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OZET
Kronik Lenfositik Losemilerde gorilen prognostik kromozomal anomalilerin

tanimlanmasinda rutin tekniklerle beraber Multiplex Ligation-Dependent
Probe Amplification(MLPA) Yonteminin Kullanilmasi
Dr. Akif AYAZ

Kronik Lenfositik Losemi, prognostik 6neme sahip kromozomal
anormalliklerin sik goriildiigii, klinik olarak heterojen seyirli bir hastaliktir. KLL’de
tanimlanan sitogenetik anomaliler olduk¢a fazladir. Bu anomaliler prognoz, tedaviye
baslama ve tedaviyi yonlendirme agisindan 6nemlidir. 13914 delesyonu, trizomi 12,
1122 delesyonu, 17p13 delesyonu, KLL’de en sik goriilen  kromozomal
anormalliklerdir. Bu c¢alisma ile 41 KLL hastasinin SALSA Probmiks P037-
A2/P038-A2 kiti ile yapilan MLPA sonuglarini, konvansiyonel sitogenetik ve FISH
sonuglar ile karsilastirip, MLPA tekniginin kullanilabilirliligi arastirildi. Ayrica
KLL hiicrelerinin proliferasyon yeteneginin diisiik olmasindan dolay1, konvansiyonel
sitogenetikte birer mitotik stimilan olan DSP30+IL-2 kombinasyonu kullanildi.
FISH calismasinda, 11q22.3(ATM), 13q14.3 ve 17p13(p53) lokus spesifik problari
ve sentromerik 12 problar1 kullanildi.

Periferik kan ve kemik iligi kiiltiirlerinde %80.4 oraninda basar1 elde edildi.
Konvansiyonel sitogenetik ve FISH ile trizomi 12 saptanan 13 olgudan 5’1 MLPA ile
normal degerlendirildi. Ayrica FISH ile 13q14 delesyonu tespit edilen 20 olgudan
6’s1t MLPA ile normal degerlendirildi. Konvansiyonel sitogenetik ve FISH ile tespit
edilemeyen 17p13 delesyonu ve 9p21 delesyonu MLPA ile tespit edildi. MLPA ile
diisiik diizey mozaisizmli anomaliler yanlis negatif olarak yorumlandi. Bu ¢aligmada
MLPA tekniginin mozaiklikleri tespit edebilme araligt %25-30 olarak belirlendi.
Ayrica FISH ve MLPA ile 13q14 delesyonu tespit edilen 5 olgunun Rb geni bolgesi
MLPA ile normal degerlendirildi.

Sonu¢ olarak MLPA yontemi kolay uygulanabilir, diigik maliyetli bir
yontemdir. Diisiik diizey mozaisizmlerin MLPA ile tespit edilememesi ve MLPA ile
tespit edilen bazi anomalilerin FISH ile tespit edilememesi nedeniyle, KLL’de
MLPA yonteminin konvansiyonel sitogenetik ve FISH ile birlikte kullanilmasinin
uygun oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: Kronik Lenfositik Losemi, MLPA, DSP30, IL-2.
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SUMMARY
Contribution of MLPA to routine testing used to determine the prognostic
chromosomal abnormalities in chronic lymphocytic leukemia.
Dr. Akif AYAZ
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a clinically heterogeneous disease and
chromosomal abnormalities with prognostic impactare frequently detected in CLL
patients. CLL is chacterized by a variety of chromosomal abnormalities detected by
conventional cytogenetics. These abnormalities are important as prognostic
indicators and key strategies formaking treatment decisions. Deletions of 13qg14,
11922, and 17p13, and trisomy 12 are the most frequent chromosomal abnormalities
in CLL.
In this study, MLPA results using SALSA MLPA kit P037-A2/P038-A2 were
compared with results from conventional cytogenetics and FISH and assesed the
suitability of MLPA technology as a method for detecting a variety of known
chromosomal abnormalities in 41 CLL patients. It is also used DSP30+IL-2
combinations as mitotic stimulant agents because of the low mitotic index of CLL
cells in conventional cytogenetics. Locus-specific probes for 11922.3 (ATM),
13914.3, and 17p13 (p53), and centromeric probe for chromosome 12 were used for
FISH analysis.
Informative results were obtained from 80.04% of peripheral blood and bone marrow
cultures. Among the 13 positive patients for trisomy 12 by conventional cytogenetics
and FISH, 5 patients were normal by MLPA. The 1314 deletions were detected in
20 patients by FISH and only 6 patients were normal by MLPA. In contrast, the
17p13 and 13ql4 deletions were detected by MLPA but not conventional
cytogenetics and FISH. We concluded that MLPA will give false negative results in
patients of low level mosaicism for any abnormalities. In this study, it was
determined that MLPA was not as sensitive at detecting mosaicism below 25-30% of
cells as conventional cytogenetics and FISH.
In conclusion, MLPA is a simple and cost-effective technique. But, we suggested
that MLPA technique should used with conventional cytogenetics and FISH in

detection of chromosomal abnormalities with potential clinical significance in CLL
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because MLPA technique was unsuitable for reliable detection of low level
mosacisim and some abnormalities were detected by MLPA but not FISH.
Key Words : Chronic Lymphocytic Leukemia, MLPA, DSP30, IL-2.
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GIRIS

Kronik lenfositik 16semi (KLL), olgun gorunimli kiguk lenfositlerin kan,
kemik iligi, lenf bezi ve dalag: infiltre etmesi ve lenfositlerin fonksiyon bozuklugu
gostermesi ile karakterize kemik iliginin malign bir hastaligidir (1).

Yetigkinlerde 6zellikle Kuzey Amerika ve Avrupa iilkelerinde en sik goriilen
losemi tiiriidiir (2). Tim yetiskin l6semilerin %30’unu olusturmaktadir. KLL’li
hastalarda erkek kadin oranmi 2/1°dir (3). Biitiin I6semilerde oldugu gibi kronik
lenfositik 16seminin de nedensel faktorl bilinmemektedir. Ancak genetik faktorlerin
KLL olusumunda etkili olabilecegi bilinmektedir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalara
ragmen KLL’nin molekiiler patogenezinin tam olarak aydinlatilamamasinin
nedenlerinden biri de, KLL hticrelerinin metafaz analizindeki zorluklardir.

Losemide tanimlanan sitogenetik anomaliler oldukca fazladir. 13914
delesyonu, trizomi 12, 11q22 delesyonu, 17p13 delesyonu, KLL’de en sik goriilen
kromozomal anormalliklerdir (4). Bunlar sadece tek bir tipe veya subtipe 6zgin
sitogenetik anomaliler degildir. Bu nedenle ayirici tanida sitogenetik anomalinin
diger klinik ve laboratuar sonuglari ile birlikte degerlendirilmesi gerekir. Her olguda
rutin sitogenetik analiz yapilmali, elde edilen bulgulara gore molekiiler analizler
strduralmelidir.

Bu caligmanin amaci; gerek konvansiyonel teknikler gerekse FISH teknigi ile
hematopoetik malignitelerin bir grubunu olusturan KLL’ de, olabilecek kromozomal
yeniden diizenlenmelerin sikliklarint belirlemek ve hastalikla iliskisine, kullanilan
klasik molekdler sitogenetik yontemler ve PCR’ a dayali giincel bir molekiiler yontem
olan MLPA teknigini kullanarak cevap aramaktir. Ayrica KLL hiicrelerinin mitotik
indeksinin  diisiik olmasit nedeniyle farkli mitotik stimulanlarin  kullanimi
amaglanmistir. Bu calismada, farkli merkezlerde etkinligi bildirilmis mitotik
stimilanlardan CpG DSP30 ve IL-2, lenfosit kiiltiiri asamasinda kullanilarak

etkinliklerinin degerlendirilmesi amaglanmstir (5).



KLL’li hastalarda yapilan bir ¢calismada, MLPA ve FISH teknigi arasinda
%95 konkordans saptanmistir (6). Bu projede Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA) teknigi ile KLL’ye spesifik dizayn edilmis Salsa MLPA
Probemiks 037-A2 / 038-A2 kitleri kullanarak, KLL ile iliskilendirilmis farkl
kromozom ve gen bolgelerindeki delesyon ve / veya amplifikasyonlarin incelenmesi
amaclanmistir. MLPA teknigi ile elde edilen bu sonuglar, konvansiyonel sitogenetik
ve FISH yontemi ile elde edilen sonuglar ile karsilagtirilacak ve hematolojik
malignensilerin taramasinda kullanilan diger genetik tekniklerin birbirine avantaj
veya dezavantajlari, duyarliliklart ve giivenirlilikleri de bu ¢alismada incelenecektir.
Bu proje ile KLL’de, MLPA ve FISH teknigi karsilastirllmig olacaktir. Ayrica
MLPA tekniginin KLL hastalarinin rutin taramalarinda kullanilabilirliligi bu
calismanin sonuclari ile degerlendirilmis olacaktir.

Calismamizda Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim
Dali’nda takip edilen KLL tanis1 almis 41 hastanin konvansiyonel sitogenetik, FISH
ve MLPA analizi sonuglar1 incelenecektir. MLPA teknigi ile elde edilen bu sonuglar,
konvansiyonel sitogenetik ve FISH yontemi ile elde edilen sonuclar ile
karsilagtirilacak ve hematolojik malignensilerin taramasinda kullanilan diger genetik
tekniklerin birbirlerine avantaj veya dezavantajlari, duyarliliklar1 ve giivenirlilikleri
de bu calismada degerlendirilecektir. Ayrica MLPA tekniginin KLL hastalarinin

rutin taramalarinda kullanilabilirliligi bu c¢alisma ile saptanmis olacaktir.



GENEL BILGILER

KRONIK LENFOSITIK LOSEMI’YE GIRIS

Kronik lenfositik 16semi (KLL), B veya T lenfositlerin nispeten olgun hiicre
doneminden koken alan, olgun goriiniimlii kiigiik lenfositlerin kan, kemik iligi, lenf
bezi ve dalagi infiltre etmesi ve lenfositlerin fonksiyon bozuklugu gostermesi ile
karakterize kemik iliginin malign bir hastaligidir (1). KLL olgularinin %95’i B
lenfosit kokenlidir (2).

KLL, Bat1 diinyasinda eriskinlerde goriilen en sik 16semi formudur (7). Bati
diinyasinda, eriskin l6semilerin %30’undan fazlasini olusturmaktadir (8). Bati
toplumlarinin; Cin, Hindistan, Japonya gibi toplumlara gére, 20-30 kat daha fazla
yakalandig bildirilmistir (9). KLL’li hastalarda erkek/kadin oran1 2/1°dir (3). KLL,
ileri yas hastaligidir. Vakalarin %20-30 kadar1, 55 yasin altindadir (10).

KLL’nin etiyolojisi  henliz  aydinlatilamamistir.  Radyasyon, viral
enfeksiyonlar, kimyasal ajanlar ve otoimmiin hastaliklarin KLL ile olan iliskisi
kanitlanmamistir. Birinci veya ikinci derece akrabalarda KLL oOykiisti, KLL’ye
yakalanma olasiligmi  %10’a kadar arttirmaktadir (11).  Bu durum KLL
etiyolojisinde, genetik faktorlerin 6nemli oldugunu gostermektedir. Genis caph
vaka-kontrol ¢alismalarinda, birinci derece akrabaliklarda diger kanser tiirlerine gore
en yiiksek risk oran1 KLL’de bildirilmistir (12). Ayrica kromozomal anormalliklerin
KLL prognozunu etkiledigi bildirilmistir (13). 17p13 ve 11q22 delesyonu kotii
prognozla iligkilendirilmistir ve bu bireylerde ila¢ tedavisine direng bildirilmistir;
normal karyotipe sahip ve 13ql4 delesyonu ise, nispeten daha iyi prognoz
gostergesidir (4,13,14). Trizomi 12’1i bireylerde ise, prognoz orta-kotii arasinda
degiskenlik gostermektedir (13,14).

KLL’de prognozu etkileyen diger faktorler ise; periferik kandaki atipik
lenfosit orani, B2 mikroglobulin diizeyi, timidin kinaz, lenfositlerin iki katina ¢ikis

stresi, CD23 ve CD38 ekspresyonudur (15).

TANI
KLL’li bireylerin 6nemli bir kismi, 06zellikle de erken evrede olanlar

asemptomatiktir. Halsizlik, ates, istahsizlik, kilo kaybi, gece terlemesi, egzersiz
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intoleransi, enfeksiyonlara sik yakalanma gibi belirtiler goriilebilir. En sik goriilen
fizik muayene bulgusu lenfadenopatidir. Lenfadenopati genellikle agrisiz, lastik
kivaminda ve mobildir. Lenfadenopati sayisi ve hacmi degiskenlik gosterir.
Splenomegali ve hepatomegali ise, diger muayene bulgularidir.

Genellikle farkli nedenlerle yapilan rutin kan tahlillerinde lenfositoz
saptanmasi, olguyu KLL acisindan degerlendirmenin  baslangic  ayagini
olusturmaktadir. Tabloya ilerleyen donemlerde, anemi ve trombositopeni eklenebilir.
KLL tanist i¢in birgok kriter gelistirilmesine ragmen, en sik kullanilan 1988’de
“National Cancer Institute-sponsered Working Group(NCIWG)” ve “International
Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (IWCLL)”nin ortaya koydugu
kriterlerdir (1). Ayn1 zamanda NCIWG ve IWCLL’nin, KLL’de evreleme ve tedavi

yontemleri lizerinde de ¢alismalart mevcuttur.

TABLO 1: KLL Tani Kriterleri (NCIWG)

1.Periferik kanda lenfositoz : 5.000/mm3

2.Immunfenotipleme : En az 1 adet B hiicre isareti (CD19, CD20, CD23) + CD5

3.Kemik iliginde lenfositoz: > %30

4.Atipik hiicre orani :< %50

Tani: 1 no’lu kriter ile birlikte 2 veya 3 no’lu kriter; ya da lenfosit sayist 5.000/mm?*’ten
diisiikse, 2 ve 3 no’lu kriter birlikte bulunmalidir.

TABLO 2: KLL Tani Kriterleri (IWCLL)

>10.000 lenfositoz + B fenotipi veya kemik iligi tutulumu

<10.000 lenfositoz+ B fenotipi + kemik iligi tutulumu

>%30 kemik iligi lenfosit orani

EVRELEME
KLL hastalarinda klinik seyir olduk¢a degiskendir. KLL evreleme sistemleri,

bireysel prognozu tayin etmek icin kullanilan sistemlerdir. KLL’de giincel olarak 2



evreleme sistemi kullanilir. Bunlar Modifiye Rai ve Binet evreleme sistemleridir

(16,17). Bu evreleme sistemleri ile tahmini sag kalim siiresi belirlenebilir.

TABLO 3: Modifiye Rai Evreleme Sistemi (19)

Evre Klinik Medyan Sagkalim
0 Lenfositoz >10 y1l
1 Evre O ve LAP 7
2 Evre 0 veya 1 ve splenomegali ve/veya 7
3 Evre 0, 1 veya 2 ve anemi (Hb <11gr/dl) 2
4 Evre 0-3 ve trombositopeni(Plt <100.000/mm3) 2

Evre 0: Distik risk Evre 1-2: Orta risk Evre 3-4: Yiksek risk

TABLO 4: Binet Evreleme Sistemi (20)

Evre Klinik Lenfoid Sayis1 | Medyan Sagkalim
A | Hb>10gr/dl; P1t>100.000/mm3 <3 >10 y1l
B | Hb>10gr/dl; P1t>100.000/mm3 >3 5
C | Hb<10gr/dl veya PIt<100.000/mm3 2
PROGNOZ

Prognoz olarak ¢ok degiskenlik gosteren bir hastalik olan KLL’de, yasam
omrii aylarla sinirli olabilecedi gibi, dekadlarca uzun da olabilir. Rai ve Binet
evreleme sistemleri, KLL hastalarinin klinik seyrinin, sagkalim siiresinin ve tedavi
gereksiniminin belirlenmesinde klinisyenin bagvurdugu kaynaklardir (2,18). 1981°de
NCIWG KLL’de her iki sistemin birlikte kullanilmasini 6énermistir (16). Fakat bu
evreleme sistemleri, ozellikle erken evre hastalarda tedavi gereksinimi olan
hastalarin belirlenmesinde yetersiz kalmaktadir (19). Binet A ve Rai 0 veya 1
evresinde, tedaviye baslamak i¢in hastaligin progressif oldugunun bilinmesi gerekir.
Erken evrede tespit edilen KLL’li hastalarin %40-%50’si progressif olup, tedavi
gereksinimi mevcutken, hastalarin %50-60’1inda tedavi gereksinimi yoktur (20,21).
Rai ve Binet evreleme sistemlerinin bu ayrimi yapmada yetersiz kalmasi nedeniyle,
prognozu belirlemeye katki saglayabilecek farkli faktorler iizerinde ¢alismalar
yapilmaktadir (22). Bunlardan baslicalart; cinsiyet, kemik iligi tutulum sekli,
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kromozomal degisiklikler, kemik iliginde lenfosit orani, lenfosit morfolojisi, 2

mikroglobin diizeyi, immunglobulin agir zincir mutasyonu, timidin kinaz, ZAP70

ekspresyonu, CD38 pozitiflik oran1 ve pS3 mutasyonu sayilabilir (Tablo 5).
TABLO 5: KLL’de Prognostik Faktorler

Parametre Diisiik Risk YUksek Risk
Binet evre A BveC
Rai evre 0-1 H-11-1Vv
K1 tutulum sekli Non-diffuz Diffuz
K1 lenfosit oran1 <%380 lenfosit >80 lenfosit
Lenfosit morfolojisi Tipik Atipik

Kromozomal Anomaliler

Normal-13g14 delesyonu

Trizomil2-del17p-delllq

Kanda 16kosit sayist

<30-50x10°/L

>30-50x10°/L

Timidin Kinaz Normal Artmig
Zap70 Negatif Pozitif
CD38 Negatif Pozitif
IgVH mutasyonu Mutant Non-mutant
B2 Mikroglobulin diizeyi | Normal Artig

IgVH Mutasyonu

B lenfositleri, antijeni taniyabilme ve antikor sentezleyebilme o6zelligine
sahiptir. IgVH mutasyonu sayesinde B-lenfositler antijene tam uyumlu antikorlar
sentezleyebilmektedir. KLL olgularimin yaklasik 9%50’sinde IgVH mutasyonu
bildirilmistir (33). [gVH mutasyonu tespit edilen olgularda, yagsam siiresi ve tedavisiz
gecen siirenin daha uzun ve prognozun daha iyt oldugu bildirilmistir (22,34).

Dolayisiyla [gVH mutasyonu KLL’de iyi prognoz gostergesi olarak yerini almistir.

ZAP-70 Proteini

ZAP-70, T-hiicre aktivasyonunun erken asamasinda gorev yapan, sitoplazmik
bir protein tirozin kinazdir. Erken evre KLL’de ZAP-70 protein pozitifligi, tedavi
ihtiyacinin daha kisa siirede ortaya ¢ikacagi yoniinde yorumlanmaktadir. Cok
parametreli akim sitometresi ve Revers Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR) ile ZAP-70 mRNA saptanabilmektedir. KLL hucrelerinde ZAP-70 protein
pozitifligi ve I[gVH mutasyonu arasinda yakin bir iligki bildirilmistir (35-36).
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CD38

B hiicre ylizeyinde, monositlerde ve natural killer (NK) hiicrelerinde bulunan,
siklaz ve hidrolaz aktivitesi bulunan bir ektoenzimdir. CD38, KLL i¢in bagimsiz bir
prognoz gostergesidir. Yiiksek CD38 ekspresyonu, kisa bir siirede tedaviye baslama
ve kisa yasam stiresi ile iliskilendirilmistir (39,40). IgVH mutasyonu saptanmayan
durumlarda CD38 ekspresyonu bildirilmistir (37). 13q delesyon ile CD38 negatifligi
ve 17p ve 11q delesyonu ile CD38 pozitifliginin korele oldugu iddia edilmektedir
(38).

Lenfosit Katlanma Suresi

Mutlak lenfosit sayisinin ikiye katlanma zamaninin ay olarak hesaplanmasina
“lenfosit katlanma siiresi” denir (42). NCIWG klavuzunda bu siirenin 6 aydan daha
kisa olmasi1 tedavi endikasyonu olarak bildirilmistir (1). Enfeksiyonlar basta olmak
tizere kortikosteroid alimi, lenfosit sayisini etkileyerek, lenfosit katlanma siiresinin
kullanimini zorlastirmaktadir.

Kemik iligi infiltrasyon Tipi

KLL’de 4 farkli kemik iligi infiltrasyon tipi tanimlanmaistir:
1.Noduler Tip
2.Interstisyel Tip
3.Karisik Tip (Nodiiler+Interstisyel)
4.Yaygin Tip
Nodiiler, interstisyel ve karisik tip smirli tutulum olarak da bilinmektedir ve sag
kalim daha uzundur (43,44). Yaygin infiltrasyon tipi ise, kotii prognoz gostergesidir
(45).

B2 Mikroglobulin Diizeyi

Hastalik evresi ve tiimor kitlesi ile iliskili bir serum belirtecidir. Serum 2MG
diizeylerinin toplam sag kalim ve kemoterapi yaniti ile ters orantili oldugu

bildirilmistir (45).

Timidin Kinaz Aktivitesi
Timidin kinaz DNA sentezinde rol alan bir enzimdir. Neoplastik hicrelerin

boliinme sayisinin, serum timidin kinaz aktivitesinin belirlenmesinde rol oynadigi
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disiiniilmektedir (46). Serum timidin kinaz aktivitesinin, sag kalim ile ters iligkili
oldugu bildirilmistir (45).

LDH Duzeyi

5 Farkli tetramerik izoenzimden olusur. Yiiksek tiimor yiikiiniin tespitinde
kullanilir. Rambotti ve ark.nin yaptigi ¢alismada, normal B hicrelerinde tespit edilen
LDH aktivitesinin, B-KLL hiicrelerine gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (47).

Serum CD23 Diizeyi

CD23 B-KLL hiicrelerinin yiizeyinde bulunmaktadir. Yiiksek serum CD23
diizeyleri, kotli prognozla iliskilendirilmistir (48).

Kromozomal Degisiklikler

Dohner ve ark.nin ¢alismasinda KLL’li hastalarin %85’inde kromozomal
anomali bildirilmistir (4). En sik goriilen kromozomal anormallikler 13q14
delesyonu (%50-60), trizomi 12 (%12-25), 11922.3 (ATM) (%10-20) ve 17p13
(TP53) (%5-10) delesyonlaridir. 17p13 ve 1122 delesyonlar1 prognozu en olumsuz
etkileyen kromozomal degisiklikler iken, 13ql4 delesyonu en iyi prognoz
gostergesidir. Trizomi 12 ve normal karyotipe sahip bireylerde ise, prognoz degisken
olmakla birlikte, orta-1limli diizeydedir.

13914 Delesyonu

Tumor stipresor gen ailesinden ilk bulunan Rb geni, bu bdlgeye lokalizedir.
Hiicre siklusunun G1 ve S fazi arasinda 6nemli gorevlere sahiptir. KLL’li olgularin
13q14 bolgesinde %63 gibi yiksek bir oranda delesyon bildirilen c¢aligmalar
mevcuttur (50). Olgularin yaklasik 3’te birinde her iki allelde delesyon tespit
edilmektedir (51). Delesyon tek allelde ve eslik eden baska kromozomal anormalik
yoksa, iyi prognoz belirtecidir (51). Ortanca sag kalim 133 ay olarak bildirilmistir
4).

Trizomi 12

Prognoz degisken olmakla birlikte orta-ilimhi diizeydedir. Trizomi 12
16semik hiicrelerde atipik morfolojiyle iliskilidir. Siklikla diger kromozomal
anomalilerle birliktelik gosterdigi bildirilmistir (51). Metafaz kalitesinin kotii oldugu
durumlarda kolaylikla tespit edilebilir. Ortanca sag kalim 114 ay olarak bildirilmistir

(4).



17p13 Delesyonu

KLL’li olgularin %5-10"unda 17p13 delesyonu bildirilmistir (4, 14, 52). Bu
bdlgede bir tiimor stpresér gen olan p53 lokalizedir. Apoptozisin diizenlenmesinde
gorev alir (51,53). 17p13 delesyonlu olgularda kemoterapi direnci bildirilmistir ve
prognoz kotlidiir (54). Daha ¢ok ileri yas KLL hastalarinda bildirilmistir (55). 17p13
delesyonu kisa tedavisiz izlem siiresi ile iliskilidir (56). Ortanca sag kalim 32 ay
olarak bildirilmistir (4).

11g22.3 Delesyonu

11g22.3 delesyonu KLL’li olgularin %10-20’sinde raporlanmistir (4,14,52).
KLL’de kotii prognozla iliskilendirilmistir. Bu bdlgede, timor olusumu riskinin
artt1ig1 herediter bir sendrom olan ataksi telenjektazi ile iligskili ATM geni lokalizedir.
Apoptozis siirecinde Onemli gorevleri olan bu genin, delesyonu ile bazi
malignitelerin sikliginin arttigt bildirilmistir (51). ATM geni, p53 geninin apoptozis
stirecinde istlendigi rolii aktive eder (53). 11q22.3 delesyonu daha ¢ok genc
olgularda raporlanmistir ve biiylik lenf bezleri ile iliskili oldugu bildirilmistir.
Ortanca sag kalim 79 ay olarak bildirilmistir (4).

Daha az siklikta goriilen kromozomal degisiklikler ise, 6q24-25, 9p21 ve
10923 delesyonlart; 2p24, 8q24 ve 18q21 artiglar1 ve 19. kromozomun trizomisidir.
Genellikle bu kromozomal degisiklikler kotii prognozla iliskilendirilmistir (23-29).
Trizomi 8, 14q32 translokasyonu ve trizomi 3 ise, iyi prognozla iliskilendirilmistir
(4, 49).

KLL’DE KONVANSIYONEL SITOGENETIK VE FISH YONTEMIi

KLL’de kromozomal degisikliklerin prognostik dnemi bilinmesine ragmen,
konvansiyonel sitogenetik ¢aligmalarda basar1 oran1 disiiktiir. Cilinkii KLL
hiicrelerinin in vitro proliferasyon yetenegi diigiiktiir. Bu nedenle bu hiicrelerdeki
mitotik indeksi arttirmak igin gesitli stimiilanlar tercih edilebilmektedir. En sik
kullanilanlar ise, interlokin 4 (IL-4), lipopolisakkarit (LPS), 12-0-tetradekanolforbol
13-asetat (TPA), CpG-oligoniikleotid DSP 30 + Interlokin 2 (IL-2)’dir. Biz bu
calismada, Dicker ve ark.nin 2006 yilinda kiiltiirde yakaladiklar1 yliksek basar1 orani
nedeniyle, DSP30+IL-2 kombinasyonunu tercih ettik (30). CpG-ODN’nin normal ve
B-KLL hiicrelerde proliferasyonu ve sitokin iiretimini arttirdigi ve yiizey molekiil

reglilasyonunu sagladigi gosterilmistir (31). Siklin D3, normal B hiicrelerin hiicre
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siklusunun G1 evresine girmesini saglayan D tip siklindir; fakat B-KLL hucrelerinde
siklin D2 ve siklin D3 birlikte giiclii bir stimulasyon olustururlar. Siklin D2 ve D3
cdk4 ile iliskilidir ve normal B hiicrelerde D tip siklinleri katalize ederler. In vitro
ortamda siklin D2 ve cdk4 veya siklin D3 ve cdk4, Rb proteininin fosforilasyonunu
ve fonksiyon gormesini saglarlar. B lenfositlerde, hiicre siklusu inhibitorii olarak
p27°’nin 6nemli bir yeri vardir. B-KLL hicrelerinde p27’nin overekspresyonu
gosterilmistir. B-KLL hicrelerinde, RB protein fosforilasyonu ve indiklenmesi,
DSP30 ve IL-2 ile birlikte saglandigi bildirilmistir (32). CpG-ODN DSP 30, malign
B hicrelerde normal B hucrelere oranla IL-2 reseptor a zincirini etkili bir sekilde
indiikledigi bildirilmistir (31). Dolayistyla KLL’de konvansiyonel sitogenetik
caligmalarda, DSP30 ve IL-2 birlikte kullanim1 6nerilmektedir.

KLL sitogenetiginde kullanilan bu stimulanlara ragmen, metafaz
analizlerindeki ve mikrodelesyonlarin tespitindeki zorluklar, farkli teknikleri
giindeme getirmistir.

KLL’de en sik goriilen kromozomal anormallikler, molekiiler sitogenetik
olarak da adlandirilan “ Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)” teknigi ile
yuksek oranlarda saptanabilmektedir. FISH, B-KLL hcrelerinin in vitro
proliferasyon yeteneginin diisiik olmasi nedeniyle, kromozomal anormalliklerin
sadece metafaz evresinde degil interfaz evresinde de tespit edilmesine imkan
saglamaktadir. Fabris S. ve ark. I-FISH ile sentromerik 12, 17p13.1, 11g22.3 ve
13q14.3 lokus problariyla, olgularin % 81’inde kromozomal anormalliklerin tespit
edildigini bildirmislerdir (6). Biz bu projede, KLL’de en sik goriilen kromozomal
anormallikler olan trizomi 12, 17p13.1, 11q22.3 ve 13q14.3 delesyonlarini tespit
etmek i¢in dizayn edilen problar1 kullandik.

MLPA YONTEMI VE KLL

KLL’de ilgili kromozomal ve gen bolgelerindeki degisikliklerin tespitinde
kullanilan bir diger yontem “Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA)” ise, giincel bir yontemdir ve tek reaksiyonla 50’ye yakin iligkili gen
bolgesinin degerlendirilmesine imkan vermektedir. MLPA ilk defa 2002 yilinda
Schouten ve ark. tarafindan tanimlanan (57) ve “relatif kantitatif PCR” olarak da
adlandirilan bir yontemdir. MLPA, uygulamasi kolay bir yontemdir ve 45 dizinin
amplifikasyonu icin 20ng DNA yeterlidir. MLPA reaksiyonunda amplifiye olan
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hedef dizi degil, hedef diziye hibridize olan MLPA problaridir. Standart bir
multipleks PCR’dan farkli olarak, sadece bir tek primer c¢ifti kullanilir. Elde edilen
amplifikasyon driinleri 130-490 baz ¢ifti uzunlugunda olup, jelde yiiritilir ve
kapiller elektroforez sistemi yardimiyla pikler elde edilir. Bu pikler referans 6rnekler
ile karsilastirilarak, delesyonlar veya amplifikasyonlar tespit edilebilir.

MLPA problar1 hedef diziye hibridize olduklarinda, her prob i¢in birbirine
eklenebilecek iki oligoniikleotid dizisi tasarlanmistir. Biitlin hibridize problar, 5’ ve
3’ uglarinda PCR ile ayn1 anda tek primer ¢ifti ile amplifiye olmalar1 i¢in sabit
evrensel primer dizileri igermektedir. Prob uzunlugunun ayarlanmasi i¢in genellikle
her iki oligoniikleotid parcasinda dolgu (stuffer) dizisi bulunmaktadir. 3’
oligoniikleotid parcasi, 5’ ucundan fosforiledir. Dolayisiyla 5’ oligoniikleotid parcasi
ile birlesebilir. Her MLPA probunun 5° oligoniikleotid parcasinin 5’ ucunda 19
niikleotidlik evrensel primer dizisi; 3’ ucunda ise, 21-30 niikleotid uzunlugunda
hedefe 6zgii dizi bulunmaktadir. 3’ oligoniikleotid pargasinin 3’ ucunda ise, 23
niikleotid uzunlugunda evrensel primer dizisi; 5’ ucunda ise, 25-43 nikleotid
uzunlugunda ilk proba komsu hedef diziye hibridize olacak dizi bulunmaktadir. 19-
370 niikleotid uzunlugundaki dolgu dizisi de probun 3’ oligoniikleotid ucuna

eklenerek, toplam prob uzunlugu ayarlanir.

Probun ¥

oligondkleotd
pargas) 80-420nt
Probun §'
olgoniikbeatid
parcas) 4045t

o
f s Frimere 6zgOn

e Dolgu dizisi
mm Hedefe tizgin

19 2430m

5
\ Tine65"C 3

Sekil 1: MLPA problarinin sematik gosterilmesi
Kozlowski P. ve ark.’dan Tirkgelestirilerek alinmistir (58).

80-440 niikleotid uzunlugundaki oligoniikleotidler, MLPA kalitesini olumsuz
etkilediklerinden kimyasal olarak sentezlenmektedir. Bu oligontkleotidler, M13
klonlarinin tek zincirli DNA’s1 ile sentezlenmektedir. MLPA’da kullanilan kitlerin

cogu 35-42 prob igermektedir ve problar arasinda 6-9 baz ¢iftlik uzunluk farki vardir.
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Bu problar farklit M13 kaynakli vektorlerden tasarlanmistir. Bu problar arasinda
heterodubleks olusumunu engellemek i¢in sadece u¢ kisimlarinin ortak dizi
icermesine dikkat edilir. M13 kaynakli ,118 farkli dizide ve uzunlukta dolgu dizisi
iceren MLPA vektorii bulunmaktadir. Gerekli fragman uzunlugu, bu vektorlerin
hedef diziye spesifik oligonukleotidlere eklenmesi ile elde edilir. Amplifikasyon
urinu 94-124 baz ¢ifti olan problar, MLPA yonteminde basarili bir sekilde
kullanilabilmektedir (57). M13 kaynakli oligoniikleotid problarinin hibridize
olmayan dolgu dizilerinin farkli uzunlukta olmasi1 6nemli avantajlar saglamaktadir.
Amplikasyon iiriinlerinin farkli o6zellikleri bu sayede degerlendirilebilmektedir.
Hibridizasyonu gerceklesen hedefe 0zgli kisa diziler ise, yarigsmali olarak
baglanmadiklarindan tek niikleotid polimorfizmleri ve mutasyonu degerlendirmede
kolaylik saglamaktadir.

MLPA teknigi, 4 temel asamadan olusmaktadir. Denatiirasyon, hibridizasyon,
ligasyon ve son olarak PCR ile amplifikasyon asamasidir. PCR asamasinda biitiin
problar tek bir primer cifti ile amplifiye edilir. Primer c¢iftlerinden bir tanesi N-(3-
fluoranthyl) maleimide (FAM) ile isaretlenmistir. Elde edilen PCR iiriinleri kapiller
elektroforez yardimiyla kontrol grubu pikleri esas alinarak degerlendirilir. MLPA

yontemi genomik DNA’da oldugu gibi mRNA ¢alismalarinda da kullanilabilir.
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1.Denatiirasyon ve Hibridizasyvon

| PCRY primeri diisi |

| PCR X prmert dizist |

2.Ligasyon

3.Evrensel X ve Y primerleri ile PCR

4.Fragman Analizi

‘~HH|”\|“I”'l’hl"|.|||‘.,|.' "

Sekil 2: MLPA asamalart
Kaynak 59’dan Tiirkcelestirilerek alinmigtir (59).

Literatiirde KLL’de MLPA yontemi ile yaymlanmig smirlt sayida calisma
mevcut iken, ililkemizde bu konuda heniiz bir ¢alisma yayinlanmamistir. MRC-
Holland firmasinin KLL’ye spesifik olarak tasarladigi P037-A2/P038-A2 Kkitleri
kullanilarak birgok bolge tek bir reaksiyonla degerlendirilebilmektir (Tablo 7-8).
Fabris S ve ark. MLPA ve FISH yontemi ile tedavi almamis 100 KLL hastasinin 79
(%79)’unda sitogenetik anomali bildirmislerdir (6).

TEDAVI

Genel olarak erken evrede, alkilleyici ajanlarin sag kalimi etkilememesi
nedeniyle “bekle-gdr” politikas1 uygulanmaktadir. Ates, gece terlemesi, kilo kaybu,
gligsiizliik gibi belirtiler, sorun olusturan lenfadenopati, splenomegali, hizla artan
lenfosit sayisi, trombositopeni (100.000x10U/L) tedaviyi baslatan nedenlerdir

(Tablo 6).
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Tablo 6: KLLL’de Tedavi Baslama Kriterleri

Rai Evre >2 ve yasamsal aktiviteyi sinirlayacak kadar yorgunluk

>2 hafta B semptomlarin varligi

>10 cm lenf nodu veya lenfadenomegalinin yol ag¢tig1 semptomlarin varlig

SM veya HM’ye bagli semptomlarin varlig

Anemi (Hb<11g/dL)

Trombositopeni (100.000x10°/L)

Tedaviye cevapsiz otoimmiin hemolitik anemi veya ITP varlig1

WBC >300x10°/L (2 hafta arayla 2 defa saptanmast) ve alternatif komorbid bir
hastaligin bulunmamasi

Klasik tedaviye cevap vermeyen agir paraneoplastik (hipersensitivite...) siireg

HEMATOLOGY Basic Principles And Practice’dan Tiirkgelestirilerek alinmistir(60).

Ileri evre semptomatik hastaligin tedavisinde baslica segenekler; klorambusil
ve siklofosfomid gibi oral alkilleyiciler, fludarabin, kladribin gibi piirin analoglari,
kemoterapi kombinasyonlari, monoklonal antikorlar ve transplantasyondur. Mevcut
veriler, 11922.3 veya 17p13.1 delesyonlu olgularda, bu bolgeler agisindan normal
olan olgulara gore, klorambusil’e cevap orami diisilk ve kisa remisyon siiresi

bildirilmistir (41).
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GEREC VE YONTEM

OLGULARIN SECIMIi

Bu projeye Pamukkale Universitesi Hematoloji Bilim Dal1 tarafindan flow
sitometri ve periferik yayma ile Kronik Lenfositik Losemi tanist almis, 28’1 erkek
13’ii kadin olmak iizere 41 olgu dahil edildi. Bu proje, Pamukkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Komisyonu tarafindan 18.02.2012 tarihli
B.30.2.PAU.0.20.05.09/56 say1 ile onaylanmis ve Pamukkale Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 2012TPF013 say1 ile
desteklenmistir. Projede yer alan hastalara ¢aligmamizla ilgili bilgi verildi ve
bilgilendirilmis goniilli olur formu ve genetik olur formu imzalatilarak onaylari
alindi. Caligmaya katilan tiim bireylerden 1 adet K3 EDTA’L tiipe (VACUETTE®)
ve 1 adet de heparinli enjektére olmak zere, toplam 2 adet 2-3’er ml periferik kan
ya da kemik iligi 6rnegi alindi. Kemik iligi Ornegi rutin istemi yapilan KLL’li
hastalarda gelen materyal miktarinin fazla olmasi1 durumlarinda tercih edildi.

KONVANSIYONEL SITOGENETIK

RPMI 1640 (Panbiotech), 200 mmol L-Glutamin (Panbiotech), fétal dana
serumu (Panbiotech), penisilin (Panbiotech), streptomisin (Panbiotech), 100 U/ml
IL2 Hu Interleukin-2 Rekombinant (Panbiotech), fitohemaglitinin(BIOLOGICAL
INDUSTRIES), 1uM CpG-ODN DSP30 (Metabion) ile besiyeri hazirlanip, 5’er ml
olacak sekilde 15 ml’lik tiiplere ayristrildi. Kemik iligi kulturlerine, periferik kandan
farkli olarak, fitohemagliitinin eklenmedi.
1. Hiicre sayist 2x10%ml olacak sekilde, ¢eker ocakta (Holten LaminAir) periferik
kan ya da kemik iligi ekimi besiyerine yapildi.
2. 37°C kapal1 sistem etiivde (memmert) 70 saat 45 dakika bekletildi.
3. 70 saat 45. dakikada 50 pl kolsemid (BIOLOGICAL INDUSTRIES) damlatildi.
1 saat 15 dk bekletildi.
4. 72. saatte 1500 rpm’de 10 dk santrifiij (niive NF800) edildi.
5. Siipernatan kismi aspirator (plusMED 7E-A) ile atildi, pelet kismi hafif
manipiilasyonlarla kaldirildi.
6. Hipotonik bir soliisyon olan KCI, pastor pipeti (ISOLAB glass-225 mm) ile
kaldirilan peletin iistiine ayn1 anda vortekslenerek (Yellowline TTS-2), damla damla

10 ml olarak eklendi.
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7. 20 dk 37°C’de kapali etiivde bekletildi.

8. Etiivden c¢ikarildiktan sonra, 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatan
kismi atildi.

9. Hafif manipulasyonlarla kaldirilan pelete, daha 6nce 1/3 oraninda hazirlanmus,
-20°C’de bekletilen glisial asetik asit (MERCK) ve metanol (MERCK) sollisyonu 10
ml kadar vortekslenerek damlatildi.

(8. ve 9. Asamalar pelet miktar1 ve santrifiij sonrasi renk dikkate alinarak en az 3, en
fazla 7 defa tekrarland.)

10. Son santrifiijden sonra siipernatan kismi atilan pelet, hafif manipiilasyonlarla
kaldirildiktan sonra, +4°C’de bekleyen distile suda yikanmis 76x26 mm’lik yaklasik
45° ac1 ile tutulan lamlara (Superfrost-TheroSCIENTIFIC) yogunluk esas alinarak,
tercihen 2-3 damla 30-40 cm yiikseklikten pastor pipeti yardimiyla damlatildi.
(Metafaz say1 ve kalitesine gore, en az 5, en fazla 9 lama yayma yapildi.)

11. Yayma yapilan lamlar kapal1 sistem etiivde 70°C’de 16 saat eskitmeye birakildi.
12. Etiivden ¢ikan lamlar oda 1sisinda bir siire bekletildikten sonra, ortalama 30 sn
tripsinde bekletildikten sonra ¢esme suyunda yikandi.

13. 2 cc PBS ve 6 damla giemsa (MERCK) boyasi, pastdr pipeti ile pipetaj
yapildiktan sonra, lamlarin iistiine yayildi ve 3 dk bekletildi.

14. Son olarak Nikon ECLIPSE E600 mikroskopu ve Mackytpe 5.6 image
programinda 5 metafaz analiz edildi, 15 metafaz ise, sayim i¢in kullanildu.

15. Kromozomal anormallikler ISCN 2009 referans alinarak tanimlandi.

FISH YONTEMI

RPMI 1640 (Panbiotech), 200 mmol L-Glutamin (Panbiotech), fétal dana
serumu (Panbiotech), penisilin (Panbiotech), streptomisin (Panbiotech) ile besiyeri
hazirlanip, 5’er ml olacak sekilde 15 ml’lik tiiplere ayristrildi. Pelet olarak, 24 saatlik
hiicre kiiltliriinden elde edilen peletler kullanildi.
1. -20°C’de bekleyen peletler 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve slipernatan kismi1
atild.
2. Daha sonra +4°C’de bekleyen distile suda yikanmig 76x26 mm’lik lamlar 2 dakika

metanolde bekletildi.
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3. Lamlar kuruduktan sonra yogunluk esas alinarak, 10-20pl pelet pipet (BIOHIT
PROLINE) yardimiyla her hasta i¢in 4 lama yayildi.

4. Daha once hazirlanmis, +4°C’de bekleyen 2xSSC [45ml distile su+5ml
20SSC(amResco)], %70, %85 ve %100’lik etil alkol oda 1sisinda bekletildi.
Kurumaya birakilmis lamlar her soliisyonda sirastyla 2’ser dakika bekletildi.

5. Lamlar tekrar kurumaya birakildi. Bu arada -20°C’de bekleyen FISH problari
37°C’de kapal1 etiivde 5-10 dakika kadar bekletilir. (Problarin direkt 151k almamasina
dikkat edilmelidir.)

6. Sentromerik 12 probu (Sentromer FISH probu GREEN 1002-C12-Diagen), 13q14
probu (CGI-14-018), 11922 probu (ATM/D11S 1251 DEL 11g22/11p15-CGlI-14-
018) ve 17p13 probu (TP53 17p13/ RARA deletion probu red/green (CGI-14-015)
10’ar pl olacak sekilde lamlara daha Once yayilmis peletin en yogun bolgesine
damlatildu.

7. Lamlarmn st lameller (HONKA) ile kapatildiktan sonra Rubber Cement ile
lamellerin etrafi kapatildi.

8. Lamlar thermobrite (StatSpin)’a yerlestirildi. ilk olarak denatiirasyon asamasinin
gerceklesmesi i¢in 75°C’de 4 dakika bekletildi. Daha sonra hibridizasyon asamasinin
gerceklesmesi i¢in en az 17 saat 37°C’de bekletildi.

9. Lameller kaldirild1 ve lamlar 73°C’de bekleyen 2xSSC NP40[45 ml distile su+5
ml  20SSC+25ul NP40(AppliChem)]’de 2 dk ve oda 1sisinda bekleyen
0.4XSSC(49ml distile su+1ml 20 SSC)’de ise, 30 sn bekletildi.

10. Daha sonra lamlar kurumaya birakildi. -20°C’de bekleyen DAPI oda 1sisinda 5-
10 dakika bekletildikten sonra 10’ar pl olacak sekilde lamlara damlatildi.

11. Lameller ile kapatilan lamlar, -20°C’de beklemeye birakildi.

12. Analizler Metasystems Isis Programinda ve Zeizz Axio Imager M1 mikroskobu
ile yapildi.

13. Analizler alaninda deneyimli 2 kisi tarafindan yapildi. Her prob boélgesi i¢in
200’e kadar sayim yapildi. Mozaiklik durumlarinda say1 arttirildi.

14. Sonuglar ISCN 2009 referans alinarak tanimlandi.
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MLPA YONTEMI

Periferik Kan Ve Kemik iliginden DNA izolasyonu

Kan orneklerinden ve kemik iliginden DNA saflastirilmasi, Fujifilm Quick
Gen-Mini 80 DNA Ekstraksiyon Cihazi kullanilarak yapildi. Saflastirma isleminde
asagidaki sira izlenmistir.
1. 1.5 mI’lik ependorf tiipiine (greiner bio-one), 30 pl QuickGen proteaz konuldu.
2. Daha sonra EDTA’1 tp icerisinde bulunan periferik kan drneginden veya kemik
iliginden 200 pl alinip tiipe aktarildi.
3. 250 ul Lysis Buffer eklenip, 10 saniye vortekslenerek karistirildi.
4. 1.5 ml’lik ependorf tupliniin kapagina yapisan kisminin diismesi igin kisa sureli
santriflij yapaldu.
5. Daha sonra 56 °C’de 2 dakika inkiibasyona (BOECO Bio TDB-100) birakildi.
6. Ependorflara %96°1ik 250 pl etanol eklendi, 15 saniye vortekslendikten sonra
tekrar kisa sureli santriftj yapildu.
7. QG-Mini80 cihazindaki tup tasiyicilarindan, 6n kismina atik kabi (W), arka
tarafina (E) DNA’nin toplanacagi 1,5 ml’lik yeni ependorf tiipii yerlestirildi. Filtreli
kartujlar atik kaplarinin Gstlerine yerlestirildikten sonra lizatin tamami bu kartujlara
aktarildi.
8. QG-Mini80 cihazinda basinglama islemi yapildi. Kartuja 750 ul yikama tamponu
eklendikten sonra QG-Mini80’de basinglama islemi yapildi. Bu islem 3 kez
tekrarlandi.
9. QG-Mini80 cihazinda 6n kismina yerletirilmis olan DNA’nin bulundugu kartuj,
arka kismindaki saf DNA’nin toplanacag: ependorf tipunin Gstiine trasfer edildi.
10. Filtrat: igeren atik tiipler atild1.
11. 200 pl elisyon tamponu (Elution Buffer) kartuja eklendi ve basinglama islemi
yapildi.
12. Elde edilen DNA’lar, -20 °C de saklandi.

izole Edilen DNA’nin Saflik Degerlendirmesi

Izole edilen DNA Orneklerinin  konsantrasyon ve saflik  tayini
ThermoScientific Nanodrop 2000c¢ spektrofotometre cihazi ile yapildi (Tablo 18).

DNA Denatirasyonu ve SALSA Prob Miks ile Hibridizasyonu
1. Izole edilen DNA 6rneklerinden 5 pl (50-150 ng DNA) alindh.
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2. Almnan 6rnekler 0.2 m1’lik PCR tiiplerine aktarildi.
3. Thermal Cycler (TECHNE TC-412) cihazinda 98°C’de 5 dakika bekletilerek,
DNA denatiirasyonu gerceklestirildi.
4. Daha sonra ornekler Thermal Cycler cihazinda 25°C’ye kadar sogutuldu ve
beklemeye alindi.
5. 25 °C’de bulunan DNA 6rnegine, 1.5 ul SALSA MLPA P037-A2 KLL veya
SALSA MLPA P038-A2 KLL Prob Miks ve 1.5 ul MLPA Buffer olmak {izere 3’er
ul eklenip pipetaj yapildi ve homojenize edildi.
6. 95 °C de 1 dakika inkiibe edilen Ornekler daha sonra 60°C’de 16-20 saat
hibridizasyona birakild:.
Ligasyon Reaksiyonu
1. Hibridizasyon suresi bitimi ile Termal Cycler cihazinin 1s1s1 54 °C’ye getirildi.
2. 54°C’de orneklere 32 pl ligasyon miks solusyonu (25ul distile su, 3 ul Ligase-65
buffer A, 3 pl Ligase-65 buffer B ve 1 ul Ligase-65 ) ilave edildi ve pipetaj yapilarak
homojenize edildi.
3. Ornekler 54 °C de 15 dakika inkiibasyona birakildi.
4. Daha sonra ligaz enzimini inaktive etmek igin Ornekler 98°C de 5 dakika
bekletildi.
5. Ornekler 20°C’ye sogutuldu ve Thermal Cycler cihazi 20°C’de beklemeye alindh.
PCR (Polymerase Chain Reaction)
1. Polimeraz master misk (7.5ul distile su + 2ul SALSA PCR primer miks +0.5 pl
SALSA Polimeraz) hazirland1 ve 10’ar ul PCR tiipiine eklendi. Pipetaj yapilarak
homojenize edildi.
2. Daha sonra PCR reaksiyonu baglatildi.
PCR basamaklart:
Amplifikasyon (35 dongl)

Denatiirasyon 95 °C 30 saniye
Eslesme (Annealing) 60 °C 30 saniye
Uzama (Ekstansiyon) 72 °C 1 dakika

Son Ekstansiyon 72 °C 10 dakika

Daha sonra 15°C’de beklemeye alindi.
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Tablo 7 :SALSA MLPA P037-A2 KLL Probmiks-1

Uzunluk(nt) SALSA MLPA Probu Kromozom Pozisyonu
Referans Gen

64-70-76-82 Q Fragmanlari

88-92-96 D Fragmanlari

100 X Fragmani

105 Y Fragmani

136 Referans Probu 4912

142 IGF2R Probu 6026

148 KCNRG Probu 13914

154 MYC Probu 8024

159 Referans Probu 5935

166 MIRN15A Probu 13q14

172 MYCN Probu 2p24

184 Referans Probu 4935

193 DLEU2Probu 13q14

202 CDKN2A Probu 9p21

211 IFNG Probu 12924

217 MYCN Probu 2p24

229 Referans Probu 7911

238 MYC Probu 8024

247 TP53 Probu 17p13

256 Referans Probu 2q13

265 LDLR Probu 19p13

274 CDK4 Probu 12914

282 TP53 Probu 17p13

292 TP53 Probu 17p13

301 ESR1 Probu 6025

310 Referans Probu 3p25

319 LRMP Probu 12p12

328 ATM Probu 11923

337 Referans Probu 1p32

346 PARK2 Probu 6026

355 CCND2 Probu 12p13

364 MYCN Probu 2p24

371 ATM Probu 11923

382 RB1 Probu 13q14

391 Referans Probu 16q24

400 CHFR Probu 1224

409 TP53 Probu 17p13

418 Referans Probu 20911

427 EIF3S3 Probu 8924

436 MYCN Probu 2p24

445 Referans Probu 16p13

454 CDKNZ2B Probu 9p21

463 DLEUT Probu 13q14

475 Referans Probu 22913

Kaynak 59°dan Tiirkcelestirilerek alinmustir (59).
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Tablo8: SALSA MLPA P038-A2 KLL Probmiks-2

Uzunluk(nt) SALSA MLPA Probu Kromozom Pozisyonu
Referans Gen

64-70-76-82 Q Fragmanlari

88-92-96 D Fragmanlari

100 X Fragmani

105 Y Fragmani

130 Referans Probu 5931

136 ATM Probu 11922

142 SMADA4Probu 18921

148 PTEN Probu 10923

154 Referans Probu 15¢21

160 RB1 Probu 13q14

166 CCNE1 Probu 1912

173 ATM Probu 11923

178 PAH Probu 12923

184 Referans Probu 9934

193 TP53 Probu 17p13

202 ATM Probu 11923

211 Referans Probu 9921

221 KCNRG Probu 13q14

229 PAH Probu 1223

238 ATP7B Probu 13914

247 Referans Probu 21911

256 TP53 Probu 17p13

265 CDKNZ2D Probu 19p13

274 Referans Probu 22q12

281 RDX Probu 11923

292 PTEN Probu 10g23

301 Referans Probu 1921

310 IGF1 Probu 12923

319 LDLR Probu 19p13

329 Referans Probu 2p21

337 DLEU1 Probu 13914

346 TP53Probu 17p13

355 Referans Probu 2p13

361 ATM Probu 11923

373 DLEU1 Probu 13q14

382 Referans Probu 2pl6

391 TP53 Probu 17p13

400 DLEU1 Probu 13914

409 Referans Probu 2pl6

418 CHMP2A Probu 19qg13

427 APAF1 Probu 12q13

436 Referans Probu 1p36

444 CD27 Probu 12p13

454 Referans Probu 15026

Kaynak 59’dan Tiirk¢elestirilerek alinmigtir (59).
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Tablo 9 : P037-A2 KLL Probmiks Ozellikleri (Lokalizasyonlarina Gore)
EFeferan: Frob 11
Q, D X Y Frasmenti 4
1igl4 Problan 1]

KCNRG
AMIEN1ZA
DLEL2?
DLEUYT
EEl
DLEUYT
17pl3 Problan (TP23) 4
12, Kromozom Froblan ]
IFNE
CDEA
LEMP
CCND2
CHFE
11q23 Problan (ATAL 2
Gg25-6 Problan 3
IGFIR
ESR1
PARK?
8924 Problan 3
ADYC {2}
EIF353
fp2l Problan 2
CDEMNIA
CDENIE
2p24 Problan (WY TN 3
1%pl3 (LDLE)
TOFLAM FROE SAYISI 44

—
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Tablo 10 : P038-A2 KLL Probmiks Ozellikleri(Lokalizasyonlarina Gore)
Referans Prob 13

Q,D, X, Y Fragmendi 4
13914 Problan 6
EEl
KCNEG
ATP7B
DLET1 (3)

P |

12. Kromozom Problan
PAH (2)
IGF1
APAF]
CcD27
17pl3 Problan (TP53) 4
11g23 Problar
ATM4)
EDX

rh

19. Kromozom Problan 4
CCNE]
CDENID
LDLE
CHAMPIA
18421 Probu 1
10g23 Problarn (PTEN)
Toplam Prob Savisi 44

[
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Tablo 11 : MLPA Reaksiyonu I¢in Thermocycler Programi

A) DNA Denattrasyonu

1. 98°C 5 dakika
2. 25°C Pause
B) Hibridizasyon Reaksiyonu
3. 95°C 1 dakika
4. 60°C Pause
C) Ligasyon Reaksiyonu
5. 54°C Pause
6. 54°C 15 dakika
7. 98°C 5 dakika
8. 20°C Pause
D) PCR Reaksiyonu
9. 35 Siklus
e 05°C 30 saniye
e 60°C 30 saniye
72°C 60 saniye
10. 72°C 10 dakika
11.15°C Pause

Beckman GenomelLab GeXP CEQ 8000 Cihazina Yukleme
1. PCR drinleri elde edildikten sonra, 32 ul Sample Loading Soliisyon, 0.2 ul DNA
Size Standart-600 ve 0.8 pl PCR urtinii olmak Uzere, 33’er pl platelere aktarildi.
2. 1’er damla mineral yag eklendi.
3. CEQ 8000 cihazinda; kapiller sicakligi 50°C; denatiirasyon i¢in 90°C’de 120
saniye; 1.6 kV’ da 45 saniye injeksiyon zamani; 4.8 kV’da 60 dakika yiirlitme
zaman sartlar1 ayarlandi (Sekil 3).
4. Sonuglar MAP ezersoftware programi ile degerlendirildi

5. Orneklere ait pik goruntiileri ve pik alanlari alindi.
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Mote  Method | analysis |

Denatue —————————————— ~ Sepaiste
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’7 Diuration: 120 sec. Duration: 600 min.
Capillary Inject Pause: 0 rrir.
Temperatuer  50°C Yoltage: 1.6 kY
Wai foe Temp:  Yes Duration: 45 zec. Edit..

Sekil 3 : Beckman CEQ 8000 Yiiriitme Sartlar

MLPA Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kapiller elektroforez cihazinda yiiriitme islemi bittikten sonra, drneklere ait
pik alanlar1 ve prob uzunluklari Microsoft Office Excel dosyast formatinda
kaydedildi. ilgili probmikslere 6zgiin olmayan pikler kaldirildi. Elde edilen veriler,
MAP ezersoftware programina yiiklendi. Her reaksiyonda saglikli oldugu bilinen,
ailesinde kanser Oykiisii olmayan 4 bireyin DNA’s1 internal kontrol olarak kullanildi.
SALSA MLPA P037-A2 KLL ve SALSA MLPA P038-A2 KLL Probmiksi blok
normalizasyonuna gore, hesaplandi. Blok normalizasyonu, her hasta i¢in, her bir
prob amplifikasyon iiriiniine ait pik alani, kit icersinde bulunan referans problar
amplifikasyon iiriinleri pik alanlar1 toplamina boliindii. MAP ezersoftware programi

ile asagidaki formiile gore, her bir spesifik prob bolgeleri i¢in doz orani belirlendi.
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Hasta -TPAD

Hasta -REPATD

Doz Orani Tayini=
Kontrol 1-TPAD Kontrol 2 -TPAD Kontrol 3 -TPAD
+ +
Kontrol 1-EKPATD Kontrol 2 - RKPATD Kontrol 3- RPATD

3

TPAD : Test Piki Alan Degeri
RKPATD  : Referans Kontrol Prob Pik Alanlar1 Toplam Degeri

Programda tespit edilen her prob bdlgesi igin, 0.7 ile 1.3 aras1 normal doz; 0.5
ile 0.7 arast ve 1.3 ile 1.5 aras1 gri alan; <0.5 ise delesyon yani doz eksikligi, >1.5
ise amplifikasyon yani doz fazlalig1 olarak tanimlanmaktadir. Gri alan bolgelerinde
ise, gercek bir delesyon ya da amplifikasyon olup olmadigi, bu pik degerinin elde
edildigi hastanin sentetik prob biiyiikliigii ile kontrollerin sentetik prob biiytikliikleri
karsilastirilarak belirlenmektedir.

Hasta Spesifik Prob Alam

Hasta Mutasyonlu Prob Alam

Gri Alan Formiilii: ------—----—— - . S

Kontrollerin Ortalama Spesifik Prob Alam

Kontrollerin Ortalama Hasta Mutasyonlu Alana
Karsilik Gelen Bélge Alam
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BULGULAR

Calismaya Pamukkale Universitesi Hematoloji Bilim Dali’nda periferik
yayma ve flow sitometri ile KLL tanist almis, 28’1 erkek, 13’1 kadin olmak iizere
toplam 41 hasta dahil edildi. Olgularin yasi, cinsiyeti, takip siiresi, evresi, kemoterapi
Oykileri, lenfosit ve lokosit sayis1 gibi oOzellikleri sorgulandi. Konvansiyonel
sitogenetik ve molekiiler sitogenetik calismalar i¢in heparinli tiipler; MLPA
caligmasi i¢in ise, EDTA’l1 tlipler kullanildi. Caligmada periferik kan veya kemik
iligi materyalleri kullanildi.

DEMOGRAFIK VE KLINIK OZELLIKLER

Calisma grubumuzda E/K orani 2.1 olarak hesaplandi. Olgularin yas1 36 ile
88 arasinda degigsmekle beraber ortalama yas 65 olarak hesaplandi. Sadece 12
hastanin tani anindaki yasi 55’in altindadir. Hastalarin 2’si yeni tani almis; 39’u
takipli hastalardir. Hastalarin 16 (%39.2)’sinda kemoterapi ©Oykisi mevcuttur.
Hastalarin 9 (%21.9)’u Rai Evre 0; 9 (%21.9)’u Rai Evre 1; 12 (%29.2)’si Rai Evre
2; 9 (%21.9)’u Rai Evre 3; 2 (%4.8)’s1 Rai Evre 4’tiir. Olgularin 36’s1 periferik kan,
5’1 ise kemik iligi 6rnekleri ile ¢alisildi. Kemik iligi, rutin istemi yapilan hastalardan

tercih edildi.

Tablo 12: Yas Gruplarina Gore Hastalarin Dagilimi

Yas Gruplari Hasta Sayisi Yuzde(%)
<55 8 19.5
55-65 14 34.1
>65 19 46.3

Tablo 13: Rai Evrelemesi ve Hasta Dagilimi

Rai Evrelemesi Hasta Sayis1 YUzde (%)
Evre O 9 21.9
Evre 1 9 21.9
Evre 2 12 29.2
Evre 3 9 21.9
Evre 4 2 4.8
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Tablo 14: Olgularin Demografik Ozellikleri

Hasta Cinsiyet Yas Materyal | RAI Kemoterapi Takip suresi
No Turd Evre +/- (y1l)
HO1 E 75 PK 0 - 1
H02 E 36 PK 0 - 1
HO3 E 61 PK 1 - 1
H04 K 66 PK 2 + 1
HO5 E 58 PK 3 + 4
HO6 E 62 PK 2 + 3
HO7 E 60 PK 3 + 2
H08 E 60 PK 1 - 1
H09 E 76 PK 1 - 2
H10 E 66 PK 2 - 2
H11l K 62 PK 2 - 5
H12 K 77 PK 3 + 4
H13 E 60 PK 2 - 5
H14 E 60 PK 2 + 4
H15 K 81 PK 4 + 3
H16 K 50 PK 1 - 2
H17 E 83 PK 0 - 1
H18 E 49 PK 0 - 2
H19 K 56 PK 3 + 5
H20 E 52 PK 1 1
H21 E 74 PK 2 - 1
H22 E 50 PK 2 - 1
H23 E 68 PK 3 + 3
H24 E 71 PK 0 - 4
H25 E 73 PK 2 + 1
H26 E 54 PK 1 - 2
H27 E 88 PK 0 - 6
H28 E 78 PK 2 - 7
H29 E 71 PK 3 + 4
H30 K 58 PK 3 + 3
H31 E 75 PK 0 - 2
H32 K 69 PK 3 + 6
H33 E 81 Ki 4 + 2
H34 E 59 Ki 0 - 3
H35 K 63 PK 2 - 1
H36 E 78 PK 2 + 5
H37 K 65 Ki 0 - Yeni tani
H38 E 51 PK 1 Yeni tani
H39 K 79 Ki 3 + 1
H40 K 54 PK 1 - 1
H41 K 58 Ki 1 - 1

PK: Periferik kan  Ki: Kemik iligi
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KONVANSIYONEL SITOGENETIK BULGULAR

Heparinli tiiplere alinan periferik kan ve kemik iligi materyalleri, CpG ODN
DSP30 ve IL-2 kombinasyonu ile hazirlanmis besiyerine ekildi. Bu projede 36’s1
periferik kan, 5’i kemik iligi olmak iizere toplam 41 kiiltiir ¢aligmaya alindi. 72
saatlik kiiltiir sonucunda 5 metafaz tam analiz edildi, 15 metafazda ise sayim yapildu.
Toplam 20 metafaz degerlendirilemeyen kiiltiirler basarisiz olarak tanimlandi. Buna
gore, 33 (%80.4) kiiltiirde yeterli sayida metafaz elde edilirken, 8 (%19.6) kiiltlirde
yeterli sayida ve kalitede metafaz elde edilemedi. Basar1 saglanamayan 8 kiiltiiriin

7’si periferik kan, 1’1 de kemik iligi materyaline aitti (Tablo 15).

Tablo 15: Kiiltiirde Basar1 Durumlari
Materyal TUr0 | Kiiltiirii Basarih | Kiiltiirii Basarisiz Toplam

Periferik Kan 29 (%80.5) 7 (%19.5) 36
Kemik Iligi 4 (%80) 1 (%20) 5
Toplam 33 (%80.4) 8 (%19.6) 41
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Sekil 4: CpG DSP30+IL:2 KomE)inasyonunun mitotik indeks Uzerine pozitif etkisi
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Sekil 5: Trizomi 12’1i bir olgunun karyotipi
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Sekil 6 : H35 no’lu hastanin trizomi 3 karyotipi

3! (‘(

12 1

thJ

Sekil 7 :HO8 no’lu hastanin der(12;13)(p10;q10) parsiyel karyotipi

‘9) ¢

Sekil 8: HO9 no’lu hastanin der(9;13)(p10;q10) parsiyel karyotipi
7 13
Sekil 9: H19 no’lu hastanin t(7;13)(922;934),del(13)(g14) parsiyel karyotipi
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13
7

Sekil 10: H31 no’lu hastanin der(7;13)(q36;q10),+13 parsiyel karyotipi

Kiiltiirde basar1 saglanan 33 olgunun karyotipi incelendiginde; 14 (%42.4)
olgu normal karyotip olarak degerlendirildi. 12 (%36.3) olgu, %S5 ile %85 arasinda
degisen oranlarda mozaik trizomi 12 olarak degerlendirildi. 4 (%12.1) olguda, 13.
kromozom yeniden diizenlenmeleri tespit edildi. Daha az siklikta ise; mozaik trizomi
3 (1 olgu), marker kromozom (1 olgu) ve 1 olguda da kompleks karyotip
gozlenmistir. Trizomi 3 tespit edilen olgunun mozaiklik yilizdesi %20 olarak
degerlendirildi. Marker kromozom ise 2 (%10) metafazda tespit edildi. Olgularin
karyotipleri ISCN 2009 referans alinarak Tablo16’da, karyotip yiizdeleri ise,
Tablo 17 ‘de yer almaktadir.
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Tablo 16: Olgularin Karyotipleri

Hasta Cinsiyet Yas | Materyal | RAI Karyotip

No Tard Evre

HO1 E 75 PK 0 47 XY ,+12[3]/46,XY[17]

HO02 E 36 PK 0 47,XY,+12[5]/46,XY[15]

HO3 E 61 PK 1 47 XY ,+12[14]/46,XY|[6]

HO4 K 66 PK 2 46,XX

HO5 E 58 PK 3 46,XY

HO6 E 62 PK 2 46,XY

HO7 E 60 PK 3 46,XY

HO8 E 60 PK 1 46,XY ,der(12;13)(p10;910)[6]/
46,XY[14]

HO9 E 76 PK 1 46,XY ,der(9;13)(p10;q10)

H10 E 66 PK 2 Kiiltiir basarisiz

H1l K 62 PK 2 46,XX

H12 K 77 PK 3 Kiiltiir bagarisiz

H13 E 60 PK 2 Kiiltiir basarisiz

H14 E 60 PK 2 46,XY

H15 K 81 PK 4 47 XX, +12[1]/46,XX[19]

H16 K 50 PK 1 47, XX,+mar[2]/46,XX[18]

H17 E 83 PK 0 47 XY ,+12[2]/46,XY[18]

H18 E 49 PK 0 46,XY

H19 K 56 PK 3 46,XX,t(7;13)(q22;934),del(13)
(g14)[8]/46,XX[12]

H20 E 52 PK 1 46,XY

H21 E 74 PK 2 47 XY ,+12[17]/46,XY[3]

H22 E 50 PK 2 46,XY

H23 E 68 PK 3 Kiiltiir basarisiz

H24 E 71 PK 0 46,XY

H25 E 73 PK 2 47 XY ,+12[15]/46,XY][5]

H26 E 54 PK 1 46,XY

H27 E 88 PK 0 47 XY ,+12[2]/46,XY[18]

H28 E 78 PK 2 47,XY,+12[16]/46,XY[4]

H29 E 71 PK 3 Kiiltiir basarisiz

H30 K 58 PK 3 46,XX

H31 E 75 PK 0 46,XY ,der(7;13)(g36;910),+13
[6]/46,XY[14]

H32 K 69 PK 3 47, XX, +12[17]/46,XX[3]

H33 E 81 Ki 4 46,XY[20]

H34 E 59 Ki 0 47,XY,+12[12]/46,XX[8]

H35 K 63 PK 2 47 XX, +3[4]/46,XX[16]

H36 E 78 PK 2 46,XY

H37 K 65 Ki 0 47, XX,+12[2]/46,XX[18]

H38 E 51 PK 1 Kiiltiir basarisiz

H39 K 79 Ki 3 Kiiltiir basarisiz

H40 K 54 PK 1 Kiiltiir basarisiz

H41 K 58 Ki 1 Kompleks Karyotip
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Tablo 17: Sitogenetik Anomali Yuzdeleri

KARYOTIP OLGU %
SAYISI
Trizomi 12 12 36.3
13. kromozom yeniden 4 12.1
duzenlenmeleri
Trizomi 3 1 3
Diger 2 6
Kompleks Karyotip(1)
Marker Kromozom(1)
Normal Karyotip 14 42.4

FISH BULGULARI
Interfaz FISH, rutinde KLL’li olgularda en sik goriilen kromozomal

anormallikleri tespit etmek icin kullanilan bir yontemdir. 24 saatlik periferik kan ya
da kemik iligi kiltiiriinden c¢alisildi. Her materyal, 11q22.3 (ATM), 13ql14.3 ve
17p13 (p53) lokus spesifik problar1 ve sentromerik 12 problar ile ¢alisildi. Toplam

200 interfaz niikleusu degerlendirildi. Konvansiyonel sitogenetikte translokasyon

saptanan baz1 olgularda metafaz goriintiileri alindi.
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Sekil 11: HO8 no’lu hastaya ait 13q14 probuyla yapilan galismada monoallelik-biallelik
delesyonlu ve normal niikleuslarin bir arada bulundugu bir goriintii. (13q14 bolgesi kirmizi,
13q34 kontrol bolgesi ise yesil sinyal ile gosterilmistir.)

Sekil 12:HO08 No’lu hastaya ait 13q14 probuyla yapilan ¢alismada metafaz goriintiisii.
Transloke 13. kromozomun 13ql14 bolgesi normal olarak degerlendirildi. (13q14 bélgesi
kirmizi, 13q34 kontrol bolgesi ise yesil sinyal ile gosterilmistir.)
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Sekil 13:H03 no’lu hastaya ait sentromerik 12 probu ile ¢alisilan mozaik trizomi 12 olarak
degerlendirilen bir iFISH goriintiisii.

Ny

Sekil 14:H33 no’lu hastaya ait 17pl3 probu ile ¢alisilan 17pl13 delesyonu olarak
degerlendirilen bir iFISH goriintiisii. (17p13 bolgesi kirmizi, 17q21 kontrol bolgesi ise yesil
sinyal ile gosterilmistir.)
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Sekil 15:H23 no’lu hastaya ait 1122 probu ile ¢alisilan mozaik 11g22 delesyonu olarak
degerlendirilen bir iFISH goriintiisii. (11922 bolgesi kirmizi, 11p15 kontrol bolgesi ise yesil
sinyal ile gosterilmistir.)

Sekil 16: H09 No’lu hastaya ait 13q14 probuyla yapilan ¢aligmada metafaz goriintiisii.
Transloke 13. kromozomun 13q14 bolgesi normal olarak degerlendirildi. (13ql4 bdlgesi
kirmizi, 13q34 kontrol bolgesi ise yesil sinyal ile gosterilmistir.)
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Sekil 17:H19 No’lu hastaya ait 13ql4 probuyla yapilan ¢alismada metafaz goriintiisi.
13q14 delesyonu transloke 13’te tespit edildi. (13q14 bolgesi kirmizi, 13q34 kontrol bolgesi
ise yesil sinyal ile gosterilmistir.)

Sekil 18: H26 no’lu hastaya ait 13q14 probu ile galisilan metafaz ve interfaz niikleuslarinda
mozaik 13q14 delesyonu olarak degerlendirilen bir FISH goriintiisii. (13q14 bdlgesi kirmizi,
13g34 kontrol bolgesi ise yesil sinyal ile gdsterilmistir.)
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Sekil 19: H41 no’lu hastaya ait 17p13 probu ile c¢alisilan bir metafaz FISH goriintiisi.
Sitogenetikte kompleks Kkaryotip saptanan olgunun 17p13 bélgesi normal olarak
degerlendirildi. 3’li ya da 4’lii translokasyona 17. kromozomun da dahil oldugu goriildii.
(17p13 bolgesi kirmizi, 17g21 kontrol bolgesi ise yesil sinyal ile gosterilmistir.)

Her olgunun FISH sonucu Tablo 18’de gériilmektedir. Interfaz FISH ile tespit
edilen sitogenetik anomalilerin frekansi, Tablo 19°da ozetlendi. Buna gore, 41
olgunun 10 (%24.3)’unda iFISH ile sitogenetik anomali saptanmamigtir. Anomali
saptanan 31 (%75.6) olgu, izole ve kombine anomaliler olmak tzere, 2 kategoriye
alind1. Izole anomaliler grubunda en sik 13q14 delesyonu goriildii. On bes (%36.7)
olgudan 13’ti monoallelik, 2 olgu ise monoallelik-biallelik 1314 delesyonu olarak
degerlendirildi. Izole anomaliler grubunda en sik saptanan 2. anomali ise trizomi
12°dir. Dokuz (%21.6) olgu trizomi 12 olarak degerlendirildi. Bir olgu 1122
delesyonu olarak degerlendirilirken, 17p13 delesyonu hicbir olguda izole olarak
gorilmedi.

Kombine anomaliler kategorisinde ise, 3 olguyla en sik trizomi 12-
monoallelik 13q14 delesyonu tespit edildi. Monoallelik-biallelik 13914 delesyonu-
trizomi 12 kombinasyonu, 13914-17p13 delesyon kombinasyonu, 17p13delesyonu-

trizomi 12 kombinasyonu birer olguda tespit edildi.
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Tablo 18:Olgularin iFISH Sonuglari

Hasta
No

Cinsiyet

Yas

Materyal
Tard

RAI
Evre

FISH

HO1

E

75

PK

nuc ish (D12Z1x3)[23/200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25,D01351009)x2[200]
nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

HO02

36

PK

nuc ish (D12Z1x3)[30/200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25,D13S1009)x2[200]
nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

HO03

61

PK

nuc ish (D1221x3)[130/200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25,D1351009)x2[200]
nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

HO04

66

PK

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25)x1[112/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

HO5

58

PK

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[154/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

HO06

62

PK

nuc ish(ATM,D12Z3,D13S25, TP53)x2[200]

HO7

60

PK

w

nuc ish(ATM,D12Z73,D13S25, TP53)x2[200]

H08

60

PK

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish(D13S25x1)[118/200]/
(D13S25x0)[15/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H09

76

PK

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[112/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H10

66

PK

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[162/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H11l

62

PK

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[18/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H12

77

PK

nuc ish(ATM,D12Z73,D13S25, TP53)x2[200]

H13

60

PK

nuc ish (D1221x2)[200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[180/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H14

60

PK

N

nuc ish(ATM,D12Z73,D13525,TP53)x2[200]

H15

81

PK

nuc ish (D12Z1x3)[16/200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25,D1351009)x2[200]
nuc ish (TP53x1)[98/200]
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Tablo 18:Devami

Hasta
No

Cinsiyet

Materyal
Tard

RAI
Evre

FISH

H16

K

50

PK

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[16/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H17

83

PK

nuc ish (D12Z1x3)[60/200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13525x1)[50/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H18

49

PK

nuc ish (D1221x2)[200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish(D13S25x1)[40/200]/
(D13525x0)[23/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H19

56

PK

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[60/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H20

52

PK

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[16/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H21

74

PK

nuc ish (D12Z1x3)[171/200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25,D1351009)x2[200]
nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H22

50

PK

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[50/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H23

68

PK

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATMx1)[14/200]

nuc ish (D13S25,D01351009)x2[200]
nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H24

71

PK

nuc ish(ATM,D1273,D13S25,TP53)x2[200]

H25

73

PK

nuc ish (D1221x3)[160/200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25,D1351009)x2[200]
nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H26

54

PK

nuc ish (D1221x2)[200]

nuc ish (ATM,D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[52/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H27

88

PK

nuc ish (D1221x3)[30/200]

nuc ish (ATM,D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[90/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H28

78

PK

nuc ish (D1221x3)[150/200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25,D1351009)x2[200]
nuc ish (TP53, RARA)x2[200]
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Tablo 18. Devami

Hasta
No

Cinsiyet

Yas

Materyal
Turd

RAI
Evre

FISH

H29

E

71

PK

nuc ish(ATM,D1273,D13525,TP53)x2[200]

H30

K

58

PK

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATM,D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[111/200]
nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H31

75

PK

nuc ish(ATM,D1273,D13525,TP53)x2[200]

H32

69

PK

nuc ish (D12Z1x3)[153/200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25,D13S1009)x2[200]
nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H33

81

Ki

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATM,D1151251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[106/200]
nuc ish (TP53x1)[90/200]

H34

59

Ki

nuc ish (D1221x3)[66/200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25,D01351009)x2[200]
nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H35

63

PK

nuc ish(ATM,D1273,D13S25,TP53)x2[200]

H36

78

PK

nuc ish (D12Z1x3)[20/200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish(D13S25)x1[41/200]/
(D13S25)x0[69/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H37

65

Ki

nuc ish (D12Z1x3)[62/200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13525x1)[55/200]

nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H38

51

PK

nuc ish(ATM,D12Z73,D13S25, TP53)x2[200]

H39

79

Ki

nuc ish (D12Z1x3)[12/200]

nuc ish (ATM, D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25,D01351009)x2[200]
nuc ish (TP53, RARA)x2[200]

H40

54

PK

nuc ish (D12Z1x2)[200]

nuc ish (ATM,D11S1251)x2[200]
nuc ish (D13S25x1)[170/200]
nuc ish (TP53,RARA)x2[200]

H41

K

58

Ki

1

nuc ish(ATM,D1273,D13S25,TP53)x2[200]

Izole ve kombine anomaliler birlikte degerlendirilecek olursa, iFISH ile

olgularin 20 (%48.7)’sinde 13ql4 delesyonu tanimlandi. 13 (%31.7) olguda ise,
trizomi 12 tespit edildi. 2 (%4.8) olgu 17p13 delesyonu, 1 (%2.4) olgu ise, 11q22

delesyonu olarak degerlendirildi.

42




Tablo 19: iFISH ile Saptanan Anomalilerin YUzdesi

Olgu Yizde
Sayisi %
ANOMALILER 31 75.6
Izole Anomaliler
13q14 delesyonu 15 36.5
Monoallelik 13 31.7
Monoallelik-Biallelik 2 4.8
Trizomi 12 9 21.9
11922 delesyonu 1 2.4
Kombine Anomaliler
Monoallelik 13914 del.-Trizomi 12 3 7.3
13q14 ve 17p13 del. 1 2.4
17p13 del.-Trizomi 12 1 2.4
Mono-biallelik 13914 del.-Trizomi 12 1 2.4
NORMAL 10 24.3

Konvansiyonel sitogenetikle trizomi 12 saptanan butun olgular iFISH
yontemiyle de tespit edildi. Karyotipi normal saptanan bir olgu da iFISH ile diisiik
diizey mozaik trizomi 12 olarak degerlendirildi. Ayrica konvansiyonel sitogenetikte
kiiltiirde basarisiz 1 kemik iligi kiltiirii, iFISH ile mozaik trizomi 12 olarak
degerlendirildi. iFISH ile 13q14 delesyonu saptanan 20 olgudan 3’ii konvansiyonel
sitogenetikle 13. kromozom yeniden diizenlenmeleri saptanan olgulardir. iFISH ile
11922 ve 17pl3 delesyonu tespit edilen olgular, sitogenetik yontemle normal
karyotip olarak degerlendirildi. Mozaik trizomi 3 karyotipli olgu, iFISH ile bolgeye
spesifik herhangi bir probun bulunmamasi nedeniyle normal olarak degerlendirildi.
Sitogenetik yontemle kompleks karyotip saptanan olgu da iFISH ile normal olarak
degerlendirildi.

MLPA BULGULARI
DNA Konsantrasyonu
Otuz altt kan Ornegi ve 5 kemik iligi orneginden DNA saflastiriimasi,

Fujifilm Quick Gen-Mini 80 DNA Ekstraksiyon Cihazi kullanilarak yapildi. Izole
edilen DNA o6rneklerinin konsantrasyon ve saflik tayini ThermoScientific Nanodrop
2000c spektrofotometre cihazi ile yapildi. DNA orneklerinin spektrofotometri
Olgtimleri Tablo 20’de goriilmektedir. DNA konsantrasyonlar1 22.4 ng/ul ile 99.3
ng/ul arasinda degismektedir. DNA orneklerinin 260/280 oranlari 1.55 ile 2.0;
260/230 orani ise, 1.81 ile 2.28 arasinda farklilik gostermektedir.
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Tablo 20 : DNA 6rnekleri spektrofotometri 6l¢imleri

Hasta | Konsantrasyon A° A° Hasta Konsantrasyon A" | A°
NO ng/lJ| 260/280 260/230 NO ng/ul 260/280 260/230
H1 86,6 1,79 2.12 H21 90,3 19 1,97
H2 66,9 1,77 1.89 H22 86,8 1,81 1,93
H3 64,7 1,79 1,86 H23 68,6 1,87 181
H4 67,4 1,75 2,02 H24 97,6 1,87 1,98
H5 36,2 1,74 1,94 H25 73,6 1,79 2,08
H6 25,7 2 1,93 H26 95,2 1,83 2,12
H7 25,9 1,78 1,86 H27 98,8 1,88 1,93
H8 90,1 1,86 1,94 H28 92,1 1,86 1,94
H9 92,9 1,86 1,94 H29 69,9 1,89 1,98
H10 88,3 1,83 2,28 H30 63,1 1,89 2,18
H11l 85,4 1,68 2,04 H31 38,7 1,82 191
H12 96,2 1,81 1,89 H32 43,4 1,59 1,97
H13 99,3 1,85 2,07 H33 38,2 1,58 2,02
H14 38,1 1,74 1,85 H34 62,1 1,55 2,04
H15 92,6 1,82 1,99 H35 47,9 1,82 2,09
H16 87,9 1,88 2,13 H36 90,8 19 2,08
H17 85,3 1,88 1,98 H37 82,8 1,83 2,01
H18 83,5 1,89 1,98 H38 80,6 1,75 1,96
H19 22,4 1,79 191 H39 85 1,81 191
H20 76,4 1,88 1,98 H41 98,6 1,89 1,98
MLPA Analizi

Beckman CEQ 8000 cihazma yiiklenen ornekler, MAP ezersoftware programi

kullanilarak analiz edildi.

bulunmayan 4 birey internal kontrol olarak kullanildi. P037-A2 probmiksi 11°i
referans olmak Uzere toplam 44 prob icermektedir. P038-A2 probu ise, 13’1 referans
olmak tizere toplam 44 prob igermektedir. Bu problar, 13q14, 12. kromozom, 11q23,
17p13, 6925-6, 8924, 9p21, 2p24, 19pl13, 18q21, 10q23’e spesifik dizayn edilmis

problardir.
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KLL’li olgularin DNA orneklerinden SALSA MLPA P037-A2 ve SALSA
MLPA P038-A2 KLL kiti kullanilarak, MLPA yontemi c¢alisildi. Caligmada

Her reaksiyonda saglikli oldugu bilinen, aile agacinda kanser Oykiisii




Tablo 7 :SALSA MLPA P037-A2 KLL Probmiks-1

Uzunluk(nt) SALSA MLPA Probu Kromozom Pozisyonu
Referans Gen

64-70-76-82 Q Fragmanlari

88-92-96 D Fragmanlar

100 X Fragmani

105 Y Fragmani

136 Referans Probu 4912

142 IGF2R Probu 6026

148 KCNRG Probu 13q14

154 MYC Probu 824

159 Referans Probu 5035

166 MIRN15A Probu 13914

172 MYCN Probu 2p24

184 Referans Probu 4935

193 DLEU2Probu 13q14

202 CDKNZ2A Probu 9p21

211 IFNG Probu 1224

217 MYCN Probu 2p24

229 Referans Probu 7ql1

238 MY C Probu 8924

247 TP53 Probu 17p13

256 Referans Probu 2q13

265 LDLR Probu 19p13

274 CDK4 Probu 12q14

282 TP53 Probu 17p13

292 TP53 Probu 17p13

301 ESR1 Probu 6025

310 Referans Probu 3p25

319 LRMP Probu 12p12

328 ATM Probu 11923

337 Referans Probu 1p32

346 PARK2 Probu 6026

355 CCND2 Probu 12p13

364 MYCN Probu 2p24

371 ATM Probu 11923

382 RB1 Probu 13914

391 Referans Probu 1624

400 CHFR Probu 12924

409 TP53 Probu 17p13

418 Referans Probu 20g11

427 EIF3S3 Probu 8924

436 MYCN Probu 2p24

445 Referans Probu 16p13

454 CDKNZ2B Probu 9p21

463 DLEUY Probu 13914

475 Referans Probu 22913

Kaynak 59’dan Tiirk¢elestirilerek alinmigtir (59).
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Tablo8: SALSA MLPA P038-A2 KLL Probmiks-2

Uzunluk(nt) SALSA MLPA Probu Kromozom Pozisyonu
Referans Gen

64-70-76-82 Q Fragmanlari

88-92-96 D Fragmanlari

100 X Fragmani

105 Y Fragmani

130 Referans Probu 5931

136 ATM Probu 11922

142 SMADA4Probu 18921

148 PTEN Probu 10923

154 Referans Probu 15021

160 RB1 Probu 13q14

166 CCNE1 Probu 19q12

173 ATM Probu 11923

178 PAH Probu 1223

184 Referans Probu 9934

193 TP53 Probu 17p13

202 ATM Probu 11923

211 Referans Probu 9921

221 KCNRG Probu 13q14

229 PAH Probu 12923

238 ATP7B Probu 13q14

247 Referans Probu 21qg11

256 TP53 Probu 17p13

265 CDKNZ2D Probu 19p13

274 Referans Probu 22912

281 RDX Probu 11923

292 PTEN Probu 10923

301 Referans Probu 1921

310 IGF1 Probu 1223

319 LDLR Probu 19p13

329 Referans Probu 2p21

337 DLEU1 Probu 13q14

346 TP53Probu 17p13

355 Referans Probu 2p13

361 ATM Probu 11923

373 DLEU1 Probu 13914

382 Referans Probu 2p16

391 TP53 Probu 17p13

400 DLEU1 Probu 13q14

409 Referans Probu 2pl6

418 CHMP2A Probu 19qg13

427 APAF1 Probu 12q13

436 Referans Probu 1p36

444 CD27 Probu 12p13

454 Referans Probu 15026

Kaynak 59°dan Tiirkcelestirilerek alimustir (59).
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Sekil 20 : H38 no’lu hastaya ait normal olarak degerlendirilen P037-A2 probmiks ile

calisilan MLPA pik goriintiisii.
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Sekil 21 : H20 no’lu hastaya ait normal olarak degerlendirilen P038-A2 probmiks ile

calisilan MLPA pik goriintiisii.

Sz (nt)
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Tablo 21: H38 no’lu hastaya ait P037-A2 probmiksi ile ¢alisilan normal doz orani

analiz goruntasu
Length SALSA MLPA probe Referance|Gene SONUGC
92 [-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation|- I 08526
135 Reference probe 02573-L03981 4g12 I 05310
142  |IGF2R probe 02799102184 6026 || I 0, 5435
148 |KCNRG probe 04018-104000 13g14]| I 0,5453
154  |MYC probe O0SB0-L00145 8q24 || I 0.5205
159  |Reference probe 02597-L02068 535 I 9341
166  |MIRNiSA probe 04019-L03416 13qi4|| .53
172 |MYCH probe 03028-L03597 2p24 || O 10358
184 Reference probe 01217-L00694 4535 I 05551
193 |DLEUZ probe 04020-103417 13q14]| — 10143
202 |COKNZA probe 00602-109528 9p21 || DO 1.0939
211 |IFNG probe 00472-100088 12q14|| — 0,576
217 |DLEUT probe 03775-102416 13g14|| — 11209
229 |Reference probe 01561-L01133 7qii I 10225
238 |MYC probe D0672-L00169 8q24 01,5455
247 | TPS3 probe 02376-101498 17p13| | [ 10347 |
255 |Reference probe 00518-L0009S 2q13 I 0,571
265  |LDLR probe 02318-101609 19p13| | [ 0. 5707
274 |CDK4 probe 03174-L02513 12q14)| I 0.5176
262 | TPS3 probe 02384-101158 17p13) | I 0. 9577
297  |TPS3 probe 00709-100302 17p13] | I 0. 5061
301 |ESR1 probe 02746-L02173 6q25 || I L. 0055
310 |Reference probe 02140-L01633 3p25 T [EE
319 |LRMP probe O0495-103128 12p12| | [ 10390 |
328 |ATM probe 02663-L02130 1123| | [ 10317 |
337 |Reference probe 02875-L02342 1p32 I 10052
345 |PARKZ probe 02182-103127 6026 || [N 1. 0062
355  |CCND2 probe D04%6-L00034 12p13| | [ 11057 |
364 |MYCN probe 02572-L02036 2024 || I 11105 |
371 |ATM probe 02667-L02134 11q23|| o— 11074
382  |RBi probe 01794-L01357 13qi4|| oo 10450
391 |Reference probe 010B7-L00734 16024 I 1.0812
400 |CHFR probe 02684-103126 12q24|| o— 1.0433
403 | TPS3 probe 02263-101749 17p13|| — 1.0531
418 |Reference probe 02216-101482 20q11 I 10989
427 |EIF353 probe 01106-L00679 8024 || O 1.0445
436 |MYCN probe 03327-L02466 2p24 || o 0. 9345
445 |Reference probe 02445-L00 409 454 CDKNZB probe 01531100954 16pi3 I 10557
454 |COKNZB probe 02531-L00954 ap2i || O 10346
463 |DLEUT probe 03042-102417 13q14|| — 10114
475 |Reference probe 01762-L08761 22q13 I . 1170

I : Normal Bl : Deletion Il : Duplication M : Grey Zone (Dogrulamaya giren problar koyu renkte gasterilmistir)
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Tablo 22 : H20 no’lu hastaya ait P038-A2 probmiksi ile ¢alisilan normal doz orani
analiz goruntasi

Length SALSA MLPA probe Referance|F4 SONUC

52 D-fragments: Low signal of B8 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation I 0. 3571

130 Reference probe DO7I7-LO0463 Eg3l I 0. 3413
136  |ATM probe 02675-L01168 11g23 I 0. 9555
142 |SMAD4 probe 02127-L01638 18g21 I 0.51659
148 FTEN probe 00522-L00387 10g23 I 0. 5507
154 Reference probe D2448-1015%2 15g21 I 0. 5562
160  |RBL probe 00845-L00378 13q14 I 0.5574
166  |CCMEL probe 02881-L02348 13q12 . 0.5592

173 |ATM probe 02644-L02111 11q23 [ 0.5571
178 | PAH probe 02330-LOLE18 12q23 I 1.0043
184 Reference probe 03006-L07445 9g34 I 0. 5266
193 |TPS3 probe 01996-L01536 17p13 I 0.5514
202 |4TM probe 02654102121 11q23 [ 0. 5520
211 |Reference probe 01344-L00555 ag21 10445
221 KCNRS probe 04017-L03414 13gi4 0,'5266
225 |PAH probe 02334-L01820 12423 | L0435
238 ATP7B probe 03240-L02677 13gi4 _ 0,9850
247 | Reference probe DOB16-L00334 21g11 | I 11227 |
206 TP53 probe 01990-L03129 17pi3 _ 0,9965
265 COKNZD probe 00344-L00170 19p13 0, 9054
274 |Reference probe 02485101384 22q12 T
281 ROX probe 01633-L01171 11923 _ﬁ
292 PTEN probe 02203-L08261 10g23 1,1360
301 Reference probe 01916-L01460 1g21 _%
310 IGF1 probe 02340-L01834 12gq23 _ﬁ
319 LDAR probe 02322-L09533 19p13 _ 1,0136
329 Reference probe 00915-L00503 2p2i ﬂ
337 DLEUL probe 01590-L01162 13gi4 ﬂ
345 TPFS3 probe 00345-L00171 17pi3 ﬂ
355 |Reference probe DD965-LODSED 2p13 I 10913
361 |ATM probe 03776-L02132 11q23 . 1. 0555
373 |DLEUL probe 01589-101161 13g14 I 10152
382 |Reference probe 01550-L00933 Sg2z 1. 7450
351 | TP53 probe 01587-L01159 17pi3 I 1.0547
400 DLEUZ probe 00801-L00539 1314 I 0. 5555
405 |Reference probe 00963-L09340 2pi6 . 11370
418 | CHMP2A probe 01195 100752 1913 . 11327
427 | APAF1 probe D0933-LD1374 12q23 . 11155
435 |Reference probe 02186-L01685 1p36 1. 1554
444 |CD27 probe O0676-L0D124 12pi3 11938
454  |Reference probe 00605-L000LS 15026 I 1. 1955

I : Normal Bl : Deletion Il : Duolication I : Grev Zone (Dodnulamava oiren oroblar kovu renkte o@steriimistir)
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Sekil 22: H28 no’lu hastaya ait 12. kromozoma spesifik problarda amplifikasyon tespit
edilen P038-A2 probmiksi ile galigilan hastanin MLPA pik goériintiisti.
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Sekil 23: H10 no’lu hastaya ait 13q14 bolgesine spesifik problarda delesyon tespit edilen
P037-A2 probmiksi ile calisilan hastanin MLPA pik goriintiisii. Rbl probu normal olarak

degerlendirildi.
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Sekil 24 : P038-A2 probmiks ile ¢alisilan, 13q14, 17p13 delesyonu olarak degerlendirilen
H33 no’lu hastaya ait MLPA pik goriintiileri
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Sekil 25 : H33 no’lu hastaya ait 13q14 ve 17p13 delesyonuna ek olarak 9p21 delesyonunun
P037-A2 probmiksi ile goriildiigi MLPA pik goriintiileri.
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Tablo 23:H28 no’lu hastaya ait 12. kromozoma spesifik problarda amplifikasyon
tespit edilen PO38-A2 probmiksi ile ¢aligilan hastanin doz orani sonuglari

Lenigth

SALSA MLPA probe

Raforango

F4

e

D~fragments: Low sgnalof &

8 or % ni fragment indicatex incomplebe denaturation

—
=
]
o |-
I

130 Jmfmrmnom gefbe O0797-L00553
138 ATH probe 02575001153 ik
142 SWADE grobe 02 127-L014633 13g21 15534

e

| profye 00522100003

I I I = I I
x ! ! D - ¥

i

]

i

154 (mlmrmn o pmbe 0252501532 15q21 10025

180 281 profe O0345-L00578 13014 10193

166 18712 EEER)

173 AT probe 02244002111 1123 1,584

173 A4H probe 0XE30-101813 12923 [ R
184 Jafmrmnmm pmie Q300502554 i34 I ) 5e:7

133 zrofe 019951015348 17p13 L EEGE

202 ATH mrabm 02654002121 11923 I ) 5005

11 32l [ N

221 13014 | PR

224 12923 [ R
L] 13714 [ ]

247 2gil | ]

58 [ ]

245 COECANZ D profie 005 44-L00170 [ ]

74 22amil ]

1 11523 [ ]

232 10923 [ ]

301 g2 I

3140 12923

L% probe 0235104533

] (mlmrm o pmbe 0021500302 ol 03148
17 |0EUL grobe 01330001152 13914 | PRk
ki) TP53 profe 00345000171 1713 0,8555

333 |Pe=ference pembe O0955-L00352 13 02958
31 ATM probe 03776102132 1123 02630
373 |DLEU] profe 01539001161 13q14

342 Sqd2

kbl 17p13 0,74923

L] OLEL probe 0030 1-000434 13514

43 216

413 [ [irn

27 15448
58 0, 6855

=2 CD27 profe 0067E-L00124 12p13

Jmfmrenom g O0E05-L00012

M : Hoomal I : D=ietion I : Ducfcation
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e

L

afjulamaya giren problar Eoyu renkie gisblmitic)




Tablo 24 : H10 no’lu hastaya ait Rbl probu haricinde 13ql4 bolgesine spesifik
problarda delesyon tespit edilen PO37-A2 probmiksi ile ¢alisilan hastanin doz orani
sonugclari

Length ZALZA MLPA probe Reforanes [Gene

T D-fragmants: Low sgnal of 38 or 96 nf fragment indicles incompiele denaburation |-

136 Jafmrenoe pmbe 02573005981 4012

142 [Z7 2% orone 02793- 102134 G268

148 ECNAG pra -L04000 13q14

154 Bn24

193 Sq35

188

172 io24

134 2735

133 DLELRZ prabs 04 13914

A2 COECNZA peolbe 0080 2-L09523 2ol

211 IFH G prob= 00472-L00038 12gi4

17 13014 | B0 4353

123 Toii [ BNuch
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Tablo 25 :P037-A2 probmiks ile galisilan, 13q14, 17p13, ve 9p21 delesyonu olarak
degerlendirilen H33 no’lu hastaya ait doz orani sonuglari
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Calismaya dahil edilen biitiin olgularin SALSA MLPA P037-A2 ve SALSA
MLPA P038-A2 probmiksleri ile yapilan MLPA c¢alismasinda, 19 (%46.3) olgu
normal olarak degerlendirildi. 22 (%53.7) KLL olgusu ise, anormal olarak
degerlendirildi. Her iki probmiks ile yapilan ¢alismanin sonucunda, kitler arasinda
uyumsuz sonu¢ gozlenmedi. MLPA ile tespit edilen anomalilerin yiizdesi Tablo
26’da goriilmektedir.

Tablo 26 : MLPA Bulgularinin Yiizdesi

Olgu | Ylzde
Sayisi | %
SITOGENETIK ANOMALILER 22 | 537
[zole Anomaliler
13q14 delesyonu 11 | 26.8
Trizomi 12 7 17.0
17p13 delesyonu 1 2.4
Kombine Anomaliler
13914 del.-Trizomi 12 1 2.4
13914-17p13 ve 9p21 del. 1 2.4
17p13 ve 13q14 del. 1 2.4
NORMAL 19 ]46.3

Anomaliler izole ve kombine olmak Uzere 2 kategoriye ayrildi. Izole
anomaliler i¢inde en sik 13q14 delesyonu gozlendi (%26.8). 7 olgu trizomi 12, 1
olgu da 17p13 delesyonu olarak degerlendirildi. Kombine anomaliler kategorisinde
ise, 13q14 delesyonu-trizomi 12; 13914-17p13 ve 9p21 delesyonu; 17p13-13ql4
delesyonu birer olguda gdzlendi.

Izole ve kombine anomaliler ayrimi yapilmadiginda ise, 14 olguda 13ql4
delesyonu, 8 olguda trizomi 12, 3 olguda 17p13 delesyonu, 1 olguda da 9p21
delesyonu goruldu.

SITOGENETIK, iFISH VE MLPA SONUCLARININ

KARSILASTIRILMASI

Sitogenetik olarak normal degerlendirilen 14 olgunun, sadece 4’ti FISH ile
normal olarak degerlendirildi. iFISH ile anormal degerlendirilen 10 olgunun 9’unda
13q14 delesyonu, 1’inde de kombine 13q14-17p13 delesyonu gorildu. MLPA
teknigi ile, sitogenetik yontemle normal degerlendirilen 14 olgudan 8’1t normal
degerlendirildi. MLPA ile anormal degerlendirilen 6 olgunun 5’inde 13ql4
delesyonu, 1’inde ise kombine 13q14-17p13-9p21 delesyonu goruldu. FISH ile
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anormal MLPA ile normal degerlendirilen 4 hasta incelendiginde, en yliksek %26
mozaisizm tespit edilen 13914 delesyonlu olgular olarak dikkat cekmektedir. Bu
olgularin MLPA doz orani ayrintili incelendiginde ise, 13ql4’e lokalize prob doz
oranlar1 delesyon sinirina yakin diizeylerde oldugu izlendi. Ayrica, FISH ile
kombine 13q14-17p13 delesyonu tespit edilen olguda MLPA ile ilave olarak 9p21
delesyonu goraldd.

Her olgunun konvansiyonel sitogenetik, molekiler sitogenetik ve MLPA
sonuglari, karsilastirmali olarak Tablo 27°de goriilmektedir.

Konvansiyonel sitogenetik yontemle trizomi 12 olarak degerlendirilen 12
olgu, iFISH yontemi ile de tespit edildi. Kiiltiirii basarisiz sonuglanan 1 olgu da FISH
ile diisiik diizey mozaik trizomi 12 saptandi. Sitogenetik ve iFISH ile trizomi 12’li
13 olgunun 8’1 MLPA ile tespit edildi. MLPA ile normal degerlendirilen 5 olgu
diisiik diizey mozaisizmli olgulardi. Bu olgularin MLPA doz orant ayrintili
incelendiginde ise, 12. kromozoma lokalize prob doz oranlari amplifikasyon
sinirina yakin diizeylerde oldugu izlendi.

Bu c¢alismada konvansiyonel sitogenetik yontemle tespit edilen 5
translokasyon olgusu, iFISH ve MLPA teknigi ile tespit edilemedi. Bunlarin 4’1 13.
kromozom yeniden diizenlenmeleri iken, 1’1 de kompleks karyotip olarak
degerlendirildi. 13’ kromozom translokasyonlu 3 olguda FISH ve MLPA ile 13q14
delesyonu gozlenirken, 1 olgu ise normal degerlendirildi. Komleks karyotipli olgu
FISH ve MLPA teknigi ile normal degerlendirildi. FISH analizinde bazi olgularda
elde edilen metafaz incelemesinde, 13. ve 17. kromozom translokasyonlari ile
uyumlu sinyaller gozlendi.

Sitogenetikte kiiltiirde basarisiz 8 olgunun 3’ FISH ve MLPA ile normal
degerlendirildi. Iki olguda FISH ve MLPA teknigi ile 13q14 delesyonu gozlendi. Bir
olgu FISH ile 13q14 delesyonu olarak degerlendirilirken, MLPA ile kombine 13q14-
17p13 delesyonu olarak degerlendirildi. FISH ile diisiik diizey mozaisizm saptanan
11923 delesyonu ve trizomi 12°1i olgular, MLPA ile normal degerlendirildi.

Konvansiyonel sitogenetik, FISH ve MLPA yontemi ile 41 KLL hastasinin
degerlendirildigi bu ¢alismada, 34 (%82.9) hasta anormal olarak degerlendirildi.
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Tablo 27 : Ol

gularin Sitogenetik, FISH ve MLPA Sonuglar1

Hasta No Sitogenetik FISH MLPA
HO1 Trizomil2(%15) Trizomil2(%11.5) Normal
H02 Trizomil2(%25) Trizomil2(%15) Normal
HO03 Trizomil2(%70) Trizomil2(%65) Trizomi 12
HO04 Normal 13q14 del.(%56) 13q14 del
HO05 Normal 13914 del.(%77) 13q14 del
HO6 Normal Normal Normal
HO7 Normal Normal Normal
H08 der(12;13)(p10;910) 13914 del. 13q14 del
Bial(%7.5)monoal (%59)
H09 der(9;13)(p10;g10) 13914 del.(%56) 13q14 del
H10 - 13914 del.(%81) 13914 del
H11 Normal 13914 del.(%9) Normal
H12 - Normal Normal
H13 - 13914 del.(%90) 13914 del
17p13 del
H14 Normal Normal Normal
H15 Trizomi12(%5) 17p13 del (%49) 17p13 del
Trizomi 12 (%8)
H16 Marker kromozom (%10) 13q14 del.(%8) Normal
H17 Trizomil2(%10) 13q14 del.(%25) Trizomi 12
Trizomi 12(%30)
H18 Normal 13q14 del. 13q14 del
Bial(%7.5)monoal (%59)
H19 t(7;13)(g22;934),del(13)(q14) | 13g14 del.(%30) 13914 del
H20 Normal 13914 del.(%8) Normal
H21 Trizomi 12 (%80) Trizomi 12(%85) Trizomi 12
H22 Normal 13914 del.(%25) Normal
H23 - 11923 del(%7) Normal
H24 Normal Normal Normal
H25 Trizomi 12 (%75) Trizomi 12(%80) Trizomi 12
H26 Normal 13914 del.(%26) Normal
H27 Trizomi 12(%10) 13g14 del.(%45) 13q14 del
Trizomi 12(%15)
H28 Trizomi 12(%80) Trizomi 12(%75) Trizomi 12
H29 - Normal Normal
H30 Normal 13914 del.(%55) 13q14 del
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Tablo 27 (Devamni)

Hasta No Sitogenetik FISH MLPA
H31 der(7;13)(936;910),+13 Normal Normal
H32 Trizomi 12(%85) Trizomi 12(%76) Trizomi 12
H33 Normal 17p13 del.(%45) 17p13 del
13q14 del.(%53) 13q14 del
9p21 del
H34 Trizomi 12(%60) Trizomi 12 (%33) Trizomi 12
H35 Trizomi 3 (%24) Normal Normal
H36 Normal 13914 del. 13q14 del
Bial(%34)monoal (%21)
H37 Trizomi 12 (%10) 13914 del.(%27.5) Trizomi 12
Trizomi 12(%31) 13914 del
H38 - Normal Normal
H39 - Trizomi 12(%6) Normal
H40 - 13914 del.(%85) 13914 del
H41 Kompleks karyotip Normal Normal

Tablo 28: Kullanilan yontemlere gore tespit edilen sitogenetik anormallikler

Tanternler
Sitogenetik | FISH MLPA

Sitogenetik anomaliler

13g14 delesvonu - 0 14
Trizomi 12 12 13 8
17p13 delesvonu - 2 3
11g22 delesvonu - 1 -
O9p21 delesvonu - - 1
Translokasvonlar 3 - -
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iFISH MLPA

del(11q)
(n:1)

del(13q)
(n:14)

del(17p)
(n:1)

del(13q)
(n:6)

Sekil 26:1FISH ve MLPA bulgularinin karsilastiriimasi.
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TARTISMA

Kronik lenfositik 16semi (KLL), olgun gorunimli kiguk lenfositlerin kan,
kemik iligi, lenf bezi ve dalag: infiltre etmesi ve lenfositlerin fonksiyon bozuklugu
gOstermesi ile karakterize kemik iliginin malign bir hastaligidir (1). KLL olgularinin
%095°1 B lenfosit kokenlidir (2). Bat1 diinyasinda erigkinlerde goriilen en sik 16semi
formudur (7). E/K orant 2.0°dir (3). Calismamiza dahil edilen hastalarda E/K orani
ise, 2.15 olarak hesaplandi. KLL ileri yas hastaligidir. Hastalarin ancak %20-30
kadar1 55 yasin altindadir. Calismamiza dahil edilen hastalarin ortalama yas1 65’tir.
55 yasin altinda tani alan hastalarin orani ise, %29.2 olarak hesaplandi. Hastalarin
15(%36.5)’inde kemoterapi dykiisii mevcuttur. Hastalarin 9 (%21.9)’u Rai Evre 0; 9
(%21.9)’u Rai Evre 1; 12 (%29.2)’si Rai Evre 2; 9 (%21.9)’u Rai Evre 3; 2 (%4.8)’si
Rai Evre 4’tiir.

KLL’nin etiyolojisi heniiz aydinlatilamamistir. Ancak genetik faktdrlerin
KLL olusumunda etkili olabilecegi bilinmektedir. Ayrica kromozomal
anormalliklerin KLL prognozunu etkiledigi ve tedavi siirecinde  klinisyeni
yonlendirdigi bilinmektedir (13). Bugiine kadar yapilan ¢aligmalara ragmen KLL nin
molekiiler patogenezinin tam olarak aydinlatilamamasinin nedenlerinden biri de,
KLL hiicrelerinin in vitro proliferasyon yeteneginin diisiik olmasi nedeniyle metafaz
eldesinde ve analizindeki zorluklardir. FISH teknigi interfaz evresindeki bir hiicrenin
degerlendirilmesine olanak saglamasi agisindan Onemlidir ve rutinde siklikla
kullanilmaktadir. KLL’de ilgili kromozomal ve gen bolgelerindeki degisikliklerin
tespitinde kullanilabilecek bir diger yontem “Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification (MLPA)” ise, giincel bir yontemdir ve tek reaksiyonla 50’ye yakin
iligkili gen bolgesinin degerlendirilmesine imkan vermektedir. Bu ¢alismaya dahil
edilen 41 KLL hastasinda SALSA Probmiks P037-A2/P038-A2 MLPA Kkitleri
kullanilarak elde edilen sonuglar, konvansiyonel sitogenetik ve FISH sonuglar ile
karsilastirildi. Ayrica DSP30+IL-2 kombinasyonu ile elde edilen kiiltiir basarisi

literatlirde yer alan ¢alismalar ile karsilastirildi.
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KLL> DE KONVANSIYONEL SITOGENETIK YONTEMLERDE

MITOTIK AKTIVATORLER

Literatiirde KLL’de periferik kan Kkiiltiirinde bir¢ok mitotik stimilanla
yapilmis caligmalar mevcuttur. Bunlar arasinda en kapsamli g¢alismalardan biri
Haferlach C., Dicker F. ve ark.nin 2007 yilinda yaptiklari, CpG-oligonikleotid
DSP30 ve IL-2 ile stimiile edilmis periferik kan ve kemik iligi kiiltiiriinde %98.8 gibi
yiiksek bir oranda basari elde ettikleri caligmadir (23). Diger 6nemli bir ¢alisma ise,
Dicker F. ve ark.nin 2006 yilinda bu mitotik stimiilanlar ile %95 kiiltiir basarisi
yakaladiklar1 ¢aligmadir (30). Bu verilerin aksine yine literatiirde yer alan diger bir
calisma da Wren ve ark.nin (2009) ¢alismasidir. Wren ve ark. 24 KLL hastasinda
yaptiklar1 ¢alismada herhangi bir ajanla stimiile edilmemis kiiltiirlerde hi¢ basarili
olamazken, DSP30+IL-2 kombinasyonuyla stimiile edilmis kiiltiirlerde %75, TPA
(12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate) ile stimiile edilmis kiiltiirlerde ise %96
basar1 yakaladiklarini bildirmislerdir (61). Calismamizda bu literatiir bilgisi destegi
ile CpG-oligonikleotid DSP30 ve IL-2 kombinasyonunu tercih ettik. Buna gore
stimiile edilen 72 saatlik 36’s1 periferik kan, 5’1 kemik iligi toplam 41 kiiltiiriin 33
(%80.4)’iinde yeterli sayida ve kalitede metafaz elde edildi. Referans aldigimiz
Haferlach C., Dicker F. (2007) ve ark. ile Dicker F. ve ark.nin (2006) ¢alismalarina
oranla daha diisiik kiltir basaris1 c¢ikmasma ragmen literatiirdeki benzer
caligmalardaki oranlara baktigimizda elde ettigimiz kiiltiir basaris1 orani yliksek
olarak degerlendirilebilir. Wren ve ark.nin herhangi bir ajanla stimiile edilmemis
kiiltiirlerde basarisiz olmalar1 ve DSP30+IL-2 kombinasyonu ile bizim ¢alismamizda
yakaladigimiz kiiltiir basar1 oranina yakin bir sonug¢ elde etmeleri bizim agimizdan
Oonemlidir. Fakat Wren ve ark.nin bu calismasinda az sayida hastanin dahil edilmesi
ve TPA maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle, biz c¢alismamizda DSP30+IL-2
kombinasyonunu tercih ettik. Elde ettigimiz bu veriler, rutinde KLL hastalarinda
uyguladigimiz protokoliin basari ile uygulanabilecegini gostermektedir .

KLL’ DE SIK GORULEN KROMOZOMAL ANOMALILER VE

YONTEMLERE GORE SAPTANABILIRLILIKLERI

13914 Delesyonu

13q14 delesyonu tek allelde ve eslik eden baska kromozomal anormallik

yoksa, iyi prognoz belirtecidir (51). Literatiirde oldugu gibi ¢alismamizda da en sik
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saptanan anomali, 13q14 delesyonudur. FISH ile 15’1 izole, 5’1 kombine olmak {izere
toplam 20 (%48.7) olgu 13ql4 delesyonu olarak degerlendirildi. Bu olgularin
konvansiyonel sitogenetik analizinin 3’iinde 13. kromozom translokasyonu goriildii.
MLPA ile bu olgularin 14’iinde 13ql4 delesyonu tespit edildi. FISH ile 13ql4
delesyonu, MLPA ile normal degerlendirilen 6 olgu, diisiik diizey mozaisizmli
hastalardi. MLPA ile %27.5 ve {lizeri mozaisizmli olgularda delesyon tespit
edilirken, %26 ve alt1 olgular yanlis negatif olarak degerlendirildi. Higbir olgu
MLPA ile yanlis pozitif olarak degerlendirilmedi. MLPA ile bu diisiik mozaiklik
oranlarinin dogru bir sekilde saptanmasma yonelik literatiirde yayinlanan
calismalarda bu oranlar konusunda farkli yaklagimlar goriilmiistiir. Al Zaabi ve ark.
%10-23 oraninda mutant hiicre varliginda MLPA ile yanlis negatif sonuglarin
aliabilecegini bildirmislerdir (50). Coll-Mulet ve ark. bu smir1 %25, Abdool ve
ark.da bu simir1 %20 olarak bildirmislerdir. Calismamizda biz bu oran %25-30 olarak
tespit ettik. MLPA ile elde ettigimiz sonuglart FISH yontemi ile elde ettigimiz
sonuglar ile kiyasladigimizda, FISH ile 13ql4 delesyonu goriilen 1°1 izole digeri
kombine 2 olgu, MLPA ile de tespit edilirken, MLPA analizinde ek olarak 17p13
delesyonu ve 9p21 delesyonu tespit edildi. MLPA’nin bu c¢alismadaki
avantajlarindan biri, sitogenetik ve FISH ile tespit edilemeyip MLPA ile 17p13 ile
9p21 delesyonu tespit edilen bu iki olgu olmustur. 17p13 delesyonlu olgularda
kemoterapi direnci bildirilmistir ve prognoz kotiidiir (54). KLL’1i olgularda 17p13
sonucu, klinisyenin tedaviyi yonlendirmesi agisindan 6nemlidir. Ayrica MLPA ile
13q14 delesyonu tespit edilen 5 (%35.7) olgunun Rbl prob doz oranlari normal
olarak degerlendirilirken, %64.3 olguda delesyon olarak degerlendirildi. Fabris S. ve
ark. bu oram1 %54.2 olarak bildirmislerdir. Rb geni, genomik instabilitenin
saglanmasi ve hiicre siklusunun ilerlemesinde kritik dneme sahiptir. RB1 geninin
mono ya da biallelik delesyonu, 16semi gelisimine katkida bulunmaktadir (72). Bu
calismada FISH tekniginin diisiik diizey mozaisizmli olgular tespit edebilmesi ve
ayrica monoallelik/biallelik 13q14 delesyonu ayrimini yapabilmesi, FISH tekniginin
MLPA yontemine gore Oonemli avantajlaridir. MLPA analizinde, %26 ve alti
mozaisizmli olgularin doz orani incelendiginde, 13q14’°e spesifik problarda delesyon

sinir1 diizeylerinde doz oranlar dikkat ¢ekmektedir. Ayrica MLPA ile biallelik 13q14
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delesyonlu olgularda 13q14’e spesifik problarda ¢ok diisiik doz orani tespit edilse de,
monoallelik/biallelik ayrimi1 yapilamamaktadir.

Calismamizda her 3 yontemle olgularin sonuglar1 degerlendirildiginde,
%48.7’sinde 13q14 delesyonu goriildii. Literatiirde ise, ¢alismalarinda Wren ve ark.
%69.2 (61), Haferlach C. ve ark. %57.4 (23), Dicker ve ark. %64.3 (30), Stevens-
Kroef M. ve ark. %56 (65), Al Zaabi ve ark. %44 (50), Fabris S. ve ark. %39 (6)
olguda 13q14 delesyonu bildirmislerdir. Tiirk populasyonunda ise, Durak B. ve ark.
79 B-KLL hastasinda FISH ile olgularin %32.9’unda 13ql4 delesyonu
bildirmislerdir (66). Calismamizda elde ettigimiz %48.7 orani, literatiire oranla biraz
diisiik yorumlanabilir fakat yakin veya daha diisik oranlarda da calismalar
mevcuttur. Calismaya dahil olma kriterleri ve ¢alismanin yapildigi toplum ya da 1k
bu oranlar1 etkileyebilmektedir. Calismamizin en Onemli amact MLPA’nin
kullanilabilirliligini degerlendirmek oldugundan, biz hasta grubumuzu KLL tanisi
almis heterojen bir grup olarak belirledik. Hasta grubumuzda yeni tan1 almis hastalar,
uzun siire takipli hastalar ve kemoterapi dykiisii mevcut hastalar bulunmaktadir.
Literatiirle uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da KLL’li hastalarda en sik saptanan
anomali 13q14 delesyonudur.

Trizomi 12

Bu ¢alismada konvansiyonel sitogenetik yontemle en sik tespit edilen anomali
trizomi 12’dir. Kiiltiirde basar1 saglanan 33 kiiltiiriin 12 (%36.3)’si trizomi 12 olarak
degerlendirildi. Kiiltiirii basarisiz sonuglanan 8 olgudan 1°1 iFISH teknigi ile %6
oraninda mozaik trizomi 12 olarak degerlendirildi. Bu calismada uygulanan 3
yontem ile elde edilen sonuglar incelendi ve 41 olgunun 13 (%31.7)’ilinde trizomi 12
saptandi. Yue-yun L. ve Xiao-jun H. Cinli B-KLL hastalarinda konvansiyonel
sitogenetik yontemle yaptiklart calismada, %34.5 olguyu trizomi 12 olarak
degerlendirmislerdir (62). Durak B. ve ark.nin Tiirk populasyonunda yaptiklar
calismada ise, trizomi 12 sikligi %15.2 olarak bildirmislerdir (66). Bir diger
calismada ise, Haferlach C., Dicker F ve ark. KLL’li hastalarin %13.6’sinda trizomi
12 tespit etmiglerdir (23). Dicker F. ve ark.nin yaptig1 c¢aligmada ise, trizomi 12
siklig1 %12.8 olarak belirlenmistir (30). Al Zaabi ve ark. da FISH yontemi ile KLL’1i
olgularda trizomi 12 sikhigimi %7 olarak saptamislardir (50). Calismamizda elde
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ettigimiz trizomi 12 yiizdesi, bircok ¢alismadan yiiksek olmasina ragmen literatiirde
benzer veya daha yiiksek oranlara da rastlanmaktadir.

Calismamizda konvansiyonel sitogenetik ve iFISH ile trizomi 12 olarak
degerlendirilen 13 olgudan 9’u MLPA yontemi ile trizomi 12 olarak
degerlendirilirken, 4 olgu normal degerlendirildi. MLPA ile normal degerlendirilen
bu olgular, konvansiyonel sitogenetik ve iFISH ile diisiik diizey mozaisizm tespit
edilen olgulardir. Bu ¢alismada MLPA ile %25-30 {lizeri mozaik trizomi 12’li
olgular yakalanabilirken, daha diisiik yiizdeli mozaiklikler MLPA ile saptanamadi.
iFISH ile %30 ve alt1 mozaik trizomi 12 tespit edilen bu 4 olgu, MLPA ile yanlis
negatif olarak yorumlandi. Higcbir olgu MLPA ile yanlis pozitif  olarak
degerlendirilmedi. Bizim ¢alismamizda MLPA tekniginin trizomi 12’11 olgular1 tespit
edebilme aralig1 %25-30 olarak belirlendi. %30 ve altindaki mozaisizm tespit edilen
bu 4 olgunun MLPA sonuglart ayrintili incelendiginde, sinir diizey amplifikasyon
doz oranlar1 dikkat ¢ekmektedir. Coll-Mulet ve ark. yaptiklar1 ¢calismada, MLPA ile
%?25’ten daha diisiik mozaisizmli olgularin yanlis negatif olarak yorumlanacagini
bildirmislerdir (63). Abdool ve ark. ise, bu sinir1 %20 olarak bildirmislerdir (64).
Calismamizda tespit ettigimiz bu aralik, bu iki ¢calismayla benzerlik gostermektedir.

Saptanan Diger Kromozomal Yeniden Diizenlenmeler

Konvansiyonel sitogenetik yontemle calismamizda 5 (%15.1) olguda
translokasyon tespit edildi. Bu translokasyonlarmn 1’i kompleks karyotip olarak
degerlendirilirken, diger 4 (%12.1) olguda 13. kromozom yeniden diizenlenmeleri
tespit edildi. Bu olgularin birgogunda metafaz evresinde FISH teknigi ile
translokasyonla uyumlu sinyaller gozlendi. Literatiirde KLLL’li olgularda birgok farkli
translokasyon saptanmistir. Bunlarin 6nemli bir kismi 13. kromozom yeniden
diizenlenmeleridir.. Wren ve ark. 24 KLL olgusunun 4 (%16.6)’tii 13. kromozom
yeniden dizenlenmeleri olmak (izere, toplam 5 (%20.8) olguda translokasyon tespit
etmiglerdir. Calismamizda elde ettigimiz bu sonu¢ ile Wren ve ark. nin sonuglari
benzerlik gostermektedir. Haferlach C., Dicker F ve ark. ise, %3.3 oraninda 13.
kromozom yeniden diizenlenmeleri tespit etmislerdir. Ozellikle MLPA y&ntemi ile
kromozomal translokasyonlar saptanamaz. iFISH teknigi ile de translokasyonlara
yonelik problar kullanilmadik¢a translokasyon tespiti miimkiin olmamaktadir.

Calismamizda translokasyonlu olgularin 2’sinde MLPA ve iFISH sonuglar1 normal,
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diger 3 olguda ise, 13q14 delesyonu tespit edildi. FISH ile bu olgularin 1 tanesinde
monoallelik-biallelik 13g14 delesyonu goraldu.

Bu c¢alismada FISH ile 1 olguda (%2.4) %7 oraninda mozaik 11922
delesyonu gorildid. Bu olgu konvansiyonel sitogenetik ve MLPA ile normal
degerlendirildi. 2 (%4.8) olguda kombine 17p13 delesyonu gozlendi. Bu 2 olgu da
MLPA ile tespit edilirken, 1’1 FISH yontemi ile tespit edilebildi. Literatiirde ¢esitli
calismalarda KLL’li hasta gruplarinda 11q22 ve 17p13 delesyonu sirastyla %5-20,
%7-20 olarak bildirilmistir (66-71).

Calismamizda konvansiyonel sitogenetikle tespit edilen trizomi 3’li 1 (%2.4)
olgu, MLPA ve FISH ile normal degerlendirildi. KLL’li olgularda nadiren saptanan
trizomi 3, iyi prognoz gostergesidir (4, 49). Haferlach C. ve ark. 506 KLL’li olgudan
yaptiklar1 genis kapsamli ¢aligmada sadece 3 (0.59) olguda trizomi 3 karyotipi
bildirmislerdir. Diger yontemler ile Trizomi 3’ {in saptanamamasinin nedeni bu
kromozoma 6zgii problarin kullanilmamasidir. Konvansionel sitogenetik yontemlerin
altin standart olmasinin en 6nemli nedeni bu noktadadir. Ciinkii kullandigimiz diger
yontemlerde sadece hastalikla iliskilendirilmis bolgelere yonelik prob dizaynlari
yapilmaktadir. Ancak sunu ¢ok net biliyoruz ki 6zellikle hematolojik malignansilerde
cok farkli kromozomal yeniden diizenlenmelerle karsilasabiliriz. Bu nedenle MLPA
ve FISH gibi yontemlerin, KLL veya herhangi bir hematolojik malignanside tek
baslarina kullanilmasi yeterli olmamaktadir.

SAPTANAN BULGULARIN YONTEMLER ACISINDAN

DEGERLENDIRILMESI

Bu calisma, tespit edilen sitogenetik  anormallikler  ag¢isindan
degerlendirildiginde, MLPA ile FISH arasindaki konkordans 9%74.4 olarak
hesaplandi. Bu oran literatiir ile karsilastirildiginda diisiik bir oran olarak
nitelendirilebilir. Fabris S. ve ark. MLPA ile FISH arasindaki konkordans1 %95 gibi
yiiksek bir oranda tespit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda bu oranin literatiire oranla
diisiik saptanmasinin nedeni diisiikk diizey mozaisizmli olgularimizin fazlaligidir.
Literatiirde bir¢ok c¢alismada goriilen cinsiyet kromozom kayiplari ¢alismamizda
tespit edilmedi.

MLPA, multipleks gen dozaj analizi yapabilen, PCR temelli, tek reaksiyonda
50’ye yakin gen bolgesi inceleyebilen kolay bir yontemdir. MLPA yonteminin
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hassasiyeti konusunda iiretici firma tarafindan tek niikleotid farkliliklarini bile
ayirabilir diizeyde oldugu savunulsa da, probun baglanma bolgesine gére bu 2-3 baz
degisebilmektedir.

41 KLL hastasinin SALSA Probmiks P037-A2/P038-A2 Kkitleri ile ¢aligildigi
bu proje, teknik ve analiz siirelerinin toplami giinliik 3-4 saat ¢alisma siiresi ile 4-5
giinde tamamlandi. MLPA c¢alismasi her dongiide 20 hasta+4 internal kontrol ile
yapildi. FISH yontemi ile her dongiide 24 prob (6 hasta) calisildi. FISH teknigi ve
analizi gunlik 5-6 saat calisma siiresi ile 14-15 gunde tamamlanabildi. MLPA
teknigi, FISH teknigine gore, kolay uygulanabilen, ¢aligma siiresi oldukga kisa siiren
ve analizi kolay bir tekniktir. Ayrica MLPA, PCR ve sekans cihazi bulunan
laboratuarlarda kolayca uygulanabilecek bir yontemdir.

Bu ¢alisma ile 41 KLL hastasinda en sik tanimlanmis sitogenetik anomalileri
tespit etmek i¢cin 4 FISH probu kullanildi. 41 KLL hastas1 igin, 11q22.3 (ATM),
13q14.3 ve 17pl13 (p53) lokus spesifik problari ve sentromerik 12 problarinin
maliyeti yaklagik 10.300 euro’dur. SALSA Probmiks P037-A2/P038-A2 MLPA
Kitlerinin 41 KLL hastasindaki maliyeti ise, yaklasik 2.000 euro’dur. Maliyet
acisindan MLPA teknigi, FISH teknigine gore, oldukca diisiik maliyetli bir
yontemdir.

Bu proje, iilkemizde, KLL’de MLPA tekniginin rutindeki tekniklerle
karsilagtirildigr ilk calisma Ozelligini gostermektedir. Elde ettigimiz MLPA
sonuclarini, tilkemizde benzer ¢alisma olmamasi nedeniyle yurt dis1 ¢aligsmalar ile

karsilastirdik.
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SONUCLAR

. KLL’de periferik kan ve kemik iligi kiiltiiriinde mitotik stimulan

ajanlardan DSP30+IL-2 kombinasyonu kullanimi ile %80.4 oraninda
kiiltiir basaris1 yakalandi.

. Konvansiyonel sitogenetik ile 12 (36.3) olguda trizomi 12, 4’i 13.
kromozom  yeniden dizenlenmeleri olmak lzere 5 (%12.1) olguda
translokasyon saptandi.

. FISH tekniginin MLPA teknigine gore, diisiik diizey mozaisizmleri tespit
edebilme istlinligl bu calisma ile de goriildii. MLPA teknigi ile, trizomi
12’ye spesifik %30 ve altinda mozaisizmli 4 olgu, 13q14’e spesifik %26
ve alt1 gibi diisiik mozaisizmli 6 olgu yanlis negatif olarak sonuglandi.
Kanser sitogenetiginde mozaisizmlerinin 6nemi biyiiktir. Bu durum
MLPA i¢in 6nemli bir dezavantajdir.

17p13 ve 9p21 delesyonlu 2 olgu sadece MLPA teknigi ile tespit edildi.
FISH teknigi ile KLL’li olgularda en sik goriilen sitogenetik anormallikler
degerlendirilirken, MLPA ile nadir goriilen sitogenetik anormallikler de
degerlendirilebilmektedir. 17p13 delesyonlu bir olgu, bolgeye 6zgii FISH
probu ile calisilmasina ragmen tespit edilemedi.

MLPA ile 13q14 delesyonu tespit edilen olgular bu bdélgeye 6zgl dizayn
edilmis prob bolgeleri acisindan incelendiginde, delesyon goriilen
vakalarin  %35.7 sinde bu bolge problarindan olan Rb geni prob
bolgesinde delesyon gdzlenmedi. FISH veya konvansiyonel sitogenetik
yontemlerde bu ayrim yapilamamaktadir. Bu durum MLPA tekniginin

FISH’e olan iistiinliigli agisindan 6nemlidir.

. Monoallelik/biallelik delesyon ayrimi FISH ile yapilabilmektedir. Bu

calisma ile 3 olguda kombine monoallelik-biallelik 13914 delesyonu
FISH ile tespit edildi. MLPA analizinde ilgili bolgedeki problarda ¢ok

diistik doz orani tespit edilse de ayrim yapilamamaktadir.

. Her 3 yontem ile elde edilen sonuglar degerlendirildiginde %48.7 ile en

sik goriilen anomali 13q14 delesyonu, %31.7 ile 2. siklikta trizomi 12,
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10.

%4.8 oraninda 17p13 delesyonu, %2.4 oraninda 11q22 delesyonu, %?2.4
oraninda ise, 9p21 delesyonu tespit edildi.

Konvansiyonel sitogenetik, FISH ve MLPA vyontemi ile 41 KLL
hastasinin degerlendirildigi bu c¢aligmada, 34 (%82.9) hasta anormal
olarak degerlendirildi.

MLPA yontemi kolay uygulanabilir, diisiik maliyetli, KLL’de sik ve nadir
gorilen sitogenetik anormallikleri tek reaksiyonla tespit edebilme
avantajlarina ragmen, kanser hiicrelerindeki diisiik dizey mosaisizmleri
tespit edebilme sorunu nedeni ile FISH ile komplementer bir secenek
olabilir.

Bu calisma iilkemizde, KLL’de MLPA yonteminin rutin tekniklerle
birlikte degerlendirildigi ilk ¢alisma 6zelligini gostermektedir. Literatiirde
KLL’de sitogenetik-FISH ya da FISH-MLPA karsilastirmasi agisindan
bircok c¢aligma mevcut iken, konvansiyonel sitogenetik-FISH-MLPA
yontemlerinin birlikte degerlendirildigi calismaya rastlanmamustir. Ayrica
tilkemizde KLL’de DSP30+IL-2 kombinasyonun bir mitotik stimilan
olarak kiiltiirde kullanildigi ¢alismaya rastlanmamis olup, sonuglarimiz
kombine stimiilan kullanmamizin kiiltiir basar1 oranini1 arttirdigini agikga

vurgulamaktadir.
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