1  ARTIS SORL1

NININIDNIDN

14 qll.2  ARTIS OR11H12, LOC642426, P712P, LOC101929572,
POTEH-AS1, POTEG, DQ595091, DQ590589,
DQ591735, DQ599717, DQ582260, DQ595048,
P775P, DQ786293, BX248778, LINC01296,
DUXAP10, AK022914, BMS1P18,
LOC101101776, BC016035, BMS1P17,
LINC00516, LINC01296, BC041856, BC017398,
AK056135, DQ573684, DQ582484, POTEM,
LOC100508046, OR11H2, OR4Q3, OR4M],
OR4N2, OR4K2, OR4KS5, OR4K1

15 qll.1- ARTIS DQ576041, DQ571479, BC107108, DQ592463, 3

q11.2 CHEK2P2, HERC2P3, HERC2P7, DQ582073,
GOLGA6L6, DQ594309, DQ595648, DQ600342,
DQ582939, DQ578838, GOLGASCP, DQ572979,
JB175342, NBEAP1, DQ573684, DQ595048,
MIR3118-3, MIR3118-4, POTEB2, POTEB,
POTEB3, NF1P2, MIR5701-1, MIR5701-2,
MIR5701-3, CT60, LINC01193, LOC646214,
CXADRP2, DQ583164, DQ582260, DQ590589,
DQ587539, MIR3118-2, POTEB, DQ786202,
LOC101927079, LOC727924, abParts

15 ql1l.2 ARTIS HERC2P2, HERC2P7, LOC440243, GOLGASEP

15 qll.2 ARTIS GOLGAS8IP, GOLGASI, DQ588973, DQ595055

15 gql3.1 ARTIS HERC2, HERC2

15 g15.3 ARTIS RNUG6-28P, PPIP5K1, CKMT1B, STRC,
AX748052, CATSPER2

15 q24.2 ARTIS GOLGAGC, GOLGAGD 2
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Kromozom Boélge Kopya sayisi flgili Bolgedeki Ortak Genler Hasta sayis1

degisikligi (n=4)
15 q26.3  ARTIS OR4F13P, OR4F4, FAM138E 4
16 pll2  ARTIS EIF3CL, MIR6862-1, EIF3C
16 pll.2  ARTIS VHDJH, IGH, IGH, IGHV3-07, HERC2P4, 3

HERC2P4, AK300387, TP53TG3D, BC042588,
LOC390705, BC041879, DQ571479, TPS3TG3,
TP53TG3B, TP53TG3C, X69637, DQ574674,
SLC6A10P, IGH, abParts, TP53TG3, TP53TG3B,
TP53TG3C, TP53TG3, TP53TG3B, RNUG6-76P,
ENPP7P13, JF934746, IGH, BC068290

16 pl2.2 ARTIS LOC23117, OTOA, RRN3P1, NPIPB4, 2
LOC100132247, LOC23117, DQ598910,
DKFZp779K0112

16 pl2.2 ARTIS RRN3P3, SMG1P1, DQ584116, NPIPBS5, 2
LOC100132247, DQ576951, LOC653786

17 pl1.2 ARTIS EVPLL, DQ571055, DQ570768, DQ576083, 2

DQ585755, DQ595911, DQ578124, DQ579248,
DQ592713, DQ586114, DQ595299, DQ585853,
DQ593368, DQ578661, DQ579174, DQ572309,
DQ592578, DQ586004, DQ584883, AX 748015,
FLJ35934, BC040601, KRT17P5, LOC339240,
AK296148, KRT16P1

17 pll.2  ARTIS LGALSOC

17 pl1.2 ARTIS FAM106A, USP32P2, CCDC144B

17 pl1.2 KAYIP GRAP, DL490867, GRAPL, BC058012

NINIW|>

17 pl1.2 ARTIS SPECC1, CCDC144CP, AK295707, BC019672,
FAM106B, AK310665, BC044655, LGALS9B,
KRT16P3, AK127974, DQ600835, DQ577610,
DQ586256, DQ592701, DQ581854, DQ576593,
DQ571776, DQ583069, DQ587527, DQ571391,
DQ577541, DQ577743, DQ597161, DQ598304,
DQ579754, DQ581615, DQ586142, DQ595999,
DQ586800, DQ578310, DQ580819, DQ580080,
DQ601084, DQ591451, DQ598579, DQ597254,
DQ585724, DQ572047, DQ574249, DQ584223,
CDRT15L2,CCDC144CP

17 qll.2  ARTIS NF1

17 gq21.31  ARTIS KANSL1, KANSL1-AS1

19 pl3.2  ARTIS MUC16

WIN|INDN

19 p13.3 ARTIS WASH5P, MIR1302-2, MIR1302-9, MIR1302-10,
MIR1302-11, FAM138A, FAM138F, OR4F17

21 pl1.2- ARTIS DQ579288, DQ590589, BC071797, JB074932, 3
pll.1 MIR3648-1, MIR3648-2, MIR3648, MIR3687-1,
MIR3687-2, MIR3687, DQ590126, TEKT4P2,
AK311573, TPTE, BAGE3, BAGE2, BAGE4,
BAGES

22 gqll.l ARTIS BMS1P17, BMS1P18, LINC00516, AK022914, 3
DUXAPS, BC017398, AK056135, LINC01297,
DQ590589, DQ573684, DQ595048, DQ587539,
DQ582484, DQ599820, P704P, POTEH, POTEH-
AS1, P712P

53



Kromozom Boélge Kopya sayisi flgili Bolgedeki Ortak Genler Hasta sayis1

degisikligi (n=4)
22 q11.21  ARTIS USP18, AK129567, AK302545, GGT3P, 2
BC112340, BC051721, AL117485, DQ786190
22 q11.21  ARTIS SERPIND1, PI4KA,BCRP2, POM121L7, 2

DQ570150, FAM230B, BC039313, AK128837,
GGT2, POM121L7, BCR, POM121L 8P,
AX748067, Metazoa_SRP, RIMBP3C, RIMBP3B,

7SK
22 gql1.23  ARTIS GGT1, BCRP3, DKFZp434K191, POM121L10P 2
22 ql3.33  ARTIS RABL2B, RPL23AP82

4.3.1. Hasta 10

Kromozom analizinde 46,XX,t(2p;6q) karyotipi saptanan AML M3 tanili hastanin FISH analizi
normaldi. FLT3 mutasyonu saptanmadi. aCGH analizinde KSD saptanan bolgelerden AML
patogenezi ve prognozu ile iliskili olabilecek her hangi bir gende kopya sayisi degisikligi

saptanmamistir.

4.3.2. Hasta 11

Kromozom analizinde 47,XX,+8[2]/46,XX[1] karyotipi saptanan AML M5 tanili hastanin FISH
analizi incelenen hiicrelerin %40’mnda 8q21.3 bolgesine ait 3 sinyal saptandi. FLT3 mutasyonu
saptanmadi. aCGH analizinde KSD saptanan bolgelerden AML patogenezi ve prognozu ile iliskili
olabilecek genler Tablo 20°de verilmistir.

Tablo 20. Hasta 11°in aCGH analizinde AML i¢in klinik énemi olabilecek genler

Baslangic-Bitis

Kromozom Bolge . . Duzensizlik Klinik Onemi Olabilecek Genler
(NuKleotid)
q21.2 - 86,843,076- COX6C. PTDSS]
8 q23.3 117,317,029 Kopya artist RUNX1TL
6,835,079- }
N Y iiksek k
023.1 6,876,588 tKsex kopya DEFAL
artisi
g21.11 - 75,348,676-
8 q21.2 86,556,024 Kopya artist E2F5,FABP5

4.3.3. Hasta 12

Kromozom analizinde 47,XX,+8 karyotipi saptanan AML M6 tanili hastanin FISH analizi
incelenen hiicrelerin %86’sinda 8q21.3 bolgesine ait 3 sinyal saptandi. FLT3 mutasyonu
saptanmadi. aCGH analizinde. KSD saptanan bolgelerden AML patogenezi ve prognozu ile iliskili

olabilecek genler Tablo 21°de verilmistir.
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Tablo-21. Hasta 12°de aCGH analizinde AML icin klinik 6nemi olabilecek genler

Baslangic-Bitis

Kromozom Bdlge (Niikleotid) Duzensizlik Klinik Onemi Olabilecek Genler
49,944,532-
3 p21.31 50,132,563 Kopya kaybi RBM5
101,407,261-
7 g22.1 101,478,710 Kopya kaybi CUX1
61,594,213-
P BAALC, COX6C, DEFA1, E2F5,
8 gql2.1-q22.3 104,303,493 Kopya artisi FABP5 FGFRL PTDSS1, RUNXITL
46,949,270-
8 qll.l-gl2.1 61,588,866 Kopya artisi LYN,LYPLAL
104,310,916-
8 g22.3-q24.3 146,364,022 Kopya artisi LYBE, MIR30D, MYC, TRIB1
181,081-
8 p23.3-pll.l 43,732,221 Kopya artisi PTK2B, IDO1
18,365,217-
X p22.13 18,476,518 Kopya kayb1 SCML2

4.3.4. Hasta 13
Kromozom analizinde 47,XX,+mar. ish der(21)(RUNX1+)[4]/46,XX[16]karyotipi saptanan AML

tanil1 hastanin FISH analizi incelenen hiicrelerin %50’sinde 21922 boélgesine ait 3 sinyal saptandi.

FLT3 mutasyonu saptanmadi. aCGH analizinde KSD saptanan bolgelerden AML patogenezi ve

prognozu ile iliskili olabilecek genler Tablo-22’de verilmistir.

Tablo-22. Hasta 13°de aCGH analizinde AML igin klinik 6nemi olabilecek bolgeler

Baslangic-
Kromozom Bolge Bitis Duizensizlik llgili Bélgedeki Genler
(Nukleotid)
52,842,194-
12 g13.13 52,914,071  Kopya artist KRT6A
7,605,786-
17 p13.1 7,812,036 Kopya artisi LSMD1,NAA38
:18,642,560- ,
i Yiksek
22 gl11.21 18,875,507 Kopya artist USP18
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4.4, Kompleks karyotip saptanmis hastalarin aCGH bulgular:

Sitogenetik analiz sonucu kompleks karyotip saptanan 4 hasta ve aCGH analizinde kompleks
molekiiler karyotip bir hasta kompleks karyotip saptanan hasta grubunda toplanmustir.

Sekil-6’da komplesks karyotip saptanan hastalarin aCGH analizindeki ortak KSD saptanan
bolgeleri kromozom (izerinde gosterilmektedir. Mavi renk kopya artislarini, kirmizi renk
ise kopya kayiplarini isaret etmektedir. KSD saptanan hasta sayisina bagli olarak renklerin
genisligi artmaktadir. Tablo-23’de ortak KSD saptanan bolgelerdeki gen igerikleri ve hasta

sayilar1 verilmistir.
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Sekil-6. Kompleks karyotip hasta grubunda ortak kopya sayist degisikliklerinin
kromozomlar Gzerinde gosterimi
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Tablo 23. Kompleks karyotip hasta grubunda kopya sayis1 degisikligi saptanan bolgelerdeki
ortak genler

Kromozom Bélge Duzensizlik Tlgili Bolgedeki Ortak Genler Hasta Sayisi
(n=5)

pl2 ARTIS REG4, NBPF7, ADAM30, NOTCH2 2
pl2 - ARTIS NOTCH2, FAM72B, Histone3, HIST2H2BA, 2
pll.2 FCGR1B, SRGAP2D, SRGAP2-AS1,

1 p21.1 ARTIS AMY2B, AMY2A, AMY1A, AMY1B, AMY1A, 4

AMY1C, AMY2A, AMY1A
1 p36.33 ARTIS DDX11L1, MIR6859-1, MIR6859-2, MIR6859-3, 2

MIR6859-4, WASH7P, MIR1302-2, MIR1302-9,
MIR1302-10, MIR1302-11, FAM138A,
FAM138F, OR4F5, LOC729737, DQ597235,
DQ599768, LOC100133331, LOC100132062,
LOC100132287, LOC388312, OR4F16, OR4F29,
BC036251, LOC101928626, JA429830,
JA429831, JB137814, MIR6723, M37726

1 g21.1 ARTIS NBPF20, LOC100288142, GPR89A, NBPF10, 2
GPR89C, NBPF25P

2 pll.l  ARTIS  LOC654342, Mir_544, GGT8P, ACTR3BP2 2
2 p21 KAYIP  LOC102723854 2
4 p16.3  ARTIS  ZNF595, ZNF718 2
5 gll2  KAYIP  GPBP1 2
5 q132  KAYIP  GUSBP3, SMA4 3
5 q132  KAYIP  SMAS 2
5 q35.1  KAYIP  ATP6VOE1, SNORA74B, CREBRF, BNIP1, 2
NKX2-5
6 p21.32  KAYIP  HLA-DRB5, HLA-DRB1 2
6 q27 KAYIP  BC036251 2
7 pla2  KAYIP  BC084560, DPY19L2P1, TBX20 2
9 pll2  KAYIP  LOC101927827, LOC103908605, Y_RNA 2
9 p12 KAYIP  SPATA31A5, SPATA31A7, SPATA3IA4, 2
FAM74A6, BC118602, BC121813
9 p131  ARTIS  CNTNAP3 3
9 p13.1  ARTIS  CNTNAP3, SPATA31A2, FAM74A1, ZNF658B, 2

LOC653501, SPATA31AL, DQ586551,
CNTNAP3B, SPATA31A3, FAM74A3, ZNF658,
SPATA31A5, SPATA31A7, SPATA31A4,
FAM74A6, BC118602, BC121813, BC019880,
GLIDR, MGC21881, KGFLP2, LOC643648,
LOC102724238, LOC554249, ANKRD20A2,
ANKRD20A3, DQ573253, DQ590943,
DQ588135, DQ593719, FAM95B1, AK093443,
GXYLT1P3, AK094644, CBWD5, FOXDAL4,
FOXDA4L2, LOC101928381, AK310876,
LOC286297, AQP7P3, DQ587119, DQ586768,
DQ582260, DQ579969, DQ570938, DQ581981,
DQ593430, ANKRD20A3, LOC642929,
FAM74A7, SPATA31A6, CNTNAP3P2,
CNTNAP3B, DQ574527, DQ600788,
XLOC_007697, LOC101927827, LOC103908605,
Y _RNA, FAM27C, FAM27E3, LOC102723709,
LOC100132167, FAM27A, Y_RNA, FAM27E2,
LOC554249, AK126080, KGFLP1, LINC01189
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Kromozom Boélge

Duzensizlik

ilgili Bélgedeki Ortak Genler

Hasta Sayis1

(n=5)
10 q11.23 KAYIP PARG, TIMM23B, TIMM23, SNORAT74, 2
AK?294819, BC035067, AGAP6, FLJ31813,
FAM21EP, FAM21A
10 g22.3 ARTIS KCNMA1, KCNMA1-AS3 2
10 g23.1 - ARTIS GRID1 2
g23.2
10 g26.13 ARTIS DMBT1 3
10 q26.13 ARTIS C100rf120, DMBT1P1, FLJ46361, CUZD1, 2
FAM24B-CUZD1, FAM24B, LOC399815,
FAM24A
11 pl1.2 ARTIS TSPAN18 2
11 p15.1 ARTIS NAV2-AS5, NAV2-AS4, MIR4486, SNORAL, 2
LOC100126784, NAV2, MIR4694
11 p15.3 ARTIS CSNK2A3, GALNT18, MIR4299, MIR8070, 2
USP47
11 p15.4 ARTIS TRIM22, OR52N4, OR52N5, OR52N1, TRIMS5, 2
OR52N2, OR52E6, OR52E8, OR52E4
11 g13.1 KAYIP EFEMP2 2
11 ql4.1 ARTIS DLG2 3
11 ql4.2 ARTIS ME3, OR7E2P, PRSS23, AL832007, FZD4 2
11 g21 ARTIS MRE11A MAML2 2
11 g23.2 ARTIS NCAM1 2
12 p13.33 KAYIP F379, FAM138D, DKFZp434K1323, 3
LOC100288778, DDX11L11, IQSEC3
13 ql4.12 KAYIP NUFIP1, GPALPP1, KIAA1704, LOC101929259, 2
GTF2F2
13 g32.3 KAYIP DOCK9, DOCK9-AS2, UBAC2-AS1, 7SK, 2
GPR18, UBAC2, GPR183, MIR548AN, FKSG29,
MIR623, LINC01232, AK123584, TM9SF2,
LINC01039, MIR4306, CLYBL-AS2, CLYBL-
AS1, CLYBL, LOC101927437, ZIC5
13 q34 KAYIP LINC01054 2
14 gl1.2 KAYIP OR11H2, OR4Q3, OR4M1, OR4N2, OR4K2, 2
OR4K5, OR4K1
14 gqll.2 ARTIS AV25S1, TRA, TCR, T-cell receptor alpha chain 3
variable ..., TRD, TRAC, av27sl, TCR- alpha V
33.1, TCR-alpha, hADV29S1, TRA@, AV4S1,
hADV36S1, hADV38S2, hDV102S1, AK125397,
AKO093552, TCRDV2J2, TRDC, TCRDV2,
hDV103S1, X61074
15 gl1.1 - ARTIS DQ576041, DQ571479, BC107108, DQ592463, 2
gql1.2 CHEK2P2, HERC2P3, HERC2P7, DQ582073,

GOLGAGLG, DQ594309, DQ595648, DQ600342,
DQ582939, DQ578838, GOLGASCP, DQ572979,
JB175342, NBEAP1, DQ573684, DQ595048,
MIR3118-3, MIR3118-4, POTEB2, POTEB,
POTEB3, NF1P2, MIR5701-1, MIR5701-2,
MIR5701-3, CT60, LINC01193, LOC646214,
CXADRP2, DQ583164, DQ582260, DQ590589,
DQ587539, MIR3118-2, POTEB, DQ786202,
LOC101927079, LOC727924, OR4M2, OR4N4,
OR4N3P, abParts, AJ004954, MIR1268A
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Kromozom Bdlge Duzensizlik ilgili Bélgedeki Ortak Genler Hasta Sayisi
(n=5)
15 ql1.2 ARTIS LOC440243 3
15 gq11.2 ARTIS GOLGAS8I, DQ588973, DQ595055, HERC2P2, 2
HERC2P7, LOC440243, GOLGASEP,
LOC440243, GOLGASS, DQ578199
15 g13.3 ARTIS CHRNA7, DQ786280, DKFZp434L187 2
15 ql4 ARTIS RYR3 2
15 g24.2 ARTIS GOLGAG6C, GOLGA6D 2
15 g26.3 ARTIS OR4F4, FAM138E, MIR1302-2, MIR1302-9, 3
MIR1302-10, MIR1302-11, WASH3P, MIR6859-
1, MIR6859-2, MIR6859-3, MIR6859-4
16 pl1.2 ARTIS AK096982, BOLA2, SLX1A, SLX1B, SLX1B- 2
SULT1A4, SLX1A-SULT1A3, SULT1AS,
SULT1A4, LOC100132247, NPIPL3,
LOC440354,CORO1A, LOC606724, BOLA2B,
SLX1A, SLX1B, SULT1A4, LOC388242,
LOC613038, AK303607, LOC613037, SMG1P2,
SMGI1P5, LOC595101
17 pl1.2 KAYIP NCOR1, PIGL, MIR1288, CENPV, UBB,GRAP, 2
DL490867, GRAPL, BC058012
17 pl1.2 ARTIS CCDC144CP, AK295707, BC019672, FAM106B, 2
AK310665, BC044655, LGALS9B
17 pl1.2 KAYIP FAM27L, FLJ36000, TRNA, JB137816, 3
MTRNR2L1, TRNA
17 pl13.2 - KAYIP RABEP1, Nup88, NUP88, RPAIN, AK098491, 2
pl13.1 C1QBP, DHX33, DERL2, MIS12, LOC728392,

NLRP1, Mir_584, LOC339166, MtDNA_SsA,
WSCD1, AIPL1, FAM64A, PITPNMS,
KIAAQ753, TXNDC17, MED31, C170rf100,
MIR4520-1, MIR4520A, MIR4520-2, MIR4520B,
ALOX15P1, SLC13A5, XAF1, FBX039, TEKT1,
ALOX12P2, 55 rRNA, ALOX12-AS1,
LOC100506713, ALOX12, RNASEK, RNASEK-
C170rf49, C170rf49, MIR195, MIR497HG,
MIR497, BCL6B, SLC16A13, SLC16Al11,
CLEC10A, ASGR2, ASGR1, DLG4, ACADVL,
MIR324, DVL2, PHF23, GABARAP, CTDNEP1,
DQ587033, ELP5, CLDN7, SLC2A4, YBX2,
EIF5A, GPS2, NEURL4, ACAP1, KCTD11,
TMEM95, TNK1, PLSCR3, TMEM256-PLSCR3,
C170rf61-PLSCR3, TMEM256, NLGN2, SPEM1,
Cl7orf74, TMEM102, FGF11, CHRNB1, ZBTB4,
SLC35G6, POLR2A, TNFSF12, TNFSF12-
TNFSF13, TNFSF13, SENP3, SENP3-EIF4AL,
SNORAA48, EIF4A1, SNORD10, SNORAG7,
CD68, MPDU1, SOX15, FXR2, TRNA_Pseudo,
SHBG, SAT2, ATP1B2, HV941431, HV941433,
HV941428, HV941434, HV941486, HV941429,
TP53, HV941440, HV941478, HV941442,
HV941444, HV941430, WRAPS53, EFNB3,
RPL29P2, DNAH2, KDM6B, TMEMS88, LSMD1,
NAA38, CYB5D1, AK125598, CHD3,
SCARNAZ21, AX746771, LOC284023, KCNAB3,
TRAPPC1, CNTROB, GUCY2D
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Kromozom Boélge

Duzensizlik

ilgili Bélgedeki Ortak Genler

Hasta Sayis1

(n=5)
17 p13.3 KAYIP DOC2B, LOC100506371, RPH3AL, 2
LOC100506388, C170rf97, FAM101B, VVPS53,
FAM57A, GEMIN4, DQ581337, DBILS5P,
GLOD4, RNMTL1, AX748314, NXN, TIMM22,
MIR3183, Metazoa_SRP, ABR, BHLHAGY,
TUSC5, YWHAE, CRK, MYO1C, INPP5K,
PITPNA-AS1, PITPNA, SLC43A2
17 qll.2 ARTIS NF1 2
17 ql2 KAYIP NUFIP2, MIR4523, TAOK1 2
17 ql2 ARTIS CCL18, CCL3, CCL4, DQ574804, DQ573965, 2
DQ593188, DQ575686, CCL3L3, CCLA4L1,
CCL4L2, AX747639, DQ580766, DQ574805,
TBC1D3H, DQ579850, D63785, CCL3L1,
CCL4L2, TBC1D3G, TBC1D3H
17 gql2 KAYIP TBC1D3 2
17 g21.31 ARTIS KANSL1, KANSL1-AS1, LRRC37A, ARL17A, 2
ARL17B
17 q21.31 KAYIP KANSL1, KANSL1-AS1, LRRC37A, ARL17A, 2
ARL17B, NSFP1, LRRC37A2, ARL17A, NSF
17 g21.32 KAYIP FLJ40194, MIR6129, ZNF652, LOC102724596 2
g21.33
19 p13.2 ARTIS ADAMTS10, ACTL9, OR2Z1 2
19 p13.3 KAYIP MIR7108, LMNB2, GADD45B, GNG?7, 2
MIR7850, BC022568, DIRAS1, SLC39A3,
SGTA, THOP1, ZNF554, ZNF555, ZNF556,
ZNF57, ZNF77, TLEG, TLE2, AES, GNA11,
DKFZp434J194, LOC100996351, GNA15
19 ql2 ARTIS ZNF536 2
20 pl2.1 ARTIS PCSK2 2
20 ql2 ARTIS CHDS, Mir_147 2
20 ql13.13 ARTIS BX648826, LINC01523, LINC01522, 2
LINC00494, AX746653, PREX1
20 ql13.33 ARTIS KCNQ2 2
21 g21.3 ARTIS GABPA, APP 2
21 q22.13 ARTIS DSCR4, DSCR8, DSCR10, KCNJ15, AK027145 2
22 qlll KAYIP BMS1P17, BMS1P18, LINC00516, AK022914, 2
DUXAPS, BC017398, AK056135, LINC01297,
DQ590589, DQ573684, DQ595048, DQ587539,
DQ582484, DQ599820, P704P, POTEH, POTEH-
AS1, P712P, OR11H1
22 gll.21 ARTIS BCO051721, AL117485, DQ786190 2
22 gll.21 ARTIS DGCR6L 3
22 ql13.33 ARTIS ACR, RABL2B, RPL23AP82 2
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4.4.1. Hasta 14

Kromozom analizinde 45,XY ,der(4),-5,-7,der(18),+mar[cp8]/46,XY[2] karyotipi saptanan

AML tanili hastanin FISH analizi normaldi. FLT3 mutasyonu saptanmadi. aCGH

analizinde KSD saptanan bolgelerden AML patogenezi ve prognozu ile iliskili olabilecek

genler Tablo 24’°de verilmistir.

Tablo-24. Hasta 14’de aCGH analizinde AML i¢in klinik dnemi olabilecek genler

Kromozo ) Baslangic-Bitis . N Klinik Onemi
m Bolge (Niikleotid) Duzensizlik Olabilecek Genler
1 p36.33 1,372,505-1,455,959 Kopya kaybr ATAD3A
) p21 :43,167,497-43,721,137 Kopya kaybr THADA
ATOX1, CDC25C,
EGR1, CXXCS5,
TMEM173,
TIFAB,
S Kopya kaybt H2AFY,CTNNAL,|
RF1, mir14s,
ql4.3-g35.3 87,758,952-180,702,813 mirl46a, NPML,
RPS14
: pl13.3-pl3.1 32,571,316-38,700,162 Kopya artis SKP?
p22.3-pll.2 0-57,950,544 CAMK2B, MIR29A,
7 Kopya kaybi TWISTL
142,563,683-
7 g34-936.3 159,138,663 Kopya kayb1 CASP2, EZH2
:61,372,144-
S CUX1, DOCK4,
7 qll.1-q34 142,460,891 Kopya kaybr SAMDOL
p13.31 -
12 p13.1 8,705,383-14,704,960 Kopya kaybi ETV6, EMP1
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4.4.2. Hasta 15
Kromozom analizinde 43-44,Y,t(Xp;11q;18q),-4,-5,dup(6)(p21.1921.3), der(7)t(7q;?),der(7)(p12),-
13,der(13),-14, der(16)t(16q13;4q;14q) kompleks karyotipi saptanan AML tanili hastanin FISH

analizinde incelenen hiicrelerin %80’ninde CBFB inv(16) DC/BA probu ile 16. kromozoma ait tek

sinyal saptandi. FLT3 mutasyon analizi negatifti. aCGH analizinde. KSD saptanan bolgelerden

AML patogenezi ve prognozu ile iligkili olabilecek genler Tablo 25’de verilmistir.

Tablo-25. Hasta 15°in aCGH analizinde AML igin klinik énemi olabilecek genler

Kromozo . Baslangic-Bitis . - ligili Bolgedeki
m Bolge (Niikleotid) Duzensizlik Genler
6 p25.3 - p22.1 0-28,902,990 Kopya kaybi JARID2
88,597,933-

10 g23.2-q23.31 90,775,048 Kopya artis1 FAS
83,469,009-

11 ql4.1-qg22.3 108,586,739 Kopya artis1 NOX4
98,096,964-

13 q32.1-q934 115,169,878 Kopya kayb1 ING1

18 p11.32 -p11.21 0-15,309,789 R W TGIF1
26,804,852-

21 q21.3 27,355,886 Kopya artisi MIR155
18,633,385-

22 gqli.21 18,875,507 Yiiksek kopya artist USP18
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4.4.3. Hasta 16

AML M2 tanili hastanin kemik iligi materyalinden yapilan kiiltiirlerden metafaz elde edilemedi.

FISH analizi normaldi. FLT3 mutasyonu saptanmadi. aCGH analizinde KSD saptanan bolgelerden

AML patogenezi ve prognozu ile iligkili olabilecek genler Tablo 26’da verilmistir

Tablo-26. Hasta 16’da aCGH analizinde AML icin klinik 6nemi olabilecek genler

Baslangic-Bitis

Kromozom  Bolge (Niikleotid) Duzensizlik ligili Bolgedeki Genler

1 p36.13  16,439,027-17,337,41 Kopya kaybr ARHGEF2

1 Eggiﬂ 15,850,642-16,236,630  <opya kaybt CASP9

! Sigiﬁ 23,442,788-23,956,076  opyakaybi E2F2

1 p36.31  6,240,072-6,644,395 Kopya kaybr PLEKHGS

1 p35.1  32,915364-33,203,078 Kopya kaybr RBBP4

1 p36.22  12,093,437-12,320,485 Kopya kaybr TNFRSF8

2 q37.1  232,257,136-232,856,646  Kopya kaybi DIS3L2

2 p223  32,189,230-32,650,892 Kopya kaybr NLRC4

3 p21.31  49,954,928-50,137,947 Kopya kayb1 RBM5
WDR6

3 p21.31  48,922,838-49,057,131 Kopya kaybr

4 35? 74,086,892-76,474,733 Kopya artist ALB ,CXCLS

4 g21.1 76,775,607-77,956,568 Kopya artis1 CXCL10

4 ggéz ) 94,411,892-113.471,249 Kopya artisi EIF4E, LEF1, TET2

4 426 - Kopya artisi FGF2

q28.1  119,645,629-128,729,595
4 q12 54,906,238-56,706,384 Kopya artist KDR, KIT
5 Kopya kaybi CDC25C,
q312  137,219,080-138,135,060 CTNNALEGR1, CTNNA1

5 q312  138,465,214-139,155,044  Kopya kaybi TMEM173, CXXC5

6 gigi 33.420,701-33,621,175  <opyakaybi BAKL

6 q25.1  149,783,716-150,226,492  Kopya kaybi LATS1

7 p22.1  ,900,670-6,694,243 Kopya kaybi EIF2AK1

8 p2l2  26,239,593-26,433,326 Kopya kaybr BNIP3L,PNMA2

11 pl13 35,110,427-35,440,557 Kopya artist CD44

11 q243  128,328,721-128,721,998  Kopya artis1 EtsL,FLIL

11 pll2  47,381,472-47,601,511 Kopya kaybr SPI1

14 313% 34.044,356-35,871,887  opyakaybi PSMAG

19 pl33  2,430,767-3,147,049 Kopya kaybr GADD45B

21 g22.2 40,142,871-40,455,127 Kopya artis1 Ets2
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4.4.4, Hasta 17

Hastanin

karyotipi

42-45,X,-Y[3],der(1)[3],der(2)[2],der(5),-7,-10+11,-17,der(21)r(21;21;21),-

21,+4mar[cp20] olarak raporlandi. FISH analizinde incelenen hiicrelerin %35’inde t(8;21)

FISH probu ile 21q.22 blgesine ait 3 sinyal, %10’unda 21q22 bdlgesine ek olarak 8921

bolgesinde de 3 sinyal saptandi. saptanirken translokasyon saptanmadi. t(15;17) FISH

probu ile incelenen hiicrelerin %10’unda 17q21 bolgesine ait tek sinyal saptanirken diger

problarla anormal sinyal saptanmadi. FLT3 mutasyonu negatifti. aCGH analizinde KSD

saptanan bolgelerden AML patogenezi ve prognozu ile iligkili olabilecek genler Tablo 27°de

verilmistir.

Tablo-27. Hasta 17°de aCGH analizinde AML igin klinik 6nemi olabilecek genler

Kromozom Bolge Baslangic-Bitis (Niikleotid) ~ Diizensizlik  Jlgili Bolgedeki Genler
ARHGAP26,ATOX1,

5 Kopya kaybi CDC25C, CTNNAL,
g23.3-q34 129,391,405-162,731,867 CXXC5, EGR1,IRF1

7 g21.3-933 95,176,868-134,032,354 Kopya kaybi ASNS,EPO, ING1

8 p11.23 - p11.22  38,239,409-39,227,006 Kopya artis1 FGFR1

8 g21.13-g21.2 81,233,190-86,556,024 Kopya artis1 FABP5,E2F5

8 021.3- q22.1 0.28900647163391113 Kopya artist RUNX1T1

8 g22.1-q22.3 94,816,440-104,310,084 Kopya artis1 BAALC

8 pl11.22 - p11.21  39,394,660-42,261,667 Kopya artigt IDO1

8 q24.21-g24.3 128,838,382-141,464,631 Kopya artig1 MYC

8 p21.3 - p12 :22,931,050-30,559,052 Kopya artisi PTK2B

8 gq24.11-924.21  117,963,328-128,657,452 Kopya artigt TRIB1

10 gq21.2-q21.3 62,127,283-64,928,265 Kopya artig1 CDK1

10 g23.2 - q23.32 89,243,291-93,916,932 Kopya artisi FAS

11 p13 34,999,674-36,074,885 Kopya artisi CD44

17 p13.3 1,551,684-2,269,222 Kopya kayb1 HIC1

17 pl3.2 3,585,229-5,020,343 Kopya kayb1 MYBBP1A

17 gqll.1-ql1.2 25,372,965-29,583,470 Kopya kayb1 NF1

19 p13.3 2,430,767-3,147,049 Kopya kayb1 GADD45B

19 pl3.2 12,796,691-12,995,917 Kopya kaybi JUNB

9 132-p1313  13,829,111-13,985,577 YUkZiE;Opya MIR-23A

19 gq13.12 - q13.2 36,482,958-39,492,166 Kopya artigi SIRT2

20 gqll.21 29,817,411-30,865,477 Kopya artist BCL2L1,ID1

20 gll.21 30,923,031-31,421,664 Kopya artisi DNMT3B

20 gq13.2-q13.32 50,798,864-57,462,057 Kopya artigi MIR296

21 g22.12-q22.3 35,994,840-48,129,895 Kopya artig1 ERG,ETS2,RUNX1
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44,5, Hasta 18

Hastanin

karyotipi

40~45, XX-2[3],-5[7],del(59)[3],-7[4],del (7q)[3],-12[ 7]inc[cp13]

olarak

raporlandi. FLT3 mutasyon analizi negatifti. aCGH analizinde KSD saptanan bdlgelerden AML

patogenezi ve prognozu ile iligkili olabilecek genler Tablo 28’de verilmistir.

Tablo 28. Hasta 18°de aCGH analizinde AML icin klinik 6nemi olabilecek genler

Baslangic-Bitis

Kromozom  Bolge (Niikleotid) Duzensizlik Ilgili Bolgedeki Genler
023.3- 153,828,494-
2 g24.1 156,294,510 Kopya kaybi RPRM
q1l2- 52,405379- APC, ARHGAP26 ATOX1, CDC25C
° 35.2 174,261,638 Kopyakaybt  ~r\NAT CXXCB, EGR1, IRF1, MSH3, NPM1
g11.23 - 75,402,506-
7 g31.1 111,188,503 Kopya kayb1 ASNS,EPO
g31.1- 111,237,085-
7 036.3 159,138,663 Kopya kaybi ING1
46,555,414-
10 ql1.22 47,192,483 Kopya artist ANXAS8
p13.33 -
12 p1l.1 0-34,749,012 Kopya kaybi BCL2L14, CDKN1B, CCND2,ING4
g22.2-  72,093,038-
16 24.3 90,354,753 Kopya kaybi CDH13,FANCA,CBFB
p13.3 -
17 p13.2 0-5,042,673 Kopya kaybi HIC1, MYBBP1A
20,394,959-
17 pll.2 22,062,335 Kopya kaybi Mir_652
gl1.1-  25,372,965-
17 gql1.2 29,583,470 Kopya kaybi NF1

4.5. AML Patogenezi ile iligkili mikroRNA’larda Saptanan Kopya Sayisi

Degisiklikleri

aCGH analizi ile ¢ok sayida mikroRNA’da kopya sayisi degisikligi saptanmistir. Saptanan
ortak mikroRNA’lar Tablo 10, 19 ve 23’de gosterilmektedir. AML patogenezi etkili

oldugu bilinen kopya sayisi degisikligi saptadigimiz mikroRNA’lar Tablo 29.’da

gosterilmektedir.
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Tablo-29. AML patogenezi ile iligkilendirilmis kopya sayis1 degisikligi saptananlar
mikroRNA’lar

mikroRNA Kopya Sayisi Degisikligi Hasta sayis1 (n=18)
MIR145 KAYIP 2
MIR146A KAYIP 2
MIR125A ARTIS 1
MIR155 ARTIS 2
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5. TARTISMA

Son yillarda tim genom diizeyinde analiz olanag1 saglayan aCGH ydntemi hematolojik
malignansilerin patogenezinin anlasilmasinda, prognoza ve hastalifin yonetimine etkisi
olabilecek  submikroskobik  degisikliklerin ~ saptanmasinda  biylk  etkinlikte
kullanilmaktadir. AML eriskinlerde en sik goriilen 16semi tiirii olmasi nedeni ile
hematolojik malignansiler iginde oldukca Onemli bir yere sahiptir. Bugiine kadar
Tiirkiye’de sadece erigkin AML hastalarmin dahil edildigi tim genomun aCGH ydntemi
ile degerlendirildigi bir ¢alisma yaymlanmamistir. Buradan yola ¢iktifimiz ¢alismamizda
AML hastalarinda konvansiyonel sitogenetik ve FISH analizi ile tespit edilemeyen olasi
dengesiz kromozomal yeniden diizenlenmelerin aCGH yontemi ile tespit edilmesi, AML
patogenezi ve prognozu ile iliskili olabilecek kopya sayisi degisikliklerinin saptanmasi,
aCGH yonteminin rutin tan1 uygulamalarindaki avantaj ve dezavantajlarinin belirlenmesi

amagclamistir.

Calismaya dahil ettigimiz 18 hasta sitogenetik sonuglarina gére normal karyotip saptanan
hastalar, karyotip anomalisi saptanan hastalar ve kompleks karyotip saptanan hastalar

olarak 3 gruba ayrilmistir.

AML tanili 18 hastanin 9’unda (%50) normal karyotip saptanmistir. Bu oran diger literatiir
verileri ile benzerlik gostermektedir (87). izole normal karyotip saptanan hastalar orta
prognostik grupta degerlendirilmekle beraber molekiiler agidan olduk¢a Yyiksek
heterojenite gostermektedir. Calisgmamizda normal Kkaryotip grubundaki hastalarin
tamaminda aCGH analizi ile kopya sayist degisikligi saptadik. Bu gruptaki 8 hastada KSD
saptanan bolgelerin AML patogenezi ve prognozu ile iligkili olabilecek genleri igerdigi
belirlenmistir. Bir hastada ise KSD’lerinin klinik 6nemi olabilecek genleri icermedigi

gOriilmiistiir.

Normal karyotip saptanan hastalardaki ortak degisiklikler Tablo-10’da verilmistir. Bu
ortak degisikliklerden olan USP18 geninde kopya artis1 9 hastanin 4’iinde saptanmustir.
USP18 (Ubiquitin spesifik peptidaz 18) diger adiyla UBP43 (Ubiquitin spesifik proteaz 43)
molekiiler agirligi 43 kDa olup 22ql1.2 bélgesinde yer almaktadir. UBP43 mRNA
ifadelenmesi insanlarda karaciger ve timusta olmaktadir. AML-ETO flizyonunun etkisini
aragtirmak amaci ile AML-ETO knock in farelerde yapilan bir ¢alismada hematopoetik
dokularda USP18 ifadelenmesinde artis tespit edilmistir. Yapilan ileri arastirmalar USP18
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ifadelenmesinin monositik hiicre farklilasmasi sirasinda diizenlendigini ve monoblastik M1
hlcrelerinin terminal farklilasmasini durdurdugunu gostermistir (88). Bizim USP18 kopya
artist saptadigimiz hastalarin (Hasta 3, 4, 5, 9) hi¢birinde t(8;21) translokasyonu yoktu,
tim hastalar farkli AML alt tiplerinde yer almaktayken sadece 1 hasta MO/M1 alt tipine
dahildi. Normal karyotip saptanan hastalarda %44 gibi yuksek bir oranda saptanan USP18
geninde kopya artisi; USP18 ifadelenme artisi ile iliskilendirildiginde hastalarimizda
lokomogenez siirecinde etkili olabilecegi diisinilmiistiir. Hastalarimizin farkli AML alt
tiplerinde yer almalar1 ve t(8;21) translokasyonu tasimamalar1 nedeni ile USP18 kopya

artisinin AML alt tiplerine 6zgiilliik géstermedigi sonucu ¢ikarilmuistir.

Normal karyotipe sahip 2 hastada (Hasta 2, 9) CTF1 geninde kopya artis1 saptadik. Yapilan
bir c¢alismada 16semi hiicrelerinde ifadelenme artisi saptanan HOX11 onkogenik
transkripsiyon  faktorlnin  hematopoetik  hiicrelere  oliimsiizlik  kazandirarak
16komogenezin ilk basamaginda etkili oldugu gosterilmistir (89). HOX11 transkripsiyon
fakorinln diger transkripsiyon faktorleri ile iliskisinin arastirildigi bir ¢alismada CTF1
baskilanmasinin  HOX11 tarafindan Oliimsilizlik kazandirilmis hematopoetik Onciil
hiicrelerin ¢ogalma kapasitesini azalttigi gosterilmis (90). Bu ¢alismaya dayanarak CTF1

kopya artiginin hastalarimizda l6komogenez gelisiminde etkili olabilecegi diistinlilmiistiir.

Normal karyotipe sahip 2 hastada (Hasta 2 ve 5) AATF (apoptoz antagonize edici
transkripsiyon faktor) geninde kopya artis1 saptadik. Insan l6semik hiicre serileri ve
saglikli mononiiklear hiicrelerinden yapilan, AATF gen ifadelenme ¢alismasinda tiim
16semik hiicre serilerinde artmis AATF ifadelenmesi gosterilmistir. Yapilan ileri
caligmalarla AATF gen transkriptinin baskilanmasinin apoptoz ile hiicre 6liimiine katkida
bulundugu belirlenmistir (91). AATF gen kopya artist AML patogenezi i¢in anlamli

olabilir.

Normal karyotip saptanan 9 hastadan sadece 1’inde FLT3 geninde D835 mutasyonu tespit
ettik. Yapilan calismalarla MUCL onkoproteininin ifadelenmesinin AML hastalarinda
arttig1 gosterilmistir. FLT3 ve MUCL iliskisini degerlendirmeyi amaglayan bir ¢alismada
MUCTI’i hedef alan inhibitorler kullanildiginda FLT3 aktivasyonunun baskilandigi
saptanmustir (92). Bizim hasta grubumuzdan 3 hastada FLT3 ITD, 1 hastada ise D835(+)
olmak Uzere 4 hastada FLT3 geninde mutasyon tespit edilmistir. Ancak bu 4 hastadan
sadece D835 mutasyonunu saptanan hastada MUCL geninde kopya artis1 tespit ettik.
MUC1 kopya artiginin ifadelenme artisi ile iliskili olabilecegi diistiniildiigiinde aCGH ile
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kopya artis1 saptanan ya da ifadelenme calismalari ile ifadelenme artisi gosterilen, dzellikle
de FLT3 inhibitor kullaniminin tartismali oldugu D835 mutasyonu tespit edilen hastalarda
MUC1 inhibitorleri yeni tedavi araci olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kopya artis1 saptadigimiz genlerden HDAC1 (93) geninin anti-apoptotik etkisi, PBXIP1
(94), AXL (95), SIRT2 (96), ANXA8 (97), BRD4 (98) genlerinin losemilerde hicre
cogalmasina olumlu etkileri daha 6nce yapilan ¢alismalarda gdsterilmistir. Bu ¢aligsmalara
dayanarak kopya artis1 saptadigimiz bu genlerin hastalarimizda AML gelisim siirecinde

etkili olabilecegi sonucu ¢ikarilmistir.

Normal karyotip hasta grubunda aCGH analizi ile bir¢ok gende kopya artisi saptamamiza
ragmen AML patogenezi ve prognozu ile iliskili olabilecek sadece 2 gende kopya kaybi
tespit ettik. Bu genlerden biri olan NPM1 geninin delesyonu mutasyonunun aksine
AML’de sik rastlanan bir degisiklik degildir. AML ve MDS hastalarinda NPM1
delesyonuna bakildiginda -5, -5q olan kompleks karyotipli vakalarda NPM1 delesyonunun
daha sik oldugu goézlenmistir (99). Ancak bizim NPM1 gen kopya kayb1 saptadigimiz tek
hasta normal karyotipe sahipti. NPM1 mutasyonu FLT3 ITD yoklugunda iyi prognozla
iligkili olmakla birlikte NPM1 delesyonunun AML patogenezine ve prognozuna etkisini
saptamak i¢in daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Kopya kayb1 saptadigimiz bir
diger gen MEG3 geniydi. MEG3 geni bir ¢cok dokudan ifade edilmekle beraber gesitli
kanser hiicre serilerinde ifadelenme kaybinin oldugu gosterilmistir. Yapilan galigmalarda
P53 tlimor siipresor geni ile iligkili oldugu, in vitro tiimor hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi
tespit edilmistir. Bizim de tek hastada (Hasta 7) tespit ettigimiz MEG3 kopya kaybinin

hastanin 16komogenez gelisim siirecinde etkili olmug olabilecegi diistiniilmektedir.

Normal karyotip grubunda hiicre ¢ogalmasina olumlu etkisi oldugu bilinen CAPNS1,
CLEC11A, FLT3LG, NCRP1, SERTAD1, TRPM4, TNC, KRT6A, GPC1 genleri ile anti-
apoptotik etkisi oldugu bilinen CEACAMS5, PLEKHG2, SPHK2, PROP1, MAPKSIP1,
ATAD3A, FLT4, PIM, RXFP2 (Tablo-11-18), genlerinde kopya artis1 saptadik. Ancak
literatiirde bu genlerin AML patogenezi ile iliskilendirildigi bir ¢alismaya rastlamadik. Bu

genlerin AML patogenezinde etkili olas1 aday genlerden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Karyotip anomalisi saptanan 4 hastanin 2’sinde izole trizomi 8 (Hastall, 12), birinde izole

trizomi 21(Hasta 13) ve birinde (Hasta 10) ise t(2;6)(p?;q?) translokasyonu mevcuttu.
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Dengesiz kromozomal degisiklikler aCGH yontemi ile tiim genom diizeyinde tespit
edilebilirken translokasyon gibi dengeli kromozomal degisiklikler tespit edilememektedir.
Ancak aCGH yontemi translokasyon ya da inversiyon gibi kromozomal anomalilerine
dahil olan derivatif kromozomlarin kirik bolgelerindeki kayip ya da artislarin tespitinde
faydali olabilmektedir. Karyotip anomalisi tespit edilen hastalarimizdan sadece birinde
(Hasta 10) translokasyon mevcuttu ve t(2;6)(p?;q?) translokasyonu tespit etmistik. Hasta
10’un ilk tanm1 aninda Dbakilan kromozom analizinde 46,XX,t(15;17)(0?;q?)
translokasyonunun saptanmasi nedeni ile hasta AML-M3 alt tipinde degerlendirilmisti ve
ATRA tedavisi baglanmisti. Tedaviden 16 ay sonra sitopeni gelisen hastanin kemik iligi
biyopsisi relaps ile uyumluydu ve 46,XX, t(2;6)(p?;q?) karyotipi saptanmisti. Hastaya
kemoterapi baglandiktan bir ay sonra  bakilan kontrol karyotipi
46,XX,t(2;6)(p?;q9?),t(10q;16p)[6]/46,idem,der(7)t(7p;119?)[3]/46,XX[3] olarak
raporlanmistt ve hasta tedavinin 3. ayinda ex olmustu. 46,XX,t(2;6)(p?;q?) karyotipi
saptanan kemik iligi 6rneginden yapilan aCGH analizinde translokasyona dahil olan 2p ve
6q kromozom bolgelerinde herhangi bir kopya sayis1 degisikligi tespit edilmemistir. Bunun
nedeninin; hastadaki translokasyonun kayip ya da artislarin eslik etmedigi tamamen
dengeli bir translokasyon olmasindan ya da NimleGen array platformundaki problarin bu
bolgeleri kapsamamis olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Literatirde AML
hastalarinda t(2q;6q) translokasyonu bildirilen tek bir vakada saptanan translokasyon kot
prognozla iliskilendirilmistir (100). 46,XX,t(2;6)(p?;q?) karyotipi saptanan hastamizin 1 ay
sonra kemik iligi kromozom analizinde yan klonal serilerin gdzlenmesi ve hastanin
tedavinin 3. ayinda ex olmas1 t(2;6)(p?;q?) translokasyonunun hastadaki genomik
dengesizlikten ve kotii gidisattan sorumlu olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu vaka benzer

translokasyon saptanan hastalarin yonetiminde klinisyenlere yol gosterici olabilir.

Izole trizomi 8, AML hastalarinda en sik goriilen sayisal anomalidir (101). Yapilan
caligmalar AML’deki sikligint %6-7.5 olarak gostermistir (102, 103). Bizim ¢alismamizda
izole trizomi 8 siklig1 %11°di. Yapilan ¢alismalar konstitlisyonel trizomi 8 olan bireylerin
hematolojik malignansiler agisindan risk altinda oldugunu gostermektedir. Ancak bu
bireylerde dogumdan yillar sonra malignansilerin gelistigi gozlenmistir (104). Bu nedenle
trizomi 8’in tek basina losemi gelisiminde yeterli olmadigr diisiiniilmektedir. Biz
caligmamizda karyotip anomalisi olan grupta 2 hastada trizomi 8 tespit ettik (Hasta 11-12).
Hasta 11°de 47,XX,+8[2]/46,XX[1] karyotipi ve t(8;21) FISH probu ile incelenen
hiicrelerin %40’inda 8q21.3 bolgesine ait 3 sinyal tespit edilmistir. Mozaik trizomi 8 tespit
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edilen hastamizin aCGH analizinde 8. kromozomun tamaminda kopya artisi
saptanmamistir. Kromozom 8’in kisa kolunda ¢ok sayida, uzun kolunda ise daha az sayida
kopya artis1 icermeyen bolgeler mevcuttu. Hasta 12°de 47,XX,+8[20] karyotipi saptanirken
incelenen hiicrelerin %86’sinda t(8;21) FISH probu ile 8q21.3 bolgesine ait 3 sinyal tespit
edilmistir. Hastanin aCGH analizinde 8. kromozomun tamaminda kopya artisi
saptanmigtir. Hasta 11°deki trizomi 8 oraninin (%40), hasta 12’ye kiyasla (%86) daha
diisiik olmasi nedeni ile aCGH analizinde 8. kromozomda baz1 bolgelerde kopya artisinin
saptanamadig1 diisiinlilmiistiir. Hasta 12°de kromozom 3, 7 ve X’de klinik 6nemi
olabilecek genlerde de kopya kayb1 (Tablo-21) saptanmistir. Kromozom 3’de kopya kaybi
saptadigimiz olasi aday tiimor siipresor genlerden oldugu diisiiniilen RBM5 geninin hiicre
cogalmasini baskiladig1 gosterilmistir (105). Kopya kaybi saptadigimiz CUX1 geni 7g22.1
bolgesinde yer alan oOzellikle -7,-7q delesyonu tespit edilen AML hastalarinda
hematopoetik blyime ve timor olusumu ile iliskilendirilmis bir timor siipresér gendir
(106). Kromozom X’de kopya kayb1 saptadigimiz SCML2 geni daha dnce 16semi ve diger
kanserlerde delesyonu ve ifadelenme kaybinin gosterildigi olasi tiimor siipresor genlerden
biri olarak diisliniilmektedir. Hasta 12’de tizomi 8’e ek olarak kopya sayis1 degisikligi
saptadigimiz bu genlerin hastanin AML patogenezinde etkili oldugu diistiniilmektedir.
Hasta 11°de 8. kromozom disinda diger kromozom bélgelerinde de kopya sayis1 degisikligi
saptanmasina ragmen higbiri I6komogenez ile iliskili olabilecek genleri igermemekteydi.
Trizomi 8’in tek basina 16semi olusumunda yetersiz oldugu bilindiginden hastada kopya
say1st degisiklileri disinda 16komogenezde etkili olabilecek mutasyon gibi baska molekiiler

genetik diizensizlikler olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Hasta 13’de kemik iligi materyalinden yapilan kromozom analizinde 47,XX,+mar. ish
der(21)(RUNX1+)[4]/46,XX[16] karyotipi ve FISH analizinde incelenen hicrelerin
%350’sinde t(8;21) FISH probu ile 21q.22 bolgesine ait 3 sinyal saptanmistir. Hastanin
aCGH analizinde periferik kan materyalinden izole edilen DNA o6rnegi kullanilmistir.
Hasta 11 ve 12°de %40-86 oranindaki mozaiklik aCGH ydntemi ile tespit edilmisken hasta
13 deki %50 oranindaki trizomi 21 aCGH ile tespit edilememistir. Bu durumun trizomi 21
iceren hiicre hattinin periferik kan 6rneginde kemik iligi ornegine kiyasla daha diisiik

oranda bulunmasindan kaynaklandig: diigiiniilmiistiir.

Kompleks karyotip grubuna dahil edilen hastalarin 4’iinde konvansiyonel sitogenetik
analizler sonucu kompleks karyotip saptanirken 1 hasta aCGH analizinde kompleks

molekiiler karyotip gozlenmesi sebebi ile bu gruba dahil edilmistir. Eriskin AML
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hastalarinda kompleks karyotip siklig1 %10-15 arasinda degismektedir (107, 108) Calisma
grubumuzdaki hastalarda ise %27 sikliginda kompleks karyotip saptanmigtir. Daha 6nce
yapilan sitogenetik ve molekiiler sitogenetik calismalar kompleks karyotip saptanan
hastalardaki kopya sayis1 degisikliklerinin, dengeli yeniden diizenlenmelerden daha sik
oldugunu gostermistir (109-111). Bizim c¢alismamizda da kompleks karyotip saptanan
grupta kopya sayist degisiklikleri dengeli kromozomal yeniden diizenlenmelerden daha
fazla bulunmustur. Saptanan kopya kayiplarinin artiglarindan fazla olmasi da onceki

calismalar1 destekler niteliktedir (109).

Kompleks karyotip grubundaki hasta 14’de 45,XY,der(4),-5,-7,der(18),+mar[cp8]
/46,XY|[2] karyotipini saptamistik. Bu hastanin aCGH analizinde monozomi 7 ve der(18)
gosterilmistir. aCGH analizinde 4. kromozomda 4p16.3 bolgesinde kopya artisi tespit
edilmistir. Hastanin sitogenetik analizine geri doniildiigiinde derivatif kromozom 4’iin,
4p13 duplikasyonuna bagli gelistigi diisiiniilmiistiir. Konvansiyonel karyotipte monozomi
5 saptanirken aCGH analizinde sadece 5013.2-q35.2 bdlgeleri arasinda kopya kaybi
saptanmistir. Bunun kompozit karyotipteki monozomi 5 oranmnin diisiik olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Kromozom analizinde saptanan derivatif 18 kromozomunun
aCGH analizi ile 18g21.2-g23 bolgeleri arasinda saptanan kopya kaybindan kaynaklandigi

belirlenmistir.

Rutin konvansiyonel sitogenetik analiz ile Hasta 16’da metafaz plag: elde edilememistir.
Ancak hastada aCGH analizi ile 733 KSD saptanmistir. Bunlarin 496 kopya kaybi, 236
kopya artis1, 1 homozgit kopya kaybi1 saptanmistir. Molekiiler karyotipleme ile saptanan
¢ok sayidaki kopya sayist degisikligine dayanarak hasta kopmleks karyotip grubuna dahil
edilmistir. Hastanin AML patogenezi ve prognozu ile iliskili olabilecegi diisiiniilen genler
Tablo-26’da gosterilmektedir. Hastada aCGH yontemi ile kompleks molekiler karyotip
saptanmas1 hastanin kotii prognostik grupta oldugunu gostermektedir. Tan1 konulduktan 1
ay sonra hastanin ex olmasi da koti prognozu desteklemektedir. Bu sonuclar rutin
konvansiyonel yontemlerle metafaz elde edilemeyen hastalarda aCGH yodnteminin AML
patogenezi ile iligkili olabilecek genlerin tespitinde, hastalarin prognozunun ve uygun

tedavi segeneginin belirlenmesinde 6nemli bir yere sahip oldugunu gostermektedir.

Hasta 15°de 43~44,Y 1(X;11;18)(p?;9?;q7),-4,-5,dup(6)(p21.1921.3),der(7)t(7q;?),
del(7)(p12),-13,der(13),-14,der(16)t(16;4;14)(913;9?;9?) kompleks karyotipi saptanmuistir.
FISH analizinde incelenen hiicrelerin %80’inde CBFB inv(16) DC/BA probu ile 16.
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kromozoma ait tek sinyal saptanmistir. aCGH analizinde 6p25.3-p22.1, 13932.1-q34,
18p11.32-p11.21 bolgeleri arasinda kopya kaybi, 11q14.1-922.3, 6p21.1-923.3, bolgeleri
arasinda kopya artisi, 13q11-q12.3 bolgeleri arasinda yiiksek kopya kaybi saptanmastir.

Hasta 17°de 42~45,X,-Y[3],der(1)[3],der(2)[2],der(5),-7,-10,+11,-17,der(21)r(21;21;21),-
21,+4mar[cp20] karyotipi tespit edilmistir. FISH analizinde incelenen hiicrelerin %35’ inde
t(8;21) FISH probu ile 21q.22 bdlgesine ait 3 sinyal, %10’unda 21922 bolgesine ek olarak
8g21 bolgesinde de 3 sinyal ve t(15;17) FISH probu ile incelenen hiicrelerin %10’unda
17921 bolgesine ait tek sinyal saptanmistir. Hastanin aCGH analizinde 5q23.3-034,
70921.3-933, 17p13.1-q21.32 bolgeleri arasinda kopya kaybi, kromozom 8, 11 ve 20’de
kopya artis1 saptanmustir.

Hasta 18’in kromozom analizi sonucu karyotipi 40~45,XX-2[3],-5[7],del(50)[3].-
7[4],del(79)[3].,-12[7]inc[cpl3] olarak raporlanmistir. Hastanin aCGH analizinde 5q11.2 -
035.2, 7911.23 - q31.1,16 q11.2 - q24.3, 17p13.2-q12 bolgeleri arasinda ve 12. kromozom
boyunca kopya kaybi tespit edilmistir. Hasta 15, 17 ve18’de aCGH analizi ile kopya sayisi
degisikligi saptanan bolgeler sitogenetik analiz sonuglar1 ile uyum gostermekle beraber
tamamen uyusmamaktadir. Bunun nedeni inkomplet karyotip saptanan bu 3 hastada alt
klonlarda saptanan degisiklerin sayica oraninin diisiik olmasina baglanmistir. Kopya sayisi
degisikligi saptanan bolgeler gen icerikleri agisindan degerlendirildiginde 16komogenezde
etkili olabilecek ¢ok sayida gende (Tablo 24-28) kopya sayisi degisikligi saptanmistir. Bu
degisikliklerden en dikkat c¢ekenleri TP53 ve NF1 genlerindeki kopya kaybi olmustur.
Yapilan daha oOnceki ¢alismalarda TP53 kaybmin TP53 protein fonksiyonunun
bozulmasina yol actifi ve kompleks karyotip saptanan AML hastalarindaki genomik
dengesizlikten sorumlu oldugu sonucu ¢ikarilmistir (112). NF1 kaybinin da kompleks
karyotipli AML hastalarinda 6nemli bir genetik degisiklik oldugu diisliniilmektedir Biz de
kompleks karyotipe sahip 2 hastada TP53 ve NF1 kopya kaybi saptadik. Diger hasta
gruplarinin hi¢birinde TP53 ve NF1 kopya kaybinin saptanmamasi bu genlerin genomik
dengesizlik ve kompleks karyotiple iliskisini desteklemektedir.

Kompleks karyotip grubunda aCGH yontemi sonunda oldukca fazla sayida kopya sayisi
degisikligi tespit edilmistir. Elde edilen verilerin analizi zor ve uzun bir siirectir.
Analizdeki bu kisithliklar1 yenmek amaci ile hedefe yonelik dizayn edilmis array

platformlar1 gelistirilmistir. Ancak bu platformlarin  kullanimi  analiz  siirecini
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kolaylastirmakla birlikte AML patogenezinde etkili olabilecek olasi aday kopya sayisi

degisikliklerinin atlanmasina yol agacag diistiniilmektedir.

AML hastalarinda ¢ok sayida mikroRNA’nin diizenlenmesinde bozulma tespit edilmesine
ragmen sadece ¢ok az bir kisminin I6komogenezde fonksiyonel rol oynadigi gosterilmistir
(113). Biz de ¢ok sayida mikroRNA’da kopya sayis1 degisikligi tespit ettik. Ancak sadece
4 tanesi AML patogenezi ile iligkilendirilmistir. Hastalarda ortak KSD saptadigimiz diger
mikroRNA’lar Tablo 10, 19, 23‘de gosterilmektedir. Toplam 18 hastanin 2’sinde kopya
kaybi saptadigimiz MIR145 ve MIR146 mikroRNA’lar1 5. kromozomun uzun kolunda yer
almaktadir. Bizim kopya kaybi saptadigimiz 2 hastamiz da (Hasta 15, 17) kompleks
karyotip grubunda olup 1 hastamizda monozomi 5, diger hastamizda del(5q) saptanmistir.
Farelerde yapilan MIR145 ve MIR146 mikroRNA’larinin retroviriis aracili susturuldugu
calismalarda trombositoz, nétropeni, megakaryositik displazi ve bir stire sonra da myeloid
I6semilerin gelistigi g6zlenmistir (114, 115). Bir hastada kopya artisi saptadigimiz
MIR125A’nin apoptozu baskilayarak, 2 hastada kopya artis1 saptadigimiz MIR155’in ise
hiicre proliferasyonunu arttirarak myeloid 16semi gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir
(116, 117). Yapilan c¢alismalara dayanarak kopya sayisi degisikligi saptadigimiz bu
mikroRNA’larin hastalarimizin AML patogenezinde etkili oldugu diistiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Normal karyotip saptanan hastalarda aCGH analizi sonucunda ¢ok sayida kopya sayisi
degisikligi tespit etmemiz AML’nin molekiiler heterojenitesini gostermektedir. Cok
sayidaki kopya sayis1 degisikligine ragmen klinik 6nemi oldugu diisiiniilen genlerin ayni
alt tip icindeki hastalarda da farklilik gostermesi, hastaligin bireysel boyutta da heterojenite
gosterdigini diisiindiirmektedir. Daha kapsamli hasta gruplarinda kullanilacak aCGH gibi
yuksek cozunarlikli yontemler AML patogenezi ve prognozunda etkili olabilecek yeni
genleri tespit etmeye olanak saglayacaktir. Saptanacak olasi degisiklikler ayni1 prognostik
grupta degerlendirilip benzer tedavi protokolleri alan normal karyotip saptanmis AML

hastalarinin yonetimindeki bagariy1 arttiracaktir.

aCGH analizi ile beklendigi gibi kompleks karyotip saptanan hastalarda normal karyotip
saptanan hastalara kiyasla ¢ok daha fazla sayida kopya sayis1 degisikligi tespit ettik. Bu
degisiklikler hiicre dongiisii, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, DNA tamiri, metilasyon gibi
16komogenez basamaklarida etkili olabilecek bir ¢ok geni igermekteydi (Tablo 24-28). Bu
genler icin yapilacak fonksiyonel ¢alismalar hastaligin daha iyi karakterize edilmesine

yardimc1 olacaktir.

aCGH yontemi, sitogenetik ve FISH analizi ile tespit ettiimiz mozaikligi tespit etmistir.
Ancak mozaiklik seviyesi azaldik¢a bazi bolgelerdeki degisikligi gosterememistir. aCGH
analizi ¢ok diisiik seviyedeki mozaikligi tespit etmekte FISH yontemine kiyasla hassasiyeti

daha diistik bir yontemdir.

aCGH yoOntemi tiim hasta gruplarimizda konvansiyonel sitogenetik yontemlere kiyasla

oldukca yiiksek hassasiyetle genomik dengesizlikleri tespit etmistir.

Hastalarrmizda AML patogenezi ve prognozu ile iligkili olabilecek genlerin ve

mikroRNA'larda kopya sayisi degisikliklerinin belirlenmesine olanak saglamistir.

Sonug olarak aCGH yontemi; yakin gelecekte AML hastalarinin rutin tanisinda 6zellikle
metafaz elde edilemedigi icin karyotip belirlenemeyen veya karyotipi normal bulunan
hastalarin bireysel yonetiminde, AML patogenezinde ve prognozunda etkili genlerin ve

mikroRNAlarin tespitinde daha da 6nemli bir yere gelecektir.
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