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Der(21)T(17;21) ve 13q Delesyonlu Bir KLL Olgusunun Sitogenetik,
FISH ve Qrt-PCR ile Incelenmesi

Investigation of a CLL Case with Der(21)T(17;21) and 13q Deletion with FISH and Qrt-PCR
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Amagc: Kronik Lenfositik Losemi (KLL), lenfoproliferatif bir hastalik olup, ortalama gériilme yasinin 65 oldugu heterojen bir klinik gosterir. En
yaygin kromozomal degisim 13q14 ve 17p13 delesyonlaridir. Her iki bélgenin kaybi da k&tl prognozla iliskilendiriimektedir. 17p13
bolgesi baska kromozomlarla yeniden dizenlenmelere katilmaktadir. Bu diizenlenmelerden biri de t(17;21) translokasyonudur. Son
calismalar mikroRNA'larin gesitli solid timaor ve hematolojik kanserlerde rol oynadigini gostermektedir. KLL olgularinda delesyona
ugrayan 13q14 bolgesi tUzerinde yer alan DLEU2 geninin kodladigi miR-15 ve miR-16'nin ifadesinin bu bolgenin delesyonuna bagl
olarak azaldigi gosterilmistir.

Yontem: Calismamizda evre O KLL tanili kadin olgudan alinan perifer kan ornegi konvansiyonel sitogenetik ydntemiyle sitogenetik olarak,
kromozom 17 ve kromozom 21'e 6zgu farkli renkte tim kromozomu boyayan DNA problari kullanilarak metafaz FISH (mFISH) teknigi,
17p delesyonu icin P53 delesyon ve 13q delesyonu igin D13S319 plus problari ile iFISH teknigi ve miR-15a/miR-16-1 ifade diizeylerinin
belirlenmesi i¢in gRT-PCR ydntemi uygulandi.

Bulgular: Yapilan calisma sonucu olguda sitogenetik olarak del(6)(g?), del(13)(g22), der(21)t(17;21)(q11.2;g22) kromozom duzensizlikleri
saptandi. FISH teknigi ile del17p13, del13q14, ve der(21)t(17;21) bulgulan dogrulanirken, gercek zamanli PZR (gRT-PCR) yontemiyle de
miR-15a ve miR-16-1 ifadesinin azaldigi gdzlemlendi. Elde edilen bulgulara gére azalan miRNA seviyeleri ile yiiksek orandaki mono ve
biallelik 13914 delesyonlari arasinda korelasyon bulundu.

Sonug: Konvansiyonel sitogenetik ve iFISH yontemine ek olarak miR-15a ve miR-16-1 ifade seviyeleri de KLL olgularinda belirleyici faktor olarak
kullanilabilecegini dustiinmekteyiz. ( Sakarya Tip Dergisi 2016, 6(3):141-145 )
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Abstract

Objective: Chronic Lymphocytic Leukemia (CML) is a lymphoproliferative disease with heterogeneous clinical properties mostly affecting older
people around the age of 65. Most common chromosomal alterations are deletions of 13q14 and 17p13. Loss of both regions have
been associated with bad prognosis. 17p13 region can make rearrangments with other chromosomes and one of them is t(17,21)
translocation. Recent studies show that microRNAs play important roles in various solid tumors and hematological cancers. It was
shown that expression of miR-15 and miR-16 encoded by DLEU2 gene which is located on 13q14, a frequently deleted region in CLL
cases, are decreased due to the deletion of this region.

Materials and  In this study, peripheric blood sample obtained from a female diagnosed with stage 0 CLL was analyzed with various methods including
Methods: conventional cytogenetic methods, metaphase FISH (mFISH) technique using DNA probes staining the whole chromosome specific to
chromosomes 17 and 21, iFISH technique using p53 deletion probes for 17p deletion and D135319 plus probes for 13q deletion and

qRT-PCR method for expression levels of miR15a/miR-16-1.

Results: Chromosomal instabilities of del(6)(q?),del(13)(q22),der(21)t(17,21)(q11.2,q22) were determined. While confirming del17p13,
del13q14, and der(21)t(17,21) with FISH, levels of mir-15a and miR-16-1 expression were found to be decreased. We found significant
correlation between the high levels of mono and biallelic 13q14 deletions and decreasing miRNA expression levels. .

Conclusion: We suggest the use of miR-15a and miR-16-1 expression levels as determining factors in addition to the use of conventional cytogene-
tics and iFISH methods in CLL cases. ( Sakarya Med J 2016, 6(3):141-145 )
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Kronik Lenfositik Losemi (KLL), lenfoproliferatif bir hastalik
olup, eriskinlerde en sik gorulen l6semi tipidir. Tanidaki ortan-
ca yas 65 olup, hastalik erkeklerde iki kat daha fazla gorulir.
Klinigi degiskendir." B hiicreli ve T hicreli olarak ikiye ayrilir.
KLL olgularinin %5'i T hicre kokenli (T-KLL) olup ~%95'i ise
B hucre kokenlidir (B-KLL). KLL bati Ulkelerinde yetiskinler-
de tim I&semilerin %25'i gibi buyUk bir oranda gdzlenirken
dogu Ulkelerinde bu oran %/5'den daha az olmaktadir. Ancak
hastalarin yarisindan cogunda uzun stre hicbir semptom ver-
meden devam edebilen bir hastalik oldugu icin gercek insi-
dans tam olarak bilinmemektedir.?2 CD5-pozitif B hicrelerinin
klonal genislemesi dzelligine sahiptir.3 KLL'nin klinik seyri de-
giskendir. Hastalik Rai ve Binnet olmak Uzere iki sisteme gore
klinik olarak evrelendirilir. Hastalarin %57-80" inde kromozo-
mal anomali gdzlenir. Gbzlenen en yaygin kromozom yapl
anomalileri 13q14(%51) ve 17p13.1 (%2-26) bolgelerindeki
delesyonlardir.24

KLL hastalarinda gozlenen 13q delesyonu degisik (heterojen)
boyutlarda olusmaktadir. 13914 lokusunda tUmaor supresor
etkisi olan 2 anatomik nokta dnerilmistir. Bunlar, minimal de-
lesyon bolgesi (MDR) ve 13q14.1-q14.2 de lokalize RB1 gen
bolgesidir. MDR DLEU1 ve DLEU2 olan 2 genin ekzonlarini
iceren 10 kb'lik transkriptle zengin bir bolgedir. MikroRNAlar
(miRNA) dokuya 6zgi gen diizenlemesinde rolt oldugu dusi-
nilen 19-25 nikleotidden olusan kisa ve kodlama yapmayan
tek iplikli RNAlardir. Genellikle hedef mRNA'nin 3'ucuna dog-
ru baglanarak hedef genin okunmasini (translasyon) engeller.
insan genomunda dretilen 2000’e yakin miRNA oldugu diisi-
nulmektedir. Cok sayida solid timor ve hematolojik kanserler-
de 6nemli rol oynadig bildirilmektedir.'>® 13q14.3 bodlgesinde
yer alan DLEU2 geni miR15a ve miR-16-1 olarak adlandirilan
timaor baskilayicr 6zellikte olan ve KLL gelisiminde etkili oldu-
gu dustnllen iki adet miRNA kodlar.”# B hicreli KLL olgula-
rinin yarisindan daha fazlasinda 13q14 bdlgesinin delesyona
ugradigr bilinmektedir. Ayni bolge Uzerinde yer alan miR15 ve
miR-16'nin ifadesinin azaldigi gosterilmistir.® KLL olgularinda
en sik gozlenen anomalilerden olan 13q14.3 bolgesinin kaybi
biallelik veya monoallelik olmak Uzere iki formda meydana ge-
lir. Delesyonlar monoallelik formda daha sik (%76) gdzlenir-
ken, biallelik formda nadiren (%24) saptanir. 13gdel tasiyan
KLL hastalarinda klinik tablonun kotd oldugu bildirilmistir.'©
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P53 geninin bulundugu 17p13.1 bolgesinde delesyon goz-
lenen hastalarin %80'inde diger p53 allelinde de mutasyon
olusur. KLL hastalarinda koétd prognoz bulgusu olan 17p13
bolgesinin kaybi dnemli bir prognostik belirtectir.” Yapilan
calismalarda KLL hastalarinin %34-45'inde translokasyonlar
oldugu rapor edilmistir. Dengeli translokasyonlar nadir go-
rulurken, dengesiz yeniden dizenlenmeler siklikla gorilir ve
hastalarda kompleks karyotipler gézlenir.'> TP53 genini iceren
bu bolgenin baska kromozomlarla yaptigr yeni diizenlenmeler
de bildirilmektedir. t(17;21)(p11;g11) tarif edilen yeniden du-
zenlenmelerden birisidir.* P53 geni bir transkripsiyon faktoru
olup, bu genin Grinl olan p53 proteininin dizeyi DNA hasari
olusan hicresel stres alaninda post transkripsiyonel ve nont-
ranskripsiyonel (mitokondri dis membraninda apoptotik bol-
ge) mekanizmalar tarafindan dizenlenir. P53 fonksiyon kaybi
hicrelerin apoptozdan kagmasina ve diger DNA duzensizlikle-
rinin birikmesine, bdylece hastaligin ilerlemesine ve uygulanan
tedaviye direngli olmasina yol acar.’

KLL hastalarinda tedavi protokolU belirlenmeden 6énce Fluo-
resan in situ Hibridizasyon (FISH) teknigi ile 13q14 ve p53 de-
lesyonuna bakilmasi, daha sonra uygun tedavi protokollnin
belirlenmesi dnerilmektedir.'?

Bu olgu sunumunda KLL tanili olgudan alinan perifer kani o6r-
neginden konvansiyonel sitogenetik yontemiyle kromozomal
anomalilerin saptanmasi, FISH teknigi uygulanarak 13qve 17p
delesyonlarinin tespit edilmesi ve gRT-PCR yontemi ile de miR-
15almiR-16-1 ekpresyon dizeylerinin belirlenmesi, saptanan
sonuglarin sunulmasi ve birbirleriyle karsilastirilmasi amaclan-
mistir.

MATERYAL ve METOD
Olgu, KLL (Rai Evre 0) tanili 85 yasinda kadin hasta, hematoloji
servisi tarafindan klorambusil tedavisiyle izlenmektedir. Calis-
ma istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylanmistir.

Konvansiyonel Sitogenetik: KLL olgusundan alinan hepa-
rinli perifer kan materyali, DSP30 ve IL-2 indUkleyicilerinin mi-
totik ajan olarak kullanildigi 37 °C ‘lik etlvde 72 saat kilture
edilmistir.'? Kaltar gikisi sonrasi hazirlanan preparatlara GTL
bant ydntemi uygulanarak ve ISCN (2013)13 kurallarina gére
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sitogenetik agidan incelenmistir.

FISH: Kromozom 17 ve kromozom 21'e 6zgi farkh renkte
(WCP 17, kirmizi; WCP21, yesil) tdm kromozomu boyayan
DNA problari (Aquarius Cytocell, NY, ABD) kullanilarak meta-
faz FISH (mFISH) teknigi uygulandi. 17p delesyonu igin P53 de-
lesyon ve 13g14'te yer alan DLEU2 gen bdlgesinin delesyonu
icin D13S319 plus iki renkli DNA problari (Aquarius Cytocell,
NY, ABD) kullanilarak interfaz FISH (iFISH) yontemi uygulanan
preparatlar floresan mikroskobunda tcli filtrede (DAPI-FITC-
TxRed) incelenmistir.

Ger¢ek Zamanli PZR (qRT-PCR): Calismaya dahil olan KLL
olgusundan elde edilen perifer kanindan dreticinin talimat-
larina uygun sekilde miRNA elde edilmistir (Exigon miRCURY
RNA isolation kit (Exiqgon AIS, Danimarka). 10 ng miRNA kul-
lanilarak ¢cDNA sentezlenmistir miRCURY LNA™ microRNA
PCR, Polyadenylation and cDNA synthesis kit Il (Exiqon AlS,
Danimarka). Gercek Zamanli PZR- (Real-Time PCR) analizi icin
SYBR Green yontemi kullaniimistir (miRCURY LNA™ mic-
roRNA PCR, EXiLENT SYBR® Green master mix (Exiqon SIA,
Danimarka). hsa-miR-15a-5p ve has-miR-16-1-3p genlerinin
ifade analizi Light Cycler 1.5 cihazinda yapiimistir (Roche Di-
agnostics, Mannheim, Germany) (Tablo 1). PCR kosullari top-
lam hacim 10 pl olacak sekilde; TxPCR Master Mix, 1 pl PCR
primer karisimi ve 1:10 sulandirilmis cDNA'dan olusmustur.
Gene 6zgU primerler Uretici firmadan elde edilerek kullanil-
mistir (MiRCURY LNA PCR Primer mix for hsa-miR-15a-5p and
has-miR-16-1-3p;Exigon SIA, Danimarka). Normalizasyon igin
U6 referans gen kullanilimistir. Rolatif miRNA seviyelerinin he-
saplanmasinda 2% metodu kullaniimistir. Uygulanan gercek
zamanli PZR kosullari Tablo 1'de yer almaktadir.

Tablo 1: Gercek Zamanli PZR Kosullari

Hedef 1si Sure
Bozunum 950C 20sn
Cogalma 950C 10 sn
600C 60 sn 4> dongd
Erime 950C 60 sn
400C 120 sn
950C 0sn
Soguma 400C 30 sn
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BULGULAR

DSP30 ve IL-2 mitotik indUkleyicilerin ilave edildigi kultar or-
taminda B-KLL htcrelerinin cogaltiimasi saglanarak, bu hiicre-
lere konvansiyonel sitogenetik ve iFISH uygulanmistir. Sitoge-
netik inceleme sonucu olgunun karyotip formdli; 38~46, XX,
del(6)(@?)[12], del(13)(q22)[24], der1)t(17;21)(q11.2;922)
[5], -17[5][cp26]/46,XX[2] seklinde hazirlanmistir (Resim 1).
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Resim 1: 45, XX, del(6)(q?), del(13)(q22), der@1)t(17;21)(p11.2;922),
-17 karyotipli karyogram érnegi.
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Konvansiyonel sitogenetik inceleme ile tespit edilen der(21)
t(17;21) bulgusu 17. ve 21. kromozoma ait tim kromozomu
boyayan (WCP17 ve WCP21) problarinin kullanildigi mFISH
yontemiyle de dogrulanmigtir (Resim 2).

Resim-2 : der(21)t(17;21) yeniden diizenlenmesinin WCP 17 ve WCP 21
problarinin kullanildigi metafaz FISH ile gosterilmesi (WCP17, kirmizi;
WCP21,yesil).
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Yapilan calismalarda da 17 ve 21 numarali kromozomlar ara-
sindaki yeniden dizenlenmeler bildirilmektedir.* p53 delesyon
probunun kullanildigr iFISH ydntemi ile %15 oraninda p53
gen bolgesinde delesyon ve %20 oraninda da tek bir 17. kro-
mozoma ait sinyal tespit edilmistir (Resim 3).

Resim-3: p53 geni delesyonu ve 17 monozomisinin p53 delesyon
probunun kullanildigi interfaz FISH ile gosterilmesi. A; Normal, B;p53
delesyon, C; 17 monozomisi (p53 geni;kirmizi, 17 sentromer yesil).

Boylece, olgumuza ait toplam p53 gen bolgesi kaybi orani
%35 olarak hesaplanmistir. Olusan der(21)t(17;21) yeniden
dizenlenmesi sonucu 17. kromozomun kisa kolunda yer alan
p53 gen bolgesi ve sentromer bolgesi kaybedilmistir. Bu ne-
denle de iFISH ile p53 gen kaybi ve 17 monozomisi tespit
edilmistir. Ayrica kotl prognoza sebep olan ve KLL olgularin-
da az rastlanan del(6q) bulgusuna olgumuzda da saptadik.
Sitogenetik olarak saptanan del(13)(g22) bulgusu disinda,
olgunun iFISH yéntemi ile %50 oraninda monoallelik ve %18
oraninda da bialellik formda 13g14.3 delesyonu tasidigi belir-
lendi (Resim 4).

Resim-4: DLEU2 gen bolgesi delesyonunun D13S319 plus delesyon
probunun kullanildigi interfaz FISH ile gosterilmesi. A; Monoallelik de-
lesyon, B; Biallelik delesyon , C; Normal (D13S319; kirmizi, 13qter ; yesil).

TARTISMA

Olguya ait gen ifadesi calismalari sonucu miR-15a ve miR-16-1
ifadelerinin azaldigi gdzlenmistir. Elde edilen bulgulara goére
azalan miRNA seviyeleri ylksek oranda saptanan 13q14 de-
lesyonuyla korelasyon gdstermektedir. Bu sonuclar daha dnce
bildirilen calismalarla uyumlu cikmistir.’®'* Sonug olarak, i FISH
yontemiyle arastirilan belli gen bolgesi kayiplarinin yada yeni-
den duzenlenmelerin yani sira, bu olgularda gdzlenen ilave
kromozom anomalileri de sitogenetik incelemelerle tespit edi-
lebilmektedir.Bu nedenle de konvansiyonel sitogenetik yon-
temi KLL olgularinda kullanilan tani ydntemlerinden biri olarak
onemini korumaktadir. miR-15a ve miR-16-1 ifade seviyele-
rinin iFISH yontemiyle gozlenen 13q delesyonlariyla uyumlu
olmasi, miR-15a ve miR-16-1 ifadelerinin KLL olgularindaki
belirleyici rolinl gdstermistir. Bu olgularda miR-15a ve miR-
16-1 ifadelerinin prognostik belirtec olabilecegini diistinmek-
teyiz.

Cikar catismasi:
Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar catismasi bulunmamak-
tadir.
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