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OZET

Coskunpmar, E. (2008). Cocukluk c¢agi Akut Myeloid Losemi Hastalarinda
Kromozomal Degisiklikler ve FLT3 Geni Mutasyonlarimin Arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Akut Iosemiler cocukluk c¢agi kanserleri icinde oOliimciil etkisi bilinen en yaygin
hastaliklardir. AML cocukluk ¢agindaki akut 16semilerin %15-20'sini olusturmaktadir.
AML ile ilgili translokasyonlar genellikle CBF, RARa ve ETS ailesine ait
transkripsiyon faktorlerini ve HOX gen ailesini etkiler. CBF ile ilgili I6semiler
AML'lerin %?25'ini olusturur. Bu genin dahil oldugu genetik degisiklikler arasinda:
t(8;21) translokasyonu sonucu olusan AMLI-ETO fiizyon geni ve inv(16) (p13;q22)
sonucu olusan CBFb-MYHI11 fiizyon geni yer almaktadir. t(8;21) (q22;q22) AMLI1-
ETO tim AML'lerin %10-14'tinde, inv(16) (p13;q22) CBFb-MYHI11 tiim AML'lerin
9%5-7'sinde, t(15;17) PML-RARa tim AML'lerin %8-10’unda goriilir. AML
hastalarinda saptanan diger bir genetik degisiklik ise FLT3 genindeki aktive edici
mutasyonlardir. Bu ¢aligmada yeni tan1 almis 50 cocukluk ¢cagi AML hastasina ait kan
veya kemik iligi 6rneginde RT-PZR yontemi ile t(15;17), t(8;21), inv(16) kromozomal
translokasyonlar1 ve PZR yontemi ile FLT3 geni ITD tipi mutasyonlar ve D835 nokta
mutasyonlart varligt arastirildi. Olgularin 4’tinde t(15;17) (%8.16), 12’sinde t(8;21)
(%24), 3’iinde inv(16) (%6.38) kromozomal diizensizligi, 2 olguda FLT3-ITD
mutasyonu (%4.44), 1 olguda FLT3-D835 nokta mutasyonu (%?2.22) oldugu tespit
edildi. t(15;17) pozitift AML M3’lii bir olguda hem FLT3-ITD hem de FLT3-D835
mutasyonlart bakimindan heterozigotluk tespit edildi. Ayn1 olgudaki hem iyi prognostik
belirteg olan t(15;17) ve hem de kotii prognostik belirteg olan FLT3 geni
mutasyonlarinin bir arada bulunmasi ile birlikte hastanin yaklagik 1 yildir sag ve
remisyonda olmast AML hastalarinda prognostik belirtegler arasinda bir iliski
olabilecegini diisiindiirmektedir. Yapilacak klinik korelasyon ve tedavi izlemi
sonrasinda translokasyon ve mutasyonlarin pozitiflik gosterdigi olgularda prognostik
yeni iliskilendirmelerin bulunmasimin miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
calisma ile goriilme sikligr agisindan nadir bir hastalik olan cocukluk cagr AML
grubunda FLT3 mutasyon sikligi %4.44 oraninda bulunmustur. Bu oran ¢ocukluk cagi
AML hasta grubu icin iilkemizdeki ilk sonuglar olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler : Cocukluk cagi akut myeloid 16semi, FLT3 gen mutasyonlari,
Internal tandem duplikasyon, D835 mutasyonlari, kromozomal translokasyonlar

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
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ABSTRACT

Coskunpinar, E. (2008). Analysis of Choromosomal Aberrations and FLT3 Gene
Mutations in Childhood Acute Myelogenous Leukemia Patients. Istanbul University,
Institute of Health Science, Genetics Department, Master Thesis. Istanbul.

Acute leukemias are the most common malignancy disease with mortal effects among
childhood cancers. AML comprises 15-20% of childhood acute leukemia.
Translocations related to AML generally affect CBF, RARa, ETS family transcription
factors and HOX gene family. Leukemia related to CBF comprises 25% of AML.
AMLI1-ETO fusion gene due to t(8;21) translocation, inv(16) (p13;q22) and CBFb-
MYHI1 fusion gene are among genetic alterations due to this gene. t(8;21) (q22;q22)
AMLI-ETO is found in 10-14% of all AMLs, inv(16) (p13;q22) CBFb-MYHI1 is
found in 5-7% of all AMLs and t(15;17) PML-RARu« is found in 8-10% of all AMLs.
Activating mutations in FLT3 gene are another genetic alterations observed in AML
patients. In the present study, blood or bone marrow samples of newly diagnosed 50
childhood AML patients are analysed to determine t(15;17), t(8;21), inv(16)
chromosomal translocations by using real-time PCR and FLT3 gene ITD, D835
mutations are also detected by PCR method. t(15;17) (%8.16), t(8;21) (%24.0), inv(16)
(%6.38) chromosomal aberrations, and FLT3-ITD mutations (%4.44), FLT3-D835
point mutation heterozygosity (%2.22) are observed in 4,12, 3, 2, 1 patients, out of 50
patients respectively. In one case with t(15;17) positive AML M3, both FLT3-ITD and
heterozygous FL'T3-D835 mutations are observed. The same patient who has both good
prognostic marker t(15;17) and bad prognostic marker FL'T3 gene mutations together is
still in remission approximately for 1 year after diagnosis. This conditions may show a
possible relationship in the prognostic markers of AML patients. In the cases with
positive translocation and mutations together, it is thought to be possible to find out
prognostic new associations after clinical correlations. In this study we determined the
FLT3 gene mutation frequency as 4.44%. This is the the first figure of FLT3 mutation
frequency fort he Turkish pediatric AML patients group.

Key Words: Childhood acute myeloid leukemia,FLLT3 gene mutations, internal tandem
duplications, D835 mutations, chromosomal translocations.
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1. GIRIS VE AMAC

Akut Myeloid Losemi, onkogenik fiizyon proteinlerinin olusumuna bagh ve
kromozom translokasyonlari ve inversiyonlariyla birliktelik gosteren myeloid kok hiicre
malinitesidir. AML’de bircok farkl translokasyon tanimlanmaktadir. En yaygin olanlar
t(8;21), t(15;17), inv(16) olarak belirtilmektedir. AML smiflandirmasinda bu
tekrarlayan translokasyonlar temel alinmaktadir. AML, transkripsiyon faktorlerini
kodlayan proteinlerdeki hata sonucu myeloid hiicre farklilagsmasinin normal siirecinde
gerceklesmemesi ve, gelisimin erken bir evresinde hematopoetik onciil hiicrelerin

neoplastik doniisiimii sonucu gelisen kemik iliginin malign bir hastaligidir (1,2,3).

AML hastalarinda en stk mutayona ugrayan gen Fms benzeri tirozin kinaz 3
(FLT3) genidir. FLT3 geni reseptor tirozin kinaz 3 (RTK3) alt ailesinin yeni bir
iiyesidir. Hematopetik kok/Oncii hiicrelerde eksprese olur. AML hastalarinda siklikla iki
tip FLT3 aktive edici mutasyonunun varligi bildirilmektedir. Her iki mutasyonda FLT3
geni aktivasyonuyla sonug¢lanmaktadir (4). Olgularin yaklasik %20-30’unda FLT3
geninin “jukstamembran” bolgesinin duplikasyonu (ITD) genin aktive olmasina neden
olmaktadir. FLT3 geninde goriilen bu mutasyonla birlikte genin otoinhibitor bdlgesinin
hasara ugradig1 ve tirozin kinaz aktivitesinin ortaya ciktigr bildirilmektedir. Olgularin
yaklasik %5-10’unda ise FLT3 geninin aktive edici loop bolgesi D835. pozisyonunda
meydana gelen nokta mutasyonuda tirozin kinaz aktivitesine sebep olmaktadir. FL'T3
geni mutasyonlari AML hastalarinda kotii prognozla birliktelik gostermektedir ve
AML’ye eslik eden kromozomal translokasyonlar ve inversiyonlarla birliktelik

gosterebilmektedir (5,6).

FLT3 gen mutasyonuna sahip hastalar daha yiiksek tekrarlama riski ve daha
diisiik sag kalim oranina sahiptirler. Ayrica mutant/normal FLT3 gen oranlarinin sag
kalimla iligkili olarak bir takip kriteri olarak kullanilabilecegi de son zamanlarda yapilan

calismalarda bildirilmektedir (5,6,7,8).

Calismamizda yeni tam1 almis cocukluk ¢agi AML olgularinda es zamanh
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) yontemi ile t(15;17), t(8;21) ve inv(16)
kromozomal degisiklikleri ve FLT3 geni ITD ve D835 mutasyonlar1 arastirildi.
Sonuglar olgularin klinik verileri ile ilisiklendirilerek, genetik degisikliklerin klinik ve

prognostik dnemlerinin saptanmasi amaclandi.



Literatiirde, oOzellikle cocukluk c¢agi AML hastalarina ait t(8;21), t(15;17),
inv(16) ve FLT3 gen mutasyonlarimin varligr bildirilmekle birlikte, kromozomal
translokasyonlarla FLT3 geni mutasyonlarinin birarada bulunmalarinin birbirleri
tizerindeki etkileri, AML siniflandirilmasi ve takip kriterleri ile ilgili olarak nasil
kullanilacaklarina dair yeterli veri yoktur. Bu calisma, Tiirkiye’de bugiine kadar
cocukluk cagi AML hastalar ile yapilmis bilinen en kapsamli caligmadir. AML’de
tekrarlayan kromozomal degisiklikler ve FLT3 geni mutasyonlarinin belirlenmesinin ve
birbirleri ile etkilesimlerinin ortaya ¢ikarilmasinin, hastaligin takibi ve tedavisinde

biiyiik 6neminin olabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hematopoez

Hematopoez, kan hiicrelerinin iiretim, farklilagsma ve gelisimi siireci olarak
tanimlanabilir. Hematopoetik sistem, kemik iligi, karaciger, dalak, lenf nodlar1 ve
timuslan igerir. Hiicrelerin farklilagsma ve gelisim yoniinii belirleyen mekanizma 6zel
biiylime ve transkripsiyon faktorlerinin veya bilyiime faktorii reseptorlerinin degismis
ekspresyonu ya da bunlarin her ikisinin birlikte etkisi ile olusur (9). Hematopoetik hiicre
jenerasyonunu ve bunlarin olusumunu saglayan adimlarin ilki uzun Omiirli
“pluripotent” hiicrelerin olusumudur. Tiim kan hiicrelerinin progenitorii “multipotent
hematopoetik kok hiicreler” olarak bilinen hiicrelerdir. Hematopoetik kok hiicreler
(HKH), uzun siireli-HKH ve kisa siireli-HKH olmak iizere iki gruba ayrilir. Uzun
stireli-HKH’ler hayat boyunca kendini yenileme potansiyeline sahip olmasina ragmen
kisa siireli-HKH’ler icin bu siire yaklasik 8 haftadir ve daha sonra ‘multipotent’ dncii
hiicreleri (MPOH) olusturur. MPOH’ler de daha sinirli farklilasma kapasitesine sahip
onciileri “oligo-lineage restricted progenitorler” olusturur ve giderek fonksiyonel
olarak geriye doniisiimsiiz olgun hiicrelere farklilagirlar. Lenfoid kok hiicreler T ve B
lenfositleri olarak bilinen hiicrelerin Onciilleridir. Hematopoetik hiicreler ii¢ fazda
ayrisabilirler. {1k grupta kendi kendini yenileyebilme ve farklilasabilme 6zelliklerine
sahip en ilkel multipotent hiicreler ikinci grupta onciil hiicrelerden gelisen hiicre hatlari
ve en gelismis grupta ise Ozel fonksiyonlarina en olgunlasmis hiicreler bulunur. Bu
multipotent kok hiicreler lenfositik ve nonlenfositik hiicreler olarak adlandirilan iki
biiyiik hiicre grubunun Onciilleridir. Kemik iligi multipotent kok hiicrelerden
olgunlagmis kan hiicrelerinin bu gelisimi ve tesekkiilii biiylime faktorleri, inhibitorler ve

mikrogevre tarafindan kontrol edilir (9,10,11).
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Sekil 2-1: Hematopoez (Kendini yenileyebilen kok hiicrelerden gelisen 8 farkh
hematopoetik hiicre hattr)

2.2, Losemilerin sinflandirilmasi

Losemiler kabaca hematopoetik sistemden kaynagini alan, klonal, neoplazik kan
hastaliklar1 olarak tanimlanabilir. Baska bir deyisle 16semiler normal kan hiicrelerinin
gelisim, olgunlagsma, ve/veya homeostasis siirecinde rol oynayan genlerin yapisal veya
fonksiyonel olarak hatali calismalari sonucu olusur. Hiicre olgunlagsma derecesine bagl

olarak 16semi tipleri oncelikle 4 temel grupta toplanabilir (12).
1-Akut / Kronik myeloid 16semi
2-Akut / Kronik monositik 16semi
3-Akut / Kronik myelomonositik 16semi

4-Akut / Kronik lenfoid 16semi



2.3. Akut losemiler

Akut 16semiler, hematopoetik onciil hiicrelerin neoplastik doniisiimii sonucunda
gelisen, malign ve ¢ocukluk cagi kanserleri i¢inde Oliimciil etkisi bilinen en yaygin
hastaliktir (13). Akut 16semiler, genc ve olgunlasmamis hiicrelerin 16semik formlarinin
periferik kan ve kemik iliginde cogalmalar1 ve istila etmeleri ile karakterizedir. Akut
myeloid 16semi ¢ocukluk caginda akut I6semilerin %15-20'sini olusturmaktadir (14,15).
Yetigkin hastalarin yaklasik %70’inde 0Ozellikle enfeksiyon sebepli mortalite
goriilmektedir. Tedavi edilmeyen bir akut myeloid l6semi hastasi i¢in ortalama yasam
stiresi yaklagik ti¢ aydir. Cocuklarin %90’1 ve yetiskinlerin %70’inde tedavi ile
hastaligin gerilemesi ve iyilesme goriilebilmektedir. Modern tedavi metodlan ile
ozellikle c¢ocukluk c¢ag hastalarinda biiyiik oranda iyilesme goriilebilmektedir. Akut
myeloid 16semi hastalifinda en uzun iyilesme ve olas1 tam iyilesmenin saglanmasi i¢in
gereken, hastaligin ilk tan1 doneminde miimkiin oldugunca ¢ok hiicrenin 6ldiiriilmesidir.
Ciinkii cesitli tedavi protokolleri 16seminin akut tiplerinin kesin tanisinda hayati éneme
sahiptir. Akut 16semiler akut myeloid 16semiler (AML) ve akut lenfoblastik 16semiler

(ALL) olmak iizere iki biiyiik gruba ayrlabilir (13).

2.3.1. Akut Myeloid Losemi (AML)

AML myeloid, monosit, eritroid ve megakaryositik hematopoetik prekiirsérlerde
olgunlagmanin erken dénemde duraksadigi malign bir hastaliktir. AML cocukluk ¢agi
l6semilerinin %15-20’sini olusturmaktadir. Tiim diinyada goriilme sikligi yilda 5-
7/1.000.000 ‘dur. Ozellikle yenidogan ve adolesan donemde daha stk goriilmektedir.
Goriilme siklig1 yasla birlikte artmaktadir. Erkeklerde ve beyaz irkta digerlerine oranla

daha fazladir (3,16).

2.3.2. AML etiyolojisi

AML etiyolojisinde bircok faktér yer almakla beraber, hastalarda tanimlanmis
belli bir risk faktorii bulunmamaktadir (de novo AML). En 6nemli risk faktorlerinden
biri myelodisplastik sendrom (MDS) ve artmig blast sayisiyla karakterize refrakter
anemidir (REAB-II) (3,17). Bunlarin yaninda AML olgularinin ¢ogunda tekrarlayici
kromozom diizensizlikleri goriilmektedir (18). AML ile ilgili translokasyonlar
genellikle CBF (core binding factor), retinoik asid reseptor alfa (RARa) ve ETS
ailesine ait transkripsiyon faktorlerini ve Homeobox gen ailesini etkiler (19).

Kromozomal translokasyonlar disinda AML hastalarinda saptanan diger bir genetik



degisiklik FLT3 genindeki aktive edici mutasyonlardir. En sik goriilen internal tandem
duplikasyon tipi mutasyon %23 siklikla goriiliirken, nokta mutasyonlart da (D835)
goriilebilmektedir (18,19,20). Ayrica iyonize radyasyon, kimyasal maddeler,
kemoterapotik ilaclar ve retroviriisler de AML etiyolojisinde rol oynamaktadir. (Tablo-

2.3-1)

Tablo 2.3-1: AML'ye yatkinhk olusturan faktorler (21)

Cevresel Faktorler:

¢ Tyonize radyasyon

¢ Kimyasallar

¢ Prenatal donemde alkole maruziyet

¢ Prenatal donemde sigara dumanina maruziyet
Kalitsal Faktorler:

e Ailede AML 6ykiisii

e Ailevi trombosit hastaligi (FDP)

e  Ataksi Talenjektazi

e Bloom Sendromu

e Diskeratozis konjenita

e  Down Sendromu

e Dubowitz Sendromu

¢  Fankoni anemisi

e Klinefelter Sendromu

¢ Konjenital amegakaryositik trombositopeni (CAMT)

e  Kostman sendromu

e Li Fraumeni Sendromu

e  Norofibromatozis Tip I

e Noonan Sendromu

e Poland Sendromu

e  Schwachman — Diamond sendromu

e Seckel sendromu

e Willms Tiimorii

e  Wolf Hirschhorn sendromu
Edinsel Faktorler:

e Aplastik anemi

e Edinsel amegakaryositik trombositopeni (AAMT)
e Klonal sitopeniler

e  Myelodisplastik Sendrom (MDS)

e Myeloma

e  Paroksismal nokturnal hemoglobiniiri

e Polysitemia vera




2.3.3. AML smiflandirmasi

[Ik defa 1976 yilinda Fransiz, Amerikali ve Ingiliz bir grup bilimadami
tarafindan olusturulan French-American-British (FAB) siniflamasi 1985 yilinda tekrar
gozden gegirilerek revize edilmis ve halen kullanilmaktadir. (Tablo:2.3-2) Ote yandan
FAB siniflama sistemine gore sadece morfolojik ve sitokimyasal boyanma ozelliklerine
gore siflandirilan akut I6semiler, sitogenetik ve molekiiler genetik tekniklerin
gelismesi ve bunlardan elde edilen degerlendirmelerle prognostik Onemi olan
markirlarin gosterilebilir hale gelmesiyle yeni bir siniflandirma sistemi olarak 2001
yilinda Diinya Saghk Orgiitii (World Health Organization, WHO) tarafindan yeni bir
siiflandirma yapilmistir (16,17,18,22,23,24).

Tablo 2.3-2: AML'de FAB simiflandirmasi (13,16,17,22)

MO -Diferansiye edilemeyen AML
M1 -Minimal diferansiye AML (MO0’dan farki immiinhistokimya veya akim sitometrisi ile

MPO ekspresyonu gosterilir)

M2 -Diferansiyasyon ile birlikte goriillen AML
M3 -Akut promyelositik 16semi (hastalarin ~ %90’1nda t(15;17) mevcuttur).
M4 -Akut myelomonositik 16semi

M4eo  -Eozinofili ile birlikte goriilen akut myelomonositik 16semi

M5 -Akut monositik 16semi

Mb5a -Monoblastik (diferansiye olmaksizin akut monositik) 16semi
M5b -Diferansiyasyon ile birlikte goriilen akut monositik 16semi
M6 -Eritrol6semi (Akut eritroid 16semi)

M7 -Akut megakaryositik 16semi




MO (Farkhlasmamis Myveloblastik Losemi):

AMVL’nin bu tipinde farklilasmamis myeloid hiicreler morfolojik olarak 151k
mikroskobu ile goriintiilenebilmektedir. Bu tipteki AML hastalarinda kemik iligi
yapilamamasi, trombositopeni ve notropeni gozlemlenmektedir. Kemik iligindeki blast
hiicrelerinin oram1 %30’un {izerinde ve histokimyasal boyamalarin genellikle tamami
negatif sonu¢ vermektedir. AML’nin bu tipi kotii prognostik grupta yer alir ve ortalama
yasam siiresi yaklasik 10 aydir. ALL’den CD13 ve CD33 immiinfenotipik markirlarinin
(+) olmasi ile ayrilir. Vakalarin ¢ogunda CD34 ve HLA DR pozitiftir (21,24,25,26).

M1 (Minimal Farkhilasma Gosteren Myeloblastik L.osemi):

Kemik iliginde yiiksek oranda (yaklasik %90) blast hiicrelerinin varligiyla
karakterize olan 16seminin bu tipinde blastlarin yaklagik %10’unu olgun nétrofiller
olusturur ve tiim blast hiicrelerinin yaklasik %3’ii MPO ve Sudan Siyahi (SB) pozitiftir.
Immiinfenotiplemede CD13, 33, 34 ve HLA-DR pozitiftir. Myeloblastlar azurofilik
graniillere ve auer cisimlerine (auer rods) sahiptir. Loseminin bu tipi hayatin ilk birkac

ayinda goriilen en yaygin 16semi tipidir. Kiz-erkek goriilme oran esittir (13,21,24,25).

M2 (Minimal Farkhlasma Gosteren Myveloblastik L.osemi):

Kan veya kemik iligindeki myeloblastlarin yaklasik %20’sini blast hiicrelerinin
olusturmasiyla karakterize olan 16seminin bu tipinde blastlar tiim hiicrelerin %30-90’1
arasindadir. immﬁnfenotiplemede CD13, CD33, CD34 ve HLA-DR pozitiftir. FAB M2
tipi 16semi tiim yas gruplarinda goriilmekle beraber hastalarin yaklasik %20°si 25
yasindan kiicik ve %401 60 yas ve lzeridir.Hastalarda c¢ogunlukla anemi,
trombositopeni ve notropeni goriiliir. Myeloblastlar auer cisimlerine sahiptir. Arasira
azurofilik graniiller goézlenir. Notrofillerde anormal niiklear segmentasyon goriiliir.
Karyotip anomalisi olan vakalarin yaklasik %3311 t(8;21)(q22:q22) varligiyla iliskilidir.
AMLI/ETO fiizyon protein yapimi ile sonuglanan 16seminin bu tipinde t(8;21) varlig
iyi prognostik degere sahiptir. Bazi nadir vakalarda t(6;9)(q23:q34) varligi rapor
edilmistir ve kotii prognostik degere sahiptir (13,21,24,25).

M3 (Akut Promyelositik Losemi):

Hastalarin = %90’mndan fazlasinda t(15;17) (q22;922) mevcuttur. AML
vakalarinin yaklasik %8-10’unu olustururlar. PML/RARA fiizyon proteini olusur.

Kadin-erkek goriilme orani yaklagik 1:2° dir. Genellikle orta yas grubunda goriiliir ve



ortalama yasam siiresi yaklasik 16 aydir. Varyant M3 tipi (M3v) cogunlukla graniil
icermez ve M4 ile karstirilabilir. Normalin ¢ok {izerinde promyelosit varligi ile
karakterize olan 16seminin bu tipinde blast hiicreleri %5’in iizerindedir ama %30 ve
izeri olma zorunlulugu yoktur. MPO ve SB (Sudan Siyahi) pozitiftir ve auer cisimleri
oldukga sik goriiliir. Immiinfenotiplemede CD13, CD15 ve CD33 pozitiftir, HLA-DR
ve CD34 negatiftir. Total 16kosit sayisinda lokopeniden 16kositoza kadar goriilebilen bir
dagilim mevcuttur. Promyelositler hipergraniiler, mikrograniiler veya hipograniiler
varyantlarda olabilir. Dissemine Intravascular Koagiilasyon (DIK) insidansi artmustir.
Olgularin %90’1indan fazlasinda t(5;17) varligr sozkonusudur ve bu iyi prognostik

gostergedir. Retinoik asit tedavisine olumlu yanit verir (13,21,24,25).

M4 (Akut Myelomonositik Losemi-AMML):

Oncii monosit ve notrofillerin proliferasyonuyla karakterizedir. FAB M4 tipi
l6semi ¢ocuklarda ve geng yetiskinlerde nadir olarak goriiliir. Genellikle 50 yas ve tizeri
yetigkinlerde goriilen 16seminin bu tipinde erkek-kadin goriilme orani 1.4:1°dir. Bu tip
16seminin tiim formlar akut formdur ve ortalama yasam siiresi yaklasik 8 aydir. Kemik
iligi blast oran1 %20’ nin iizerindedir. Periferik kanda monosit oran1 yaklasik 5 X 10° /L
ve lizerindedir. MPO ve Sudan Siyahi (SB) negatiftir ve auer cisimleri az goriilir.
1mmiinfenotiplemede CD13, CD33, HLA-DR ve CDI14 pozitiftir. Ekstramediiller
tutulum goriilebilir. Vakalarin ¢gogunda 16. kromozom anomalisi ve Ozelliklede inv(16)
goriiliir ve bu iyi prognostik degere sahiptir. Immiinfenotiplemede monositik
farklilagma belirtecleri olan CD14, CD4, CD11b, CDl11c, CD64 ve CD36 aciklayici
degere sahiptir. AMML vakalarinin ¢ogu nonspesifik sitogenetik anomaliler sergiler.
Ayrica kromozom 16 anomalisi gosteren vakalarin ¢ogunda kemik iliginde anormal

derecede artmis eozinofil sayisi da izlenmektedir (13,21,24,25).

M5 (Akut Monositik L.osemi):

Kemik iligi blast orant %30’un iizerindedir. FAB M5a ve FAB M5b olmak
iizere iki formu vardir. Ozellikle FAB M5a formu geng yetiskinlerde daha yaygindir.
FAB-MS5 ozellikle <2 yasta daha siktir. M5a i¢in ise ortalama yas 16’dir. Akut
monoblastik ve akut monositik 16semi hiicrelerini olusturan hiicreler tiim AML’ler
icerisinde bir monositik seri 16semik hiicrelerin %80 veya daha fazlasidir. Bu hiicreler
monoblastlar, promonositler ve monositleri icerir. M5a ve MS5b goreceli olarak

monoblastlarin ve promonositlerin oranlanmasiyla birbirinden ayrilmaktadir. Akut



10

monoblastik  16semide monoblastlarin  ¢ogunu (=  %80) monositik hiicreler
olusturmaktadir. Akut monositik 16semide monositik hiicrelerin ¢cogu promonositlerdir.
Akut monoblastik 16semi tim AML vakalarinin %5-8’ ini olusturur. M5a formu igin
erkek-kadin goriilme orani yaklasik 0.7:1, M5b formu igin ise yaklasik 1.8:1’dir. M5b
formu tedaviye oldukca direnclidir. Yasam siiresi bu tip i¢in oldukca kisadir (7-8 ay
aras1). Yaygin klinik 6zellikleri arasinda her iki tip M5 tipi l6semide de kanama
bozukluklari, ekstramediiller tutulum ve merkezi sinir sistemi tutulumu sayilabilir.
Nadiren auer cisimleri goriiliir. Tipik olarak NSE pozitif, MPO negatif ve Lizozim
pozitiftir. Histokimyasal ve immiinofenotipik olarak M4 ile benzer 6zellikleri gosteren
M5a tipi 16semide 11g23 anomalisi en sik goriilen anomali olup kotii prognostik degere

sahiptir (13,21,24,25).

M6 (Akut Eritroid L.osemi):

Hiicrelerin yarisindan ¢ogu eritroid hiicrelerdir. Onemli bir myeloid icerige
sahip olan eritroloseminin FAB M6a ve FAB M6b olmak iizere iki alttipi vardir. Daha
sik eriskinlerde goriilir ve tim AML’ler icinde goriilme oramit yaklasik %5-6
arasindadir. Kemik iligindeki noneritroid hiicrelerin  %?20’den fazlas1 blasttir.
Histokimyasal boyamalarda SB negatif, MPO ve Periyodik Asit Shift (PAS) pozitiftir.
Immiinfenotiplemede CD13, CD33, CD117 ve glikoforin pozitiftir. Bu tip 16semide 5.
ve 7. kromozomda delesyon sik goriilir ve kotii prognostik degere sahiptir

(13,21,24,25).

M7 (Akut Megakaryositik Losemi):

Megakaryoblastlar %30’un iizerindedir. Sudan siyah1 ve MPO negatif, PAS ,asit
fosfataz ve nonspesifik esteraz pozitiftir. Immiinfenotiplemede myeloid belirtecler olan
CD13 ve CD33 porzitif olabilir. CD36 genellikle pozitiftir. Yetigskinlerde akut
megakaryoblastik 16semi ile iligkili bilinen translokasyon yoktur. Cocukluk déneminde
kismen infant donemde ve t(1;22)(p13;q13) ile iliskili olarak goriilebilir ve bu akut
I6seminin bu tipi i¢in kotii prognoz gostergesidir. FAB M7 siklikla trizomi 21°li
cocuklarda goriilmektedir (13,21,24,25).



Tablo 2.3-3: AML'de izlenen immiinfenotipik markirlar ve siniflandirma (3)

Markir

CD13

CD33

CD34

HLA-DR

CDl11b

CD14

CD41

CD42a

CD42b

CDh61

Glykoforin A

TdT

CDllc

CD117(Ckit)

CD56

Hiicre hatti

Myeloid

Myeloid

Erken donem

AMLlerin ¢ogunda (+)’tir, APL’de (-)’tir

Olgun monositler

Monositler

Trombosit glikoprotein IIb/I1la kompleksi

Trombosit glikoprotein IX

Trombosit glikoprotein Ib

Trombosit glikoprotein IIla

Eritroid

Genellikle ALL’de belirtectir

Myeloid

Myeloid / kok hiicre

NK hiicresi/ kok hiicre

11
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AMIL.’de WHO Simiflandirmasi:

Yeni tekniklerin gelistirilmesi ve bu teknikler sayesinde saptanabilen, molekiiler
genetik ve sitogenetik anomalilerin ve bunlarin prognostik degerlerinin anlasilmasi
sonucunda akut 16semilerin siniflandiriimasi i¢in 2001 yilinda Diinya Saghk Orgiitii
(World Health Organization, WHO) tarafindan WHO siniflandirmas1 adi verilen yeni
bir siniflama yapilmistir. (Tablo: 2.3-4) WHO siiflandirma sisteminde FAB sistemine
gore birka¢c onemli degisiklik bulunmaktadir. FAB siniflamasi hiicre morfolojisi ve
farklilagsma derecesine gore, biyokimyasal reaksiyonlara ve hiicre yiizey belirteclerine
baghh olarak yapilmakta iken WHO siniflamasinda morfolojik  ozellikler,
immiinfenotipleme, sitogenetik ve molekiiler biyolojik 6zellikler dikkate alinmistir.
WHO ve FAB simiflandirma sistemleri arasindaki en 6nemli farklilik kan veya kemik
iligindeki blast hiicre oraminin %30’dan  %?20’ye indirilmis olmasidir. FAB
siniflamasina gore bu oranin %30 ve {izeri olmas1 myelodisplastik sendrom sinifinda yer
alan ve blast oram1 %20-29 arasinda olan asir1 blast transformasyonu ile karakterize
Refraktor Anemi (“refraktory anemia with excessblasts in transformation” RAEB-t )

sinif1 ortadan kaldirilmaktadir (3,18,21,23,24,27,28).

Tablo 2.3-4: AML'de WHO siiflandirmasi (3)

1. Tekrarlayan genetik anomalilerle seyreden AML
*1(8;21)(922;922), (AMLI1/ETO) ile AML
*inv(16)(p13;q22) veya t(16;16)(p13;q22), (CBFB/MYHI11) ile seyreden AML
*APL t(15;17)(q22;q22), (PML/RARA)
*11q23 (MLL) ile seyreden AML
2. Cogul seri displazisi ile seyreden AML
*Onceden Myelodisplastik Sendromlu (MDS’li) tip
*Onceden MDS’li olmayan tip
3. Tedaviye ikincil AML ve MDS
*Alkilleyici ajanlarla ilisgkili tip

*Topoizomeraz Il ile iligkili tip
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4.  Tammlanan gruplara girmeyen AML
*Minimal farklilasma gosteren AML
*QOlgunlagsma gostermeyen AML
*Akut miyelofibrozis ile panmiyelozis 16semi
*Qraniilositik olgunlagma gosteren AML
*RARA rearrajmani gostermeyen APL
*Akut Myelomonositer Losemi
*Akut Monoblastik ve Monositer Losemi
*Akut Eritrolosemi
*Akut Megakaryoblastik Losemi
* Akut Bazofilik Losemi

*Myeloid Sarkom

£(8:21) (q22;q22) ile birlikte seyreden AML (AML1/ETO):

Tiim AML’ler icinde %5-12 oraminda goriilmektedir. t(8;21) (q22;q22)
AML’deki en yaygin kromozomal diizensizliklerden biridir (29). FAB M2 grubunda sik
goriilir. AMLI1 gen tirtinii DNA baglama 6zelligindedir. AML1-CBFp transkripsiyon
faktorii kompleksinin bir parcasidir (5). ETO geni ise bir “zinc finger” protein
kodlamaktadir. Translokasyon neticesinde 21. kromozomdaki AML1 geni ve 8.
kromozomdaki ETO geninden olusan bir fiizyon proteini ortaya cikar.Olusan bu
AMLI/ETO fiizyon geni AML1’in DNA baglayan kismini ve ETO geninin tamamini
icerir. Genellikle kemoterapiye yanit iyidir ve konsolidasyon fazinda “cytarabine” ile
tedavi edildiginde uzun siireli sagkalim ve tam remisyon orami yiiksektir. Olgun
notrofillerde auer cisimleri goriilebilir. Anormal niiklear segmentasyonu ve
histokimyasal boyamalarda anormallikler goriilebilir. Nadiren kemik iligi blast oram
%?20’nin altina inebilir. Bunlarin disinda cinsiyet kromozomu kayb1 ve del(9)(q22) gibi
genetik anomaliler sik goriilmektedir. CD56 ekspresyonu artisi ek prognostik faktor

olarak sayilabilir (18,29).
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Sekil 2-2: t(8;21) translokasyonu sonucu meydana gelen AML1-ETO fiizyon geninin

sematik goriiniimii

inv(16)(p13:q22)veya t(16:16)(p13:q22),(CBF/MYH11) ile seyreden AML:Tiim

AMVL ler i¢inde yaklasik %10-12 oraninda goriilmektedir. Geng hastalarda daha sik

goriiliir (18,30). Morfolojik olarak Akut Myelomonositik Losemiye (FAB M4)

benzemektedir. Yeni tamida veya relapsta myeloid sarkomlar goriilebilir. Hem

inv(16)(p13;922) ve hem de t(16;16)(p13;q22) translokasyonlar1 sonucunda 16q22

bolgesinde bulunan Core Binding Factor B geni (CBFp) ile 16p22 bolgesinde bulunan
Muscle Myosin Heavy chain 11 geni (MYHI11) fiizyona ugrayarak CBFB-MYHI11

flizyon geni olusur. Bu genetik degisiklik geleneksel sitogenetik bantlama teknikleriyle

gosterilemedigi i¢in Fluorescence in Situ Hybridization (FISH) ve es zamanli polimeraz

zincir reaksiyonu (RT-PZR) yontemlerinin kullanilmast gereklidir. Bu hastalar

konsolidasyon fazinda yiiksek doz “cytarabine” ile tedavi edildiklerinde remisyon orani

yiiksektir (18,31,32).
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Sekil 2-3: inv(16) (p13;q22) sonucu meydana gelen CBFB-MYH11 fiizyon geninin sematik

goriiniimii
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t(15:17)(q22;g21), (PML/RARuw)ile seyreden AML (APL):

Tim AML’ler icinde yaklasitk %5-8 oraninda goriilmektedir. Akut
Promyelositer Losemi (APL) hipergraniiler (ya da tipik) APL ve hipograniiler (ya da
mikrograniiler) APL olmak iizere iki gruba ayrilir. Mikrograniiler APL hipergraniiler
APL’den 16kosit sayisinin fazlaligiyla ayrilmaktadir. Her iki tip APL’de de “Dissemine
Intravascular Koagulation” (DIC) goriilmektedir. Daha cok orta yas ve iizerindeki
yetigkinlerde goriilir. APL’de t(15;17)(q22;q12) translokasyonu sonucunda 17q12
bolgesinde bulunan Retinoik Asit Reseptor Alfa (RARa) geni ile 15q22 bolgesinde
bulunan Promyelositik Losemi (PML) geni fiizyona ugrayarak PML/RARa fiizyon geni
olusur. Bu tip AML’de olgularin %90’1indan cogunda bu translokasyon goriilmektedir.
APL’de Iokosit sayist ¢ok hizli bir sekilde ikiye katlanir. Biitiin l6semik
promyelositlerde MPO kuvvetli pozitif sonug¢ verir. Bazi durumlarda bu tanslokasyon
maskelenerek sitogenetik olarak gosterilemeyebilir. Fakat bu olgularda da varyant
translokasyon ve insersiyonlar PML/RARa fiizyon geni olusumu goriilebilmektedir.
FISH ve RT-PZR yo6ntemleri ile maskelenmis olan bu genetik yeniden diizenlenmeler
gosterilebilmektedir. APL hastalar1 bir farklilagsma ajan1 olarak gorev yapan “All-Trans
Retinoic Acid” (ATRA) ile tedavi edildiklerinde yiiksek oranda remisyon saglarlar. APL
vakalarimin  yaklasik  %1°’i RARa geniyle iligkili olan t(11;17)(q23;q21),
t(5;17)(q32;q12) ve t(11;17)(q13;921) gibi translokasyon varyantlarini icermektedir (18,
33).
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Sekil 2-4: t(15;17) (¢q22;q21) translokasyonu sonucu meydana gelen PML-RARA fiizyon
geninin sematik goriiniimii
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11923 (MLL) ile seyreden AML:

Tiim AML’ler icinde yaklagik %5-6 oraninda goriilmektedir. Tipik olarak
monositik ozellikler gosterirler. Ozellikle ¢ocuklarda sik goriiliir. Infant AML ve
tedaviye bagli AML olmak iizere iki alt grubu vardir. Tedaviyle iliskili AML genellikle
Topoizomeraz II kullanimindan sonra olusur. Hastalarda DIC, ekstramediiller monositik
sarkomalar ve/veya doku infiltrasyonu goriilebilir. 11g23 anomalileri 6zellikle akut
myelomonositik, monoblastik ve monositik 16semilerde (FAB M4, M5a ve M5b) ve
nadir olarak da olgunlagsma gostermeyen ve minimal diizeye olgunlasmis AML’lerde
(FAB M2 ve FAB M1) goriiliir. 11g23 bolgesinde yerlesmis olan MLL geni gelisim
sirasinda diizenleyici rol oynamaktadir ve yaklasik 22 farkli translokasyonu

bildirilmistir. FISH ile bu farkli genetik anomaliler gosterilebilmektedir (18).

FLT3 mutasyonu saptanan AML.’ler:

Aktive edici FMS benzeri tirozin kinaz 3 (FLT3) mutasyonlar1 yeni tam1 AML
vakalarinin yaklasik %20-30’ unda saptanmaktadir (18,34). Bu mutasyonlar AML’de
prognozu en belirleyici molekiiler anomalidir. Bu mutasyonlarin en yaygin olani
reseptoriin jukstamembran bolgesinde yerlesik olan ve yaklasik %23 siklikla goriilen
internal tandem duplikasyon (FLT3/ITD) mutasyonlaridir. Bundan bagka, daha az
siklikla goriilen (yaklasik %7) nokta mutasyonlar1 da vardir. FLT3/ITD mutasyonu
bulunan AML’lerin klinik o©zellikleri arasinda, normal sitogenetik, lokositoz ve
monositik farklilasma sayilabilir. FLT3/ITD mutasyonlar1 artmis relaps orani ve genel

sagkalim siiresinde kisalma ile iligkilidir (18).

Cogul Seri Displazisi ile Birlikte Seyreden AML:

Bu tip AML’ler MDS’da goériilen sitogenetik anomalilerle karakterizedir. Kan
veya kemik iligi blast oran1 >%20’ dir ve 2 ya da daha fazla hiicre tipi ve bu serileri
olusturan hiicrelerin en az %50’ sinde displazi goriiliir. Bu hiicreler genellikle
megakaryositlerdir. Daha ¢ok yashlarda goriiliir. Olgularin %85’ inden fazlasim 70 yas
ve lizerindeki hastalar olusturur (23,35). Bu tip AML ya de novo olarak ya da MDS’u
takiben ortaya cikar. Hastalarda ¢ogunlukla ciddi pansitopeni mevcuttur. Cogul seri
displazisi ile birlikte seyreden AML’lerin (FAB siniflandirma sistemine gore) M6a ve
M6b olmak iizere iki morfolojik tipi vardir. Bazi hastalarda bu iki morfolojik tip birlikte

bulunabilmektedir. Bu tip 16semide basta kromozom 5 ve kromozom 7’de olmak iizere
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belli kromozomlarda biiyiik pargalarin kaybi ya da duplikasyonu seklinde kromozom

anomalileri goriilebilmektedir (18).

Tedaviye ikincil AML ve MDS:

Bu sinifta yer alan AML sitotoksik kemoterapi ve / veya radyasyon tedavisi
sonucu gelisir. Alkilleyici ajanlarla ve Topoizomeraz II ile iligkili olmak iizere 2 formu
vardir. Alkilleyici ajanlarla iligkili olan tip genellikle alkilleyici ajanlara ya da
radyasyona maruziyetten 5-6 yil yada daha sonra gelisir. Genellikle dnce MDS tablosu
gelisir. Bu evre coklu seri displazisi ile seyreden AML ile benzerlik gosterir. Olgular
olgunlagma gosteren akut myeloblastik 16semi (FAB-M2), akut monositik 16semi (FAB-
M5b), AMML (FAB-M4), eritrolosemi (FAB-M6a) veya akut megakaryoblastik 16semi
(FAB-M7) morfolojisi gostermektedir. Vakalarin %90’ indan fazlasinda sitogenetik
anomaliler ve kromozom 5 ve 7’yi iceren yada coklu kromozom anomalileri

gozlenmektedir. Ortalama yasam siiresi tanidan sonra yaklasik 7-8 aydir.

Topoizomeraz II ile iligkili olan tip ise Topoizomeraz II inhibitorleri ile tedavi
goren hastalarda olusur. Bu ajanlar epipodofilotoksinler, teniposid, antrasiklinleri
(doksorubisin ve 4-epi-doksorubisin) kapsar (36). Cogul seri displazisi ile birlikte
seyreden AML’ye gore daha erken dénemde (2 yil sonra) ortaya ¢ikar (37). Vakalarin
cogu akut monoblastik veya myelomonositik 16semi o6zellikleri ile karakterizedir.
Bildirilen diger morfolojiler promyelositik 16semi, MDS ve akut megakaryoblastik

sendrom ile uyumludur (18).

Tammlanan Gruplara Girmeyven AML. ’ler:

Yukarida sayilan gruplarin hi¢birine girmeyen AML’ler FAB siniflamasina gore
belli tiplerdeki AML’lerin modifiye edilmesiyle gruplandirilmislardir. Bunlarin yaklasik
yarisint MO, M1 ve M2 alt gruplarn olusturmaktadir. M3 %10, M5a ve M5b %10, M6
%5, M7 %3-5 oranlarinda goriilir. RARa rearrajman1 gostermeyen APL tipik M3

bulgular ile karakterizedir. ATRA tedavisine cevap vermez (18,23).

Varvyant: Down Sendromunda Goriilen AML/Myeloproliferatif Hastalik:

Down Sendrom’lu (trizomi 21) hastalarda akut losemilerin 6zellikle myeloid
tipine yatkinhk artmistir Basta akut megakaryoblastik 1osemide bu acikga
goriilmektedir. Down Sendromlu yenidoganlarin yaklasik %10’unda 16semiye ait klinik

ozellikler; 16kositoz, kanda %30’ dan %50’ ye uzanan blast yiizdesi ve ekstramediiller
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tutulum goriilmektedir. Bu hiicrelerin biiyiik boliimiinii promegakaryositler olusturur.
Diseritroropoezis diger bir morfolojik 6zelliktir. Blast hiicrelerinin sitokimyasal

boyamalarinda MPO ve SB negatiftir (18).
Akut Bazofilik L.osemi:

Bazofillerde farklilasmanin goriilmesiyle karakterize baslica akut myeloid
16semi tipidir. Siklig1 %1’den azdir. Klinik 6zellikleri arasinda kemik iliginde hasar,
halkasal blastlar ve organomegali sayilabilir. Hepatosplenomegali diger AML tiplerine
oranla daha siktir. immiinfenotiplemede myeloid yiizey antijenlerinin pozitifliginin
yanmisira CD9 ve CD25 pozitifligi goriiliir. Olgun bazofillerin sayis1 oldukca azdir. Asit
fosfataz siklikla pozitiftir. MPO ve SB negatiftir. Akut bazofilik 16semi i¢in herhangi bir

kromozom anomalisi tanimlanmamustir.

Akut Panmyeloz veva Myelofibrozis:

Kemik iliginin kisa siirede ilerleyen fibrozisi ile karakterize olan l6seminin bu
tipi olduk¢a nadirdir ve tiim yas gruplarinda goriilebilir. De novo veya alkilleyici
ajanlarla kemoterapi veya radyasyona maruziyeti takiben goriilebilir. Agir pansitopeni
tablosuyla birlikte anizositozis ve myeloid hiicrelerde displastik degisiklikler goriiliir.
Kanda blast oram1 %5’in altindadir. Akut panmyeloz veya myelofibrozis ile iligkili

tanimlanmig bir kromozomal anomali yoktur.

Myeloid Sarkom:

Myeloid sarkom,ekstramediiller myeloid tiimor, graniilositik sarkom ve kloroma
olarakta adlandirilir ve tiim AML hastalarinin yaklasik %?2-8’inde gelisir. MPO ve ASD
pozitiftir. Myeloid sarkomla iligkili olarak bildirilen kromozomal anomali

bulunmamaktadir (18).

2.3.4. AML’de klinik

AML hastalarinda kemik iligi hasariyla sonuglanan semptomlar gozlenmektedir.
En yaygin semptom siddetli anemidir. Diger semptomlar arasinda halsizlik, kilo kaybz,
pansitopeniye bagli kanamalar, ekimoz, petesi, sik goriilen enfeksiyonlar sayilabilir.
Aslinda yash bir AML hastasinda myokard enfarktiisii baslica semptomdur. Hastalarda
cogunlukla 16kosit sayisinda artma goriilirken notrofil seviyesinde bir diisiis
sozkonusudur. Hepatomegali, splenomegali merkezi sinir sistemi tutulumu ve

lenfadenopati pek sik izlenmemekle beraber FAB-M4 ve FAB-M5 AML’lerde organ
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tutulumu daha sik goriilmektedir. Bu belirtiler yaninda 6zellikle APL’de ve FAB-M4 ve
M5 tipi AML’lerde DIK’a egilim ,merkezi sinir sistemi tutulumu bulgulan ve diseti
hipertrofisi goriilebilmektedir. Ayrica hastalarin ¢ogunda oral antibiyotik tedavisine
ragmen uzun siirebilen solunum yolu enfeksiyonlarida goriilmektedir. Siklikla tutulan

organlar, dalak, karaciger ve diseti olarak bildirilmistir (3,21).

2.3.5. Prognoz

AML’de erken donemde uygulanan agresif tedavi ile remisyon saglanmasi
olasih@ yiiksektir. Ozellikle 60 yasin altindaki eriskin hastalarin %15-20" si bu tedavi
sonrast ortalama 3 yillik bir yasam siiresine sahip olabilmektedir. Yasin ilerlemesiyle
birlikte (>65 yas) remisyon oranida hayatta kalim siireside diiger. Bununla birlikte
smiflandirma tipine gore cesitli kromozomal translokasyonlar, inv(16) varligi,
remisyonda iken indiiksiyon terapisinde blast sayisinin diismesi ve blastlarin
kaybolmasi, normal metafazlarin varligi ve bunun gibi daha bircok faktor iyi prognostik
belirte¢ olarak (Tablo:2.3-5), FLT3 geni mutasyonlarimin varligi, infeksiyonlar, 16kosit
sayisinin  agirl artmis olmasi, merkezi sinir sistemi tutulumu gibi etkenler kotii

prognostik belirte¢ olarak bilinmektedir (Tablo:2.3-6) (3,21).

Tablo 2.3-5: AML'de iyi prognostik belirtecler (21)

e t(15;17) varlig (Ozellikle FAB-M3 vakalarinda)

e ((8;21) varlig1 (Ozellikle FAB-M2 vakalarinda)

e Inv(16) varhig

e indiiksiyon terapisi esnasinda blast sayisinin diismesi ve blastlarin kaybolmasi
e TdT ekspresyonunun diisiik olmasi (<%35 olmasi)

e (CDI11b ekspresyonunun yiiksek olmasi

e Kaspaz-3 seviyesindeki artig

e Telomeraz aktivitesinin yiiksekligi




20

Tablo 2.3-6: AML'de kotii prognostik belirtecler (21)

®  >65yas

e 5.ve7.kromozomlarin delesyonlar

e 8. ve 10. kromozolarin trizomisi

e [okosit sayisinin >50.000/ul, blast hiicrelerinin sayisinin 15.000/ul olmasi
e Trombosit sayisinin <50.000/ul olmasi

e Yiiksek LDH diizeyi

e Obezite, diyabet, bobrek yetmezligi

e Indiiksiyon tedavisi sirasinda entiibe olma veya ventilasyon destegi almis olmak
e Yiiksek Bcl-2 ekspresyonu

e Diisiik Retinoblastoma ekspresyonu

® Yiiksek CD33 ve CD34 ekspresyonu

¢  GATAI1 ve CD56 ekspresyonunun artmig olmasi

e Ekstramediiller tutulum

¢ FLT3 mutasyonlarinin varligi,

e Yiiksek EVI1 ve NPMI1 ekspresyonu

® Yiiksek Interlokin 1B ekspresyonu

¢ P15 metilasyon

e Mikrosatellit instabilitesi

e Yiiksek serum albiimin diizeyi

e 11923 varlig
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2.3.6. Tedavi

AML’de basarili bir tedavi, eger varsa Oncelikle, sistemik ya da merkezi sinir
sistemi hastaliginin 6zel tedavisi ve kemik iligi kontroliine bagl olarak yapilabilir. Bu
stratejinin olmazsa olmaz1 sistemik olarak uygulanan kombinasyon kemoterapisidir.
Ciinkii merkezi sinir sistemi hastalifi gelismis AML hastalarinin sadece %5’inde

proflaktik tedavi endike degildir (18,38,39).
Tedavi iki faza ayrilmaktadir:
1-Indiiksiyon tedavisi
2-Remisyon sonrasi tedavi

Indiiksiyon tedavisi remisyonun saglanmasi icin uygulamr ve bu tedavi
yonteminde kabul edilebilir cesitli ajanlar kullanilmaktadir. Hem I6semi hem de
uygulanan 16semi tedavileri myeloid hiicrelerin baskilanmasina neden olmaktadir. Bu
sebeple hastalar, enfeksiyoz komplikasyonlara karsi uygulanan tedavilerdeki gibi
trombosit transfiizyonlarim1 iceren kan fraksiyonlariyla hematolojik olarak
desteklenmelidirler. Son yillarda yapilan deneysel ¢calismalarda koloni uyarici faktorler
gibi graniilosit koloni-uyarict faktér (G-CSF) ve graniilosit-makrofaj koloni-uyarici
faktor ile losemi tedavisiyle iligkili olan graniilositopeni periyodunu kisaltmak icin

denenmektedir (18).

Remisyon sonrasi tedavi ise remisyonun siirekliliginin saglanmasi igin
yapilmaktadir. AML‘de remisyon, hastalik semptomlarinin yok olmasi, periferik kan ya
da kemik iliginde blast oraninin %5’in altina inmesi ve hiicre sayilarininda normal

sinirlara gerilemesi olarak tanimlanabilir.

Akut promyelositik 16semi (APL) AML’nin 6zel bir altgrubudur. APL igin
indiiksiyon tedavisinde ATRA kullanilmakta ve hastalarin %70-90’1nda tam remisyon
saglanabilmektedir. ATRA 16semili hiicrelerin farklilagmasini saglamaktadir. Bu
gruptaki hastalarda t(15;17) iyi prognostik gostergedir. APL hastalariin yaklasik
9%95’inde t(15;17)(q21;q11) varhigr tespit edilmektedir. APL hastalarinin ¢ok az bir
boliimiinde ise diger sitogenetik anomaliler [t(11;17)(q23;q11), t(11;17)(ql3:;ql1),
t(15;17)(q31;q11), t(17;17) goriilebilmektedir. t(11;17)(q23;q11) translokasyonu olan
hastalar ATRA tedavisine direnclidir. (Tablo: 2.3-7) ATRA tedavisinin l6kositoz ve

solunum giicliigiine sebep olduguda bildirilmektedir (3).
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Tablo 2.3-7: AML'de translokasyon sonucu olusan fiizyon genler ve ATRA tedavisine

yanit (3)
Translokasyon Olusan Fiizyon genler ATRA Tedavisine Yamt
t(15;17)(q21;q11) PML/RARa Iyi
t(11;17)(g23;q11) PLZF7RARa Yok
t(11;17)(q13;ql11) NuMA/RARa Iyi
t(5;17)(q31;q11) NPM/RARa Iyi
t(17;17) Stat5b/ RARa Bilinmiyor

AML tedavisiyle ilgili yeni stratejilerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu
sebeple sinyal iletimi, apoptozis ve anjiogenezle ilgili ¢esitli ajanlarin kullanilmasiyla

uygulanan yeni tedavi metodlar1 da denenmektedir (21).
e Sinyal iletimini hedef alan tedaviler
o Tirozin kinaz inhibitorleri
o FLT3 inhibitorleri ( PKC412, CT83518, CEP701 ve SU5416 gibi)
o KIT tirozin kinaz inhibitorleri (imatinib mesilat)
o Diger tirozin kinaz inhibitorleri (AG1296, SU5416)

e Sinyal iletimi ve apoptozis’in diger inhibitorleri (MAP kinaz inhibitorleri

ve Bcl-2 mRNAsina karsi antisense ajanlar)
e Prenylation inhibitorleri
o Farensil tranferaz inhibitorleri (BMS-214662, 1L.-778,123, R-15777 ve
SCH66336)
o Geranilgeraniltransferaz-1 inhibitorleri

® Anjiogenez inhibitorleri (Amifostin, Thalidomid, SU5416)
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2.4. AML’de molekiiler genetik degisiklikler

Loseminin molekiiler genetik temellerinin anlagilmasina dair 6zellikle
gectigimiz on yilda kayda deger ilerlemeler olmustur. Losemilerin en biiyiik sebebi
hematopoetik 6ncii hiicrelerdeki sonradan kazanilmis somatik mutasyonlardir. Iki
transkripsiyon faktoriiniin fiizyonu dengeli resiprokal translokasyonlarla ilgili akut
l6semilerde goriilen yaygin bir durumdur. Bu transkripsiyon faktorleri evrim boyunca
korunmustur. Bu transkripsiyon faktorleri CBF, RARa, HOX ve ETS ailesi iiyeleridir
(Tablo:2.4-1).

Bu kromozomal translokasyonlar tek baslarina 16semi fenotipini olusturmak i¢in
yeterli degildir. AML patogenezinde siklikla FLT3 gibi bir tirozin kinaz’in siirekli
aktivitesi ile transkripsiyon faktorlerini etkileyen kromozomal translokasyonlar birlikte
etkili olmaktadir. Tirozin kinazlarin aktivasyonuna yol agcan mutasyonlar hiicre
cogalmasim uyararak veya apoptozisi engelleyerek kansere yol acarken, transkripsiyon
faktorlerinde fiizyon proteinlerinin olusumu ile sonuglanan mutasyonlar hiicre

farklilasmasini bozarak kanser olusumuna Kkatilir (19).

Tablo 2.4-1: AML'de transkripsiyon faktorlerinin kromozomal translokasyonlari (19)

Transkripsiyon faktorii Olusan fiizyon gen

Translokasyon

CBF t(8;21)(q22;q22) AMLI-ETO
t(3;21)(q26;q22) AMLI1-EVI1
inv(16)(p11;q22) CBF-MYHI11
t(12;21)(p13;922) TEL-AMLI1

RARa t(15;17)(q22;q11) PML-RARa
t(5;17)(q31;q11) NPM-RAR«a
t(11;17)(p13;ql1) PLZF-RARa

HOX t(7;11)(p15;p15) NUP98-HOXA9
t(2;11)(q31;p15) NUP98-HOXD13
t(12;13)(p13:q12) TEL-CDX2

ETS t(12;22)(p13;ql1) MNI1-TEL
t(16;21)(p11;922) TLS-ERG
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2.4.1. Core Binding Factor (CBF) translokasyonlari

CBF, CBFa (AMLI1 olarak da bilinir) ve CBFfA alt {initelerinden olusan
heterodimerik bir transkripsiyon faktoriidiir. CBF normal hematopetik farklilagmada
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynar. CBFa DNA’ya baglanarak CBFf ise
CBFo’'nin DNA’ya olan ilgisini arttirarak islev goriir. CBF’nin AML’de degisik
mutasyonlart goriiliir. Bu mutasyonlar normal hematopoetik hiicre farklilasmasini
bozar. Ornegin t(8;21) translokasyonunda CBF’in alfa alt iinitesi etkilenir ve fonksiyon
kaybina neden olur (40). Bu translokasyonla AMLI1-ETO fiizyon geni olusur. Inv(16)
sonucunda ise CBFf’nin fonksiyonu degismektedir. Burada olusan fiizyon gen CBFB-
MYHI1 genidir. CBF’nin regiile ettigi genlerden bazilar interlokin 3 (IL-3), GM-CSF,
M-CSF, T-hiicre reseptor beta (TCRB) enhanceri, immunoglobulin agir zincir
enhanceridir (Ep) (41). CBF fiizyon proteinlerinin normal CBF nin de fonksiyonunu
bozarak baskin negatif (dominant negatif) etkili oldugu gosterilmistir (42). AML’de
CBFa geninde nokta mutasyonlar1 veya delesyonlar da bulunmustur. Bu mutasyonlar
AMLye yatkin olan nadir ailesel trombosit hastaligi (FPD/AML) ile birliktedir. Ayrica
farklilasma gostermeyen AML’de (FAB MO) bu genin mutasyonlar1 bulunur. CBFa
aktive edici veya inhibe edici farkli mutasyonlar1 vardir, fakat molekiiler mekanizmasi

bilinmemektedir (19).

2.4.2. Retinoik Asit Reseptor Alfa (RARa)

APL’de 17. kromozomda bulunan RARa geninin ¢esitli genlerle translokasyonu
goriilmektedir. (Tablo: 2.4-1). t(15;17) sonucu olusan PML-RARGa fiizyon geni APL’nin
9%95’inde goriiliir. Geriye kalan APL olgularinda RARa geni, PLZF, NPM, NuMA ve
STATS gibi genlerle fiizyon olusturur. Bu da genel molekiiler mekanizmanin RARa 19
yoluyla oldugunu disiindiirmektedir. RARa’'nin fonksiyonunun kaybi normal
graniilositik farklilasma ile iliskili hiicre 6liimiinii inhibe eder, bu sebeple RARa tiimor
baskilayict gendir. Genin translokasyonlart ikinci vurusu saglayarak 16semi gelisimine
neden olur (24). PML’nin fonksiyonu tam olarak anlasilamamistir. Transgenik farelerde
PML-RARa anlatimi dogumdan birkag¢ ay sonra promyelositik 10semi gelisimine neden
olur .Bu durum, 16semi gelisimi icin ikinci bir mutasyon gerektigini gostermektedir.

Tedavide kullanilan ATRA’nin etkisi, ilacin PML-RARa fiizyon proteinine baglanarak
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hematopoetik farklilasma siirecinde goriillen blokaji kismende olsa kaldirmasiyla

olmaktadir (19).

2.4.3. Homeobox (HOX) gen ailesi iiyeleri

Olduk¢a genis olan Homeobox (HOX) ailesi iiyesi transkripsiyon faktorleri
hematopoetik gelisimde olduk¢a énemli rol oynamaktadir. HOX genleri 61 aminoasitlik
korunmus DNA baglanma bolgesi iceren proteinlerdir. Kromatin yeniden
modellenmesinde (“chromatin remodelling”) rol oynayan HOX genlerinin diizenleyicisi

olan MLL genindeki mutasyonlarda 16semi gelisimine neden olmaktadir (19).

2.4.4. AML’de sik goriilen mutasyonlar

2.4.4.1. FLT3 geni mutasyonlari

Fms benzeri tirozin kinaz 3 (FLT3) geni reseptor tirozin kinaz simif 3 ailesi
iiyesidir. Reseptor, 5 Ig benzeri bolge iceren bir hiicre dis1 bolge, bir transmembran
bolge ve bir kinaz bolgesiyle ikiye ayrilmis sitoplazmik bir kinaz bolgesinden olusur.
Reseptor, fms benzeri tirozin kinaz3 ligandinin reseptoriin hiicre disi bolgeye
baglanmasiyla aktive olur. Bu hiicre dis1 bolge plazma membraninda homodimer
olusumunu uyararak reseptoriin otofosforilasyonuna yol acar. Aktive olan reseptor
kinaz bir¢ok sitoplazmik efektor molekiilii fosforilleyerek aktive eder. Bu efektorler
kemik iligindeki hematopoetik hiicrelerin apoptozu, c¢ogalma ve farklilagsmasinda
gerekli olan yolaklarda gorev alir. Hematopoezde merkezi bir rol oynayan FLTS3,
kromozom 13q12 bolgesinde 67 kilobaz biiyiikliigiinde 24 ekzonlu bir gendir. Uriinii
993 aminoasitlik bir protein olan FL'T3 hematopoetik kok hiicrelerde ve ayrica insan
l6semi veya lenfoma hiicre hatlarinda da eksprese edilmektedir. Bu reseptoriin siirekli
aktivasyonuyla sonuc¢lanan mutasyonlar AML ve ALL’ye neden olur. FLT3 mutasyonu
gen lizerindeki ilk tirozin kinaz bolgesi icerisindeki jukstamembran bolgede meydana
gelir (43,44). Bu duplike olmus diziler cogunlukla ekzon 11’ de ve bazen de intron
11’de bulunur (6,45,46,47,48,49,50).

AML olgularinin biiyiik bir boliimiinde FLT3 ve cKIT geninde aktive edici
mutasyonlarin varligi bilinmektedir. FLT3 geni mutasyonlarn AML’de en sik goriilen
mutasyonlardir (yaklasik %25-30). Bu oran ¢ocuklar arasinda daha diisiiktiir (yaklasik
9%5-22) (43). Olgularin yaklasik %?20-25° inde genin jukstamembran bdlgesinin

duplikasyonu (ITD) genin aktive olmasina neden olurken bu mutasyonla genin
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otoinhibitér bolgesinin hasara ugradigi ve kinaz aktivitesinin ortaya ¢iktigi
gosterilmistir (5). AML vakalarinin yaklasik %5-10’unda genin D835. pozisyonunda
“aktive edici loop” bolgesinde olusan nokta mutasyonuda tirozin aktivitesine neden
olabilmektedir. FLT3 geni mutasyonlar1 transkripsiyon faktorlerinin kromozomal
translokasyonlart ile birlikte de goriilebilmektedir (45). FLT3 anomalisi olan hastalar
daha yiikksek niiks riski ve daha diisik sag kalim oranina sahiptirler. Ayrica
mutant/normal FLT3 gen oranlarinin sag kalimla iligkili bir takip kriteri olarak

kullanilabilecegi de son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda bildirilmektedir (43).

Hucre disi ligand
baglama domain

Transmembran domain

ITD mutasyonlari Juxtamemran domain

Tirozin kinaz domain

Sitoplazmik domain
Tirozin kinaz domain

KD mutasyonlari D835

COOH
Sekil 2-5: FLT3 Reseptor Yapisi
NC_000013.9
qea7s7er2s ) 427475411 ]
5% {3
NM_004119.2 b b HH—HH—H#——] NP 004110.2 CCOS31953.1

B - Kodlayan bélge B - Proteine donismeyen bélge
Sekil 2-6: FLT3 geninin genomik yapisi
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2.4.4.2. RAS gen ailesi mutasyonlari
AML ve MDS’de goriilen mutasyonlardir. Genelde N ve K RAS genlerinin 12,

13 ya da 61. kodonlarinda goriiliir. Aktive edici mutasyon varligi kotii prognostik

belirte¢ olarak bildirilmektedir.

2.4.4.3. CEBPo, GATA1, AMLI1 mutasyonlari

CEBPa geni 16sin zipper transkripsiyon faktorleri ailesinden, normal myeloid
gelisim icin gerekli, graniilositik farklilasmada Onemli olan bir transkripsiyon
faktoriidiir. Bu gene ait mutasyonlar daha cok FAB-M2 tipindeki AML olgularinda
bildirilmistir (5,51).

AML’ de CEBPo’'nin monoallelik ve biallelik mutasyonlar1 bulunmustur.
Monoallelik mutasyonlar N terminal bolgesindedir ve proteinin daha sonraki ATG’den
baslamasina sebep olur. Bu genin ekspresyonu hematopoetik hiicrelerde farklilagsma
stiresince sabit kalir. Bu da baskin negatif etkisinin (dominant negatif etki) tiire 6zel
oldugunu gosterir. Mutant proteinin normal CEBPa ile heterodimerizasyonu heniiz
gosterilmemistir. Son calismalar CEBPa geni mutasyonlarinin iyi prognostik belirte¢

oldugu yoniindedir (52).

GATA1l geni GATA tarnskripsiyon faktorleri ailesindendir ve GATAI
mutasyonlar 6zellikle akut megakaryoblastik 16semiler (FAB-M7) ve trizomi21-Down
Sendromu gelisen l6semilerde goriilmektedir. DNA iizerinde (A/T)GATA(A/G)

dizisine baglandiklari i¢in bu isim verilmistir (53).

2.4.4.4. NPM1 mutasyonlari

Niikleofosminl (NPM1) ekzon 12°de kromozom 5q35 bolgesinde lokalize,
niiklear ve ¢ok fonksiyonlu bir fosfoproteindir ve son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla
de novo AML olgularinin yaklasik %35’inde bu mutasyonun varlig: bildirilmektedir
(54). NPMI, ribozomal proteinlerin niiklear membrandan transportunu saglayan
saperon proteinler olarak islev goriir ve belirgin bir sekilde nukleolusta lokalizedir.
NPMI1 mutasyonlan 6zellikle normal karyotipe sahip AML olgularinda gozlenmektedir
(54,55).Normal karyotipe sahip AML vakalarinda yapilan molekiiler analizler bilinen
mutasyonlarin belirgin olarak heterojen bir altgruba ait oldugunu gostermektedir.
Bunlar transkripsiyon faktorleri tarafindan kodlanan etkilenmis gen mutasyonlarini

icerir (56,57).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Hasta orneklerinin toplanmasi

Yeni tant almis 50 cocukluk ¢agi akut myeloid 16semi hastasina ait kan/kemik
iligi orneklerinde calisma yapildi. Ornek alimi sirasinda hastalara ve / veya
ebeveynlerine, yapilacak caligmayla ilgili bilgilerin sunuldugu bilgilendirilmis onay
formu imzalatildi. 11 ayr1 merkezden Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii Genetik Anabilim Dali’na gelen kan veya kemik iligi 6rneklerine ait beyaz
hiicre ornekleri izole edilerek denatiirasyon soliisyonu (Soliisyon D guanidyum
tiosiyonat ve beta merkaptoetanol iceren denatiire edici soliisyon) igerisinde -80

derecede calisma donemine kadar saklandi.

Tablo 3.1-1: Orneklerin gelis yerleri ve oram
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Tablo 3.1-2: Olgularin Klinik Ozellikleri
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Ozellikler Olgu Sayisi (n) %
Yas (Yi)

0-5 15 31.3
5-10 13 22.9
10-18 22 45.8
Cinsivet

Erkek 28 56.0
Kiz 22 44.0
Lokosit(x10°/L)

<50 39 78.0
>50 9 18.0
Bilinmiyor 2 4.0
Hemoglobin (g/dl

<10 31 62.0
>10 17 34.0
Bilinmiyor 2 4.0
Trombosit (x10°/L)

<50 21 42.0
>50 26 52.0
Bilinmiyor 3 6.0
Blast orani(%)

<80 31 62.0
>80 13 26.0
Bilinmiyor 6 12.0
FAB Alttipi

MO 3 6.0
Ml 8 16.0
M2 14 28.0
M3 12 24.0
M4 3 6.0
M5 5 10.0
M7 1 2.0
Bilinmiyor 4 8.0
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3.1.2. Kullamilan kimyasallar

Agaroz (Sigma, A-6013)

Amonyum asetat (Sigma A-1542)
Beta-merkapto-etanol (Sigma, M7522)
Etil alkol (Merc)

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma, 9884)
Etidyum Bromid (Sigma, E1510)
Hidroklorik asit (Sigma, H1758)

Hidrojen peroksit (Sigma, 349887)
[zopropanol (Sigma, 19516)

Ksilen siyanol (Sigma, X4126)

PBS (Fosfat tampon ¢ozeltisi)

Proteinaz K (Sigma, P2308)

Sodyum Dedodesil Siilfat (Sigma, L.4390)
Sodyum Klorid (Sigma, S3014)

Tripan mavisi (Gibco, 15250061)

Tris Baz (BioChemika, 93362)

3.1.3. Kullanilan Kitler

QiaAmp RNA Blood Mini Kit (Qiagen, GmbH,D-40724 Hilden,
Almanya )

IDPURE Spin Column DNA Gel Extraction Kit (Id Labs inc.,
Biotechnology, Kanada)

Light Cycler FastStart DNA Master Hyprobe (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Almanya)

Magna Pure Compact Nucleic acid Isolation Kit I (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Almanya)



32

LightMix for the detection of AMLI1-ETO t(8;21), (TIB Molbiol GmbH,

Berlin, Almanya)

LightMix for the detection of t(15;17), PML-RAR (TIB Molbiol GmbH,

Berlin, Almanya)

LightMix for the detection of inv(16) (TIB Molbiol GmbH, Berlin,

Almanya)

3.1.4. Kullanilan restriksiyon enzimleri
EcoRV (15U/ul) (TaKaRa, GmbH, Almanya)

3.1.5. Kullamilan markirlar

Puc Mix Marker, 8 (Fermentas, GmbH, Litvanya)

3.1.6. Kullamilan cihazlar

Buzdolab1 ve Derin Dondurucu

Scientific)

Calkalayici

Ceker Ocak

Derin dondurucu -80 derece
DNA ve RNA izolasyon cihazi
Distile su cihaz1
Elektroforez sistemi
Elektroforez sistemi

Etiiv

Gii¢ kaynagi

Hassas terazi

Hibridizasyon firini

Is1 blogu

Light Cycler RT- PZR cihaz

(+ 4 oC ve -20 oC , -80°C Forma

(Belly dancer) (Stovall life science)
(Kermanlar)

(Heraeus Sepatech)

(Magna Pure,Roche)
(Millipore)

(Thermo)

(Fisher Biotech FB-SB710)
(Heraeus) (Niive)

(Stratagene)

(Shimadzu)

(Techne)

(Fisher scientific model111004)

(Roche)
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e Masaiistii mini santrifiij (Eppendorf) (Hettich)
e Otomatik pipetler (Gilson) (Eppendorf)(Thermo)

e PZR cihaz1 (MJ Research PTC200, Eppendorf, Techne 512, BioRad)

¢ PH metre (Corning)
e Sogutmali santrifiij (Heraus)
e Spektrofotometre (NanoDrop)

e (CCD kamera - bilgisayar donanimi Bio Rad -Universal Hood II-SN

e Su banyolari (Fisher scientific)
¢ Laminar Flow kabin (Hepa filtreli) (Thermo, Scientific)
¢ Elekronik hiicre sayici (Bechman Coulture)

e Inkiibatorler (37°C %5-10 CO2) (Forma scientific)

Masaiistii mini Santrifiij (Hettich)

3.1.7. Kullanilan tampon soliisyonlari, ¢ozeltiler

o Eritrosit Parcalama Cozeltisi (RBL):

8.74 ¢ NHACL
lg KHCO3
0.0372 g Na;EDTA

1 litre distile suda ¢oziildii. pH ‘s1 7.4 olarak ayarlandi. Ayarlamada HCL ve
NaOH cozeltileri kullanildi. Otoklavlanarak steril edildi ve oda sicakliginda

saklandi.

o Lokosit Parcalama Cozeltisi (WBL):

8 ml 5 M NaCl
20 ml 0.5 M Na,EDTA

Steril distile su ile 400 ml’ye tamamlandi. Otoklavlanarak steril edildi ve oda

sicakliginda saklandi.
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e Amonyum Asetat (9M NH,Ac) :

732.26 g NH4Ac

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanip, sterilizasyon i¢in 0.2 mikronluk filtreden

gecirildi ve oda 1sisinda saklandi.

¢ Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) %10 (pH 7.2)

10 g SDS steril distile su ile 100 ml’de ¢oziildii. pH’1 HCl ile 7.2°ye ayarlandi.

Sterilizasyon i¢in 0.2 mikronluk filtreden gecirildi ve oda 1sisinda saklanda.

e Gey’s Soliisyonu:

8.291 g NH4Cl

1.001 g KHCO;3

Steril distile su ile 1000 ml’de ¢6ziildii.
e EDTA (0.5M)

86.1 g EDTA

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve otoklavlandi. Oda 1sisinda saklandi.
e . Proteinaz K:

0.02 g. Proteiaz K 1 ml steril distile su ile ¢oziildii ve -20 °C’de saklandi.

e Tris EDTA (TE) pH: 8.0:

10 ml 1 M Tris-HCL (pH 8.0)
20 ml 0.5 M EDTA
Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve otoklavlanarak oda 1sisinda saklandi.

e Tris-HCL pH 8.0:

121.1 g Tris-HCL

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. pH1 HCIl ile 8.0’a ayarlandu.

Otoklavlanarak oda 1sisinda sakland.

e 6X Agaroz Jel Yiikleme Tamponu

2.5 mg Bromfenol mavisi 10ml distile suda ¢oziildii. Oda 1s1sinda saklandi.



o 50 X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA)

242 g Tris baz

57,1 g Glasiyal asetik asit

100 ml EDTA (0.5M)

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve otoklavlanarak steril edildi.

o S5 X TBE (Tris baz-Borik asit-EDTA)

60,57 g Tris baz

30,90 g Borik asit

40 ml EDTA (0.5M)

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve otoklavlanarak steril edildi.

e Tripan mavisi (0.04%)

0.4 gr tripan mavisi
0.81 gr NaCl

0.06 gr K,HPO4

PBS ile 1000 ml ye tamamlandi. Filtre ile sterilize edip, +4°C de sakland.

*  %70'lik Etil Alkol:
70 ml etil alkol
Steril distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

e Denatiire Edici Soliisyon — SOL D :

25 g Guanidium thiocyonate
1.25 ml Sodyum sitrat (ph=7.0)
9%5’lik N-Lauryl sarcosyl

350 ul 0.1 M 2 Merkaptoetanol

Steril distile su ile 50 ml’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

35
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3.2. Yontemler

3.2.1. DNA izolasyonu

Gelen kan veya kemik iligi 6rnegi falkon tiiplere alindi ve iizerine 3 kati

kadar eritrosit parcalama soliisyonu (RBL) eklendi.

+4 °C’de 20 dakika bekletildi.

+4 °C’de 1500 rpm hizla 10 dakika santrifiij edildi.

Ust kistm dokiildii ve pellet elle vurmak suretiyle homojenize edildi.

Pellet iizerine bastaki hacmin 2 kat1 kadar RBL eklendi ve +4 °C’de 1500
rpm hizla 10 dakika santrifiij edildi.

Ust kistm dokiildii ve pellet homojenize edilerek ¢oziildii.

Uzerine 10 ml Lokosit Parcalama Soliisyonu (WBL), 50 ul Proteinaz K,
500 pl %10 SDS eklenerek 56 °C’deki su banyosunda gece boyu
bekletildi.

Daha sonra iizerine 3.7 ml 9 M Amonyum Asetat (NH4Ac) ilave edilerek

hafifce karistirildi.
+4 °C’de 4500 rpm hizla 20-30 dakika santrifiij edildi.
DNA igeren iist kistm temiz ependorf tiiplere alind1 ¢okelti atildi.

Temiz falkon tiipe alinan iist kismin iizerine 2 kati hacimdeki %99’luk
etil alkol eklendi. Alkoliin eklenmesiyle birlikte DNA yiizeye cikmaya
baslar. Ustte toplanan DNA bir pipet ucuyla yakalandi ve 1,5 ml’lik
ependorf tiipe alindi.

DNA %70’lik etil alkolde yikandi ve oda 1sisinda kurutuldu.
Uzerine Tris EDTA (TE) tamponu eklendi. DNA ¢oziindiiriildii.

DNA kalitesinin belirlenmesi icin NanoDrop spektrofotometrede

konsantrasyon Ol¢iimleri yapildi.

DNA’lar -20°C’de sakland:.
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DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi:

DNA  konsantrasyonunun ve safligimin  tespit edilmesi igin
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boyunda 15181 sogurma (OD)
Olctimii yapildi. 260nm'deki OD/280 nm'deki OD oran1 hesaplanarak
DNA'nin saflik derecesi bulundu.

Magna Pure Compact Nucleic Acid Isolation kit ile DNA izolasyonu:

Gelen kan/kemik iligi 6rnekleri kit igerisinden ¢ikan kartuslara konuldu.
Kartus iizerindeki barkod cihazin okuma penceresinden okutuldu.

Kontroller ve gerekli soliisyonlar cihaza yerlestirildikten sonra cihazin

prosediiriine uygun olarak DNA izolasyonlar1 yapildi.

3.2.2. RNA izolasyonu

Gelen kan/kemik iligi 6rneklerinden QiaAmp RNA Blood Mini Kit (50)
(Qiagen, GmbH, D-40724 Hilden, Almanya) kullanilarak RNA

izolasyonu yapildi. Calisma buz iizerinde yapildi.

5x10° hiicre alindi ve 500 pl denatiirasyon soliisyonu (Sol D) icerisinde

homojenize edildi.

Homojenize olan ornekler esit hacimde %70’lik etil alkol ile karistirildi

ve filtreli tiipe aktarildi.

14.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilerek, karisim filtreden gegirildi.

RNA’nin filtreye baglanmasi saglandi ve dibe ¢oken sivi atild.

700pl RW1 olarak adlandirilan soliisyon ilave edildi ve 14.000rpm’de 15

saniye santrifiij edilerek, coken siv1 atildi

Filtrenin iizerine 500ul RPE olarak adlandirilan yikama soliisyonu
eklenerek 14.000rpm’de 15 saniye santrifiij edildi.Coken siv1 atildi. Bu

islem iki kez tekrarlandi.
Filtrenin tizerine 50 pul RNaz olmayan steril su eklenerek, RNA ¢oziildii.

Filtre temiz tiipe alindi. 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek
RNA’nin ¢okmesi saglandi. Elde edilen RNA -80°C’de saklandi.
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RNA Konsantrasyonunun Olciimii:

e lzole edilen total RNA &rneklerinin konsantrasyonlart NanoDrop

kullanilarak ol¢iildii.
e RNA Konsantrasyonu= 50(sulandirma oran1)X 40(sabit)XOD260=ng /ul
e RNA oOrnekleri ayn1 zamanda %1 agoroz jelde yiiriitiilerek, degrade olup

olmadig1 ve miktar1 kontrol edildi. (Sekil: 3-1)

I65 RNA
- o S 185 (RNA

Sekil 3-1: Total RNA agaroz jel elektroforezi goriintiisii
cDNA Eldesi:

cDNA eldesi icin total RNA 6rnekleri esit konsantrasyona getirildi ve

asagidaki karisim hazirlandi. (Tablo: 3.2-1)

Tablo 3.2-1: cDNA sentezi PZR icerigi

Miktar
e dH,O 11l
e total RNA 10 ul (1 pg/1pl)
e Random primer (10uM) 1wl (0.3 pg/lpl)

Toplam: 22 ul

Bu karisim 5 dakika 70 °C’de bekletildi ve ikinci karisim ilave edilene kadar buzda bekletildi.

e dH,O 3.5u
e 5 X RT Buffer 8l
e dNTP mix (10 mM) 4 ul
¢ RNase inhibitor (20 u/ pl) 1wl

e Reverse transkriptaz (200 u/ pl) 1.5 ul

Toplam: 18 pl
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Hazirlanan bu karigim ilk karisima eklendi. 10 dakika 25°C’de, 1 saat 42°C’de, 10
dakika 70°C’de bekletildi.

Kontrol geni olarak B-globin geni kullanilarak PZR yapildi ve cDNA’lar kontrol edildi.
(Tablo: 3.2-2)

Tablo 3.2-2: Beta globin geni kontrol PZR icerigi

Miktar
dH,O 33.7 ul
Buffer Sul
MgCl, 3pul
dNTP (10mm) 4 ul
Primer (F) 10 pmol 1l
Primer (R) 10 pmol 1l
Taq polimeraz 2.5 U 0.3ul
cDNA 2ul
Toplam 50 ul

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

Hazirlanacak jelin yogunlugu yiiriitilecek DNA dizisinin uzunluguna gore

belirlendi.

Uygun miktardaki toz agaroz 1X TAE soliisyonu icerisine eklenerek mikrodalga

firinda 1s1t1ild1 ve ¢oziinmesi saglandi.

Ceker ocak altinda, iizerine 2 pl etidyum bromid eklenerek karistirildi. Jel
kabina hava kabarcigi birakmayacak sekilde dokiildii ve ornek sayisina uygun

taraklar yerlestirilerek katilasmasi i¢in beklendi.
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e Katilasan jel, icerisinde 1X TAE soliisyonu bulunan elektroforez tankina

yerlestirildi. Taraklar yavasca cikartilarak yiiklemeler yapildi.
¢ Ornekler yiikleme boyasi ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.
e Uygun markirda yiiklendikten sonra 60-90 volt elektrik akiminda yiiriitiildi

¢ Bu islemin sonunda jelde ilerlemis olan iiriinler ultraviole 15181 altinda CCD

kamera ile goriintiilendi.

B-Globin Geni primerleri:

Forward : 5" GAA GAG CCA AGG ACAGGTAC3
Reverse : 5> CAACTT CATCCACGTTCACCZ
PZR Uriin boyu : 345 bg

PZR sonrasi elde edilen iiriinler %?2’lik agaroz jelde yiiriitiildii. (Sekil: 3-2)

Sekil 3-2: Beta globin kontrol PZR"1 jel elektroforezi goriintiisii: M: Markir (puc 8),
1,2,3,4,5,6 : Ornekler. 7: Negatif
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3.2.4. FLT3 geni ITD mutasyon bolgesinin PZR ile cogaltilmasi

FLT3 geni ITD bolgesi PZR" final voliimde 50 pl olacak sekilde ve 1ul DNA,
primerlerin herbiri 10 pmol, 10 mmol dNTP, 2.5 U Taq DNA polimeraz (fermentas),
iginde 10 mmol/l Tris-HCL (pH:8.3) 50mmol/l KCL ve 1.5 mmol/l MgCl, olan buffer
kullanilarak hazirlandi. (Tablo: 3.2-3)

Tablo 3.2-3: FLT3 geni ITD mutasyon bolgesi PZR icerigi

Miktar
e dH,O 33.9 ul
e Buffer Sul
e MgCl, 3ul
e dNTP (10mm) 2 ul
®  Primer (F) 10 pmol 2.5 ul
e Primer (R) 10 pmol 2.5ul
e Taq polimeraz 2.5 U 0.1l
e DNA 1 ul
Toplam 50 pul
FLT3 Geni ITD Primerleri :
Forward : 5" GCA ATT TAG GTA TGA AAGCCAGC 3
Reverse : 5" CTT TCA GCA TTT TGA CGG CAA CC ¥’
PZR iiriin boyu : 329 be

PZR sonrasi elde edilen iiriinler %3’liik agaroz jelde yiiriitiildii. (Sekil : 3-3)
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M123 45 678 910

o

ko
pr A
404 b 1
331 be - - - - 329 be

Sekil 3-3: FLT3 geni ITD PZR jel elektroforezi goriintiisii: M: Markir (Puc 8).
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10: Ornekler.

3.2.5. FLT3 geni D835 mutasyon bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi

FLT3 geni D835 bolgesi PZR'" final voliimde 50 ul olacak sekilde ve 1ul DNA,
primerlerin herbiri 10 pmol, 10 mmol dNTP , 2.5 U Taq DNA polimeraz (fermentas) ,
icinde 10 mmol/l Tris-HCL(pH:8.3) 50mmol/l KCL ve 1.5 mmol/l MgCl, olan buffer
kullanilarak hazirlandi. (Tablo :3.2-4)

Tablo 3.2-4: FL'T3 geni D835 nokta mutasyonu PZR icerigi

Miktar

e dH,O 33.9 ul
e Buffer Sul
e MgCl, 3ul
e dNTP (10mm) 2 ul

e Primer (F) 10 pmol 2.5 ul

e  Primer (R) 10 pmol 2.5l

e Taq polimeraz 2.5U 0.1 ul
e DNA 1ul

Toplam 50 pl

PZR sonrasi elde edilen iiriinler %3’liik agaroz jelde yiiriitiildii.



FLT3 Geni D835 Primerleri :

Forward : 5’ CCA GGA ACGTGCTTGTCA 3
Reverse : 5’ TCA AAA ATG CAC CAC AGT GAG ¥’
PZR iiriin boyu : 195 be
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Sekil 3-4: FLT3 geni D835 PZR jel elektroforezi goriintiisii. M: Markir (Puc 8).

1,2,3,4,5,6: Ornekler. 7: Negatif

Tablo 3.2-5: FLT3 geni PZR kosullar:

Sicakhk Zaman
On denatiirasyon 95°C 12 dakika
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Primer baglanmasi 59°C 1 dakika |35 dongii
Zincir uzamast 72°C 2 dakika
Son uzama 72°C 10 dakika
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3.2.6. FLT3 geni PZR iiriinlerinin piirifikasyonu

PZR iirtinleri %1’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra, asagida belirtildigi gibi

jelden izole edildi:
DNA bandi kesilerek, jelden ¢ikartildi.

Tartilarak, iizerine 3 kati hacimde Binding Buffer II ¢ozeltisi konuldu ve

56°C’de, hafifce sallanarak 10 dakika bekletildi.

Karigim filtre (spin column) iizerine alinarak 2 dakika oda sicakliginda

bekletildi.
10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipii degistirilerek filtre iizerine 500 ul Wash Solution adhi ¢ozelti
eklendi.

10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipti degistirilerek filtre iizerine 500 ul Wash Solution adhi ¢ozelti
eklendi.

14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Filtre 1.5 mI’lik temiz bir ependorf tiipiiniin {izerine yerlestirildi.

Uzerine 50 pl Elution Buffer adli ¢ozelti eklendi ve 2 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek DNA’nin ¢oziinerek, filtreden tiipe

gecmesi saglandi.

3.2.7. Restriksiyon enzim kesimi ile mutasyon taramasi

PZR fiiriinleri 20 pl final hacimde ECo RV restriksiyon enzimi ile kesildi.Enzim
kesimi icin 2.5 iinite enzim kullanildi. (Tablo: 3.2-6) 37°C’de 4 saat inkiibe
edildi. Kesim sonrasi iiriinler uygun biiyiikliikteki DNA markir ile beraber

%3’liik agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilerek goriintiilendi.
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Tablo 3.2-6: FLT3 geni D835 enzim kesimi icerigi

Miktar

dH,O 55ul
10X Buffer 2 ul (37°C’ de 4 saat)

Eco RV restriksiyon enzimi 2.5 ul
PZR iiriinii 10 pl
Toplam 20 pl
A M 1 2 3 M

P ——

247 b
190 b¢ . 195 b
142 b¢ 130 b

67 b 65 b

Sekil 3-5:
M 1 2 3 4 5 6 7 8 FLT3 D835 enzim
kesimi. (4)- M:
Markir, 1:
Heterozigot,
2: Normal Tip, 3:
Kesilmemis 6rnek.
S e 195 D¢

T e G o G e 130h;  (B)- M: Markr.
&5 be 1,6: Normal Tip,

7: Heterozigot, 8:
Kesilmemis érnek

PZR sonrasi jelde mutasyon goriilen ornekler piirifikasyon kiti kullanilarak
pirifiye edildi ve kontrol ic¢in dizilemeye gonderildi. Dizileme sonuclar1t Chromas

Version 2.33 programi kullanilarak analiz edildi.

t(15;17) translokasyonunun tespiti i¢in Light Cycler FastStart DNA Master
Hyprobe (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kit ve LightMix for the
detection of t(15;17), PML-RARa (TIB Molbiol GmbH, Berlin, Almanya) primer-prob
seti kullanilarak asagidaki karisim hazirlandi. (Tablo: 3.2-7)
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Tablo 3.2-7: t(15;17) PZR icerigi

Miktar
dH20 6.6 ul
MgClI (25mM) 2.4 ul
Reaksiyon mix 4 ul
Fast start master mix 2ul
cDNA Sul
Toplam 20 ul

Uygun kosullarda es zamanli PZR yapildi. (Tablo: 3.2-8)

Tablo 3.2-8: t(15;17) PZR kosullar

Sicaklik Zaman
On Denatiirasyon 95 °C 10 dk.
Denatiirasyon 95 °C 5 saniye
Primer Baglanmasi 59 °C 15 saniye | 40 dongii
Zincir Uzamasi 72 °C 10 saniye
Son Uzama 72 °C 10 dk

t(8;21) translokasyonunun tespiti i¢in Light Cycler FastStart DNA Master
Hyprobe (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kit ve LightMix for the
detection of t(8;21), AMLI1-ETO (TIB Molbiol GmbH, Berlin, Almanya) primer-prob
seti kullanilarak asagidaki karisim hazirlandi. (Tablo: 3.2-9)
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Tablo 3.2-9: t(8;21) PZR icerigi

Miktar
dH20 6.6 ul
MgClI (25mM) 2.4 ul
Reaksiyon mix 4 ul
Fast start master mix 2ul
cDNA Sul
Toplam 20 ul

Uygun kosullarda es zamanli PZR yapildi. (Tablo: 3.2-10)

Tablo 3.2-10: t(8;21) PZR kosullar

Sicakhik Zaman
On Denatiirasyon 95 °C 10 dk
Denatiirasyon 95 °C 5 saniye
Primer Baglanmasi 59 °C 15 saniye | 40 dongii
Zincir Uzamasi 72 °C 10 saniye
Son Uzama 72 °C 10 dk

Inv(16) tespiti icin Light Cycler FastStart DNA Master Hyprobe (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kit ve LightMix for the detection of Inv(16),
CBFB-MYHI11 (TIB Molbiol GmbH, Berlin, Almanya) primer-prob seti kullanilarak
asagidaki karisim hazirlandi. (Tablo: 3.2-11)
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Tablo 3.2-11: inv(16) PZR icerigi

Miktar
dH20 6.6 ul
MgCl (25mM) 2.4 ul
Reaksiyon mix 4 ul
Fast start master mix 2ul
cDNA Sul
Toplam 20 ul

Uygun kosullarda es zamanli PZR yapildi. (Tablo: 3.2-12)

Tablo 3.2-12: inv(16) PZR kosullar

Sicakhk Zaman
On Denatiirasyon 95 °C 10 dk.
Denatiirasyon 95 °C 5 sani;c_
Primer Baglanmas1 59 °C 15 saniye [40 dongii
Zincir Uzamasi 72 °C 10 saniye
Son Uzama 72 °C 10 dk o

3.2.8. istatistik Analiz

Hasta verileri (cinsiyet, yas, lokosit, hemoglobin, trombosit, blast orani) ile,
t(15;17), t(8;21) ve inv(16) kromozomal degisimlerinin ve FLT3 genindeki
mutasyonlarin varlig1 arasindaki olasi iliskiler, SPSS Version 12.0 programi kullanilarak
istatistiksel olarak incelendi. Istatistik analizde Pearson Chi-Square ve Fisher’s exact

testleri kullanildi. Anlamlilik sinir1 olarak p<0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. AML hastalarinda kromozomal degisiklikler

Bu calismada, yeni tami almis, cocukluk cagi AML hastalarinda olusan
kromozomal degisiklikler ve FLT3 geni mutasyonlar1 ile bu degisikliklerin hastaligin
takip ve tedavisinde etkisinin varliinin arastiritlmasi amaglandi. Calisma grubu, 0-18
yas (ort.:8.42+5.24) aras1 28 erkek (%56) ve 22 kiz (%44) olmak iizere toplam 50
hastadan olustu. Hastalarin I6kosit sayis1 890-260000 /mm° ort.: 30394.17 +57255.86,
trombosit sayisi 2X10°-291X10°/L ort.: 83851.06+76349.87, hemoglobin degeri 3.4-
14.3 g/dl ort.: 3.442.67, kemik iligi blast oran1%12-100 ort.: %60.86+22.9 olarak
bulundu. Olgulardan yeni tan1 doneminde kemik iligi materyali alinarak RNA ve DNA
izolasyonlart yapildiktan sonra cDNA ve DNA bankasi olusturuldu. Kontrol i¢in B-
globin geni referans olarak kullanilarak kontrol PZR’1 yapildi ve RNA’larin varlifi ve
kalitesi agaroz jelde goriintiilendi. Calisma grubunu olusturan hastalar FAB
siiflamasina ve tam1 donemimindeki, cinsiyet, yas, 16kosit, hemoglobin, trombosit ve
blast oranina gore degerlendirilerek gruplara ayrildi (Tablo:4.1-1). Toplam 50 olgu
analiz edildi. 4 olguda t(15;17) (Sekil:4.1), 12 olguda t(8;21), (Sekil:4.2), 3 olguda
inv(16) (Sekil:4.3) kromozomal degisiklikleri tespit edildi. t(15;17) translokasyonu
goriilen 4 hastanin dordii de M3 altgrubuna dahildi. t(8;21) translokasyonu goriilen 12
hastanin 9’u M2, ikisi M1, biri de M4 alt grubuna, inv(16) goriilen 3 hastadan 1’1 MO,
1’1 M1, I’ide M5 alt grubuna dahildi. M6 alt grubuna dahil hi¢ hasta yoktu. Bu sebeple
FAB-M6 alt grubu istatistiksel degerlendirme kapsamina alinmadi. Hemoglobin
degerleri hastalarin klinik 6zellikleri arasinda anlamli bulundu (*P=0.013). FAB-M?2 alt
grubu ile t(8;21) translokasyonu arasinda (*P<0.0001), FAB-M3 alt grubu ile t(15;17)
translokasyonu arasinda (¥*P=0.007) anlamli iligski bulundu. Ayrica inv(16) ile FAB MO,
FAB M1 ve FAB M5 gruplan arasinda anlamli iligki bulundu (*P= 0.001, *P=0.003,
*P=0.002). (Tablo:4.1-2, 4.1-3, 4.1-4).



Tablo 4.1-1: Yeni tamm AML hastalarindaki klinik ozellikler

50

Ozellikler FLT3 Negatif FLT3 Pozitif
n (%) n (%) P degeri
Toplam Olgu sayist 48 2
Yas (Yil) 0.307
0-5 15 (31.3)
5-10 11 (22.9) 2 (100)
10-18 22 (45.8)
Cinsiyet 0.351
Erkek 26 (54.2) 2 (100)
Kiz 22 (45.8)
Lokosit(x10°/L) 0.781
<50 38 (79.1) 1 (50)
>50 8 (16.7) 1 (50)
Bilinmiyor 2 4.2)
Hemoglobin (g/dl)
<10 31 (64.6) *0,013
>10 16 (33.3) 1 (50)
Bilinmiyor 1 2.1 1 (50)
Trombosit (x10°/L) 0.097
<50 21 (43.8)
>50 25 (52.1) 1 (50)
Bilinmiyor 2 4.2) 1 (50)
Blast orani(%) 0.172
<80 30 (62.5) 1 (50)
>80 13 (27.1)
Bilinmiyor 5 (10.4) 1 (50)
FAB Alttipi 0.205
MO 3 (6.3)
M1 8 (16.7)
M2 14 (29.2)
M3 11 (22.9) 1 (50)
M4 3 (6.3)
M5 5 (10.4)
M7 1 (2.1)
Bilinmiyor 3 (6.3) 1 (50)
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File: CiLight Cyoler3isersiadministratoriDataiEndery151709-05-07 15-17 821 opt ABT  Program: amplification  Run By: Administrator
Fun Date: May 03, 2007 14:22  Prirt Date: April 23, 2008
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Sekil 4-1: t(15;17) RT PZR Sonuclari

File: CiLight CyclerUserstAdministratoriDatz\Endert1517409.05.07 15-17 8-21 opt. ABT Program: amplification Run By: Administrator
Run Date: May 08, 2007 14.22 Print Date: April 29, 2002
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Baseline Adjustment: Arithmetic

Sekil 4-2: t(8;21) RT PZR Sonuclari
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Fila: C:\Light Cycl er3isers\AdministratoriDsta\Enderiny 16v10.05.2007 inv16.ABT  Program: MELTING  Run By: Administrator
Fun Date: May 10, 2007 14:53  Print Date: April 25, 2008

Fluorescence (F2)
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Temperature (°C)

Digital Filter: Enabled Caleulation Method: Polynomial

Sekil 4-3: inv(16) RT PZR Sonuclar1

Cycle Number
Cycle Number
/
/

Log Concentration Log Concentration

Sekil 4-4:  A- t(15;17) standart curve B- t(8;21) standart curve

Tablo 4.1-2: t(15;17) translokasyonu ile FAB-M3 alttipi arasindaki iligki

Ozellikler t(15;17)+ t(15;17)-
n (%) n (%) P degeri

FAB Alttipi
M3 4 (33.3) 8 (66.7) *0.007




Tablo 4.1-3: t(8;21) translokasyonu ile FAB-M2 alttipi arasindaki iliski
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Ozellikler t(8;21)+ t(8;21)-
n (%) n (%) P degeri
FAB Alttipi
M2 12 (85.7) 2 (14.3) *<0.001
Tablo 4.1-4: inv(16) ile FAB alttipleri arasindaki iliski
Ozellikler inv(16)+ inv(16)-
n (%) n (%)
FAB Alttipi
MO 1 (33.3) 2 (66.7)
M1 1 (12.5) 7 (87.5)
M2 0 0) 14 (100)
M3 0 0) 12 (100)
M4 0 (0) 3 (100)
M5 1 (20) 4 (80)
M7 0 0) 1 (100)
Bilinmiyor 0 (0) 4 (100)
Tablo 4.1-5: FAB siniflamasi ile cinsiyet iliskisi P=0.122
fab Asymp. Sig
0|12 [3|4]|5]7 [otal Value | df |(2-sided)
sey0 2 0 2 8 7 2 0 1 22 Pearson Chi-Sq 11 ,SQGa 7 ,122
1 ol 3| 6| 6| 5| 1 5| o] 28] | Likelihood Rati{14,809 7 ,039
Total [ 4| 3| 8| 14| 12| 3| 5| 1| 50||NofValidCasq 50
Tablo 4.1-6: FAB siniflamasi ile yas iliskisi  P=0.128
fab Asymp. Sig.
0 | 1 2 | 3 | 415 | 7 |Total Value df (2-sided)
age (1) 5 5 ; 553 g g 3 (1) 1:53 Pearson Chi-Sqy 20,0842 14 ,128
5 5 | . 6 3 | ol 22 L|ke||h09d Ratio | 22,926 14 ,061
Total 4 3 sl 14| 12 3 5 11 50 N of Valid Cases 50
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Tablo 4.1-7: t(15;17) ile cinsiyet iliskisi P=0.655
t1517 Asymp. Sig.
0 1 Total Value df (2-sided)
SoxX 0 0 20 > A Pearson Chi-Square ,8482 2 ,655
1 1 o5 N o8 | | Likelihood Ratio 1,221 2 543
Total 1 45 4 50 N of Valid Cases 50
Tablo 4.1-8: t(15;17) ile yas iliskisi P=0.630
11517 Asymp. Sig.
0 ! Total Value df (2-sided)
age :’ g 1;‘ ; 12 Pearson Chi-Squd _ 2,5832 7 630
2 1 20 1 2o | | Likelihood Ratio 2,825 4 ,587
Total 1 45 4 50 | | N of Valid Cases 50
Tablo 4.1-9: t(8;21) ile cinsiyet iliskisi P=0.561
1821 Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) | (2-sided) | (1-sided)
0 1 Total Pearson Chi-Squar 035P 1 852
sex 0 17 5 22 Continuity Correctiq ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,035 1 ,852
1 21 7 28 Fisher's Exact Test 1,000 ,561
Total 38 12 50 N of Valid Cases 50
Tablo 4.1-10: t(8;21) ile yas iliskisi P=0.129
1821 Asymp. Sig
0 Total Value df (2-sided)
age 0 14 ! 15 | 'Pearson Chi-Sd 4,0912 2 129
! 8 > 1% || Likelihood Rati
2 16 6 o0 ikelihood Ratiq 4,655 2 ,098
Total 38 12 50 || N of Valid Case 50
Tablo 4.1-11: inv(16) ile yas iliskisi P=0.243
inv16 Asymp. Sig
0 1 Total Value df | (2-sided)
age ? 2 :; f 12 Pearson Chi-S{ 5,4622 4 ,243
5 ] 21 0 o9 leellhoc?d Rati{ 6,881 4 ,142
Total 3 44 3 50 | | N of Valid Casq 50




Tablo 4.1-12: t(15;17) ile 16kosit iliskisi P=0.222
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1517 Asymp. Sig
0 1 Total Value | df | (2-sided)
whe 0 2 0 2 | [Pearson Chi-S{ 5.7082 4 222
0 35 4 39 O | = ’
1 8 0 g | | Likelihood Rati{ 5,440 4 ,245
Total 1 45 4 50 | | N of Valid Casq 50
Tablo 4.1-13: t(8;21) ile lokosit iliskisi P=0.138
1821 Asymp. Sig
0 Total Value df (2-sided)
wbe 2; 1: 33 Pearson Chi-Sqd 3,9612 ,138
o 0 9 Likelihood Ratiq 5,935 ,051
Total 38 12 50 | | N of Valid Cas¢ 50
Tablo 4.1-14: inv(16) ile lokosit iliskisi P=0.201
invi6 Asymp. Sig.
0 Total Value df (2-sided)
woe 0 2 0 2 Pearson Chi-Sq{ 5,9762 201
1 36 2 39 oo :
5 6 1 9 Likelihood Ratio| 4,762 313
Total 3 44 3 50 N of Valid Caseq 50
Tablo 4.1-15: t(15;17) ile kemik iligi blast oram arasindaki iliski P=0.063
t1517 Asymp. Sig.
0 ! Total Value df (2-sided)
blast (1) 2: g 3? Pearson Chi-SqJ 8,907 4 ,063
0 11 2 13 Likelihood Ratio| 6,112 4 ,191
Total 1 45 4 50 N of Valid Cases 50
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Tablo 4.1-16: t(8;21) ile kemik iligi blast oram arasindaki iliski *P=0.049

L Asymp. Sig
o ¢ 1 ol Value | df | (2-sided)
0 20 y " Pearson Chi-Sql 6,0322 2 ,049
1 12 1 13 Likelihood Ratiq 7,733 2 ,021
Total 38 12 50 N of Valid Case 50
Tablo 4.1-17: inv(16) ile kemik iligi blast oram arasindaki iliski P=0.652
inv16 Asymp. Sig.
— = 9 - ! - Total - Value di | (2-sided)
0 3 o6 ) » P'ear'son ChI-S'QL 2,4572 4 ,652
1 0 12 1 13 Likelihood Ratio| 3,837 4 ,428
Total 3 44 3 50 | | N of Valid Caseg 50
Tablo 4.1-18: t(15;17) ile FAB siiflamasi arasindaki iliski *P=0.009
11517
= > 0 - 1 > Total - ;ymp S|
° ° 2 ° 2 Value| df |2-sided
2 0 14 0 4 | || Pearson Cl9,6309 14| ,009
3 0 8 4 12 . .
4 1 2 0 3 Likelihood 417 14 ,188
5 0 5 0 5 .
7 0 1 0 1 N of Valid 50
Total 1 45 4 50

Tablo 4.1-19: t(8;21) ile FAB simiflamasi arasindaki iliski *P=0.005

t821
0 1 Total :
fab 7 0 7 symp. Si
0 3 0 3 Value| df [2-sided
; 2 3 1i Pearson CH0,4999 71 ,005
3 12 0 12 Likelihood M4,042 7 ,001
4 2 1 3 Nof Validd 50
5 5 0 5
7 1 0 1
Total 38 12 50
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Tablo 4.1-20: inv(16) ile FAB simiflamasi arasindaki iliski *P=0.043

inv16

0 1 Total
2

2

fab

symp. Si
Value| df |2-sided

7

-

Pearson CH4,1893 14| ,043

N of Validd 50

N O~ ON = O
W o oo+~ 0 ooN
W o - 000 = =<0

Total

4.2. FL'T3 geninde tespit edilen degisiklikler

4
3
8
14
1§ Likelihood {7,730 14 ,219
5
1
0

Incelenen 45 hastamin 2’sinde FLT3 geninde degisiklikler tespit edildi. Bu
hastalarin birinde FLT3-ITD (Sekil:4.6) bir diger hastada ise FLT3-ITD mutasyonu
yaninda 20. intronik bolgenin 49. bazinda A — G (g.IVS20 +49A>G) doniisiimii

tespit edildi (Sekil:4.5 ve Sekil:4.7). Veritabanlarinda bu degisikligin daha onceden

bilinen bir mutasyon (Ensembl/rs/17086226) oldugu goriildii. Bu olgu M3 altgrubuna

dahildi. Diger hastalarda FLT3 genine ait mutasyon goriilmedi. FLT3 geni ile

hemoglobin diizeyi (Tablo: 4.2-7) disindaki klinik 6zellikleri arasinda anlaml bir iliski

bulunamadi.

e —
242 bg
190 bg. - 195 bg 489 bg
147 bg 404 bg
130be 331 bg
67 be. 65 bg

Sekil 4-5: EcoRY ile enzim kesimi sonrasi
% 3'lik jel elektroforezi goriintiisii.

M: Markir puc8, 1: Hetrozigot ornek,

2: normal, 3: Kesilmemis ornek

M 1 2345 M

iil
P

(|
N

389 bg

Sekil 4-6: PZR sonras1 FLT3
genindeki ITD'un %3'liik agaroz
jelde goriintiisii. M:Markar,
1,2,3:Normal érnekler, 4:Negatif
5: mutant olgu
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110 1z0 130 140
'TGTGTTGTGTCGTTATC T G G T & & & C & & C T G C & C T

il

Sekil 4-7: Dizileme sonucu FLT3 geni 20. intronda bulunan A>G degisikligi

AT Pt e e
TCRGATARTETG(E TGANNHENNGHHGGNNNNNHGGTGAEEGGE
RET]TRT ] i H]l PREA AT TN AT YIRIT 4] 04
& 7
~
Heterozigot olguda, allellerin dizi farklilig1 gosteren bolgesi
Sekil 4-8: FLT3-ITD mutasyonu diisiiniilen olgunun PZR iiriiniiniin dizileme sonucu
Tablo 4.2-1: FLT3-ITD ile cinsiyet arasindaki iliski P=0.351
itd Asymp. Sig.
0 1 Total Value df (2-sided)
sex 0 3 19 0 22 Pearson Chi-Squd 2,0922 2 ,351
1 2 24 2 28 Likelihood Ratio 2,835 2 ,242
Total 5 43 2 50 N of Valid Cases 50




Tablo 4.2-2: FLT3-ITD ile yas arasindaki iliski P=0.307
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itd
0 1 Total
age 0 3 11 1 15
1 0 12 1 13
2 2 20 0 22
Total 5 43 2 50

Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Sqgy 4,8102 4 ,307
Likelihood Ratio| 6,521 4 ,163
N of Valid Caseg 50

Tablo 4.2-3: FLT3-D835 nokta mutasyonu ile cinsiyet arasindaki iliski P=0.213

d835 Asymp. Sig.
0 1 Total Value df (2-sided)
sex O 3 19 0 22 Pearson Chi-Squa| 5,8222 4 213
1 2 25 1 28 | | Likelihood Ratio 6,632 4 157
Total 5 44 1 50 N of Valid Cases 50
Tablo 4.2-4: FLT3-D835 nokta mutasyonu ile yas arasindaki iliski P=0.518
d8ss Asymp. Sig.
B Jotal Value df (2-sided)
age O 3 12 0 15 -
] 0 12 ) 13 Pearson Chi-Squ| 1,3172 2 ,518
» 0 20 0 05 | | Likelihood Ratio | 1,687 2 430
Total 5 44 1 50 N of Valid Cases 50
Tablo 4.2-5: FLT3-ITD ile lokosit sayisi arasindaki iliski P=0.781
itd Asymp. Sig|
0 Total Value df (2-sided)
wbc 0 2 0 2 Pearson Chi-Sq{| 1,7552 4 ,781
: : - 1 ¥ Likelihood Ratio| 1,690 4 793
Total 5 43 5 50 N of Valid Caseq 50

Tablo 4.2-6: FLT3-D835 nokta mutasyonu ile l6kosit sayis1 arasindaki iliski P=0.970:

da35
0 Total
whbc 0 2 0 2
0 4 34 1 39
1 1 8 0 9
Total 5 44 1 50

Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Squg ,5322 4 ,970
Likelihood Ratio ,945 4 918
N of Valid Cases 50




Tablo 4.2-7: FLT3-ITD ile hemoglobin diizeyi arasindaki iliski *P=0.013

itd

0 Total
hb 0 1 1 2
0 3 28 0 31
1 2 14 1 17
Total 5 43 2 50
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Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Squd 12,6222 ,013
Likelihood Ratio 6,724 ,151
N of Valid Cases 50

Tablo 4.2-8: FLT3-D835 nokta mutasyonu ile hemoglobin diizeyi arasindaki iliski P=0.679

d835
0 Total
hb 0 2 0 2
0 3 28 0 31
1 2 14 1 17
Total 5 44 1 50

Asymp. Sig
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Sqd 2,3112 ,679
Likelihood Ratiq 2,724 ,605
N of Valid Casdg 50
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5. TARTISMA

AML tamisinda giiniimiizdeki yaklasim, standart klinik ozellikler ve rutin
laboratuar tetkiklerinin yami sira, taniy1 destekleyici patoloji, immiinfenotipleme,
sitogenetik tetkikler ve molekiiler tan1 yontemlerine de ihtiya¢c duymaktadir. Kromozom
anomalilerinin tanimlanmasi, uygulanacak olan tedavi ve buna bagh olarak hastaligin
prognozunu direkt olarak etkileyecegi icin AML siniflamasindaki kritik basamaklardan
biridir (1,58). AML’de ¢ok sayida farkli translokasyonlar tanimlanmigtir. Bunlardan en
sik goriilenleri t(9;11), t(15;17), t(8;21) ve inv(16)’dir. Bu bozukluklar ve varyantlari
AML olgularmin  yaklasitk  %30-40’inda  goriilmektedir  (1,23,59,60). Bu
translokasyonlar sonucu olusan kimerik protein, fiizyona katilmis olan genlerin yapisina
baglh olarak yeni bir fonksiyon kazanmaktadir (5, 61). t(15;17) translokasyonu varligi
AML FAB-M3 icin, t(8;21) translokasyonu varligt AML FAB-M2 ve M4 ic¢in ve
inv(16) varligt AML FAB-M4 (Eo) i¢in iyi prognostik belirte¢lerdir.

FLT3 geni, reseptor tirozin kinaz sinf 3 ailesine dahil, hematopoezde dnemli rol
oynayan bir gendir. Kromozom 13ql12 bdlgesinde lokalizedir ve hematopoetik kok
hiicrelerde eksprese edilir. Ayrica insan l6semi ve lenfoma hiicre hatlarinda da eksprese
edilmektedir (44). FLT3 genine ait sik goriilen iki mutasyon FLT3-ITD ve FLT3-D835
mutasyonlaridir.  AML hastalarinda bu mutasyonlarin bulunmasi kotii  prognoz

gostergesidir.

Bu veriler dogrultusunda calismamizda 50 cocukluk cag yeni tam1 AML
hastasinda t(15;17), t(8;21), inv(16) kromozomal degisiklikleri ve FLT3 geni
mutasyonlar arastirildi. Calismamizda t(15;17) translokasyonu ile FAB-M3 altgrubu,
t(8;21) translokasyonu ile FAB-M2 altgrubu arasinda bilinen anlamli iliski dogrulandi
(*P=0,009, *P=0.005). t(15;17) translokasyonu bulunan 4 olgunun tiimii AML FAB-
M3 altgrubuna dahildi. AML FAB-M2 altgrubuna dahil 14 hastadan 12’sinde t(8;21)
translokasyonu bulundu. Kemik iligi blast oran1 <%80 ve >%80 olmak iizere iki grup
halinde gruplandi. t(8;21) translokasyonuyla kemik iligi blast oram arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir iligki bulundu (*P=0.049). t(8;21) translokasyonu bulunan hastalarda
kemik iligi blast oram daha yiiksek bulundu. Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii

tarafindan yayinlanan AML rehberi ve Ajeta Dash ve arkadaglari tarafindan yapilan
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yayimlardaki veriler (18,19) bu bulgumuzu destekler niteliktedir. AML FAB-M2’de
blast hiicrelerinin orani tiim hiicrelerin %30-90’1 arasindadir (13,21,24). t(8;21)
translokasyonuna sahip FAB-M2 12 olgunun 11’inde (%91.6) kemik iligi blast oraninin
9%80’1n iizerinde olmasi 6zellikle FAB-M2 altgrubuna dahil pediatrik hastalarda kemik

iligi blast oraninin iist sinira yakin oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu calismada inv(16) ile FAB gruplar arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulundu (¥*P=0.043). inv(16) pozitif 3 olgunun biri MO, biri M1 ve biri de M5 alt
grubuna dahildi. Literatiire gore inv(16) FAB-M4 altgrubunda digerlerinden daha sik
goriilmektedir (62). Fakat M4 tipi 16semi daha sik >50 yas yetiskinlerde goriiliir (13,21).
inv(16) varligt FAB-M4 altgrubu i¢in iyi prognostik belirtectir fakat diger 16semi tipleri
ile arasinda nasil bir iligki olduguna dair yayinlarda yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Calisma grubumuzda bulunan 3 M4 tipi hastada ise inv(16) saptanmadi.

Calisma kapsaminda incelenen 45 olgudan 2’sinde (%4.44) FLT3-ITD
mutasyonu ve bu olgulardan birinde aym1 zamanda FLT3-D835 nokta mutasyonu
saptandi. Bu oran ITD mutasyonu siklig1 i¢in verilen degerlere ¢cok yakin olmamakla
birlikte %20-25’lik oramin yetiskin AML hastalarinda goriildiigiinii belirtmek gerekir.
Cocukluk cagi AML hastalarinda yapilan ¢aligmalardan Der-Chern Liang ve arkadaslar
bu oranm1 %11.3 olarak bulmuslar ve (45) Kondo ve arkadaslari ile Iwai T. ve arkadaslari
bu orant %5.3-16.5 arasinda vermislerdir. Calismamizda buldugumuz FLT3 mutasyon
orani (%4.44) literatiirde bildirilen oranlardan daha diisiiktiir. Bulgularimiz, iilkemizde
ilk kez pediatrik hastalarla yapilan bu calismada FLT3 mutasyonu oranimin diger
toplumlara gore daha diisiik siklikta oldugunu gostermektedir. Tiirk toplumunda FLT3
mutasyon sikliginin daha diisitk oldugunu ispatlamak icin daha genis hasta

popiilasyonlarinda caligsmay1 planlamaktayiz.

FLT3 geni mutasyonu bulunan hastalarla, bulunmayan hastalar arasinda, yas,
cinsiyet, lokosit sayisi, blast oran1 ve FAB siniflamasina gore yapilan istatistiksel
analizlerde anlamli bir fark bulunmad: (P=0.307, P=0.351, P=0.781, P=0.172, P=0.205).
Kondo ve arkadaslar ile Wang ve arkadaslarinin yayinlari, FLT3-ITD ile yas arasindaki
iligki acisindan bizim bulgularimizi desteklemektedir (44,45). Fakat bir¢ok yayinda
FLT3-ITD mutasyonlarinin goriilme oraninin yasla birlikte arttig1 belirtilmektedir (63).

FLT3-ITD mutasyonlar1 ve 16kosit sayist arasindaki iligki ile ilgili incelemelerimizde
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anlamli bir fark bulunmamakla birlikte hastalarnmizin %95’inin 16kosit sayisinin
<50X10°/L olmasi Moreno ve arkadaglarimin yayimyla uyumludur (34). AML
hastalarinda en sik goriilen semptomlardan biri uzun siiren ve siddetli anemidir. Bu
durum kemik iliginin hasariyla sonuglanmaktadir. Calismamizda FLT3-ITD ile diisiik
hemoglobin diizeyi arasinda anlamli bir iliski bulundu (*P=0.013). Fakat FLT3-D835
ile hemoglobin diizeyi arasinda ayni baglanti1 bulunamadi (P=0.679). Bunun hem FLT3-
D835 nokta mutasyonuna sahip sadece bir hastamiz olmasi hem de incelemis
oldugumuz toplam olgu sayisinin yetersiz olmasi ile iliskili oldugunu diisiinmekteyiz.
AML M3’1i 7 yasindaki bir olguda t(15;17) translokasyonunun yanisira hem FLT3-ITD
hem de FLT3-D835 nokta mutasyonunun bulunmasi prognostik acidan dikkate
degerdir. t(15;17) M3 alttipi i¢in iyi prognoz, FLT3 mutasyonlar ise kotii prognoz
gostergesidir. Tirk toplumunda bu Ozelliklerde bildirilmis baska bir vaka
bulunmamaktadir. Literatiirde hem FLT3-ITD hem de FLT3-D835 nokta mutasyonunun
ayrt ayr1 bulundugu bircok yaym (6,43,44,50) olmasina ragmen her iki mutasyonun
birarada bildirildigi birka¢ yayin bulunmaktadir. Hem FLT3-ITD hem de FLT3-D835
mutasyonlarim tasiyan M3 ve M5 FAB grubundan iki olgu 2005 yilinda Wang ve
arkadaslan tarafindan (4) ve 4 olgu 2003 yilinda Moreno ve arkadaslar tarafindan
bildirilmistir. Fakat Moreno ve arkadaslar1 her iki mutasyona da sahip 4 hastalarindan
birinin indiiksiyon tedavisi sirasinda diger iic vakanin ise relapstan sonra 2., 4. ve 6.
ayda kaybedildigini bildirmislerdir. Bu calismalar FLT3 ITD ve D835 mutasyonunu
birlikte tasiyan olgularin kétii prognozlu oldugu yoniindedir. Bizim calismamizdaki
olgu ise her iki mutasyona sahip olmakla birlikte yaklasik 1 yildir remisyondadir. Bu
olgunun literatiirde bildirilenin aksine iyi prognozlu seyretmesine ragmen daha uzun
takip edilmesi gerekmektedir. FLT3 geninde her iki mutasyonun birlikte bulunmasinin
tirozin kinaz aktivitesini daha da etkili bir bicimde arttirip arttirmadig1 veya daha fazla
hiicre ¢ogalmasina neden olup olmadigi bilinmemektedir. Akut myeloid 16semi,
myeloid hiicrelerin asir1 ¢ogalmast ve farklilagmasinin durmasi sonucu meydana
gelmektedir. Bu olguda t(15;17) ile birlikte FLT3 geni mutasyonlarinin bulunmasi,
tirozin kinazlarin siirekli aktivasyonu ile bozulmus transkripsiyon faktorlerinin AML
patogenezinde birlikte etkili oldugunu desteklemektedir. FLT3 mutasyonu sonucu
stirekli tirozin kinaz aktivitesi hiicrelerin asir1 ¢cogalmasina neden olurken, t(15;17)
translokasyonuyla RARa transkripsiyon faktoriiniin fonksiyonun bozulmasi sonucu

hiicre farklilagmasinin durmasina neden olmaktadir. Bu durum FLT3 mutasyonlar1 ve
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t(15;17) translokasyonu cok basamakli 16semi gelisiminin farkli basamaklarinda ortaya

cikarak, birlikte AML gelisimine neden oldugunu gostermektedir.

Yaptigimiz bu calismada iilkemizde ilk kez pediatrik AML hastalarinda
saptanan kromozomal degisiklikler molekiiler genetik yontemlerle ayrmtili olarak
incelendi. Ayrica bu olgularda ilk kez kombine olarak FLT3 geni mutasyonlar1 saptandi.
Olgularin literatiirle uyumlu olarak t(15;17) translokasyonunun FAB M3 grubuna 6zgii
oldugu ve t(8;21) translokasyonunun FAB M2 grubuyla ve yiiksek blast orani ile iligkili
oldugu gosterildi. FLT3 mutasyonlan iilkemizde pediatrik AML’de diger iilkelere gore
daha diisik oranda (% 4.44) bulundu. Ayrica bir olgunun FLT3 geninin iki
mutasyonunu (FLT3-ITD ve FLT3-D835) birden tasidigi gosterildi.
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FORMLAR

TC.
ISTANBUL UNiVERSITESI
DENEYSEL TIP ARASTIRMA ENSTIiRUSU
GENETIK ANABILiM DALI

BILGILENDIRILMiS ONAM FORMU

Proje Adi: “Cocukluk cag akut myeloid léosemi hastalarinda kromozomal

degisiklikler ve FLLT3 geni mutasyonlarimin arastirilmasi "

Bu incelemede, AML 6n tanisiyla gelen vakalarda, meydana gelen kromozomal
degisiklikleri ve FLT3 geni mutasyonlariin tespiti ile hastaligin kesin tanisina ve
siiflandirilmasina yardimci olunacak ve tedavinin diizenlenmesine yardim saglanmis

olacaktir.

Asagidaki Bilgilendirilmis Onay Formunu okuduktan sonra ¢alismaya katilma /-
velisi bulundugunuz ¢ocugunuzun veya yakininizin katilmasina- karar1 verirseniz formu

liitfen imzalayimz.

1.Yapilacak islemin tammm: Incelememizde, Akut myeloid 16semi hastalarindaki
kromozomal degisikliklerin ve FLT3 geni mutasyonlarinin  saptanmasini
amaclamaktayiz. Bu ¢aligma Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii

Genetik Anabilim Dali tarafindan yiiriitiilecektir.

1. Yapilmas1 planlanan genetik incelemeler i¢in sizden dncelikle 10 ml. Periferik
kan / kemik iligi alinacaktir.

2. Alnan kan /kemik iligi 6rneginde DNA/RNA materyaliniz ayrilarak
saklanacaktir. Olusturulan bu bankada kisi isimleri kullanilmayacak, 6rnekler
numarali olarak korunacaktir.

3. Hastaliginiza neden oldugu diisiiniilen genlerde mutasyon, hastaliga 6zel fiizyon
gen tespiti yapilacaktir.

4. Hastaliga neden olan yeni genlerin bulunmasi icin DNA/RNA 6rneginizde
genetik haritalama caligsmas1 yapilacaktir.
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5. Arastirma kapsaminda yapilacak olan calismanin siiresi 1 yildir ve sonucunda
tedaviye yoOnelik bir cevap elde edilmeyebilir.

6. Arastirma sirasinda genetik test sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik yonden
etkileyecegini diisiinmeniz durumunda arastirmadan ayrilabilirsiniz.

7. Elde edilen genetik bilgi sonuclar sifre korumali bir bilgisayar programinda
korunacak olup, sadece size/velinize ve hekiminize bilgi verilecek, iigiincii
sahislara aktarilmayacaktir.

Bu calismaya katilmaniz icin sizden herhangi bir ticret istenmeyecektir. Bu incelemeler
i¢in sizden alinan kan/kemik iligi materyalinden elde edilecek orneklerinizin saklanmasi

konusunda liitfen asagidaki segeneklerden birini seginiz:

a.FElde edilen doku 6rnegimin /-velisi bulundugum yakimimin- ¢aligma bittikten sonra

boliimiiniiz 6rnek bankasinda saklanmasina izin veriyorum .................
b.Elde edilen doku 6rnegimin ¢alisma bittikten sonra imha edilmesini istiyorum .........

Doku 6rneginiz saklandigi takdirde size sorulmadan, izniniz alinmadan higbir sekilde

baska bir ¢aligma icin kullanilmayacaktir
2. Olasi riskler ve faydalar:

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle gizli

kalacaktir. Genetik bilginin kullanilmasina bagh olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik

sorunlar ortaya cikabilir.

Inceleme sonunda elde edilecek sonuglar istediginiz takdirde size bildirilecektir. Ancak
bu bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkimizdir. Bu bilgiyi sizin diginizda birisi

ile paylasmamiz sadece sizin ya da velinizin izninize bagl olacaktir.

Olas1 yararlar :Bu incelemelerin esas amaci hastaliginiz sirasinda ortaya cikan/cikma

olasiligi bulunan anomalileri arastirmaktir.

izin: Yukarida tanimlanan incelemenin uygulanmasi, riskleri ve yararlari ile ilgili
yeterince bilgi aldim. Bu ¢alismaya kendimin (cocugumun ) katilmasina izin veriyorum.
Calismanin herhangi bir asamasinda vazgecersem onayimi ¢ekmek hakkinda ozgiir
oldugumu biliyorum. Bu nedenle kendimin / ¢ocugumun bir zarar gormeyecegini

anladim.



74

Tarih :
Doktorun Adi Soyadi,imzasi:
Hasta Adi Soyadi , Imzasi
Velisinin Ad1, Soyadi, imzas::
Baglant1 kurulabilecek kisiler: Prof. Dr.Ugur Ozbek
Bio. Ender Coskunpinar
Ulasilabilecek Tel. No.’lar1: (0212) 4142000 - 33318
0532 2407157

Ulasim Adresi: Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii

Genetik Anabilim Dali 34093 Capa—Sehremini Fatih/

ISTANBUL

Elektronik Posta Adresi: .ecoskunpinar@ gmail.com
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LOSEMIYE OZGUN KROMOZOMAL
TRANSLOKASYONLARIN TESPITi iCiN GEREKLI

HASTA BILGi FORMU
HASTA ADI,SOYADI : DR. ADI, SOYADI
YAS, : CALISTIGI KURUM
CINSIYET E[] K[
BOY , KiLO Do cm, .....kg TARIH : / /200...
KLINIK TANI
IMMUNFENOTIP
SITOGENETIK SONUC :
MATERYALIN ALINMA ZAMANI : TANI D TEDAVI SONRASI D RELAPS D
YAPILAN HEMATOLOJIK TETKIKLER PERIFERIK YAYMA SONUCLARI
TROMBOSIT /mm3 NOTROFIL(SEG.) : %
LOKOSIT : /mm3 LENFOSIT : %
TROMBOSIT /mm3 MONOSIT : %
HEMOGLOBIN : g/dl. EOZINOFIL %
HEMATOKRIT : % BAZOFIL %
PT : saniye MORFOLOJ{
INR :
APTT : saniye KEMIK ILIGI BLAST : %
KLINIK VERILER BIYOKIMYASAL TETKIKLER
LENFADENOPATI :VAR O YOK [ LDH : U/L
SPLENOMEGALI VAR O YOK [] CD33
HEPATOMEGALI :VAR H YOK ] CD34
TUMOR LYSIS :VAR H YOK ] DIGER
BOS TUTULUMU :VAR | YOK []
MSS TUTULUMU :VAR H YOK []
TEDAVIYE BASLAMA TARIHI / 1200...
UYGULANAN TEDAVI :
RISK GRUBU :DUSUK O ! o2 0’ 0 YUKSEK [
AILE BILGILERI
AILEDE KANSER :VAR YOK 0
RADYASYONA MARUZIYET :VAR YOK n

ANNE-BABA MESLEGI
ANNE-BABA DOGUM YERI

HASTANIN SON DURUMU :REMISYON |:| RELAPS |:| EXITUS |:|
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