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SANLIURFA BOLGESINDEKI AKUT LENFOBLASTIK LOSEMILI
COCUK HASTALARIN SITOGENETIK ANALIZ SONUCLARI

CYTOGENETIC STUDIES IN CHILDREN WITH ACUTE
LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA AT SANLIURFA PROVINCE

Ali AYCICEK, Ahmet KOC

Harran Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklart ABD, Cocuk Hematoloji BD, SANLIURFA

OZET

Amagc: Losemik hiicrelerin sitogenetik dzelliklerinin akut lenfoblastik 16semi (ALL) tani, siniflama ve prog-
nozunda biiyiik dnemi vardir. Bu ¢caligmada Sanliurfa bolgesindeki ALL’li ¢ocuk hastalarin sitogenetik sonug-
larmni arastirdik.

Materyal Metod: Sanlurfa Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji kliniginde Ekim 2010-Su-
bat 2012 tarihleri arasinda yeni tani alan ortalama 5.7 yasinda (aralik: 1.5-15.8 y1l) 27 ALL’li ¢ocuk (17 er-
kek, 10 kiz) hasta calismaya alindi. Kemik iligi 6rnekleri havayolu ile Istanbul’daki sitogenetik laboratuva-
rina ulastirildi.

Karyotip analizi uyarilmamis kemik iligi kiiltiirii ile GTL/<400-bantlama seviyesi; translokasyon ¢alismala-
rinda ise t(12;21) RT-PCR, t(12;21) FISH, t(9;22) RT-PCR, t(9;22) FISH,t(1;19) FISH, t(4;11) FISH, t(9;11)
FISH, t(11;19) FISH c¢alisild1.

Sonuglar: 27 hastanin karyotip calismasi neticesinde 3 (%14.3) vakada kompleks karyotip anomalisi,
1 (%11.1) vakada hiperdiploidi, 2 (%7.4) vakada yiiksek hiperdiploidi, 1 (%3.7) vakada hipodiploidi, 14
(%51.8) vakada normal karyotip, 3 vakada ‘metafaza rastlanmadi’, 3 vakada ise ‘Ornek yetersizligi nedeniy-
le ¢aligma yapilamadi’ seklinde sonuglar elde edildi. Molekiiler sitogenetik caligmalarda RT-PCR ile yapi-
lan 61 testten 5’inde (%8,2) pozitiflik, 124 FISH c¢aligmasinin ise 2’sinde (%1.6) pozitiflik saptandi. Pozitif
RT-PCR testlerinden birinde t(12;21), ikisinde t(9;22), ikisinde ise t(1;19) saptandi. FISH pozitif olan vakalar
ise t(12;21) olarak saptandu. (9;22) FISH, t(4;11) FISH, t(9;11) FISH, t(11;19), t(1;19) FISH translokasyonla-
r1 higbir vakada saptanmadi. 11 FISH ¢alismasi incelemeye uygun hiicre bulunamadigindan analiz sonuglan-
dirtlamadi, 16 molekiiler test ise istem yapilmadig igin calisilamadi.

Sonuc: Kemik iligi 6rneklerinin sitogenetik incelemelerinde en énemli problem calismalarda inceleme igin
uygun metafaz veya hiicreye rastlanamamasi ya da 6rnek yetersizligi olarak bulunmustur.
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ABSTRACT

Objective: The analysis of cytogenetic features of the leukaemic cells has great importance for the diagnosis,
classification, and prognosis of acute lymphoblastic leukemia (ALL). In this study, the results of cytogenetic
studies for childhood ALL was investigated at Sanliurfa province.

Materials and Methods: Twenty-seven (17 male, 10 female) children with the mean age of 5.7 years (range
1.5-15.8 years) diagnosed as ALL at Harran University Medical Faculty Pediatric Hematology Clinic between
September 2010 and February 2012 were included in this study. Bone marrow samples were transported
by airway to cytogenetic laboratory in Istanbul. Karyotype analysis of non-stimulated bone marrow was
performed at GTL/<400-band level and t(12;21) and t(9;22) were studied by RT-PCR; t(12;21), t(9;22),
t(1;19), t(4;11), t(9;11), and t(11;19) were studied by FISH in bone marrow samples.

Results: Of these karyotype analysis of 27 patients, 3 (11.1%) had complex karyotype anomalies, 1 (3.7%)
had hyperdiploidy, 2 (7.5%) had high hyperdiploidy, 1 (3.7%) had hypodiploidy, 14 (51.8%) had normal
kaypotype, 3 (11.1%) had no metaphase, and 3 (%]11.1) samples were not studied because of insufficient
samples. Molecular analysis of translocations revealed that 5 (8.2%) of 61 samples studied by RT-PCR and
2 (1.6%) of 124 samples studied by FISH were positive. Among 5 RT-PCR positive cases, 1 was positive for
t(12;21); 2, positive for t(9;22); and 2, positive for t(1;19). Two FISH positive cases showed t(12;21). The
other translocations including t(9;22), t(4;11), t(9;11), t(11;19), and t(1;19) studied by FISH were all negative.
Eleven samples were inconvenient for FISH study and 16 samples were not studied for other reasons.

Conclusion: In conclusion, the major challenge in this study is the lack of sufficient metaphase or cells on

bone marrow samples and/or insufficient samples.

GIRIS-AMAC

Losemi vakalarinin tani, tedavisi ve prognozunun be-
lirlenmesinde sitogenetik ¢aligmalar biiyiik 6nem arz et-
mektedir (1-3). Genis bir yelpazeyi igeren sitogenetik
analizleri kendi merkezlerinde yapabilen klinikler igin
stirdiirtilebilir bir hizmet liretememeleri dnemli bir sorun
teskil ederken, kendi merkezinde bu tetkikleri yapama-
yan klinikler i¢in hastanin veya 6rneklerin dis merkezle-
re gonderilip istenen tetkik sonuglarinin zamaninda, ek-
siksiz ve giivenilir bir gekilde elde edilmesinde 6nemli s1-
kintilar yasanabilmektedir.

GEREC ve YONTEMLER

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematolo-
ji Kliniginde yeni tan1 alan 27 akut lenfoblastik 16semi

Keywords: Karyotype, cytogenetics, acute lymphoblastic leukemia, childhood.

(ALL), (%63 erkek, %37 kiz; ortalama 5.3+4.3 yasinda
(1.5 ay-15.8 yas) ilk tanida sabah erken saatlerde yapilan
kemik iligi aspirasyonu drneginden 1 cc heparinize tiip
karyotip analizi i¢in, 1 cc heparinize tiip FISH analizle-
rii¢in ve 1 cc EDTA’l1 tiip RT-PCR tetkikleri i¢in toplam
3 adet ornek dis laboratuar iletisim birimine iletildi. Bu
ornekler ilgili birim tarafindan aksam saatlerinde ugak
kargo ile herhangi bir soguk zincir kosulu saglanmadan
Istanbul’daki sitogenetik laboratuvarina ulastirildi.

Karyotip ¢aligmalarinda kisa siireli (24 saat), PHA
— uyarilmamis hiicre kiiltiiri yapilarak metafazlar elde
edildi. GTL/<400 bantlama diizeyi ile klonal, sayisal ve
belirgin yapisal bozukluklar aragtirildi.

Translokasyon analizlerinde akut lenfoblastik 16semi
(ALL) vakalari i¢in St Jude Total XV risk siniflamasinda

Tiirkiye Cocuk Hastaliklar1 Dergisi /




Sanlurfa Bélgesindeki Akut Lenfoblastik Losemili Cocuk Hastalarin Sitogenetik Analiz Sonuglart

213

esas olan FISH ve RT-PCR t(12;21) FISH, t(12;21) PCR,
%(9;22) FISH, t(9;22) PCR, t(4;11) FISH, t(9;11) FISH,
t(11;19) FISH, t(1;19) FISH ¢aligmalar1 yapildi (2).

BULGULAR

Karyotip ¢aligmalarinda, 27 hastanin 9’unda (%33)
20 adet metafaz, 5’inde (%18.5) 10-19 metafaz, 3’iinde
(%11.1) 6-10 metafaz, 4’iinde (%14.8) 1-5 metafaz in-
celendi, 3 6rnekte (%11.1) metafaza rastlanmadi, 3 6r-
nekte (%11.1) ise numune yetersizligi nedeniyle karyotip
tayini yapilamadi. Yirmiyedi hastanin karyotip ¢alisma-
st neticesinde 3 (%14.3) kompleks karyotip anomalisi, 1
(%11.1) hiperdiploidi, 2 (%7.4) yiiksek hiperdiploidi, 1
(%3.7) hipodiploidi, 14 (%51.8) normal karyotip, 3 va-
kada ‘metafaza rastlanmadi’, 3 vakada ise ‘6rnek yeter-
sizligi nedeniyle ¢alisma yapilamadi’ seklinde sonuglar
elde edildi. Vakalarin 3’tinde (%11.1) FISH analizinde
degerlendirmeye uygun say1 ve kalitede hiicreye rastlan-
madig1 i¢in sonug elde edilememistir. 24 ALL vakasin-
dan 2’sinde (%8.1) t(12;21) FISH pozitifligi saptanmuistir.
Bu hastalarin her ikisinde 200 hiicre incelenmis, birinde
%S5 hiicrede, diger hastada ise %78 hiicrede t(12;21) po-
zitifligi belirlenmistir. %78 hiicrede pozitiflik olan has-
tada PCR ile bakilan t(12;21) de TEL-AMLI gen orani
41.169811 bulunmustur. Diger hastada RT-PCR ile ince-
leme istenmedigi i¢in ¢aligma yapilmamuistir.

Bir hastada t(9;22) PCR BCR/ABL gen orani 56.1837
(%5618.37) ile pozitif saptanirken, ayn1 hastada 200 hiic-
renin incelendigi t(9;22) FISH de translokasyon saptan-
mamugtir. Bir hastada ise t(9;22) PCR BCR/ABL gen ora-
nt %0,00605 bulunmus, bu hastanin da FISH ile bakilan
t(9;22) mutasyonu negatif olarak bulunmustur. FISH ile
inceleme yapilan 22 vakanin hig¢ birinde t(9;22) saptan-
mamigtir.

11 FISH c¢alismast incelemeye uygun hiicre buluna-
madigindan sonuglandirilamamig, 16 molekiiler test ise
istem yapilmadigi i¢in ¢alistlamamugtr.

Inceleme yapilan 16 vakadan birinde (%6.3) t(1;19)
PCR pozitif sonug verilmis, ancak oran belirtilmemistir.

Bir hastada ise t(9;22) RT-PCR tetkikinde kontrol gen
(G6PD) ¢ogaltimi saglanamamugtir.

Diger sitogenetik analizler negatif bulunmustur.
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Losemilerde goriilen klonal kromozomal anormal-
liklerini tespit etmede en sik kullanilan metodlar ke-
mik iligi veya periferik kan 6rneklerinden konvansiyo-
nel sitogenetik ile kromozomlarin karyotip analizi, mo-
lekiiler sitogenetik yontemlerden FISH (Floresan In Situ
Hibridizasyon) ve kantitatif PCR metodlaridir (3). Kar-
yotip, FISH ve PCR sonuglar1 16semi hastalarinin teda-
vi protokollerinde risk siniflarini belirledikleri ve hasta-
larin prognozu hakkinda 6nemli bilgiler verdikleri i¢in en
dogru ve etkili yontemin kullanilarak genetik sonuca ula-
stlmasi hastalar ac¢isindan ¢ok 6nemlidir (4).

Kemik iligindeki hiicrelerin hassasiyetinden dolay1
kemik iligi karyotip ¢alismalarinda biiyiik giicliikle kar-
silasilmaktadir. Vakalarin %30 kadarinda 6rnekte incele-
meye uygun metafaz bulunamamaktadir (5). Inceleme-
ler rutin olarak 20 metafaz 6rnegi lizerinden yapilmakta
ancak bu sayiya ulagilamadiginda elde edilen 1-20 meta-
faz 6rnegi degerlendirilmektedir (6). Ancak en az 5 hiic-
renin detayli incelenmesi tavsiye edilmektedir (7). Bi-
zim ¢alismamizda ilk 3 vakada karyotip ve FISH ana-
lizleri icin tek heparinize 6rnek gonderildigi i¢in numu-
ne yetersizligi ile karsilasilmistir. Bu vakalar ¢ikarildi-
ginda %12.5 (3/24) oraninda hi¢c metafaza rastlanma-
mistir. Bu oran literatiir ile uyumlu olmakla birlikte Giil-
hane Askeri Tip Akademisinde 2003-2005 yillar1 arasin-
da Soysal ve ark’nin yaptig1 ¢alismada 16semi vakalari-
nin % 44.1’ine konvansiyonel sitogenetik analiz ile so-
nug vermede basarisiz olunmus ve hastalarin % 63.6’sin-
da 20 metafazdan daha az metafaz analiz edilebildigi go-
rilmiistiir (5,8,9). Ancak literatiirdeki sitogenetik c¢alis-
malarda 6rnegin alindig1 ilde mi yoksa dig merkezlerde
mi ¢alisildig1 veya dis merkezlerden 6rnek almip alinma-
dig1 o yiizden bu yonde yorum yapmak en azindan sim-
dilik miimkiin olmamaktadir.

Bizim ¢alismamizda t(12;21) orani literatiirden diisiik
oranda saptanmis, t(9;22) ve diger translokasyonlar ise
benzer oranlarda bulunmustur (10,11).

iki vakada RT-PCR ile t(9;22) pozitif bulunurken,
ayni hastalarda FISH ile translokasyonun saptanmamis
olmasi ozellikle kontrol gen ¢ogaltimina gore orani ¢ok
diisiik olan vaka i¢in RT-PCR’1n mutasyonlari saptamada
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daha hassas olmasina baglanabilir (2). Ancak oran1 ytik-
sek olan vakada dogrulama yapilamamis olmasi ihtiyatla
karsilanacak bir durum olarak goziikmektedir.

Loésemide sitogenetik ¢aligmalar i¢in numuneler la-
boratuvara gonderildikten sonra ortalama 15-20 giinde
neticelendigi i¢in sonuglar beklenmeden tedaviye hemen
baslanmakta, herhangi bir olumsuzluk durumunda tekrar
numune gondermek ¢ogu zaman miimkiin olamamakta-
dir. Bu durumda tedaviyi olumlu ya da olumsuz yonde
etkileyebilecek sonuglardan mahrum kalinmaktadir. Bi-
zim sonuglarimizda da goriildiigi gibi tekrarlama imka-
n1 olmayan bu test sonuglarinin daha tatminkar olmasi
icin kemik iligi 6rneginin yeterli miktarda ve uygun tiip-
lere alinmasi, laboratuvarin da bu durumdan haberdar ol-
mas1 6nemlidir.

Sonug olarak; bu ¢aligmada il dis1 sitogenetik ¢alig-
malardan elde edilen sonuclar literatiirdeki sonuclardan
daha kotii degildir.

Kemik iligi 6rneklerinin sitogenetik incelemelerin-
de en 6nemli problem, ¢aligmalarda inceleme i¢in uygun
metafaz veya hiicreye rastlanamamasi ya da 6rnek yeter-
sizligi olarak bulunmustur. Yeterli say1 ve miktarda nu-
mune alinmast durumunda daha iyi sonuglar alinabilece-
gi diisliniilmektedir.
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