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Ozet

Amag: Calismada Siileyman Demirel Universitesi Arastirma Uygulama Hastanesi Dahiliye
Anabilim Dali Hematoloji Klinigi ve Pediatri Anabilim Dali Cocuk Hematolojisi Kliniginde
tedavisi ve takibi yapilan 16semi tanis1 almis vakalarda olabilecek muhtemel kromozom
anomalilerinin g6zlenmesi amaglandi. Gere¢ ve Yontem: Calismada 12 post-kemoterapik, 17
remisyonu saglanmis ve tedavisinin herhangi bir basamaginda olan 29 16semi vakasi ile yas ve
cinsiyet olarak uyumlu 30 kontrol birey sitogenetik olarak degerlendirildi. Bulgular: Losemi
grubununu 15’1 akut lenfoblastik 16semi, 5’1 kronik lenfoblastik 16semi, 5’1 kronik myeloid 16semi
ve 4’1 akut myeloid 16semi idi. 15 akut lenfoblastik 16semi vakasinin 4’linde, 5 kronik lenfositik
16semi ve kronik myeloid 16semi vakalarinin birer tanesinde anomali tespit edilmistir. Kronik
myeloid 16semi vakalarinin birinde t(9;22)(q34;q11), 4 akut lenfoblastik 16semi vakasinda sirasiyla;
del(17qg), inv(9), inv(l) ve t(12;15), kronik lenfositik 16semi vakalarindan birinde ise
t(9;22)(q34;q11) tespit edilmistir. Periferik kandan konvansiyonel sitogenetik analizler daha ileri
genetik tetkiklere temel olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Lésemi, GTG bantlama, Kemoterapi, Kromozom, Periferik kan.

Abstract

Aim: This study aimed to determine the possible chromosomal abnormalities in leukemia patients
who were diagnosed and treated in Hematology Clinics of Internal Medicine Department and
Pediatric Hematology Clinic of Pediatry Deparment in Siileyman Demirel University Research
Hospital.Material and Method: In study 29 patients of whom 12 in post-chemotherapeutic period,
17 in remission periods with any stage of treatment in leukemia group and 30 age-and gender-
matched control person were evaluated cytogenetically. Results: Of the leukemia group; 15 had
acute lymphoblastic leukemia, 5 had chronic lymphoblastic leukemia, 5 had chronic myeloid
leukemia and 4 had acute myeloid leukemia. Four out of 15 patients with acute lymphoblastic
leukemia, 1 of 5 with chronic lymphoblastic leukemia and 1 of 5 with chronic myeloid leukemia
had different cytogenetic aberrations. t(9;22)(q34;911) was detected in two patients, one with
chronic myeloid leukemia and the other with chronic lymphoblastic leukemia.; del(17q), inv(9),
inv(1), and t(12;15) are found in four ALL cases respectively. Conventional cytogenetic analysis of
peripheral blood is fundamental for advanced genetic study.
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Giris

Kanser olusumu pek ¢ok dokuda genelde tek
bir mutant hiicreden (klonal) koéken alarak
baslar. Losemiler de kan hiicrelerinin
uretildigi  kemik iliginin klonal habis
hastaligidir. Losemiler, koken aldiklar hiicre
grubuna, semptomlarina, ortaya ¢ikis ve
ilerleme hizlarma ayrica klinik seyirlerine
gore gruplara ayrilabilirler. Ortaya c¢ikis
hizlarma gore dncelikle akut ve kronik olmak
iizere 2 ana gruba ayrilirlar. Her iki grup da
kendi icinde koken aldiklari hiicre grubuna
gore ikiser alt sinifa ayrilir. Boylece 16semiler
2 ana baglikta 4 grupta incelenir. 1. Akut
Myelositer Losemi (AML) 2. Akut Lenfositer
Losemi (ALL) 3. Kronik Myelositer Losemi
(KML) 4. Kronik Lenfositer Losemi (KLL)
1, 2. Hematolojik ~ malignensilerin
siiflandiriimasinda French-American-British
(FAB) skorlamasinin yani sira; tani, tedavi,
siiflama ve prognozu belirlemede ¢ok daha
pratik ve dogrulugu uluslararas1 gegerlilik
teskil eden kemik iligi ve periferik kandan
sitogenetik incelemeler de yapilmaktadir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalar 16semilerin biiytlik
cogunlugunun  yapisal ve/veya sayisal
kromozom anomalileri ile iligkili oldugunu
ortaya koymustur. Bir sitogenetik degisim bir
losemi tlirlinde  kotli  prognostik  etkiye
sahipken bir digerinde iyi prognoz belirteci
olabilmektedir. Olusan bu kromozomal
degisimler gen ekspresyonunun bozulmasina
ya da yeni bir fiizyon proteininin olugsmasina
yol acarak 16semiye neden olabilmektedir.

Maligniteli olgularda sitogenetik calisma
yapabilmek i¢in tiimor hiicresi gerekmektedir.
Losemilerden alinacak o6rnek, genellikle
kemik iligi aspirasyon materyalinden elde
edilir. Eger kemik iligi aspirasyon materyali
elde edilemezse kemik iligi biyopsi materyali
de kullanilabilir. Beyaz hiicre sayisi
>10.000/ml, immatiir miyeloid ve lenfoid
hiicre oranm1 %10’dan fazla olan olgularda
periferik kan hiicresinden de sitogenetik
caligma yapilabilmektedir (3).

Losemik doniisiime neden oldugu diisiiniilen
genetik degisikligin tespiti kemik iligine gore
periferik kanda daha zor olmaktadir. Cilinkii
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transforme bir hiicrenin kemik iligindeki orani
periferik kandan daha ytiksektir (4, 5). Ayrica
kiiltiir kosullar1 saglikli hiicrelerin daha da
hizli iremesine zemin hazirlayarak anomalili
hiicreleri ve hiicre oranini golgelemektedir.

Calismamiz kapsaminda Siileyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi biinyesinde tedavi
goren losemi vakalar1 degerlendirilmistir.
Hasta acisindan klinigi agir olan kemik iligi
aspirasyon uygulamasi yerine periferik
kandan 16semi vakalarinin sitogenetik olarak
degerlendirilmesi amaclanmstir. Olas1
sitogenetik degisimlerin periferik kandan
tespiti ve tespit edilen bir degisimin teshis ve
tedavinin yonlendirilmesindeki katkis1
arastirilmastir.

Gerec ve Yontem

Calismanin ~ gelisim  siireci  igerisinde
kemoterapi ajanlari uygulanmayan 16semi
vakalarinin periferik kanlarinda sitogenetik
degerlendirme yapildi. Bu amagla tercih
edilen hastalar ya indiiksiyon kemoterapisini
almig ve remisyonu saglanmis hastalar ya da
kemoterapi siirecini tamamlamis ve ilagsiz
rutin kontrolde tutulan vakalardi. Ciinkii
ozellikle kemoterapi  ajanlarina  maruz
bireylerde kiiltiir ~ortaminda maligniteli
hiicreleri ¢ogalmasi zordur (6). Calisma
kapsaminda Siileyman Demirel Universitesi,
Tip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim Dali
Hematoloji boliimii ve Pediatri Anabilim Dali
Cocuk Onkolojisi Boliimlerinde 16semi tanisi
almis ve tedavi gormekte olan 29 hasta ile
hastalarla yas ve cinsiyet olarak uyumlu 30
kontrol bireyin sitogenetik degerlendirmeleri
yapildu.

Kromozomlarin elde edilmesinde kisa donem
hiicre kiltiirii teknigi (7, 8) veya anomalili
hiicreleri tespit edebilme imkani daha ytiksek
olan ‘es zamanl kiiltir' metodu (9) ile
kromozomlar elde edilmistir.

Kemoterapi kiir tedavisinden en az bir hafta
sonra ldsemi vakalarindan heparinize edilmis
enjektorler ile 5 cc periferik kan alindi. Alinan
kanlar zenginlestirilmis fitohemaglutininli ve
fitohemaglutininsiz besiyerleri (% 20 fetal
calf serum, % 2 penisilin-streptomisin, % 2-3
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fitohemaglutinin, % 2 L-glutamin) igerisinde
24, 48 ve 72 saatlik kiiltiirlere alindi. Kiiltiir
siirelerinin dolmasima 2 saat kala kiltiir
ortamina eklenen kolsisin (10ug/ml) ile
metafaz asamasinda durdurulan hiicreler
kiiltiir siirelerinin sonunda harvest edildi.
Harvest islemi i¢in hiicreler hipotonik
sollisyon (0,075 M KCI) ve fiksatifle (1/3,
vlv, Glasial asetik asit/methanol) muamele
edildikten sonra lam {izerine yayilan hiicreler
boyanmak iizere 37 °C’de 3 giin etiivde
tutuldu. Boylece yaslanan hiicreler Giemsa-
Tripsin-Giemsa (GTG) bantlama yontemi (7)

ile boyandiktan sonra preparatlar
degerlendirildi.
Degerlendirilen metafaz plaklarindaki

kromozomlar International System for Human
Cytogenetic Nomenclature (ISCN)’e gore
siiflandirilip olas1 anomaliler degerlendirildi

(10).
Bulgular

Calismamizda 16semi tanis1 almis tedavi ve
takipleri siirdiiriilen 29 olguya ait sitogenetik
analiz sonuglar1 incelenmistir. Calismamiz
kapsamindaki vakalarin klinik teshisleri 15’1
ALL (% 52), 5’i KLL (% 17), 5’i KML (%
17) ve 4’tii de AML (% 14) seklinde dagilim
gostermistir. Calismada incelenen hastalardan
8’1 cocuk, 4’ adelosan donemde ve 17’si
eriskindi. Olgularin yaslar1 3 ile 83 arasinda
degismekte olup c¢alisma grubunun yas
ortalamast 37,07+22,9°dur. Gruplarin yaslar
aritmetik ortalama + standart sapma seklinde;
ALL grubunda 22.6+16.8, KLL grubunda
67.0+£6.6, KML grubunda 50.8+5.1, AML
grubunda 49.5+26.6’dir. Vaka grubunun
cinsiyet olarak dagilimi 15 erkek, 14 bayan
seklindedir.

Calismaya  katilan  vakalardan  yapilan
periferik  kan kiiltiiriinden elde edilen
preparatlarda  farkli  16semi  gruplarinda

gozlenen degisimler Tablo 1°de verilmistir.
Her bir vakadan hazirlanan preparatlarda
oncelikle 20 metafaz plagi degerlendirilmis,
gerekli goriildiigii durumlarda degerlendirilen
metafaz sayist 40’a ¢ikarilmistir.
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Tablo 1: Sitogenetik anomali gosteren
bireylerin yas, cinsiyet ve tamiya gore
dagilimi.

Sira  Cinsiyet Yas Tam Bulgu
1 K 21 ALL-L2Post del (17q)
Indiiksiyon
2 K 47 ALL-Post Indiiksiyon t (12;15)
3 E 2 ALL-Post Indiiksiyon Perisentrik inv(9)
4 K 19 ALL-Post Kemoterapi Perisentrik inv(1)
5 K 62 KML-Post Indiiksiyon t(9;22)
6 K 52 KLL Post indiiksiyon
(Glivec +) t(9;22)

AML grubundaki 4 vakanin hi¢ birinde
sitogenetik bir anomali tespit edilmemistir.
KLL grubundaki 5 hastadan 1 tanesinde

KML’ye spesifik bir translokasyon olan
t(9;22)(q34;q11) tespit edilmistir.
t(9;22)(q34;q11) degerlendirilen KLL
vakasinin 20  sahasimin 3 tanesinde

goriilmiistiir. ileri yastaki bayan hastanin
genel durumu iyiydi. ALL grubundaki 4
vakada  sitogenetik  degisimler  tespit
edilmistir. Vakalardan birinde sayilan 20
metafaz plaginin 1 tanesinde del(17q) tespit
edilmistir. Sayilan metafaz plagmnin 40’a
cikarilmast ile yeni bir anomalili alan tespit
edilememistir. Nakil Onerilen hasta nakil
olmadan  kaybedilmistir.  Iki  vakada
inversiyon gozlenmis; biri perisentrik inv(1)
iken digeri perisentrik inv(9)’dur. Perisentrik
inv(l) durumu yine degerlendirilen 40
metafaz plaginda 1 kez goriilmiistiir. Ancak
perisentrik inv(9) degerlendirilen 20 metafaz
plaginin biiylik bir kisminda gézlenmistir. Bu
vakalardan ilki kemoterapisini tamamlamig
digeri ise remisyonda idi. Bagka bir ALL
vakasinda ise t(12;15) goézlenmistir. Genel
durumu iyi olmayan hasta kemoterapi
tedavisine devam etmekte idi.

Bir KML vakasimin sahalarinin bir ¢gogunda
KML’ye spesifik olan t(9;22)(q34;ql1)
saptanmis olup hasta Glivec tedavisi almakta
idi. Kontrol grubundaki bireylerin sitogenetik
taramasinda  herhangi  bir kromozomal
diizensizlige rastlanmamuistir.
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Tartisma ve Sonug¢

Kan hiicrelerinin ¢ogalmasi, farklilagmasi ve
programlanmig oliimleri (apoptosis)
arasindaki dengeyi saglayan mekanizmalarda
gorev alan genlerdeki mutasyonlar 16semiye
neden olmaktadir (11). Bu sebeple genetik
anomalilerin tanimlanmasi i¢in, kromozomal
degisim noktalarmin tespiti ve bununla
baglantili olarak bu noktalardaki genlerin
l6semi ile baglantis1 arastirilan konular1
olusturmaktadir. Kromozom anomalilerinin
belirlenmesi, hastaligin tanisindaki siipheleri
ortadan kaldirarak, hastaligin alt tipinin
belirlenmesi, prognozun 1iyi veya Kkoti
oldugunun belirlenmesi, hastaligin hangi
safthada seyrettiginin kontrolii ve tedavi
protokollerinin nasil olmasi gerektigi ve
etkinligi yonlerinde hekimi
yonlendirmektedir. Tespit edilen kromozom
anomalileri  losemi  olusumuna  sebep
olabilecek sekilde karyotipte primer olarak
bulunabilecegi  gibi bazen kemoterapi
ajanlarinin  etkisi ile de sekonder olarak
olusabilmektedir (12, 8).

Vakalardan iki tanesinde bulunan t(9;22)
KML’de iyi prognostik Oneme sahiptir ve
Glivec tedavisine 1y1 cevap vermistir (13, 14).
Vakanin periferik kaninda KML’ye spesifik
olan bu translokasyonun belirgin sekilde
goriilmesi periferik kandan da bu gurup
hastalar i¢in degerlendirme yapilabilecegini
diistindiirmektedir.

KLL’de t(9;22) anlamli bir translokasyon
olmaylp tedavi esnasinda  kemoterapi
ajanlarinin  etkisi ile olusabilecegine dair
literatiirler de vardir (15, 16). Vakamizda da
goriilme durumunun literatiirlerce
desteklendigi sekilde kemoterapi ajanlarin
etkisi ile olusabilecegini de diisiinmekteyiz.

ALL vakalarinda gozlenen iki inversiyondan
biri perisentrik inv(9) ve digeri perisentrik
inv(1)’dir. Perisentrik inv(9) normal olarak
populasyonda goriilen genel bir
heteromorfizmdir. ~ Perisentrik  inv(9)’lu
l6semi  vakalarinin  sunuldugu  cesitli
caligmalarda kotii  prognozunun  oldugu
yoniinde bir agiklama yapilmamistir (17, 18).
Vakamizda perisentrik inv(9), sahalarin
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biiyiik cogunlugunda goriilmiistiir. Literatiirde
perisentrik inv(1), t(12;15) gibi sitogenetik
degisimlerin kemoterapi sonrasi olustugu
ifade edilmektedir (19). Vakalarimizdaki
degisimlerin yalnizca birer sahada tespit
edilmesi bu durumlarin kemoterapi etkisiyle
yada kiiltiir kosullarinin etkisiyle
olusabilecegini diislindlirmektedir.

17. kromozomun uzun kolundaki delesyon
[del(17q)] genellikle kompleks
translokasyonlarla birlikte bulunmakta ve Liu
ve arkadaslar1 tarafindan bu durumun,

hastaliin ~ seyrini  agirlastirdigi  ifade
edilmektedir (20).

Sonug olarak; belirli kanserlerde primer ve

sekonder kromozomal degisikliklerin
bilinmesi, tanimin kesinlesmesinde,
prognozda, tedavi protokollerinin
diizenlenmesinde, minimal reziidiiel

hastaligin takibinde olduk¢a 6nemlidir.

Calismamizda periferik kandan
konvensiyonel sitogenetik metod ile 16semi
vakalar1 taranmistir. Ancak bu metodun
gerektiginde  molekiiler  sitogenetik  ve
molekiiler metodlar ile  desteklenmesi
gerektigi de bir gercektir. Tedavi goOren
hastalara  periferik  kandan ~ kromozom
analizinin yapilmasi ile daha ileri tetkikler
olan kemik iligi analizleri dncesi hekime fikir
vermesi ve zaman kazandirmasi agisindan
Oonem arzetmektedir.

Kemik 1iligi kromozom analizleri daha
giivenilir sonug vermesine ragmen
calismamizda hedefledigimiz periferik kan
analizinin hasta a¢isindan daha konforlu bir
invaziv girisim oldugu diisiincesindeyiz.
Alternatif olarak uygulanabilecegi literatiirde
de ifade edilmektedir (21).

Fakat bu hastalarda kullanilan kemoterapdtik
ajanlarin da periferik kan hiicrelerinde
gozlenen anomalilere sebep olup olmadigina
dair ileri ¢aligmalarin yapilmasi uygundur. Bu
amagla  l6semi  hastalarina  uygulanan
kemoterapotik  ajanlarin uygun dozlarda
saglikli kontrollerin in vitro olarak kiiltiire
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edilmesi ile elde edilebilecek kromozomlari
degerlendirmeyi hedefliyoruz.
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