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1. GIRIS

Akut myeloid losemi (AML), yetiskinlerde en sik goriilen akut 16semi olup
genetik olarak oldukga heterojen bir hastaliktir. Giiniimiize kadar yapilan bir¢ok
calismada hastalarin sitogenetik profillerinin  prognozlarmi belirledigi ortaya
konmustur. Ancak bugiin, sitogenetik anomalilere ek olarak ¢ok sayida molekiiler

genetik belirtecin tedavi ve prognoz i¢in olduk¢a 6nemli oldugu goriilmektedir.

Niikleofosmin (NPM1) geninin ekzon-12 bolgesinde meydana gelen
mutasyonlar, AML vakalarinin yaklasik iigte birinde, normal karyotipli yetiskin AML
vakalarmin ise %60'1inda izlenmektedir. Bu grupta indiiksiyon tedavisine daha iyi yanit
gozlenmistir ve NPM1 mutant olmayan normal karyotipli AML'den daha uzun siireli

sagkalim gosterdigi goriilmektedir.

Yapilan calismalarda NPM1 mutasyonu saptanmis AML hastalarinda,
mutasyona ugramis transkriptlerin sayisi dolayisiyla tamidaki tiimoér yiki ile
indiiksiyon tedavisine yanit arasinda yakindan iliski oldugu goriilmiistiir. Remisyon
indiiksiyon tedavisi sonrasi remisyonda oldugu izlenen hastalarin NPM1 kopya
sayisinda belirgin azalma goriildiigi bilinirken, tedaviye refrakter hastalarda ise kopya

sayisinda azalma olmadig1 goriilmiistiir.

Akut myeloid 16semi hastalarinda 6l¢iilebilir kalint1 hastaligin takip ve tedavi
stirecindeki yeri yapilan ¢aligmalar ile arastiritlmaktadir. Akim sitometri ile mi yoksa
molekiiler belirteglerin takibinin mi daha degerli oldugu ise tartisilan bir diger
konudur. AML hastalarinda iyi prognostik bir belirteg¢ olarak bilinen NPM1’in hangi
donemde, hangi yontemle takip edilmesi gerektigi belirli bir esik degerini mi
alinmasinin yoksa log degerlerinde azalmanin m1 daha degerli oldugu ise tartisilan

konular arasindadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. AKUT MYELOID LOSEMIi

Akut myeloid 16semi (AML), kemik iligi ve periferik kandaki diferansiye
olamayan myeloid onciillerin klonal artis1 ile karakterize heterojen bir hematolojik
malignitedir. Bundan elli yil nce tedavi basarisi ¢ok diisiik olan bu hastaligin artik 60
yas ve altindaki erigkinlerin %35-40"inda ve 60 yas lizeri hastalarin % 5-15'inde uzun

stireli sagkalim elde edilebildigini gérmekteyiz [1].

AML'nin sitogenetik cesitliligi 30 yili askin bir siiredir bilinmekle birlikte,
hastaligin  muazzam molekiiler cesitliligi son 15-20 yilda giderek daha da
belirginlesmistir. Bu biyolojik heterojenitenin prognostik 6nemi iyi bilinmekte iken bu

verilerin gelistirilen tedavilere yansimasi yakin gegmiste baglamistir [2].

2.1.1. Epidemiyoloji

2016°’da ABD’de SEER verilerine gore AML'nin yasa gore diizeltilmis
insidanst 100.000°de 4,3 olarak saptanmistir. Avrupa, Kanada ve Avusturalya

incelemelerinde de benzer siklik oranlari bulunmustur [3, 4].

AML oncelikle yash yetiskinlerin hastaligidir. 65 yas ve istii olanlar i¢in yasa
gore diizeltilmis insidans 100.000°de 20.1 iken, <65 yas popiilasyonda 100.000°de
2.0’dir. SEER 2011-2016 verilerine dayanarak yapilan analizde AML tanisinda
ortanca yasin 68 oldugu goriilmiistiir. ABD ile birlikte Kanada, Avustralya ve Isveg'ten

bildirilen ortanca yas ise 63 ile 71 arasinda degismektedir [3, 4].

Cinsiyete gore degerlendirildiginde ABD, Ingiltere, Kanada, Danimarka,
Avustralya ve Cezayir'deki popiilasyona dayali caligmalarin da kanitladigi gibi,
erkeklerde yasam boyu AML gelisme olasiligi kadinlara kiyasla 1.2-1.6 kat daha
fazladir [4].



2.1.2. Klinik Prezentasyon

AML'nin klinik belirti ve semptomlar1 ¢esitli ve nonspesifiktir, ancak bunlar
genellikle kemik iliginin 16semik infiltrasyonuna bagli ortaya ¢ikan ve sonucunda
goriilen sitopenilere dogrudan atfedilir. Tipik olarak, hastalar sirasiyla, trombosit,
eritrosit veya 16kosit sayilarinda diisme nedeniyle kanama, yorgunluk veya enfeksiyon
belirti ve semptomlar1 gosterirler. Solukluk, halsizlik ve eforla dispne sik goriiliir.
Karaciger (hepatomegali), dalak (splenomegali), lenf nodlar1 (lenfadenopati), kemik
(kemik agrisi), cilt (1okemia kutis), dis eti ve santral sinir sistemi dahil olmak tizere
cesitli dokularin ve organlarin 16semik infiltrasyonu, farkli baska semptomlar ortaya
cikartabilir. Izole bir 16semik blast kiitlesi genellikle agraniilositik sarkom olarak
adlandirilir. Hiperlokositoz (>100.000 hiicre/m3 16kosit), okiiler ve serebrovaskiiler
disfonksiyon veya kanama gibi lokostaz semptomlarima neden olabilir.
Prezentasyonda nadiren bulunsa da, hiperiirisemi ve hipokalsemi gibi metabolik

anormallikler olabilir [5].

2.1.3. Morfoloji

Kemik  iligi  aspirasyon = ve  biyopsisi  yapilarak  morfolojik,
immunfenotiplendirme, immunhistokimyasal ve genetik ¢aligsmalar bir araya getirilir;

boylece tani, siniflandirma ve risk belirlenmesi gerceklestirilir.

Tant ig¢in morfolojik olarak kemik iligi veya periferik kanda >%20 blast
goriilmelidir. Myeloblastlar lenfositlerden daha biiyiik olan, birkag¢ ¢ekirdekgik igeren
iri gekirdekli hiicrelerdir. Immunfenotipik olarak CD13, CD33 ve CD34 dahil, saglikli
immatiir myeloid hiicrelerinde de bulunan antijenler eksprese edilir [6]. Diger hiicre
belirtegleri, AML'nin morfolojik alt tipine -monositik (CD4, CD14, CD11b), eritroid
(CD36, CD71) ve megakaryosit (CD41a ve CD61) belirteglerinden- ve farklilasma
asamasina bagli olarak eksprese edilir. Ayrica, bazen AML blastlari, TdT, HLA-DR,
CD7 ve CD19 da dahil olmak iizere T veya B hiicre kdkenlerine 6zgii antijenleri
birlikte eksprese edebilir [7].



2.1.4. Siiflandirma

Yillar igerisinde AML i¢in etiyoloji, morfoloji, immiinfenotip ve genetige
dayali ¢esitli siniflandirma sistemleri olmustur. 1970'lerde AML, sekiz ana AML alt
tipini (FAB MO ila M7) tanimlamak i¢in ¢ogunlukla morfoloji ve immiinfenotip /
sitokimyasal kriterler kullanilarak Fransiz-Amerikan-ingiliz siniflandirma sistemine
gore smiflandirilmistir [8]. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) AML smiflandirmasi, eski
Fransiz-Amerikan-ingiliz siniflandirma sisteminin giiniimiizde yerini almis ve bugiin
AML siniflandirmasmin temel ydntemi haline gelmistir. DSO smiflandirmasi 2016

yilinda giincellenmistir. Bu siniflandirma Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. DSO 2016 AML Smiflandirmas: [9]

Tekrarlayan genetik anomalilerle iliskili AML

- 1(8;21)(022;922); RUNX1-RUNXI1TT1 ile iliskili AML

- inv(16)(p13.1922) veya t(16;16)(p13.1;022); CBFB-MYHI11 ile iliskili AML
-1(15;17)(g22;912); PML-RARA ile iliskili AML

- 1(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL ile iliskili AML

- 1(6;9)(p23;034) DEK-NUP214 ile iliskili AML

- inv(3)(g21926.2) veya 1(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1 ile iliskili AML
- 1(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1 ile iligkili AML (megakaryoblastik)
- NPM-1 mutasyonu ile iligkili AML

- CEBPA mutasyonu ile iliskili AML

Myelodisplazi ile iliskili degisikliklerle giden AML

Terapi ile iliskili AML

AML, simiflandirilamayan grup

-Minimal diferansiyasyon ile AML

-Maturasyon olmaksizin AML

-Maturasyon ile birlikte AML

-Akut myelomonositik 16semi

-Akut monoblastik ve monositik 16semi

-Akut eritroid 16semi

-Akut megakaryoblastik [6semi

-Akut bazofilik 16semi

-Myelofibrozis ile giden akut panmyelozis

Myeloid Sarkom

Down sendromu ile iliskili myeloid proliferasyon

-Gegici anormal myelopoezis

-Down Sendromu ile iligkili myeloid 16semi




2.1.5. Prognostik Faktorler

Prognostik faktorler, hastaya bagli ve hastalikla ilgili olarak ayrilabilir. Hastaya
bagl faktorler (6rnegin, artan yas, eslik eden hastaliklar ve diisiik performans durumu)
genellikle tedaviyle iliskili erken Oliimii Ongoriirken, hastalikla ilgili faktorler
(6rnegin, 16kosit sayisi, oncesinde MDS varlig1 veya baska bir hastalik icin sitotoksik
ajan maruziyeti ve l6semik hiicre genetik degisiklikleri) mevcut standart tedaviye
direnci 6ngorebilir. Bir¢ok yash hastada destek tedavideki belirgin gelismeler

nedeniyle, tedaviye bagli 6liim orani son yillarda anlamli 6l¢iide azalmstir [10].

AML, prognostik olarak dnemli olan sitogenetik, molekiiler ve klinik bulgulara
gore kategorize edilir. ELN tarafindan gelistirilen ve hastalari iyi, standart ve kotii risk
gruplarina ayiran prognostik yaklasim ve siniflandirma sistemi giincel olarak tercih

edilmektedir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. 2017 ELN AML’de Genetik Risk Smiflandirmasi [11]

Tyi risk

1(8;21)(922;0922.1); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1;922) or t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
NPMI1 mutasyonu (Diisiik veya negatif FLT3-1TD ile)

Biallelik mutant CEBPA

Orta risk

NPM1 mutasyonu (Yiiksek derecede FLT3-1TD ile)

Wild-type NPM1 (Diisiik veya negatif FLT3-ITD ile)
t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

Diisiik ya da yiiksek risk olarak siniflandirilmamis genetik anomaliler
Kaotii risk

t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); KMT2A rearanjmant ile

1(9;22)(g34.1;911.2); BCR-ABL1

inv(3)(g21.3;926.2) or 1(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM (EVI1)
Monozomi 5 ya da del(5q); monozomi 7; monozomi 17/abn(17p)
Kompleks karyotip, monozomal karyotip

Wild-type NPM1 (Yiiksek derecede FLT3-ITD ile)

RUNX1 mutasyonu

ASXL1 mutasyonu

TP53 mutasyonu




2.2. NUKLEOFOSMIN GENi VE PROTEINi

Niikleofosmin geni, insan genomunda kromozom 5q35 ‘te bulunmakta olup,
12 ekzon barindirmaktadir [12]. Bu gen B23.1, B23.2 ve B23.3 olmak iizere 3
alternatif niikleofosmin izoformunu kodlar. B23.1 yaygin izoform olup, ¢ok sayida
fonksiyonel alana sahip olan yaklasik 37kDa’lik, 294 aminoasitten olusan bir
proteindir [13-15]. Ayrica B23.1 ¢ift tarafli niikleer lokalizasyon sinyali (NLS),
16sinden zengin niikleer eksport sinyali (NES) motifleriyle birlikte sentrozomlar ve
subnukleer komparmantlarla iliskisini diizenleyen birkag¢ fosforilasyon bolgesi igerir
[14-18].

NPM, niikleolusun graniiler bolgesinde yer almasina ragmen, siirekli olarak
¢ekirdek ve sitoplazma arasinda gidip gelir [19, 20]. NPM’nin bu niikleositoplazmik
trafigi kati bir sekilde diizenlenir, ciinkii ribozom bilesenlerinin sitoplazmaya
taginmast ve Sentrozom ¢ogalmasinin kontrolii de dahil olmak iizere 6nemli NPM
fonksiyonlari, farkli subseliiler bolmelere aktif olarak hareket etme kabiliyeti ile

yakindan iligkilidir [17, 18].

NPM, matiir ribozomlara dogrudan erisebildii ve protein translasyonunu
potansiyel olarak diizenleyebildiginden, protein sentezi, hiicre biiyiimesi Ve
cogalmasini dengelemede merkezi bir rol oynadig diisiiniilmektedir [18]. Ek olarak,
NPM asir1 ekspresyonu, stres kosullarinda hematopoetik kok hiicrelerin hayatta
kalmasini ve onarilmasini destekler [21]. Malign hiicrelerdeki yiiksek NPM diizeyleri,
ribozomlar araciligi ile anormal hiicre biiylimesini tesvik eder. Bunun tersine, NPM
kayb1 veya NPM mekiginin inhibisyonu, protein translasyonunu bloke eder ve hiicre

dongiisiinii durdurabilir [18]

Ayrica NPM, mitoz siirecinde DNA onarimini ve sentrozom replikasyonunu
kontrol ederek genomik stabiliteyi korur [22-25]. Dahasi, NPM p53 ve p19Arf gibi
onkosupresor genlerle etkilesime girerek de hiicre cogalmasi ve apopitozu kontrol eder
[26].



2.2.1. AML’de NPM1 Mutasyonu’nun Kesfi

Oncelikle anaplastik biiyiik hiicreli lenfomali hastalarda NPM-ALK fiizyon
proteini nedeniyle, bu lenfomanin normal dokularda oldugu gibi niikleolusun yerine
sitoplazmada NPM ekspresyonu gergeklestigi gosterilmistir [27, 28]. Ardindan
anormal sitoplazmik NPM proteinine iligskin ¢alismalar 16semiler de dahil olmak iizere
bir dizi insan tiimorunii de kapsayacak sekilde genisletilmis ve 1999°da sitoplazmik
NPM’li ilk AML vakast saptanmis ve onlar niikleus smirli NPM ekspresyonunu
gosteren NPMc- AML'den ayirt edilmesi igin NPMc+ AML olarak adlandirilmistir.
Ek olarak NPMc+ saptananlarda majér kromozomal anormallikleri igermemesi,

normal karyotip ile yakindan iligkili oldugu da gézlenmistir [29].

2.2.2. NPM1 Mutasyonlarr’nin Karakteristikleri

NPMI1 mutasyonlart AML'ye spesifik olarak degerlendirilir, ¢iinkii diger insan
neoplazmlarinda siirekli niikleusa smirli NPM ekspresyonu izlenir [29]. Kronik
myeloproliferatif hastaliklarda ise seyrek sikliklarda saptanabilmekte ve bu vakalar
hizla AML’ye ilerleyebilmektedir [30].

NPM1 mutasyonlarinin AML'li ¢ocuklarda goriilme sikligr %2,1-6,5 arasinda
degismekte olup, tiim ¢ocukluk dénemi normal karyotipli AML vakalarinin %9-
26,9'unu olusturmaktadir. Eriskin donemde ise NPM 1 mutasyonlariin sikligi %25-35
arasinda degigsmekte oldugu izlenmis olup, erigkin normal karyotipli AML vakalarinin
%45,7-63,8'ini olusturmustur. Bu durum, normal karyotipli AML’nin molekiiler

patogenezinin ¢ocuklarda ve eriskinlerde farkli olduguna da isaret etmektedir [31].

NPM1 mutasyonlar1 birka¢ vaka disinda, ekzon 12 ile smirlandirilmistir.
Mutasyon A adi verilen bu en yaygin NPM1 mutasyonu, referans dizisinin 956 ila 959
pozisyonunda bir TCTG tetraniikleotidinin kopyasidir ve vakalarin %75-80'ini
olusturur. B ve D mutasyonlari, NPMc + AML'nin yaklasik %10 ve %5'inde gozlenir;
diger mutasyonlar ¢ok nadirdir [29, 31].



NPMI genindeki degisiklikler FLT3 geninden daha stabil goriiniir. Niikste
NPMI1 mutasyonlarinin kaybi nadirdir, bu durum ancak ya farkli bir 16semik klonun
ortaya ¢ikmasindan veya kemik iligindeki blast sayisinin az sayida olmasindan
kaynaklanabilir. Bazi durumlarda, NPM1 mutasyonlarinin kayb1 normal karyotipten

anormal karyotipe degisiklik ile iligkilendirilmistir [32, 33].

2.2.3. NPM1+ AML’nin Patolojik ve Klinik Ozellikleri

NPM1 + AML genis bir morfolojik spektrum gostermektedir. NPM1
mutasyonlart M4 ve M5 FAB kategorilerinde ve belirgin niikleer invajinasyon
(“fincan benzeri” nukleuslar) gésteren AML’de daha sik goriiliir [29, 34-36]. NPM1 +
AML'lerin %95'inden fazlasi CD34-‘tir [29]. Birkag hiicre soyuna 6zgii morfolojik
Ozelliklerin bir arada goriilebilmesi (miyeloid, monositik, eritroid ve megakaryositik
fakat lenfoid olmayan), FLT3-ITD gibi ek genetik degisikliklerden bagimsiz olarak
NPM1 + AML'nin kendine 6zgii bagka bir belirgin 6zelligidir [37].

Blast sayisi, normal karyotipli AML’de NPM mutasyonu eslik ettiginde
oldukga yiiksek saptanir. Eglik eden FLT3-ITD ve yiiksek LDH serum seviyeleri ile
bu durum daha da artar. NPM1 mutasyonlari, olasilikla gingival hiperplazi ve
lenfadenopati gibi ekstramediiller tutulumla koreledir. Yine trombosit sayilari, normal
karyotipli AML vakalarinda AML-NK’de NPM ile mutasyona ugramiglarda NPM
mutasyonu olmayanlardan daha yiiksek bulunur. Ozellikle AML-M4 vakalarinda
NPM mutasyonu saptandiginda, kemik iligindeki displastik 6zelliklerin belirgin
oldugu gozlenir [35-38].

NPM1 mutasyonlar1 kadinlarda daha sik goriiliir. FLT3 mutasyonlariin aksine
NPMI mutasyonlarinin kadinlarda daha sik gozlenmesi, bu hastalarda AML gelisim

mekanizmasinda cinsiyet farklilig1 olabilecegini diisiindiirmektedir [38].



2.3. AKUT MYELOID LOSEMIDE TEDAVi
2.3.1. Indiiksiyon

Indiiksiyon kemoterapisinin amaci, morfolojik tam yanit (kemik iligi aspirati
orneginde >200 cekirdekli hiicre sayildiginda <% 5 blast olmasi, mutlak nétrofil
sayist> 1000 / L olmasi ve trombosit sayisi > 100,000 / L olmasi) elde edilmesidir [39].
1970'ten beri indiiksiyon kemoterapisinin omurgast degismeden kalmistir. 60 yas alt1
eriskinler ve performans durumu uygun yaslh hastalara ““7+3 rejimi” olarak bilinen
yogun antrasiklin ve sitarabin tedavisi standart olarak uygulanmaktadir. Tipik doz ve
program, yedi giinlik devamli 100mg/m2/giin sitarabin infiizyonuyla birlikte 3 glinliik
antrasiklin (daunorubisin 60-90 mg/m2/giin veya idarubisin 10-12 mg/m?/giin)
uygulamasini igerir. Geng, de novo, AML hastalarinda “7 + 3” standart indiiksiyonu
ile %65-73 oraninda tam yanit elde edilirken, 60 yas tistii AML hastalarin sadece %
38-62'sinde tam yanit elde edildigi goriilmiistiir [40-42].

Standart “7 + 3” kemoterapisine alternatif bir rejim olusturulamamis olmakla
birlikte son yillarda 6ne ¢ikan hedefe yonelik tedaviler ¢alisilmistir. Kotii prognozlu
bir belirte¢ olan FLT3 mutasyonu saptananlarda, FLT3 inhibitorlerinin ”7 + 3”

kemoterapisine ve konsolidasyon tedavisine eklenmesi sagkalimi uzatmistir [43].

Geriatrik popiilasyonda, o6zellikle NPM1 mutasyonu olmadan kompleks
karyotip icerenlerde, yogun indiiksiyon tedavisine hastanin performansinin uygun
olmadig diisiiniildiigiinde, desitabin ve azasitidin igeren hipometile edici ajanlarinin

kullanilmasinin yararl oldugu gosterilmistir [44-46].

2.3.2. Konsolidasyon

Konsolidasyon tedavisi, hastada remisyon elde edildikten sonra mevcut
durumun devam ettirilebilmesi i¢in verilen tedavilere denir. Konsolidasyon hastanin
tan1 anindaki risk siniflamasina gore ya sadece 3-4 kiir kemoterapi verilerek ya da 1-2
kiir kemoterapi ardindan hematopoietik kok hiicre nakli yapilarak verilebilir. yi risk

grubundaki hastalar sadece kemoterapi ile tedavi edilirken, orta ve koti risk



simiflamasina giren hastalarda hematopoietik kok hiicre nakli yapilmasi gereklidir.
Altmig yas alt1 erigkin hastalarda standart konsolidasyon tedavisi “1,3,5 rejimi” olarak
adlandirilir. 1-3-5. giinlerde sitarabin 3g/m?, giinde 2 kez olarak verilir [40, 47].

Iyi risk grubundaki hastalarda direngli hastalik veya niiks durumunda allojenik
hematopoietik kok hiicre nakli(AHKHN) gereklidir. Orta ve kot riskli AML
hastalarinda ilk remisyon elde edildiginde hastanin HLA uyumlu vericisinden
AHKHN gerekir. Nakil 6ncesi verici uygunlugu durumunda hastanin Hematopoetik
Hiicre Nakli Komorbidite indeksi’dir (HCT-CI) skorunun da kok hiicre nakli icin
uygun olmasi gerekir [40, 48].

2.3.3. Niiks Hastalikta Tedavi

Niiks eden hastalarin sadece kiigiik bir kismi, kurtarma kemoterapisi ve
ardindan kiiratif amac¢li AHKHN ile basarili bir ikinci remisyon elde edebilirler [40].
Erken relaps (TY 1'den sonraki ilk alt1 ay iginde meydana gelen) genel olarak kotii bir
sagkalima isaret eder. Kurtarma rejimleri arasinda orta doz sitarabin, MEC
(mitoksantron, etoposid, sitarabin) veya son olarak, FLAG-IDA (fludarabin, sitarabin,
idarubisin,- 6.giinden baslayarak beyaz hiicreye sayimi1 > 1 g/ L olana kadar- G-CSF)
[49]. Ikinci bir TY a ulagma ihtimali, geng yastaki hastalarda, ilk remisyon siiresi uzun

olan hastalarda ve iyi sitogenetigi olanlarda daha fazladir [50].

2.4. AML’DE OLCULEBILIR KALINTI HASTALIK

AMVL’de niiksiin tedaviye ragmen hayatta kalan ve konvansiyonel morfolojik
degerlendirmelerle  tespit  edilmeyen  kalinti  hiicrelerden  kaynaklandig
diistiniilmektedir. Yeni ve daha hassas yontemler, Ol¢iilebilir kalinti hastalik (MRH)
olarak adlandirilan bu hiicre popiilasyonlarinin saptanmasia izin verir [2]. Iyi bir
MRH testi, niikse yol agabilecek en diisiik miktarda 16semik blastlar1 saptarken,
bunlar1 saglikli kok hiicrelerden veya niiksii baglatamayacak 16semik hiicrelerden de

ayirtedebilmelidir [51]. Giiniimiizde, duyarhiliklar1 ve Ozgiilliikleri iyilestirmek,
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laboratuvarlar arasinda standardizasyonu optimize etmek ve hastalarin ¢ogunlugu icin
uygulanabilir teknikler saglamak i¢in yeni analizlerin gelistirilmesi konusunda ¢ok
¢aba harcanmaktadir [52, 53]. Bununla birlikte, AML'de biyolojik heterojenite, klonal
evrim ve evrensel bir immiinofenotipin olmamasi, bugiine kadar AML'de standardize
MRH testlerinin olusturulmasini zorlagtirmaktadir. Remisyondaki MRH durumunun
artan bir klinik 6nemi oldugunu kabul eden ELN, AML hastalar1 i¢in en uygun yanit
kategorisini “Glgiilebilir kalint1 hastalik olmayan tam yanmit (TYMRH-)” olarak

tanimlamustir [54].

2.4.1. Olgiilebilir Kahint1 Hastalik Tespiti

AML tedavisi sonrasi yanit degerlendirmede sitomorfolojik olarak %5’in
altinda blast gosterilmesi onemlidir ancak yeterli degildir. Bu yontemin duyarlilig
1:20°dir. Floresan in situ hibridizasyon (FISH), aberran sitogenetigi olan hastalarda
16semik hiicrelerin 1:100 duyarliliga kadar tespit edilmesini saglamistir ve bu yaklagim
risk smiflandirilmasiyla  birlikte giiniimiizde kullanilan MRH  degerlendirme
yontemlerinin onitinii agmistir [55-57]. Giincel olarak AML’de MRH tespiti igin en
yaygin kullanilan yontemler MFC (multiparametrik akim sitometri) ve qRT-PCR’dir
(kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu). Cok daha yeni olarak
basarilar1 gosterilen ancak rutin kullanima heniiz giremeyen yontemler ise;, NGS (yeni
nesil dizileme) ve dd-PCR(dijjital damlacik PCR) yontemleridir [51].

2.4.1.1. Multiparametrik Akim Sitometri

Bu yontemde 16semik hiicrelerde eksprese edilen hiicre yiizey antijenlerini
isaretlemek i¢in floresan etiketli antikorlar kullanilir. Akim sitometri akut I6semi tanisi
konulurken immunfenotiplendirme igin kullanilir. Bu yontem, ayn1 zamanda 16semi
iligkili immiinfenotip (LAIP) tanimlanmasina izin verir. Tanimlanan LAIP tanidaki
her bir AML icin benzersizdir ve farkli antijen ekspresyon paternleri igcermesi
sayesinde takip orneklerinde MRH izlenebilir. MFC tabanli MRH tespiti igin
kullanilan diger bir strateji “normalden farkli” (DfN) yaklasimidir. Burada, AML
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remisyon Orneklerinde aberran immiinofenotipik olgunlasma paternleri aranir. DfN
icin tedavi sonrasi takip yapabilmek i¢in tanidaki materyale bir ihtiyag duyulmaz,
ayrica klonal evrim nedeniyle, yeni veya degisen immiinofenotipik anomalileri
tanimlamak i¢in de faydalhidir. Giinlimizde ELN, her iki yaklagimin bir
kombinasyonunu 6nermektedir [58]. MFC'nin belirgin bir avantaji, AML hastalarinin
cogunda uygulanabilir olmasidir. Ancak duyarliligi diger yontemlerin cogundan daha
diistiktiir ve 16semik fenotipin normal antijen ekspresyon paterniyle arasindaki farkin
derecesine biiyiik oranda baghdir [59]. Ek olarak, hastalik seyri sirasindaki klonal
evrim, AML hastalarinin yaklasik %30'unda ilk klondan farkli bir immiinofenotip ile
niiks ettigi i¢in teknik bir zorluk olarak kalmaktadir [60]. Bu nedenle, MFC analizleri
yiiksek oranda deneyim gerektirir ve test kalitesi 6nemli 6lglide operatore baglidir ve
son ELN rehberi, MFC analizin, teknikler standardize edilinceye kadar, sadece

deneyimli laboratuvarlarda yapilmasini 6nermektedir [54].

2.4.1.2. Kantitatif PCR (QRT-PCR)

gRT-PCR, gorece kullanicidan bagimsiz, ayn1 zamanda yiiksek duyarlilik
sunan ve bir olglide standardize olan yerlesmis bir MRH 6l¢gme yontemidir [53, 61].
Bu yontemin en biiytik kisitliligi ise CBF-AML fiizyon genleri, inv(16)(p13;p22),
t(8;21)(922;922), NPM1 mutasyonlar1 gibi spesifik aberrasyonlarin gosterilebildigi
hastalarla sinirli kalmasidir. Buna bagli olarak ELN bu tiir degisikliklerden herhangi
birine sahip olan hastalarin, QRT-PCR'ye dayali olarak MRH i¢in test edilmesini talep
eder. Bu genetik anomalilerin goriilme siklig1 yasla birlikte azaldigindan, AML
hastalarinin ¢ogunlugunu temsil eden 60 yasin iizerindeki hastalarin %30'undan azinda
bu yontem uygulanabilir [62]. Daha nadir goriillen anomaliler i¢in hasta spesifik
primer/prob ciftleri tasarlanabilir, ancak bu durum daha yiiksek bir maliyet gerektirir
ve testin 6zgilligi, duyarliligi konusunda veri yetersizligi ile de karsilasilabilir [63].
gRT-PCR kullanimindaki duyarlilik hedef gene bagli olarak degisebilmekle birlikte
bireysel farkliliklar da bildirilmistir. qRT-PCR'dan daha hassas bir MRH saptamasina
izin veren, dd-PCR gibi referans standart egrilerine gerek duymayan, modern
yontemlerle asilabilecek kontrol hedefli seri diliisyonlara olan ihtiya¢ duymasi, qRT-

PCR’1n bir baska sinirliligidir. [64-67]. Ayrica PCR verimliligindeki varyasyonlara

12



kars1 dayanikli olduklari kanitladiklarindan, dd-PCR ¢alismalari gelecekte MRH takibi

icin umut verici bir metodolojidir [68].

2.4.1.3. Yeni Nesil Dizileme (NGS)

Milyonlarca kiigiik DNA fragmaninin paralel ve tekrarli olarak siralanmasina
izin veren yeni nesil DNA siralama teknolojileri, birka¢ gen veya bir biitiin genomu
degerlendirmek i¢in kullanilabilir [69]. NGS'nin ¢ok sayida mutasyona ugramis
genleri tahlil edebilmesi yetenegi, qRT-PCR ile yapilamayan malign klonlarin
evrimini izlemeye yardimci olabilir [70]. Calismalar, NGS'nin FLT3-1TD ve IDH1/ 2
gibi hedefli tedavilerin mevcut oldugu mutasyonlari ve AML'li hastalarda CEBPA ve
NPM1 gibi prognostik O6nemi olan mutasyonlar:1 izlemenin uygulanabilirligini
gostermistir [71-73]. MRH takibinde NGS kullanimini zorlagtiran bir faktér tanida ve
hastalik seyrinde izlenen genetik klonal heterojenitedir. Tanida baskin olan 16semik
klon, klinik niiks ve mortaliteye neden olan klon olmayabilir [74]. Dahasi, belirli bir
ornekteki klonalitenin belirlenmesi, dizilemenin derinligini ve mutasyonlar
tanimlamak i¢in kullanilan algoritmayr etkileyebilir [75]. EK olarak NGS
teknolojisinin hesabi1 zahmetli, zaman alict ve pahalidir ki bu klinik uygulamada
kullanimini zorlagtirmaktadir. ELN MRH Calisma Grubu, MRH tespiti i¢in NGS

tekniklerini su asamada klinik ¢alismalar i¢in uygun olarak énermektedir [76].

2.4.4. MRH Tespitinde NPM1 Mutasyonlarinin Yeri

NPM1 mutasyonlari, uygulanan tetkiklerdeki heterojenite, kullanilan doku ve
degerlendirme zamanindaki siirli karsilastirilabilirlige karsin, AML'deki en ¢ok
degerlendirilen MRH belirtecleri arasinda yer almaktadir, NPM1 mutasyonlarinin
hemen hemen tiim NPM 1-pozitif hastalarda ilk tanida oldugu gibi relapsta da mevcut
oldugu gozlenmis, bu da, bu mutasyonun giivenilir bir MRH belirteci olabilecegini
diistindtirmiistiir [77, 78].
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Indiiksiyon tedavisi sonrasi aplazi doneminde yapilan NPM1 MRH analizi
sadece sinirli prognostik bilgi sagliyor gibi goriinmektedir [79]. Buna karsin diger
zaman noktalar1 i¢in klinik olarak anlamli risk simiflandirmalarn gosterilebilir.
Indiiksiyon veya konsolidasyon kemoterapisinden sonra, NPM1 transkriptlerinde
<3/<4 log azalma olmamasinin yiiksek niiks riski ile iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir
[79, 80]. Bununla birlikte kemoterapi sonrasi hala saptanabilir NPM1 transkript
diizeyleri >%0,01 (ABL1'e normalize edilmis) veya > 0,1 (NPM1-WT kopyalara
normalize edilmis) olmasimin daha yliksek niiks oranlar1 ve daha kisa genel sagkalim

ve hastaliksiz sagkalim i¢in 6ngoriicii oldugu disiiniilmektedir [80, 81].

Biz de bu calismada 2010 - 2018 yillar1 arasinda hastanemiz Hematoloji
kliniginde tanida NPM1 mutasyonu saptanmis AML hastalarini retrospektif olarak
inceleyerek MRH takibinde NPM1’in roliinii ortaya koymay1 amagladik.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma dncesinde Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulunun onay1
alinmistir. Veriler hastanemizde kullanilmakta olan Avicenna programi kayitlar1 ve
Hematoloji laboratuvar1 arsivi geriye yonelik incelenerek toplandi. Bu ¢alismaya,
2010-2018 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi (AUTF) Hematoloji
Bilim Dali Kliniginde akut myeloid 16semi tanis1 almis olup, tanida NPM1 geni pozitif
saptanmig, tedavi alan ve 18 yasindan biiyiik olan 83 hasta dahil edildi.

NPM1 geni pozitif saptanmig hastalar tanidaki Ozelliklerine gore
gruplandirildi. Hastalar prognostik farkliligin ortaya konabilmesi i¢in eslik eden FLT-
ITD gen durumuna gore iki ayr1 grupta ele alindi. Karyotip analizine gore hastalar
normal karyotipli olanlar, sitogenetik risk grubuna goére orta risk ve kotii risk tasiyanlar
olmak {izere ii¢ gruba ayrildi. Planlanacak tedavi yontemini etkilediginden yasa gore
60 yas ve iistii ile 59 yas ve alt1 olarak hastalar iki gruba ayrildi. Aldiklari tedavi sekline
gore intensif tedavi alanlar ve hipometile edici ajan alanlar olmak tizere iki gruba
ayrilirken; performans ve yas durumu nedeniyle en iyi destek tedavi ile izlem karari
verilen hastalar calismaya dahil edilmedi. Gruplar arasi genel sagkalim ve

progresyonsuz sagkalim analizleri yapildi.

NPM1 normalize kopya sayilari AUTF Hematoloji Laboratuvarinda kemik
iliginden elde edilen 6rnekler ile kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
yontemi ile belirlendi. Bu amagla EDTA’11 tiipe alinan 4 ml kan 6rneginden ipsogen®
NPM1 mut A MutaQuant®Kit (Qiagen, ABD) kullanilarak elde edilen total RNA’nin
revers transkripsiyonu ile cDNA elde edilir ve gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu ile amplifikasyona hazir hale getirilir. Rotor Gene Q 5Plex HRM (Qiagen,
ABD) cihazinda rt-PCR yontemi ile amplifikasyon uygulanip, analizler

gerceklestirilerek normalize kopya sayilari belirlenmektedir.

Calismamizda NPM1 geninin hastalik izlemindeki roliinii ortaya koyabilmek
amaciyla hastalarin tanida, indiiksiyon kemoterapisi sonrasinda, konsolidasyon
stirecinde, tedavi sonunda, niikste, kok hiicre naklinin 28. giiniinde yapilan kemik iligi

aspirasyon ve biyopsi Orneklerinden tetkik edilmis olan NPM1 normalize kopya
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sayilar1 kaydedildi. Es zamanli alinan Orneklerden ¢alisilan akim sitometri
incelemeleri ile karsilagtirilarak farkli zamanlarda alinan NPM1 kopyalarinin degisimi

analiz edildi.

3.1. iISTATISTIKSEL YONTEMLER

Orneklem biiyiikliigii icin G-power programi kullanilmis olup, %50
bilinmezlik prevalansi ve en az %80 power’a ulasilmasi hedeflenerek en az 70 kisiye
ulasilmasi hedeflenmis ve 83 kisiye ulasilmistir. Istatistiksel degerlendirme Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) for Windows 18.0 programi kullanilarak yapildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik Sekilleri) ve
analitik yontemler (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk Testleri) kullanilarak
incelendi. Verilerin tamaminin non-parametrik olarak dagildigi degerlendirildi.
Tanimlayici analizler yiizde olarak ve normal dagilmayan degiskenler i¢in, ortanca ve
maksimum-minimum degerleri (ortanca+ min-maks) kullanilarak verildi. Hastalarin
genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim Sekilleri ve tek degiskenin siirelere etkisini
Olgen analizler Kaplan-Meier Testi ile degerlendirildi. NPM-1 degeri degisiminin
remisyonla iliskisini 6lgmek ve bir esik degeri (cut-off) hesaplayabilmek igin ROC
analizi uygulanmis olup, analizde degerlendirilen NPM-1 farki, NPM-1 degerlerinin
(Log10(0ncesi)/Logl0(sonras1)) formiilii hesaplanmasi sonucu analize alinmistir.
Coklu degiskenlerin genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim iizerine etkileri Cox
Regresyon analizi ile degerlendirildi ve analizin sonuglar1 Hazard Ratio (Tehlike
orani/Risk orani) olarak sunuldu. Hastalarin yillara gore sagkalim yiizdeleri Life Table
analizi ile hesaplandi. Sonuglar %95 giiven araliginda, istatistiksel anlamlilik p<0,05

olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan 83 hastanin ortanca tani yasi 56 (23-89) olup, %44,6’s1 kadin,
%55,4’1 erkektir. Kadin hastalarin ortanca tani yast 58 (25-89), erkek hastalarin
ortanca tant yasi ise 56 (23-84)’tiir. Hastalarin %32,5’inde FLT3 ITD+ iken,
%67,5’inde FLT3 ITD- bulunmustur. Konvansiyonel sitogenetik ¢alismada normal
karyotip izlenmeyen 20 (%24,1) hasta vardir. Bu hastalarin igerisinden yedi (%35,0)
hastada kompleks karyotip, sekiz hastada (%40,0) hipodiploidi, bes hastada (%25,0)
spesifik mutasyon saptanmistir. Bu bes spesifik mutasyondan biri kotii sitogenetik
Ozellik igeren karyotipe sahiptir. Saptanan bu spesifik mutasyonlar ise; iki hastada
trizomi 8, bir hastada delesyon 13, bir hastada delesyon 7 + trizomi 21, bir hastada
t(9:17)’dir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Hastalarin demoSekil, klinik, genetik 6zellikleri

Say1 (%)* Toplam

Yas

Ortanca (min - maks) 56 (23-89) 83
Cinsiyet

Kadin 37 44,6

Erkek 46 55,4 %
Tamda WBC (108/1)

Ortanca (min - maks) 32.700 (800-191.700) 83
FLT3

FLT3ITD - 56 67,5

FLT3ITD + 27 32,5 %
Risk grubuna gore eslik eden sitogenetik degisiklik

Normal karyotip 48 57,8

Orta risk 4 4,8

83

Kot risk 16 19,3

Yetersiz metafaz 15 18,1
*Siitun Yiizdesi

17



Hastalarin besi; gelisen komplikasyonlar nedeniyle indiiksiyon tedavisini
tamamlayamadan kaybedilmis oldugundan bu tedaviler sonrasinda degerlendirmeleri
yapilamamistir. Hematolojik remisyon elde edilen 53 hastanin 10’unda akim

sitometrik MRH saptanmuistir.

Hastalarin 23’iinde (%27,7) niiks gelismis olup, ortanca niiks gelisme siiresi
ortanca 7 (1-71) aydir. Niiks eden hastalarin 13’4 (%56,5) kok hiicre nakline

ilerleyebilmistir.

AHKHN gerceklesen tiim hastalarin 12(%57,1)’si tam uyumlu kardes
vericiden, 3(%]14,1)’ti tam uyumlu akraba dis1 vericiden, biri(%4,8) 9/10 uyumlu
kardes vericiden biri(%4,8) 9/10 akraba dis1 vericiden nakil yapilmisken,
4(%19,1)’iinde ise haplo identik AHKHN yapilmistir.

Tablo 4.2. Hastalarin tedavi iliskili 6zellikleri

Say1 (%)*

Indiiksiyon Rejimi (n:78)

Intensif tedavi 57 73,1

Hipometile edici ajan 21 26,9
Indiiksiyon Kemoterapisi sonrasi kemik iligi biyopsisi (n:65)

Hematolojik remisyon var 53 81,5

Hematolojik remisyon yok 12 18,5
Indiiksiyon sonrasi akim sitometri (n:64)

MRH yok 43 67,2

MRH var 21 32,8
Niiks (n:83)

Var 23 27,7

Yok 60 72,3
Kok Hiicre Nakli (n:83)

Var 22 26,5

Yok 61 73,5

*Siitun Yiizdesi

18



Indiiksiyon rejimi olarak hastalarin  %73,1’ine intensif tedavi (743
kemoterapisi), %26,9’una hipometile edici ajan olarak azasitidin ya da desitabin
verilmistir. Intensif tedavi alanlarin farkl tedavi basamaklarindaki yanit oranlar1 Tablo

4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. Intensif tedavi alanlarin tedavi basamaklarindaki tedaviye yanit oranlari

Intensif Tedavi
Say1 (%) *

Indiiksiyon sonras1 akim sitometri

TYMRH- 38 (71,7)

TYMRH+ 15 (28,3)

Toplam 53
2.konsolidasyon sonrasi akim sitometri

TYMRH- 24 (82,8)

TYMRH+ 5(17,2)

Toplam 29
4.konsolidasyon sonrasi akim sitometri

TYMRH- 22 (73,3)

TYMRH+ 8(26,7)

Toplam 30
Nakil sonrasi akim sitometri

TYMRH- 12 (80.0)

TYMRH+ 3(20.0)

Toplam 15
*Siitun yiizdesi verilmistir.

Tiim hastalarin ortalama progresyonsuz sagkalim siiresi 40,3 (GA: 28,2-52,4)
aydir (n=74). Tiim hastalarin progresyonsuz sagkalim oranlar1 6ay, 12 ay, 36 ay ve 60
ay olmak {izere sirasiyla %72, %47, %36 ve %26’ dir(Sekil4.1).
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—I Survival Function
1,0 [‘ t— Consored

0.6

Progresyonsuz Sagkalim

0,0
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0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
Takip Suresi (Ay)

Sekil 4.1. Hastalarin progresyonsuz sagkalim egrisi

Tiim hastalarin (n=74) ortalama genel sagkalim siiresi 52,8 (GA: 40,2-65,5)
aydir. Tlim hastalarin genel sagkalim oranlari 6 ay, 12 ay, 36 ay ve 60 ay olmak iizere
sirasiyla %81, %60, %42 ve %42°dir. 5 yillik genel sagkalim siireleri Sekil 4.2°de

sunulmustur.

M Survival Function

1,0 % —— Cansorad

0,81

N ill’,_\ﬁ\q_’

0,47

Genel Sagkalim

0,2+

0,07

T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Takip Sdresi (Ay)

Sekil 4.2. Hastalarin genel sagkalim egrisi
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FLT3 ITD negatifligi olan hastalarin progresyonsuz ortalama sagkalim stiresi
50,9 (GA:35,7-66,2) ay iken FLT3 ITD pozitifligi olan hastalarin progresyonsuz
ortalama sagkalim siiresi 9,1 (GA:5,3-12,9) aydir ve bu fark istatistiksel olarak
anlamlidir (n=74, Log Rank Testi p=0,001)(Sekil4.3).

FLT3 Genl

1,07
— Negatif
1 Pozitif
—+— Negatif-censored

= Pozitif-censored

0,67 ‘

AN T

0,27 |
+

Progresyonsuz Sagkalim

0,0

T T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60.00 80,00 100,00 120,00
Takip Suresi (Ay)

Sekil 4.3. Hastalarin FLT3 ITD durumuna gdre progresyonsuz sagkalim egrisi

FLT3 ITD negatifligi olan hastalarin ortalama sagkalim siiresi 65,9 (GA:50,7-
81,2) ay iken FLT3 ITD pozitifligi olan hastalarin ortalama sagkalim siiresi 12,8
(GA:8,5-17,1) aydir ve bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (n=74, Log Rank Testi
p=0,002).

0,81 l

| |
0.6+ |

0,4 ‘

Genel Sagkalim

0,07

T T T T T T T
Q 20 40 [210] 80O 100 120
Takip Suresi (Ay)

Sekil 4.4. Hastalarin FLT3 ITD durumuna gore genel sagkalim egrisi
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Intensif tedavi altindaki hastalarin ortalama yasam siiresi 65,3 (GA:50,6-80,1)
ay iken, hipometile edici tedavi altindaki hastalarin ortalama yasam stiresi 9,1 (GA:
6,1-12,1)’dir. Intensif tedavi alan hastalarin genel sagkalim siireleri 6 ay, 12 ay, 36 ay
ve 60 ay olmak lizere sirasiyla %90, %72, %54 ve %54 iken, hipometile edici ajan ile
takip edilen hastalarin 6ay, 12 ay ve 18 aydaki sagkalim siireleri sirastyla %59, %33

ve %16’dir. Hipometile edici ajan alan hastalarda daha sonraki aylarin sagkalim

verilerine ulagilamamustir.

| |
0,6 |

| —
0.6 | L,

Genel Sagkalim

0,4 |

0,0

' ' ' ' ' ' 1
0 20 40 (518 BO 100 120
Takip Siiresi (Ay)

Sekil 4.5. Hastalarin tedavi grubuna gore genel sagkalim egrisi

Tan yas1 60 yas altindaki hastalarin genel sagkalim siiresi 67,7 (GA: 52,0-
83,5) ay iken, 60 yas ve istii hastalarin genel sagkalim siiresi 27,2 (GA:10,4-44,1)
aydir ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (n=74, Log Rank Testi p=0,001).

Tan Yasg

!
0.8 |

1
0,6 |I +

0,47 |
+

Genel Sagkalim

0,0

T T T T T T T
8] 20 40 6o 80 100 120
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Sekil 4.6. Hastalarin yasa gore genel sagkalim egrisi
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Coklu degiskenlerin genel sagkalima olan etkisi tiim hastalar dahil edilerek
aragtirildiginda FLT3 ITD pozitifligi ve 60 yas iistii hasta grubu istatistiksel olarak
anlamli derecede yliksek 6ltim riski ile iligkili bulunmustur. Diger degiskenlerin genel

sagkalim stiresi ile analizi Tablo 4.6’da sunulmustur.

Tablo 4.4. Tim hastalarin ¢oklu degiskenlere gore genel sagkalim analizi

HR***(GA)**** p**
Cinsiyet
Erkek 1*
0,523
Kadin 1,37 (0,52-3,59)
Indiiksiyon rejimi
Intensif tedavi 1*
,  — 0,319
Hipometile edici ajan 0,54 (0,16-1,82)
FLT3ITD
Negatif 1*
— 0,005
Pozitif 4,39 (1,58-12,21)
Tan1 yasi
59 yas ve alti 1*
0,002
60 yas ve sti 7,54 (2,13-26,69)
Sitogenetik
Normal karyotip 1* -
Orta risk 7,86 (1,79-34,36) 0,006
Koti risk 1,78 (0,49-6,45) 0,377
*Referans kategori **Cox regresyon testi uygulanmistir ***Hazard Ratio ****Giiven aralig1
*Ex*F*¥Modelin Omnibus Testi Overall (score) p degeri =0,001

Coklu degiskenlerin, progresyonsuz sagkalima etkisi tiim hastalar dahil
edilerek arastirildiginda FLT3 ITD pozitifligi ve 60 yas iistii hasta grubu anlamh
derecede yiiksek niiks etme riski ile iliskili bulunmustur. FLT3 ITD pozitifligi olan
hastalarda niiks gelisme riski, FLT3 ITD geni saptanmayan hastalara gore 4,26 (1,73-
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10,50) kat daha fazladir. Diger degiskenlerin progresyonsuz sagkalim siiresi ile analizi

Tablo 4.5’te sunulmustur.

Tablo 4.5. Tiim hastalarin ¢oklu degiskenlere gore progresyonsuz sagkalim analizi

HR***(G A)**** p**
Cinsiyet
Erkek 1*
0,285
Kadin 1,57 (0,68-3,62)
Indiiksiyon rejimi
Intensif tedavi 1*
- - - - - 0,200
Hipometile edici ajan 0,47 (0,15-1,48)
FLT3geni
FLT3 negatif 1*
» 0,002
FLT3 pozitif 4,26 (1,73-10,50)
Tani yasi
59 yas ve alt1 1*
0,017
60 yas ve st 3,65 (1,26-10,60)
Sitogenetik
Normal karyotip 1* -
Ortarisk 4,99 (1,24-20,05) 0,024
Kot risk 1,23 (0,43-3,48) 0,687
*Referans kategori **Cox regresyon testi uygulanmistir ***Hazard Ratio ****Giiven
araligi *****Modelin Omnibus Testi Overall (score) p degeri =0,002

Intensif tedavi alan hastalarin tam anindaki ortanca NMP1 degeri 5,88000
NCN iken, hipometile edici ajan tedavisi alanlarda ise 5,80000 NCN’dir. Hipometile
edici tedavi alan hastalarin yanit degerlendirmesi 4. kiir tedavinin ardindan yapilmastir.
Indiiksiyon sonrasi degerlendirme olarak gosterilmistir. Hipometile edici tedavi alip
kok hiicre nakline ilerleyen hastalarin nakil dncesi yapilan son degerlendirmesi ise
dordiincii konsolidasyon sonu olarak gdsterilmistir. Tiim hastalarin, intensif tedavi,

hipometile edici tedavi ve akim sitometri ile degerlendirilen dl¢iilebilir kalint1 hastalik
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durumlarina gore, hastalarin indiiksiyon sonrasi, konsolidasyon sonrasi ve takibindeki

NPM1 degerleri Tablo 4.6°da sunulmustur.

Tablo 4.6. Kemoterapi rejimi ve akim sitometrik MRH durumuna gore tedavi

asamalarinda NMP1 degerleri

Tiim intensif Hipometile MRH - MRH+
Hastalar kemoterapi | edici tedavi Hastalar Hastalar
Tan1 yas1
Ortanca (min 56 (23-89) 51 (23-73) 70 (60-89)
-maks)
N 83 57 21
Tam anidaki NPM1 degeri
Ortanca (min 5,87000 5,88000 5,80000
- maks) (0,00006 - (0,00100 - (0,00006 -
84,45000) 84,45000) 17,01000)
N 83 57 21
Indiiksiyon sonrasi NPM1degeri
Ortanca (min 0,39500 0,03800 0,96200 0,02000 1,63000
-maks) (<0,00001 - (<0,00001 - (0,00030 - (<0,00001 - (0,00140 -
9,25000) 8,89000) 9,25000) 4,77000) 9,25000)
N 54 46 8 37 17
2.Konsolidasyon sonrasi NPM1 degeri
Ortanca (min 0.00155 0.00155 - 0,00090 0,85600
- maks) (<0,00001 - (<0,00001- (<0,00001 - (0,00160 -
4,59000) 4,59000) 0,68000) 4,59000)
N 28 28 - 22 5
4.konsolidasyon sonrast NPM1 degeri
Ortanca (min 0,00012 0,00002 0,16000 <0,00001 1,14000
- maks) (<0,00001 - (<0,00001 - (<0,00070 - (<0,00001 - (0,00080 -
10,44940) 10,44940) 1,0500) 0,16000) 10,44940)
N 33 30 3 24 9
Relaps sonras1 NPM1 degeri
Ortanca (min 12,95500 14,81000 18,26000 - 12,95500
- maks) (0,76350 - (0,76350 - (0,76350 -
41,77000) 41,77000) 41,77000)
N 18 17 1 - 18
Nakil sonu NPM1 degeri
Ortanca (min 0,00010 0,00010 - 0,00005 1,07280
-maks) (<0,00001 - (<0,00001 - (<0,00001 - (0,00440 -
3,41000) 3,41000) 0,02700) 3,41000)
N 15 15 - 10 3

NPM1:Nukleofosmin, (NPM1 degerleri Normalize Kopya Sayisi olarak 6l¢iilmiistiir.)
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Tan1 aninda ve indiiksiyon tedavisi sonrast NPM1 diizeyinin logaritmik
degisimi, intensif tedavi alanlarda azalma 1,84 iken, hipometile edici tedavi alan
hastalarda azalma 0,30’dur. Tiim hastalarin, intensif tedavi, hipometile edici tedavi ve
akim sitometrik MRH durumlarina gore, tani ani ile diger tedaviler sonrast NPM1

degisimlerinin logaritmik degerleri Tablo 4.7’te sunulmustur.

Tablo 4.7. Kemoterapi rejimi ve akim sitometrik MRH durumuna goére tedavi

asamalarinda NMP1 degisimleri

Tiim intensif Hipometile MRH - MRH+
Hastalar tedavi edici tedavi | Hastalar Hastalar

Tam ani ile indiiksiyon tedavisi arasindaki NPM1 degisimi

Ortanca 1,73 (-0,67- | 1,73 (-0,67- | 0,30 (-0,51- | 2,23 (0,02- | 0,35 (0,67-

log10 (min- 6,18) 6,18) 4,35) 6,18) 3,91)

maks)

N 54 46 8 37 17
Tam ani ile 2.konsolidasyon tedavisi arasindaki NPM1 degisimi

Ortanca 3,11 3,11 3,28 1,37

log10 (min- | (0,07-6,66) | (0,07-6,66) - (0,07-6,66) | (0,08-3,85)

maks)

N 28 28 0 22 5
Tam ani ile 4.konsolidasyon tedavisi arasindaki NPM1 degisimi

Ortanca 4,11 4,17 1,05 4,37 0,70 (-0,92

log10 (min- | (-0,92-6,69) | (-0,92-6,69) | (0,70-1,65) | (1,06-6,69) -4,15)

maks)

N 33 30 3 24 9
Tani ani ile nakil sonu arasindaki NPM1 degisimi

Ortanca 0,76 0,76 0,83 -0,56 (-2,57

log10 (min- | (-3,00-1,72) | (-3,00-1,72) - (-3,0-1,72) -1,03)

maks)

N 15 15 0 10 3
NPM1: Niikleofosmin
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Hastalarin tan1 anindaki niikleofosmin diizeyleri olduk¢a heterojenlik
gostermektedir. Benzer olarak bu heterojenlik tedavinin ilerleyen basamaklarinda da
dikkat ¢ekmistir. Hastalarin tani anin ve indiiksiyon tedavisi sonu niikleofosmin

diizeylerinin logaritmik olarak degisimi Sekil 4.7°de sunulmustur.

1 3 5y 911 15 17 19 21 23 25 27 29 31 .33 35 37 39 4W 4B 45 47 4 1

[ N B B
u A W N P O FL N W

= Tanli Ani indiiksyon tedavisi

Sekil 4.7. Hastalarin tam1 ami ile indiiksiyon sonu NPMI1 diizeyinin logaritmik

degisimi

NPM1 diizeyine iliskin yaptigimiz analizlerde; hipometile edici ajanlarla
izlenen hastalarin azligi, takipte kalma siirelerinin kisalig1 ve takipte kalmis olan
hastalarin NPM1 takip araligimi isaret eden bir standardizasyonun olmamasindan
dolayr diizenli takip yapilamamasindan dogan verilerin yetersiz olmasi durumu

nedeniyle sadece intensif tedavi alan hasta grubu analizlere dahil edilmistir.

Intensif tedavi grubunda, tam anindaki ile indiiksiyon tedavisi sonu log(10)
NMPI degeri degisiminin Sl¢iilebilir kalint1 hastalik varligi ile iliskisi yapilan ROC
analizinde (n=46. Egri altinda kalan alan = 9%76,5) istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,007). Youden indeksine gore tespit edilen log(10) NPM1 farkinin
kestirim noktast 1,39 olarak tespit edilmistir. Bu noktanin 6l¢iilebilir kalint1 hastalik
durumu degisimi tespitindeki duyarliligt %79,4 ozgiilligi %75,0 olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 4.8.  Intensif tedavi alan hastalarin tan1 ani ile indiiksiyon tedavisi sonu NPM1

degeri farkinin MRH varlig ile iligkisi

Intensif tedavi grubunda, tan1 anindaki ile 2. konsolidasyon tedavisi sonu
log(10) NMP1 degeri degisiminin Ol¢iilebilir kalint1 hastalik varligi ile iliskisi yapilan
ROC analizinde (n=27. Egri altinda kalan alan = %80) istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,039). Youden indeksine gore tespit edilen log(10) NPM1 farkinin
kestirim noktast 2,08 olarak tespit edilmistir. Bu noktanin 6l¢iilebilir kalint1 hastalik
durumu degisimi tespitindeki duyarliligi %81,8 ozgilligi %80,0 olarak tespit

edilmistir.

ROC Curve
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Sensitivity
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0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0

1 - Specificity

Sekil 4.9. Intensif tedavi alan hastalarin tan1 an1 ile 2. konsolidasyon tedavisi sonu

NPMI degeri farkinin MRH varligi ile iligkisi
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Intensif tedavi grubunda, tam an1 ile 4. konsolidasyon sonu log(10) NMP1
degeri degisiminin MRH varligi ile iligkisi yapilan ROC analizinde (n=30. Egri altinda
kalan alan=%95,5) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,001). Youden
indeksine gore tespit edilen log(10) NPM1 farkinin kestirim noktasi 3,202 olarak tespit
edilmistir. Bu noktanin o6lgiilebilir kalinti hastalik durumu degisimi tespitindeki

duyarlilig1 %95,5 6zgiilliigii %87,5 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. Intensif tedavi alan hastalarin tan1 an1 ile 4. konsolidasyon tedavisi sonu

NPMI1 degeri farkinin MRH varligr ile iliskisi

Intensif tedavi alan hasta grubunda, tan1 ile indiiksiyon tedavisi arasinda <1,39
Log NMPI degeri azalis1 olan hastalarin ortalama sagkalim siiresi 56,7 (GA: 32,3-
81,0) ay iken, >1,39 Log NPM1 degeri azalisi olan hastalarin ortalama sagkalim siiresi
76,9 (GA:57,6-96,2) aydir ve bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (n=43, Log
Rank Testi p=0,318).
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Sekil 4.11. Intensif tedavi alan hastalarin tani ani ile indiiksiyon sonu NPM1

degisiminin sagkalim egrisi

Intensif tedavi alan hasta grubunda, tan ile 2. konsolidasyon tedavisi arasinda
<2,087 Log NMP1 degeri azalis1 olan hastalarin ortalama sagkalim siiresi 59,4 (GA:
30,1-88.,8) ay iken, >2,087 Log NPM1 degeri azalisi olan hastalarin ortalama sagkalim
stiresi 89,5 (GA:70,9-108,1) aydir ve bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (n=28,
Log Rank Testi p=0,180).
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Sekil 4.12. Intensif tedavi alan hastalarin tani an1 ile 2. konsolidasyon sonu NPM1

degisiminin sagkalim egrisi
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Intensif tedavi alan hasta grubunda, tan1 ile 4. konsolidasyon tedavisi arasinda

<3,202 Log NMP1 degeri azalis1 olan hastalarin ortalama sagkalim siiresi 28,3 (GA:

10,1-46,5) ay iken >3,202 Log NPM1 degeri azalisi olan hastalarin ortalama sagkalim

stiresi 96,6 (GA:81,6-111,6) aydir ve bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (n=30, Log
Rank Testi p=0,001).
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—I1<3,202 Log
—I71=3,202 Log
—t+— <3,202 Log-censored
—+— =3,202 Log-censored

T T T T
20 40 60 80

Takip Suresi (Ay)

Sekil 4.13. Intensif tedavi alan hastalarin tani an1 ile 4. konsolidasyon sonu NPM1

degisiminin sagkalim egrisi
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

NPMI mutasyonunun AML'deki en yaygin mutasyonlardan biri oldugu, ilk
olarak Falini ve arkadaslar tarafindan gosterilmis ve daha sonra diger arastiricilar
tarafindan desteklenmistir [29, 32, 36, 38]. Bu mutasyonun hastalik evrimi sirasindaki
stabilitesi ve hastalik durumu ile yakin iliskisi, NPM1’in MRH takibinde rol
oynayabilecegine isaret etmektedir [32]. Calismamizda 2010 — 2018 yillar1 arasinda
tanida NPMI1 mutasyonu saptanan hastalar1 inceledigimizde, hastalarin tedavi
siirecinde NPM1 kopya sayilarinda azalma oldugunu niiks durumunda ise NPM1
kopya sayilarinda artis oldugunu gordiik (Tablo 4.6). Ek olarak akim sitometrik olarak
MRH+ olarak izlenen hastalarda bu kopya sayilarindaki degisimin MRH- olarak
izlenen hastalara gore daha az oldugu dikkatimizi ¢ekti (Tablo 4.7). Bu saptamalar
1s1g¢inda akim sitometrik MRH degerlendirmelerimizi temel alarak NPM1’in tedavi
stirecindeki degisimlerinin MRH varligina isaret edecek esik degerlerini saptamay1
hedefledik.

Retrospektif olarak tanimlanmis olan calismamizda 83 hastanin verilerine
ulastik. Tiim hastalarin %73,1°1 indiiksiyon tedavisini standart “7 + 3” kemoterapisi
olarak alirken %26,9’u yas ve komorbiditeler nedeniyle hipometile edici tedaviler

almistir.

Calismamizdaki tiim hastalar1 degerlendirdigimizde genel ve progresyonsuz
sagkalim sonuglari literatiirle benzer olmakla birlikte dahil edilen hasta popiilasyonuna
iliskin farkliliklar da igermektedir. Verhaak ve arkadaslarinin ¢alismasinda NPM1
mutasyonu izlenen hastalarin 5 yillik olaysiz ve genel sagkalim oranlar1 sirastyla %20
ve %27’dir [82]. Bizim ¢alismamizda ise 5 yillik progresyonsuz sagkalim ve genel
sagkalim oranlar1 sirastyla %26 ve %42 olarak bulunmustur. Bu farklilik 60 yas iistii
popiilasyonun ve FLT-ITD pozitifliginin Verhaak ve arkadaslarimin ¢aligmasinda
belirgin olarak daha yiiksek oranda bulunmast ile agiklanabilir. Dohner ve ark. yaptigi
sagkalim analizlerinde ise 3 yillik relapssiz ve genel sagkalim verileri sirastyla %35

ve %39 olarak bulunmus olup ¢alismamiz verileri ile tutarlilik gostermektedir [35].
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Calismamizda NPM1 mutasyonuna esik eden FLT3 ITD pozitifliginin daha
olumsuz bir genel ve progresyonsuz sagkalima isaret ettigini bulduk. FLT3 ITD
negatif grupta genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim oranlar1 hem tek degiskenli
analizde hem de ¢oklu degiskenli analizde FLT3 ITD pozitifliginde anlamli olarak
daha kotii prognozu isaret etmekteydi. Thiede ve arkadaslari yaptig1 calismada NPM1
mutasyonuna eslik eden FLT3 ITD negatif olmasinin daha iyi prognozu gosterdigini
bulmustur [38]. Schnittger ve ark. da ¢alismalarinda FLT3 ITD negatif hasta grubunda
genel sagkalim ortalama 1183 giin, pozitif hasta grubunda ortalama 321giin (p: 0,014)
iken FLT3 ITD negatif grupta olaysiz sagkalimin ortalama 773giin, pozitif grupta
ortalama 234 giin (p:<0,01) olarak bulmustur ki bu siireler bulgularimiza benzerlik

gostermektedir [36].

60 yas ve Ustii grupta hem tek degiskenli hem de ¢ok degiskenli analizlerde
sagkalim verileri bu grupta kotii prognoza isaret etmekte olup literatiirle de tutarhidir.
Bu durum sz konusu grubun gerek performans durumu gerek aldigi kemoterapi
rejimleri gerekse eslik edebilecek ek hastaliklarin yiikii nedeniyle ve muhtemel
MDS’ye ikincil olabilme sanslarinin yiiksekliginden beklenen bir sonu¢ olup kendi

igerisinde yanlilik igermektedir.

Hipometile edici ajan alan hastalarin sagkalim verileri tek degiskenli analizde
anlaml olarak intensif kemoterapi ile izlenenlere gore daha diisiik bulunmustur. Bu
beklenen bir sonug olup, altinda tedavi hedeflerinin de farkliligindan kaynaklanan
yanliligin da yattig1 da goz oniinde bulundurulmalidir. Cok degiskenli sagkalim
analizlerinde ise hipometile edici ajan alan grup ile intensif kemoterapi verilen grup
arasinda anlamli farklilik saptanmamistir. Bu durum muhtemelen hipometile edici ajan

alan hastalarin takip verilerinin daha yetersiz olmasi ile agiklanabilir.

Calismamizda, tan1 ani ile indiiksiyon tedavisi sonu NPM1 degisiminin MRH
varlig ile iligkisini intensif hasta grubunda inceledigimizde 1,39 log NPM1 degisimi
esik degerinin altinda kalmasi %79,4 duyarlilik, %75 6zgiilliik ile MRH varligini isaret
ettigini gosterdik (Sekil 4.8). Tani ani ile 2. konsolidasyon tedavisi sonu NPMI
degisiminin MRH varlig: ile iligkisini intensif hasta grubunda inceledigimizde 2,08
log NPM1 degisimi esik degerinin altinda kalmasi %81,8 duyarlilik, %80 6zgiilliik ile
MRH varligini isaret ettigini gosterdik. (Sekil 4.9) Tan1 anm ile 4. konsolidasyon
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tedavisi sonu NPM1 degisiminin MRH varlig: ile iligkisini intensif hasta grubunda
inceledigimizde 3,202 log NPM1 degisimi esik degerinin altinda kalmasi %95,5
duyarlilik, %87,5 o6zgillik ile MRH varligin1 gosterdigini bulduk. (Sekil 4.10)
Buldugumuz esik degerleri hastalarin kemik iligi NPM1 kopyalar1 ile es zamanh
orneklerden c¢alisilan kemik iligi multiparametrik akim sitometri sonuglari ile
karsilastirilarak hesaplandigindan giivenilirdir. Bulgularimiz diger calismalardan
iistiin olarak takip siirecindeki NPM1 kopya sayilarinin oranlamasina dayanan esik
degerini gosterdiginden her kit ve NPMI1 Ol¢iim yontemine uyarlanabilme 6zelligini
tagimaktadir. Tedavi yanitinin dogal seyri olarak NPM1 diisiisiiniin tedavi ilerledikce

daha farkli logaritmik esik degeri vermesi beklenen ve istenen bir sonugtur.

Hem tani - indiiksiyon sonrast hem de tani - 2. konsolidasyon sonrast NPM 1
degisimlerine gore elde ettigimiz log esik degerlerine gore yaptigimiz sagkalim
analizlerinde esik degerden biiyiik log degisimi izlenen hastalarin sagkalimi esik
degerin altinda bir log degisimi izlenen hastalara gore daha uzun olsa da bu fark
istatistiki anlamliliga ulagmadi. 4. konsolidasyon sonras1t NPM1 diizeyinde >3,202 log
azalma olan hastalarin ortalama sagkalim siiresinin de bu azalmanin izlenmedigi
hastalara kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha uzun oldugunu
bulduk. Ancak retrospektif olarak yapilan ¢alismamizda niikse giden hasta kaydinin
az olmasi nedeniyle buldugumuz bu esik degerlerinin niiksii O6ngordiigiini

gosteremedik.

Hubmann ve arkadaglarinin 2014°te yaptig1 81 hastanin dahil edildigi analizde
intensif tedavi sonras1 %50 duyarhilik, %81 6zgiillikle NPM1 kopyalarinda 3log
azalma olmamasinin yiiksek niiks riskine isaret ettigini one stirmiistiir [79]. Bizim
calismamizda buldugumuz esik degerlere gore MRH nin niiksii gostermesine yonelik
anlamli bir bulgu elde edilemedi. Bunun sebebi hasta sayisindaki farklilik olabilecegi
gibi, yine bununla iliskili olarak niiks kaydi olan hasta sayisinin yetersizligi bu durumu
aciklayabilir. Bir diger teknik fark ise; Hubmann ve ark.’nin kullandigi NPM1 kitinin
NPMI1 A mutasyonunun yanisira B ve D mutasyonlarini da analiz etmesinin burada az

da olsa rolii olabilir [79].

Balsat ve arkadaslarinin 2017°de periferik kan 6rneklemesi ile yaptig1 analizde

indiiksiyon sonrasi 4 log NPM1 kopya diisiisii saglanmadiginda MRH’yi gosterdigini
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ve buna gore periferik kandan saptanan 6lgiilebilir kalint1 hastaligin izlendigi grupta
daha diisiik sagkalim oranlarinin izlendigi rapor edilmistir [83]. Caligsma bulgularimiza
paralellik gosterse de 6rnekleme yonteminden kaynaklanan fark bu sonug farkliligini

acgiklamaktadir.

Konsolidasyon tedavilerinin sonlanmasinin ardindan yapilan incelemelerde
Chou ve arkadaslart NPM1 kopya sayisinda >2 log diisiisiin anlamli olarak sagkalimi
uzattigimi gostermistir [81]. Bu sonu¢ bizim calismamizin sonucunu bir anlamda
desteklerken, ¢alismamizda bulunan yiiksek duyarlilik ve segicilik ile 3,202 log esik

degeri daha hassas ve giivenilir sonu¢ sunmaktadir.

Kronke ve ark.’nin calismasinda hastalara ¢ift indiiksiyon kemoterapisi ve
ardindan konsolidasyon kemoterapilerinden sonra yapilan NPMI1mut/10* ABL
birimiyle yapilan analizlerine gore daha yiiksek niikleofosmin kopyalarina sahip olan
hastalarda 6liim ve niiks riskinin daha yiiksek oldugu bulmustur [84]. Bu sonug

calismalarimizla paralellik gostermektedir.

Ivey ve arkadaslarmin yaklasik iki yiiz hasta ile ¢ift indiiksiyon kemoterapisi
sonrast NGS yontemi ile ¢evre kani Orneklemesinden yaptigi ¢alismada NPM1
transkript seviyelerinin MRH acgisindan oldukca bilgilendirici oldugu ve NPM1
transkriptleri aracihigi ile yaptig1 genel sagkalim analizinde MRH+ saptananlarda

anlamli olarak daha diisiik sagkalim izlenmesi de bulgularimizla uyumludur [78].

Calismamizin giiglii yanlari; hesaplanan logaritmik esik degerlerinin oransal
ozelligi ile her kit ve birim ile degerlendirilmeye uygun olmasi ve multiparametrik
akim sitometri ile iliskilendirilen giivenilir esik degerlerinin bulunmus olmas1 ve bu

log esik degerlerinin duyarhilig1 ve 6zgiilliigliniin yliksek oranda olmas1 gosterilebilir.

Calismamizin baslica siirliliklart ise; retrospektif olarak tasarlanmis olmasi,
hasta sayisinin az olmasi, temel olarak NPMI1 i¢in standardize edilmis takip
araliklarinin net ve oturmus olmamasindan kaynaklanan her hastanin her kontrol
zaman noktasina ait verilerinin bulunmamasi, daha ¢ok hipometile edici ajan ile
izlenen hastalarin dlgiilebilir kalint1 hastalik takibine alinmamis olmasi, buldugumuz

logaritmik esik degerlerinin niiks ile iligkisinin gosterilememesi sayilabilir.
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Sonu¢ olarak calismamizda NPMI1 mutasyonu olan AML hastalarinda
Olctilebilir kalinti hastalik takibinde NPM1 transkriptlerinin log degisimlerini
kullanarak izlemin yapilabilecegi gdsterilmistir. Olgiilebilir kalint1 hastalik takibinde
NPM1’in kullanimimin standardize edilmesinin ve yayginlagmasinin faydal
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun saglanabilmesi i¢in daha fazla sayida hasta ile

daha kapsamli prospektif ¢calismalar tasarlanmasi gerekmektedir.
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OZET

Akut Myeloblastik Losemi Hastalarinda Niikleofosmin Mutasyonu Minimal
Rezidiiel Hastalik Takibinde Yol Gosterici Midir?

Giris ve Amag¢: Akut myeloid 16semi (AML) genetik olarak oldukca heterojen bir
hastalik olup, AML vakalarinin yaklasik {i¢te birinde Niikleofosmin (NPM1) geninin
ekzon-12 bolgesinde meydana gelen mutasyonlar izlenmektedir. NPM1 transkriptlerin
sayisi ile tedaviye yanit arasinda yakindan iliski oldugu goriilmiistiir. Calismalar
NPM1 mutasyonu bulunan AML hastalarinda molekiiler 6lgiilebilir kalint1 hastalik
(MRH) izleminin bagimsiz prognostik 6nemini desteklemektedir. Bu ¢alismada tanida
NPMI1 mutasyonu saptanmis AML hastalart incelenerek MRH takibinde NPM1’in
roliinii ortaya konmast amaglanmastir.

Gerec ve Yontem: 2010-2018 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
(AUTF) Hematoloji Bilim Dali Kliniginde AML tanis1 almis olup, tanida NPM1 geni
pozitif saptanmig, kemoterapi alan ve 18 yasindan biiyiik olan 83 hasta dahil edildi.
Hastalarin tedavi siirecindeki farkli zaman noktalarinda yapilan kemik iligi aspirasyon
ve biyopsi ornekleri kullanilarak MRH acisindan tetkik edilmis olan akim sitometri
incelemeleri ile es zamanli NPM1 kopyalarinin degisimi analiz edildi.

Bulgular: Tani ani ile indiiksiyon tedavisi sonu NPM1 degisiminin MRH varlig ile
iligkisinin incelenmesinde, 1,39 log NPM1 azalmasinin olmamasi 9,4 duyarlilik, %75
ozgiillik ile MRH varligini isaret etmektedir. Tan1 an1 ile 2. konsolidasyon tedavisi
sonu NPM1 degisiminin MRH varligi ile incelenmesinde, 2,08 log NPM1 azalmasinin
olmamasi %81,8 duyarlilik, %80 6zgiillikk ile MRH varligini isaret etmektedir. Tani
an1 ile 4. konsolidasyon tedavisi sonu NPM1 degisiminin MRH varlig ile iliskisinin
incelenmesinde, 3,202 log NPM1 azalmasinin olmamasi %95,5 duyarlilik, %87,5
ozgiilliik ile MRH varligin1 gostermektedir. Tani - 4. konsolidasyon sonrasi >3,202 log
NPM1 diizeyinde azalma olan hastalarin ortalama genel sagkalimimnin, azalma
izlenmeyen hastalara kiyasla daha uzun oldugu gosterildi. Ek olarak hastalarin 5 y1illik
progresyonsuz ve genel sagkalim oranlar1 sirasi ile %26 ve %42 idi ve FLT-ITD
pozitifliginin prognozu anlamli olarak olumsuz etkiledigi saptandi.

Sonu¢: NPM1 mutasyonu olan AML hastalarinda 6l¢iilebilir kalint1 hastalik takibinde
NPM1 transkriptlerinin log degisimlerini kullanarak izlemin yapilabilecegi
gosterilmistir.

Anahtar Soézciikler: akut myeloid 16semi, 16semi, niikleofosmin, 6l¢iilebilir kalinti
hastalik, AML, MRH, NPM1
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SUMMARY

Is Nucleophosmin Mutation Guiding Measurable Residual Disease in Acute
Myeloblastic Leukemia Patients?

Introduction and Objective: Acute myeloid leukemia (AML) is a genetically
heterogeneous disease and approximately one third of AML cases have mutations in
the exon-12 region of the nucleophosmin (NPM1) gene. There was a close relationship
between the number of NPM1 transcripts and treatment response. Studies support the
independent prognostic significance of molecular measurable residual disease (MRD)
monitoring in AML patients with NPM1 mutation. The aim of this study was to
investigate the role of NPM1 in MRM follow-up by examining AML patients with
NPM1 mutations in diagnosis.

Materials and Methods: Between 2010 and 2018, 83 patients who were diagnosed as
AML in the Department of Hematology of Ankara University School of Medicine,
were found to have positive NPM1 gene, and who were over 18 years of age who had
chemotherapy. Bone marrow aspiration and biopsy samples performed at different
time points during the treatment period of the patients were analyzed by flow
cytometric studies examined for MRD as well as the simultaneous exchange of NPM1
copies.

Results: In the examination of NPM1 change with MRD presence at the time of
diagnosis and at the end of the 2nd consolidation treatment, the absence of 1,39 log
NPM1 decrease indicates the presence of MRD with 79,4% sensitivity and 75%
specificity. In the examination of NPM1 change with MRD presence at the time of
diagnosis and at the end of the 2nd consolidation treatment, the absence of 2.08 log
NPM1 decrease indicates the presence of MRD with 81.8% sensitivity and 87,5%
specificity. In the examination of NPM1 change with MRD presence at the time of
diagnosis and at the end of the 2nd consolidation treatment, the absence of 3,202 log
NPM1 decrease indicates the presence of MRD with 95,5% sensitivity and 80%
specificity. The average overall survival of patients with a decrease in >3,202 log
NPML1 after the 4th consolidation was shown to be longer than that of patients without
reduction. In addition, the 5-year progression-free and overall survival rates were 26%
and 42%, respectively, and FLT-ITD positivity had a significant negative impact on
prognosis.

Conclusion: It was shown that NPM1 transcripts can be monitored by log changes in
measurable residual disease follow-up in AML patients with NPM1 mutation.

Keywords: acute myeloid leukemia, leukemia, nucleophosmin, measurable residual
disease. AML, MRD, NPM1
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