
 
T. C. 

ULUDAĞ ÜNĐVERSĐTESĐ 

TIP FAKÜLTESĐ 

TIBBĐ GENETĐK ANABĐLĐM DALI 

 

 

 

KRONĐK MĐYELOSĐTER LÖSEMĐLERDE FÜZYON GEN KALĐTATĐF VE 

KANTĐTATĐF DEĞERLERĐNĐN FISH VE MOLEKÜLER GENETĐK 

YÖNTEMLER ĐLE KARŞILAŞTIRILMASI  

 

 

 

 

Dr. Şebnem ÖZEMRĐ SAĞ 

 

 

UZMANLIK TEZĐ 

 

 

 

 

 

 

Bursa-2010 



 
T. C. 

ULUDAĞ ÜNĐVERSĐTESĐ 

TIP FAKÜLTESĐ 

TIBBĐ GENETĐK ANABĐLĐM DALI 

 

 

 

 

KRONĐK MĐYELOSĐTER LÖSEMĐLERDE FÜZYON GEN KALĐTATĐF VE 

KANTĐTATĐF DEĞERLERĐNĐN FISH VE MOLEKÜLER GENETĐK 

YÖNTEMLER ĐLE KARŞILAŞTIRILMASI  

  

 

 

Dr. Şebnem ÖZEMRĐ SAĞ 

 
 
 

UZMANLIK TEZĐ 

 

 

Danışman: Doç. Dr. Tahsin YAKUT 

 
 

Bursa -2010



 i

ĐÇĐNDEKĐLER 

 

 

Özet                                 …………………………………. ii 

Đngilizce Özet  ………………………………….  iii 

Giriş    ………………………………….     1 

Gereç ve Yöntem     ………………………………….  54 

Bulgular   …………………………………. 60 

Tartışma ve Sonuç            …………………………………. 75 

Kaynaklar             …………………………………. 86 

Teşekkür             ………………………………….     102 

Özgeçmiş   …………………………………. 103 



 ii

ÖZET 

 

 

BCR-ABL pozitif hücrelerin tespitinde, Floresan In Situ Hibridizasyon 

(FISH) ve Kantitatif Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonunu 

(QRT-PCR) içeren moleküler tanısal yöntemler, klasik konvansiyonel 

sitogenetik analize göre daha sensitiftir. QRT-PCR, üstün sensitivitesinden 

dolayı, imatinib ile tedavi edilen Kronik Miyelositer Lösemilerin (KML) 

takibinde altın standart olarak düşünülmektedir. Bizim çalışmamızın amacı, 

KML hastalarında farklı zamanlarda FISH ve QRT-PCR’ın diagnostik ve klinik 

faydalılığının karşılaştırılmasıdır. 

Bu çalışmada, retrospektif olarak analiz edilen 78 KML hastasının 135 

sonucu Philadelphia (Ph) translokasyonu için hem FISH hem de QRT-PCR 

çalışmaları ile test ettik ve bu iki farklı tekniğin avantaj ve dezavantajlarını 

değerlendirdik. 

Bizim çalışmamız, yeni tanı konmuş vakaların tümünün her iki metotla 

pozitif olduğunu gösterdi. Bir vakada, FISH pozitifti, QRT-PCR negatifti; 61 

vakada QRT-PCR pozitifken FISH negatifti. FISH ve QRT-PCR’ın tam uyumu 

(her iki testte negatif veya pozitif olma) 73 vakada bulundu (%54,1) ve 62 

vakada (%45,9) farklılık tanımlandı. Aynı zamanda QRT-PCR değerleri ile 

sitogenetik yanıt kategorileri arasında iyi bir uyum vardı.  

QRT-PCR’ın düşük seviyelerdeki BCR-ABL transkriptlerini tam olarak 

ölçmeye izin verdiğini ve minimal rezidüel hastalığın (MRH) hassas bir 

göstergesi olarak hizmet verdiğini doğruladık. Ek olarak, yeni tanı konmuş 

KML hastaları arasında BCR-ABL füzyon genini tespit etmede FISH ile QRT-

PCR ‘ın %100 korele olduğunu gösterdik. Aynı zamanda FISH’in minimal 

rezidüel hastalığın takibinde uygun olmadığı sonucuna vardık. 

 

Anahtar kelimeler: Kronik miyelositer lösemi (KML), philadelphia (Ph) 

translokasyonu, floresan in situ hibridizasyon (FISH), kantitatif revers 

transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR), minimal rezidüel 

hastalık (MRH). 
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SUMMARY 

 

 

Comparison of Qualitative and Quantitative Values of Fusion Gene by  

FISH and Molecular Genetic Methods in Chronic Myelogenous 

Leukemia 

 

The molecular diagnostic methods including fluorescence in situ 

hybridization (FISH) and quantitative reverse transcription-polymerase chain 

reaction (QRT-PCR) are more sensitive than classical conventional 

cytogenetic analysis for the detection of BCR-ABL positive cells. QRT-PCR, 

due to its superior sensitivity, is considered the gold standard for the follow-

up of chronic myelogenous leukemia (CML) treated with imatinib. The 

objective of our study was to compare the diagnostic and clinical usefulness 

of FISH and QRT-PCR at different time points for CML patients. 

In this study, we retrospectively analyzed 135 results of 78 patients 

with CML tested by both FISH and QRT-PCR studies for Philadelphia (Ph) 

translocation and evaluated the advantages and disadvantages of these two 

different techniques. 

Our study demonstrated that all newly diagnosed cases were positive 

with both methods. In one case, FISH was positive and QRT-PCR was 

negative; in 61 cases, FISH was negative while QRT-PCR was positive. An 

overall concordance of FISH and QRT-PCR (being either negative or positive 

in both tests) was found in 73 cases (54.1%) and a discrepancy identified in 

62 cases (45.9%). Also, there was a good concordance between QRT-PCR 

values and cytogenetic response categories. 

We confirm that QRT-PCR allows precise measurement of low levels 

of BCR-ABL transcripts and can serve as a sensitive indicator for minimal 

residual disease. In addition, we demonstrate a 100% correlation of QRT-

PCR with FISH in detecting the BCR-ABL fusion gene among patients with 

newly diagnosed CML. We also conclude that FISH is not suitable for 

monitoring minimal residual disease. 
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Key words: Chronic myelogenous leukemia (CML), philadelphia (Ph) 

translocation, fluorescence in situ hybridization (FISH), quantitative reverse 

transcription-polymerase chain reaction (QRT-PCR), minimal residual 

disease (MRD). 
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GĐRĐŞ 

 

 

Lösemi terimi, 1845 yılında ilk kez Virchow tarafından kullanıldı (1). 

Lösemi, hematopoezin herhangi bir aşamasında hücre farklılaşmasının 

durması ve hücrelerin klonal olarak çoğalarak kemik iliğini ve/veya kemik iliği 

dışı dokuları sarmasıdır (2, 3). Lösemi hücreleri birincil olarak kemik iliğinde 

ve lenfoid dokularda çoğalır, sonra periferik kana geçerek diğer dokulara 

yayılır (4, 5).  

Hematopoetik kök hücreler, kendi kendini yenileme ve matür kan 

hücrelerine farklılaşabilme yeteneğine sahiptirler. Đlk hücreler, lenfoid ve 

myeloid projenitör olarak adlandırılan seriyi meydana getirir. Lenfoid öncüller 

tekrar bölünürler ve T, B lenfosit ve doğal öldürücü hücrelere farklılaşırlar. 

Myeloid öncül hücreler, granülosit-monosit prekürsörler ve megakaryosit-

eritrosit prekürsörlerini ortaya çıkarır. Đlk hücre soyundan granülositler ve 

monositler gelişirken, diğerinden trombosit ve eritrositler gelişir. 

Hematopoetik kök hücreden olgun kan hücrelerinin oluşumu aşağıda 

gösterilmiştir (Şekil-1) (6). Lösemilerde ise kemik iliği hücrelerinin gelişim 

aşamaları sırasında bir nesilde hücrelerin çoğalma hızının arttığı görülür, 

neoplastik klon kemik iliğinde çoğalır ve diğer kemik iliği hücrelerinin yerini 

almaya başlar. Hücre hatlarının sayısında periferik kandaki kan hücrelerinin 

yerini tutacak ölçüde bir artış görülür (7). 
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Şekil-1: Hematopoetik hiyerarşi. 

 

Morfolojik yönden hastalığa tutulan hücre dizisinin tipine göre (myeloid 

ya da lenfoid) ve prolifere olan kan hücresinin genç ya da olgunlaşmış 

olmasına göre (akut ya da kronik) sınıflandırması yapılmaktadır (8). 

Akut lösemiler, olgunlaşmamış kan yapıcı veya öncül hücrelerin artışı 

sonucu oluşmaktadır. Akut lösemilerde kontrolsüz çoğalan hücreler lenfoid 

öncül hücreler ise “akut lenfoblastik (lenfoid) lösemi”, myeloid öncül hücreler 

ise “akut myelositik (myeloid) lösemi” olarak tanımlanmaktadır. 

Kronik lösemiler ise olgunlaşmış kemik iliği elemanlarının artışı sonucu 

ortaya çıkan bir hastalıktır. Kronik lösemilerde kontrolsüz çoğalan hücreler 

lenfoid öncül hücreler ise “kronik lenfositik (lenfoid) lösemi”, myeloid öncül 

hücreler ise “kronik myelositik (myeloid) lösemi” olarak tanımlanmaktadır (8).  

 

Kronik Miyelositer Lösemi (KML) 

 

Tanımı 

Kronik miyelositer lösemi (KML), kronik granülositik lösemi olarak da 

adlandırılır. KML, primitif pluripotent kök hücrenin miyeloid projenitör 

hücrelerde artmış proliferasyon ve azalmış apoptozu ile karakterize klonal bir 

hastalığıdır (9-12). Kemik iliğinde aşırı miyeloid hiperplazi, periferik kanda 
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olgun miyeloid hücrelerden oluşan yüksek lökosit sayısı (bazofili ile birlikte) 

ve splenomegali ile karakterizedir. Akut lösemide varolan patolojik tablonun 

aksine, KML’de lösemi hücreleri farklılaşma yeteneklerini kaybetmemişlerdir 

(13). Kronik, akselere ve blastik olmak üzere üç farklı klinik evre ile 

karakterizedir: Kronik faz olarak adlandırılan ilk fazda olgunlaşma gösteren 

miyeloid hücrelerin artışı mevcut iken ardından gelen ikinci ve üçüncü 

fazlarda zamanla miyeloid olgunlaşma azalır ve akselere faz ve / veya blastik 

faza geçiş gözlenir (9). 

KML, spesifik karyotipik anomalinin saptandığı ilk hastalıktır. Moleküler 

düzeyde en iyi karakterize edilmiş lösemi tipidir (14). Aynı zamanda biyolojik 

ajan olan interferon kullanılarak lösemik klonun baskılandığı ve sağkalımın 

uzatıldığı ilk neoplastik hastalık olma özelliğini de taşımaktadır (15). 

KML, kronik miyeloproliferatif hastalıklardan (KMPH) bir tanesidir 

(Tablo-1). Miyeloproliferatif hastalıkların hepsinde neoplastik kök hücrelerin 

proliferatif kapasitesi kontrolsüzdür ve aşırı hemotopoesis meydana gelir. 

Neoplastik kök hücreler tam farklılaşma geçirme yeteneklerini korurlar ve 

sonuç olarak kanda kemik iliğinde matür ve immatür hücre sayısında belirgin 

bir artma görülür. 

KMPH, neoplastik kök hücrelerinin geçirdiği predominant farklılaşma 

türü ile birbirlerinden ayırt edilirler. Ayrıca KMPH ilerleyicidir ve iyi şekillenmiş 

ve işlevli hücrelerin aşırı üretildiği bir hastalıktan, kemik iliği yetmezliği veya 

akut lösemiye geçişin eşlik ettiği bir hastalığa dönüşme olasılığı taşırlar. 

Benzer hücre ve kaynak dokuya rağmen bütün miyeloproliferatif hastalıklar 

bir hastalık olarak gruplandırmak ve tedavi etmek mümkün değildir. En sık 

görülen KMPH’lar KML, esansiyel trombositemi, idiyopatik miyelofibrozis ve 

polisitemia vera’dır (16). 
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Tablo-1: Kronik miyeloproliferatif hastalıkların sınıflandırılması (17). 

• Tipik Kronik Miyeloid Lösemi 

    Morfolojik varyantları: 

      Kronik eozinofilik lösemi 

      Kronik bazofilik lösemi 

      Kronik nötrofilik lösemi 

• Esansiyel trombositemi 

• Polisitemia vera 

• Đdiyopatik miyelofibrozis 

• Kronik miyelomonositik lösemi, proliferatif tip 

• Atipik kronik miyeloid lösemi  

      

Tarihçe 

Đlk bildirilen KML olgularının 1848 yılına rastlamasına rağmen bugünkü 

anlamda ilk klinik tanım 1924’te yapılmıştır (18). 1960 yılında Nowell ve 

Hungerford tarafından Kronik Miyelositer Lösemili hastalarda anormal bir 

kromozom saptanmıştır. Đnsan kanserleri ile ilişkisi tespit edilen ilk 

kromozomal bozukluk olan ve daha sonra keşfedildiği şehrin ismiyle 

Philadelphia (Ph) kromozomu olarak anılan 9. ve 22. kromozomlar arasındaki 

bu translokasyon, kromozomal bantlama tekniğindeki ilerlemeler sayesinde 

1973’te Rowley tarafından gösterilmiştir. 1980’li yıllarda yapılan araştırmalar, 

karşılıklı translokasyona bağlı olarak, 9. kromozom üzerindeki ‘‘ABL’’ proto-

onkogeni ile 22. kromozom üzerindeki ‘‘BCR’’ geninin birleşmesi sonucu 

oluşan ‘‘BCR-ABL’’ füzyon geninin, KML hastalarında kök hücre çoğalmasını 

arttıran ve programlanmış hücre ölümünü inhibe eden tirozin kinaz 

aktivitesine sahip bir protein kodladığını ortaya koymuştur. Hastalığın 

moleküler temeline ışık tutan bu bilgiye dayanılarak 1990’lı yılların 

ortalarından itibaren tirozin kinaz inhibisyonuna yönelik geliştirilmeye 

başlanan ilaçlarla günümüzde KML, potansiyel tedavi edilebilir bir hastalık 

olarak karşımızdadır (19). 
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Epidemiyoloji 

Kronik Miyelositer Löseminin yıllık görülme sıklığı, karakteristik 

sitogenetik anormalliğin tanımlandığı 1973 yılından günümüze doğru 

gelindiğinde hafifçe azalmaktadır. 1973 yılında 100.000 kişide 1,9 iken 

1999’da 100.000’de 1,5 (19). Batılı ülkelerde görülme oranı 1/100.000’dir ve 

erişkin lösemi olgularının %15-20’sini oluşturmaktadır. Türkiye’de sıklığı 

bilinmemektedir. Genellikle orta-yaş hastalığı olup, erkeklerde kadınlara göre 

daha sıktır (1,5:1) (17). Ortalama görülme yaşı 45-55 olarak saptanmıştır. 

Đnsidansı yaşla artış gösterir, hastaların %30’u 60 yaş üstündedir, %3’ü ise 

çocukluk çağında görülür (20-22). 

Etiyoloji 

Vakaların çoğu sporadik olup, etiyolojide suçlanan izole tek bir ajan 

bulunmamaktadır. KML riskinin iyonize radyasyon maruziyetinden sonra 

artabileceği bildirilmiştir. Ankilozan spondilit nedeniyle radyoterapi alanlarda 

artmış KML insidansı saptanmıştır. Japonya’da 1945’teki atom bombası 

patlamasından sonra radyasyona maruz kalanlarda artmış KML insidansı 

saptanmış ve maruziyetten 5 – 12 yıl sonra bu riskin pik yaptığı ve doza 

bağımlı olduğu görülmüştür. Bununla birlikte nükleer endüstrilerde 

çalışanlarda artmış bir KML riski gösterilmemiştir. 1940 öncesinde yeterli 

korunma sağlanmadan çalışan radyologlarda miyelositer lösemi gelişme 

ihtimali varken son zamanlarda yapılan çalışmalarda böyle bir birliktelik 

gösterilememiştir. Benzen maruziyeti akut miyelositer lösemi riskinde artışa 

neden olurken böyle bir risk artışı KML için bulunmamaktadır. KML alkilleyici 

ajanların kullanımı veya radyoterapi sonrası sekonder bir lösemi olarak 

karşımıza çıkmamaktadır (14, 15, 23, 24). 

Patogenez 

KML, insanlarda bir spesifik kromozom anomalisi ile ilişkisi tespit 

edilen ilk hastalıktır (13). KML’nin pluripotent hematopoetik bir kök hücrenin 

BCR-ABL füzyon genini taşıyan Ph kromozomu edinmesi sonrasında 

proliferasyon avantajını kullanarak zaman içerisinde normal hematopoezi 

baskılayacak şekilde çoğalması ile oluştuğu düşünülmektedir. Bu hipotezin 

delili; elde edilen moleküler anomalinin hastaların hemen hepsinde aynı 
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şekilde bulunmasıdır. Fakat bu oluşum mekanizmasının hangi sitogenetik 

veya moleküler değişiklikler sonrası olduğu bilinmemektedir. Benzer şekilde 

kök hücre tarafından elde edilen proliferatif avantajın moleküler temelleri de 

henüz tamamen aydınlatılamamış olmakla birlikte lösemik progenitör 

hücrelerin interlökin – 3 (IL - 3) ve granülosit koloni - stimulan faktör (G - 

CSF) gibi büyüme faktörleri ile sürekli uyarılması ile ilişkili olabileceği ileri 

sürülmüştür (9). 

Ph kromozomu, 9. ve 22. kromozomların uzun kolları arasındaki 

resiprokal translokasyon t(9;22)(q34;q11) sonucu oluşan kısalmış kromozom 

22 dir (Şekil-2). KML’nin en belirleyici özelliğidir ve hastaların %90 - 95’inde 

bulunur. Aynı zamanda erişkin akut lenfoblastik lösemilerin (ALL) %15 - 

30’unda ve çocukluk çağı ALL’lerin %5’inde, yeni tanı almış akut 

miyeloblastik lösemilerin %2’sinde saptanır. Ph translokasyonu kromozom 

9q34’teki 3’ ABL gen segmentini, kromozom 22q11’deki 5’BCR gen 

segmentine ekler. Bu translokasyon sonucunda messenger ribonükleik asid 

(mRNA) trankripsiyonu olan hibrid BCR-ABL geni oluşur (25). 

 

 

Şekil-2: Kronik miyelositer lösemide Philadelphia kromozomu. Kromozom 9 
ve 22’nin uzun kolları arasında genetik materyalin resiprokal dengeli 
translokasyon t(9;22)(q34;q11). 

 

Translokasyon sonucu ortaya çıkan BCR-ABL füzyon geninin ürünü, 

molekül ağırlığı 210.000 dalton olan p210 proteinidir. Bu yeni protein, c-ABL 

proto-onkogeninin ürünü olan p145 proteinine göre belirgin olarak daha güçlü 
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tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. Hastalığın patogenezinde anahtar rol 

oynadığı kabul edilen BCR-ABL füzyon proteinlerinin, normal proteinlerle 

karşılaştırıldığında artmış fosforilasyon kapasitesine sahip olduğu ve 

hematopoetik kök hücrelerin KML fenotipine dönüşmesini sağladığını 

kanıtlayan çalışmalar vardır. Lösemik dönüşüme yol açan moleküler olaylar 

tam anlaşılmamış olmakla birlikte, BCR-ABL füzyonuyla oluşan p210 

proteininin, güçlü tirozin kinaz aktivitesiyle, immatur hematopoetik hücrelerde 

dönüşümü ve çoğalmayı indüklediği ve apoptozu suprese ettiği in vitro olarak 

gösterilmiştir (26). 

Hastalığın gelişimi için BCR-ABL füzyon geni varlığının yeterli olup 

olmadığı belirsizdir. Son zamanlarda, lösemi geliştirmeksizin kanlarında 

düşük seviyelerde BCR-ABL füzyon geni bulunduran normal kişiler 

gösterilmiştir (27). 

KML’li hastaların fibroblast kültürlerinde Ph kromozomunun 

bulunmaması ve tek yumurta ikizlerinde sadece KML’li kardeşte bu 

kromozomun görülmesi, bozukluğun edinsel olduğunun kanıtlarıdır. Ph 

kromozomu yalnız miyeloid seri hücrelerinde değil, megakaryositik ve eritroid 

seri elemanlarında, ayrıca olguların bir kısmında B lenfositlerde de bulunur. 

Hatta bazı olgularda T lenfositlerin küçük bir bölümünde Ph pozitifliği tespit 

edilmiştir. Bu bulgular KML’deki neoplastik dönüşümün pluripotent 

hematopoetik kök hücre düzeyinde olduğunu gösterir. Hastalığın pluripotent 

orijinine rağmen, kemik iliğinde sadece myeloid, monositik ve megakaryositik 

seri elemanlarının artmasına yol açan selektif ekspansiyonun nedeni 

bilinmemektedir (28). 

KML’de sitogenetik anormalliğin başlangıcı ile tanı arasında 6–8 yıllık 

sessiz bir dönem bulunur (preklinik dönem). Bu süre içinde Ph pozitif kök 

hücreden gelişen neoplastik klonun yanı sıra normal kök hücre klonları da 

hematopoezde rol oynar. Bu dönemde bazı düzenleyici mekanizmalar 

tarafından kontrol edilebilen pluripotent neoplastik kök hücrelerin zaman 

içinde nasıl otonomi kazandığı ve klonal üstünlük sağladığı halen 

bilinmemektedir. Ancak BCR-ABL füzyon geninin ürünü olan ve güçlü tirozin 

kinaz aktivitesine sahip p210 proteininin, neoplastik kök hücrelerde 
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proliferasyonu arttırarak ve apoptozu inhibe ederek Ph pozitif klona çoğalma 

önceliği kazandırdığı düşünülmektedir. p210 proteini farklılaşmayı 

engellemeden miyeloid seri elemanlarının çoğalmasını indükler ve yaşam 

sürelerini uzatır. Neoplastik klona ait hücre sayısındaki artışa yol açan bu 

durumun yanı sıra lösemik kök hücrelerin kemik iliği stroması ile etkileşimleri 

de anormaldir. Hücrelerin adezyon yeteneklerinin kaybolmasının, olgunlaşma 

ve proliferasyon bozukluğuna yol açtığı ve immatür hücrelerin kemik iliğinden 

çevre kanına geçmesiyle karakterize anormal bir miyeloid hücre trafiğine 

sebep olduğu ileri sürülmektedir. Đmmatür miyeloid hücrelerin periferik kana 

geçtiği bir başka hastalık olan Akut Miyeloblastik Lösemi (AML)’den farklı 

olarak KML’de lösemik kök hücreler farklılaşma ve olgunlaşma yeteneklerini 

tamamen kaybetmemişlerdir. Bu nedenle KML’de, hem kemik iliğinde hem de 

periferik kanda sayıca artmış halde farklılaşma ve olgunlaşma sürecindeki 

tüm myeloid seri elemanları görülebilir (28-31). 



 9 

Şekil- 3: KML’de miyeloid hücre proliferasyonu. 
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Şekil- 4: BCR-ABL’nin onkojenik aktivitesi. 
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Klinik  

Hastalık, hemen daima birbirini izleyen üç klinik evreye sahiptir: Kronik 

faz, Akselere (hızlanmış) faz ve Blastik faz. Hastaların %80’i ilk evre olan 

kronik evrede tanınır. Hastaların yaklaşık %10’u akselere fazda ve diğer 

%10’u blastik fazda bulunur (28). Bazı olgularda akselere faz görülmeksizin 

kronik fazdan blastik faza geçiş olabilir. 

Kronik evrede miyeloid hiperplazi sonucu granülosit sayısı artmış 

olmakla beraber lösemik hücrelerin olgunlaşmaları ve yaşam süreleri 

normale yakındır. Myeloid ve eritroid seriye ait elemanların fonksiyonlarının 

genellikle normal olmasına karşın bazı olgularda trombosit fonksiyonları 

bozulmuştur. Hastalığın doğal seyrinde kronik evre ortalama 3–4 yıl sürer. 

Kronik evredeki hastaların %5’i tanıdan sonraki ilk yıl içinde blastik evreye 

dönüşür. Sonraki her yıl için bu oran yaklaşık %20–25 civarındadır (32). 

Akselere faz, hastalığın hızlanarak kronik evreden çıktığı ve blastik 

dönüşüme doğru seyrettiği ara dönemdir. Bu dönemde periferik kanda ve 

kemik iliğinde miyeloblastların oranı artmaya başlar. Sebebi açıklanamayan 

ateş, kilo kaybı, gece terlemesi gibi sistemik semptomlar ortaya çıkar ve 

lökosit sayısını kontrol altında tutabilmek için artan dozlarda ilaç kullanımı 

gerekir. Akselere faz genellikle kısa sürer ve hastalar birkaç ay içinde blastik 

dönüşüm gösterir. 

Blastik faz hastalığın terminal dönemidir. Bu dönemde hastalık akut 

lösemi tablosuna benzer. Blastik dönüşüm genellikle miyeloid fenotipte 

gerçekleşir ancak bazen lenfoid fenotipte de görülebilir. Her iki durumda da 

prognoz kötüdür ve yoğun tedavilere rağmen hastalığın kronik faza geri 

dönüşü nadiren gerçekleşir. Remisyon sağlanamayan olgularda sağ kalım 3–

6 ay civarındadır. 

Hastalığın kronik fazdan akselere ve blastik faza ilerlemesinin 

mekanizması tam olarak anlaşılmamakla birlikte trizomi 8, izokromozom 17 

ve ikinci bir t (9;22) gibi ek sitogenetik anormallikler genellikle kronik fazdan 

akselere ya da blastik faza geçildiği zaman ortaya çıkmaktadır. Miyeloid tip 

blastik dönüşüm esnasında daha yaygın olarak görülen ve hastalığın 

progresyonu ile ilişkilendirilen bu sekonder sitogenetik anormalliklerin, farklı 
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bir kök hücre grubunda gelişmediği ve Ph pozitif hücrelerde oluştuğu 

gösterilmiştir. 

Hastalığın gelişimi ve evreleri göz önüne alındığında KML, çok 

basamaklı neoplastik oluşum kuramı için tipik bir örnektir (28). 

Yapılan gözlemler başlangıç kromozom translokasyonundan 

hastaların semptomatik oldukları aşamaya kadar geçen sürenin üzerinden 

yaklaşık olarak 6 yıl geçtiğini göstermekte ve beyaz küre sayısının 100.000’e 

ulaşması yaklaşık olarak 19 ay sürmektedir. KML hastalarınn tanıdan sonra 

ortalama yaşam süreleri yaklaşık 4,5 yıldır. Bu nedenle tipik bir vakada, KML 

nin total sürecinin başlangıcından itibaren 10 yıl kadar olduğu görülür (33). 

KML’de başlangıç semptomları genellikle sinsidir. Hastaların %40’ı 

asemptomatiktir ve tanı başka bir nedenle kan sayımı yapıldığı esnada 

konur. KML’de klinik bulgular aşırı çoğalmış miyelositer hücre kitlesi ve 

hipermetabolizma ile ilişkilidir (19). Görülebilen KML semptomları; anemi 

semptomları (halsizlik, çabuk yorulma, efor intoleransı, fonksiyonel 

kapasitede azalma gibi), splenomegaliye bağlı semptomlar (karında şişlik ve 

ağrı, dalağın mideye basısı sonucu çabuk doyma, hipermetabolik duruma 

bağlı semptomlar (ateş, iştahsızlık, kilo kaybı, gut), trombosit disfonksiyonuna 

bağlı semptomlar (hemoraji, ekimoz, hematom, tromboembolik olaylar, retinal 

hemoraji), hiperlökositoz ve hiperviskositeye bağlı bulgular (tinnitus, stupor, 

görme bozukluğu, nefes darlığı, priapizm ve serebrovaküler olaylar) şeklinde 

kendini gösterebilmektedir. 

Sternal hassasiyet, lökostaz varlığında olabilir. Blastik fazda kilo kaybı, 

terleme ve kemik ağrısı vardır. KML hastalarının fizik muayenesinde %50-90 

splenomegali, %10-20 hepatomegali vardır. Hastalığın seyrinde 

ekstramedüller hematopoez odakları, cilt altı lezyonlar, lenfadenopati (LAP) 

gelişimi nadirdir. Ancak ileri evrelerde veya lenfoblastik dönüşümde LAP 

görülebilir (34-36). 
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Tablo-2: KML kronik faz başlangıç semptom ve bulguları (17). 

Semptomlar (%) 
Yorgunluk  83 
Karında şişkinlik hissi ve 
iştahsızlık  

38 

Kilo kaybı  61 
Kolay berelenme veya 
kanama  

35 

Ateş  11 
Bulgular  
Splenomegali  95 
Sternumda hassasiyet  78 
Lenfadenopati  64 
Hepatomegali  48 
Purpura  27 
Retinal Kanama  21 
 

Fizik muayenedeki hemen hemen tek ve değişmez bulgu 

splenomegalidir. Tanı esnasında hastaların yaklaşık %50’sinde kostal 

kenarın altına 10 cm’den fazla uzanan splenomegali vardır (28). Olguların 

%90’dan fazlasında palpe edilebilen dalak bazen tüm karnı dolduracak kadar 

büyük olabilir. Ekstramedüller hematopoezin bir işareti olan splenomegali, 

lökosit sayısı ile doğru orantılıdır ve splenik infarktüs gelişmediği sürece 

genellikle ağrısızdır. Splenik infarktüs olduğunda dalak üzerinde 

oskültasyonla frotman duyulabilir (19). Bazen büyümüş dalakta oluşan 

infarktüsler sol üst kadranda ani ve şiddetli bir ağrıyla kendini belli edebilir. 

Hastalığın ileri evrelerinde, bazofiliye bağlı olarak histamin üretimi artmıştır, 

bu durum hastaların bir kısmında kaşıntı, diyare ve flushinge yol açabilir (28). 

Ateş, gece terlemesi, halsizlik, kilo kaybı, refrakter splenomegali ve 

kemik ağrıları akselere ve blastik fazda en sık görülen semptomlar 

arasındadırlar. Bu semptom ve bulgulara ilave olarak lenfadenopati ve 

ekstramedüler blastik kloromalar blastik fazda daha sık görülürler (37). 

KML’deki patoloji; miyleoid, monositik, eritroid, megakaryositik, B-

lenfoid ve nadiren de T-lenfoid serilerinin tümünü içerir. KML’de en belirgin 

laboratuar bulgusu lökositozdur (38, 39). Birçok çalışmada ortalama 

134.000/mm³ ile 225.000/mm³ arasında istatistiksel dağılım göstermekle 

birlikte lökositoz, 20.000/mm³’den 500.000/mm³’den daha fazlaya kadar 
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değişir (28). Tedavi edilmeyen hastalarda lökosit sayısı genellikle progresif 

olarak artış gösterir. Bazen lökosit sayısında periyodik olarak azalma ve 

artma olur (40). Hastalarda semptomların ortaya çıkışı lökosit sayısının 30 X 

109/L üzerindeki değerlerde gözlenir (39). Normal veya yükselmiş 

hemoglobin seviyeleri bildirilmesine rağmen tanı esnasında çoğu hastanın 

normokromik/normositik bir anemisi vardır (41). Başlangıçta hafif-orta 

derecede olan anemi, hastalığın ilerlemesiyle birlikte derinleşir. Tanı 

konduğunda hastaların hemen tamamında yükselmiş olan trombosit sayısı 

bazı hastalarda 1.000.000/mm³’ü aşabilir. Diğer Kronik Myeloproliferatif 

Hastalıklarda olduğu gibi KML’de de trombosit fonksiyonları sıklıkla 

bozulmuştur. Hastalığın daha sonraki evrelerinde trombositopeni ortaya 

çıkabilir (42). Bazofil sayısı belirgin sekilde artmıştır ve prognostik öneme 

sahiptir. Eozinofillerde de artış vardır. Periferik yaymada miyeloid serinin tüm 

hücreleri görülür (Şekil-5). Özellikle miyelosit, metamiyelosit, çomak ve 

parçalı sayısı artmıştır. Kronik fazda blast ve promyelosit %10’u geçmez. 

 

Şekil-5: Kronik faz kronik miyelositer lösemide kemik iliğinde belirgin 
miyeloid hiperplazi. 
 

Kemik iliği hipersellülerdir ve miyeloblastdan nötrofile kadar miyeloid 

seriye ait tüm seri elemanları artmıştır. Matürasyon ve morfoloji normaldir 
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(34). Kemik iliğinde yağ oranı azalmıştır. Myeloid/eritroid (M/E) oranı normal 

kemik iliğinde 3:1 iken bu oran KML’de 15:1 – 20:1 olacak kadar artmıştır. 

Megakaryositler sayıca artmıştır (43). 

Tanı anında ve kronik faz süresince fagositik fonksiyonlar normaldir. 

Kemik iliği biopsilerinde ılımlı bir fibrozis izlenebilir ve tanı anındaki hastaların 

yaklaşık %10-15’inde mevcuttur (19).  

Artan nötrofil sayısı ile birlikte nötrofiller tarafından üretilen 

transkobalamin I, III ve kobalamin bağlayan glikoproteinlerin serum düzeyleri 

artar, bu da yüksek serum kobalamin düzeylerine neden olur (24). 

Biyokimyasal incelemede serum laktik dehidrogenaz (LDH) ve ürik asit 

seviyeleri genellikle yüksek bulunur. Tedavi esnasında hücre yıkımına bağlı 

olarak LDH seviyesi daha da artar, hiperürisemi ve hiperürikozüri 

belirginleşir. Özellikle hastalığın ileri dönemlerinde, bazofilinin bir sonucu 

olarak serum histamin düzeyi artmıştır. Lökositozla doğru orantılı olmak 

üzere, vitamin B12 bağlayıcı protein ve bununla birlikte serum vitamin B12 

düzeyleri yüksektir. Granülositler tarafından vitamin B12 bağlayıcı protein 

üretiminin artmasının yol açtığı bu durum, hastalığın tedavi edilmesiyle 

normale döner. 

Lökosit alkalen fosfataz (LAP) skoru (diğer adıyla nötrofil alkalen 

fosfataz skoru) ayırıcı tanıda yardımcı bir testtir. LAP skoru, periferik yayma 

üzerinde uygulanan bir kimyasal reaksiyon ile alkalen fosfataz enzimi içeren 

hücrelerin granüler bir boyanma göstermesi ve bu boyanmanın semikantitatif 

yöntemlerle değerlendirilmesi esasına dayanır. Periferik yaymaya kimyasal 

hazırlık sonrası mikroskopla bakılarak granüler boyanmanın derecesi 

skorlanır. Olgun nötrofiller ve çomaklardaki granülasyon 0’dan (hiç 

boyanmamış) 4+’e (yoğun granüler boyanma) kadar derecelendirilir. Sayılan 

100 hücrenin derecelerinin toplamı LAP skorunu verir. LAP skorunun normal 

sınırları 20–100 arasındadır. LAP skorunu düşürdüğü bilinen iki ana klinik 

durum KML ve Paroksismal Noktürnal Hemoglobinüridir (PNH). Granülositler 

morfolojik olarak normal görülmekle birlikte farklılaşmaları patolojik olduğu 

için KML’de LAP skoru karakteristik olarak düşüktür. Lökositoz yapan diğer 

durumlarda normal ya da artmış olabilir. Ancak KML’li hastalarda da 
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infeksiyon varlığında, tedavi sonrasında ve akselere/blastik evre esnasında 

LAP skoru yüksek bulunabilir (44). 

3–5 yıl süren benign kronik ve stabil fazı takiben hızlı bir biçimde 

ölümcül olabilen blastik fazın gelişimi KML’nin doğal hikayesidir. Blastik kriz 

genellikle nötrofil sayısını düşürebilmek için artmış hidroksiüre ve busulfan 

kullanımının gerekli olduğu akselere fazı takiben ortaya çıkmaktadır (45, 35). 

Akselere veya blastik faza gidiş riski ilk 2 yıl için %10 daha sonraki 

yıllarda ise her yıl için %15 - 20 arasındadır (24). KML’nin blastik fazı kemik 

iliği veya periferik kanda %20 ve üzeri blastın bulunması ile veya 

ekstramedüller blastik hastalık varlığında teşhis edilmektedir. Çoğu hastada 

blastik kriz öncesi akselere faz bulguları ortaya çıkmaktadır (46). Fakat %20 

kadar hasta hiçbir semptom ve bulgu vermeden direkt olarak blastik faza 

ilerleyebilir. Blastik fazdaki ekstramedüler blastik infiltrasyonlar dalak, lenf 

nodları, cilt, meninksler, kemik ve diğer dokularda görülebilir. KML’nin blastik 

fazında 5 ay gibi düşük bir yaşam beklentisi vardır. Bu hastaların %25 kadarı 

lenfoid blastik faza girerken 2/3 kadarı ise akut miyeloblastik lösemiye benzer 

fenotip gösterirler (24, 35). 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) KML Evre Tanımları (47) 

   Akselere Evre (DSÖ 2008 kriterleri) 

• Periferik kan lökositlerinin ve/veya çekirdekli kemik iliği 

hücrelerinin %10-19’unun blast olması 

• Periferik kandaki bazofillerin ≥%20 

• Tedavi ile ilişkisiz kalıcı trombositopeni < 100.000/mm3 veya 

tedaviye yanıtsız kalıcı trombositoz > 1x106/mm3 

• Tedaviye yanıtsız ve giderek artan dalak boyutu ve lökosit 

sayısı 

• Sitogenetik olarak klonal dönüşüm olması 

Blastik Evre (DSÖ 2008 kriterleri) 

• Periferik kan lökositlerinin veya kemik iliğindeki çekirdekli 

hücrelerinin ≥%20’sinin blast olması 

• Ekstramedüller blastik proliferasyon 

• Kemik iliği biyopsisinde gruplar halinde blastların olması 
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Kronik Miyelositer Lösemi Genetiği 

KML’de moleküler düzeyde birincil olarak etiklenen genler ABL ve 

BCR’dir. Ph translokasyonu şimerik bir füzyon geni olan BCR-ABL oluşumu 

ile sonuçlanır. Bu gen; hücre proliferasyonunu hızlandıran, apoptotik 

uyaranlara direnç gösteren ve hücre adezyonununda değişikliklere neden 

olan yapısal bir kinaz aktivitesi sağlar. Protein tirozin kinazlar çeşitli protein 

substratların tirozin kalıntılarını fosforilleyerek bu enzimlerin aktivitelerini 

düzenlerler. Fosforilasyonun hedefi kinaz enziminin kendisi (otofosforilasyon) 

veya diğer çeşitli sinyal yolaklarındaki proteinler olabilir. Tirozin kinazlar 

intraselüler sinyal - ileti yolaklarını düzenlerler ve bu nedenle hücre 

proliferasyonu ve diferansiasyonu üzerinde önemli role sahiptirler (48, 49). 

Onkojenik tirozin kinazlar, translokasyon veya delesyon gibi kromozomal 

rearanjman sonucu oluşan şimerik füzyon gen ürünleri olabilecekleri gibi gen 

mutasyonu veya gen amplifikasyonu sonucu da ortaya çıkabilirler. Tirozin 

kinazlar; stem cell factor reseptörü C-KIT (CD117) gibi transmembranik veya 

ABL gibi sitoplazmik olmak üzere iki grupta incelenebilirler (50). 

BCR ve ABL Genlerinin Hücresel Fonksiyonları 

ABL geni Abelson Murine Lösemi Virusunun taşıdığı v-ABL (viral ABL) 

geni ile homolog bir yapı gösterir. 9. kromozom üzerine yerleşik olan ABL 

geni, 145 kD ağırlıgında bir proteini üretir. Bu protein ilk ekzonda olusan farklı 

alternatif splicing sonucu olusur (16). ABL proteininin yapısında farklı 

domainler bulunur (Şekil-7). 3 SRC homoloji domaini (SH1-SH3), proteinin 

NH2 ucunda yerleşmiştir. SH1 domaini, tirozin kinaz fonksiyonuna sahip iken 

SH2 ve SH3 domainleri ABL proteinin diğer proteinlerle olan etkileşimini 

sağlar (51). Myr dizileri ABL proteinin, plazma zarı proteinleri ile etkileşimini 

sağlar (Şekil-7). Molekülün merkezinde bulunan prolince zengin bölgeler 

diğer proteinlerin SH3 domainleri ile etkileşimini sağlarlar (52). ABL proteinin 

3’ ucunda çekirdek lokalizasyon sinyali (ÇLS), DNA bağlanma (DBM) ve aktin 

bağlanma motifleri (ABM) bulunmaktadır (Şekil-7) (53). Normal ABL proteini, 

hücre döngüsünü, programlı hücre ölümlerini, hücrenin büyüme ve 

çoğalmasını ve hücrelerin stres ortamına verdiği yanıtı kontrol eder (54). 
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 Bu gen 230 kb’lık bir alan kaplamakta ve 11 ekzon içermektedir. 

Ekzonlar 5’tan sentromere doğru uzanmakta olup 1a ve 1b olarak 

adlandırılan 5’ alternatif ekzon bulunmaktadır. Đki adet 6 kb ile 7 kb’lık mRNA 

transkribe olmaktadır ve 145 kd’luk 2 adet nüklear ve sitoplazmik c-ABL 

proteini oluşmaktadır (Şekil-6)  (55). 

 

 

Şekil- 6: ABL1 geninin şematik yapısı. 
 

 

Şekil-7: Abl proteininin yapısı. Ia tip izoformu, plazma zarına bağlanmayı 
sağlayan mristilasyon (myr) bölgesini içeren Ib izoformundan biraz daha 
kısadır. NH2 ucuna yerleşik 3 adet SRC homoloji (SH) domaini vardır. 393. 
Tirozin (Y393) amino asidi, kinaz domaini içerisinde otofosforlisayonun en 
fazla oldugu noktadır. 401. noktadaki fenilalanin (F401), SH3 domaini içeren 
protein tirozin kinazlar (PTK) içerisinde en fazla korunmuş bölgedir. Abl 
porteinin orta bölgesinde SH3 domainlerine bağlanabilme özelliği olan 
prolince zengin bölgeler içermekte (PXXP) ve bu bölgeler çekirdeğe 
yerlesme sinyallerini ayırmaktadır. Abl proteininin COOH ucunda DNA’nın 
yanısıra, G- ve F-aktin bağlanma domainleri yerleşmiştir. Atm, cdc2, ve PKC 
tarafından fosforlanabilen bölgeler gösterilmiştir. Abl proteinin kırılma noktası 
büyük ok ile göşterilmiştir.  
 

“Breakpoint Cluster Region” olarak tanımlanan BCR geni 22q11.2’e 

lokalizedir (56). Yüzotuz kb’lık bir bölgeyi kaplayan BCR geni 23 ekson 

içermektedir. Transkripsiyon 5’ yönünden 3’ yönüne doğru olmaktadır. Đki 

adet 4.5 kb ve 7 kb’lık mRNA transkribe olmaktadır. Translasyon ürünü 

olarak genellikle 160 kDa’lık (1271 aminoasitlik), 130 kDa’lık ve 190 kDa’lık 
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proteinler oluşmaktadır. Bölünme dışında olan hücrelerde sitoplazmada 

lokalize olan bu proteinler, mitoz evresinde iken kromozom çevresinde 

lokalize olmaktadır. Diğer dokularda da eksprese olmakla beraber, en çok 

beyin ve hemotopoietik dokularda eksprese olmaktadır (55, 57). 

22. kromozom üzerine yerleşik olan BCR geni, sürekli eksprese 

edilerek 160 kD ağırlığında bir protein üretir (Şekil-8) (16). BCR proteininin 

NH2 ucundaki ilk ekzon, 14-3-3 protein ailesinin bir üyesi olan Bap-1 

proteinini ve BCR proteinin kendisini hedefleyen serin treonin kinazı kodlar 

(54). BCR proteninin merkezindeki Rho Guanidin değişim (exchange) 

faktörleri üzerinde, guanidin trifosfatı (GTP) guanidin difosfata (GDP) çeviren 

dbl-like ve plekstrin homology (PH) domainleri bulunur (Şekil-8). Rho 

Guanidin değişim faktörleri, NFKB gibi transkripsiyon faktörlerini aktif hale 

getirir (53). BCR proteininin COOH ucu RAC-GTPaz aktivitesine sahiptir. 

BCR proteini, 177. noktada yerleşik olan tirozin amino asidi başta olmak 

üzere birçok tirozinden fosforlanabilmekte ve bu durum BCR’nin RAS 

yolağının aktivitesini etkileyen GRB-2 proteinine bağlanmasını 

kolaylaştırmaktadır (Şekil-8) (58, 59). 

 

Şekil-8: BCR Proteinin Yapısı. Proteinin NH2 ucunda dimerizasyon domaini 
(DD) ve iki adet siklik adenozin mono fosfat (cAMP) bulunur. 177. pozisyonda 
bulunan tirozin (Y177) amino asidi, proteinin Grb-2 adaptör proteinine 
bağlanabilmesi için otofosforilasyonun gerçekleştiği noktadır. Proteinin 
merkezinde Rho guanidin nükleotidi değişim faktörleri (RHO-GEF), dbl-like 
ve plekstrin homoloji (PH) domainleri bulunur. COOH ucunda ise kalsiyuma 
bagımlı lipid bağlanma (CaLB) bölgesi ve Rac-GTPazı aktif kılma fonksiyonu 
bulunan Rac-GAP domaini yerleşiktir. BCR geninin kırılma noktaları ok 
işaretleri ile gösterilmiştir.  
 

BCR ve ABL Translokasyonunun Moleküler Anatomisi 

ABL geni üzerindeki kırılma noktası, 9q34 kromozomunda 300 kb’lık 

bir bölgenin 5’ ucundaki herhangi bir bölgede meydana gelebilir. Kırılma 

noktası Ia veya Ib, veya daha sıklıkla 2 ekzonun arasındaki bir noktada 
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oluşabilir (60). Kırılmanın farklı noktalarda oluşması ABL geninin BCR geni 

ile translokasyonunda herhangi bir probleme neden olmaz. ABL geninin 

aksine, BCR geni üzerindeki kırılmalar farklı noktalarda oluşabilir. 

ABL’nin tersine, BCR’deki kırılma noktaları 3 tanımlanmış bölgede 

bulunur. KML hastalarının büyük kısmında, BCR geni, ‘major breakpoint 

cluster region’ olarak bilinen 5.8-kb büyüklüğündeki bir bölgededir. Bu bölge, 

gendeki gerçek pozisyonlarına göre e12-e16 (eski isimleri ile ekzon b1-b5) 

olarak adlandırılmış 5 adet ekzondan oluşmaktadır. Çoğu kırılma noktası 

ekzon 13 ve ekzon 14’e doğru kayar. BCR-ABL mRNA işlemi, BCR 

ekzonlarının ABL ekzon 2a’ya katılması ile sonuçlandığından; hibrit 

transkriptler e13a2 (b2a2) veya e14a2 (b3a2) birleşkelerinden üretilir. Her iki 

durumda da mRNA, 8.5 kb’lık bir sekanstan oluşan ve 210-kd’luk bir füzyon 

proteini olan p210 BCR-ABL’yi kodlayan sekanslardan oluşur (31,61). Şekil-

9’da izlendiği üzere klasik KML konfigürasyonunda, BCR-ABL, e13a2 veya 

e14a2 birleşkeleri ile mRNA moleküllerine kopyalanır ve p210 BCR-ABL 

onkoproteinine çevirilir. Şekilde bu hibrit proteinin içerdiği BCR’nin amino 

terminalinden (dimerizasyon [DD], SH2 bağlanma bölgesi ve Rho GTP-GDP 

exchange factor [rho-GEF] domainleri) ve Abl’nin karboksi terminalinden 

(sadece Src-homolog bölgeler SH3, SH2, SH1 ve DNA ve aktin bağlanma 

bölgeleri) fonksiyonel parçalar gösterilmiştir. Bcr’deki tirozin 177 ve Abl’deki 

tirozin 412 parçaları ise sırasıyla adaptör proteinlerin bağlanmasında ve Bcr-

Abl otofosforilasyonunda önemli role sahiptir (9). 

Bazı yetişkin Ph pozitif akut lenfoblastik lösemi (ALL) hastalarının 

lösemi hücrelerinde, BCR-ABL füzyon geni bulunur. Ph-pozitif ALL 

hastalarının üçte birinde, BCR-ABL geninin moleküler özellikleri KML ile 

aynıdır, diğer üçte ikisinde ise genomik kırılma noktası BCR geninin ilk 

ekzonunda yer alır. Bu bölge minor kırılma nokta kümesi m-BCR olarak 

adlandırılır. BCR-ABL geni BCR geninin ilk ekzonunun (e1), ABL geninin 

ikinci ekzonu (a2) ile birleşmesinden meydana gelir. Bu genin mRNAsı e1a2 

olarak adlandırılır ve 190 kDa ağırlığında p190 BCR-ABL proteinini kodlar 

(62). KML hastalarında çok nadiren p210 yerine p190 proteini görülür. Kronik 

nötrofilik lösemili hastalarında Ph kromozomunun bulunması da nadirdir, bu 
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hastalarda daha çok, e19a2 füzyon genine bağlı p230 bcr-abl onkoproteini 

oluşur (Şekil-10). 

Kırılma noktasının ABL’de sabit BCR’de ise değişken olması, ABL 

geninin sağlıklı hücreleri transformasyona uğratarak kanser hücresine 

dönüşmesini sağlarken BCR geninin hastalığın fenotipini etkilediğini ortaya 

koymuştur. Nitekim bazı ALL hastalarında BCR/ABL füzyon proteininden 

farklı olarak oluşan TEL/ABL füzyon geninin de lösemiye neden olduğu 

gösterilmiştir (63-65).  

 

Şekil-9: t(9;22) translokasyonu ve ürünleri. 
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Şekil-10: KML’de t(9;22)(q34;q11) translokasyonu. BCR ve ABL genleri ve 
füzyon sonucu oluşan transkriptler ABL ve BCR genlerin üzerindeki kırılma 
noktaları ve bu farklı kırılma noktalarından ortaya çıkan transkriptler. p190 
Bcr/Abl proteini ALL’de, p210 Bcr/Abl KML’de, p230 Bcr/Abl ise KNL’de daha 
çok rastlanmaktadır. 
 

BCR/ABL Geni Tarafından Tarafından Kontrol Edilen Malign 

Transformasyon Mekanizmaları 

1- ABL Tirozin Kinaz Aktivitesinin Kontrolü  

ABL tirozin kinaz aktivitesi normal şartlarda çok iyi bir şekilde kontrol 

edilir. SH3 domaini ABL proteinin aktivitesinin engellenmesinde önemli bir rol 

oynar. SH3 domaininin delesyonu veya değişimi tirozin kinazı aktif hale getirir 

(53). Abi-1 ve Abi-2 proteinleri SH3 domainine bağlanarak, SH3’ün inhibitor 

fonksiyonunu aktif hale getirir. Öte yandan aktif hale gelmiş ABL proteinin, 

Abi-1 proteinlerinin yıkımını sağlayan proteazomların aktivasyonunu arttırdığı 

gösterilmiştir (66). Alternatif olarak, SH3 domaini ABL proteinin prolince 

zengin bölgesine bağlanarak ABL kinazın substratları ile olan etkileşimini 

engelleyecek yapısal değişikliklere yol açabilmektedir (67).  
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2- BCR/ABL Pozitif Hücrelerin Biyolojik Özellikleri ve Aktif Sinyal 

Đleti Yolları 

  BCR/ABL füzyon proteini tarafından gerçekleştirilen malign 

transformasyonun 4 temel mekanizması vardır. Bu mekanizmalar, hücrelerin 

adhezyon özelliklerini kaybetmesi, mitotik bölünmeyi sağlayan sinyal ileti 

yollarının sürekli aktif tutulması, apoptozun engellenmesi ve proteazomlarca 

ABL gen aktivitesini engelleyen proteinlerin parçalanmasıdır (Şekil-11) (53). 

3- Bozulmuş Adhezyon Özellikleri 

KML projenitör hücreleri kemik iliği stroma hücrelerine ve ekstrasellüler 

matrikse düşük adhezyon gösterirler. β-integrinlerin stroma ve progenitör 

hücreler arasındaki etkileşimde önemli rolleri vardır (68). KML hücreleri 

normal progenitör hücrelerde bulunmayan ve adhezyonu engelleyebilen farklı 

bir β1 integrin eksprese ederler. Öte yandan BCR/ABL tarafından transforme 

edilen hücrelerde bulunan Crkl proteini, hücrelerin hareketliliğini ve integrin 

tarafından kontrol edilen hücre adhezyonunu, paksilin, Fak, P130Cas ve 

Hef1 gibi adhezyon molekülleri ile etkileşerek kontrol altında tutar (53). 

4- Mitoz Sinyal Đleti Yollarının Aktivasyonu 

Ras ve MAP Kinaz Yolakları. BCR/ABL ve Ras genleri arasında farklı 

bağlantılar tanımlanır. 177. Pozisyonda bulunan prolin amino asidinin 

otofosforilasyonu Grb-2 adaptör molekülü için bir bağlanma bölgesi oluşturur 

(69). Sos proteinine bağlanan Grb-2 proteini, Ras proteinini GTP bağlı hali ile 

stabilize eder. BCR/ABL proteinin substratları olan ve SH2 ve SH3 

domainlerinden füzyon proteinine bağlanan Shc ve Crkl adaptör proteinleri 

Ras’ın aktivasyonunu sağlarlar (70). IL-3 gibi sitokin reseptörlerinin 

stimulasyonu, Ras’ın ve dolayısıyla serin treonin Raf’ın aktivasyonunu sağlar. 

Raf, Mek1/Mek2 ve Erk serintreonin kinazlar ile aktif hale getirdigi sinyal ileti 

yolları gen transkripsiyonlarını aktif kılar (71). Öte yandan, BCR/ABL proteini 

tarafından aktif kılınan Jnk/Sapk yolağı, malign transformasyona yol açar 

(72). 

JAK/STAT Yolağı. Jak/Stat yolağının BCR/ABL proteini tarafından 

aktif hale getirilmesi ilk olarak 1995 yılında v-ABL ile transforme edilen B 

hücrelerinde Danial ve ark.’ı (73) tarafından gösterilmiştir. BCR/ABL, STAT1 
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ve STAT5 transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonunu direk ve sürekli olarak 

sağlar (74). BCR/ABL transforme hücrelerde, STAT5 Bcl-XL geninin 

transkripsiyonunu sağlayarak anti-apoptotik bir fonksiyon gösterir (53). 

Büyüme faktörlerine gösterilen hücresel tepkideki Ras ve Jak/STAT 

yolaklarının rolleri, BCR/ABL füzyon proteininin hücrelerin büyüme faktör 

bağımlılığını nasıl bağımsızlaştırdığını ortaya koyar (75). Đlginç bir şekilde, 

BCR/ABL proteininin sitokinlerin yanısıra büyüme faktör reseptörlerinin 

ekspresyonunu da tetiklediği bilinmektedir (76). 

PI-3 Kinaz Yolağı. PI-3 kinaz enzim aktivitesi BCR/ABL pozitif 

hücrelerin çoğalması için gereklidir (77). BCR/ABL füzyon proteini, Cbl, Crk 

ve Crkl gibi adaptör moleküllerle kompleks moleküller oluşturarak PI-3 kinazı 

aktif kılar. Bu yolakta bir sonraki hedef molekül, serin-treonin kinaz, Akt’dir 

(77). Akt, IL-3 reseptörün hedef molekülü olup, pro-apoptotik Bad proteinini 

hedeflemektedir. Fosfat bağlanan Bad proteini, sitoplazmik 14-3-3 proteinleri 

ile kompleks oluşturduğu ve Bcl-XL gibi anti-apoptotik proteinlere 

bağlanamadığı için inaktif hale gelir (53). 

Myc-Yolağı. Etkili bir transkripsiyon faktörü olarak bilinen Myc geninin 

farklı malign kanserlerde aşırı eksprese edildiği bilinir. Myc geninin 

aktivasyonu, BCR/ABL geninin SH2 domaini tarafından sağlanıp kontrol 

edilmektedir (53). SH2 domaininin myc geninin aktivitesini hangi yolak/lar ile 

kontrol ettiği hala bilinmemektedir. Ancak v-Abl ile transforme edilen 

hücrelerde, BCR/ABL tarafından üretilen sinyalin Ras/Raf, cyclin bağımlı 

kinazlar (cdks) ve E2F transkripsiyon faktörleri yolu ile Myc geninin 

promotorunu aktif hale getirdiği gösterilmiştir (78). Bunun yanısıra, Myc 

geninin BCR/ABL pozitif hücrelerdeki aktivitesi, diğer tümör hücrelerinden de 

farklı olmayıp hücresel büyümeyi, çoğalmayı ve apopitozu 

etkileyebilmektedir. 

5- Apopitozun Engellenmesi 

Đnsan model hücre hatlarında BCR/ABL ekspresyonunun tirozin kinaz 

aktivitesi ve Ras onkogeninin aktif hale getirilmesi ile büyüme faktörleri 

eksikliğinden kaynaklanan apoptozu engellediği gösterilmiştir (79). Bunun 

yanısıra, BCR/ABL pozitif hücre hatlarında DNA’da oluşan zararlardan 
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kaynaklanan apoptoza karşı bir direnç geliştirildiği gösterilmiştir (80).  

BCR/ABL füzyon proteini, mitokondriden sitokrom-c’nin salınımını engelleyip 

kaspazların aktivasyonunu engeller. Kazpazların  aktivasyonu mitokondri 

membran potansiyeli ve dolayısıyla Bcl-2 protein ailesi tarafından kontrol 

edilir. BCR/ABL füzyon proteini, Bcl-2 geninin ekspresyonunu Ras ve/veya 

PI-3 kinaz yolu ile kontrol eder. Bunun yanısıra, BCR/ABL pozitif hücrelerde, 

Bcl-XL gen ekspresyonu STAT-5 yolu ile kontrol edilir. 

BCR/ABL pro-apoptotik Bad proteinini fosforile ederekte apoptozu 

engeller. Akt’nin yanısıra Raf-1 proteini de Bad proteinini serin amino 

asidinden fosforile eder (81). BCR/ABL’in başlattığı ve hücrelerin çoğalmasını 

tetiklerken apoptozu engelleyen kompleks sinyalleri tam anlamı ile birbirinden 

ayırmak güçtür. BCR/ABL, hücre içi dengeyi hücrenin büyümesi yönüne 

çevirirken apoptozuda engeller (53). Bu durum hücrenin çoğalmasını 

indükleyen bir sinyal aksi dengelenmedikçe apoptozuda engeller kuramını 

desteklemektedir. Öte yandan, BCR/ABL ile transfekte edilen hücrelerde 

BCR/ABL proteinin Fas reseptörü/Fas ligand sistemi ile apoptozu engellediği 

gösterilmiştir (82, 83). 

6- ABL Gen Aktivitesini Engelleyen Proteinlerin Parçalanması  

BCR/ABL proteininin Abi-1 ve Abi-2 proteinlerinin proteazom 

tarafından parçalanmasını kontrol ettiği gösterilmiştir (66). Abi-1 ve Abi-2 

proteinlerinin parçalanması, BCR/ABL pozitif akut lösemilerde gözlenirken 

BCR/ABL negatif hücrelerde gözlenmemiştir (53). Her ne kadar bu veriler 

şimdilik sadece akut lösemiler için geçerli olsa da yıkımları protezom 

tarafından gerçekleştirilen diğer proteinlerinde BCR/ABL tarafından kontrol 

edilebileceğini ortaya koymuştur. 
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Şekil-11: Sinyal iletim yolları. BCR-ABL onkoproteininin hücresel etkileri 
çeşitli proteinlerle olan etkileşim sonucunda meydana gelir. Etkilenen 
proteinler transkripsiyonun aktivasyonu veya baskılanması, apoptoz 
sinyallerinin mitokondri tarafından işlenmesi, hücre iskelet proteinlerinin 
organizasyonu ve inhibitör proteinlerin degradasyonunda rol oynamaktadırlar.  
 

Hastalığın Transformasyonunda Moleküler ve Hücresel 

Değişimler 

KML’nin akselere fazdan blast fazına geçişlerde hastaların %50-

80’inde sitogenetik ve moleküler değişiklikler gözlenir. Minor değişimler 7, 17. 

kromozomlarda gözlenen monozomiler ve Y kromozomu kaybı, 17 ve 21. 

kromozomlarda gözlenen trizomiler, ve t(3;21)(q26;q22) translokasyonudur 

(84). Major değişimler ise 8 ve 19. kromozomlarda trizomi, 17. kromozomda 

izokromozom i(17q) ve ekstra Ph kromozomudur (Double Ph) (84).  

Moleküler anormallikler sitogenetik değişikliklere denktir. P53, RB1, c-

MYC, p16INK4A ve RAS genlerindeki ve t(3;21) (q26;q22) translokasyonu ile 

oluşan AML–EVI-1 füzyon proteininde anormallikler bunlardan bazılarıdır. 

P53’ün yapısında meydana gelen delesyon, translokasyon ve nükleotid 

mutasyonu gibi bozukluklar miyeloid transformasyon ile doğrudan ilgili olup 

blast fazındaki KML hastalarının %20-30’unda gözlenir (85). RB1 geninin 

yapısında meydana gelen bozukluklar ise lenfoid transformasyonda etkilidir. 

P53’ün yapısında meydana gelen mutasyonların KML hücrelerinin 
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transformasyonun KML hücrelerinin anormal metilasyonu ile ilgilidir. KML 

hücrelerinin kronik fazdan blast faza geçişlerinde, metil grubu uygulaması ile 

kalsitonin geni ekspresyonunun engellenmesi olduğu bulunmuştur (86). 

KML Tanı ve Takibinde Genetik Analizler 

 Klinik ve laboratuar bulguları ile KML’den şüphelenildiği durumlarda 

tanı, periferik kan yayması ve kemik iliğinin incelenmesine dayanır. 

Splenomegali, periferik kanda granülositik lökositoz, kemik iliğinde miyeloid 

hiperplazi ve LAP skorunda düşüklük gibi bulgular KML lehine olmakla birlikte 

kesin tanı için yeterli değildir. Karyotip analizi yoluyla Ph kromozomunun ya 

da moleküler yöntemlerle BCR-ABL translokasyonun gösterilmesi tanı 

koydurucudur (87). 

Konvansiyonel Sitogenetik Yöntem 

Kalıtsal bilgiyi taşıyan DNA molekülü ökaryotlar da nukleusta 

bulunmaktadır. Hücre interfaz aşamasında iken bu materyal, histon ve histon 

olmayan proteinlerle kromatin yapıyı oluşturur. Hücre bölünürken kromatin 

yapı kısalıp kalınlaşarak kromozomları meydana getirir. Kromozomlar 

metafaz safhasında incelemeye uygun hale gelirler (88, 89). 

Karyotipleme, kromozomların yapısal olarak incelenmesi, 

anomalilerinin belirlenebilmesi için yapılan işlemdir. Kromozomların yapısını 

fonksiyonlarını, davranışlarını ve patolojilerini inceleyen bilim dalı 

sitogenetiktir. Geniş bir uygulama alanı bulunsa da sitogenetik analizinin 

gerektiren koşullar olmalıdır. Karyotipleme, tanı ve takibinde belirleyici 

kromozom anomalilerinin görüldüğü kanserler, özellikle hematolojik 

kanserlerin belirlenmesi için uygulanmaktadır (89-91). 

Kromozomlarda meydana gelen yapısal ve sayısal anomalileri tespit 

etmek ve / veya her kromozomu tanımlamak amacıyla çeşitli kromozom 

bantlama yöntemleri geliştirilmiştir. Rutin incelemelerde genelde 450-550 

band düzeyindeki metafazlar kullanılmaktadır. Band rezolüsyonu, X 

kromozomunu içeren bir haploid sette görülen açık ve koyu renk bölgelerin 

toplam sayısını ifade etmektedir. Band düzeyleri, küçük kromozom 

parçalarının kayıp ve artışlarının saptanmasında yeterli olmayabilir. Bu 

durumda daha yüksek band seviyelerinde (550-850) inceleme yapılması 
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gerekmektedir. Genel olarak G bantlama yöntemiyle inceleme yapılır, amaca 

yönelik olarak Q, R, C, HRB gibi yöntemler de kullanılmaktadır.  

KML tanısı Ph kromozomu ve/veya BCR-ABL füzyon transkriptinin 

varlığının gösterilmesi ile doğrulanmaktadır. Ph kromozomunun varlığı 

genellikle konvansiyonel sitogenetik yöntem olan G-bantlama metodu ile 

kemik iliği materyalinde gösterilmektedir. Bu teknikte hücreler siklisun 

metafaz evresinde incelenir. Genellikle 20 mitotik hücrenin genetik analizi 

yapılmaktadır bu nedenle sensitivitesi düşüktür. Sitogenetik anomali 

hücrelerin en az 2 - 5’inde yoksa saptanamaz (89, 92, 93).  

KML’deki tipik translokasyonda 9. kromozomun uzun kolu üzerindeki 

34.1 bölgesi ile 22. kromozomun uzun kolundaki 11.21 bölgesi yer 

değiştirdiği için klasik Ph kromozomu t (9;22) (q 34.1;q 11.21) olarak ifade 

edilir (Şekil-12). Bazı hastalarda, genellikle 9. ve 22. kromozomların da 

katıldığı, üç ya da daha fazla kromozomu içeren ve varyant translokasyon 

olarak isimlendirilen sitogenetik anomaliler bulunabilir. Varyant 

translokasyonlar sonucunda BCR-ABL füzyon geni ortaya çıksa da bazen 22. 

kromozomda kısalma olmaz ve bu olgular karyotip analizinde yanlışlıkla Ph 

negatif olarak değerlendirilebilir. Hastalığın klinik seyri yönünden bakıldığında 

klasik ve varyant translokasyonlu hastalar arasında fark görülmemekle 

birlikte, moleküler özellikler bakımından aynı olup olmadıkları tartışmalıdır. 

 

Şekil-12: Karyotip analizinde Ph kromozomunun gösterilmesi. 
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KML akselere ve blastik fazlarında ek sitogenetik anormallikler ortaya 

çıkabilir. Hastalık blastik faza ilerlediğinde vakaların yaklaşık %85’inde ek 

kromozomal anormallikler geliştiği bilinmektedir. Bunlar arasında en önemli 

olanları; ikinci bir t (9;22), 17. kromozomun iki uzun kolunun sentromerde 

birleşmesi ile oluşan izokromozom 17q ve trizomi 8’dir. Ekstra Ph 

kromozomu, KML’de blastik fazın gelişimiyle ortaya çıkan en yaygın 

sekonder değişikliktir (94). 

Moleküler Sitogenetik Yöntemler-FISH (Floresan In Situ 

Hibridizasyon) Uygulamaları 

Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH), nükleik asit problarının 

hücresel veya kromozom preparatlarındaki denatüre edilmiş DNA ya da RNA 

ile hibridizasyonuna dayanan bir tekniktir. Đlk olarak 1991 yılında tanımlanan 

bu teknik, prob adı verilen hedef DNA veya RNA molekülüne komplementer, 

radyoaktif ya da nonradyoaktif olarak işaretlenmiş olan nükleik asidin, sitolojik 

preparatlar üzerinde hedef dizi ile olan hibridizasyonudur(Şekil-13) (95-97). 

DNA’nın çift sarmal yapısı normal koşullar altında stabildir. Bu yapı, 

DNA’nın ısı veya formamid gibi kimyasal maddelerle etkileşimi sonucu 

bozulmakta ve bazlar arasındaki hidrojen bağları koparak DNA tek iplikli hale 

gelmektedir. Bu etkileşim ortadan kalktığında DNA eski halini alır (98). 

Belirli bir kromozomal bölgenin veya DNA kesiminin FISH yöntemi ile 

görünür hale gelebilmesi için o bölgeye spesifik bir probun kullanılması 

gerekir. FISH yönteminde hedef DNA/RNA molekülüne komplementer işaretli 

nükleik asit dizisine “prob” denir. Problar haptenler, florokromlar, enzimler 

veya kolloidal altın ile işaretli olabilirler. Ancak bugün pratik olmaları ve ticari 

olarak bulunabilmeleri nedeniyle direkt ve florokromlarla işaretli problar 

kullanılmaktadır (99). 
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Şekil-13: FISH (Fluoresan In Situ Hibridizasyon). 
 

Aranan anomalinin doğru bir şekilde tespit edilebilmesi için amaca 

uygun prob seçimi çok önemlidir. Problar; hedef bölgelerine ve sinyal 

paternlerine göre gruplara ayrılmıştır. Hedef bölgelerine göre 4 sınıfta 

toplanır (Şekil-14) (99, 100). 

1- Lokusa özgü problar: Yaklaşık 15-500kb uzunluğundaki 

problardır. Araştırılan genin bulunduğu lokusa ait DNA dizisini içerir. Đnterfaz 

nukleusuna ve metafaz kromozomlarına uygulanabilir. Bilinen mikrodelesyon 

ve duplikasyon sendromlarının tanısında ayrıca translokasyon ve inversiyon 

gibi kromozom anomilerindeki kırık noktalarının tespitinde kullanılır. 

2- Tekrarlayan dizilerden oluşan problar (sentromerik veya 

telomerik problar): Alfa satellitler; kromozomların sentromerlerine özgün 

tekrarlayan dizilerdir. Bu dizileri taşıyan problar sentromerlerin tespitinde 

kullanılır.  

Beta satellit problar; perisentrik heterokromatin bölgelere, 

akrosentrik kromozomlara ve 9. kromozoma özgüdür. Klasik satellit problar 

ise AATGG tekrar dizileri ile bağlantılı olarak 1, 9, 15 ve 16. kromozomların 



 31 

perisentrik heterokromatin bölgelerine ve Y kromozomunun uzun koluna 

özgün dizilerdir. 

3- Telomerik problar: Toplam 2-15 kb uzunlugunda 5’-TTAGGG-3’ 

tekrarlarından oluşan telomer dizilerine özgü problardır. 

4- Kromozomun tümünü veya belirli bir bölgesini boyayan problar 

(painting veya whole chromosome painting): Belirli bir kromozomda 

bulunan çeşitli DNA dizilerine homolog olan prob karışımından oluşmuş 

problardır. Ayrıca kromozomun p ve q kolunu ayrı renklerde görünmesini 

sağlayan problarda bu gruba dahildir (92, 99, 100). 

Sinyal paternine göre tasarlanmıs problar ise lokusa özgü (tek spot), 

translokasyon ve kırık noktası yeniden düzenlenme (break apart 

rearrangement) probları olarak sıralanabilir. Bu problar kullanım şekilleri ve 

özelliklerine göre tek ve/veya çift renkli, prob setlerinde ise üç ve/veya beş 

farklı renkle işaretli olabilirler (100). FISH yönteminin rezolusyonu 

konvansiyonel sitogenetiğe göre daha yüksektir. 

Şekil-14: FISH yönteminde kullanılan prob çesitleri: a) Özel nükleotid 
dizilerine bağlanan lokusa özgü prob, b) Sentromerlerdeki tekrarlayan dizilere 
bağlanan sentromerik prob, c) Telomerdeki TTAGG tekrar dizilerine bağlanan 
telomerik prob, d) Kromozomun tümüne komplementer olan kromozomun 
tümünü boyayan prob. 
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FISH yöntemi lösemilerde başlıca şu amaçlarla kullanılmaktadır: 

- Lösemi tipine ait spesifik karyotip değişikliklerini tespit etmek. 

- Tedaviye paralel olarak karyotip değişikliklerini izlemek. 

- Klinik remisyon ile karyotip remisyonunun takibini karşılaştırmak. 

- Hastalığın relapsındaki karyotip değişikliğini belirlemek. 

- Kemik iliği nakli sonrası, kemik iliğinde oluşan hücre populasyonunun 

orjinini belirlemek. 

- Hücre tiplerini belirleyerek lösemi tipine ait karyotip yapısını saptamak (95, 

101). 

Fluoresan in situ hibridizasyon, konvansiyonel sitogenetik analizde 

mitotik indeksin düşük olduğu ya da metafaz eldesinin olmadığı durumlarda 

yapılabildiği gibi, endike olgularda tanı amacıyla tek başına uygulanır (102-

105). FISH, metafaz ya da interfaz kromozomları üzerinde uygulanır. FISH 

yöntemi ile daha fazla sayıda hücrede (200 kadar) Ph pozitifliği saptamak 

gerekir ve yanlış pozitiflik yüksektir (%5-10) (102-104). FISH, BCR-ABL 

füzyon geninin varlığını ve lokalizasyonunu tespit ederken Ph negatif BCR-

ABL pozitif vakaları da tespit eder. FISH probu kullanılarak yapılan diğer bir 

sitogenetik yöntem ise hipermetafaz FISH tekniğidir. Bu teknikte 400-500 

metafaz incelenerek yalancı pozitiflik oranı minimize edilir (103). Derivatif 

kromozom 9 delesyonu [der(9q)] tespiti ancak FISH ile yapılabilmektedir ve 

negatif etkili prognostik risk faktörü olarak değerlendirilir. Bu derivatif 

kromozomu taşıyan hastalarda blastik faza geçiş hızlanır, tedaviye kötü yanıt 

verirler ve sağkalım süreleri kısalır (106). 

Moleküler Genetik Yöntemler 

Tanıda kullanılan moleküler genetik analizler BCR-ABL füzyon 

transkriptinin gösterilmesine odaklanmaktadır (107). Moleküler genetik 

yöntemler arasında bulunan PCR (Polimerase Chain Reaction\Polimeraz 

Zincir Reaksiyonu) tekniği, çok küçük miktardaki DNA’nın kullanımına imkan 

verdiği ve oldukça hassas olduğu için fazlaca tercih edilmektedir. PCR 

tekniği, bir DNA karışımında bulunan belirli bir DNA dizisinin in vitro 

koşullarda hızlı ve etkin bir şekilde çoğaltılmasına olanak sağlamaktadır. 

Böylece çalışmalar için uygun sayıda kopya elde edilmektedir (101). 
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PCR’ın çeşitli uygulama tipleri de vardır. Bunlardan biri olan RT 

(revers transkriptaz) PCR özellikle mutasyon taramaları için kullanılmaktadır. 

Çalışılacak dokudan mRNA izole edilmekte ve bu mRNA’dan revers 

transkriptaz yardımıyla cDNA elde edilmektedir. Elde edilen cDNA, RT-PCR 

için kalıp görevi görmektedir. RT-PCR füzyon genlerinin eksprese ettiği 

transkriptlerin saptanmasında; gerek konvansiyonel sitogenetik, gerekse 

moleküler sitogenetik yöntemlere göre üstün yönleri vardır. Bu üstünlüğün 

nedeni; 1 milyon hücreden bir tanesindeki değişimi bile saptama olanağına 

sahip olmasıdır (95, 101, 108). 

Son zamanlarda, real time kantitatif PCR’ın geliştirilmesi ile RT-

PCR’da kantitatif ölçümlerin yapılabilmesi ve mikroarray yöntemleri ile gen 

ekspresyonlarının aynı anda yüzlerce gen üzerinde bakılabilmesi bakımından 

önemli gelişmeler olmuştur. Bu durum; yeni tanı, takip ve tedavi süreçlerini 

olumlu yönde etkilemektedir (95, 101). 

‘‘Real-time PCR’’ 

Real-time PCR, DNA’nın çoğaltımını ve ürünlerini tek bir tüpte 

belirlemeyi mümkün kılan çok yakın bir zamanda uygulamaya konulan 

popüler bir metotdur (109). Gen ekspresyonunun analizini değiştiren bu 

metot ile geleneksel PCR yöntemi ve gen analizi birleştirilmiştir. PCR 

çoğaltımını görünür hale getiren ve monitorize edebilen floresan işaretli prob 

ve boyaların kullanıldığı, floresanın oluşan DNA ile doğru orantılı olarak 

arttığı bir çoğaltma yöntemidir. Birçok isimlendirilme yapılan bu teknoloji 

yabancı yayınlarda “kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-time PCR” 

gibi çeşitli adlarla da isimlendirilmektedir (110). 

Biyolojik örneklerden elde edilen DNA’nın kopya sayısını sayısal 

değerlere dönüştürme ve mRNA’nın düzeyini sayısal olarak belirleyebilme en 

çok kullanılan alanlarını oluşturmaktadır. Bu amaçlarla kullanımının yanı sıra 

tek nokta mutasyonlarını belirleme, patojen belirleme, DNA hasarı belirleme, 

metilasyon tespiti, SNP analizi, kromozom bozukluklarının tespiti gibi 

çalışmalarda da kullanım alanları mevcuttur (111). 

Bugün birçok araştırma ve tanı laboratuarlarında kullanılan real-time 

PCR cihazları mevcuttur. Bu cihazlar birbirlerinden reaksiyon sayısı 
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kapasiteleri, eksitasyon-emisyon dalga boylarındaki farklılıkları, hızları ve 

kanal sayıları ile ayrılırlar. Ticari olarak satılanlar; “Stratagene M x 3000p, M 

x 3005p ve M x 4000”, “Applied Biosystems 7300 ve 7500”, “Chromo4”, 

“Smart Cycler”, “Rotor-Gene”, “LightCycler” en fazla kullanılanlardır (112). 

Çift zincirli DNA’ya bağlanan“SYBR-Green I” floresan boya en basit 

metotdur. “SYBR-Green I” boya ile belirleme çok iyi işleyen bir metotdur fakat 

reaksiyon ortamında herhangi bir çift zincirli DNA bulunduğunda floresan 

ışıma yapabilir. Bu primer-dimer oluşumu da olabilir. Bunda başka güvenilir 

bir şekilde kullanılan üç adet floresan ışıma yapabilen işaretli prob vardır. 

Bunlar “TaqMan ® probe” veya hidroliz prob, moleküler boncuk yöntemi ve 

hibridizasyon problarını içeren problardır. 

Özgül Olmayan Belirleme Sistemi 

SYBR Green I 

Spesifik olmayan çift zincirli DNA’nın çoğaltımında “SYBR Green I” 

yöntemi kullanılır. Bu yöntemde kullanılan floresan boya sadece çift zincirli 

DNA’ya bağlandığından çoğalan DNA miktarındaki artışa paralel olarak “real-

time” PCR cihazında okunan floresanın miktarı da eş zamanlı olarak artar. 

“SYBR Green I” en fazla kullanılan boya çeşitidir ve 497 nm dalga boyunda 

yükseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir (Şekil-15). Çift sarmal 

DNA’nın küçük oluğuna bağlanan boya 30 amplifikasyon döngüsü sonrası 

yalnızca aktivitesinin %6’sını kaybeder (111). 

Çoğaltımın basında reaksiyon karışımında çift zincirli DNA molekülü, 

primerler ve “SYBR Green I” boyası bulunmaktadır. Bağlı olmayan serbest 

DNA molekülü çok az bir floresan ışıma yapar. Primerler bağlanıp uzama 

başladığında boya molekülü çift zincirli DNA’nın arasına girer ve floresan 

yayılımı baslar. Başlangıçtaki döngü boyunca sinyal zayıftır; ürün miktarı 

arttıkça floresan miktarı hızla artar ve bu artış “real-time” cihazının 

monitöründen izlenebilir (111). 

Bu yöntem optimize edilmiş PCR şartlarında ve dizaynı iyi yapılmış 

primerler ile çok fazla sayıda hedef genin çoğaltılmasına olanak verir. 

Floresan işaretli problara ihtiyaç göstermediği için maliyeti ucuzdur. Bunun 

yanı sıra yöntemin dezavantajları da vardır. Đstenmeyen PCR ürünlerin 
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çoğalması ile yine floresan açığa çıkacağından her zaman istediğimiz 

DNA’nın çoğaldığını işaret etmez yanlış pozitif sonuç almak mümkündür. 

Ortamda hedef DNA dizisi olmadığında primerlerin birbiri ile bağlanmaları 

sonucunda “primer dimer”leri olarak adlandırılan ve çift zincirli DNA 

bölgelerinin oluşumu ile floresan ışıma gözlenebilir. Çoğaltılan DNA’nın 

istenilen hedef bölge olup olmadığını anlayabilmek için DNA’ların erime eğrisi 

analizleri (“melting curve”, “dissociation”) yapılması gerekmektedir. Erime 

eğrisi analizi yapılmak istendiğinde cihaz PCR tüplerini yavasça ısıtmaya 

başlar. Çift zincirli DNA birbirinden ayrılmaya başladığında (melting 

temperature= Tm) floresan boya serbest kalır ve okunan floresan miktarı da 

düşer. Her bir DNA’nın belirli bir erime sıcaklığı (Tm) derecesi vardır. Bu 

erime sıcaklığı çoğalan DNA parçalarının uzunluğuna ve içerdiği GC/AT 

oranına bağlıdır. Spesifik olmayan ürünlerin çoğalmasında (primer 

dimer’lerinde) aradığımız DNA parçasının Tm derecesi arasında farklılık 

olacaktır. Tm derecesinin farklı olması her ürünün kendine özgü uzunluğu ve 

gen dizisi içermesindendir. Bu yüzden Tm sıcaklığı her ürün için özeldir. 

Çoğunlukla bu yöntemle bilinmeyen iki DNA dizisi karşılaştırılmak 

istendiğinde yöntem güvenilir bir şekilde kullanılabilir (Şekil -16) (113).  

 

Şekil-15: Asimetrik siyanin boya SYBR Green I’in kimyasal yapısı. 
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Şekil-16:  “SYBR Green I” yöntemi. 
 

Özgül Belirleme Sistemi 

DNA parçasının çoğaltılmak istenilen bölgesi özel bir bölge ise bu 

bölgenin saptanmasında floresan işaretli problar kullanılır. Bu tekniklerin 

basında “TaqMan” prob, “Molecular beacon”, “Light-up” prob, hibridizasyon 
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prob ve “Scorpion” primer gibi floresan işaretli problar kullanılarak 

yapılanlardır. 

“TaqMan® Probe” Yöntemi 

“TagMan® probe” yöntemi “Double-Dye Oligonucleotide”, “dual 

labeled probe” veya “5' nuclease probe” olarak da adlandırılmaktadır. 

“TagMan® probe” yöntemi çoğaltılmak istenilen DNA’ya komplementer olan 

ve floresan işaretlenmiş tek zincirli bir prob içerir. Floresan işaretli probun 5' 

ucunda “fluorophore” (6-karboksifloresin= 6-FAM) ve 3’ ucunda “quencher” 

(6- karboksitetrametil-rodamin= TAMRA) bulunur. 3’ uçtaki baskılayıcı 

TAMRA boyası 5' uçtaki FAM boyasının sinyal oluşturmasını 

engellemektedir. Prob hedef DNA’ya bağlanma durumunda bile floresan 

sinyal ölçümü düşüktür. Çoğaltılma sırasında hedef nükleik asit dizisi 

üzerinde primerler bağlanma bölgeleri arasında “Taq Man” problar 

bağlanırlar. Primerlerin bağlanmasının ardından yeni zincir olusmaya başlar. 

Probun bağlı olduğu bölgeye gelindiğinde Taq DNA polimeraz enzimi 5'→3’ 

nükleaz aktivitesi ile FAM’ı probdan ayırır. Serbest hale geçen FAM sinyal 

oluşturur. DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir döngüde ürün 

çoğalımı arttıkça floresan da ona bağlı olarak artmaya devam eder (Şekil-17) 

(114). 

“TagMan® probe” yönteminde mutasyon tespiti ile birlikte sayısal 

değerlere de ulaşılabildiğinden araştırıcılar için avantaj sağlar. Bu yöntem 

standart bir protokolü ve kolay bir dizaynı ve çok az bir optimizasyonla 

gerçekleştiği için hem allelik diskriminasyon hem de ekspresyon profilinin 

çıkartılmasında kolaylıkla kullanılır (115). 
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Şekil-17: TaqMan prob yöntemi. 
 

Moleküler Boncuk Yöntemi 

Moleküler boncuk yöntemi hem yapısı hem de çalışma prensibi ile 

“TagMan® probe” ve “SYBR Green I” yönteminden çok farklıdır. Saç tokası 

şeklindeki yapının yuvarlak uç kısmı çoğaltılacak DNA ile komplementer tek 

zincirli DNA dizisini içerir. Bu yapının düz olan uç kısımlarında 2 adet 

florokrom boya içermektedir. Bunlardan baskılayıcı florofor diğer boyanın 

floresansını engeller. Moleküler boncuk probu solüsyon içerisinde serbest 

halde iken ışıma yapmaz. Çoğaltılmak istenilen DNA bölgesi PCR ile 

çoğalmaya başladığında prob hedef DNA dizisine göre dizayn edildiğinden 

birbirleri ile karşılaştıklarında konformasyonu değişir ve düz, çift zincirli hale 

geçer. Çünkü bu yapı termodinamik olarak saç tokası şeklinden daha 

kararlıdır. Moleküler boncuk hedef nükleik asit dizisi ile hibridize olur olmaz 
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boncuk molekülünün yapısı değiştiğinden ve boyalarda birbirlerinden 

uzaklaştığından floresan miktarı artar. Bu teknikte oluşan floresanın 

ölçümüne dayanmaktadır (Şekil-18) (116).  

 

Şekil-18: Moleküler boncuk yöntemi. 
 

Moleküler boncuk yönteminin en fazla kullanıldığı alanlar; genetik 

tarama, SNP çalışmaları, farmakogenetik çalışmalardır. Bu yöntemde prob 
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dizaynı çok önemlidir ve optimal şartlar sağlanmadığında özellikle uygun 

sıcaklık bulunamamışsa probun saç tokası şeklindeki yapısı 

değişmeyeceğinden ortamda hedef DNA dizisi bulunsa bile floresan ışıma 

elde edilemeyebilir (110, 116). 

Hibridizasyon Prob Yöntemi 

Bu yöntem Roche tarafından “LightCycler®” PCR cihazında 

kullanılmak üzere geliştirilmiştir. Đki farklı prob dizayn edilmiştir. 3’ ucunda 

floresans işaretli boya (donor), 5' ucunda alıcı boya (acceptor) 

bulunmaktadır. PCR reaksiyonu sırasında bu iki prob hedef nükleik asit 

dizisine bağlanıp birbirine yaklaştığında bir enerji yayılımı olur (FRET: 

Fluorescence Resonance Energy Transfer). Enerji “donor” boyadan 

“acceptor” boyaya transfer olur. Bu enerji transferi sonucunda olusan 

floresans miktarı PCR süresince olusan ürün miktarı ile doğru olarak artar 

(Şekil -19) (117, 118). 

  

Şekil- 19: Hibridizasyon prob yöntemi. 

 

“Real Time PCR” Hematolojide Kullanımı 

A. Đşaretli Problar ve “Melting Curve Analizi” Kullanılarak Yapılan 

Çalışmalar 

Venöz tromboza yatkınlıkta en sık karşılaşılan koagülasyon anomalisi 

aktive protein C (APC) direncidir. Faktör IV Leiden mutasyonu da APC 

direncine neden olur. Genetik çalışmalar populasyonda %85-95 bireyin APC 

direnci taşıdığını göstermiştir. APC direnci ya da Faktör V mutasyonu taşıyan 

bireylerin diğer yaygın trombofili ile örtüşen fenotiplerine de bakılmalıdır. 

Faktör II (G20210A) populasyonda %1-2 sıklıkta bulunur. MTHFRC677T 

polimorfik varyantı ailesel tromboemboli ve hiperhomosisteinemiye yatkınlık 

enlerden bir diğeridir. “Real time PCR” ile işaretli problar kullanarak ve 
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“melting curve” analizi ile çok kısa bir süre içinde Faktör V, Faktör II ve 

MTHFR C677T mutasyonlarının tespiti mümkündür. 

Hemoglobinopatilerde gözlenen yaygın B-globin mutasyonlarının 

(HbS, Hb G (kodon 6) ve Hb E (kodon 26)) farklı problar kullanılarak, tek 

reaksiyon tüpü içinde (multipleks) tespiti mümkündür. “Real time PCR” 

rutinde kullanılan HPLC ve izoelektrik fokus yöntemlerine alternatif bir 

uygulamadır. Aynı şekilde hemokromatoz mutasyonlarının (C282Y ve H63D) 

tespitinde en sık kullanılan PCR-restriksiyon enzim analizine alternatif bir 

teknolojidir. 

ALL ve AML tedavisinde karşılaşılan toksisite, ilaca direnç ve duyarlılık 

kavramlarına açıklık getirmek amacıyla, bu ilaçları metabolize eden 

enzimlerdeki polimorfizmlerin, dolayısı ile enzim aktivitelerinin araştırılması 

için “real time PCR” hızlı bir tarama yöntemidir. TPMT ve CYP2D6 enzim 

varyantlarının bu teknikle araştırılması mümkündür. 

B. Gen Ekspresyon Çalışmaları 

Kantitatif “real time PCR” yardımıyla minimal rezidüel hastalıklarla 

bağlantılı özgün gen düzeylerinin saptanması kliniklere büyük katkı 

sağlayacak potansiyeldedir. Bu amaçla ekspresyon düzeyleri saptanan 

BCR/ABL, AML1/MTG8, PML/RARalpha, CBFbeta/MYH11, TEL/AML1, 

E2A/PBX1, MLL/AF4, MLL/AF9 gibi bir çok gen mevcuttur. Kantitatif “real 

time PCR” ile ilgili karşılaştırmalı çalışmalar gerek klasik RT-PCR gerek FISH 

yöntemine göre minimal rezidüel hastalık takibinde bu teknolojinin 

üstünlüğünü kanıtlamaktadır. Özellikle Kronik Miyelositer Lösemilerde 

minimal rezidüel hastalık takibinde p210 ve p190 proteinlerini kodlayan 

mRNA BCR/ABL düzeylerinin bu yöntemle kantifikasyonu %100 spesifiklik ve 

%0.0001 düzeylerine varan duyarlılık alanı içinde mümkün olabilmektedir. 

Allojenik kemik iliği transplantasyonu hastalarda da remisyon izlemede rutin 

kemik iliği takip işlemlerinde tercih edilmesi gereken bir teknolojidir. Akut 

promyelositik lösemi (APL)‘nin tanısında da t(15;17) füzyon genine ait 

mRNA’nın saptanması ATRA ve arsenik gibi tedavi edici ajanlara olan yanıtın 

ölçülmesinde, minimal rezidüel hastalık takibinde ve relapsların 

belirlenmesinde güvenli ve hızlı bir yardımcıdır. 
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AML ‘de WT1 gen ekspresyon anlatımı bir panlösemik belirteç olarak 

anılmaktadır ve KML’de terapiye yanıt ölçümünde de kantifiye edilmektedir. 

Çalışmalar sonucunda bu genin anlatımının AML’de çok düşük düzeylerde 

izlenmesinin iyi progoz belirtisi olduğu anlaşılmaktadır. MDS’ye ait risk 

ölçümünde de güvenli bir belirteç olarak anılmaktadır. 

Kantitatif “real time PCR” yardımıyla apoptozis kantifikasyonu da 

apoptozisin şu ana dek proteinden saptanıyor olmasına karşı getirilen önemli 

bir gelişmedir. bcl2, bax, dapk1, myc, bad, wt1, mcl1 gibi genlere ait 

expresyon analizleri ve RNA Y1 (hY1) gen kantifikasyonu bu amaçla 

uygulanan başarılı çalışmalardandır. Rutine yönelik uygulamalar içinde 

özellikle ALL takibinde klona spesifik immunoglobulin (Ig) ve T-cell receptor 

(TCR) genine ait uygulamalar dikkati çekmektedir. Özellikle konvansiyonel 

PCR işlemlerine göre PCR sonrası basamakların olmaması ve tanısal 

duyarlılık nedeniyle kantitatif PCR bir tercih sebebidir. Benzer şekilde 

immunoglobulin ağır CDRII ave CDRIII bölgelerini kantifikasyonu ile B 

hücreli-KLL takibinde de kullanılabilmektedir. Bu ölçümlerin 5x10 normal 

hücre arasında tek bir tümör hücresini bile saptayabilerek relapslarda çok 

erken tanı olanağı verdiği söylenmektedir (119). 

 

Tablo-3: Konvansiyonel sitogenetik, FISH ve moleküler yöntemlerin 

karşılaştırılması (120). 

 
FISH: fluoresan in situ hibridizasyon, QR-PCR: kantitatif PCR. 
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Tedavi 

KML tedavisinde başlangıçta hastalığın biyolojik seyrini değiştirmeyen 

hücre azaltıcı sitotoksik tedaviler (başlıca hidroksiüre (HU) ve busulfan) 

kullanılmıştır. Sonraki dönemde biyolojik yanıt düzenleyici ilaçlar (interferon 

(IFN) ve IFN/ARA-C kombinasyonu) sitogenetik remisyon sağlama amaçlı 

olarak kullanılmıştır (34). Lökosit sayısı çok yüksek KML hastalarında 

hiperviskozite sendromu bulguları varsa lökoferez uygulanabilir. Günümüzde 

HU lökostatik komplikasyonları engellemek amacıyla miyeloid hiperplaziyi 

azaltmak için ya da allojeneik kök hücre nakli (KHN) öncesi kullanılmaktadır. 

Đmatinib öncesi dönemde IFN temelli rejimler 10 yıldan uzun bir süre 

ilk tedavi seçeneği olmuştur. Randomize kontrollü çalısmalar IFN’un 

konvansiyonel tedavi ile karşılaştırıldığında sağkalımı uzattığını göstermiştir. 

IFN hastaların yaklasık %80’inde hematolojik, %50’sinde de sitogenetik 

cevabı indüklemiştir. Sağkalımda anlamlı bir uzama yalnızca sitogenetik 

cevabı olan hastalarda görülmüştür (121,122). Đmatinib öncesi dönemde 

uygulanabilen hastalar için allojenik KHN uzun süreli moleküler remisyon 

sağlaması ve %50’ye varan kür oranı ile önemli bir tedavi seçeneği olmuştur. 

1998 yılında spesifik bcr/abl tirozin kinaz inhibitörü imatinib mesilat 

(STI571, Glivec) bir ilaç olarak klinik uygulamaya girdikten sonra KML 

tedavisinde “Đmatinib Dönemi” başlamıştır. Đmatinib, p210 onkoproteinin ATP 

bağlanan bölgesine spesifik olarak bağlanan bir fenilaminopirimidin türevidir. 

400 mg/gün dozunda özellikle kronik fazda hematolojik, sitogenetik hatta 

moleküler remisyon (BCR-ABL füzyon transkriptinin kaybolması) 

sağlayabilmektedir. Đmatinib, oral olarak çok iyi tolere edilir. Tedavi, mevcut 

verilere göre yaşam boyu verilmelidir. Ödem, cilt döküntüleri, sitopeniler gibi 

yan etkileri vardır. Ancak diğer KML tedavilerine göre bu yan etkiler çok daha 

iyi tolere edilir. Bununla birlikte tedavi maliyeti oldukça yüksektir. Đlaca bağlı 

yan etkiler nedeniyle tedavinin sonlandırılması hastaların %5’inden daha 

azında görülmüstür. En sık gözlenen yan etkiler kas-iskelet şikayetleri ile 

ödemdir. Bulantı, kusma, ishal, makulopapüler cilt döküntüsü, halsizlik, 

başağrısı diğer sık gözlenen yan etkileridir. Doza bağımlı hepatotoksisite ve 

miyelosüpresyon izlenebilir. Bu yan etkiler sıklıkla tedavinin ilk 2-4 haftası 
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içinde ortaya çıkarlar. Sıvı retansiyonu tüm çalışmaların ortak bir bulgusu 

olmuştur. Periorbital ya da pretibial gibi vücudun herhangi bir bölgesinde 

subkutan ödem olarak kendini gösterebilir. Bazı hastalarda plevral efüzyon, 

asit, kilo alımı görülebilir. Yaygın eritematöz, makulopapüler, pruritik deri 

döküntüleri de bildirilmiştir. Nadiren bu sebeple ilacı bırakmak zorunda kalan 

hastalar olmuştur. Karaciğer fonksiyon testlerindeki bozukluk genellikle 

transaminazlarda hafif yükseklik şeklinde görülür. Tedaviye bir ya da iki hafta 

ara verildikten sonra düzeldikleri görülür. Miyelosüpresyon kemik iliği 

toksisitesini gösterebilir ya da imatinibin antilösemik etkisine bağlı olabilir. 

Kronik fazdaki hastalarda düşük kan değerleri tedaviye birkaç gün ara 

verildikten sonra sıklıkla düzelir. Đleri evre hastalarda düzelme ise daha uzun 

sürede olur (123-132). 

 Đmatinib tedavisi altında relaps olan hastalar araştırıldığında akkiz 

imatinib direncine neden olan mekanizmanın esas olarak BCR-ABL’nin kinaz 

domainindeki mutasyonlar olduğu görülmüştür (133). Dasatinib (Sprycel, 

BMS- 354825) ve Nilotinib (AMN107) imatinib direncinin daha net 

anlaşılmasıyla geliştirilmiş daha potent yeni tirozin kinaz inhibitörü 

moleküllerdir. Her iki ilaçla yapılmıs faz I çalışmalar eş zamanlı olarak yakın 

dönemde yayınlanmıştır (134,135). Imatinibe rezistan kronik faz KML’si olan 

hastalarda her iki ilaçla da %92 oranında hematolojik remisyon sağlanmıs, 

%35 oranında da tam sitogenetik yanıta ulaşılmıştır. Ancak bu ilaçlar T315I 

mutasyonuna etki gösterememektedir. Dasatinib, yapılan faz II çalısmaların 

yayınlanmasıyla onay almıştır. Bu iki yeni ilaçla çalışmalar devam etmektedir, 

üçüncü jenerasyon tirozin kinaz inhibitörleri de geliştirme sürecindedirler. 

Tirozin kinaz inhibitörleri öncesi kronik faz KML allojeneik KHN için en 

sık endikasyonu oluşturuyordu. 1999 yılından sonra bu grup hastalarda 

transplantasyon sayısında çok belirgin bir düşüş olmuştur (136). IRIS 

çalışmasının 5 yıllık sonuçlarının açıklanmasıyla imatinib ilk basamak tedavi 

olarak yerini pekiştirmiş ve KHN tedavide ikinci ve hatta yeni tirozin kinaz 

inhibitörlerinin de kullanıma girmesiyle belki de üçüncü basamağa yer 

değiştirmiştir. Hematopoietik KHN graft-versus-host hastalığı (GVHH) ve 

infeksiyöz komplikasyonlar nedeniyle tedaviye bağlı yüksek mortalite riski 
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taşımaktadır (137). Akraba dışı HLA tam uyumlu olmayan donörlerden 

yapılan nakiller daha yüksek oranda tedaviye bağlı mortalite ve GVHH’na 

neden olmaktadır. Non-miyeloablatif allojeneik KHN de vericisi bulunan 

hastalarda uygulanabilir. Allojeneik nakil sonrası KML nükseden hastalarda 

donör lenfosit infüzyonu ile tekrar remisyon sağlanabilmektedir (138-140). 

Allojenik KHN imatinibe yanıtı iyi olmayan hastalarda etkin bir tedavi 

yöntemidir. 

Son yıllarda yapılan randomize klinik çalışmalara dayanarak 

günümüzde yeni tanı almış bir KML hastasının standart tedavisi imatinib 

olmuştur (141-147). Tedavi 400 mg/gün dozunda başlanmaktadır ve 

süreklidir. 300 mg/gün’ün altındaki dozlar yeterli hücre içi konsantrasyona 

ulaşmadığından verilmemelidir. Daha yüksek dozların (600 mg veya 800 mg) 

yüksek riskli kronik faz KML’de, ilerlemiş hastalıkta, başlangıçta imatinibe 

yanıtı olmayan hastalarda, imatinibe yanıtı kaybolan hastalarda veya imatinib 

altında hastalıkta ilerleme olması halinde daha yüksek tedavi yanıtı sağlayıp 

sağlamayacağı sorularının cevabı halen yürütülmekte olan prospektif 

çalışmalarda gizlidir (148,149). Kontrolsüz, ortanca izlem süresi görece kısa 

olan çalışmalar seçilmiş yüksek riskli hasta gruplarında daha yüksek dozların 

daha etkili olduğu yönündedir (150-155).  

Đmatinib mesilat, bir protein tirozin kinaz inhibitörü olup, diğer tedavi 

stratejilerinden farklı olarak hastalığın patofizyolojisine, bir diğer ifade ile 

hedefe yönelik olarak geliştirilmiş bir ajandır. Đmatinib mesilat, yapılan klinik 

çalışmalar sonucunda, yeni tanı almış Ph+ kronik faz KML hastalarının ilk 

sıra tedavisinde tercih edilen ajan haline gelmiştir (156,157). 

Đmatinib’in temel farmakodinamik özellikleri: 

1-) Ph+ KML hücrelerinde, proliferasyonun inhibisyonu, apopitozis 

indüksiyonu ve in vitro yeni lösemik hücrelerin potansiyel inhibisyonu (158, 

159) 

2-) Hayvan modellerinde, Ph+ tümör hücrelerine karşı gösterilmiş anti-

tümör aktivite (160,161) 

3-) Kök hücre faktör ve trombosit kaynaklı büyüme faktörü (PDGF) için 

tirozin kinazların inhibisyonu 
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4-) Telomeraz aktivitesinin azalması ve bu sayede telomeraz ifade 

eden hücre serilerinde proliferasyonun inhibisyonu (162) 

5-) Glikolitik aktivitenin inhibisyonu ve mitokondriyal glukoz 

metabolizmasının uyarılması (163) 

6-) Vasküler endotelyal büyüme faktör (VEGF) inhibisyonu (164) 

7-) KML hastalarında kemik iliği vaskülaritesinin normalizasyonu 

(165,166) 

8-) KML hastalarında miyelofibroziste azalma (167) 

Đmatinib, özgün olmayan bir ABL inhibitörüdür. BCR-ABL’de bulunan 

SH1 kısmı onkojenik dönüşümde başlıca rolü oynamasından dolayı 

moleküler bir hedeftir. ATP, burada bulunan tirozin kinaz kısmına bağlanır. 

Araştırmalar izoflavinoid, genistein, ve bir antibiyotik olan herbimisin-A’ın bu 

katalitik etkiyi antagonize eden doğal ürünler olduğunu ortaya koymuştur. 

Daha sonraki çabalar adenozin trifosfat (ATP) ile ya da kinaz kısmına 

bağlanan substrat ile yarışacak kimyasal yapıda sentetik bileşik elde 

edilmesine yönelik olmuştur. Bu aşamada geliştirilen en başarılı sentetik 

inhibitör, ATP’ye bağlanarak etki gösteren imatinib (Đsviçre, Novartis firması 

ürünü STI571; Glivec ya da Gleevec) olmuştur (168,169). 

 Đmatinib ABL’nin inaktif ve non-fosforile şekline bağlanır. Abl kinaz 

parçasının inaktif şekli, imatinib selektivitesi için önemlidir. Her ne kadar aktif 

protein kinazların katalitik parçaları yapısal olarak çok benzerse de, inaktif 

kinazların kristal yapılarının dikkate değer ölçüde plastisite gösterdiği 

bilinmektedir (170,171). Sterik sınırlamalar yüzünden, ABL’nin inaktif şekli, 

ATP bağlanması için uygun değildir. Đmatinib’in BCR-ABL formlarına karşı 

etkisi, muhtemelen kinaz moleküllerinin dinamik doğasından kaynaklanır. Bu 

moleküller geçici olarak inaktif ve aktif formları arasında geçiş yaparlar, bu da 

imatinib’in moleküle bağlanabilmesi için bir olanak oluşturur (172). Protein 

kinazlar, substrat proteinler üzerinde yerleşik spesifik aa’lere, adenozin 

trifosfattan (ATP) bir fosfat transfer eden enzimlerdir. Bu proteinlerin 

fosforilasyonu sonucu çeşitli sinyal iletim yolları aktive olmakta ve hücre 

büyümesi, farklılaşması, hücre ölümü gibi biyolojik süreçler tetiklenmektedir. 

BCR-ABL aktivasyon mekanizmasında, mevcut tirozin kinaz aktivitesi 
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sayesinde, substrat tirozin rezidülerinden birinin fosforilasyonu ile aktive olur 

ve ardından gelen diğer efektör molekülleri aktive ederek KML oluşumuna yol 

açan bir dizi basamağın ilerlemesine neden olmaktadır. Diğer yandan 

ortamda imatinib mevcut olduğunda, imatinib kinaz paketini işgal etmekte, 

BCR-ABL aktivasyonunu inhibe ederek substratın fosforillenmesini 

önlemektedir. Bu sayede KML oluşum basamakları bloke edilmiş olur. Şekil 

20’de BCR-ABL aktivasyon mekanizması ve bunun imatinib ile inhibisyonu 

görülmektedir (173).  

 

 

Şekil-20: BCR-ABL aktivasyon mekanizması ve bunun imatinib ile 
inhibisyonu. Panel A’da kinaz paketi içerisindeki ATP molekülü ve BCR-ABL 
onkoproteini izlenmektedir. Substrat tirozin rezidülerinden birini fosforilasyonu 
ile aktive olur ve ardından gelen diğer efektör molekülleri aktive eder. Ancak 
imatinib kinaz paketini işgal ettiğinde (Panel B) BCR-ABL aktivasyonu inhibe 
olur ve substratın fosforillenmesi engellenir. 
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Đmatinib Direnci 

KML hastalarının büyük bir bölümü imatinib tedavisine mükemmel 

yanıt vermekte iken bir miktar hastada optimal veya yeterli cevap elde 

edilemeyip bir kısım hastada da elde edilmiş olan cevap kaybedilmektedir. 

Bu durum sırasıyla tedaviye primer ve sekonder direnç olarak 

yorumlanmaktadır. 

Primer direnç, imatinib ile tedavi başlandıktan sonra üç ay içinde tam 

hematolojik yanıt (THY) sağlanamaması, altı ay içinde sitogenetik yanıtın 

gözlemlenmemesi ve oniki ay içinde parsiyel sitogenetik yanıtın olmaması 

şeklinde ifade edilmektedir. Hematolojik yanıtın ve parsiyel sitogenetik yanıtın 

kaybedilmesi ya da tam sitogenetik yanıtın (TSY) kaybedilmesi ile BCR-

ABL’ın on kat artması durumunda sekonder dirençten bahsedilir (174,175). 

Đmatinib direncinde başlıca dört mekanizma tanımlanmıştır (174,176 -180). 

ABL kinaz bölgesindeki nokta mutasyonlar primer dirençten ziyade 

özellikle kazanılmış dirençte görülmekte ve KML’nin tüm fazlarında 

bulunmasına rağmen daha sıklıkla hastalığın geç kronik veya akselere 

fazında gözlenmektedir. Bunlardan en çok araştırılmş olan ikisi T315I ve 

F317L mutasyonlarıdır (181 -183). 

Đmatinibe karşı gelişen direnç mekanizmaları şunlardır; 

1) Azalmış intraselüler ilaç düzeyleri 

  a. Plazmada alfa-1 asid glikoprotein tarafından bağlanması 

b. P-glikoprotein (MDR-1) over ekspresyonu nedeniyle ilacın hücreden 

atılması 

2) Genomik amplifikasyon nedeniyle BCR-ABL’nin artmış ekspresyonu 

3) Klonal evrimleşme (BCR-ABL bağımsız mekanizmalar) 

4) BCR-ABL’nin ABL kinazında mutasyonlar nedeniyle ilaç veya kinaz 

aktivitesinin etkilenmesi (örn;T315I, F317L, F359V) 

Tedaviye Yanıt Tanımları  

Đmatinib döneminde yapılan KML tedavisinde hastanın hematolojik, 

sitogenetik, ve moleküler olarak izlenmesinin önemi çok fazladır. 
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Tam hematolojik yanıt 

• Lökosit sayısı < 10.000/µL 

• Periferik kanda bazofil < %5 

• Periferik kanda miyeloblast, promiyelosit, miyelosit görülmemesi 

• Trombosit sayısı < 450.000/µL 

• ·Dalağın ele gelmemesi 

Sitogenetik Yanıt 

• Tam sitogenetik yanıt : Ph + metafazın olmaması 

• Parsiyel sitogenetik yanıt : Ph + metafaz %1- %35 

• Minör sitogenetik yanıt: Ph + metafaz %36 - %65 

• Minimal sitogenetik yanıt: Ph + metafaz %66 - %95 

• Sitogenetik yanıtsızlık: > %95 Ph + metafaz 

Konvansiyonel sitogenetik incelemede en az 20 metafaz 

değerlendirilmelidir. Sitogenetik yanıt, konvansiyonel olarak, metafazdaki 

kemik iliği hücrelerinde kromozom bantlama yöntemleri ile tespit 

edilebilmektedir. Avrupa Lösemi Ağı protokollerine göre 24 ve 48 saatlik en 

az iki farklı kültürde, bir örneğe ait kemik iliği hücrelerinde en az 20 Ph pozitif 

hücre tanımlamak gerekmektedir. Kemik iliğinde metafaz elde 

edilemediğinde tam sitogenetik yanıt tanımı en az 200 çekirdek skorlaması 

ile yapılmış interfaz FISH çalışmasına dayanabilir. Majör sitogenetik yanıt 

tam ve parsiyel sitogenetik yanıtı içerir (Ph + metafaz %0 - %35). 

Konvansiyonel sitogenetik inceleme ; Ph’ dısındaki kromozom anomalilerini 

de saptar. Sitogenetik yanıt FISH ile değerlendirildiğinde laboratuvarın 

raporunda  belirtilen yanlış pozitiflik oranı dikkate alınmalıdır. 

Moleküler Yanıt 

Tam moleküler yanıt: RT- PCR veya nested PCR yöntemi 

kullanıldığında ardışık iki ölçüm ile BCR-ABL kimerik mRNA’sının 

saptanmaması (10-4 duyarlılığında) 

Majör moleküler yanıt (MMY): BCR-ABL/ABL oranının uluslararası 

skalaya göre ≤ %0.1 olması* 
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* “National Comprehensive Cancer Network”‘un (NCCN) V.2 2010 

KML kılavuzunda BCR-ABL kimerik mRNA’da başlangıç değerinden 3 log 

veya daha fazla azalma olması majör moleküler yanıt olarak 

tanımlanmaktadır (184, 185). 

Tedavi Yanıtının Đzlenmesi  

Hematolojik değerlendirme: Tanı sonrasında tam hematolojik yanıt 

sağlanana kadar 15 günde bir, daha sonra en az 3 ayda bir veya gerek 

olduğunda yapılmalıdır. 

Sitogenetik değerlendirme: Tanıda, 3. ve 6. ayda, tam sitogenetik 

yanıt elde edilmesine kadar 6 ayda bir, daha sonra 12 ayda bir (düzenli 

moleküler takip yapılamıyorsa) 

- Tedaviye yanıtsızlık (primer veya sekonder direnç) durumunda her 

zaman 

- Açıklanamayan anemi, lökopeni, trombositopeni gelişiminde her 

zaman yapılmalıdır. 

QRT-PCR ile Moleküler takip: MMY elde edilmesi ve 

doğrulanmasına kadar 3 ayda bir, daha sonra en az 6 ayda bir yapılmalıdır. 

 

Tablo-4: Erken kronik evredeki hastalarda imatinibe yanıtın değerlendirilmesi 

(184). 

KKA: klonal kromozomal anomali, KKA/Ph+: Ph+ hücrelerde ek KKA, KKA/Ph-: Ph- 
hücrelerde KKA THY: tam hematolojik yanıt, PSgY: parsiyel sitogenetik yanıt, TSgY. Tam 
sitogenetik yanıt, MMY: majör moleküler yanıt, MMY: BCR/ABL 1/ABL1 ≤ %0.1, 
mutasyonlar€: imatinibe duyarlı BCR-ABL1 kinaz domain mutasyonları, mutasyonlar¥: 
imatinibe duyarlılığı düsük BCR-ABL1 kinaz domain mutasyonları 
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Moleküler mutasyon analizi: Suboptimal yanıt veya yanıtsızlık 

durumunda (Tablo-4) ve diğer tirozin kinaz inhibitörleri veya başka tedavilere 

geçmeden önce daima bakılmalıdır. Akselere ve blastik evrede başvuran 

hastalarda mutasyon analizi çalışılması önerilir (Çalışma grubunun ortak 

görüşü) (184). 

KML’de tedavi ve moleküler yanıtın düzenlenmesi, dikkatli planlama 

stratejileri gerektiren bir süreçtir. Avrupa Lösemi Ağı tarafından tarif edilen 

suboptimal yanıt tanımı; tanıdan itibaren 6 ay içinde majör sitogenetik yanıta 

ulaşamamak (MSY: ≤ %35 Ph pozitif hücre) ya da 12.ayda halen tam 

sitogenetik (%0 Ph pozitif hücre) yanıta ulaşamamaktır. Bir hasta tam 

sitogenetik yanıta ulaştıktan sonra, MRH takibi için sitogenetik değerlendirme 

yetersiz kalmaktadır. Periferik kandaki BCR-ABL mRNA düzeyleri, ancak 

PCR ya da kantitatif PCR yöntemleri ile saptanabilecek miktardadır. KML 

hastalarında, moleküler takip 3 ayda bir yapılmalıdır. Stabil tam sitogenetik 

yanıtta bulunan bir hasta, daha seyrek olarak (6 ayda bir) izlenebilir (105). 

Majör moleküler yanıt kavramı, BCR-ABL transkript düzeyleri standart 

bir “baseline ” ile karşılatırıldığında (örneğin tanı zamanı BCR-ABL düzeyi) ≤ 

0.1 (ya da 3 log azalma) olarak tanımlanmaktadır. 18. ayda majör moleküler 

yanıta ulaşılamamış ise suboptimal yanıttan bahsetmek mümkündür. Hasta 

örneklerinde, BCR-ABL transkriptlerinin tespit edilemediği zaman, tam 

moleküler yanıta ulaşılmış olarak kabul edilir. Moleküler ve sitogenetik 

izlemler arasında korelasyon bulunmaktadır. Şöyle ki BCR-ABL/ABL 

düzeyindeki %10 (1-log) azalma, majör sitogenetik yanıta ve %1 (2-log) 

azalma ise tam sitogenetik yanıta karşılık gelmektedir (186, 187). 

Ph pozitif KML hastalarının, imatinib ile tedavisi sonucu tam 

sitogenetik yanıta ulaşma başarısı %65-85 ve majör moleküler yanıta ulaşma 

başarısı %40-70 ve remisyonda kalma oranıda %10-40 olarak bildirilmektedir 

(120, 187-189). Moleküler tanı sadece BCR-ABL transkript düzeylerinin 

belirlenmesi olarak algılanmamalıdır. Đmatinibe yanıtsızlık, suboptimal yanıt 

ve BCR-ABL transkript düzeylerinin artması durumunda ABL genindeki kinaz 

bölgesi mutasyonlarınında değerlendirmeye alınması gerekir (190). 
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Minimal Rezidüel Hastalık (MRH) lösemi hücrelerine spesifik DNA, 

RNA ya da antijenlerin taranması ile morfolojik olarak saptanamayan 

blastların belirlenişi ile minimal rezidüel hastalık (MRH) kavramı doğmuştur. 

MRD için en sık kullanılan iki metoddan ilki anormal immünfenotiplerin akım 

sitometrisi ile tespiti, diğeri ise lösemi ile ilişkili moleküler hedefler 

taranmasıdır (191). Bu iki metodun duyarlılıkları farklıdır: flow sitometri ile 

%0.01 lösemi hücresi saptanabilirken PCR bazlı analizlerde ise lösemi 

hücresi saptama duyarlılığı 10-4 ile 10-6 oranındadır. Bundan dolayı 

uygulanması daha zor ve daha pahalı olmasına rağmen araştırıcıların büyük 

çoğunluğu PCR bazlı metodları kullanmaktadır (192, 193). Özellikle kantitatif 

MRH analizleri ile risk sınıflaması yapılabilmektedir. Tedavi süresince MRH 

düzeylerinde düzenli düşüş iyi prognozla ilişkili olduğu gibi yüksek seyreden 

MRH düzeyleri de klinik nüksün habercisidir (194). 

Remisyon indüksiyon tedavisinden sonra tam remisyon sağlanan 

hastalarda rezidüel hastalık %0.01‘den daha düşük ise prognozun çok iyi 

olacağı öngörülebilir. Ancak remisyon indüksiyon sonunda %1’den daha 

yüksek veya tedavinin sonraki her hangi bir döneminde %0,1’den daha 

yüksek MRH’da relaps riski oldukça yüksektir. Pui ve ark.’nın (191) remisyon 

indüksiyon tedavisinden 6 hafta sonraki herhangi bir dönemde blast oranı 

%0.01’den yüksek ise yoğun kemoterapi önermekte ve bu tedavi değişiminin 

tedavi başarısını artırdığını bildirmektedir (194). 

Sitogenetik ve moleküler analizlerin karşılaştırmalı olarak kullanıldığı, 

kronik fazdaki KML hastalarında yapılan çalışmalarda, majör moleküler 

yanıta ulaşmış hastaların ancak %50’sinde sitogenetik analizlerin, MRH 

değerlendirmede kullanılabildiği görülmektedir. Sadece kemik iliği aspirasyon 

örnekleri ve rutin sitogenetik yöntemler ile takip edilen hastaların, majör 

moleküler yanıta ulaşamadıkları ya da majör moleküler yanıtı yitirdikleri 

görülmektedir (195). Moleküler analizler, hasta KML tanısı aldığı andan 

itibaren uygulanabilir. Tanı anında hastaların büyük bir çoğunluğu yüksek 

p210 BCR-ABL transkript düzeylerine sahiptir. Eğer p210 transkripti tespit 

edilemezse diğer transkriptler (p190 ve p230) aranmalıdır. Đmatinib ile tedavi 

edilen KML hastalarında majör moleküler yanıta ulaşmak tedavinin başarısı 



 53 

açısından önemlidir. Moleküler takip sonucu BCR-ABL düzeylerinin düşük 

bulunması iyi prognostik göstergedir. Major moleküler yanıta ulaşmak, 

hastaların %50’den fazlasında tam sitogenetik yanıta ve hastalıksız 

sağkalıma işaret etmektedir (106, 187). Rutin moleküler izlem ile allogeneik 

kök hücre nakli sonrasında gelişebilecek erken nüks de saptanabilir. 

Allogeneik kök hücre nakli sonrası moleküler takip, tam sitogenetik yanıta 

sahip hastalarda, erken relapsı tespit için önemlidir. BCR-ABL/ABL düzeyleri 

belirli bir seviyenin altında kalan, Ph pozitif değerlere sahip hastalar, 

moleküler nüks geliştirmemektedirler. Buna rağmen ısrarlı ve devamlı olarak, 

düşük seviyede BCR-ABL transkripti saptanan hastalar, nüks riski en fazla 

olan hastalardır ve yakın takip gerektirirler (195). 

Bu retrospektif çalışmada amacımız, tanı ve takip KML hastalarında, 

FISH ve QRT-PCR analiz sonuçlarının “sensitivite” ve klinik yararlılık 

açısından olası korelasyonları ve hastalığın seyri karşılaştırılarak literatürlere 

katkı sunulması amaçlanmaktadır. 
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GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

Bu çalışmada, Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Hematoloji Bilim 

Dalında 2007 -2008 yıllları arasında KML tanısı alan ve/veya KML tanısı ile 

takip edilen 78 hastaya ait toplam 135 kemik iliği ve/veya periferik kan 

materyallerine ait FISH ve QRT-PCR analiz sonuçları retrospektif olarak 

değerlendirildi. Aynı zamanda hastalara yapılan genetik analizlerin uygulama 

ve analiz çalışmalarına katılındı. Çalışma protokolü Uludağ Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Etik Kurulu tarafından onaylandı (Onay Tarihi: 04 Kasım 2008, 

Karar No: 2008-18/18, Değişiklik Tarihi: 20 Temmuz 2010, Karar No: 2010-

5/18). Hastalardan kemik iliği ve periferik kan örnekleri moleküler sitogenetik 

ve moleküler analizler için eş zamanlı elde edildi. Hastalar çalışmaya dahil 

edildikleri zaman FISH ve QRT-PCR analiz yöntemlerinden en az biri ile Ph 

kromozomu ve BCR-ABL kopyası pozitif idi. Takip hastalarının tümü imatinib 

mesilat tedavisi almaktaydı. Yapılan retrospektif incelemede, hastaların yaşı, 

cinsiyeti, beyaz küre sayısı, tanı ya da takip hastası olması, hastalığın klinik 

fazı, materyal tipi, FISH yöntemi rapor sonucu ve QRT-PCR yöntemi rapor 

sonucu bilgileri değerlendirildi. 

Hastaların tedaviye yanıtları “National Comprehensive Cancer 

Network”‘un klinik pratik klavuzuna göre değerlendirildi. Sitogenetik yanıt 

Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik Moleküler Sitogenetik 

laboratuvarında Floresan Đn Situ Hibridizasyon (FISH) yöntemi kullanılarak 

belirlendi. Bu yöntem için Abbott Vysis LSI BCR/ABL translokasyon tespit 

probları (Translocation® Ilinois USA prob) kullanıldı. Sitogenetik yanıt “Break 

point cluster region/ Abelson murine leukemia” (BCR/ABL) pozitif interfazların 

yüzdesine göre hesaplandı. 

 

FISH protokolü 

 

Bu teknikte; 9. ve 22. kromozomlardan sırasıyla floresan filtrelerinden 

alınan yeşil ve kırmızı (orange) renkli sinyaller ve derivatif kromozom 9 ve 
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derivatif kromozom 22’den (Philadelphia kromozom) gelen yeşil ve kırmızı 

renkli sinyallerin kaynaşmasıyla sarı (S) renkte bir füzyon sinyal 

oluşmaktadır. Birleşmiş kırmızı ve yeşil sinyaller bir veya iki sarı füzyon 

şeklinde görüldüğünde BCR/ABL yeni düzenlemeleri için pozitif olarak 

değerlendirilmektedir. 

Heparinle yıkanmış enjektöre alınan hasta materyalinden (periferik kan 

veya kemik iliği) 1-2 cc alınarak ‘‘Cell Star’’ marka 12 ml’lik hücre kültür 

tüpüne konur. Üzerine 0.075 Molarlık 5 cc KCL solüsyonu eklenir. ‘‘Nüve EN 

200’’ marka inkübatörde 20 dk 37ºC’de bekletilir. ‘‘Hettich’’ marka santrifüjde 

2000 devirde 10 dk çevrildikten sonra süpernatan kısmı atılır. Üzerine 1/3 

oranındaki asetik asit/metanol solüsyonu eklenerek santrifüj edilir ve 

supernatant kısmı atılır. Bu fiksasyon işlemi en az 2 kez daha tekrar edilir. 

Böylelikle interfaz aşamasında hücre elde edilmiş olunur. Hücreler önceden 

yıkanıp kurulanmış olan temiz lamlara yayılır. Hasta materyali yayılmış olan 

lamlar kuruduktan sonra 5 dk oda ısısındaki PBS Solüsyonunda bekletilir. 

Ardından sıcaklığı 37ºC’ye ayarlanmış ‘‘Nüve ST 402’’ marka su banyosunun 

içine önceden koymuş olduğumuz 2XSSC solüsyonunun içerisine alınarak 30 

dk bekletilir. 30 dk dolduktan sonra 37ºC’deki pepsin çalışma solüsyonuna 

alınarak 10 dk bekletilir. Ardından oda ısısındaki PBS Solüsyonuna alınarak 

5 dk bekletilir. Sonrasında formaldehit eklenmiş PBS Solüsyonuna konarak 7 

dk bekletilir. Süre dolduktan sonra tekrar PBS solüsyonuna alınan lamlar 5 dk 

daha burada bekletildikten sonra sırasıyla %70, %80 ve %100’lük alkol 

serilerinden geçirilerek kurumaya bırakılır. Kuruyan lamların üzerine ilgili prob 

(BCR/ABL Loküs spesifik) konduktan sonra lamel ile kapatılıp kenarları 

yapıştırılır. Lamlar ‘Vysis’ marka Hybrite üzerine konarak 73ºC’de 8 dk 

denatürasyon ve sonrasında 1 gece boyunca 39ºC’de hibridizasyona 

bırakılır. 1 gece beklendikten sonra lamların üzerindeki lameller kaldırılır ve 

73ºC’deki Solüsyon-1’de 10 dk bekletilir. Süre bitiminde oda sıcaklığındaki 

Solüsyon-2’ye alınarak 2 dk bekletilir ve sırasıyla %70, %80 ve %100’lük 

alkol serilerinden geçirilerek kurumaya bırakılır. Kuruyan lamların üzerlerine 

DAPI solüsyonu konularak büyük boy lamel ile kapatılır ve Olympus BX 51 

marka floresan mikroskopta incelenir. Her bir hastadan 200 interfaz hücresi 
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incelenerek elde edilen sonuçlar % olarak verildi. FISH analizinde cut-off 

değeri %5 olarak kabul edildi (Şekil-21). 

   

 

Şekil-21: FISH yöntemi ile hazırlanmış normal ve KML interfaz görüntüleri. 
 

Moleküler Đnceleme Prosedürü 

 

Vakalarda BCR/ABL füzyon geninin p210 transkriptinin varlığı ve 

transkript oranının belirlenmesi amacıyla gönderilen kemik iliği veya periferik 

kan materyallerinden RNA izolasyonu yapılmakta ve daha sonra cDNA’ya 

çevrilmektedir. QRT-PCR ile karşılaştırmalı analiz sonucu elde edilmektedir. 

Moleküler incelemeler Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik 

Anabilim Dalı Moleküler Laboratuvarında yapıldı.  

RNA Đzolasyonu  

 Messenger RNA (mRNA) veya total RNA izolasyonu EDTA’lı tüplere 

alınan kan ve kemik iliği hücrelerinden RNA izolasyonu özelliğine sahip kit 

(QIAamp RNA Blood Mini Kit) kullanılarak gerçekleştirildi.  

1. Bir hacim kan (maks. 1,5 ml) üzerine 5 hacim buffer EL eklenir. 
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2. Buz üzerinde 10-15 dk bekletilir, arada 2 kez hafifçe 

vortekslenir. Kan geçirgen görünmüyorsa 20 dakikaya 

uzatılabilir. 

3. 400 g’de 10 dk 4ºC’de santrifüj edilir, süpernatant tamamen 

alınır. Pellet beyaz küreleri içerir, hafif pembe renkliyse bir 

sonraki yıkamada geçecektir. 

4. 2 hacim Buffer EL eklenir, hafifçe vortekslenir. Pellet kırmızı 

görünüyorsa 5-10 dk buzda bekletilir. 

5. 400 g’de 10 dk 4ºC’de santrifüj edilir, süpernatant tamamen 

alınır. Kalan sıvı cam pipetle toplanır. 

6. Aşağıdaki oranlara göre Buffer RLT eklenir. Lizat tamamen 

homojen olmalıdır, parçacıklar varsa karıştırılır. 

 

Buffer RLT (µl) Kan Miktarı (ml) Lökosit sayısı 

    350 ≤ 0,5 ≤ 2x106 

    600 0,5-1,5 2x106-1x107 

 

7. QIAshredder (lila) kolona lizat tek seferde yüklenir, 2 dk 13.000 

rpm’de santrifüj edilir, kolon atılıp lizat saklanır. Lizat çok 

yoğunsa ikiye ayrılır ve Buffer RLT ile hacimleri 600 µl’ye 

tamamlanır, yeni QIAshredder kolonlardan geçirilir. 

8. Santrifüj sonrası alt tüpte kalan lizat üzerine buffer RLT miktarı 

kadar (350/600 µl) %70 EtOH eklenir ve pipetle karıştırılır. 

Presipitat oluşabilir bu da kolona yüklenir. 

9. QIAamp (beyaz) spin kolonun ortasına dikkatlice yüklenir, 15 sn 

10.000 rpm’de sanrifüj edilir. Hacim 700 µl’yi geçerse aynı 

kolona tekrar yüklenir.  

10.  Kolon yeni bir 2 ml tüpe alınır, 700 µl Buffer RWI, 15sn 10.000 

rpm’de santrifüj edilir. 

11.  Kolon yeni bir 2 ml tüpe alınır, 500 µl Buffer RPE, 15 sn 10.000 

rpm’de santrifüj edilir. Santrifüjden çıkartılırken dikkatli olunur. 

12.  Buffer RPE, 500 µl eklenir, 13.000 rpm’de 3 dk santrifüj edilir. 



 58 

13.  Yeni bir 2 ml tüpe alınır, 13000 de 1 dk santrifüj edilir. 

14.  QIAamp spin kolon eppendorf tüpe aktarılır, 40 µl RNase free-

water ortaya gelecek şekilde eklenir, 1 dk 10.000 rpm’de 

santrifüj edilir. 

15.  Başlangıçta 0,5 ml’den fazla kan kullanıldıysa işlem tekrarlanır. 

cDNA Eldesi (IPSOGEN RT-Dx Yapımı) 

Kit içeriği (RNase inhibitör ve MMLV dışında) buz üzerinde çözülür. 

Hafifçe vortekslenip kısaca santrifüj (HERMLE 2300 K) edilir. RNase inhibitör 

ve MMLV kullanılacağı zaman buz üzerine çıkartılır. RNA örnekleri (1-8 µl) 

65ºC’de 5 dk inkübasyondan sonra buz üzerine alınır, mix hazırlanıp RNA 

örneklerinin üzerine dağıtılır. 

Miks Hazırlanışı 

- 5x Revers Transkriptaz Buffer (5 µl)x örnek sayısı 

- dNTP (2,5 µl)x örnek sayısı 

- Random Nonamer (5,25 µl)x örnek sayısı 

- RNase  Đnhibitör (0,5 µl)x örnek sayısı,  

- Revers transkriptaz (0,5µl) x örnek sayısı 

- H2O (3,25µl)x örnek sayısı olacak şekilde miks hazırlanır ve RNA 

örneklerinin üzerine dağıtılır. 42ºC 60 dk, 85ºC 5dk, 8ºC sonsuz olacak 

şekilde PCR (GeneAmp® PCR System 9700) reaksiyonu gerçekleştirilir ve  

-20ºC’de kullanıma kadar saklanabilir. 

QRT-PCR  Yapılışı 

Đpsogen PCR kiti kullanılarak miks hazırlanır. 2Xmiks (12,5µl) x örnek 

sayısı, Primer-probe miks(1µl)xörnek sayısı, H20 (6,5µl)x örnek sayısı olacak 

şekilde miks hazırlanır ve PCR tüplerine dağıtılır. Hasta örnekleri, H2O(NTC), 

standart kontrol genler ve standart füzyon genler 5 µl olmak üzere hazırlanan 

PCR tüplerine dağıtılır. 50ºC 2 dk, 95ºC 10 dk, 95ºC 15 sn, 60ºC 1dk (50 

siklus) olacak şekilde QRT-PCR yapılır (Corbett marka RG 6000RO40739). 

QRT-PCR Analizi 

Elde edilen, BCR-ABL füzyon gen transkriptleri, ABL kontrol gen 

transkriptleri miktarına oranlanmakta ve transkriptin ekspresyon oranı 
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belirlenmektedir. Bu oran belirlenirken kontrol gen kopya sayısı 10-3’ün 

altında olan hastaların analizi yapılmamakta ve PCR testi tekrar edilmektedir.  

Đstatistiksel Analiz 

Çalışmanın analizleri SPSS 13.0 (Chicago, IL.) programında 

yapılmıştır. QRT-PCR yüzdesi, FISH yüzdesi ve beyaz küre sayısı ortalama, 

standart sapma, medyan, minimum ve maksimum değerleri ile birlikte 

verilmiştir. Yeni tanı hastalarının FISH ve QRT-PCR yöntemi analiz sonuçları 

ile takip hastalarının FISH ve QRT-PCR yöntemi analiz sonuçları arasında, 

FISH değerlerine göre yapılan sitogenetik yanıt gruplarına ait QRT-PCR 

değerleri arasında, yeni tanı ve takip hastalarında kemik iliği kullanılarak elde 

edilen FISH ve QRT-PCR yöntemi analiz sonuçları ile periferik kan 

kullanılarak elde edilen FISH ve QRT-PCR yöntemi analiz sonuçları 

arasında, FISH değerlerine göre yapılan sitogenetik yanıt gruplarına ait 

beyaz küre sayıları arasında istatistiksel analiz yapılmıştır. Đlgili değişkenlerin, 

FISH grupları arasında yapılan karşılaştırmalarında Kruskal Wallis, tanı 

grupları ve materyal tipi grupları arasında yapılan karşılaştırmalarda ve yine 

FISH gruplarına ait alt grup analizlerde grupların ikili karşılaştırmalarında 

Mann Whitney U testi kullanılmıştır. Çalışmada p<0,05 istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edilmiştir. 
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BULGULAR 

 

 

Çalışmaya Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Hematoloji Bilim Dalında 

Kronik Miyelositer Lösemi (KML) tanısı almış ve/veya takip edilmekte olan 

toplam 78 hasta dahil edilmiştir. FISH yöntemi veya QRT-PCR yöntemi ile 

elde edilen test sonuçlarından en az biri t(9;22)(q34;q11) pozitif olan takip 

hastaları çalışmaya alınmıştır. Yetmiş sekiz hastaya ait 135 materyal sonucu 

değerlendirilmiştir. Değerlendirilen 135 materyalin 118’i (%87,4) kemik iliği, 

17’si (%12,6) periferik kan idi. Yüz otuz beş materyalden 21’i (%15,6) yeni 

tanı, 114’ü (%84,4) takip hastalarına ait test sonuçları idi. Đncelenen 135 

materyalin 131’i (%97) kronik fazdaki , 2’si (%1,5) akselere fazdaki , 2’si 

(%1,5) blastik fazdaki hasta örneklerine aitti. Çalışmada değerlendirmeye 

alınan toplam 21 yeni tanı hastasının 11’i erkek (%52,4), 10’u (%47,6) 

kadındı. Çalışmada değerlendirmeye alınan toplam 21 yeni tanı hastasının 

yaşları 13-81 arasında değişmekte olup ortalama yaş 49,33±18,82 SS 

(standart sapma) idi. Yirmi bir yeni tanı hastasından 1 hastaya ait beyaz küre 

sayısı yoktu. Yirmi yeni tanı hastasına ait beyaz küre sayısı 19800-518000 

/mm³ arasında değişmekte olup ortalama beyaz küre sayısı 145115± 130794 

SS/mm³ ‘tü.  

 Hastaların FISH yöntemi ve RT-PCR yöntemi ile elde edilen sonuçları 

Tablo-5’de belirtilmektedir. 
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Tablo-5: Hastaların yaş, cinsiyet, beyaz küre sayısı, materyal tipi, hastalık 

klinik seyri, hastalık fazı, FISH ve QRT-PCR yöntemlerinin sonuçları. 

HASTA 
NO 

MATERYAL 
TĐPĐ 

YAŞ 
CĐNSĐYE

T 

KLĐNĐK 
DURU

MU 

BEYAZ 
KÜRE 
SAYISI
/mm³ 

FISH 
(%) 

QRT-
PCR 
(%) 

HASTALIK 
FAZI 

1 KĐ 43 E TAKĐP 5680 0 0,8 
KRONĐK 

FAZ 

1 PK 43 E TAKĐP 6690 0 0,23 
KRONĐK 

FAZ 

2 KĐ 46 E TAKĐP 6210 0 6,8 
KRONĐK 

FAZ 

2 KĐ 46 E TAKĐP 6770 0 1,18 
KRONĐK 

FAZ 

3 KĐ 66 E TAKĐP 4400 0 2,7 
KRONĐK 

FAZ 

4 PK 48 E 
YENĐ 
TANI 25700 96 0,19 

KRONĐK 
FAZ 

5 
 

KĐ 39 E 
YENĐ 
TANI 244000 98 218 

KRONĐK 
FAZ 

6 
 

KĐ 48 K TAKĐP 4830 0 5,4 
KRONĐK 

FAZ 

7 
 

KĐ 32 
 

K 
YENĐ 
TANI 42800 98 1817 

KRONĐK 
FAZ 

8 
 

KĐ 62 
 

K TAKĐP 4500 0 1 
KRONĐK 

FAZ 

9 
 

KĐ 69 
 

K 
YENĐ 
TANI 19800 96 201 

KRONĐK 
FAZ 

10 
 

KĐ 65 
 

K 
 

TAKĐP 10800 97 1178 
KRONĐK 

FAZ 

10 
 

KĐ 65 
 

K 
 

TAKĐP 8240 7 288 
KRONĐK 

FAZ 

11 
 

KĐ 60 
 

E 
 

TAKĐP 7000 3 35 
KRONĐK 

FAZ 

11 
 

KĐ 60 E 
 

TAKĐP  0 29 
KRONĐK 

FAZ 

11 
 

KĐ 61 E 
 

TAKĐP 7920 0 1,5 
KRONĐK 

FAZ 

12 
 

KĐ 49 K 
 

TAKĐP 5770 0 1,6 
KRONĐK 

FAZ 

13 
 

KĐ 42 K 
 

TAKĐP 7700 87 140 
KRONĐK 

FAZ 

14 
 

KĐ 35 E 
YENĐ 
TANI 47000 100 1414 

KRONĐK 
FAZ 

15 
 

KĐ 46 K 
YENĐ 
TANI 205000 96 457 

KRONĐK 
FAZ 

15 
 

KĐ 47 K 
 

TAKĐP 5700 0 2,7 
KRONĐK 

FAZ 

16 
 

KĐ 59 E 
 

TAKĐP  0 256 
AKSELERE 

FAZ 

17 
 

KĐ 34 K 
 

TAKĐP 6000 0 2,61 
KRONĐK 

FAZ 

17 
 

KĐ 35 K 
 

TAKĐP 7100 0 0,7 
KRONĐK 

FAZ 

17 
 

KĐ 35 K 
 

TAKĐP 4600 0 0,24 
KRONĐK 

FAZ 

18 
 

KĐ 13 E 
YENĐ 
TANI 386000 98 275 

KRONĐK 
FAZ 

18 PK 14 E 
 

TAKĐP 7000 0 7 
KRONĐK 

FAZ 
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19 PK 53 K 

 
TAKĐP 23900 97 731 

AKSELER
E FAZ 

20 
 

KĐ 64 K 
 

TAKĐP 6910 0 13,7 
KRONĐK 

FAZ 

21 
 

KĐ 57 K 
YENĐ 
TANI 93400 100 1372 

KRONĐK 
FAZ 

22 
 

KĐ 29 K 
YENĐ 
TANI  100 358 

KRONĐK 
FAZ 

22 
 

KĐ 29 K 
 

TAKĐP  49 131 
KRONĐK 

FAZ 

22 
 

KĐ 30 K 
 

TAKĐP  0 2 

KRONĐK 
FAZ 

22 
 

KĐ 30 
 

K 
 

TAKĐP  0 2 

KRONĐK 
FAZ 

23 
 

KĐ 62 
 

K 
 

TAKĐP 7290 4 0 
KRONĐK 

FAZ 

23 
 

KĐ 63 
 

K 
 

TAKĐP 6110 0 0,34 
KRONĐK 

FAZ 

23 
 

KĐ 63 
 

K 
 

TAKĐP 7090 0 0 
KRONĐK 

FAZ 

24 PK 29 E 
 

TAKĐP 20570 84 231 
KRONĐK 

FAZ 

24 PK 29 
 

E 
 

TAKĐP  38 72 
KRONĐK 

FAZ 

24 PK 29 
 

E 
 

TAKĐP 4000 10 202 
KRONĐK 

FAZ 

25 KĐ 56 
 

E 
 

TAKĐP 5160 0 1,13 
KRONĐK 

FAZ 

25 
 

KĐ 56 
 

E 
 

TAKĐP 4760 0 0,07 
KRONĐK 

FAZ 

26 
 

KĐ 58 
 

E 
 

TAKĐP 4750 0 1,22 
KRONĐK 

FAZ 

27 
 

KĐ 28 K 
 

TAKĐP 4000 24 478 
KRONĐK 

FAZ 

27 
 

KĐ 28 
 

K 
 

TAKĐP  4 10,2 
KRONĐK 

FAZ 

27 
 

KĐ 28 
 

K 
 

TAKĐP 6040 0 6,76 
KRONĐK 

FAZ 

28 PK 72 
 

K 
YENĐ 
TANI 33900 92 382 

KRONĐK 
FAZ 

29 
 

KĐ 70 
 

K 
 

TAKĐP 4000 0 0,9 
KRONĐK 

FAZ 

30 
 

KĐ 43 E 
 

TAKĐP 9790 92 239 
KRONĐK 

FAZ 

30 
 

KĐ 44 
 

E 
 

TAKĐP 6570 76 198 
KRONĐK 

FAZ 

30 
 

KĐ 44 
 

E 
 

TAKĐP 7340 82 22 
KRONĐK 

FAZ 

31 
 

PK 52 
 

E 
YENĐ 
TANI 518000 100 206 

KRONĐK 
FAZ 

31 
 

KĐ 53 
 

E 
 

TAKĐP 6210 74 107 
KRONĐK 

FAZ 

31 
 

KĐ 53 
 

E 
TAKĐP 

25200 0 10,9 
KRONĐK 

FAZ 

32 
 

KĐ 63 
 

E 
YENĐ 
TANI 136400 96 1325 

KRONĐK 
FAZ 

33 
 

KĐ 73 
 

K 
 

TAKĐP 6290 90 341 
KRONĐK 

FAZ 

34 
 

KĐ 38 E 
 

TAKĐP 4570 0 0,13 
KRONĐK 

FAZ 

35 
 

KĐ 82 
 

E 
 

TAKĐP 112000 94 271 
KRONĐK 

FAZ 
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36 

 
PK 

 
64 

 
E 

YENĐ 
TANI 

 
31200 

 
98 

 
1197 

KRONĐK 
FAZ 

36 
 

KĐ 65 
 

E 
 

TAKĐP 6400 8 9 
KRONĐK 

FAZ 

36 
 

KĐ 65 
 

E 
 

TAKĐP 3590 0 0,3 
KRONĐK 

FAZ 

36 
 

KĐ 65 
 

E 
 

TAKĐP 54300 0 2 
KRONĐK 

FAZ 

37 
 

KĐ 60 
 

E 
 

TAKĐP 6450 0 0,39 
KRONĐK 

FAZ 

38 
 

KĐ 30 
 

E 
 

TAKĐP 5000 0 8,8 
KRONĐK 

FAZ 

39 
 

KĐ 51 K 
 

TAKĐP 8430 0 0,18 
KRONĐK 

FAZ 

40 
 

KĐ 46 
 

K 
 

TAKĐP 7590 0 0,03 
KRONĐK 

FAZ 

41 
 

KĐ 45 
 

K 
 

TAKĐP  0 0,5 
KRONĐK 

FAZ 

41 
 

KĐ 46 
 

K 
 

TAKĐP 3900 0 0,36 
KRONĐK 

FAZ 

42 
 

KĐ 53 
 

E 
YENĐ 
TANI 145000 100 1683 

KRONĐK 
FAZ 

42 
 

KĐ 54 
 

E 
 

TAKĐP 10400 94 4322 
KRONĐK 

FAZ 

43 
 

KĐ 56 
 

E 
 

TAKĐP 8940 43 114 
KRONĐK 

FAZ 

43 
 

KĐ 56 
 

E 
 

TAKĐP 6450 0 11 
KRONĐK 

FAZ 

44 
 

KĐ 67 
 

E 
 

TAKĐP 5020 0 36,1 
KRONĐK 

FAZ 

44 
 

KĐ 67 
 

E 
 

TAKĐP 4040 0 0,37 
KRONĐK 

FAZ 

45 
 

KĐ 73 
 

E 
 

TAKĐP 14800 0 0,386 
KRONĐK 

FAZ 

45 
 

KĐ 74 
 

E 
 

TAKĐP 41600 0 0 
KRONĐK 

FAZ 

46 
 

KĐ 61 
 

E 
 

TAKĐP 5100 0 0,68 
KRONĐK 

FAZ 

47 
 

KĐ 28 K 
 

TAKĐP 4000 46 449 
KRONĐK 

FAZ 

47 
 

KĐ 28 K 
 

TAKĐP 10000 16 211 
KRONĐK 

FAZ 

48 
 

KĐ 46 E 
 

TAKĐP 5640 46 363 
KRONĐK 

FAZ 

48 
 

KĐ 47 
 

E 
 

TAKĐP  36 372 
KRONĐK 

FAZ 

48 
 

KĐ 47 
 

E 
 

TAKĐP 5400 68 270 
KRONĐK 

FAZ 

48 
 

KĐ 47 
 

E 
 

TAKĐP  60 111 
KRONĐK 

FAZ 

49 
 

KĐ 52 
 

K 
 

TAKĐP 7090 0 0,0122 
KRONĐK 

FAZ 

50 
 

KĐ 74 E 
 

TAKĐP 9800 52 132 
KRONĐK 

FAZ 

50 
 

KĐ 75 E 
 

TAKĐP 4980 0 5,1 
KRONĐK 

FAZ 

50 
 

KĐ 75 E 
 

TAKĐP 7960 0 1,35 
KRONĐK 

FAZ 

51 
 

KĐ 81 K 
YENĐ 
TANI 131000 100 1590 

KRONĐK 
FAZ 

51 PK 81 
 

K 
 

TAKĐP 3100 41 1377 
KRONĐK 

FAZ 
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52 

 
KĐ 

 
32 

 
K 

 
TAKĐP 

 
7600 

 
0 

 
0,3 

KRONĐK 
FAZ 

53 
 

KĐ 63 
 

K 
 

TAKĐP 233000 100 142 
KRONĐK 

FAZ 

53 
 

KĐ 64 
 

K 
 

TAKĐP 5650 92 204 
KRONĐK 

FAZ 

53 
 

KĐ 64 
 

K 
 

TAKĐP 7300 90 578,3 
KRONĐK 

FAZ 

54 
 

KĐ 75 E 
 

TAKĐP 3600 0 40 
KRONĐK 

FAZ 

55 
 

KĐ 54 E 
 

TAKĐP 4000 0 1,36 
KRONĐK 

FAZ 

56 
 

KĐ 55 K 
 

TAKĐP 4300 0 0 
KRONĐK 

FAZ 

56 
 

KĐ 56 K 
 

TAKĐP 3360 0 1,8 
KRONĐK 

FAZ 

57 
 

KĐ 63 E 
 

TAKĐP 5000 32 209 
KRONĐK 

FAZ 

57 
 

KĐ 63 E 
 

TAKĐP 6300 22 119 
KRONĐK 

FAZ 

57 
 

KĐ 63 E 
 

TAKĐP 4270 0 4,3 
KRONĐK 

FAZ 

58 
 

KĐ 48 
 

K 
 

TAKĐP 3700 30 118 
KRONĐK 

FAZ 

58 
 

KĐ 48 
 

K 
 

TAKĐP 5800 18 102 
KRONĐK 

FAZ 

59 
 

KĐ 62 
 

K 
 

TAKĐP 5080 96 697 
KRONĐK 

FAZ 

60 
 

KĐ 65 
 

K 
 

TAKĐP 2520 86 76 
KRONĐK 

FAZ 

60 
 

KĐ 65 
 

K 
 

TAKĐP  70 50 
KRONĐK 

FAZ 

61 
 

KĐ 27 
 

K 
 

TAKĐP  0 0,0048 
KRONĐK 

FAZ 

61 
 

KĐ 28 
 

K 
 

TAKĐP 7700 0 0,07 
KRONĐK 

FAZ 

62 
 

KĐ 32 E 
YENĐ 
TANI 104000 100 233 

KRONĐK 
FAZ 

62 

 
KĐ 33 E TAKĐP 69600 88 442 

BLASTĐK 
FAZ 

63 
 

PK 53 K 
YENĐ 
TANI 121.00 95 670 

KRONĐK 
FAZ 

64 
 

KĐ 28 E 
 

TAKĐP 7600 0 5,8 
KRONĐK 

FAZ 

65 
 

KĐ 37 
 

K 
 

TAKĐP 3080 23 854 
KRONĐK 

FAZ 

65 
 

KĐ 37 
 

K 
 

TAKĐP  8 116 
KRONĐK 

FAZ 

65 
 

KĐ 37 
 

K 
 

TAKĐP 4000 0 137 
KRONĐK 

FAZ 

66 
 

KĐ 33 
 

K 
 

TAKĐP 5320 27 11 
KRONĐK 

FAZ 

66 
 

KĐ 34 
 

K 
 

TAKĐP 5020 0 0,42 
KRONĐK 

FAZ 

66 
 

KĐ 34 
 

K 
 

TAKĐP  0 0,5 
KRONĐK 

FAZ 

67 
 

KĐ 67 
 

K 
 

TAKĐP 800 58 81 
KRONĐK 

FAZ 

68 
 

PK 47 
 

K 
 

TAKĐP 3920 0 30,9 
KRONĐK 

FAZ 

69 KĐ 26 E 
 

TAKĐP 112000 92 607 
BLASTĐK 

FAZ 
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70 

 
PK 

 
17 

       
 K 

YENĐ 
TANI 

 
225000 

 
88 

 
576 

KRONĐK 
FAZ 

70 PK 17 
 

K 
 

TAKĐP 4960 68 68 
KRONĐK 

FAZ 

70 PK 17 
 

K 
 

TAKĐP 4510 0 1 
KRONĐK 

FAZ 

71 KĐ 55 E 
YENĐ 
TANI 264000 100 1108 

KRONĐK 
FAZ 

71 KĐ 55 E 
 

TAKĐP 5440 68 775 
KRONĐK 

FAZ 

71 KĐ 55 E 
 

TAKĐP 6200 0 41,6 
KRONĐK 

FAZ 

72 KĐ 61 E 
 

TAKĐP 80000 92 265 
KRONĐK 

FAZ 

73 KĐ 65 K 
 

TAKĐP 7490 0      0,7 
KRONĐK 

FAZ 

74 KĐ 42 K 
 

TAKĐP  0 0,1 
KRONĐK 

FAZ 

75 KĐ 47 E 
 

TAKĐP 8260 0 1,16 
KRONĐK 

FAZ 

76 KĐ 80 E 
YENĐ 
TANI 80100 97 848 

KRONĐK 
FAZ 

77 PK 46 K 
YENĐ 
TANI 49000 100 252 

KRONĐK 
FAZ 

77 KĐ 46 K 
 

TAKĐP 5820 0 5,5 
KRONĐK 

FAZ 

77 KĐ 46 K 
 

TAKĐP 4000 0 0 
KRONĐK 

FAZ 

78 KĐ 52 K 
 

TAKĐP 7260 40 432 
KRONĐK 

FAZ 
PK: Periferik Kan, KĐ: Kemik Đliği, K: Kadın, E: Erkek, 0: Negatif  

 

Yirmi bir yeni tanı hastasının FISH yöntemi ile elde edilen 

t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdesi 88-100 arasında değişmekte olup ortalama 

yüzde 97,524±3,108 SS’dır. Yirmi bir yeni tanı hastasının QRT-PCR yöntemi 

ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdesi 0,19-1817 arasında 

değişmekte olup ortalama yüzdesi 770,581±582,957 SS’dır. Takip 

hastalarına ait 114 materyalin FISH yöntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) 

pozitiflik yüzdesi 0-100 arasında değişmekte olup ortalama yüzde 23,877±34, 

768 SS dır. Takip hastalarına ait 114 materyalin QRT-PCR yöntemi ile elde 

edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdesi 0-4322 arasında değişmekte olup 

ortalama yüzde 167,098±460,214 SS dır. Yeni tanı hastalarının FISH ve 

QRT-PCR yöntemleri ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdeleri ile 

takip hastalarının FISH ve QRT-PCR yöntemleri ile elde edilen 

t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdeleri arasında anlamlı farklılık bulunmuştur. 

(p<0,001).    
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Yüz otuz beş materyalin yeni tanı ve takip değerlerine göre FISH ve 

QRT-PCR yöntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdesi dağılımı 

aşağıda görülmektedir (Şekil-22,23). 

FISH
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Şekil-22: Yeni tanı ve takip hastalarının FISH yöntemi ile elde edilen 
t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzde ortalamaları. 
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Şekil-23: Yeni tanı ve takip hastalarının QRT-PCR yöntemi ile elde edilen 
t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzde ortalamaları. 
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Şekil-24: KML tanılı bir olguya ilişkin Ph pozitif interfaz FISH görüntüsü. 
 

135 materyalin FISH yöntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik 

yüzde değerine göre %48,1’i tam yanıt, %11,1’i kısmi yanıt, %8,1’i minör 

yanıt, %16,3’ü minimal yanıt, %16,3’ü yanıtsız grubtadır. FISH yöntemine 

göre tam yanıt grubunda yer alan hasta sonuçlarının QRT-PCR yöntemi ile 

elde edilen pozitiflik yüzdesi 0-256 arasında olup ortalama yüzdesi 

10,749±36,242 SS dir. FISH yöntemine göre kısmi yanıt grubunda yer alan 

hasta sonuçlarının QRT-PCR yöntemi ile elde edilen pozitiflik yüzdesi 0-854 

arasında olup ortalama yüzdesi 184,147±225,922 SS dir. FISH yöntemine 

göre minör yanıt grubunda yer alan hasta sonuçlarının QRT-PCR yöntemi ile 

elde edilen pozitiflik yüzdesi 72-1377 arasında olup ortalama yüzdesi 

330,363±377,573 SS dir. FISH yöntemine göre minimal yanıt grubunda yer 

alan hasta sonuçlarının QRT-PCR yöntemi ile elde edilen pozitiflik yüzdesi 

22- 4322 arasında olup ortalama yüzdesi 492,468±882,048 SS dir. FISH 

yöntemine göre yanıtsız grubunda yer alan hasta sonuçlarının QRT-PCR 

yöntemi ile elde edilen pozitiflik yüzdesi 0,19-1817 arasında olup ortalama 

yüzdesi 786,463±583,925 SS dir. Bu 5 grup (tam yanıt, kısmi yanıt, minör 

yanıt, minimal yanıt, yanıtsız) arasında da QRT-PCR yüzdeleri açısından 

anlamlı farklılık bulunmuştur (p<0,001). 5 gruba kendi arasında ikili 
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karşılaştırma yapıldığında QRT-PCR yöntemi ile elde edilen pozitiflik 

yüzdeleri açısından tam yanıt grubu ile kısmi yanıt grubu arasında, tam yanıt 

grubu ile minör yanıt grubu arasında, tam yanıt grubu ile minimal yanıt grubu 

arasında, tam yanıt grubu ile yanıtsız grubu arasında, kısmi yanıt grubu ile 

yanıtsız grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık vardır (p<0,01). 

QRT-PCR yöntemi ile elde edilen pozitiflik yüzdeleri açısından kısmi yanıt 

grubu ile minimal yanıt grubu arasında anlamlı farklılık bulunmuştur 

(p=0,026). QRT-PCR yöntemi ile elde edilen pozitiflik yüzdeleri açısından 

minör yanıt grubu ile yanıtsız grubu arasında anlamlı farklılık bulunmuştur 

(p=0,019). QRT-PCR yöntemi ile elde edilen pozitiflik yüzdeleri açısından 

minimal yanıt grubu ile yanıtsız grubu arasında anlamlı farklılık bulunmuştur 

(p=0,002). QRT-PCR yöntemi ile elde edilen pozitiflik yüzdeleri açısından 

kısmi yanıt grubu ile minör yanıt grubu arasında, minimal yanıt grubu ile 

minör grubu arasında anlamlı farklılık bulunmamıştır. QRT-PCR yöntemi ile 

elde edilen pozitiflik yüzdeleri açısından majör yanıt grubu (tam yanıt+kısmi 

yanıt) ile majör grup haricindeki (minör yanıt+minimal yanıt+yanıtsız) 

arasında, majör yanıt grubu (tam yanıt+kısmi yanıt) ile minör yanıt grubu 

arasında, majör yanıt grubu ile minimal yanıt ve yanıtsız grubu arasında, 

majör yanıt ve minör yanıt grubu ile minimal yanıt ve yanıtsız grupları 

arasında, anlamlı farklılık bulunmuştur (p<0,001) (Şekil-25).  
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Şekil-25: FISH yöntemi ile elde edilen sitogenetik yanıt gruplarına göre QRT-
PCR yüzdesi ortalamaları (Grup A: tam yanıt+kısmi yanıt, Grup B: minör 
yanıt+minimal yanıt+yanıtsız, Grup C: tam yanıt+kısmi yanıt+minör yanıt, 
Grup D: minimal yanıt+yanıtsız)    

 

Yeni tanı hastalarına ait 21 materyalin 14’ü kemik iliği, 7’si periferik 

kandır. Yeni tanı hastalarına ait kemik iliği materyallerinin FISH yöntemi ile 

elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdesi 96-100 arasında değişmekte 

olup ortalama yüzde 98,5±1,699 SS dır. Yeni tanı hastalarına ait periferik kan 

materyallerinin FISH yöntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdesi 

88-100 arasında değişmekte olup ortalama yüzde 95,571±4,391 SS dır. Yeni 

tanı hastalarında kemik iliği kullanılarak elde edilen FISH yöntemi analiz 

sonuçları ile periferik kan kullanılarak elde edilen FISH yöntemi analiz 

sonuçları arasında anlamlı farklılık yoktur. Yeni tanı hastalarına ait kemik iliği 

materyallerinin QRT-PCR yöntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik 

yüzdesi 201-1817 arasında değişmekte olup ortalama yüzde 

921,357±614,975 SS dır. Yeni tanı hastalarına ait periferik kan 

materyallerinin QRT-PCR yöntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik 

yüzdesi 0,19-1197 arasında değişmekte olup ortalama yüzde 

469,027±392,735 SS dır. Yeni tanı hastalarında kemik iliği kullanılarak elde 

edilen QRT-PCR yöntemi analiz sonuçları ile periferik kan kullanılarak elde 

edilen QRT-PCR yöntemi analiz sonuçları arasında anlamlı farklılık yoktur 
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Takip hastalarına ait 114 materyalin 104’ü kemik iliği, 10’u periferik kandır. 

Takip hastalarına ait kemik iliği materyallerinin FISH yöntemi ile elde edilen 

t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdesi 0-100 arasında değişmekte olup ortalama 

yüzde 22,923±34,504 SS dır. Takip hastalarına ait periferik kan 

materyallerinin FISH yöntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdesi 

0-97 arasında değişmekte olup ortalama yüzde 33, 8± 37,844 SS dır. Takip 

hastalarında kemik iliği kullanılarak elde edilen FISH yöntemi analiz sonuçları 

ile periferik kan kullanılarak elde edilen FISH yöntemi analiz sonuçları 

arasında anlamlı farklılık yoktur. Takip hastalarına ait kemik iliği 

materyallerinin QRT-PCR yöntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik 

yüzdesi 0-4322 arasında değişmekte olup ortalama yüzde 157,01±462,337 

SS dır. Takip hastalarına ait periferik kan materyallerinin QRT-PCR yöntemi 

ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdesi 0,23- 1377 arasında 

değişmekte olup ortalama yüzde 272,013± 446,661 SS dır. Takip 

hastalarında kemik iliği kullanılarak elde edilen QRT-PCR yöntemi analiz 

sonuçları ile periferik kan kullanılarak elde edilen QRT-PCR yöntemi analiz 

sonuçları arasında anlamlı farklılık yoktur (Şekil-26,27). 
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A    
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Şekil-26: Yeni tanı (A) ve takip hastalarına (B) ait kemik iliği ve periferik kan 
materyallerinden FISH yöntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik 
yüzde ortalamaları. 
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B   
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Şekil-27: Yeni tanı (A) ve takip hastalarına (B) ait kemik iliği ve periferik kan 
materyallerinden QRT-PCR yöntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik 
yüzde ortalamaları 
 

FISH yöntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) analiz sonucu %0 

(negatif) olan 65 hastanının 4’ünün (%6,2) QRT-PCR sonucu %0 (negatif),  

61’inin (%93,8) QRT-PCR sonucu >%0 (pozitif)’dır. FISH yöntemi ile elde 

edilen t(9;22)(q34;q11) analiz sonucu >%0 (pozitif) olan 70 hastanının 1’inin 

(%1,4) QRT-PCR sonucu %0 (negatif), 69’unun (%98,6) QRT-PCR sonucu 

>%0 (pozitif)’dır. FISH ve QRT-PCR’ın tam uyumu (her iki testte negatif veya 

pozitif olma) 73 vakada bulundu (%54,1) ve 62 vakada (%45,9) farklılık 

tanımlandı.  

FISH yöntemine göre tam yanıt grubunda yer alan hastaların beyaz 

küre sayıları 3360-54300/mm³ (n=57) arasında olup ortalama beyaz küre 
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sayısı 7644,035±8456,622 SS/mm³ dır. FISH yöntemine göre kısmi yanıt 

grubunda yer alan hastaların beyaz küre sayıları 3080-10000/mm³ (n=13) 

arasında olup ortalama beyaz küre sayısı 5856,154±1978,668 SS/mm³ dır. 

FISH yöntemine göre minör yanıt grubunda yer alan hastaların beyaz küre 

sayıları 800-9800/mm³ (n=7) arasında olup ortalama beyaz küre sayısı 

5648,571±3250,289 SS/mm³’dır. FISH yöntemine göre minimal yanıt 

grubunda yer alan hastaların beyaz küre sayıları 2520-225000/mm³ (n=21) 

arasında olup ortalama beyaz küre sayısı 40935,238±58563,771 SS/mm³ dır. 

FISH yöntemine göre yanıtsız grubunda yer alan hastaların beyaz küre 

sayıları 5080-518000/mm³ (n=21) arasında olup ortalama beyaz küre sayısı 

133103, 81±134674,587 SS/mm³ dır. Bu 5 grup (tam yanıt, kısmi yanıt, minör 

yanıt, minimal yanıt, yanıtsız) arasında beyaz küre sayıları açısından anlamlı 

farklılık bulunmuştur (p<0,001). Beş gruba kendi arasında ikili karşılaştırma 

yapıldığında beyaz küre sayıları açısından tam yanıt grubu ile kısmi yanıt 

grubu arasında, tam yanıt grubu ile minör yanıt grubu arasında, kısmi yanıt 

grubu ile minör yanıt grubu arasında, minör yanıt grubu ile minimal yanıt 

grubu arasında anlamlı farklılık bulunmamıştır. Beyaz küre sayıları açısından 

tam yanıt grubu ile minimal yanıt grubu arasında, minimal yanıt grubu ile 

yanıtsız grubu arasında anlamlı farklılık bulunmuştur (p=0,001). Beyaz küre 

sayıları açısından tam yanıt grubu ile yanıtsız grup arasında, kısmi yanıt 

grubu ile yanıtsız grubu arasında, minör yanıt grubu ile yanıtsız grubu 

arasında anlamlı farklılık bulunmuştur (p<0,001). Beyaz küre sayıları 

açısından kısmi yanıt grubu ile minimal yanıt grubu arasında anlamlı farklılık 

bulunmuştur (p=0,012). Hastalara ait beyaz küre sayıları açısından majör 

yanıt grubu (tam yanıt+kısmi yanıt) ile majör yanıt grubu haricindeki (minör 

yanıt+minimal yanıt+yanıtsız) arasında, majör yanıt grubu ile minimal yanıt 

ve yanıtsız grubu arasında, majör yanıt ve minör yanıt grubu ile minimal yanıt 

ve yanıtsız grupları arasında, anlamlı farklılık bulunmuştur (p<0,001). 

Hastalara ait beyaz küre sayıları açısından majör yanıt grubu (tam 

yanıt+kısmi yanıt) ile minör yanıt grubu arasında anlamlı farklılık 

bulunmamıştır (Şekil-28). 
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Şekil-28: FISH yöntemi ile elde edilen sitogenetik yanıt gruplarına göre elde 
edilen beyaz küre sayı ortalamaları (Grup A: tam yanıt+kısmi yanıt, Grup B: 
minör yanıt+minimal yanıt+yanıtsız, Grup C: tam yanıt+kısmi yanıt+minör 
yanıt, Grup D: minimal yanıt+yanıtsız).    
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TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

 

Kronik Miyelositer Lösemi kromozomal bir aberasyonun tanımlandığı 

ilk malign hastalıktır. Dokuzuncu kromozomdaki ABL geni ile 22. 

kromozomdaki BCR genlerinin translokasyonu sonucu oluşan “Philadelphia” 

(Ph) kromozomu, KML’nin karakteristik sitogenetik bulgusudur. t(9;22) 

neticesinde, artmış ABL tirozin kinaz aktivitesine sahip bir protein kodlayan, 

BCR-ABL füzyon geni oluşur. KML’nin moleküler patolojisi çok iyi 

tanımlanmıştır. BCR-ABL füzyon proteini, ilişkide olduğu çok sayıdaki yolak 

ve proteinler aracılığı ile hücre adhesyonu, mitojen sinyal aktivasyonu, 

apoptoz ile ilgili genlerin aktivasyonlarını etkileyerek, hematopoetik kök 

hücrelerde malin transformasyona yol açar. BCR-ABL sinyallerinin, DNA 

onarım bozuklukları, ilave kromozomal değişikliklerin oluşumu ve 

mutasyonlarla ilişkisi de gösterilmiştir (186, 196).  

KML genellikle orta-yaş hastalığı olup, erkeklerde kadınlara göre daha 

sıktır (1,5:1) (17). Bizim çalışmamızda değerlendirmeye alınan toplam 21 

yeni tanı hastasının 11’i erkek (%52,4), 10’u (%47,6) kadın olup erkek/kadın 

oranı 1,1 dir. KML’nin ortalama görülme yaşı 45-55 olarak saptanmıştır. Bizim 

çalışmamızda yeni tanı hastalarının yaşları 13-81 yaş arasında 

değişmektedir ve ortalama yaş 49,33±18,82 SS (standart sapma) olup, 

literatürlerde verilen bilgiler ile uyumludur. 

KML’de en belirgin laboratuar bulgusu lökositozdur (38). Birçok 

çalışmada ortalama 134.000/mm³ ile 225.000/mm³ arasında istatistiksel 

dağılım göstermekle birlikte lökositoz, 20.000/mm³’den 500.000/mm³’den 

daha fazlaya kadar değişir (28). Bizim çalışmamızda, 20 yeni tanı hastasına 

ait beyaz küre sayısı 19800-518000 /mm³ arasında değişmekte olup 

ortalama beyaz küre sayısı 145115± 130794 SS/mm³ tü ve literatürlerde 

belirtilen yeni tanı konan KML hastalarının beyaz küre sayıları ile uyumlu 

bulunmuştur. 

Rutin sitogenetik analizler KML hastalarının yanıtlarının 

değerlendirilmesinde halen altın standart olarak görülmektedir. (106, 120, 
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197) Sitogenetik çalışmalar, KML’de ekstra kromozomal anormalliklerin 

belirlenmesi için ideal yöntemlerdir. Ancak, sitogenetik çalışmaların uzun 

zaman alması ve test edilen her örnekte hücrelerin sadece %20-25’inin 

metafazda olması bu tekniğin olumsuz yönleridir. (198) Yeni tedavi 

alternatifleri ile birlikte, hastaların pek çoğu tam sitogenetik yanıta ulaştığı 

için, minimal rezidüel hastalığı (MRH) tespit etmek için, daha hassas ve 

doğru tekniklere ihtiyaç vardır (106, 120, 197). Hem interfaz hem de metafaz 

hücrelerinde analize olanak sağlayan FISH tekniği, son yıllarda kromozomal 

aberasyonların analizinde uygulanan konvansiyonel sitogenetik yöntemlere 

ek olarak güçlü bir tamamlayıcı tetkik olarak gösterilmeye başlanmıştır (199). 

Gerçek zamanlı kantitatif PCR (QR-PCR) yöntemi, son yıllarda BCR-ABL 

transkriptlerinin izleminde tercih edilen ve hassasiyeti yüksek bir yöntem 

haline gelmiştir (102, 200-202). 

2008 yılında Lundan ve ark.’nın (203) 96 KML hastasından elde edilen 

222 kemik iliği ve 123 periferik kan örneğinden yaptığı çalışmada  tanı anında 

konvansiyonel G-bantlama ile sitogenetik çalışmalar ve metafaz FISH 

analizleri yapılmış, Ph+ veya BCR-ABL füzyon pozitif olan hücrelerin %90-

100 arasında bulunmuştur. Bizim çalışmamızda, 21 yeni tanı hastasının FISH 

yöntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdesi 88-100 arasında 

değişmekte olup ortalama yüzde 97,524±3,108 SS dır. Bu da literatürde 

verilen bilgiler ile uyumludur.  

2008 yılında Lundan ve ark.’nın (203) yapmış olduğu çalışmada, 32 

hastadan tanı anında kemik iliği örneği alınmış ve bu örneklerde BCR-ABL/ 

GUS (β-glukuronidaz) oranı %34 (%11-106) olarak  bulunmuştur. Tanı 

anındaki periferik kan örnek sayısı 27 olup ortanca BCR-ABL/GUS oranı %35 

(%8-80) dir. Bizim çalışmamızda, 21 yeni tanı hastasının QRT-PCR yöntemi 

ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdesi 0,19-1817 arasında 

değişmekte olup ortalama yüzdesi 770,581±582,957 SS dır. Bu bize yeni tanı 

değeri olmayan eski takip hastalarının takip değerlerinin logaritmik 

azalmalarını hesaplamada ilk tanı değerini belirleme açısından bir kolaylık 

sağlayacaktır. Bunun yani ilk tanı değerini bilmediğimiz vakaların böylece 

QRT-PCR yöntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik ortalama 
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yüzdelerini 770,581±582,957 SS olarak kabul etmemize olanak 

sağlayacaktır. Bu da, yeni tanı anındaki değerleri bilinemeyen ya da farklı 

tekniklerle analizleri yapılmış olan vakaların QRT-PCR sonuçlarının standart 

şekilde değerlendirilebilmesi açısından oldukça yararlı bir mihenk noktası 

olacaktır.  

Bizim çalışmamızda elde edilen yeni tanı QRT-PCR yüzdeleri 2008 

yılında Lundan ve ark.’nın (203) yapmış olduğu çalşmada buldukları yeni tanı 

QRT-PCR yüzdelerine göre daha yüksektir. Bunun nedeni Lundan ve ark. 

(203) yapmış olduğu çalışmada kontrol gen olarak son zamanlarda tavsiye 

edilen GUS kullanmalarına ve farklı nedenlere bağlı olabilir. BCR-ABL/kontrol 

gen oranları mutlak değildir ve BCR-ABL transkript seviyelerini karşılaştırmak 

için kullanılan ‘’house-keeping’’ genlere göre değişkenlik gösterebilmektedir. 

Bao ve ark.’nın (204) yaptığı çalışmada G6PDH kullanılırken, diğer 

çalışmalarda normal ABL, normal BCR, ß2-mikroglobulin, ß-glukronidaz 

kullanılabildiği için genel anlaşma sağlanamamıştır. Bu nedenle yeni 

karşılaştırmalı çalışmalar yapılmalıdır (204). 

Gerçek zamanlı kantitatif PCR (QR-PCR) yönteminde, hasta 

materyalleri arasında, PCR reaksiyonunun verimini etkileyen değişkenler 

(RNA ve cDNA kalitesi vb), bir kontrol gen (ABL, BCR, G6PDH) aracılığı ile 

normalize edilmektedir. Kantitatif PCR birçok akademik ve ticari 

laboratuarlarda yapılmakla beraber standardize değildir ve merkezler arası 

kalite değişkendir. Hasta materyallerinin kalite ve miktarına dayalı olarak 

yapılan bu testlerde, çalışılan bir örneğin test hassasiyetini gösterecek, 

standart çalışma materyalleri bulunmamaktadır. Örneğin hastaya ait 

materyalin laboratuara nakli sırasında geçen uzun süre ve uygun olmayan 

taşıma koşulları, degradasyon problemlerine ve buna bağlı olarak da yanlış 

negatif sonuçlara neden olacaktır. Bir başka problem de halen sonuçların 

laboratuarlar arasında karşılaştırılabilir olmamasıdır (102, 200-202). 

FISH ve QRT-PCR teknikleri moleküler hematoloji laboratuarlarında 

sıklıkla kullanılmaktadır. Fakat çok az sayıdaki çalışma gerçek anlamda bu iki 

yöntemin Ph+ lösemi hastalarında tanı koymada ve minimal rezidüel hastalık 

tespitindeki sensitivitesini karşılaştırmıştır (205). 
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FISH ve QRT-PCR yöntemlerini karşılaştıran ilk çalışma interferon ile 

tedavi edilen 24 KML hastasında yapılmıştır. Bu çalışmada her iki yöntemde 

güvenilir bulunmuş ve iyi korelasyon göstermiştir. Fakat bizim çalışmamızdan 

farklı olarak QRT-PCR ile moleküler düzeyde negatifliğe ulaşılamamıştır 

(205). 

Bao ve ark.’nın (204) 2007 yılında Ph+ KML veya Ph+ ALL tanısı olan 

23 hastadan elde edilen toplam 77 materyalden yaptığı çalışmada BCR-ABL 

füzyon genini tespit etmede FISH ve QRT-PCR yöntemleri  arasında 

vakaların çoğunda uyumluluk bulunmuştur. Bao ve ark. (204) yaptıkları 

çalışmada FISH yönteminde yanlış negatifliği azaltmak amacıyla  pozitiflik 

cut-off sınırını  %10 olarak kullanmıştır. 

FISH yöntemi yeni tanı konmuş lösemilerin taramasında güvenilirdir. 

Bao ve ark.’nın (204) yaptıkları çalışmada yeni tanı konmuş BCR-ABL pozitif 

lösemilerin %100 ‘ünde FISH ve QRT-PCR yöntemiyle elde edilen sonuçlar 

pozitiftir. Bizim çalışmamızda da yeni tanı konmuş BCR-ABL pozitif KML 

hastalarının %100 ‘ünde FISH ve QRT-PCR yöntemiyle elde edilen sonuçlar 

pozitiftir. Yeni tanı hastalarında FISH yöntemi ile yapılan analizler güvenilir 

olup, takip hastalarında minimal rezidüel hastalığın takibinde QRT-PCR 

yönteminin sensitivitesi daha yüksek olarak saptanmıştır. 

Raanani ve ark.’nın (206) imatinib ile tedavi edilen 24 KML hastasında 

moleküler takip yapmış ve hastaların imatinibe olan cevabını FISH, 

multipleks PCR ve QRT-PCR metotları arasında karşılaştırmış. %83 hastada 

FISH ve QRT-PCR sonuçlarını uyumlu bulmuştur. BCR-ABL/ABL oranı 

%2’nin altında olan tüm örneklerde FISH sonucu negatif olarak saptanmıştır. 

Bu da QRT-PCR ve FISH testi arasında harika bir uyum olduğunu 

göstermiştir. Bizim çalışmamızda BCR-ABL/ABL QRT-PCR yüzdesi 

%10,75’in altında olan tüm örneklerde FISH sonucu negatif olarak 

saptanmıştır.Bu da önceki takiplerinde BCR-ABL/ABL QRT-PCR yüzdesi 

%10,75’in üstünde olan hastalardan FISH analizi istenebileceği şeklinde 

yorumlanabilir. 
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Kim ve ark.’nın (207) yapmış olduğu çalışmada FISH sonucunun 

pozitif QRT-PCR sonucunun negatif olduğu örnekler bulunması nedeni ile bu 

konuyla ilgili yeni araştırmalar yapılması gerekmektedir.  

Lundan ve ark.’nın (203), 132 örnekte kemik iliği metafaz FISH ve 

periferik kan QRT-PCR analiz sonuçlarını karşılaştırdıkları çalışmada, her iki 

analizle 62 tanesinde pozitif sonuç bulunmuş ve sonuçlar birbiri ile iyi korele 

olarak saptanmış. Metafaz FISH analiz sonucu negatif olan 30 vakada QRT-

PCR yöntemi ile BCR-ABL translokasyonu tespit edilebilmiştir. FISH sonucu 

pozitif QRT-PCR sonucu negative olan örnek saptanmamıştır. 40 örnekte 

hem metafaz FISH hem QRT-PCR sonucu negatif saptanmıştır. Aynı 

çalışmada 181 kemik iliği örneğinden elde edilen materyalin metafaz FISH 

analizi ve QRT-PCR sonuçları karşılaştırılmış, kemik iliği metafaz FISH ve 

QRT-PCR metafaz sonuçları 62 vakada pozitif, FISH ile tam sitogenetik 

yanıtın alındığı 44 vakada QRT-PCR ile BCR-ABL transkripti saptanmıştır. 69 

vakada hem tam sitogenetik yanıt hem de moleküler yanıt gözlenmiştir.  

Durak ve ark.’nın (208) 2008 yılında yaptığı çalışmada, Ph 

translokasyonunun belirlenmesinde klasik sitogenetik, FISH ve RT-PCR 

kullanılan akut lenfoblastik lösemili (ALL) ve kronik myeloid lösemili (KML) 63 

olgunun sonuçları retrospektif olarak analiz edilmiş ve üç farklı yöntemin 

avantaj ve dezavantajları değerlendirilmiştir. ALL ve KML hasta grubunda 

sitogenetik ve FISH sonuçları uyumlu bulunmuştur. Ancak FISH ve RT-PCR 

sonuçları arasında uyumsuzluk olan ALL ve KML’li olgular saptanmıştır. ALL 

olgularında FISH ile Ph pozitif bulunan 2 (%15.4) olgu klasik sitogenetik ve 

RT-PCR ile negatif bulunmuştur. KML grubunda ise FISH ile Ph pozitif 

bulunan 4 (%8) olgu RT-PCR ile negatif, RT-PCR ile Ph pozitif bulunan 3 

(%6) olgu ise FISH ile negatif bulunmuştur. Bizim çalışmamızda, FISH değeri 

negatif olan 65 hastanın 4’ünde QRT-PCR sonucu negatif, 61’inde QRT-PCR 

sonucu pozitif olarak saptandı. Bu sonuç RT-PCR yönteminin sensitivitesi 

nedeniyle beklenen bir durum olarak değerlendirilmiştir. Ph negatif, BCR-ABL 

pozitif sonuçlardan, normal görünen metafazlardaki submikroskobik BCR-

ABL yeniden düzenlemeleri sorumlu olabilir. Minimal rezidüel hastalığın 

değerlendirilmesi açısından klasik sitogenetik, FISH ve QRT-PCR yöntemleri 
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karşılaştırıldığında, RT-PCR rezidüel KML hücrelerinin saptanmasında 1000-

10000 kat daha sensitifdir (40-22). RT-PCR’ın duyarlılığı tedavi sonrası takip 

aşamasında oldukça önemli olduğu belirtilmekte (209), özellikle komplet 

sitogenetik yanıta sahip olan hastalarda minimal rezidüel hastalığın 

değerlendirilmesini kolaylaştırmıştır (210). Bu sonuç, QRT-PCR’ın, imatinib 

ile tedavi edilen KML hastalarının özellikle de MRH takibinde artık altın 

standart olarak düşünülmesi gerektiğini desteklemektedir. 

Cox ve ark.’nın (211) 1998 yılında yaptıkları çalışmada, BCR-ABL 

pozitif  lösemili 75 hastanın 4’ünde RT-PCR ile BCR-ABL pozitif iken FISH ile 

Ph negatif; bir hasta da ise FISH ile Ph pozitif iken PCR negatif olarak rapor 

etmişlerdir. Ph pozitif, BCR-ABL negatif sonuçlar; teknik hata veya BCR-ABL 

translokasyonunun nadir formlarına bağlı olabilmektedir. RT-PCR ‘a ait yanlış 

negatif sonuçlar lösemik hücrelerin periferik kanda kemik iliğine göre daha 

düşük düzeyde bulunmasına da bağlanmaktadır (211,212). 

Yukarıda bahsedilen dört çalışmada olduğu gibi FISH ve QRT-PCR 

yöntemleri tam olarak uyumluluk göstermez. Bizim çalışmamızda da, FISH 

değeri pozitif olan 70 hastadan birinde QRT-PCR değeri negatif olarak 

saptandı. FISH ve QRT-PCR değerleri arasında 73 vakada (%54,1) uyum, 62 

vakada (%45,9) uyumsuzluk vardı. QRT-PCR değeri negatif olan bir 

hastadaki FISH yüzdesi %4 gibi düşük bir değer olup cut-off sınırları 

içerisindedir. FISH’de elde edilen %4’lük pozitiflik normal hücrelerde BCR ve 

ABL sinyallerinin üst üstte gelmesi ile de açıklanabilir. QRT-PCR değeri 

negatif olan örneklerde FISH yüzdeleri pozitif hücrelerin bulunmasının anlamı 

uzun süreli yaşayıp dolaşan monositlerin FISH yöntemi ile tespit edilebilir 

olmasına bağlı da olabilir. FISH ile QRT-PCR yöntemleri arasındaki 

farklılıklar şunlardan dolayı da olabilir; biyolojik farklılıklar, örneğin işleme 

tarzı, target genlerin farklı amplifikasyonu veya FISH’de seçilmiş hücrelerin 

kaybı ya da kazanılmasıdır. FISH yöntemi aynı zamanda  QRT-PCR ile 

amplifiye olmayan seyrek minör kırılma noktalarını tespit edebilmektedir. Bu 

ve diğer nedenlerden dolayı QRT-PCR standardizasyonu önerilmektedir 

(213). FISH’in sensitivitesi yanlış pozitif sonuçla sınırlanabilir. Çünkü normal 

hücrelerde BCR ve ABL sinyalleri üst üstte gelebilir. KML hücrelerini saptama 
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limiti pratikte %1-5 olup kullanılan proba, çekirdek boyutuna, ABL geni 

içerisindeki kırılma noktasının tam oranına, sinyallerin üst üstte binmesine 

bağlıdır (214-216). 

Minimal rezidüel hastalık (MRH) tespitinde QRT-PCR’nin en hassas 

yöntem olduğu iddia edilmektedir. Fakat tam sitogenetik yanıtın elde edildiği 

21 hastada yapılan çalışmada, FISH yöntemi ile hastaların tümünde FISH 

yöntemiyle BCR-ABL tespit edilme oranı %1-2 iken, QRT-PCR ile füzyon m-

RNA transkriptleri sadece 6 hastada tespit edilmiştir. Bu da transkripsiyonel 

olarak sessiz BCR-ABL hücrelerinin varlığını desteklemektedir (217, 218). 

QRT-PCR, sitogenetik ve FISH yöntemleri ile karşılaştırıldığında daha 

düşük spesiviteye sahiptir. Bunun nedeni negatif örneklerin pozitif örnekler ile 

kontaminasyonudur. Bu da MRH takibinde QRT-PCR’nin tek başına 

diagnostik test olmasını sınırlamaktadır (219). 

QRT-PCR kalitatif RT-PCR’ye göre yakın zamanda olabilecek 

sitogenetik veya hematolojik relapsı daha iyi tahmin eder. Artmış lösemik 

yükü tespit etmek tam sitogenetik remisyonda olan hastalarda bile erken 

teropatik müdaheleye olanak sağlayabilir (218-222) Đmatinib tedavisi boyunca 

%70’den fazla hasta konvansiyonel karyotipe göre tam sitogenetik yanıta 

ulaşmakta fakat çoğu hasta FISH veya RT-PCR analizine göre Ph 

kromozomu pozitif olarak kalmaktadır (223). Kantarjian ve arkadaşlarının 

2003 yılında yaptıkları bir çalışmada sitogenetik ve QRT-PCR çalışmaları 

arasında iyi bir korelasyon bulmuştur. Aynı zamanda QRT-PCR değerleri ve 

sitogenetik cevap kategorileri arasında iyi bir uyum bulmuştur (224). Bu 

çalışmada interferon  alfa tedavisi başarısız olup, imatinible tedavi edilen 180 

Ph+  KML hastasında tedavi boyunca farklı zamanlarda elde edilen 543 

sitogenetik ve QRT-PCR sonuçları değerlendirilmiş. Ortanca QRT-PCR 

değeri sitogenetik cevap kategorilerine yanıtsız olan grupta (Ph, >%90) QRT-

PCR değeri %36, minor cevap grubunda (Ph, %35-90) %22, kısmi cevap 

grubunda (Ph, %1-34) %7.3, tam yanıt grubunda (Ph, %0) %0,89 dur. 

Sitogenetik cevap kategorileri (yanıtsız, minor, kısmi, tam cevap) ve QRT-

PCR değerleri (>%10, %2-10, <%2) arasında %66 uyumluluk, %10 majör 

uyumsuzluk bulunmuştur. Tam sitogenetik yanıta ulaşmış 170 örnekten 
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%21’inde QRT-PCR değeri >%10, %53’ünde QRT-PCR değeri <%1 

bulunmuştur. Kantarjian ve arkadaşlarının 2003 yılında yaptıkları bu 

çalışmada QRT-PCR değeri >%10 olanların %30’u yanıtsız veya minor 

sitogenetik yanıt grubunda, %14’ü parsiyel sitogenetik yanıt grubundadır. 

QRT-PCR değeri %2-10 arasında olanların %1’i yanıtsız veya minor 

sitogenetik yanıt grubunda, %7’si kısmi sitogenetik yanıt grubunda, %8’i tam 

sitogenetik yanıt grubunda olduğu bulunmuştur. QRT-PCR değeri <%2 

olanların %1’i yanıtsız veya minor sitogenetik yanıt grubunda, %1’i kısmi 

sitogenetik yanıt grubunda,%9’u tam sitogenetik yanıt grubunda bulunmuştur 

(224). 

Lundan ve ark.’nın (203) yaptığı çalışmada 132 örnekte kemik iliği 

metafaz FISH ve periferik kan QRT-PCR analiz sonuçları karşılaştırıldığında 

ortanca BCR-ABL/GUS oranı tam sitogenetik remisyonda olan hastalarda 

(%0), %0,037, tama yakın cevapta (<%1) %0,201, kısmi cevapta (%1-34.9) 

%0,487, minor cevapta (%35-95) %5,741, yanıtsız grupta (>%95) %18, 

totalde %0,067 olarak bulunmuştur. 181 kemik iliği örneğinden elde edilen 

materyalin metafaz FISH analizi ve QRT-PCR sonuçları karşılaştırılmış, 

ortanca BCR-ABL/GUS oranı tam sitogenetik remisyonda olan hastalarda 

(%0), %0,026, tama yakın cevapta (<%1) %0,294, kısmi cevapta (%1-34.9) 

%2,217, minor cevapta (%35-95) %11,836, yanıtsız grupta (>%95) %33,086, 

totalde %0,018 olarak bulunmuştur.  

Yukarıda bahsedilen iki çalışmada olduğu gibi bizim çalışmamızda da, 

FISH değerlerine göre yapılan sitogenetik yanıt gruplarına ait QRT-PCR 

değerleri arasında uyumluluk bulunmuştur. Azalan FISH değerleri ile beraber 

QRT-PCR değerlerinde de azalma görülmüştür. FISH değerlerine göre 

yapılan sitogenetik yanıt grupları arasında QRT-PCR yüzdeleri açısından 

anlamlı farklılık bulunmuştur (p<0,001). Bu da FISH değerini bilip QRT-PCR 

değerini bilmediğimiz KML takip hastalarında QRT-PCR değerleri hakkında 

fikir sahibi olmamızı ve sonraki takiplerinde tedaviye yanıt açısından 

logaritmik değişiklileri tespit etmede faydalı olacaktır. 

KML tedavisinin amacı uzun süreli sağkalım ve moleküler remisyonun 

sağlanmasıdır. Bu amaca allojenik kök hücre nakli ile ulaşılabilir. Aynı 
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zamanda daha az komplikasyona sahip tirozin kinaz inhibitörleri kullanılarak 

da ulaşılabilir. Bcr-Abl tirozin kinaz aktivitesinin baskılanması, Ph pozitif 

hücrelerde proliferasyonu inhibe ederken, apoptozu indüklemektedir. KML 

hastalarında, bu amaçla uygulanan imatinib (Gleevec, Novartis Pharma), 

dasatinib (Sprycel, Bristol-Myers Squibb) ve nilotinib (Nilotinib, Tasgina, 

Novartis Pharma) gibi ilaçlar, Bcr-Abl aktivitesini inhibe edip, Bcr-Abl pozitif 

hücre sayısını azaltmak ve hastalığı kontrol altına alabilmeyi 

hedeflemektedir. KML hastalarında, hastalıklı hücre düzeylerinin izlenmesi, 

hasta ya spesifik tedavilerin etkinliğinin saptanması ve tedavi stratejileri 

(şekli, süresi vb) ile ilgili doğru kararlar alınması, tedavinin başarısı için kritik 

öneme sahiptir. Belirlenen zaman aralıklarında, tedaviye yanıt düzeylerinin 

tespiti, hem prognozda ve hem de hastalıksız sağkalım süresinin 

uzatılmasında önem taşır (186). Shah ve ark.’nın (225) yapmış olduğu 

çalışmada tam sitogenetik yanıta ulaşmış 23 hastadan 9’unun en az bir kez 

QRT-PCR değeri negatif bulunmuş bu da imatinib tedavisi ile moleküler 

remisyonun sağlanabileceği doğrulamaktadır. Bizim çalışmamızda, yeni tanı 

hastalarının FISH ve QRT-PCR yöntemleri ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) 

pozitiflik yüzdeleri ile takip hastalarının FISH ve QRT-PCR yöntemleri ile elde 

edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yüzdeleri arasında anlamlı farklılık 

bulunmuştur. (p<0,001). Bu da Đmatinib tedavisi alan KML hastalarının, 

tedaviye sitogenetik ve moleküler yanıtlar veriyor olması ile ilişkilendirilebilir. 

Bölünen metafaz hücreleri ile yapılan sitogenetik yöntemlerden farklı 

olarak periferik kandan elde edilen interfaz FISH sonuçları kemik iliğinden 

elde edilen interfaz FISH sonuçları ile aynı sensitivitededir. (219,226-228) 

Çoğu araştırmacı periferik kandan yapılan FISH sonuçları ile kemik iliğinden 

yapılan FISH sonuçlarını karşılaştımış, bazı araştırmacılar korelasyon 

bulurken bazıları korelasyon bulmamıştır (226, 228-231). Dolaşan 

lenfositlerin oranı kemik iliği ile periferik kan FISH sonuçları arasındaki 

farklılığı açıklayabilir. Bizim çalışmamızda yeni tanı ve takip hastalarında 

kemik iliği kullanılarak elde edilen FISH yöntemi analiz sonuçları ile periferik 

kan kullanılarak elde edilen FISH yöntemi analiz sonuçları arasında anlamlı 

farklılık bulunmamıştır.  
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FISH gibi QRT-PCR da da bölünen hücrelere ihtiyaç duyulmaz. Bu 

yüzden periferik kandan faydalanılabilir. Periferik kandan alınan kalitatif 

sonuçlar kemik iliğinden alınan kalitatif sonuçlar ile iyi korelasyon 

göstermektedir. (214, 232, 233) Kantarjian ve ark.’nın (224) 2003 yılında 

yaptıkları bir çalışmada kan ve kemik iliği QRT-PCR değerleri arasında %83 

uyumluluk bulunmuştur. 2008 yılında Lundan ve ark.’nın (203) yaptığı 

çalışmada, tanı anındaki kemik iliği ve periferik kandan elde edilen BCR-

ABL/GUS oranları arasında anlamlı farklılık gözlenmemiştir. Ancak Stock ve 

ark.’nın (234) 2006 yılında yaptıkları çalışmada 41 KML hastasında periferik 

kan ve kemik iliği örneklerinden elde edilen QRT-PCR sonuçlarını 

karşılaştırmıştır. QRT-PCR analizi ile yapılan BCR-ABL ölçümlerini kemik iliği 

ve periferik kan örneklerinde farklı bulmuş, kemik iliğine ait değerlerin 

periferik kana göre daha yüksek çıkması sonucunda MRH takibinde kemik 

iliği örneklerinin kullanılmasının daha doğru olacağını belirtmiştir. Bizim 

çalışmamızda, yeni tanı ve takip hastalarında kemik iliği kullanılarak elde 

edilen QRT-PCR yöntemi analiz sonuçları ile periferik kan kullanılarak elde 

edilen QRT-PCR yöntemi analiz sonuçları arasında anlamlı farklılık 

bulunmamıştır. Hastaların tanı ve takibinde FISH ve QRT-PCR analizi için 

periferik kan kullanılabileceği sonucuna varılmıştır. Bu özellik, imatinib 

kullanmakta olan hastalarda rezidüel KML klonunun periferik kan örneğinden 

PCR ile monitorizasyonunu sağlayarak invazif kemik iliği aspirasyon işlem 

sıklığını azaltmaktadır. Fakat hastalığın ilerlemesindeki diğer morfolojik 

özelliklerin ve sitogenetik klonal gelişimin takibi için periodik kemik iliği 

çalışmalarının (örneğin 6-12 ay) yapılması önerilmiştir (224). 

Son zamanlarda çeşitli gruplar Đmatinib tedavisi alıp sitogenetik 

remisyonda olan KML hastalarındaki klonal sitogenetik anomalilerin ortaya 

çıkması ile ilgili çalışmalar yapmışlardır. Bu anomalilerin anlamı halen 

tartışmalıdır ve hastalığın ilerlemesini tahmin etmede veya Đmatinib 

tedavisine sekonder gelişen myelodisplastik değişikliği göstermede veya 

herhangi bir klinik sonucunun olup olmadığını bildirmedeki anlamı henüz 

bilinmemektedir. (235-239) 
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Bao ve ark.nın (204) 2007 yılında Ph+ KML veya Ph+ ALL tanısı olan 

23 hastadan elde edilen toplam 77 materyalden yaptığı çalışmada FISH 

yöntemi ve beyaz küre sayısı arasında olduğu gibi QRT-PCR ve beyaz küre 

sayısı arasında da daha az ilişki bulmuştur. Bizim çalışmamızda, FISH 

değerlerine göre yapılan sitogenetik yanıt gruplarına ait beyaz küre sayıları 

arasında anlamlı farklılık bulunmuştur. Hastalar tedavi edildikçe beyaz küre 

sayılarının düşmesi nedeni ile bu beklenilen bir durumdur.  

Sonuç olarak, 78 hastada yapılan FISH ve QRT-PCR sonuçlarının 

karşılaştırmaları ve takipleri sonucunda QRT-PCR’ın düşük seviyedeki BCR-

ABL transkript seviyelerini tam olarak ölçmeyi sağladığı ve MRH için hassas 

bir gösterge olduğu doğrulanmıştır.  QRT-PCR’ın, Ph+ KML hastalarına tanı 

koymada ve takipte güvenilir bir yöntem olduğu gösterilmiştir. Yeni tanı 

konmuş KML vakalarında BCR-ABL füzyon geninin saptanmasında QRT-

PCR ve FISH iyi korele olarak bulunmuştur. FISH yönteminin yeni tanı konan 

hastalara hızlı tanı koymada faydalı olduğu fakat MRH takibinde yeteri kadar 

sensitif olmadığı görülmekle birlikte QRT-PCR yönteminin sensitivitesinin 

mutlak gerekliliği KML hastalarının tanı ve takibinde her iki yönteminde korele 

kullanılmasının, herhangi bir yöntemin tek başına kullanımından çok daha 

fazla etkili olduğu görülmüştür. 
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