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OZET

Kronik Miyeloid Losemide Mutasyonlarin Arastirilmasi ve Klinikle Olan Iliskilerinin
Incelenmesi

AMAC: Kronik Myeloid Lésemi (KML) sik goriilen ve 6nemli bir hematolojik hastaliktir.
Tedavisinde son yillarda yeni ilaglarin kullanilmaya baslanmasi ile yiliz giildiiriicii sonuglar
alinmaya baslanmis olsa da bazi hastalarda kullanilan yeni nesil ilaglara kars1 yanitsizlik tespit
edilmektedir. Bu hastalarda sekonder direncin en yaygin mekanizmast BCR-ABL
aktivasyonunun reaktivasyonudur. TKI tedavisine direng siklikla BCR-ABL geninin ABL
tirozin kinaz domainindeki nokta mutasyonlariyla gelisir. Bu ¢alismada amag klinigimizde
KML tanisi ile takip ve tedavi edilen hastalarda mutasyon durumlarinin incelenmesi ve
verilen tedaviye olan yanitin arastirilmasidir.

GEREC ve YONTEM: Arastirmamizda klinigimizde takip edilen tiim KML hastalar -
toplam 100 hasta — c¢alismaya davet edilmis, 6 hastaya ulagilamadigindan, 2 hasta da
calismaya katilmak istemediklerinden c¢alisma dist birakilmis, geri kalan 92 hasta
degerlendirilmistir. Bu hastalarin bilgilerine medikal kayitlardan ve bire bir gériismelerden
ulasilmigtir. Hastalarda en sik goriilen mutasyonlardan bes tanesi - T315l, Y253H, E255K,
E255V ve M351T mutasyonlar: - ¢alisildi. Mutasyon varligi ile hastalarda elde edilen major
molekiiler yanit arasindaki iliski degerlendirildi.

BULGULAR: Incelenen hasta grubunda mutasyon orani % 3.3 olarak tespit edildi.
Calismamizda mutasyonu olan 2 hastada T3151 mutasyonu mevcut idi ve bu hastalarda
nilotinib ve dasatinib tedavileri etkili olmadi. Bu hastalar halen akselere fazda idi. Yine diger
M351T mutasyonu olan hastada da bu ilaglar ile major molekiiler yanit elde edilemedi.

SONUC: ABL kinaz domain mutasyonlar1 arasinda T3151 mutasyon varligi imatinib,
dasatinib ve nilotinibe en yiiksek direnci gosterir. T315I’ya ilave olarak F317 ve V299
dasatinibe ve Y253H, E255 ve F359 nilotinibe direnglidir. Bu c¢alismada da mutasyon
mevcudiyetinin uygulanan tedavi ile elde edilen majoér molekiiler yanit iizerine negatif etkili
olabilecegini tespit ettik.

Anahtar Kelimeler: kronik myeloid 16semi, tirozin kinaz inhibitérii, BCR-ABL, mutasyon

vii



ABSTRACT

Investigation of Mutations in Chronic Myeloid Leukemia and Assessment of the
Relation between Mutations and the Clinical Response

AIM: Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a common and important hematological disorder.
Although recently good results have been obtained with the administration of new drugs,
resistance to new generation drugs have been observed in some patients. In these patients the
most common mechanism of secondary resistance is the reactivation of BCR-ABL activation.
Resistance to TKI treatment often develops with the point mutations in the ABL tyrosine
kinase domain of the BCR-ABL gene. The aim of the present study is to assess the mutation
status of the patients with CML who have been treated and followed-up in our clinics and to
assess the response to the treatments.

MATERIALS and METHODS: All the patients with the diagnosis of CML treated in our
clinics — totally 100 patients — were invited, 6 patients who could not be reached and 2
patients who did not want to participate were excluded and the remaining 92 patients were
studied. The data of the patients were gathered from patient files and from the interview with
the patients. The most common 5 mutations - T3151, Y253H, E255K, E255V and M351T
mutations - were assessed. The association between the presence of mutations and rate of the
major molecular response that had been obtained were analyzed.

RESULTS: The prevalence of the mutations in the studied population was found to be %3.3.
T3151 mutation was detected in 2 patients and no response could be obtained with either
nilotinib or dasatinib in these two patients. These patients were still in the accelerated phase.
In one patient with M351T mutation major molecular response could not be obtained with
these two drugs.

CONCLUSION: Among ABL kinase domain mutations presence of T315l mutation is
associated with the highest degree of resistance to imatinib, dasatinib and nilotinib. In
addition to T3151, F317 and V299 mutations are resistant to dasatinib and Y253H, E255 ve
F359 mutations are resistant to nilotinib. In this it was found that presence of mutations may
affect the rate of major molecular response negatively.

Key Words: Chronic Myeloid Leukemia, tyrosine kinase inhibitors, BCR-ABL, mutation
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1. GIRIS VE AMAC

Kronik Myeloid Losemi (KML) myeloid onciil hiicrelerin anormal klonal
cogalmasi ile kendini gosteren bir kok hiicre hastaligi olup erigkin l6semilerin %15’ini
olusturur. Insidans1 1-2/100000°dir. Ortalama goriilme yas1 67 olmakla birlikte tiim yas

gruplarinda goriilebilir.

KML’de kromozom 9 ve 22 arasindaki resiprokal translokasyon t(9;22) sonucu
22. kromozomun 11q bandindaki BCR (breakpoint cluster region) geni ile 9.
kromozomun q 34 bandina yerlesik ABL (abelson murine leukemia) geninin 22.
Kromozom (ph kromozomu) iizerinde birlesmesi ile BCR-ABL flizyon geni olusur.! Bu
genin {irlinii olan p210 peptidi tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. Bu protein BCR’nin
NH2 terminal domainini ve ABL’nin COOH- terminal domainini kapsar. Baska bir

flizyon proteini olan p190 genellikle ph+ ALL’de bulunur.

P210 peptidinin benign durumdan malign duruma gecisteki mekanizmasi tam
olarak anlagilamamistir. Ancak BCR sekansinin ABL’ye baglanmasi 3 kritik

fonksiyonel degisiklikle sonuglanir:

1) ABL protein tirozin kinaz enzimi olarak ¢ok aktif olur. 2) ABL’nin DNA protein
baglanma aktivitesi azalir 3) ABL’nin sitoskeletal aktin mikrofilamanlara baglanmasi

artar. Bu etkiler proliferasyonu arttirir, farklilasmay1 etkiler, apopitozu bloke eder.

KML’nin 3 evresi vardir: 1) Kronik faz %85 2) Akselere faz %10 3) Blastik faz
%S5 Genellikle kronik fazda tan1 alir. Tedavi edilmeyen kronik faz KML hastalar1 3-5 yil

icinde ileri evreye progrese olur.?

Sokal ve Hansfort KML’nin risk belirlemesinde etkili olan 2 prognostik

skorlama sistemidir.>*

Sokal skorlamasi hastanin yasina, dalak boyutuna, platelet sayisina ve periferik
kandaki blast yiizdesine dayamr.®> Hasford modelinde periferik kandaki eozinofil ve

bazofil miktar1 da énem kazanir.*
European LeukemiaNet tedaviye yanit tanimlari:

Tam hematolojik yanit (THY):>®



- 16kosit say1s1 <10000/ microlitre
- ¢evresel kanda bazofil <%5
- gevresel kanda myeloblast, promyelosit, myelosit goriilmemesi
- trombosit sayis1 <450000 / microlitre
- dalagin ele gelmemesi
Sitogenetik yanit (SY):
- Tam sitogenetik yanit (TSY): Ph+ metafazin olmamasi
- Parsiyel sitogenetik yanit (PSY) : Ph+ metafaz %1-%35
- Minor sitogenetik yanit: Ph+ %36-%65
- Minimal sitogenetik yanit: Ph+ metafaz%66-%95
- Sitogenetik yanitsizlik: > %95 Ph+ metafaz

- Major sitogenetik yanit(MSY) tam ve kismi sitogenetik yaniti igerir: Ph+
metafaz %0-%35

Tam molekiiler yanit: RT-PCR veya ‘nested’ PCR kullanildiginda ardisik 2 6lgiim ile
BCR-ABL kimerik mRNA’sinin saptanmamasi

Major molekiiler yanit (MMY): BCR-ABL/ABL oraninin uluslar arasi dlgege gore < %

0.1 olmas1
Tedavi yanitinin izlenmesi: >

Hematolojik degerlendirme: Tani sonrasinda tam hematolojik yanit saglanana kadar

15 gilinde bir, daha sonra en az 3 ayda bir veya gerek oldugunda yapilmalidir.

Sitogenetik degerlendirme: Tanida 3. ve 6. ayda, tam sitogenetik yanit elde edilmesine
kadar 6 ayda bir, daha sonra 12 ayda bir yapilir. Sitogenetik degerlendirme tedaviye
yanitsizlik (primer veya sekonder direng) durumunda ve acgiklanamayan anemi,

trombositopeni, 16kopeni gelisiminde her zaman yapilmalidir.



RT-PCR ile molekiiler izlem: MMY elde edilmesine ve dogrulanmasina kadar 3 ayda

bir, daha sonra en az 6 ayda bir yapilmalidir.

Molekiiler mutasyon analizi: Suboptimal yanit veya yanitsizlik durumunda ve diger

tirozin kinaz inhibit6rleri veya baska tedavilere gegmeden 6nce daima bakilmalidir.

Bu bilgiler 1s1¢1nda ¢alismamizda amacimiz klinigimizde KML tanisiyla takip
edilen hastalarin tedaviye yanitlarin1 incelemek ve mutasyon varligiyla tedaviye verilen

yanit arasindaki iliskiyi incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tirozin Kkinaz inhibitor tedavisi

imatinib mesilat BCR-ABL tirozin kinazin secici inhibitéridiir.”® 5 yillik takiplerde
hastalarin % 41’inde tam sitogenetik yanit goriiliirken %44°{i imatinible devam eder. 6
yilda progresyonsuz yasam (akselere ya da blastik faza geg¢is olmadan) ve hastaliksiz
sagkalim %61 ve %76’dir.” Yeni KML tamsi almis hastalar IRIS c¢alismasinda
degerlendirilmistir. 1106 hastaya baslangi¢c tedavisi olarak 400 mg imatinib veya
interferon alfa ve diisiik doz cytarabine verilmis.”® 19 aylik takiplerde imatinib
grubunda 18. ayda major sitogenetik cevap %87 iken kontrol grubunda %34.7 idi. Tam
sitogenetik yanit imatinib alanlarda %76.2 iken interferon tedavisi alanlarda %14.5 idi.
Imatinibin daha etkili olmasmin yansira interferon-sitarabin kombinasyon tedavisine
gore tolerans1 daha iyiydi. Aralik 2002’de IRIS caligmasina gére FDA imatinib
tedavisini KML’de 1. kusak tedavisi olarak onayladi.

1112 ortalama 60 aylik takiplerinde 12.

IRIS ¢alismasinin uzun siireli takiplerinde
ayda TSY %69 iken 60. ayda %87 idi. Hastalarin sadece %7’si akselere veya blastik
faza ilerlemisti. Baslangi¢ tedavisi olarak imatinib kullanan hastalarda OS 60. ayin
sonunda %89, 8 yillik olaysiz sagkalim %81, progresyonsuz yasam %92, hastaliksiz
sagkalim %85 idi." Major molekiiler yanit 6. ayda %24 iken 12. ayda %39 idi. 8 yillik
takiplerde MMY %86 tespit edildi. 12. Ayda MMY olan hastalarin higbirinde blastik
veya akselere faza gecis gozlenmedi. Bu sonuclar gostermistir ki kronik faz KML’de

devamli imatinib tedavisi relaps riskini azaltir.

Guilnat ve arkadaglar1 IRIS calismasinda imatinib alan hastalarin 54 aylik

izlemlerinde %93’de THY, MSY ve TSY %386 ve %81°de sagladl.13

Imatinib mesilat genel olarak iyi tolere edilir. Sik rapor edilen 3.-4. derece
toksisiteler ndtropeni ve trombositopenidir. Daha sik goriilenler gastrointestinal
problemler, 6dem, dokiintii, kas-iskelet sistemi sikayetleridir. Ancak bunlarin higbirinde
tedavi sonlandirilmasina gerek duyulmaz.14 Cogu hastada 400 mg/giin imatinib dozu ile
rezidiiel molekiiler hastalik gortiliiyor. 600-800 mg imatinib dozu iyi tolere edilmekle

15, 6

birlikte superior sitogenetik ve molekiiler cevap aliabiliyor. Faz 2 ¢ok merkezli

calismada (RIGHT) yeni tan1 alan hastalar (n:115, %70 sokal diisiik risk ) giinde 2 kez



400 mg imatinib ile tedavi edildiler ve hizli ve iyi yanit sagladilar.'” 6, 12 ve 18. aylarda
THY saglandi. 12 ve 18. aylarda MSY %90 ve %96, TSY %85 ve %83 idi. 6 ve 12.
aylarda MMY %48 ve %54 idi. Giinde 400 mg imatinib alan IRIS ¢aligmasindaki
hastalarla kiyaslandiginda bu ¢alismada alinan cevaplar daha yiiksekti. MMY 12. ayda
RIGHT g¢alismasinda %54 iken IRIS g¢alismasinda %39 idi. 18. ayda MSY ve TSY
RIGHT caligmasinda %90 ve % 85 iken, IRIS ¢aligmasinda %85 ve %69 idi.

TIDEL c¢alismasinda giinde 600 mg imatinib alan hastalarda 12. ve 24. aylarda
MMY %55 ve %77 iken baslangi¢ dozu daha diisiik olan hastalarda %32 ve %53 idi.

Orta-ytiksek sokal riski olan kronik faz KML hastalarda gilinlik 800 mg imatinib
etkisi GIMEMA KML c¢alisma partisi ve European leukemianet ¢alisma grubu

1819 Bu faz iki calismasi orta sokal risk grubunda olan

tarafindan degerlendirildi.
hastalarda yiiksek doz imatinib tedavisi hizli sitogenetik ve molekiiler cevap
saglamistir.”® European leukemia net ¢alismasi yiiksek sokal risk hastalar: 800 mg ve
400 mg imatinib almalarina gére randomize etmistir. 3 ve 6 aylik donemlerde TSY ve
herhangi bir zamanda MY ’ta bir farklilik gozlenmemistir, yiiksek doz imatinib anlamli

bir fayda saglamamustir.*®

TOPS (Tyrosine Kinase Inhibitor Optimization and selectivity) calismasi yeni
tan1 KF-KML hastalarinda daha yiiksek doz imatinib ve standard doz imatinib
tedavisinin etkisini karsilagtirmustir.?’ Bu ¢alisma 476 hastay1 800 mg veya standard doz
imatinib (giinliik 400 mg) olmasina gore randomize etmistir. Yiiksek doz imatinib iyi
tolere edilmis ve standard doz imatinibe gore daha hizli cevap vermistir. Yiiksek sokal
risk skorlu hastalarda 12. ayda MMY yiiksek doz imatinib i¢in %51 iken standard dozda
%3 1°dir.

Yeni tant almig hastalarda yiikksek doz imatinib yiiksek ve hizli TSY ve MMY’a
neden olur ancak 12. ayda 2 kol arasinda cevap hizlar1 yoniinden fark tespit

edilmemistir.

Dasatinib: Giiglii, oral alim igin uygun bir ABL kinaz inhibitoriidiir. imatinibe benzer
ancak hem aktif hem de inaktif ABL kinaz domain konformasyonuna baglandig: igin
ilave bir avantaji vardir. Sonug olarak dasatinib in vitro, imatinib rezistan BCR-ABL

mutasyonlarina kars: aktiftir.?! Faz 1 doz eskalasyon calismasinda, dasatinib imatinibe



rezistan veya tolere edemeyen KML veya ph+ ALL hastalarda hematolojik ve
sitogenetik cevaplari arttirir.’? Bu sonuglar imatinib rezistan veya tolere edemeyen
hastalarda faz 2 ¢alismalarin (SRC-ABL tirozin kinaz inhibisyon aktivitesi: dasatinibin
arastirma c¢alismalar1)) (START) baslamasina olanak verdi. 3-6 ay icinde tam
hematolojik yanitin gelismemesi veya 12. ayda MSY in yoklugu veya tedaviye cevap
sonrast hastaliin progresyonu imatinibe diren¢ olarak tanimlanir. Dasatinib giinde 2

kez 70 mg devaml verilir.

START-C calismasinda, imatinibe direngli veya intoleran KF-KML hastalari
giinde 2 kez 70 mg dasatinib ile tedavi edildi.”® 186 hastalik baslangic sonuglari
hastalarin %90’inda THY gelistigini gosterdi. Dasatinib ayrica hastalarin %52’sinde
MSY sagladi. Sadece hastalarin %2’si major sitogenetik cevap gelistikten sonra
progrese oldu veya oldii. 8 aylik takiplerde progresyonsuz yasam orami %92 idi.
Genisletilmis 2 yillik izlemde dasatinibin sitogenetik cevabi sagladigi dogrulamdl.24 24
aylik takip sonrast THY, MSY, TSY ve MMY %91, %62, %53, %47 oraninda
gozlendi. Hastaliksiz yasam ve progresyonsuz yasam 24. ayda %94 ve %80 idi.** 2
yillik izlemlerde (imatinib rezistan hastalarda ) MSY ve TSY 2.9 ay ve 5.5 ay idi.
[matinib intoleran hastalarda MSY ve TSY’m ikisi de 2.8 ayda saglandi. imatinib
rezistan (%84 MSY ve %86 TSY) ve imatinib intoleran (%97 MSY, %98 TSY)

hastalar 24. ayda cevaplarim korudular.?

START-A c¢alismasi imatinib rezistan veya intoleran akselere faz KML
hastalarinda giinde 2 kez 70 mg dasatinibin etkinligini ve giivenilirligini degerlendirdi.”®
8 aylik izlemde ilk 107 hasta degerlendirildiginde, MHY %64 ve MSY %33 ve
progresyonsuz hasta %76 idi. Tiim 174 hasta izlemindeki veriler imatinib rezistan veya
intoleran AF-KML hastalarinda dasatinib tedavisinin giivenilirligini ve etkinligi
dogruladi.?” 12 aylik progresyonsuz yasam ve hastaliksiz yasam % 66 ve % 82 idi.
Myeloid blast krizde veya lenfoid blast krizdeki imatinib rezistan veya intoleran
hastalarda dasatinibin etkinligi START-B ve START-L c¢alismalarinda degerlendirildi.28
Myeloid blast krizde olan KML hastalarinin 6 aylik izleminde MHY %32 oraninda
saglandi ve bu cevap 8. ayda %34’¢ yiikseldi. Bu oran 12. ayda da korundu.”® MSY
hastalarin %31’inde saglandi. Lenfoid blast krizde KML grupta 6. ayda MHY hastalarin
%31’inde saglandi ve 12. ay izleminde %35’¢ yiikseldi.”> En az 12 ay takip sonrasi



MBK-KML MCyR %33 ve LBK-KML’de %52 ve her 2 grupta TSY %26 ve %46 idi.
MBK hastalarinda progresyonsuz yasam ve hastaliksiz sagkalim 6.7 ve 11.8 ay idi.
LBK’de bu oran 3 ve 5.3 ay idi.”®

Doz iligkili randomize ¢alismada glinde 100 mg dasatinib giinde 2 kez 70 mg
olan hastalarda aym sekilde etkili olmustur.’®®" Plevral efiizyon ve trombositopeni
gelisme insidanst 100 mg/giin alan hastalarda daha diisiik olup, doz ayarlamasina daha

az ihtiya¢ olmustur.

Bu calismanin sonuglarina dayanarak FDA baslangi¢ dozunu giinde 100 mg

olarak kabul etmistir.

Kantarjian ve arkadaslar giinde bir kez 140 mg dasatinib kullaniminin etkisinin
giinde 2 kez 70 mg kullanma ile ayn1 oldugunu ve giivenlik profilinin akselere faz KML
hastalarda daha iyi oldugunu rapor etmislerdir.®® 2 yillik izlemde bir faz 3 ¢alismasinda
giinde tek doz 140 mg dasatinib blastik fazda KML hastalarinda giinde 2 kez 70 mg

tedavi ile karsilagtirildiginda esit etkinlikte ve daha giivenlidir.33

Ekim 2010°da FDA yeni tan1 Ph+ KF-KML hastalarinda giinlik 100 mg
dasatinib tedavisini onayladi. 24 aylik takipte dasatinibin yeni tan1 KF-KML hastalarda
yiiksek TSY, yiiksek ve hizli MMY ile imatinibe {istiinltigii dogrulanrmstlr.34 Intergrup
faz 2 randomize c¢aligmada dasatinib 100 mg verildiginde imatinib 400 mg ile
karsilastirildiginda 12. ayda derin molekiiler cevap (BCR-ABL diizeyinde 3 log diisiis)

saglanmlstlr.35

Nilotinib BCR-ABL tirozin kinazin imatinibe gore daha giiclii (imatinib direngli hiicre
gruplarinda 20-50 kat daha giiclii ve imatinib duyarli hiicre gruplarinda 3-7 kat daha
giiclil ) yiiksek selektif inhibitordiir.

Bir faz 1 ¢alismasinda nilotinibin, imatinib rezistan KML’de aktif ve giivenilirlik

profili anlaml1 bulunmustur.*®

Bu calismayi takiben, bir faz 2 ¢aligmasi imatinib direngli ve intoleran KF ve
akselere faz KML hastalarinda nilotinibin etkinligini ve gilivenilirligini degerlendirdi.
Nilotinib giinde 2 kez 400 mg verildi. Kronik faz KML’de etkinlik son noktast MSY ve
AF-KML’de ise major hematolojik yanittir. Kronik faz KML’li 280 hastanin 6 aylik



takipleri rapor edildi.*” MSY hastalarin % 48’inde, TSY hastalarin %31’inde gozlendi.
2 yillik takip sonuclar1 da giivenilirlik profilinde degisiklik olmadan cevaplarin
devamliligini dogruladl.e’8 MMY, MSY, TSY sirasiyla %28, %59, %44 ve 24. ayda
korunmus TSY %84 iken korunmus MSY %77 idi.*® Yine progresyonsuz sagkalim ve
hastaliksiz sagkalim %64 ve %87 idi. Akselere faz KML hastalarinda hematolojik
cevap hastalarin %47’sinde ve MSY hastalarin %29’unda gozlendi.*® 12. ayin sonunda
119 hastada hastaliksiz yasam %79 idi. Hematolojik olmayan yan etkiler orta-ilimli idi.

3. derece ve daha yiiksek bilirubin ve lipaz degerleri hastalarin %9 ve %18’inde olustu.

Uzun siireli takip sonuglar1 imatinib tedavisine rezistan veya intoleran AF-KML
hastalarda nilotinibin kabul edilebilir risk/fayda profili ile hizli ve devamli cevap
saglandigimi dogruladi.®® Nilotinib bir grup blastik faz KML hastasinda da aktivite
gostermistir. 136 hastalik faz 2 ¢alisgmasinda (%82 imatinib direngli, %18 imatinib
intoleran) %13 hastada nilotinib komplet hematolojik remisyon saglamigtir. Nilotinib

heniiz FDA tarafindan blastik faz KML’de onaylanmamuistir.

Faz 3 randomize ¢ok merkezli ENESTND (Evaluating Nilotinibe Efficacy and
Safety in clinical Trials newly diagnosed patients) c¢alismasinda yeni tan1 KF-KML
hastalarinda nilotinibin etkinligi ve giivenilirligi (glinde 2 kez 300mg n:282 veya giinde
2 kez 400 mg n:281 ), giinde 1 kez 400 mg imatinib (n:283 ) ile karsilastiriimistir.*® 12.
ayda MMY oran1 600 mg doz igin %44, 800 mg doz igin %43 ve imatinib igin %22 idi.
TSY oranlar1 12. ayda 600 mg doz igin %80, 800 mg doz igin %78 ve imatinib igin %65
olup nilotinib tedavisi alanda imatinibden daha yiiksekti. Akselere ya da blastik faza
progresyon nilotinib ile %1’den az, imatinible %4 idi. Yiiksek sokal riski olan 600 mg
nilotinib, 800 mg nilotinib ve imatinib alan hastalarda TSY oranlar1 %74, %63 ve %49
idi.

Yine bu dozlar ve tedavileri alan hastalar da 12. ayda MMY %41, %32 ve %17
idi. Her ii¢ ¢alisma grubunun i¢inde 600 mg dozunda nilotinib alan hastalarda yan
etkilerden ve laboratuar anormalliklerden dolay1 tedaviye devamsizlik en diisiik
oranlardaydi. Bu c¢aligmanin sonucuna gére Haziran 2010°da FDA giinde 2 kez 300 mg
nilotinib tedavisini yeni tani1 alan ph+ KF-KML hastalarinda onayladi. 24 aylik
takiplerde nilotinib yiiksek MMY, TMY (tam molekiiler yanit) ve daha az progresyon
sagladl.41 24. ayda MMY oranlar1 giinde 2 kez 300 mg ve 400 mg nilotinib alan



hastalarda %71 ve %67, glinde bir kez 400 mg imatinib alan hastalarda %44 idi. Yiiksek
sokal riski olan hastalarda 24. ayda MMY oran1 600 mg, 800 mg nilotinib, giinde bir
kez 400 mg imatinib alan hastalar i¢in %65, %56 ve %32 idi. Akselere veya blastik faza
progresyon 600 mg nilotinib alan hastalarda %0.7 (2 hasta), 400 mg nilotinib alanlarda
%1.1 (3 hasta) ve imatinib alan hastalarda %4 (12 hasta) idi. 24. ayda 3 tedavi grubunda

progresyonsuz sagkalim orani sirasiyla %98, %97.7 ve %95 idi.

Bosutinib ABL-SRC kinaz ailesinin iiyesidir. imatinibe, dasatinibe ve nilotinibe
direngli T3151 disinda pek ¢ok BCR-ABL kinaz mutasyonlarima karsi Kit ve
PDGFR’nin minimal inhibisyonu ile aktivitesi vardir. Faz 3 randomize c¢aligmasinda
(BELA) giinde bir kez 500 mg bosutinib (n=250) giinde tek doz 400 mg imatinib
(N=252) yeni tani almis KF-KML hastalarinda karsilastirildi.*® 12. ayda bosutunib ile
daha yiiksek MMY orani1 (%41°e kars1 imatinib alan grupta %27), akselere ya da blastik
faza daha az geg¢is (%2’¢ kars1 imatinibde % 4) ve daha hizli TSY ve MMY elde edildi.
Ancak bu ¢alisma 12. ayda TSY’de primer sonlanim noktasina ulasmadi. 12. ayda TSY

oranlar1 bosutinib ve imatinib i¢in %70 ve %68 idi.

Tek kol ¢ok merkezli faz 1-2 calismasinda giinde tek doz 500 mg bosutinibin
etkinligi ve giivenilirligi degerlendirildi. Baslangi¢ tedavisine direncgli ya da intoleran
570 hasta bunlarin 288’1 imatinib tedavisini takiben KF-KML,118’i imatinib tedavisi
sonras1 dasatinib ve nilotinib ile takip edilen KF-KML hastalar1 ve 164’1 akselere ve

blastik fazda KML veya ALL hastalar1 idi.***°

Imatinib ile tedavi edilen 288 KF-KML hastasinda (200 hasta imatinibe direncli,
88 hasta imatinibe intoleran) 24. ayda MSY hastalarin %31’inde saglandi.** 24 aylik
takipte THY, MSY ve TSY hastalarin %86, %53 ve %41’inde sagladi. TSY’si olan
hastalarin %64’tinde MMY ve %53’tinde TMY saglandi. 2 yillik progresyonsuz
sagkalim ve hastaliksiz yasam %79 ve %92 idi.** Daha énceden birden fazla tirozin
kinaz ile tedavi edilmis olan 118 KF-KML hastasinin 28.5 aylik takiplerinde THY,
MSY ve TSY hastalarin %73, %32 ve %24inde saglandi.*® Dasatinibe intoleran olan
hastalarda dasatinibe direngli olan hastalara gére hematolojik yanit oran1 %67°e¢ %50,
TSY %28’e %14 ve MMY %25’e %3 idi. AF-KML ve BF-KML’ye progresyon %4 ve
%0 1di. 2 yillik progresyonsuz yasam ve hastaliksiz yasam %73 ve %83 idi AF-KML ve
BF-KML hastalarinda bosutinio BCR-ABL mutasyonu olan veya olmayan hasta



gruplarinda THY ve MSY gelismistir.45 Cevap icin degerlendirilen AF-KML hastalarin
arasinda THY, MSY ve TSY %61, %48 ve %33 oraninda saglanmistir. Yanit i¢in
degerlendirilebilen BF-KML hastalar1 arasinda THY, MSY ve TSY %32, %52ve %29
oraninda idi. Bu c¢alismalarin sonuglarina dayanarak FDA KML’nin her fazindaki
onceki TKI tedavisine direngli veya intoleran hastalarda bosutinib tedavisini

onaylamistir.

Ponatinib Oral alinabilen giiglii, T3151 dahil pek ¢ok BCR-ABL kinaz mutasyonuna
kargt aktif olan ¢ok hedefli kinaz inhibitoriidiir.*”*® Tek kollu ¢ok merkezli faz 2
calismasinda (PACE) T3151 mutasyonu olan veya Onceki TKI inhibitoriine direngli
veya intoleran 449 hastada etkinlik ve gilivenilirlik degerlendirildi (270 hasta KF-KML,
85 hasta AF-KML , 94 hasta BF-KML veya ALL).* KF-KML hastalarinda MSY, TSY
ve MMY %056, %46 ve %34 oraninda idi.

Onceden daha az TKI alan hastalarda yamit oram1 daha yiiksektir. Bir TKI ile
tedavi edilen hastalarda MSY, TSY ve MMY oranlarnt %84, %79 ve %53 iken,
oncesinde ti¢ TKI ile tedavi edilen olgularda %46, %38, %?29 idi.>® 12. ayda

progresyonsuz sagkalim ve hastaliksiz sagkalim %80 ve %94 tiir.

Ponatinib ayni zamanda ilerlemis fazla KML hastalarda hematolojik ve
sitogenetik cevaplari arttirir.>* Akselere faz KML dasatinib ve nilotinib tedavisine
rezistan veya intolere AF-KML hastalari iginde MHY, MSY ve TSY %50, %56 ve %33
oraninda gdzlenmistir.>® T315] mutasyonu olan hastalarda yamit oranlart %58, %34,
%22 idi. 6 ve 12. aylarda progresyonsuz sag kalim %80 ve %357 oraninda korunur.
Dasatinib ve nilotinibe rezistan veya intoleran blastik faz KML hastalarinda MHY,
MSY ve TSY hastalarin %29, %29, %21’inde gézlenmistir. T315] mutasyonu olan
hastalarda cevap orani %32, %18 ve %16’dir. 6. ayda ve 12. ayda olasi progresyonsuz

yagsam orant %34 ve %20 idi.

Bu calismanin sonuglarina dayanarak FDA ponatinibi baslangigtaki TKI
tedavisine direncli veya intoleran her 3 fazdaki KML hastalarinin tedavisi igin
onaylandi. Tiim tirozin kinaz inhibitorlerinde trombositopeni ve ndtropeni en yaygin

goriilen evre 3-4 hematolojik toksisitelerdir.
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IRIS caligmasinin 5 yillik izleminde 12. ayda TSY ve MMY saglanan hastalarin
higbiri akselere veya blastik faza ilerlemedi.'* 24. ayda progresyonsuz sagkalim, 12.
ayda TSY ve en azindan 3 log diisiis saglanan BCR-ABL diizeyinde olan hastalarda
%100 idi. 12. ayda TSY ve 3 logdan daha az BCR-ABL diisiisii olan hastalarda bu oran
%95 idi. 12. ayda TSY’yi basarmis hastalarda MMY "nin prognostik 6nemi yoktur.

Glincel ¢aligmalar gostermistir ki 3. aydan sonra erken molekiiler cevap (< %10
diisiis) birinci kusak TKI kullanan hastalarda BCR-ABL diizeyinde uzun siireli cevap ve

sagkalim icin etkili bir prognostik belirleyicidir.”**®

DASISION calismasinda 3. ayda BCR-ABL %10 ve daha fazla altinda olmasi
12. ayda TSY’a, 24. ayda MMY’a ulagsma olasiligint arttirir. 3 yillik progresyonsuz
sagkalim ve 3 yillik hastaliksiz sagkalim bu cevaba ulasamamis olanlara gére anlamli

olarak daha iyidir.>*>

Artan BCR-ABL diizeyleri Bazi calismalar gostermistir ki artan BCR-ABL diizeyleri

gelecekte BCR-ABL mutasyonlarinda artmus risk ve sitogenetik relaps ile iliskilidir.>>>°

2.2. TKI tedavisine direng

2.2.1. Primer diren¢ Yeni tan1 almis ph+ KF-KML hastalarinda primer hematolojik
diren¢ (tedavinin baglangicinin 3-6 ayinda hematolojik remisyon saglanamamasi)
nadirdir. Ancak primer sitogenetik direng (6. ayda herhangi diizeydeki sitogenetik
cevaba, 12. ayda major sitogenetik cevap veya 8. ayda TSY’a ulagsmada basarisizlik)
hastalarin %15-25’inde goriiliir Imatinib, dasatinib ve nilotinibin %90’dan fazlas:
plazma proteinlerine baglamr.s7 Imatinibin yetersiz plazma konsantrasyonu primer

%850 IRIS caligmasimin alt tip analizinde tedavinin

rezistansin nedenlerinden biri olabilir.
1. ayinda imatinibin plazma diizeyleri uzun donem klinik cevap igin O6nemli bir
prognostik faktordiir.”® Ancak imatinibin plazma diizeyine rutin bakilmasi

Onerilmemektedir.

2.2.2. ikincil diren¢ Bu direncin en yaygin mekanizmas1t BCR-ABL aktivasyonunun
reaktivasyonudur.”” Siklikla BCR-ABL geninin ABL tirozin kinaz domainindeki

mutasyonlarla gelisir.m’62
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2.2.3. ABL kinaz domain mutasyonlar1 TKI tedavisine direncte en sik rastlanan
mekanizma ABL kinaz domainindeki nokta mutasyonlaridir. 319 kronik faz
hastalarindan olusan biiyiik bir ¢alismada kinaz domain mutasyonlar1 TSY kaybindaki
tek bagimsiz ongordiriictidiir (prediktt')r).63 ABL kinaz domain mutasyonlar1 arasinda
T3151 mutasyon varligi imatinib, dasatinib ve nilotinibe en yiiksek direnci gosterir.
T315T7’a ilave olarak F317 ve V299 dasatinibe ve Y253H, E255 ve F359 nilotinibe

direnclidir.

Miiller ve arkadaslari KF-KML 1043 hastada BCR-ABL mutasyon varligina
gbre imatinib yetersizligi sonrasi dasatinibe klinik cevabi rapor etmislerdir. T3151 ve
F317L mutasyon Var11g164 daha az yanit alinmasi ile iligkilidir. T315] mutasyonu olan
hastalarda THY ve MSY gibi nadir cevap alinmistir ancak TSY alimmamustir. F317L
mutasyonu olan hastalarda THY yiiksek oranda (%93) alinmig ancak MSY ve TSY
(%14, %7) ¢ok diisiik olarak elde edilmisti. E255 K/V ve L248V gibi yiiksek imatinib
rezistan mutasyonlara sahip hastalarda TSY oranlari iyidir. Hughes ve arkadaslari
imatinib rezistan KF-KML hastalarinda basta bakilan BCR-ABL mutasyonlarinin
etkisinin nilotinib tedavisine etkisini incelemislerdir.®> 12. ayda Y253H, E255V/K,
F359V/C mutasyonlarina sahip hastalarin MSY oranlari ¢ok diisiiktii. (%13,%43,%9) ve
hicbirinde TSY alinamadi. E255K/V, F359C/V, Y253H ve T3151 mutasyonlar1 hastalik

progresyonu ile iligkilidir.

PACE c¢aligmasinda T315I’ya ek olarak ponatinib, dasatinib ve nilotinibe
direncli diger BCR-ABL mutasyonlari olan F317L, E255K, F359V ve G250E’ye kars1
da aktiftir. Bu mutasyonlara sahip KF-KML hastalarinda MMY oranlar1 sirasiyla %41,
%50, %31 ve %38"dir.*®

Omacetaxine bir protein sentez inhibitériidiir.’” T315] mutasyonu olan hasta
tedavisinde giivenli ve etkilidir. Ekim 2012°de onceki 2 veya daha fazla TKI tedavisine
yanit vermemis veya intoleran KF-KML veya AF-KML hastalarinda FDA tarafindan

onaylanmaistir.

2.3. 1. Kusak TKI tedavisi izlemi Cogu hastalarda TKI tedavisi aldiktan sonra 3. ayda
komplet hematolojik cevap, 6., 12. ve 18. ayda ise TSY alinir. Eger bu zaman

araliklarinda hematolojik ve sitogenetik cevap alinmazsa mutasyon analizi akla gelmeli
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ve tedavi yeniden gozden gecirilmeli. Tedaviye yanitin degerledirilmesinde FISH
onerilmez. Giiniimiiz bilgilerine dayanarak sitogenetigin prognostik énemini ve 3. ayda
molekiiler cevabir gostermek icin BCR-ABL’e Q-PCR ile bakilir. Hasta tedaviye cevap
veriyorsa BCR-ABL diizeyi 3 ayda bir istenmelidir. Kemik iligi sitogenetigi TSY ve
MMYsi olan hastalarda 12. ayda, 12. ayda MMY ’si olmayan veya TS cevap azlig1 olan
hastalarda 18. ayda onerilir. 3. ayda PSY veya BCR-ABL diizeyinde %10’dan az diisme
saglanan veya 12 ve 18. ayda TSY saglanamayan olgular gibi baslangi¢ cevabiin
yetersiz oldugu hastalarda mutasyon analizi ve TKI tedavisinin yeniden godzden
gecirilmesi Onerilir. 12. ayda parsiyel sitogenetik cevap alinan olgularda 2. kusak
TKI’ya gecilebilir ya da dasatinib, nilotinib, bosutinib veya omacetaxin kullanmasi

kontrendike ise imatinib dozu 800mg’a ¢ikarilabilir.

Tan1 aninda diisiik sokal risk skoru, imatinibe en iyi sitogenetik cevabin
aliacagini ongorebilir. Imatinib kullanirken herhangi bir zamanda biiyiime faktoriine
ragmen imatinib tedavi dozu azaltmay1 gerektiren ndtropeni ve imatinib yetersiz gelen
hastalarda 2. kusak TKI inhibit6rii baglanmasi 2. kusak TKI alanlarda sitogenetik cevap

i¢in belirleyici risk faktoriidiir.®®

Bilgilerimize dayanarak 3, 6 veya 12. ayda sitogenetik veya molekiiler yanit
alinamayan nilotinib veya dasatinib alan hastalar alternatif tedaviler veya uygun donor

varsa alloHSCT ig¢in diistiniilmeli.

Kilavuzlar 3. ayda parsiyel SY gelisen (IS kullanilarak Q-PCR tarafindan
bakilan BCR-ABL diizeyinin %10’dan daha diisiik olan hastalar) hastalarda ayni1 doz
TKI'nin (imatinib, dasatinib, nilotinibin) devam etmesini Oneriyorlar. Bu hastalarda 3
ayda bir Q-PCR bakilmalidir.”® 12. ayda PSY’si olan hastalarda 2. kusak TKI'ya
gecmek ayni dozdan dasatinib, nilotinib veya bosutinible devam etmek ya da hastanin
dasatinib, nilotinib, bosutinib veya omacetaxine kullanmasi kontrendike ise ve hasta

tolere edebilirse 800 mg imatinible devami Onerilir.

Tam ve arkadaslari, dasatinib veya nilotinib kullanarak 12. ayda MSY gelisen
hastalarin mindr sitogenetik cevap veya komplet hematolojik cevap gelistirenlere gore
daha avantajh olduklarini rapor etmislerdir.”” Tedaviye ara verme veya TKI tedavisine

uyumsuzluk istenmeyen klinik sonuglara neden olabilir.”""®* KML’li hastalarda imatinib
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tedavisine uyumsuzluk sonuglarint degerlendiren ADAGIO (Adherence Indicators and
outcomes) calismasinda nonadherence imatinibe zayif cevap ile iligkiliydi. Marin ve
arkadaslar1 yakin zamanda standart doz imatinib alan hastalarda TMY’1 tek bagimsiz
belirleyici olarak tanimladilar.”” Imatinib dozu arttirlmis hastalarin bu tedaviye zayif
baglanmasi (%86) bulunmakta olup bu hastalarda baglanma MMY’ye ulagsmadaki
basarisizlik i¢in tek bagimsiz belirleyicidir. Hala kronik faz KML hastalarinda TKI’ya
uyumsuzluk gostermek i¢in BCR-ABL katlanma zamani (doubling time) bir
belirtegtir.”*

Imatinib yetersizligini takiben dasatinib ve nilotinib kullanan hastalarda TKI

tedavisine zayif baglanma rapor edilmigtir.”>"

Tibbi agidan gerekli tedaviye kisa siireli
ara vermeler veya doz azaltmanin hastaligin kontroliine olumsuz etkisi yoktur. Yan
etkilerin yeterli ve uygun yonetimi, uygun hasta takipleri hastanin tedaviye

baglanmasini arttirmada yardimer olur.”’

KML hastalarinda TKI tedavisi standarttir. Imatinib 5-6 yillik tedavide

mortaliteyi anlamli olarak azaltir ve bu cevabi uzun siire devam ettirir.'>"® imatinib
tedavisi alan hastalarin ¢cogunda TSY alinir ve 7 yillik imatinib tedavisi alan hastalarin
%40’inda TMY alinir.”® Giiniimiiz randomize c¢aligmalar gostermistir ki dasatinib ve

80-82

nilotinib daha cabuk ve daha derin tedavi yanitlar1 vermistir. Baz1 calisma

sonuglarina gore imatinib tedavisi ile 2 y1l veya daha fazla stabil olan hastalarin tedavisi
yakin molekiiler takip ile sonlandirilabilir.**%® Ancak Mahon ve arkadaslarmmn yaptigi
¢ok merkezli STIM c¢alismasinda 12 aydan uzun takip edilen 69 hastada TMY %39

oraninda korundu ve hastalarin %61’inde relaps tespit edildi.

2.4. Akselere faz KML Asagidakilerden herhangi birinin varligi akselere faz KML’yi

tanimlar.
- Periferik kan veya kemik iliginde %10-19 blast
- Periferik kanda %20’nin lizerinde bazofil

- Tedaviyle iliskisiz trombositopeni (100 binin altinda) veya tedaviye cevapsiz

trombositoz (1 milyonun iizerinde)

- Artmis dalak boyutu
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- Tedaviye cevapsiz artmis beyaz kan hiicresi

Corts ve arkadaslart DSO kriterlerinden farkli bir 6neri getirmis ve periferik
kanda blast orani i¢in %15 ve fazlasi, periferik kanda %30 ve daha fazla blast ve
promyelosit, %20 ve daha fazla bazofil, trombosit diizeyi 100 bin ve alt1 olmasini

t')nermisleridir.91

2.5. Blastik faz Uluslararas1 KiT birimine gore blastik kriz, kanda veya kemik iliginde
veya her ikisinde %30 ve dlizeri blast artis1 veya ekstramediiller hastalik varligi
olmasidir.”? DSO kriterlerine gére blastik kriz periferik kanda veya kemik iliginde %20

ve iizeri blast hiicreleri, ekstramediiller blast varligidir.”

AF-KML ve BF-KML hastalarina tedavi baslangicinda kemik iligi sitogenetigi

ve mutasyonel analiz ve hepsine klinik bir ¢calismaya katilim 6nerilir.

Myeloid BF-KML olan 36 hastalik bir ¢alismada daunorubicin ve sitarabin

tedavisine imatinib eklenmesi ile 6 yillik takiplerde %78 hematolojik cevap almmistir.*®

TKI tedavisini takiben AF-KML’ye progresyon oldugunda dasatinib (140 mg
giinde bir defa) nilotinib 400mg (giinde 2 kez) veya bosutinib (500 mg giinde bir) veya
ponatinib (45 mg giinde bir ) uygun seceneklerdir. TKI tedavi secimi onceki tedavi
ve/veya mutasyon testlerine dayanir. TKI tedavisine cevaba gore allojenik HSCT karari
verilir. 2 veya daha fazla TKI tedavisine direngli veya intoleran olan AF-KML’e

ilerleyen hastalar i¢in omacetaxine iyi bir tedavi se¢cenegidir.

2.6. Allojenik Hematopoetik Stem Cell Transplant: Allojenik HSCT giiglii kiiratif bir
tedavidir ancak KML hastalarinda TKI tedavisinin miikemmel sonuglar1 allojenik

HSCT tedavisinin birinci basamak tedavisindeki roliinii degistirmistir.**

Allojenik HSCT sonuglar1 hastaligin fazi, HLA uygunlugu, yas, cinsiyet ve
tamdan nakle kadar gecen siire ile degisebilir.*® Diisik HSCT komorbidite indeksi ve
diisiik CRP diizeyi prognostik belirleyicilerdir.”” HLA uyumlu transplantasyonlarda 5
yillik sagkalim oranlar1 KF hastalarda %75, akselere fazda %40 ve blastik faz hastalarda
%10’dur.%® ilk kronik fazda allojenik HSCT olan hastalarda en az 5 yil remisyon ve

uzun dénem sagkalim goriiliir.*
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2.6.1. Allojenik HSCT endikasyonlari

Allojenik HSCT tan1 sirasinda blastik fazda olan nadir, T3151 mutasyon tespit
edilen hastalarda tim TKI’lara rezistan diger BCR-ABL mutasyonu tespit edilen

hastalarda ve tiim TKI’lara intoleran nadir hastalarda uygun bir sec;enektir.94’1oo

MD Anderson kanser merkezinin giincel raporuna gore allojenik HSCT, T315I
mutasyonu olan KML hastalarinda 6zellikle erken evrelerde etkili bir stratejidir ve
kronik fazda nakle giden hastalarda en iyi sonug almnir.'®* BCR-ABL mutasyonu olan ve
transplant yapilan hastalarda 2 yillik olaysiz sagkalim %36 iken, BCR-ABL mutasyonu
olmayanlarda bu oran %58’dir.

2.6.2. NCCN 2013 Onerileri

Imatinib tedavisinin hastalarin ¢ogunda basarili cevaplar vermesi ve dasatinib ve
nilotinib tedavilerinin yeni tani hastalarda erken etki gostermesinden dolay1 allojenik

HSCT kronik faz KML hastalarinda artik ilk tedavi se¢enekleri arasinda degildir.
- BCR-ABL/ABL >%10 (IS) veya PSY (daha diisiik cevap) 3. ayda
- 12. ayda mindr sitogenetik cevap veya sitogenetik cevabin alinmamasi
- 18. ayda PSY
- 6, 12 veya 18. ayda sitogenetik relaps olmasi

Radich ve arkadaglari HSCT sonrasi 6. veya 12. ayda PCR pozitifligini
(hastalarin =~ %42’s1) hastalarin  %3’linde test edilen PCR negatifligi ile
karsilastirildiginda relaps i¢in yiiksek riskli olarak rapor etmislerdir. Bu calisma
gostermistir ki erken PCR pozitifligi daha agresif hastalik ve relaps igin yiiksek risk ile
iliskilidir. %2

2.6.3. Nakil sonrasi relaps tedavisi

Allojenik HSCT sonrasi relaps KML hastalarinda, dondr lenfosit infiizyonu
kronik fazda akselere faz relapsa gore daha etkilidir. Transplant sonrasi imatinib

tedavisinde komplet hematolojik ve sitogenetik cevap oranlari kronik faz relapsta

16



akselere faza gore daha yiiksektir. Imatinib yiiksek riskli hastalarda transplantasyonu

takiben relapsi 6nlemek igin profilaktik olarak da etkilidir.

Bosutinib ve ponatinib, dasatinib ve nilotinibe rezistan BCR-ABL mutasyonu

olan hastalarda etkilidir. Ponatinib diger tim TKI’ne direncgli T315I mutasyonuna da
etkilidir.
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3. YONTEM VE GEREC

Bu ¢alismada Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari Hematoloji
Klinigi tarafindan Kronik Myeloid Losemi (KML) tanisi ile takip edilen hastalar
degerlendirilmistir. Calismaya dahil edilme kriteri olarak klinige diizenli takiplerine
gelmek ve medikal bilgilerine ulasilabilir olmak esas alinmistir. Klinikte bu tani ile
takip edilen ve kriterlere uyan toplam 100 hasta ¢alismaya katilmak tizere telefon ile
davet edilmis ve arastirma hakkinda detayli bilgi verilerek katilmak isteyenlerin
onamlar1 alinmigtir. Hastalardan 6 tanesine ulasilamamis, 2 tanesi de calismaya
katilmak istemediklerini belirtmislerdir. Kalan 92 hasta ¢alismaya alinmis ve hastalarin
tim medikal bilgileri hasta dosyalar1 ve hasta muayeneleri yolu ile elde edilmistir.
Calisma Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik kurulunca onaylanmistir.

Hastalarin tedaviye verdikleri hematolojik yanit European LeukemiaNet
kriterlerine gore degerlendirilmistir (5, 6). Buna gore hematolojik yanit tam, kismi ve
yanitsizlik olarak degerlendirildi. BCR-ABL/ABL oraninin uluslar arasi 6lgege gore <
%0.1 olmasi major molekiiler yanit olmasi1 olarak kabul edildi. Tiim hastalara BCR-
ABL diizeyi hematoloji laboratuarinda tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi 3 aylik aralar ile
bakildi. BCR-ABL diizeyleri Roche LightCycler® 1(9;22) Quantification Kit
kullanilarak  Olgiildii. Bu kit BCR-ABL’nin  G6PDH’ye oranmin kantitatif
degerlendirilmesine olanak vermektedir ve kontaminasyon riskini minimuma indirmek
icin non-nested PCR yontemini kullanmaktadir. Hastalar her basamak tedavi dncesinde

hastaligin hangi fazinda olduklar1 acisindan tekrar degerlendirildi.

Ocak 2012 — Ekim 2013 tarihleri arasinda klinige gelen hastalarin rutin muayene
ve tetkikleri yapildi. Ek olarak mutasyon analizi i¢in bir EDTA’l tiipe 5 ml kan alind.
Bu kanlar -20 °C’de saklandi. Tiim kanlar toplandiktan sonra DNA izolasyon agsamasina
gecildi. “Roche High Pure PCR Template Preparation Kit” hazirlanarak asagidaki
izolasyonlar yapilmistir. Is1 blogu 700C’ye ayarlandiktan sonra (hasta sayist x 100
mikrolitre) ELUTION SOLUSYONU bos bir eppendorfa konuldu ve 1s1 bloguna
konuldu. (Hasta sayis1 x 40 mikrolitre) PROTEINAZ K ¢ikarildi. Daha sonra sirasiyla
200 ul BINDING BUFFER + 200 ul TAM KAN + 40 pl PROTEINAZ K vidal
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eppendorflara konuldu. lyice karistirilarak 1s1 blogunda 70 °C’de 10 dakika bekletildi.
Is1 blogundan alan tiiplerin iizerine 100 pl IZOPROPANOL koyuldu ve iyice
kanistirildi. Eppendorf pipeti 560 ul’ye ayarlandi ve tiim karisim numaralanan filtreli
tiiplere aktarildi (alt tarafta toplayicr tiip iistte filtreli tiip olacak sekilde). 8000 rpm’de 1
dakika cevrildi. Altta kalan tiip atildi. 500 pl INHIBITOR REMOVAL BUFFER
koyuldu. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Altta kalan tiip atildi. 500 pl WASH
BUFFER koyuldu. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Altta kalan tiip atildi. 500 pl
WASH BUFFER tekrar koyuldu. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Altta kalan tiip
dokiildii. 13000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildi. Altta kalan tiip atildi. Filtreli tiipler,
isim ve numara yazilmig olan kapakli eppendorflarin i¢ine koyuldu. Is1 blogundaki
ELUTION BUFFER’dan 100’er pl tiiplerin i¢ine koyuldu. (Is1 6nemli oldugundan hizli
bir sekilde koyuldu). 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Filtreli tiipler atildi. Altta
kalan eppendorf tiipiindeki elde edilen DNA -20 °C’de sakland.

Elde edilen c- DNA’lardaki 5 mutasyon (E255K, E255V, M351T, T3151 ve
Y253H) TIBMOLBIOL firmastyla sentezletilen LightSNiP 121913448-49-57-59 ve 61
nolu rs kitleri ile iiretici firmanin gondermis oldugu protokollere gore calisildi. Calisma

protokolii agagidaki gibidir.

REAL TIME PCR ASAMASI
Reagent Miks Hazirlama

RS121913448-49-57-59 ve 61 nolu mutasyonlar i¢in TIBMOLBIOL tarafindan
sentezlenen ve liyofilize halde bulunan LightSNiP’lerin herbiri {iretici firma

tavsiyelerine uyularak 100’er ul PCR grade water ile ¢ozdiiriildii.

Reaksiyon Miksi Hazirlama (Ornek basina)

Reagent Miks 1ul
Pcr Grade Water 4 ul
LC 480 Probe Master 10 ul
Total 15 ul

Bes mutasyon icin de uygun Reagent Miksi segilerek ayni miks protokolii
kullanilmistir. Hazirlanan reaksiyon miksi Roche LightCycler 480 II Real Time PCR
sistemine uygun 96 kuyucuklu levhalara yiiklendi (Kuyucuk basina 15 ul hacimde miks
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dagitildi.). Ardindan her bir DNA 6rneginden 5’er ul alinarak kuyucuklara yiiklendi ve

toplamda 20’ser ul hacme ulasildi. (Her mutasyon c¢alisilirken kontrol amagli 1’er adet

de Negatif Kontrol olarak PCR grade water yiiklendi). Levhanin iizeri Sealing Foil ile

kapatildi. Ardindan plate LightCycler 480 II sistemine uygun protokol ile yiiklendi

(Tablo 1). Bes mutasyon i¢in de ayni 1s1 protokolii kullanildi.

Tablo 1. Is1 Protokolii

Denaturation Cycling Melting Cooling
Parameter
Analysis None Quantification Melting Curves None
Mode
Cycles 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Target [°C] 95 95 60 72 95 40 75 40
Hold 00:10:00 00:0010 00:00:10 00:00:15 | 00:0030 00:02:00 00:00:00 | 00:00:30
[hh:mm:ss]
Ramp Rate 4.6 4.6 2.4 4.6 4.6 2.0 - 2.0
[°C/s]384
Ramp Rate 4.4 4.4 2.2 4.4 4.4 15 - 15
[°C/s]96
Acquisitions None None Single None None Single Contin. None
Mode
Acquisitions 3
[per °C]
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ANALIZ ASAMASI
Calismalarin analizleri LightCycler 480 II sistemine ait software iizerinden TM
CALLING analiz tipi segilerek ve TM (Erime Egrisi) dereceleri incelenerek yapilmistir.

Erime egrileri ve referans baz dizileri Sekil 1-9°da gosterilmistir.
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Sekil 1. E255K Mutasyonu Olmadigini Gosteren Erime Egrisi Grafigi

Analyses|Tn Calling for Al Samples (1) | .-..

Information [ exccran: ME1T, Color Compensation: Off

wetin peaks D)

~(A/0T) Fluoresconce (465-510)

Manual Th-
BF Tmt 66,20

Er Tm2

¥ Manual Tm Method

Sekil 2. E255V Mutasyonu Olmadigim1 Gosteren Erime Egrisi Grafigi

Analyses|T= C211i0g for 211 Samples El ....

Information | ezogran: VELT, Color Compensation: Off

Melting Peaks .

=2 :

~(d/dT) Fluorescence (165-510)
S w @

2

4 2 “ % 8 0 82 5 % 5 60 8 & 23 8 o » 7
Tempesature (‘C)
Manual Th-
BF Tmt [eo,zs
Er Tm2
I Manual Tm Method

Sekil 3. rs121913448-49 Erime Tepe Noktalar:
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Sekil 4. M351T Mutasyonu Oldugunu Gosteren Erime Egrisi Grafigi

Anulyses|'rm Calling for New Subset 1 j ....

Information [ Program: MELT, Color Compensation: Off

Melting Peaks -

56 58 60 62 64 66 68 70 72 7
Temperature [*C)

Manual TM-
WM Tm1 [57,92

EF Tm2 [es,79

¥ Manual Tm Method

Apply Color Comp Filter Comb Y[ Max Peaks HybProbe
L ) R oo | i N O I Wl

Sekil 5. rs121913457 Erime Tepe Noktalar:
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Sekil 6. T3151 Mutasyonu Oldugunu Gosteren Erime Egrisi Grafigi

Analysﬁlm Calling for All Samples j ....

Infonnationl?:cg:a.m: MELT, Color Compensation: Off

Melting Peaks . Zoom

5-510)

e (:

g5 8

56 53 60 62 64 66 68 70 72 74
Temperature (*C)

Manual TM
BV Tm1 |60,2¢

66,07

¥ Manual Tm Method

Apply || (N [Color Comp Il 1(" Filter Comb NI[* Max Peaks 1[" HybProbe [, .1

Sekil 7. rs121913459 Erime Tepe Noktalar:
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Sekil 8. Y253H Mutasyonu Olmadigim1 Gésteren Erime Egrisi Grafigi

AnnlymlIm Calling for All Samples j ....

Informaﬂonl?mgram: MELT, Color Compensation: Off

Melting Peaks

Manual TM

BV Tmi 62,28

@l Tm2

Apply Color Comp Filter Comb (" Max Peaks HybProbe
Template || Y. R o |Vl a0 {2 of less) Format ||

Sekil 9. rs121913461 Erime Tepe Noktalar:
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Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in SPSS programi (SPSS v. 15.0, demo, Illinois, USA)
kullanildi. Parametrik verilerin normal dagilima uyup uymadiklari Kolmogorov-
Smirnov testi kullanilarak test edildi. Normal dagilmayan veriler i¢in ortanca [median]
(minimum — maksimum) degerleri kullanildi. Bunlarin karsilastirmalarinda ikiden fazla
grup icin Kruskal Wallis, ikili gruplar i¢in Mann-Whitney U testleri kullanildi. BCR-
ABL degerlerine logaritmik doniisiim uygulandi ve doniistiirme sonucunda normal
dagilim elde edildi. Tedavi 6ncesi ve sonrasi karsilastirma icin eslestirilmis grupta t testi
uygulandi. Non-parametrik verilerin karsilagtirmalar1 i¢in ki kare testi kullanildi.

[statistiksel anlamlilik seviyesi icin p degeri <0.05 olarak alindu.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan toplam 92 hastanin 45°1 (%49) kadin iken, 47’si (%51) erkek
idi. Ortalama yas 49.3 + 15.3 idi. En uzun siire takip edilen hasta 1995 yilindan bu yana
takip ediliyorken tanidan bu yana gecgen ortanca zaman 3 yil (0-18 yil) idi. Hastalarin
tan1 anindaki ek hastaliklar1 incelendiginde diyabetes mellitus ile hipertansiyon ve
kardiyovaskiiler hastaliklar sirasiyla %5.4 ve %4.3 siklik ile en sik goriilen ek
hastaliklar olarak bulunmustur. Yine tani tarihinde hastalarin %70.7’sinde splenomegali
tespit edilmisti.

Hastalara ilk basamak ila¢ olarak iilkemizde imatinib olmadigi yillarda
interferon-a. (12 hasta) verilmis ve daha sonraki yillarda imatinibe erisim miimkiin
oldugunda imatinib (80 hasta) verilmisti. Birinci basamak ilaglar ortanca zaman olarak
18.5 ay (minimum 2, maksimum 108 ay) kullanilmisti. Tablo 2’de birinci basamak ilag
uygulamalarinin sonuglart verilmistir. Tablodan da goriilecegi lizere tan1 aninda en sik
karsilagilan hastalik fazi %89.2 ile kronik faz idi. Blastik faz hastalarin %4.3’iinde
mevcut idi. Hematolojik yanit hastalarin biiylik bir ¢cogunlugunda, %90.2, elde edildi.
Hastalarin %33.7’si birinci basamak ilaca major molekiiler yanit vermis ve major
molekiiler yanitin baslangi¢ siiresinin ortancast 12 ay (minimum 2, maksimum 72 ay)
olarak bulunmustur. 92 hastanin 50’sinde (%54.3) en sik sebep major molekiiler yanit
olmamasi endikasyonu (%86) ile ikinci basamak ila¢ tedavisine ihtiya¢ duyulmustur.
Birinci basamak ilaclara karsi en sik gozlenen yan etki, hematolojik toksisite (%8.7)

olarak bulunmustur.
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Tablo 2. Birinci basamak ila¢ kullanim ile ilgili veriler.

Hastalik Fazi Kronik Faz
Akselere Faz
Blastik Faz

Birinci basamak ila¢ Imatinib
Interferon-a

[lk ilag hematolojik yanit
Var
Yok

Birinci ilaca major molekiiler yanit
Yok
Var

Major molekiiler yanitin baslama stiresi
Ortanca [Median] (ay)
Genislik [Range] (ay)

Yeni ilag ihtiyact Oldu
Olmad:

Yeni ilag endikasyonu

Major molekiiler yanitsizlik
Major molekiiler yanit yetersiz

Intolerans

[k ilag yan etki Yok
Hematolojik toksisite

Hematolojik toksisite ve 6dem
Karaciger enzimlerinde ytlikselme

61
31

12
2-72

50
42

82
8
1
1

%
89.2
6.5
4.3

87
13

90.2
9.8

66.3
33.7

54.3
45.7

86
10

89.1
8.7
11
11

Ikinci basamak ilag tedavisine ihtiyag duyulan 50 hastanmn verileri Tablo 3’te
sunulmustur. Yine ikinci basamak ilag tedavisinin baslangicinda da hastalarin biiyiik
cogunlugu kronik fazda idi (%92). ikinci basamak ilag olarak nilotinib, dasitinib ve
imatinib kullanilmist1. Nilotinib %48 ile en sik kullanilan ikinci basamak ilag idi. Ikinci
basamak ila¢ kullanma ortanca siiresi 23.5 ay (minimum 3, maksimum 108 ay) idi.
Hastalarin %86’sinda hematolojik yanit elde edilmis, major molekiiler yanit ise %50
hastada elde edilmisti. Major molekiiler yanit elde edilen hastalarda bu yanit alinmasi

igin gegen zamanin ortancasi 12 ay (minimum 3, maksimum 72) idi. Toplam 20
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hastanin (%40) ii¢iincii basamak ilag ihtiyaci oldu. Ikinci basamak ilag tedavisine kars

en sik goriilen yan etki hematolojik toksisite ile karaciger enzimlerinde ylikselme idi.

Tablo 3. ikinci basamak ila¢ kullanim ile ilgili veriler.

_ N %
Ikinci basamak ila¢ verilmesi esnasindaki faz
Kronik Faz 46 92
Akselere Faz 4 8
Blastik Faz 0 0
Ikinci ilag Nilotinib 24 48
Dasitinib 14 28
Imatinib 12 24
Ikinci basamak ilag hematolojik yanit
Var 43 86
Yok 7 14
Ikinci basamak ilaca majér molekiiler yanit
Yok 25 50
Var 25 50
Major molekiiler yanitin baglama siiresi
Ortanca [Median] (ay) 12
Genislik [Range] (ay) 3-72
Yeni ilag ihtiyact Oldu 20 40
Olmadi1 30 60
Ikinci basamak ilag yan etki
Yok 42 84
Hematolojik toksisite 3 6
Diger 2 4
Karaciger enzimlerinde yiikselme 3 6

Ugiincii basamak ilag¢ kullanimu ile ilgili veriler Tablo 4’te sunulmustur. En sik
goriilen faz %70 ile kronik faz idi. Ugiincii basamak ilag olarak en sik tercih edilen ilag
%55 ile dasatinib idi. Hastalarda hematolojik yanit %70 oraninda goriiliirken, major
molekiiler yanit oran1 %55 idi. Ugiincii basamak ilaglar ortanca olarak 5 ay (minimum
2, maksimum 52 ay) kullanilmis idi. Major molekiiler yanitin baglama siiresinin
ortancast 12 ay (minimum 2, maksimum 48 ay) idi. Ugiincii basamak ila¢ kullaniminda

da en sik goriilen yan etki hematolojik toksisite idi.
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Tablo 4. Ugiincii basamak ila¢ kullanimn ile ilgili veriler.

Uglincii basamak ilag verilmesi esnasindaki faz

Kronik Faz 14 70
Akselere Faz 5 25
Blastik Faz 1 5
Uciincii basamak ilag adi
Nilotinib 6 30
Dasatinib 11 55
Imatinib 3 15
Ucgiincii basamak ila¢ hematolojik yanit
Yok 6 30
Var 14 70
Ugiincii basamak ilaca major molekiiler yanit
Yok 9 45
Var 11 55
Major molekiiler yanitin baglama siiresi
Ortanca [Median] (ay) 12
Genislik [Range] (ay) 2-48
Ucgiincii basamak ilag yan etki
Yok 15 75
Hematolojik toksisite 3 15
Pankreatit 1 5
Karaciger enzimlerinde ylikselme 1 5

Birinci, ikinci ve tigiincli basamak olarak kullanilan ilaglarin major molekiiler
yanit elde etme agisindan karsilastirmalar1 Tablo 5°te sunulmustur. Birinci basamak ilag
olarak Interferon-o ile higbir hastada majér molekiiler yanit alinamamigken, Imatinib
kullanan hastalarin %38.8’inde (31/80) major molekiiler yanit elde edilmisti ve bu fark
anlamli idi (p=0.007, ki kare) (Tablo 5). Fakat ikinci ve tgilincii basamak olarak
kullanilan ilaglar arasinda major molekiiler yanit elde etme orani agisindan herhangi bir

fark mevcut degildi (sirasiyla p=0.116 ve p=0.616) (Tablo 5).
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Tablo 5. ilaglarla elde edilen major molekiiler yanitin karsilastirmasi

Molekiiler yanit yok Molekiiler yanit var p*
Birinci basamak ilacimatinib 49 31 0.007
Interferon-a 12 0

Molekiiler yanit yok Molekiiler yanit var 0.116

ikinci basamak ila¢ Nilotinib 13 11
Dasatinib 9 5
Imatinib 3 9

Molekiiler yanit yok Molekiiler yanit var 0.616

Uciincii basamak ila¢ Nilotinib 3 3
Dasatinib 4 7
Imatinib 2 1

*: ki kare testi

Major molekiiler yanitin baslamasi i¢cin gecen siire agisindan yapilan analiz
Tablo 6’da gosterilmistir. Birinci ilag olarak yalnizca imatinib kullananlarda major
molekiiler yanit olmus, interferon kullanan hastalarin hi¢gbirinde major molekiiler yanit
elde edilememisti. Imatinib ile majér molekiiler yanitin alindig1 31 hastada major
molekiiler yanit alma siiresinin ortancast 14 ay (minimum 2, maksimum 72 ay) idi.
Ikinci basamak ilaglar ile major molekiiler yanitin alinmasina kadar gegen siirelerin
karsilastirmasinda Dasatinib ile elde edilen major molekiiler yanitin Imatinibe oranla
anlamli derecede daha kisa siirede elde edildigi bulunmustur (Tablo 6). Ugiincii

basamak ilaglar arasinda fark bulunmamastir.

Tablo 6. Major molekiiler yamit baslangig siiresi ile kullamilan ilaglarin karsilastirmasi

Nilotinib Dasatinib Imatinib p*
Ikinci basamak ilag olarak 12 (5-20) 5(3-20)** 12 (12-72)  0.022

Uciincii basamak ilag olarak 12 (12-36) 6 (3-48) 36 (36) 0.866

*: Kruskal Wallis testi
**: Mann-Whitney U testi, anlaml1 olarak Imatinibten farkli, p=0.03
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Toplam 92 hastanin 3’iinde (%3.3), 2’si T315I ve digeri M351T olmak {izere,
mutasyon tespit edildi. Mutasyon durumu ile birinci, ikinci ve {i¢lincii basamak ilaclara
olan majér molekiiler yanitlarin karsilastirmasi Tablo 7°de gdsterilmistir. Ikinci
basamak ila¢ kullaniminda mutasyon olan hastalarin hi¢birinde major molekiiler yanit
almamazken (%0) bu oran mutasyon olmayan hastalarda %46.8 idi (p=0.037). Ugiincii
basamak ila¢ kullaniminda mutasyonu olmayan hastalarin %38.9’unda major molekiiler

yanit yokken bu oran mutasyon olan hastalarda %100 idi (p=0.063).

Tablo 7. Mutasyon durumu ile kullanilan ilaca major molekiiler yamitin karsilastirmasi

Mutasyon Yok Mutasyon Var p*
[k ilag major molekiiler yamit Yok 58 3 0.113

Var 31 0

Mutasyon Yok Mutasyon Var 0.037
Ikinci ilag major molekiiler yamt Yok 22 3

Var 25 0

Mutasyon Yok Mutasyon Var 0.063
Uciincii ilag major molekiiler yanit Yok 7 2

Var 11 0

*: ki kare testi.

Hastalarin birinci basamak tedavi 6ncesi 6lgiilen logaritmik BCR-ABL degerleri
ile aldiklart son tedavi sonrasi Olgiilen logaritmik BCR-ABL degerleri Sekil 10’da
gosterilmistir. BCR-ABL degerleri tedavi sonrasinda 48 hastada sifira diismiistii. Tedavi
oncesi ortalama logaritmik BCR-ABL degeri log -1.41 + 0.71 iken tedavi sonrasi
ortalama deger log -2.51 + 1.16 olarak bulunmustur ve bu degisim istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (eslesmeli iki grupta t testi, p<0.0001).
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Sekil 10. Tedavi dncesi ve sonrasi log BCR-ABL degerleri

N = a4 44

LogBCRABLIilk LogBCRABLson
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada klinigimizde takip edilen KML tanili hastalarda en sik goriilen bes
adet BCR-ABL mutasyonu varligi ve mutasyon durumunun tedaviye verilen yanit ile
olan iliskisi arastirilmis, incelenen hasta grubunda mutasyon orami %3.3 olarak tespit
edilmis ve mutasyon mevcudiyetinin uygulanan tedavi ile elde edilen major molekiiler

yanit {izerine negatif etkili olabilecegi tespit edilmistir.

BCR-ABL mutasyon varligi ile verilen tedaviye yanit arasindaki iliski son
yillarda {lizerinde sik calisilan bir konudur. Yabanci iilkelerde yapilan bu ¢alismalarda
BCR-ABL mutasyonlarinin prevalansi imatinib tedavisinin basarisiz oldugu hastalarda
%36 ile 9%55.7 arasinda degismektedir.'” Calismamizda inceledigimiz toplulukta
hizmet verdigimiz Adana ili ve gevresinde yasayan KML’li hastalarda en sik goriilen
bes mutasyonun prevalansinin %3.3 oldugunu tespit ettik. ilk basamak tedavileri
incelendiginde interferon kullanan ve tedaviye yanit vermeyen 12 hastanin 2’sinde
(%16.7) [1 adet T3151 ve 1 adet M351T mutasyonu) mutasyon mevcut idi. Ilk ilag
olarak imatinib kullanan ve tedaviye yanit vermeyen 38 hastadan birinde (%2.6) T315I

mutasyonu mevcut idi.

Imatinibin etkileyici sonuglarina ragmen, imatinible tedavi edilen bir grup
hastada direng gelisir. Tedavi cevabinda basarisizlik primer direng olarak
degerlendirilir, primer hematolojik direng ve primer sitogenetik diren¢ olarak ayrilir.
Sekonder direng ise Once tedaviye yanit daha sonra takip eden hematolojik veya
sitogenetik cevapta kayiptir. Hematolojik direng %2-4 vakada tespit edilirken,
sitogenetik direng %15 - %25 vakada saptanmis olup daha yaygindir. BCR-ABL'de
mutasyonlar primer direngten ¢ok nadiren sorumludur. Son g¢aligmalar primer direnci
ilag metabolizma geni olan prostaglandin-endoperoksidaz sentaz 1, siklooksijenaz 1'in
artist ile iligkilendirmis olup imatinibe primer direnci olan hastalar1 ayirt etmede bir
belirte¢ olarak kullanilabilir.!®® imatinib direnci 2 kategoriye ayrilabilir. BCR-ABL
bagimli ve BCR-ABL bagimsiz.

1. grup BCR-ABL'nin amplifikasyon veya overekspresyonunu veya protein
tirtiniinii ve ABL sekansinin nokta mutasyonunu igerir.®* ikinci grup coklu ilag direnci

ekspresyonunu ve Src kinazin overekspresyonunu igerir.'® BCR-ABL bagimli
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mekanizmalar yaygindir. Bunlar imatinibe klinik diren¢ gelistiren hastalarin %50'de

saptanan nokta mutasyonlaridir, ' 1%

Yeni tan1 almig KML hastalarinda bazal mutasyon goriintiilenmesinin cevap
tahminine bir katkis1 yoktur ve rutin olarak kullaniimamalidir.'®® Bir calismada yiiksek
sensitivitede DNA sekans teknigi kullanilarak imatinible tedavi edilen hastalarda
mutasyonun bazal degeri ve cevap, progresyonsuz sagkalim ve hastaliksiz sagkalim
arasinda bir baglanti gdsterilmemistir. Diger calismalarda tedavi Oncesi mutasyon
belirlemesinin imatinibe insensitiviteyi gdsteremeyecegini dogrulamistir.’®*** Bu
calismada da benzer olarak ilk basamak tedavi olarak imatinib ve interferon kullanan

hastalarda mutasyon varligi ile major molekiiler yanit arasinda anlamli bir iliski tespit

edilmemistir.

Redaelli ve arkadaslar1 nilotinib, dasatinib ve bosutinibin 18 BCR-ABL
mutasyonuna karsi in vitro aktivitesini raporlam1slard1r.112 En sik goriilen 8 mutasyon
(T3151,Y253F/H, E255D/K/R/V, M351T, G250A/I/E, F359C/L/V, H396P/R ve M244V
mutasyonu olan hastalarin %85'inde saptanir. Mutasyonlar yari maksimal inhibitor
konsantrasyon (IC50) degerleri kullanilarak sensitif, orta rezistan, rezistan ve yiiksek
rezistan olarak ayrilir. Yazarlarin bulustugu nokta bu bilgilerin ‘dogru hasta dogru TKI
tedavisini’ segmek i¢in hekimlere olanak sagladigidir. Hipertansiyon, atipik enfeksiyon
ve pulmoner hastalik Oykiisii olan, F317L, V299L veya Q252H mutasyonlar1 olan
hastalarda nilotinib, E255K/V, Y253H ve F359C/V mutasyonu olan hastalarda dasatinib
tercih edilmelidir. T3151 mutasyonu olan hastalarda omacetaxin, AP24534, klinik

calismalar veya HSCT diistintilmelidir.

Dasatinib ve nilotinib T3151 BCR-ABL’ye karsi etkisiz olmasina ragmen bu
mutasyon daha ¢ok KML’nin ilerlemis fazlarini etkiliyor gibi goriinmektedir. Bu
calismada da T3151 mutasyonu olan 2 hastada da nilotinib veya dasatinib ile major
molekiiler yanit elde edilememistir. T3151 bulunan hastalarda diger terapilerle
(AP24534, omacetaxin) iyi sonuglar alinmaktadir. Kok hiicre transplantasyonu ikinci ya
da ti¢iincli kugak TKI tedavisine yanit vermeyen veya T3151 mutasyonlu hastalarda yeni
ajanlara yanit olmadiysa uygulanabilir. Mutasyonu olan veya olmayan hastalarda
hematolojik ve sitogenetik cevap aynidir. Alt1 yillik takiplerde olaysiz sagkalim %83 ve

hastaliksiz sagkalim %90 olarak rapor edilmistir.""* imatinibin anlamli yamtina ragmen
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bazi kronik faz yeni tani almig hastalarda %1-%7 rezistans gelisebilir.MS'114 BCR-
ABL’nin kinaz alanindaki (domain) mutasyonlar KML hastalarinda imatinib

rezistansinin en sik goriilen mekanizmasidir.

Imatinib rezistansmnin iistesinden gelmek i¢in dasatinib, nilotinib gibi daha giiclii
TKI’lar gelistirilmistir. T3151 disinda ¢ogu imatinib rezistan KD mutasyonuna karsi

etkili olmuslardir."*>**°

Calismamizda mutasyonu olan 2 hastada T3151 mutasyonu
mevcut idi ve bu hastalarda nilotinib ve dasatinib etkili olmadi. Bu hastalar halen
akselere fazda idi. Yine diger M351T mutasyonu olan hastada da bu ilaglar ile major

molekiiler yanit alinamamuistir.

Ilging olarak ilerlemis fazlarda olan hastalarda mutasyonlarin in vitro duyarlilig:
olaysiz ve hastaliksiz sagkalima minimal etkili veya hi¢ etkili degildir. Bu soyle

aciklanabilir: ilerlemis fazlarda rezistans multifaktoriyeldir. Siklikla ilave kromozomal
ve olas1 diger onkojenik yollarin aktivasyonu ile birliktedir."o"**’
Yiiziin iizerinde BCR-ABL mutasyonu belirlenmistir.’®"**°

20

Cogu imatinibe

bazilar1 azalmis cevap ve direngle iliskilidir fakat
07

duyarli kalmasma ragmen’

mutasyon varlig her zaman direnci gostermez."

Mutasyon analizi pahalli olmasimna ragmen basarisiz tedavinin maliyeti daha
biiyiik olabilir. Imatinib baglanmasini engelleyen ATP baglama paketini bozan T3151

mutasyonu en 1yi karakterize edilmis mutasyondur.

Imatinib direncinin iistesinden gelmenin bir baska yolu ikinci kusak TKI’lara
gegmektir. T3151 olmayan en stk BCR-ABL mutasyonlar1 olan M244V, G250E ve
M351T in vitro olarak hem nilotinibe hem dasatinibe yiiksek duyarlidir.**® Fakat bu
calisgmada M351T mutasyonu olan tek hastada gerek nilotinib gerekse de dasatinib ile

molekiiler yanit elde edilememistir.

BCR-ABL mutasyon olusumu ve tedaviye cevap arasindaki iliskiyi daha iyi
anlamamiz sonucunda mutasyon testi, klinik cevap ile devam eden imatinib direncli
KML’de ve ikinci kusak TKI tedavisi altinda klinik progresyon gdsteren imatinib

121-123

direncli hastalarda onerilmektedir. Bu bilgilerin esliginde klinikte karar verirken

dikkatli olmak gerekmektedir. Giincel ¢aligmalar gdstermis ki tiim mutasyonlar klinik
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ve prognostik éneme sahip degildirler.'® Diisiik diizeylerde mutant klonlar1 tedaviye

direng gostermeyen pek ¢ok hastada da mevcuttur, 1%

Mutasyon testleri KML igin
tedavinin bir boliimii olarak bir biitiiniin i¢cinde olacaksa mutasyon analizleri i¢in daha
ileri armmdirilmis tekniklere ve bu bulgulara dayanan optimal klinik yolu daha iyi

anlamaya ihtiyag¢ vardir.

KML tedavisinde amag¢ %100 sagkalim ve normal hayat kalitesidir. Tedaviyi
sonlandirmak bagarili bir tedavinin cazip bir sonucu olarak diisiliniilse de stabil bir tam
molekuler yaniti basaran hasta sayisi azdir. Tedaviye ara vermek, major molekuler

yanit1 olan ve giivenli gebelik ge¢irmek isteyen kadinlarda diisiiniilmelidir.**

125-127

Daha onceki imatinib tedavisi alloHSCT sonuglarini etkilemez. Su ana

kadar ki bilgilerde nilotinib veya dasatinible daha once tedavi edilen hastalarda

transplant iligkili toksisite bildirilmemistir.'?>'%°

Tedavi Onerileri: Hidroksiiire kisa bir siire i¢in veya TKI'nin Onerilmedigi
durumlarda kullanilabilir. Imatinib gebeligin basinda ve tiim gebelik boyunca
kullanilamadigi icin interferon alfa gebelikte tedavi se<;enegidir.124 Ayrica diisiik riskli
hastalarda imatinibin uygun olmadig1 zamanlarda kullanilabilir. Bunlarin disinda kronik
faz KML hastalarinda imatinib dozu giinde 400 mg, ilaca tolerans oldugunda secenekler
nilotinib ve dasatinibtir. AIloHSCT akselere faz ve blastik faz hastalarda veya T315I

mutasyonu olup 2. kusak TKI’larin basarisiz oldugu durumlarda onerilir.

TKI ile basarili bir tedaviyi normal olarak sonlandirmamali. Onemli yan etkiler

disinda tedaviyi standart dozun altina diisiirmemek gerekir.

Tam hematolojik yanit ve tam sitogenetik yanit ilerlemis KML hastalarda diisiik
diizeydedir.132 Her yil kronik faz hastalarin %6°da yanit kayb1 olup imatinibin standart
dozlarina karsi diren¢ gelismektedir.' Ilerlemis KML hastalarda rezistans daha

yiiksektir, 107130133

Hematolojik rezistans hastalarin %2-4’tinde gelisirken sitogenetik diren¢ daha
stk olup %15-25 hastada goriiliir.** BCR-ABL mutasyonlar1 nadiren primer direngten
sorumludurlar.*® Sekonder direng hematolojik cevap veya sitogenetik cevabin kazamlip

daha sonra kaybidir. BCR-ABL mutasyon varligi her zaman klinik dirence neden
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olmaz. Aslinda direncin boyutu mutasyonun imatinibe duyarliligma baglidir.'?

Yeni tan1 KML hastalarinda bazal mutasyon diizeyinin cevaba faydasinin
olmadig1 gosterilmistir'® ve rutin olarak uygulanmamahdir. flave ¢alismalar tedaviden
Oonce mutasyonun belirlenmesinin imatinibe duyarsizlik hakkinda bilgi vermeyecegini

dogrulammtlr.109

Dasatinibe 6zellikle direng gelistiren mutasyonlar T315A, V299L ve F317L/C/V
ve nilotinibe direng gelistirenler Y253H, E255K/V, L273M ve F359V mutasyonlaridir.

Calismalar gostermistir ki progresyon gosteren bir kisim hastada mutasyon
saptanmamistir. % ilave olarak diger calismalar gdstermistir ki TSY olan hastalar

BCR-ABL mutasyonu gelistirebilir ve TSY 1 devam ettirebilir. "%

Bazal BCR-ABL mutasyonlar1 imatinib tedavi sonucunu belirleyemeyecegi i¢in
bazal mutasyon testleri gerekli degildir. Imatinib tedavi basarisizhg sonucunda
alternatif yaklasima ihtiya¢ vardir. Imatinibin dozu arttirilabilir ama hi¢ hematolojik
veya sitogenetik yanit alinmamis veya bilinen imatinib rezistan mutasyonu olan

hastalarda etkisi olmaz.

En biiylik amag tedaviye cevabi en dogru sekilde belirleyecek pek ¢ok faktore
dayanan, hasta prognozunu gosterecek bir skorlama sistemi gelistirmektir. Bu skorlama
sistemi agsagidakilerden bir veya bir kacini igerir: ECOG (Eastern Cooperative
Oncology Group) performans skoru, imatinibe Onceki sitogenetik cevap, belli bir
TKD'ya diisiik duyarlhilik ile bazal mutasyonlar, bazofili, sokal skoru ve rekiirren

.. . 68,138,1
notropem.es' 38,139

Bu c¢alismada not edilmesi gereken bazi kisitlamalar mevcuttur. Oncelikle
degerlendirilen hasta popiilasyonunun sayis1 92 gibi az bir sayidir ki incelenen
mutasyonlar sadece 3 hastada tespit edilebilmistir. Bir diger konu da tedaviye yanit
degerlendirilirken sitogenetik yanit degerlendirilmemis, hematolojik ve molekiiler
yanitlar g6z oniinde bulundurulmustur. Sonuclar degerlendirilirken bu konular g6z ardi

edilmemelidir.
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. SONUCLAR

Bu c¢aligmanin sonuglarina gére mutasyon varlig ikinci basamak ilag tedavisinde
istatistiksel olarak anlamli ve ii¢lincii basamak ila¢ tedavisinde de istatistiksel
anlamliliga ¢ok yakin olmak iizere major molekiiler tedaviye yaniti negatif

etkilemektedir.

Calismamizda toplam 3 mutasyonun 2’si tedavilere en diren¢li mutasyon tipi
olan T3151 mutasyonuydu. Iki hastamiz da ikinci kusak TKI tedavisine yanit

vermemis ve akselere fazdaydilar.

M351T mutasyonunun hem nilotinibe hem dasatinibe yiiksek duyarli oldugu
bilinmektedir fakat bu ¢alismada M351T mutasyonu olan tek hastada gerek

nilotinib gerekse de dasatinib ile molekiiler yanit elde edilememistir.

Tiim mutasyonlar ilaca direng ile iliskili degildir. Tedaviye yanit bu ¢alismada

oldugu gibi mutasyon tipi ile iligkili olabilir.

Buradan hareketle yeni tani KML hastalarinda bazal mutasyon bakilmasina
gerek yoktur. Imatinib direngli olgularda mutasyon bakilmasi uygun 2. kusak

tirozin kinaz inhibitoriiniin belirlenmesinde katki saglayabilir.
KML tedavisinde amag %100 sagkalim ve normal hayat kalitesidir.

Hastada ilaglara direncin yliksek oldugu bir mutasyon gosterildigi zaman hastaya

gereksiz ilag tedavisi ile vakit ve kaynak kaybinin 6niine gecilmis olacaktir.

Ileriki galismalarimizda daha fazla hasta ve daha ¢cok mutasyon ile ¢alisilarak

tespit edilecek mutasyonun artmasi miimkiindiir.
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7. EKLER
GONULLU DENEK BiLGiLENDiRME VE ONAY FORMU
Arastirmanin konusu:

Kronik myeloid I6semi olgularinda mutasyonlarin arastirilmast ve klinikle olan
iiskilerinin incelenmesi

Aragtirmanin amact:
Saptanacak bulgularin hastaligin takip ve tedavisini yonlendirecek bicimde kullanilmasi
Arastirmaya katilma siiresi: Hastalik nedeniyle takip sirasinda bir kez

Arastirmaya katilacak yaklasik goniillii sayisi: 100 Kronik myeloid 16semi tanist almis
birey Hematoloji boliimiinde yapilan muayene ve tetkikler sonrasinda kronik myeloid
l6semi hastast oldugunuz ve bu hastalik sebebiyle takip edilmeniz gerektigi
belirlenmistir. Tedavinizi takip amaciyla sizden rutin olarak belli araliklarla kan ya da
kemik iligi ornekleri alinacaktir. Bu ¢alismada sizden takip amagli aliman orneklerin
sonuclar1 kullanilacaktir. Ayrica su andaki durumunuzu degerlendirmek i¢in sizden 5 ml
kan alinip cDNA eldesi yapilarak ilag direnci ile iligkili bir genetik degisikligin sizde
olup olmadig1 arastirilacaktir. Ayn1 ¢cDNA Orneginden ilag direncine etkisi oldugu
diisiiniilen en sik goriilen bes BCR-ABL mutasyonuna bakilacaktir. Bu islemler i¢in
sizden herhangi bir ticret talep edilmeyecek ve rutin takipleriniz etkilenmeyecektir. Bu
bilgiler 15181nda,

] Biyolojik materyallerimin bu ¢aligma i¢in kullanilmasina izin veriyorum.

] Biyolojik materyallerimin bu ¢alisma ve bundan sonraki ¢alismalarda kullanilmasina
izin veriyorum,

[ Biyolojik materyallerimin bu ¢alisma disindaki baska calismalar i¢in kullanilmasina
izin vermiyorum. Yukaridaki, arastirmadan once goniillilye verilmesi gereken bilgileri
iceren metni okudum. Bana, tanik huzurunda, asagida konusu belirtilen aragtirmayla
ilgili yazili ve sozlii agiklama yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi ve
katilmama hakkimin oldugunu, arastirma bagladiktan sonra devam etmeyi istememe
hakkina sahip oldugum gibi, kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan
arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum. Bu kosullarda s6z konusu arastirmaya,
higbir baski ve zorlama olmaksizin, kendi rizam ile katilmay1 kabul ediyorum.

GONULLU
Adi Soyadi: Telefon : (0 ) Adresi: Faks : (0 )

Imza Bilgi verebilecek kisi: VELI, VASI veya VEKIL
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Adi Soyadi: Telefon : (0 ) Adresi: Faks : (0 )
Pmza Yakinligi: ARASTIRMACI
Ad1 Soyadi: Telefon : (0 ) Adresi: Faks : (0 )

GEREKTIGINDE GONULLU VEYA YAKINININ BILGI ICIN
BASVURABILECEGI KiSi

Adi Soyadi: Telefon : (0 ) Adresi: Faks : (0 ) TANIK Adi Soyadi: Telefon :
(0 ) Gorevi: Faks : (0 ) Adresi: Pmza

TANIK

Adi Soyadi: Telefon : (0 ) Goérevi: Faks : (0 ) Adresi: Imza Not. Bu belge dort
ornek halinde hazirlanacak birer 6rnek arastirmaci, goniilli, tanik ve kurum tarafindan
saklanacaktir.
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