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OZET

Sener, Y. Tirozin kinaz inhibitorii kullanan Kronik Myeloid Losemi hastalarinda
trombosit fonksiyonlarinin degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Biyokimya Yiiksek Lisans Tezi, Ankara 2015. Tirozin kinaz inhibitori (TKi)
kullanan Kronik Myeloid Lésemi (KML) hastalarinda zaman zaman kanama gézlenmektedir.
Kanamasi olan bu hastalarda trombositopeni gdézlenmemesi, TKi’'nin trombosit
fonksiyonlarinda bozukluga yol agabilecegini diistindiirmektedir. Bu galismada, TKi kullanan
KML hastalarinda, trombosit fonksiyon testleri ile birlikte kanama bulgularinin
degerlendirilmesi ve aralarindaki korelasyonun incelenmesi amaglanmigtir. Bu ¢alisma
kapsaminda, imatinib (n=47), dasatinib (n=15) ve nilotinib (n=6) kullanan kronik fazdaki KML
hastalarina (n=68) kanama anketi yapildi. Trombosit fonksiyonlari, trombositten zengin
plazma havuzu hazirlanarak 1sik gegirgenlik agregometresi (Chrono-Log) ile dederlendirildi.
Plazma drneklerine farkli agonistler (ADP, epinefrin, kollajen, ristosetin) eklenilerek trombosit
agregasyonu in vitro sartlarda induklendi ve elde edilen agregasyon ylzdesi/zaman grafikleri
incelenerek trombosit fonksiyonlari degerlendirildi. Yas ortalamasi 47 (18-78) olan KML
hastalarinda, ortalama I6kosit sayisi 6,7+2,5 x10%/uL, hemoglobin diizeyi 13,0+1,7 g/dL,
hematokrit %37,9+4,7, trombosit sayisi 234,7+74,5 x10°%uL, PT (Prothrombin Time)
12,8+1,4 sn, INR (International Normalized Ratio) 1,0+0,1, aPTT (activated Partial
Tromboplastin Time) 27,61£2,8 sn, TT (Thrombin Time) 16,5+2,0 sn, fibrinojen 325,7+68,4
mg/dL ve Faktor VIII dizeyi %120,8+11,2 olarak bulundu. Kanama anketi sonucuna goére
kanama skoru tim hastalarda 3’Un altinda bulundu ve minér kanama olarak kabul edildi.
Kanama skorlari ile TKi kullanimi arasindaki iliski incelendiginde, imatinib kullanan KML
hastalarinin  %25.6’sinda, dasatinib kullanan hastalarinin  %20’sinde minér kanama
yakinmalari gézlendi. Nilotinib kullanan hastalarin hi¢birinde kanama bulgusu gézlenmedi.
Toplamda TKi kullanan KML hastalarinin %22’sinde kanama saptandi, bunun %17,6’sinda
kanama skoru 1 ve %4,4’Unde kanama skoru 2 bulundu. Trombosit fonksiyon test
sonucglarina gére ADP, ristosetin, epinefrin ve kollajen ile indiklenen trombosit
agregasyonunda tum hastalarin %26’sinda sekresyon bozuklugu ile uyumlu sonuglar
saptandi. Calismaya alinan hastalarda saptanan trombosit fonksiyon bozuklugu ile minér
kanama bulgulari arasinda korelasyon izlenmedi. Sonug¢ olarak TKi kullanan KML
hastalarinda, trombosit fonksiyon bozuklugu gdézlenebilir ancak bu bozukluklar kanama
egilimi ile iligkili degildir. TKi’nin trombosit homeostazi (izerindeki etki mekanizmalarinin

aydinlatilmasi gereklidir.

Anahtar kelimeler: Trombosit, kronik myeloid I6semi, tirozin kinaz inhibitorleri, trombosit

fonksiyonlari, kanama diyatezi.
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ABSTRACT

Sener, Y. Assessment of platelet functions in hronic myeloid leukemia patients treated
with tyrosine kinase inhibitors, Hacettepe University, Institude of Health Science,
Biochemistry Master Thesis, Ankara 2015. Bleeding is observed time to time in chronic
myeloid leukemia (CML) patients using tyrosine kinase inhibitors (TKI). It has been
suggested that tyrosine kinase inhibitors can disrupt platelet functions and cause beeding
without thrombocytopenia in CML patients. In this study, we aimed to evaluate platelet
functions of CML patients using tyrosine kinase inhibiyors and examine in conjunction with
beeding symptoms to find out whether there is a correlation between them. In this study,
bleeding surveys were performed for 68 CML patients in cronic phase receiving imatinib
(n=47), dasatinib (n=15) and nilotinib (n=6). Then platelet rich plasma pool was prepared
and light transmittance agregometry (Chrono-Log) was used for the evaluation of platelet
functions. Platelet agregation was induced by different agonists (ADP, epinephrine, collagen,
ristocetin) in vitro and the agregation percentage / time graph was analyzed to evaluate
platelet functions. The median age was found as 47 years (range, 18-78 years), white blood
cell count 6.72,5 x10°/uL, hemoglobin 13.0+1,7 g/dL, platelets 234.7+74,5 x10%/uL, PT
(Prothrombin Time) 12,8+1,4 sn, INR (International Normalized Ratio) 1,0+0,1, aPTT
(activated Partial Tromboplastin Time) 27.6+2,8 sec, TT (Thrombin Time) 16.5+2,0 sec,
fibrinojen 325.7 mg/dL and Factor VIII activity were 120,8+11,2% in KML patients. The
bleeding survey results were analysed and the patients who have bleeding score below 3
were accepted as minor bleeding. When the relation between bleeding scores and TKI
treatment were evaluated; we observed that 25,6% of the patients using imatinib and 20% of
the patients who using dasatinib have minor bleedig symptoms. In Nilotinib treatment group,
no bleeding symptom was observed. In total, 22% of KML patients under TKI treatment have
bleeding symptoms; 17,6% with bleeding score 1 and 4,4% with bleeding score 2. In platelet
function tests, when aggregation was induced by ADP, epinephrine, collagen and ristosetin,
secretion type defect was observed in 26% of the patients. No correlation was observed
between platelet function defects and minor bleeding symptoms in patients. As a result,
platelet agregation disorders can be observed in CML patients who use tyrosine kinase
inhibitors. However, platelet dysfunction is not associated with bleeding disorder.
Furthermore, the effect mechanism of tyrosine kinase inhibitors on platelet homeostasis

warrants further investigation.

Key words: Plateletes, chronic myeloid leukemia, tyrosine kinase inhibitors, platelet

functions, bleeding diathesis.
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1. GIRIS

Kronik myeloid |6semi (KML) hastaligi, klonal myeloproliferatif bir
hastaliktir. Erigkin 16semilerinin %15'ini olusturur. insidansi 1-2/100.000’dir.
Erkeklerde daha sik goralur ve 40-60 yas arasinda gorulme sikhdi artar.

KML’de 22. Kromozomun 11q bandindaki BCR geni ile 9. kromozom
g34 bandina lokalize ABL geninin fuzyonu sonucu BCR-ABL1 fuzyon geni
olusur. BCR-ABL1’in transkripsiyon urunu olan tirozin kinaz, KML hastaliginin
temel sebebidir (1). Tirozin kinaz, protein fosforilasyonunda ve sinyal
iletiminde 6nemli bir role sahip bir enzimdir. Tirozin kinaz sentezinin artmasi;
hlcre proliferasyonunu artirmakta ve apopitozise dirence neden olmaktadir.

KML hastalarinda gorulen klinik semptomlar; anemi, splenomegali,
ates, gece terlemesi, trombosit disfonksiyonu, hiperldkositoz ve
hiperviskositedir. KML tanisi anamnez, fizik muayene, tam kan sayimi,
periferik yayma, koagulasyon testleri, kemik iligi aspirasyon biyopsisi ve
sitogenetik inceleme ile konur.

KML tedavisinde kullanilan Tirozin Kinaz inhibitérieri (TKi) flizyon
proteininin ATP'ye baglanma bdlgesini bloke ederek fosforilasyonu inhibe
etmekte ve hicre dlumuna tetiklemektedir (1). KML tedavisinde ilk olarak
birinci nesil TKi olan imatinib kullaniimaktadir. imatinibe direng gosteren
hastalarda kullaniimak Uzere ikinci nesil TKi'ler olarak dasatinib, nilotinib ve
bosutinib geligtiriimigtir.

KML hastalarinda, TKi ilaclarinin trombosit fonksiyon bozukluklarina
neden oldugunu goésteren calismalar mevcuttur (2,3). Ancak bahsedilen bu
calismalarda, hastalarin klinik kanama semptomlari hakkinda yeterli bilgi
verilmemektir (3).

Bu calismanin amaci; KML hastalarinda kanama diyatezini,
laboratuvar bulgulari ve klinik bulgular ile birlikte incelemek ve aralarinda

anlaml bir korelasyon olup olmadigini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kronik Myeloid Losemi

Ldsemi, kemik iligi kaynakli bir kanser hastaligidir. Kanser hucrelerinin
etkiledigi hucre tipine gore akut ve kronik olmak Uzere iki gruba ayrilir. Akut
I6semiler; blast adi verilen olgunlagsmamis hucrelerin asiri ¢ogalmasi ve
kemik iligini kaplayarak eritrositler, granulositler ve trombositler gibi olgun
myeloid hucrelerin zamanla azalmasi ile karakterizedir. Akut |6semiler hizli
bir seyir gosterir ve tedavi edilmedigi taktirde hastayi 6lume goéturur. Kronik
I6semide, hucrelerdeki farklilagma yetersiz ve duzensizdir, hastaligin seyri
daha yavastir. Losemilerin lenfoid progenitorlerin tutulumuyla karakterize
lenfositik, myeloid progenitorlerin tutumuyla karakterize olan myeloid tipleri
vardir. Cogalan hicrenin kokenine gore akut I6semiler; akut lenfositik I6semi
(ALL), akut myeloid 16semi (AML), kronik I16semiler ise kronik lenfositik |6semi
(KLL) ve kronik myeloid I6semi (KML) olarak siniflandirilirlar. Genel olarak,
akut lésemiler c¢ocuklarda ortaya c¢ikarken, kronik l6semiler daha ¢ok
yetiskinlerde gorulme egilimindedirler

KML, olgunlasmamis myeloid, megakaryosit ve eritrosit hicrelerin
asir cogalmasiyla karakterize myeloproliferatif hastaliktir. ik kez 1845'te
arastiricilar Craigie, Bennett, ve Virchow tarafindan tanimlanmigtir. KML, tim
I6semilerin %15 kadarini olusturur ve yillik insidansi 100.000/1 olarak
izlenmektedir. Erkeklerde daha sik rastlanir. Hastaligin yasi ortalama 45-55
arasindadir ve bu insidans yasla birlikte artis gosterir, hastalarin %30’u 60
yas Ustlndedir (4).

KML, Ug fazh bir hastaliktir; klinikopatolojik seyri kronik faz, akselere
faz ve Dblastik faz olarak adlandinlir. Kronik fazda ¢odu hasta
asemptomatiktir, laboratuvar analizlerinde Iokositoz saptanir, blast sayisi
%15’in altindadir, bazofil sayisi %20’nin altindadir, trombosit sayisi normal
veya artmistir. Akselere fazla |dkositoz izlenir, blast sayisi %15-20
arasindadir, bazofil sayisi %20’'nin Uzerindedir, trombosit sayisi
artmis/azalmis olabilir. Blast fazinda ise I6kositoza eslik eden blast artisi

(>%20) goralur. Platelet ve bazofil sayisi gok azalmigtir.



2.1.1. Klinik Bulgular

KML klinik bulgulari degiskenlik gosterir. Tani sirasinda vakalarin
%30’'u asemptomatik olabilir. KML hastalarinin %10’u akselere fazda, %10’u
da blastik fazda teshis edilmektedir. Blastik fazda kilo kaybi, terleme ve
kemik agrisi gorulebilir.

Semptomlar gorulme sikligina gore; yorgunluk, kanama, kilo kaybi,
splenomegaliyeye bagli karinda sigkinlik, terleme, kemikte agri, enfeksiyon,
bas agrisi solunum guglugu, goéruste bozukluk, kuvvetsizlik, eklem agrisi,
Oksurme, kirginlik, bas donmesi, mide bulantisi, ayak bileginde 6dem,

serebrovaskuler olaylar seklindedir (5).

2.1.2. Laboratuvar Bulgulari

KML hastalarinin

yukselmigtir.

laboratuvar incelemelerinde [0kosit degerleri
Periferik yaymada myeloid serinin tim hucreleri gorulir;
Periferik

megakaryosit

Ozellikle myelosit, metamyelosit, ¢omak ve pargall artmigtir.

yaymada trombositlerde sekil bozukluklari, periferde

fragmanlari gorilebilir. Trombosit sayisi normal iken trombosit fonksiyon
bozuklugu gorulebilir. Hastalarin ¢ogunda normositer normokrom anemi

vardir. Bazofil sayisi belirgin sekilde artmistir ve prognostik 6neme sahiptir.
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Sekil 2.1. KML’nin periferik yayma bulgulari; anemi, buyuk gronulositler,
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2.1.3. Sitogenetik analiz

Ph kromozomu, kanser ile iligkisi bulunan ilk kromozom anomalisidir.
Nowell ve Hungerford, ilik hucrelerinde, 22. Kromozomun kolunun bir parcasi
koparak kayboldugu tanimlamis ve bu kisalmig kromozoma, kesfin yapildigi
sehir olan Philadelphia (Ph) kromozomu adi verilmistir. Sitogenetikte
uygulanilan tekniklerin gelismesiyle Rowley, 22. Kromozomun kopan bu
parcasinin aslinda kaybolmadigini, translokasyon ile 9. kromozomun ucuna
baglandigini gostermistir (6). Bunun sonucunda, 9. kromozom da bulunan
ABL geni ile BCR geninin fuzyonu ile BCR-ABL onkogeni olusur.

Konfokal mikroskobi ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknikleri
ile farkh hicre hatlarinda yapilan arastirmalar; ABL ve BCR genlerinin
arasindaki mesafenin, hicre doéngusundeki ge¢-S ve G2 safhalarinda
azaldigi olgulmastir. ABL ve BCR genlerinin birlesmelerinin en kritik anin
hidcre dongusiundeki bu periyod oldugu dustnulmektedir (7). Calismalarda,
22. kromozom uzerindeki BCR genine ve kromozom 9. Uzerinde ABL genine
¢ok yakin yerlesimli duplike olmus genomik segmentler gdsterilmistir. Bu
segmentlerin  her iki kromozom arasindaki homolog rekombinasyonu

kolaylastirdigi disuniimektedir (8).

2.1.4. ABL gen ve proteinlerinin yapisi

ABL geni, 230 kb uzunlugunda bir gen olup 11 ekzon igerir. 9q34’de
lokalize olan ABL geni 145 kD’luk bir reseptor olmayan tirozin kinazi kodlar.
ABL proteini, tirozin kinaz ailesine aittir. Cekirdekte ve sitoplazmada
bulunabilir (9). ABL'nin N-terminaline dogru U¢ adet SH2 bdlgesi icerir. Bu
bdlgeler ABL'’in tirozin kinaz fonksiyonunu dizenler. SH1 bdlgesi ABL’nin
kinaz bolgesidir. SH2 ve SH3 bolgeleri ise katalitik aktiviteye sahip degildir ve
tirozin kinaz aktivitesini duzenleyen diger proteinler igin baglanma bodlgesi
olusturur. ABL’'nin C-terminal boélgesinde aktin filamentlerine baglanmayi
saglayan bolgeler, DNA’ya baglanmayi saglayan bdlgeler, 3 adet Nukleer
Lokalizasyon Sinyali (NLS) bolgesi, 1 adet Nukleer Eksport Sinyali (NES)
bdlgesi bulunur (9,10) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. ABL proteininin yapisi gosterilmektedir. Ok isareti ile gosterilen

bdlge gen bdlgesindeki kirilma noktasini ifade etmektedir (9)

ABL’nin tirozin kinaz aktivitesi fizyolojik kogullar altinda siki bir sekilde
kontrol edilmektedir. SH3 bdlgesi bu inhibisyon isleminde kritik rol oynar; SH3
bdlgesinin delesyonu ve yer degisimi ile protein kinaz islevi aktive olmaktadir
(9).

ABL’nin ¢ok sayida fonksiyonu vardir. NUkleer ABL; genotoksik strese
karsi p53 veya p73’U kontrol ederek apoptozisi indikler. Hicre siklusunun G1
fazinda tutulmasini saglayarak blydmenin negatif dizenleyicisi olarak rol
alir. Sitoplazmik ABL ise integrinler araciligi ile sinyal iletiminde rol alir
(10,11).

Transgenik farelerle yapilan c¢alismalarda, homozigot ABL gen
delesyonu tasiyan farelerin normal gelisimini tamamlayamadigi ve gelisim
geriligi, lenfoid organ hiperplazisi ve adrenal yetersizlikten dolayi prenatal

dénemde 6ldugu gosterilmistir (10,11).

2.1.5. BCR gen ve proteinin yapisi

BCR proteini birden fazla fonksiyonel bolge icerir ancak bu proteinin

fizyolojik roli hala tanimlanmamistir (Sekil 2.3) (9).
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Sekil 2.3. BCR proteininin yapisi. (Ok isaretiyle gosterilen bolgeler, BCR

genindeki kirilma bolgelerini gostermektedir) (9).

BCR proteininin  sinyal transdiuksdiyonu ile iligkili  oldugu
dusunulmektedir. Molekulin karboksil ucu, GTPaz aktivitesi icerir. Genin
kodladigi ilk buylk ekzon; oligomerizasyon bodlgesi igerir ki bu “coiled-coil”
dimerizasyonunda yer alir, bir tane serin/treonin kinaz bdlgesi ve bir de SH2
baglanma bdlgesi igerir. BCR proteinin merkezinde guanidin trifosfat (GTF)
ile guanidin difosfat arasindaki degisimi stimile eden guanin nukleotid

degisim faktorl (GEF) ile homoloji gésteren Rho-GEF bolgesi icerir (9).

2.1.6. BCR-ABL filizyon geni

BCR-ABL fluzyon geni, 22'nci kromozomdaki BCR’nin 5 ucunun
9’'uncu kromozomdaki ABL geninin 3’ ucuyla flzyonu ile gerceklesir. Temel
olarak bulunan 3 farkli BCR-ABL geninin varyantlari, BCR geninin kirilma
bolgelerine gore degisiklik gostermektedir Bu varyantlarin  kodladigi
proteinler, kirlma bolgelerine gore P190BCR/ABL p21BCRABL - pp3BCRIABL

olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.4) (9).
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Sekil 2.4. BCR/ABL genlerinin kirlima bolgeleri (9)

2.1.7. ABL’deki kiritima noktalari

ABL geni Uzerindeki kirilma, genin Uzerinde 300 Kb'dan uzun olan %’
segmentinin herhangi bir yerinde meydana gelebilmektedir. Fuzyon geninin
yapisi ne olursa olsun BCR-ABL mRNA’si 1. ekzonu icermez ve BCR

ekzonlarini igeren transkript direkt ABL ekzon a2’ye baglanir (9).



2.1.8. BCR’deki kirilma noktalari

BCR geni icin tanimlanmis baslica t¢ kirilma bolgesi yer almaktadir.
KML hastalarinin %95’inde BCR geni “Major breakpoint cluster region” (M-
BCR) adi verilen 5.8 kb’lik bdlgenin icinde kisalmaya ugrar. Bu genin
transkripsiyonu P210B°R2BL proteininin olusumunu saglar (9).

Ph pozitif nadir KML ve AML vakalarinda BCR’deki kirilma M-BCR’in
5’ bdlgelerinde yer alan “minor breakpoint cluster region” (m-BCR) olarak
adlandirilan bodlgede olusur. Bu bdlge BCR geninin alternatif 2.ekzonlari olan
e2’ ve e2 arasinda yer alan 54.4 kb’lik bir introndur Bu genin transkripsiyonu
P1908R"BL proteininin olusumunu saglar (9).

BCR geni uzerinde tanimlanmis uglncu kirlma bolgesi ise ‘‘Micro
Breakpoint Cluster Region” (p-bcr) olarak adlandiriimigtir. Bu durumda
kiriklar, BCR geninin 3’ ucuna yakin olan e19(c3) ve e20(c4) ekzonlari
arasinda gergeklesir. Hibrid geninin transkripsiyonu, 230 kD’luk bir protein

olan P230%°R”BLyi kodlayan e19a2 fiizyon transkriptinin olusumunu saglar

(9).

2.1.9. BCR-ABL flizyon proteinin yapisi

BCR-ABL proteinleri, BCR geninin farkli kirilma bdlgeleriyle elde
edilen genler ile ABL geninin fuzyonu ile kodlanirlar. Flizyon geninde yer alan
ABL icerigi degismediginden hastalik fenotipindeki degiskenlik BCR geni
tarafindan kodlanan protein dizilerinden kaynaklanmaktadir. Calismalar, her
BCR-ABL varyantinin tirozin kinaz aktivitesinin farkli oldugu géstermistir
P190%“R"Blnin tirozin kinaz aktivitesi en fazla olmakla birlikte ardindan
siraslyla P210BR"BL ye p230BCRABL gelmektedir (Sekil 2.5) (9).
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Sekil 2.5. BCR/ABL’nin farkl kirilma bdlgeleriyle olusan varyantlari

2.1.10. BCR-ABL patogenezi ile ilgili mekanizmalar

BCR-ABL’yle olusan malign transformasyonda u¢ énemli mekanizma
etkilenmektedir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Adezyonun bozulmasi, mitojenik aktivasyon ve apoptosisin

inhibisyonu
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Hucresel Adezyonun Bozulmasi

Adhezyon molekdlleri; hicrelerin birbirlerini tanimalarinda, hicrelerin
dokulara yoneliminde bununla birlikte htucre buyumesinin, imflamasyonun ve
embriyogenezin diuzenlenmesinde gorev alirlar. Normal hematopoezde 6nclll
hacreler kemik iligi stroma huacrelerine ve ilgili ekstraselller matrikse tutunur.
Matriks, fibronektin gibi stromal hicrelerce sentezlenen ve 6ncul hicrelerin
yuzeylerinde eksprese olan reseptorler icin adezif ligand fonksiyonu goren
proteinlerden olusur. Onclil hiicrelerin, sitokin salgilayan hiicrelerin yakininda
bulunabilmesi igin adezyon sarttir. BOylece hematopoetik dnculler, sitokinler
ile iletilen lokal sinyalleri almak Uzere bir arada tutulurlar. Aldiklari ya da
alamadiklari sitokin mesajlarina gére hayatta kalir ya da apoptoza ugrarlar.
KML Ph pozitif oncul hadcrelerinin kemik iligi stroma hucrelerine ve
ekstraselller matrikse adezyonlari azalir. Boylece bu 6ncul hucreler, normal

adezif progenitdrlere saglanan sinyallerden yoksun kalirlar (10).

Mitojenik Sinyal Yolaklarinin Aktivasyonu

BCR-ABL mitojenik potansiyele sahip birgok sinyal yolagini aktive
etmektedir (Sekil 2.7.).

a Hematopoietik kok hicre b KML htcresi
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Sekil 2.7. BCR-ABL ile aktif olan sinyal yolaklari (12)
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Ras ve MAP kinaz yolaklari: Ras ve Raf protoonkogendir. BCR-ABL,
Ras sinyal yolagini aktive eden proteinlere direkt baglanabilir. Tirozin177
rezidisunun otofosforilosyonu, adaptor proteini Grb-2 icin baglanma bdlgesi
olusturur. Grb-2 ise SOS proteinine baglanir. SOS proteinin inaktif GDP badl
Ras’I aktif GTP bagl Ras haline getirir. istirahat halindeki hiicrelerde Ras
proteinleri inaktif (Ras-GDP) halde bulunurlar. Aktive olan Ras proteini Raf-
1’e yuksek afinite ile badlanir. Aktiflesen Raf-1 MAP kinaz sinyal kaskadini
aktiflestirir (10).

Jak-Stat yolagi: Normal hucrelerde, JAK’larin (Janus kinaz)
aktivasyonu ile STAT’lar (Signal transducer and activator of transcription)
aktif hale gelir. Ancak BCR-ABL pozitif hiicrelerde JAK’lara ihtiya¢ duymadan
direkt olarak fosforile ederek transformasyona yol acgar. Gunumuzde yedi
STAT proteini tanimlanmistir. STAT3 ve STAT5 aktivitelerinin kontrolstiz
isleyisi malign transformasyonda rol oynamaktadir. Devamli aktif olan STAT
proteini antiapoptotik yollari uyararak malign surecte etkili olabilmektedir (10).

PI1-3 Kinaz yolagi: PI-3K (Fosfoinozitid-3 kinaz) ailesi, bliyime ve
yasama sinyallerinin iletiminden sorumlu proteinlerdir (10). BCR-ABL pozitif
hidcre hatlarinin ve primer hucrelerin proliferasyonu PI-3 kinaz aktivitesine
baglidir. BCR-ABL, PI-3 kinazi Crk, Crkl, p120 araciligiyla aktive eder. Aktive
PI-3 kinaz, bir serin/treonin kinaz olan efektér Aktyi aktive eder. Akt
aktivasyonu pro-mitojeniktir. Hlcre siklusunun inhibitért olan P27’yi azaltarak
dizenler (10).

Myc yolagli: Myc onkoproteinin asiri ekspresyonu bir¢gok insan
malignitesinde gosterilmistir. Transkripsiyon faktori olarak davranmasinin
yani sira hedefledigi genler bilinmemektedir. Hicresel dizeyde incelenecek
olursa Myc'nin proliferatif ve apoptotik sinyal olusturabilir. Bu iki sinyal
fonksiyonunda apoptotik sinyal olusturan kisim KML hicrelerinde PI3 kinaz
yolagi gibi farkli mekanizmalarla engellenebilir. Myc’'nin aktivasyonu, BCR-
ABL proteininin SH2 bolgesiyle iliskilidir ancak bu iliskiye neden olacak yolak
henliz bilinmemektedir. Myc’in aktivasyonu ile BCR-ABL’nin hicresel

transformasyona yol actigi sican fibroblastlarinda gdsterilmistir (10).
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Apoptozisin inhibisyonu

Apoptozis, olarak planlanmig hicre 6lumd olarak tanimlanmigtir ve
belirli bir hlicre klonunun geniglemesini sinirlar. Fare ve insan hicre hatlarina
eksojen olarak BCR-ABL transfeksiyonu, buyume faktori geri ¢ekilmesiyle
induklenen apoptozisi inhibe etmigtir. Ayrica genotoksik ajanlara karsi
apoptoza karsi da artmis direng gozlenmistir (10).

BCR-ABL’nin hucre hatlarinda apoptozu nasil inhibe ettigi iyi
anlasilamamistir. Bcl-2 protein ailesinin Uyeleri BCR-ABL aracili anti-
apoptoza yardimci olabilirler. BCR-ABL, Ras ve PI-3K araciligiyla Bcl-2 ailesi
dyelerinin regulasyonunu arttirabilmektedirler. Bcl-2, Raf-1'in mitokondriye
hedeflenmesinde ve bdylece pro-apoptotik protein BAD’In (Bcl-2 associated
death promoter) inaktivasyonunda rol oynar (10).

2.1.11. KML’de uygulanan tedavi yontemleri

KML’ye yonelik ilk tedavi, 19. ylzyilda arsenik igeren bilesiklerle
yapiimistir.  1960’larda alkilleyici ajanlara gecilmis ve busulfan verilen
hastalarda hayatta kalimin arttigi gosterilmistir. Daha sonraki yilarda
busulfanin, blast krizini tetikleyebildigi gibi her zaman kan sayimini da
dizene sokamadidi gorulmuistir. GUnUmizde busulfan ciddi yan etkileri
nedeniyle kullaniimamaktadir (1).

Daha sonraki vyillarda ribonukleotid reduktaz inhibitord olan
hidroksikarbamid kullanima girmistir. Hidroksikarbamid, 16kosit sayisini hizla
dusurdr, ciddi bir yan etkisi yoktur, iyi tolere edilir. Hidroksikarbamid ve
Busulfan tedavisi ile kan sayiminda dizelme ve semptomatik olarak
rahatlama saglanmistir ancak hastaligin ilerleyisini geciktirmemektedir (1).

1970’lerde kullaniimaya baglanan allojenik kok hucre
transplantasyonunu ve interferon a, sadece Ph kromozomunda negatiflik
saglamamis ayni zamanda hayatta kalimi da arttirmistir (1). Allojenik kok

hiucre transplantasyonu KML igin bilinen tek tedavi edici yontemdir. Ancak
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¢ogu hasta ilerlemis yas veya uygun kok hicre vericisinin olmamasindan
dolay! bu tedaviden faydalanamaz (6).

KML’nin olusumu icin BCR-ABL fuzyon geninin gerekli olmasinin ve
ABL’nin tirozin kinaz aktivitesinin BCR-ABL'nin transformasyonu icin gerekli
oldugunun kesfedilmesi ABL kinazi dikkat cekici bir tedavi hedef haline
getirmistir (6).

Tirozin kinaz inhibitorleri (TKi), BCR-ABL molekilinde ATP’nin
baglandidi cebe baglanarak substratin ATP tarafindan saglanan fosfat
gruplariyla fosforilasyonunu inhibe eder. Fosforillenmemis substratlar, efektor
molekullere baglanmak icin gerekli konformasyon degisikligini gosteremezler.
Bu durum BCR-ABL proteininin inaktif konformasyonda kalmasina neden
olur, sinyal iletim yolaklarini bloke ederek buyime duraklamasina ya da

apoptozise neden olur (6) (Sekil 2.8).

Sekil 2.8. Tirozin kinaz inhibitérinin etki mekanizmasi. A: ATP, BCR-ABL’ye
baglanmistir ve substrati fosforlamaktadir. B: ATP’yi taklit eden sentetik bir
molekul, BCR-ABL'nin katalitik merkezine baglanarak ATP’nin baglanmasini

engellemektedir (10).
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Spesifik BCR-ABL tirozin kinaz inhibitérii olan imatinib Mesilat
(Glivec, Novartis Pharmaceuticals) 2003 yilinda FDA (Food and drug
administration) tarafindan onaylanmistir (Sekil 2.9). imatinib, 400 mg/giin
dozunda iyi tolere edilmektedir ve 6zellikle kronik fazda hastalarin %90’ninda
hematolojik ve %60’Inda sitogenetik remisyon saglayabilmektedir. Akselere
evrede %65, blastik evrede ise %20-30 oraninda yanit saglamaktadir. En
onemli yan etkileri goz cevresi ile bacaklarda olugan 6édem, bulanti ve bacak

agnilardir.

N\
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Sekil 2.9. imatinib, STI-571 (Gleevec) kimyasal yapisi

imanitib, 2-fenil-aminopirimidin tiirevidir ve BCR-ABL’yi eksprese eden
hiicreler icin segici toksik etki gdsterir. imanitib kullanimi ile karsilasilan en
onemli sorun hastalarda belli bir sure sonra tedaviye direncin gelismesidir.
Dirence yol agan mekanizmalar, BCR-ABL amplifikasyonu, BCR-ABL'in kinaz
bolgesinde meydana gelen nokta mutasyonlari, yeni sitogenetik
anormallikler, P-glikoproteininin asiri ekspresyonudur. imanitib direnci ile ilgili
olarak T315Il threoninin izolosine, M351T’de metioninin threonine, E255K’da
glutamik asitinin lizine donusgmesini saglayan mutasyonlar ornek olarak
verebilir (6).

KML tedavisinde imatinib, birinci nesil ilag olarak kullaniimaktadir.
Hastanin imatinibe direng gelistirdigi veya tedavinin basarisiz oldugu
durumlarda dasatinib, nilotinib ve bosutinib gibi ikinci nesil ilaglar
kullanilmaktadir (Sekil 2.10, Sekil 2.11). Bu ilaglarin hangisinin secilecedi

mevcut mutasyona ve ilag tosisitesine gore belirlenir. Ornegin; imatinibe
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direncli olan ve F317L/V/I/C ya da G252H mutasyonu olan hasta, ikinci nesil
ilaglardan dasatinibe diger ilaglara gore daha az hassastir (1).

Dasatinib (Sprycel, Bristol-Myers Squibb) ikinci jenerasyon TKi
olarak 2006’da FDA tarafindan onaylanmigtir. KML hastalarinda Dasatinib
icin Onerilen gunlik doz 100 mg olarak belirlenmistir. Dasatinib tedavisi
sirasinda pulmoner 6dem, plorezi, gogus agrisi, aritmi, myelosuresyon, diare
gozlenebilir (1).

Nilotinib (Tasigna, Novartis Pharmaceuticals) ikinci jenerasyon TKi
olarak 2007’de FDA tarafindan onaylanmistir. Onerilen giinlik toplam doz
800 mg’dir (400mg/12 sa). imatibine benzer yan etkileri gdzlenmekle birlikte

Nilotinib tedavisi sirasinda hiperglisemi, pankreatit, aritmi olusabilir (1).
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Sekil 2.10. Dasatinib, BMS-354825 (Sprycel) kimyasal yapisi
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Sekil 2.11. Nilotinib, AMN-107 (Tasigna) kimyasal yapisi
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2.2. Hemostaz

Damarin hasar goérmesi sonucu damar butinlugunin bozulmasi ile
baslayan ve pihtilagsma sisteminin aktive olmasiyla devam eden surece
hemostaz denir. Damar endotel hicreleri, doku faktort, trombositler, von
Willebrand faktor, pihtilagsma proteinleri, fibrinolitik sistem ve antikoagulan
proteinler hemostatik sistemin elemanlaridir. Hemostaz 3 evrede incelenir:

Primer hemostaz, damar hasar gordugunde kanamaya karsi verilen
ilk yanittir. Sinir sistemi uyarilariyla hasarli bolgede vazokonstruksiyon ile
kanin akisi yavaslatilir. Daha sonra trombosit adezyonu, aktivasyonu ve
agregasyonu ile hasarli bolgede gevsek bir tikag olusturulur ve kanama
durdurulur (Sekil 2.12).

Sekonder hemostaz, koagulasyon sisteminin aktivasyonu ve fibrin
olusumu evrelerinden olugsur. Gevsek yaplili olan tika¢ koagulasyon
faktorlerinin devreye girmesiyle, mekanik olarak ¢apraz fibrin aglariyla guclu
ve sikli bir hale getirilir (Sekil 2.12).

Fibrinolizis, Pihtilasma evresinin son kismidir. Olusan fibrin tikacinin

plazmin enzimi ile ¢bzlUlmesi evresidir (13,14).

Primer Hemostaz | Sekonder Hemostaz
|Damar Yaralanmasi |

e

Trombosit intrensek Ekstrensek
Aktivasyonu Pihtilasma Pihtilagsma

= "
e
e
I’ ¢
o
N /
Trombosit

A/

| Hemostatik Tikag I

Sekil 2.12. Primer hemostaz ve sekonder hemostazin asamalari
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2.2.1. Primer Hemostaz

Primer hemostazda gorev alan trombositler kemik iligindeki
megakaryositlerden sentezlenen, g¢ekirdeksiz, yaklasik 8-10 gunlik yasam
suresine sahip ve sirkulasyonda aktif olmayan diskoid sekilli hlcrelerdir
Trombositler; acgik kanalikiler ve yogun tlbuler sisteme sahip internal
membranlar, mikrotubul ve mikroflamentler, mitokondri, glikojen granulleri,
alfa ve dense grandller, lizozom ve peroksizoma sahiptirler (16).

Normal kosullarda trombositler, diger trombositler ve hicrelerle
etkilesime ge¢cme egiliminde degildir. Ayni zamanda endotel hucreleri de
prostaglandin I, (PGIy), nitrik oksit (NO) sentezleyerek, trombositlerin pihti
olusturmasini onleyecek bir bariyer olusturur. Dolasimdaki trombositlerin
goOrevi, hasara ugramigs damar duvarinda gegici olarak “trombosit tikacr”
olugturarak kan kaybini engellemektir. Trombositlerin homeostatik fonksiyonu

icin adhezyon, sekresyon ve agregasyon fonksiyonlari énemlidir.

2.2.1.1. Trombositlerin adhezyonu

Damar yaralanmasi oldugunda endotel alt tabakasindan agiga c¢ikan
kollagen, VWF (Von Willebrand Faktor) araciligiyla trombosit ylzeyindeki
GPIb/IX  reseptorlerine baglanarak trombosit adhezyonunu sadlar.
Trombositlerin tutulmasini ve yayllmasini saglayan oOnemli subendotel
matriks proteinleri kollajendir. Farkli damar sistemlerindeki farkl fenotipler,
farkh uyarilma ve adeziv Ozellik gosterebilmektedirler. Ayni damarin farkh
bolgelerinde dahi bu durumu gérmek mumkundur. Trombositlerin adeziv
ozelligini destekleyen proteinlerin dominanthigl dahi degisebilmektedir. Bunun
gibi bircok durum, koagulasyonun laboratuvar ortaminda c¢aligiimasini
zorlastirmaktadir (17-20).
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Adezyonu takiben trombositlerdeki, a-graniller (PF4, BTG ve PDGF,
fibrinojen,VWF) ve dense granuller (ADP, ATP, kalsiyum ve serotonin)
iceriklerini kanalikuler sistem araciligi ile sekrete ederler. ADP salinimiyla
aktive olan trombositlerde sekil degisikligi izlenir; diskoid sekilli trombositler
yapilarini degistirerek uzantili (psédopod) sferik hicreler sekline donusurler.
Aktive olmus trombositler, membranlarindaki fibrinojen reseptora GPIIb/llla
ve fibrinojen koprileri araciligiyla bir araya gelerek agrege olurlar ve gevsek
bir trombosit tikaci olustururlar (Sekil 2.13).

Bernard-Soulier Sendromu (BSS), trombosit yuzeyinde GPIb/IX
kompleksinin kalitatif veya kantitatif defekti sonucunda ortaya g¢ikan trombosit
adezyon bozuklugudur. Gri platelet sendromu (GPS), a-granullerinde
eksiklik, Hermansky-Pudlak sendromu (HPS) ve Chediak-Higashi
sendromu (CHS) ise dens granul eksikligi ile karakterizedir. Glanzman
trombastenisi, trombosit yuzeyindeki GPIlIb/llla reseptor eksikligi veya

fonksiyon bozukluguna baglh gelisen trombosit agregasyon bozuklugudur.

Damar yaralanmas

}

Endotel hasar

:

Kollajenin agiga cikmasi

l - Von Willebrand faktor

Trombosit adezyonu

Salmim reaksiyonu

Adenozin difosfat
l | »| Tromboksan A,
. Serotonin
Trombosit agregasyonu Digerleri
Trombosit kiimesi
l = I Trombin

Trombosit tikac

Sekil 2.13. Primer hemostazin asamalari (21)
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2.2.1.2. Trombositlerin sekresyon fonksiyonlari

Trombositler farkli tip grandller icermektedirler; a-granuller, adeziv
proteinleri igerir; dens granuller trombosit aktivasyonunu arttiran/saglayan
agonistler icermektedir, lizozomal granullerin ise trombosit biyolojisinde
fonksiyonlari tam net degildir (22,23).

a-Granulleri: Hicre adezyonunda ve koagullasyonda rol oynayan
plazma proteinlerinin buylk ¢cogunlugu trombositlerin a-grandllerinde bulunur.
a-granuller, adeziv proteinler olan VWF, fibrinojen, fibronektin, vitronektin ve
tromboplastin icerirler (24). Trombositte, VWF konsantre bir sekilde bulunur
ve bulunan bu VWF, stoplazmada ve plazmada bulunanlara kiyasla molekulu
daha blylk ve hemostatik agidan daha efektiftir (25). vVWF, megakaryositte
sentezlenir (26). Vitronektin, trombositlerde bulunur ancak trombosit
icerisindeki konsantrasyonu, buylk olasilikla, plazmadan pasif olarak
alindigini  dusundurmektedir. Plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1),
vitronektine baglanir ve bu iki protein kompleksi birlikte salinirlar (27-29).
Adeziv proteinler; trombosit grandllerine ek olarak, plazmada ve matrikste de
bulunabilir (24,30,31).

Platelet-derived growth factor (PDGF), damar diz kas hucrelerinin
proliferasyonunda rol oynar. Trombosit factor-4 ve connective tissue
activating peptide (CTAP IIl), blUyime kontroll ve inflamasyon ile iligkili olan
blylk protein ailesinin Gyesidirler (32-34). Transforming growth factor-f3,
trombositlerden ilk izole edilmis peptittir (35), matriks molekdllerinin ve
reseptorlerinin biyosentezinin etkili bir uyaricisidir. Trombospondin, endotel
ve duz kas hiucrelerinde Uretilir (36,37) ve trombospondinin m-RNA’sI,
blyume faktorleriyle indiklenebilir (Or: PDGF) (36). Trombospondin-1, diiz

kaslarin proliferasyonunu ve angiogenezi regule etmektedir (38,39).

Dens graniiller: ADP, ATP, seratonin ve kalsiyum gibi agonistleri
icerirler ve salinimini saglarlar. Bu agonistler, trombusdan diflizyon ile
yayildiktan sonra hizli bir sekilde inaktif olurlar. Dolayisiyla agonistler oldukca

kisa bir slre fonksiyonlarini strdurebilirler (26) (Sekil 2.14).
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a-Granil~{ Adeziv proteinler| [Buyume faktdrieri
. Fibanojen POGF
f Fibronektin L JCTAPE
wWWF TGF-§
Trombospondin Trombosit faktor 4
\Vitronektin Trombospondn
Koagulasyon faktorleri
Faktor V
HMWK
C1INH
Fibrinojen
Faktor X!
Protein S
PAL1
~—— Sttoplazma
OpH —
Sitoplazmik Faktdrier
Faktor VIl
Agonistier]
ADP
< ATP
N Dens / Serotonin
Lizozom Kalsiyum
Mstokondn

Sekil 2.14. Trombositin yapisindaki grandllerin icerigi

2.2.1.3. Trombositlerin agregasyonu

ADP, dens granillerde bulunan zayif bir agonisttir ve agregasyon
grafiginde iki fazli cevap olusturur. ADP aracili agregasyondan 2 tip purinerjik
(P2) reseptor sorumludur: P2Y1; trombositlerdeki sekil dedisikliginden,

primer agregasyon dalgasinin olusumundan ve agregasyonun
stabilizasyonundan sorumlu olan major ADP reseptorudir. P2Y12 ise anti-
trombosit bir ilag olan klopidogrelin (Plavix) hedefi olan ADP reseptorudur.
ADP, 2-6 uM konsantrasyonda uygulandiginda agregasyon grafiginde iki
fazli cevap izlenir. Sekonder agregasyon dalgasinin olusumu igin, TxA2
sentezi gereklidir ve aspirin gibi siklooksijenaz inhibitérlerinden etkilenir. ADP
ile indUklenen agregasyon cevabi; salinim defektlerinde azalmistir,

Glanzman trombastenide kaybolmustur (Tablo 2.1) (Sekil 2.15) (Sekil 2.16).
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Sekil Sy gk et I
: [ degi;kligi Agregometri Goruntusu
Normal ‘
P S Primer ‘ Salinim
\\ .-‘, \2\ : agregasyon .

agonist
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agregasyon
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100% Tr 1L\sm1ttante '
0 5 dakika

Sekil 2.15. Isik gecirgenlik agregometresi ile trombosit fonksiyonlarinin
degerlendiriimesi (40)

Epinefrin, trombosit igcinde c-AMP dlzeyini azaltan zayif bir agonittir.
Agregasyon grafiginde iki fazli cevap olusturur. Epinefrin ile indiklenen
agregasyon cevabi; depo havuzu hastaliklarinda, salinim defektlerinde
azalmistir, Glanzman trombastenide kaybolmustur (Tablo 2.1) (Sekil 2.16).

Kuvvetli bir agonist olan kollajen plazmaya eklendikten sonra,
kollajenin polimerize olmasi nedeniyle bir lag faz izlenir, takiben tek bir
agregasyon dalgasi izlenir. Trombosit membraninda kollajene ait 2 reseptor
mevcuttur, adhezyondan sorumlu olan GPla/lla ve TxA1 olusumundan
sorumlu GPVI. Kollajen ile indiklenen agregasyon cevabi; depo havuzu
hastaliklarinda, salinim defektlerinde azalmistir, Glanzman trombastenide
kaybolmustur (Tablo 2.1) (Sekil 2.16).
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Tablo 2.1. ADP, epinefrin, kollajen ve ristosetin ile elde edilen agregasyon

sonuglari (GT:Glanzman trombastenisi, BSS: Bernard-Soulier Sendromu)

ADP ADP Epinefrin Kollajen Ristosetin
(2 uM) (6 uM)

Normal Normal Normal Normal Normal Normal
GT Agregasyon | Agregasyon | Agregasyon | Agregasyon Normal
yok yok yok yok
BSS Normal Normal Normal Normal Agregasyon

yok
Sekresyon Sekonder Normal Sekonder Azalmis Normal
defekti agregasyon agregasyon | agregasyon
dalgasi yok dalgasi yok
ADP Kollai Epinefrin  Ristosetin  Ristosetin
. (disik)  (yiiksek)
Normal | E / | ' | ,"
..Ir { 3 . iF
GT '. :
I | I: | l/\
BSS  / § /  § ' J
S -7 ’/ b e o o
el Pl i el B

Sekil 2.16. ADP, epinefrin, kollajen ve ristosetin agonistleri ile elde edilen
agregasyon grafikleri (GT:Glanzman trombastenisi, BSS: Bernard-Soulier
Sendromu) (41)
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2.2.2. Sekonder Hemostaz

Sekonder hemostazda rol alan koagulasyon sistemleri bir kaskat
olarak kabul edilmektedir. Koagulasyon kaskatinda yer alan faktorler,
glikoprotein yapisinda inaktif prekdrsorlerdir. Aktive olduklarinda serin
proteaz denen enzimlere donusur ve kendinden sonrakini aktive ederler.
Faktor 1l ve Faktor IV, farkli 6zellik gosterir; doku faktori olan Faktor |,
normalde plazmada bulunmaz, damar yaralanmasi durumunda agiga ¢ikar.
Faktor 1V, kalsiyum iyonudur ve koagulasyon kaskadinin bircok agsamasinda
kofaktordur. Faktorlerin  numaralari bulunus siralarina goére verilmistir.

Pihtilagma faktorleri Tablo 2.2°’de gosterilmektedir.

Tablo 2.2. Pihtilagsma Faktorleri

Faktor Sinonim Plazma diizeyl
(U/dL)
Faktor | Fibrinojen 200-400
Faktor Il Protrombin 50-150
Faktor Il Doku Faktoru 0
Faktor IV Kalsiyum 50-150
Faktor V Proakselerin 50-150
Faktor VIl Prokonvertin 50-150
Faktor VI Anti Hemofilik Faktor A 50-150
Faktor IX Anti Hemofilik faktor B 50-150
Faktor X Stuart- faktoru 50-150
Faktor X Plazma tromboplastin dnculu 50-150
Faktor Xl Hageman faktori 50-150
Faktor XIl Fibrin stabilize edici faktor 50-150
Prekallikrein -
Yuksek  molekil -
agirhkh kininojen
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Faktor VIII'in disinda kalan diger koagulasyon faktorlerinin baslica
yapim vyeri, karacigerin parankim hacreleridir. Faktor VIII kompleks bir
molekuldar. Faktor VIII'in yalniz pihtilagma aktivitesi gosteren ve “Faktor
Vlll:koagulan protein (VIII:C)” olarak adlandirilan parcasinin karacigerde
yapildigi; diger pargasini olan von Willibrand Faktorin ise baslica endotel
hlcrelerinde ve megakaryositlerde sentez edildigi gosterilmistir. VWF, FVIII'in
stabilizasyonunu ve dolasimda tasinmasini saglar, trombositlerin endotel
altindan agiga ¢ikan kollajn adezyonuna yardimci olur.

Faktor I, VII, IX, X, karacigerde sentezleri sirasinda K vitaminine
ihtiyag gosteren proteinlerdir. K vitamini bu proteinlerdeki glutamik asit
rezidillerinin karboksilasyonunu saglar. Béylece bu faktérler Ca*™ aracihgiyla
fosfolipid yuzeylere tutunabilme yetenegdi kazanirlar.

Plazmatik faktorler disinda pihtilasma reaksiyonlari igin gerekli
fosfolipid yuzeyleri intrensek pihtilasma yolunda trombosit faktor 13,
ekstrensek pihtilasma yolunda ise doku faktori (Faktor I111) tarafindan
saglanir. Doku faktéri hidcre membranlarinin hemen tamaminda bulunan
glikoprotein-fosfolipid kompleksidir. Monosit ve endotel hucrelerinin
inflamatuar sitokinlerle uyarilmasi bu hlcrelerde doku faktérinin

induklenmesine yol acar.

2.2.2.1. Ekstrensek Pihtilagma Sistemi

Bu sistemde doku faktért (Faktor I11) 6nemli rol oynar. Doku faktora
normalde kanda bulunmaz, farkli dokularda bulunabilir; &zellikle beyin,
akcigerler ve plasentada bol bulunur. Doku faktérii, FVII ve Ca*? ile birlikte
FX'u direkt olarak aktive eder. Faktér X'un aktivasyonundan sonraki trombin
ve fibrin olusum evreleri intrensek sistem ile aynidir, bu evredeki reaksiyon
intrensek yolda da gereklidir. (Sekil 2.17). Koagullasyonda fizyolojik olarak
esas Onemli olan yolak, doku faktérinin aciga c¢ikmasi ile aktive olan

ekstrensek pihtilasma sistemidir.
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2.2.2.1. intrensek Pihtilagsma Sistemi

Faktor XlII'nin cam ve ellajik asit gibi negatif yuklu yuzeylerle temasi
sonrasi aktive olmasliyla intrensek pihtilasma yolu baslar. Intinsik yolun
baslangicindaki kontakt aktivasyonda prekallikrein ve yuksek molekul agirlikli
kininojen de yer alirlar. Faktor Xl aktive olduktan sonra Faktor XI'in
aktivasyonunu saglar. Aktif Faktor XI, Faktor IX'u aktive ettikten sonra Faktor
VIIIC ile birlikte Faktdér X'u aktive eder. Bu reaksiyon agrege olmus
trombositlerin ylUzeyinde gerceklesir. Faktorlerin trombosit fosfolipitlerine
baglanmasi kalsiyum iyonu kdpruleriyle saglanir. Aktif Faktor X trombositlere
bagli Faktor Va ile olusturdugu kompleks protrombinaz adini alir.
Protrombinazin protrombini (Faktor 1) enzimatik olarak parcalamasiyla
trombin olusur. Gugclu bir enzim olan trombin, fibrinojen molekulinden kuglk
peptitleri ayirarak fibrin monomerini olusturur. Bu monomerler birleserek fibrin
polimerini meydana getirir. Trombin tarafindan uyarilan Faktér Xl ve Ca*?
araciligiyla fibrin pithtisi mekanik olarak daha saglam hale getirilir. Trombinin
diger etkileri ise; Faktor V ve VIII'i aktive etmek, trombosit agregasyon ve
salinim reaksiyonunu uyararak protein C ve plazminojenin aktivasyonunu
saglamaktir (Sekil 2.17).

intrensek Yol

Sekil 2.17. Koagulasyon kaskadi (42)
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calisma; Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje Kodu: THD-2015-6345). Hacettepe Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik kurulu tarafindan arastirmanin
gerekce, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis olup, etik
agidan uygun bulunmustur ve tim hastalar ¢calismayla ilgili bilgilendirilmigtir
(Proje no: GO 15/221).

Bu calismaya, kronik fazda bulunan 68 KML hastasi katildi. Hastalarin
47’si imatinib, 15'i dasatinib ve 6’si nilotinib kullanmakta idi. Hastalarin
hemostazi etkileyebilecek bagka bir ilag kullanmiyor olmalari ve hemostatik
sistemi etkileyen kalitsal hastalik tasimamalarina dikkat edildi. Calismaya
katilan hastalar, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Anabilim
Dali tarafindan yonlendirildi. Calismada kullanilan kimyasallar ve ekipmanlar

asagida listelenmigtir.

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Enstriimanlar:

. Agregometri cihazi (Chrono-Log) (Diagnostica Stago) (Sekil 3.1)
. BCS-XP (Siemens) (Sekil 3.2)

. LH780 (Beckman Coulter) (Sekil 3.3)

. Otomatik pipet (Gilson)

. Hamilton marka CR-700-20 model pipet
. Chrono-Log kuivet

. Manyetik karistirma gubugu

. Santriftj (NF 800) (Nuve)

. Derin dondurucu (-20°C) (Electrolux)
10. Derin dondurucu (-80°C) (Nuaire)

11. Karistirici (Coulter)

© 00 N O O A WO N =

12. Na-sitrat iceren mavi kapakli tipler (%3.2) (Becton Dickinson)

13. K-EDTA igeren mor kapakl tipler (Becton Dickinson)



Sekil 3.1. Chrono-Log (Diagnostica Stago)

Sekil 3.3. LH 780 (Beckman Coulter)
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3.2. Trombosit Agregasyonunun Degerlendirilmesi

Trombositler kanda, plazmada ya da izole edilmis hicre
populasyonlarinda birbirleriyle etkilesime gecmezler. Ortama uygun bir
agonist eklenirse (ADP, kollajen, epinefrin, arasidonik asit, ristosetin vs)
hlcrelerde agregasyon tetiklenebilir. Chrono-Log (Diagnostica Stago), isik
transmisyon agregometri (Light Transmittance Aggregometry, LTA) prensibini
kullanan optik bir agregometredir, in vitro sartlarda cesitli agonistler ile
uyarilan trombosit agregasyonunun takip edilmesini saglar.

Isik transmisyon agregometri, klinik laboratuarlarinda trombosit
fonksiyonlarinin degerlendiriimesinde altin standart kabul edilmektedir. Bu
yontemde, trombositten zengin plazma igine agonistlerin eklenmesini takiben
trombositlerin agrege olmasina bagli olarak turbiditede azalma ve 1sik
transmittansinda artis izlenir. Trombosit agregasyonu 5-10 dk izlenir, bu sure
icinde transmittans kaydedilerek ADP, epinefrin, kollajen ve ristosetine karsi

olusan agregasyon dalgalari degerlendirilir (Sekil 3.4).

1SIK GECIRGENLIK AGREGOME TRiSi PRENSIBi

Agonlst eklenlr

—Q=FZMOAV—OMGO X—uw—

ISIK
GIRER
-

Sekil 3.4. Isik gecirgenlik agregometrisi prensibi (43)
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Trombosit agregasyonunun degerlendiriimesinde kullanilan
agonistlerden ADP ve epinefrin zayif agonist, kollajen ise kuvvetli agonist
kabul edilmektedir. Kuvvetli agonistler, hem platelet agregasyonunu ve hem
de granul sekresyonunu indukler. Zayif agonistler ise granul sekresyonunu
tetiklemeden sadece trombosit agregasyonunu indukler. Kuvvetli agonistler
dusuk konsantrasyonlarda kullanildiginda zayif agonist olarak etki edebilirler,
ancak zayif agonistler yuksek konsantrasyonlarda kullanilsalar bile kuvvetli

agonist gibi etki gosteremezler (44).

3.3. Kullanilan Reaktifler

1. ADP
2. Kollajen
3. Epinefrin

4. Ristosetin

3.4. Reaktiflerin Hazirlanmasi

3.4.1. ADP’nin hazirlanmasi: ADP; 2,5 mg liyofilize toz halde
gelmektedir. 5 mL salin ile ¢ézulerek 1 mM konsantrasyonda stok elde edilir.
Cozulen reaktif, -700C’de bir yil ya da son kullanma tarihine kadar stabildir.
GuUnlik yapilan test miktarina goére alikotlanmasi tavsiye edilir. Calisma

cozeltisi; 2-80C arasinda, 8 saat stabildir.

3.4.2. Epinefrinin hazirlanmasi: Epinefrin; stabil edici ajanlarla
birlikte, 1-epinefrin bitartarat formunda liyofilize formda gelmektedir. Liyofilize
epinefrin, 6nce 5 mL distile suda ¢ozllerek 10 mM stok ¢ozelti elde edilir. 10
mM’lik ¢ozelti, 1:10 oraninda salin ile dilie edilerek 1 mM’lik calisma ¢ozeltisi
elde edilir. Stok, -70°C’de 3 ay saklanabilir.
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3.4.3. Kollajenin hazirlanmasi: Kollajen; 1 mg/ml konsantrasyonda
kullanima hazir sekilde temin edilir ve 2-8°C’de son kullanma tarihine kadar
stabildir.

3.4.4. Ristosetinin hazirlanmasit: Ristosetin; liyofilize formda
gelir ve 0,5 mL distile suda ¢ozulerek 125 mg/ml stok elde edilir. Karigtiric
Uzerinde 10-15 dakika ¢ozulmeye birakilir. Sispanse edilen reaktif, berrak-
kahverengi arasinda bir renge sahip olmasi beklenmektedir. Stok, -20°C’de 3

ay stabildir, -70°C’de saklanmamalidir.

3.5. Kanama Anketi

Hastalara kanama anketinin uygulanmasi, standardizasyon igin
onemlidir. Bu calismada hastalarin kanama durumlari ile ilgili bilgi elde
edinmek amaciyla, von Willebrand hastaligi i¢in gelistiriimis olan kanama
anketi uygulandi.
(http://c.ymcdn.com/sites/www.isth.org/resource/resmar/ssc/bleeding _typel

vwd.pdf).
Tablo 3.3'de 0 ila 3 arasinda degisen semptom spesifik skorlama

anketi verilmistir. Semptom skorlarinin toplami ile kanama skoru (KS) elde
edilmektedir. Kanama skoru sonucu 3’Un altinda olanlar negatif sonug,
kanama skoru 3 ve Uzerinde olanlar pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmigtir.
Ankette, burun kanamasi, cilt semptomlari, mindr yaralar, oral kavite
kanamalari, gastrointestinal kanama, post-partum kanama, kas i¢i kanama/
hemartroz, dis c¢ekimi, cerrahi ve adet kanamalari ile ilgili semptomlar

degerlendirilmistir.

3.6. Tam Kan Sayimi

Tam kan sayimi, Coulter prensibi olarak da bilinen, akis sitometresi ve
empedans olgim sistemlerini kullanan LH780 (Beckman Coulter) marka
cihaz kullanilarak yapilmistir. Bu yéntemle hemoglobin, hematokrit, MCV
(Mean cell volume), I6kosit, trombosit, MPV (Mean platelet volume) ve RDW
(Red cell distribution width) degerleri elde edilmigtir. Tam kan sayimina ait
parametreler icin referans araliklari Tablo 3.1’de verilmistir.


http://c.ymcdn.com/sites/www.isth.org/resource/resmgr/ssc/bleeding_type1_vwd.pdf
http://c.ymcdn.com/sites/www.isth.org/resource/resmgr/ssc/bleeding_type1_vwd.pdf

Tablo 3.1. Hemoglobin, hematokrit, MCV, |6kosit, trombosit, MPV ve

icin referans araliklari
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RDW

Birim Referans Araligi
Hemoglobin gr/dL Erkek: 13,8 -17,2 Kadin: 12,1 - 15,1
Hematokrit % Erkek: 40,7 - 50,3 Kadin: 36,5 - 46,3
MCV fL 80,4 -95,9
Lokosit x10%/uL 4,1-11,2
Trombosit x10%/uL 159 — 388
MPV fL 6,5-11,6
RDW % 11,7-14,6

3.7. Koagiilasyon Testleri

Sekil 3.5’te belirtildigi gibi sekonder hemostazin degerlendiriimesine

yonelik koagulasyon testleri olan PT, INR (International Normalized Ratio),
aPTT, TT, Fibrinojen ve Faktor VIII duzeyi BCS-XP (Siemens) cihazinda

calisiimistir.
intrensek Ekstrensek
Pihtilasma FXil Fill Pihtilasma
Yolagi FXI L] Yolagi
FIX faktorii)
Fvi
FVIi

aPTT

{aktive Parsiyel
Tromboplastin Zamani)

Fibrinojen

PT

(Protrombin Zamani)

). Fibrin

(Trombin Zamani)

Sekil 3.5. Sekonder hemostazin degerlendiriimesine yonelik koagulasyon

testleri
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PT testi koagulasyonun ekstrensek yolaginin degerlendiriimesi igin
kullanilir. Bu test ile, Faktror I, II, V, VII, X'un etkinligi degerlendirilir. Bu test
icin, hastadan kan 6rnegi sodyum sitrat (%3,2) igceren kan tuplerine alinir.
Ornek, santrifiij edilerek kan hiicrelerinden ayrilir plazma elde edilir. Sodyum
sitratin antikoagulan etkisini kaldirmak igin tupe kalsiyum eklenir.
Koagullasyon mekanizmasinda, ekstrensek faktoru aktif etmek igin, test
tiptine doku faktort eklenir ve ornekte pihti olusumu beklenir. Bu test igin
kullanilan doku faktdorine goére PT de@eri laboratuvarlar adasinda farklilik
gOsterebilmektedir. Sonuglarin laboratuvarlar arasinda standardizasyonu igin
INR (International normalized ratio) degeri kullaniimaktadir. INR degeri,
hastanin PT degerinin, saglikli kontrol plazma PT degerine oraninin ISI

(international sensitivity index) kuvvetiyle hesaplanir.

PT'{"H' el
INR=| ————
(PTnornml)

aPTT testi, koagulasyonun intrensek yolaginin degerlendiriimesinde
kullaniir. Bu test ile Faktor I, I, V, VI, IX, X, XlI, XlIInin etkinligi
degerlendirilir. Bu test igin, hastadan kan 6rnedi sodyum sitrat (%3,2) iceren
kan tiplerine alinir. Ornek, santrifiij edilerek kan hicrelerinden ayrilir ve
plazma elde edilir. Sodyum sitratin antikoagulan etkisini kaldirmak icin tlpe
kalsiyum eklenir. Koagulasyon mekanizmasinda intrensek faktérli aktive
etmek igin, test tuplne aktivator eklenir ve ornekte pihti olugsma suresi
Olculdr.

TT testi, koagllasyonun fibrinolitik yolaginin etkinliginin élgimunu
saglar. Bu testte, trombin kullanilarak fibrinojenin fibrine dénisimi
saglanmaktadir. Bu test igin, hastadan kan o6rnedi sodyum sitrat (%3,2)
iceren kan tuplerine alinir. Ornek, santrifilj edilerek kan hicrelerinden ayrilir
ve plazma elde edilir. Elde edilen plazmaya trombin eklenilerek érnegin pihti

olusturma suresi takip edilir.
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Fibrinojen duzeyinin belirlenmesi igin modifiye edilmig Clauss
yontemin kullaniimaktadir. Fibrinojen konsantrasyonu bilinen standart plazma
(ticari), seri dilusyona tabi tutularak farkli konsantrasyonlar elde edilir. Bu
plazmalara, ¢ok yuksek trombin konsantrasyonlari eklenerek koagulasyon
induklenir  ve pihtilasma  zamani Olcdldr. Azalan fibrinojen
konsantrasyonlariyla artan pihtilasma zamanina gore standart grafik ¢izilir ve
bu grafik araciligiyla fibrinojen dizeyi olgular.

Faktor VIII duzeyinin tespit edilmesi, hemofili A tanisi igin gereklidir.
Faktor VIII gibi intrensek yolak faktorlerindeki bir eksiklik, aPTT degerinin
uzamasina neden olmaktadir. Faktor VIII aktivitesi olgumud igin, standart
insan plazmasi (ticari) imidazol tamponu ile seri dilisyona tabi tutularak farkl
konsantrasyonlarda plazmalar elde edilir ve elde edilen plazmalara Faktor
VIII'i eksik olan (ticari) plazma eklenerek aPTT degeri izlenir. Azalan Faktor
VIII konsantrasyonlarina karsin uzayan aPTT degerleriyle standart egri gizilir.

Bu standart egri kullanilarak Faktor VIl aktivitesi tayin edilir.

PT (Prothrombin Time), INR (International Normalized Ratio), aPTT
(activated Partial Tromboplastin Time), TT (Thrombin Time), Fibrinojen ve

Faktor VIl testleri icin referans araliklari Tablo 3.2'de verilmistir.

Tablo 3.2. PT, aPTT, INR, TT, Fibrinojen ve Faktor VIl testleri igin referans

araliklari

Birim Referans Araligi
PT sn 11,3-14,7
INR - 0,8-1,2
aPTT sn 225-32
TT sn 14-21
Fibrinojen mg/dL 180 — 350
Faktor Vil % 53-170
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3.8. Trombosit fonksiyon testleri

3.8.1. Hastalarin hazirlanmasi

Hastalardan, trombosit fonksiyon testleri icin 8 adet 3 ml’lik sodyum sitratli
tuplere kan alindi ve hastalara kanama durumlariyla ilgi bir kanama anketi
yapildi. Kanlar alindiktan sonra her tip 5-6 kez yavascga ters yuz edilerek
sodyum sitratin kanla karismasi saglandi. Kan tuplerinde belirlenen miktarin
Uzerinde ya da asagisinda olan kanlar ve hemolizli érnekler ¢calismaya dabhil
edilmedi.
Trombosit fonksiyon testleri icin kan vermeden 10-14 gin Once
asagidaki ilaclarin kesilmesi dnerilmektedir.
e Aspirin veya aspirin igeren preperatlar
e Non-steroid anti-imflamatuvarlar (Naproksen, ibuprofen,
indometazin, mefenamik asid)
e Antibiyotikler (Penisilin, sefalosporin, nitofurantoin,
amfoterasin vs)
e Antihistaminikler
e Trisiklik antidepresanlar (imipramin)
e Anti-trombosit ilaglar (Klopidogrel, dipiridamol, tiklopidin,
trikagrelor, prasugrel)
e Antikoagulatnlar (Heparin, vitamin K antagonistleri)
e Teofilin
e Kemoterapotikler (Vinkristin)
e Fenotiyazinler (Klorpromazin)
e Lokal ve genel anestezi (Halotan)
e Radyokontrast madde
e [3-adrenerjik blokuler (Propranolol)
e Vazodilatorler (Nitroprusid, nitrogliserin)
e Diretikler (Furosemid)

e Kalsiyum kanal blokurleri
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o Kan vermeden 1-2 gun once sogan, sarimsak, zencefil,
ginseng, balik yagi, vitamin C, vitamin E, alkol ve kafein
alinmamalidir.

o Kan vermeden 6nce 10-12 saatlik aclik gereklidir.

3.8.2. Orneklerin santrifiijii

Ornekler, trombositten zengin plazma (PRP: Platelet rich plasma) elde
etmek igin, 1000xg’de 15 dakika, trombositten fakir plazma (PPP: Platelet
poor plasma) elde etmek i¢in 3700xg’de 7 dakika santriflj edildi.

3.8.3. ADP ile induklenen agregasyonun incelenmesi

ADP’nin agregasyon Uzerindeki etkileri, 2 yM ve 6 yM olmak tzere iki
farkll konsantrasyon U(zerinden degerlendirildi. icinde karistirici bulunan
kivete 500 uL plasma eklenerek Chrono-Log cihazina yerlestirilir ve 37°C’ye
gelmesi beklenir. Oda sicakligina gelen ADP reaktifinden plasma igine 3 pL
ADP eklenerek 6 uM’'lik ADP konsantrasyonu elde edilir. En az 4 dakika
suresince agregasyon grafigi takip edilir. Takiben 500 pyL plazma igine 3 uL
ADP eklenerek 6 uM’'lik konsantrasyon elde edilir. Benzer sekilde en az 4
dakika suresince agregasyon grafigi takip edilir, ADP ile indlklenen
agregasyon %70 ve Uzerinde seyretmisse “normal’, seyretmemisse
“anormal” kabul edilir (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7).
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Sekil 3.6. Dusik doz ADP (2 uM) ile izlenen normal agregasyon (%75, mavi)

ve yuksek doz ADP (6 pM) ile izlenen normal agregasyon (%73, siyah)
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3.8.4. Epinefrin ile induklenen agregasyonun incelenmesi

Epinefrinin agregasyon uzerindeki etkilerini degerlendirmek igin, icinde
karigtirici bulunan kutvete 500 uL plazma eklenerek Chrono-Log cihazina
yerlestirilir ve 37°C’ye gelmesi beklenir. Oda sicakhina gelen epinefrin
reaktifinden plazma igine 0,5 uL eklenir, bdylece son konsantrasyonu 1 yM
olur. 10-12 dakika sureyle agregasyon grafigi takip edilir. Epinefrin eklenmesi
ile elde edilen agregasyon grafigi %70 ve Uzerinde ise “normal”’, %70’in
altinda “anormal” kabul edilir (Sekil 3.8 ve 3.9).

3.8.5. Kollajen ile indiiklenen agregasyonun incelenmesi

Kollajenin agregasyon uzerine olan etkilerini incelemek Uzere, 6nce
icinde karigtirici bulunan kuvete 500 pL plasma eklenerek Chrono-Log
cihazina yerlestirilir ve 37°C’'ye gelmesi beklenir. Oda sicakligina gelen
Kollajen reaktifinden plazma igine son konsantrasyon 1 pg/mL olacak
sekilde, 500 uL PRP’ye 0,5 uL kollajen eklenilerek, agregasyon grafigi
gozlenir. Kollajen ile elde edilen agregasyon grafigi %70 ve uzerinde

seyretmisse normal, seyretmemisse “anormal” kabul edilir (Sekil 3.8 ve 3.9).
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Sekil 3.8. Epinefrin ile indliklenen normal agregasyon (%92, mavi) ve kollajen

ile indUklenen normal agregasyon (%91, siyah)
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Sekil 3.9. Epinefrin ile induklenen anormal agregasyon (%16, mavi) ve

kollajen ile indUklenen anormal agregasyon (%37, siyah).

3.8.6. Ristosetin ile indiiklenen agregasyonun incelenmesi

Ristosetinin agregasyon Uzerindeki etkileri, 0,5 mg/ml ve 1,25 mg/mi
olmak Uzere iki farkli konsantrasyon Uzerinden degerlendiriimektedir.
Ristosetin’in agregasyon Uzerine olan etkilerini incelmek igin, icinde manyetik
karistirici bulunan kuvete 250 pL PRP agregometri cihazina konulur ve
37°C’ye gelmesi beklenir. Bu arada ristosetinin oda sicakligina gelmesi
beklenir. Kuvetlerin igerisine 1 uL ristosetin eklenilerek 0,5 mg/mL’lik
konsantrasyon elde edilir ve en az 4 dakika boyunca agregosyon grafigi takip
edilir. DUsUk konsantrasyonda ristosetin ile indiklenen agregasyon %10’un
altinda seyretmisse “normal”, seyretmemisse “anormal” kabul edilir. Takiben
250 pyL PRP igine 2,5 L ristosetin eklenerek 1,25 mg/ml’lik ristosetin
konsantrasyonu elde edilir. Benzer sekilde en az 4 dakika suresince
agregasyon grafigi takip edilir, ylksek konsantrasyonda ristosetin ile
indUklenen agregasyon %70 ve Uzerinde seyretmigse “normal’,

seyretmemigse “anormal” kabul edilir (Sekil 3.10 ve 3.11).
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Ornek hacmi, 250 uL oldugu igin, kivetin cihazin optik okuyucusuyla

ayni duzeye gelmesi igin tupun altina bir destek yapistirilarak tupun

yuksekligi arttirilir.

Trace 1 Trace 3

0 (L(V [T A il it

10
20

30 \

40 \\

Percent

60

70

80

20

100

1:00 2:00 3:00 4:00
Time [min:sec)

12
16
20
24
28
32
36

40

Maxh

Maxh

OHMS

Channel 1

Ristocetin 1.25 rg/nd
Gain

A
52%

64
0:10
z10

Channel 2
Ristocetin 0.5 mg/rl

Gain

L ]
2%

31
o
2.3

Channel 3

Channel 4

Sekil 3.10. Duglk doz ristosetin ile izlenen normal agregasyon (%2, siyah) ve

yuksek doz ristosetin ile izienen anormal agregasyon (%52, mavi)
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Tablo 3.3. Kanama Skorlamasi
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tedavisi

Skorlama
Semptomlar
0 1 2 3
Burun Kanamasi: 5 dk’dan uzun siren ya da tibbi destek Yok ya da Transfizyon,
N . Var Tampon, koter
gereken kanama onemsiz replasman
Cilt Semptomlari: Spontan ya da Hafif travmada >3cm YOk ya_da Pe.tl§| ya da Hematom Tibbi konsiltasyon
onemsiz ekimoz
Minor Yaralar: Ylzeysel kesiklerde 5dk’dan uzun siren Yok ya da Var (1-5 , Cerrahi ya da kan
N . . Tibbi bakim .
kanama onemsiz epizod/yil) transflizyonu
Oral Kavite Kanamalari: Spontan 1 dk tizerinde slren
belirgin kanli takarak, flrgala.ma son.raS| siddetli kanama, dis Yok ya da . Cerrahi ya da kan
cikarirken doktor muayenesi gerektiren kanama, yanak- Snemsiz Var Tibbi bakim transfiizvonu
dudak-dil 1siriklari sonrasi 5 dk Gizerinde kanama ya da y
Onemli dil/agiz kanamalari
Gastrointestinal Kanama YOK ya_da Var Tibbi bakim Cerratn ya da kan
onemsiz transflizyonu
Post-Partum Kanama YOK ya_da var, o!e.mlr Kan tral.i\s.fuzyonu, Histerektomi
onemsiz tedavisi D&C, sutur
Kas i¢i Kanama/Hemartroz YOk ya_da Var Tibbi bakim Transflizyon, girisim
onemsiz
Di kimi (En Agir Epizod): Di kimind ik I
is gekimi (En gl'r pizod): Dis ge |m_|.n © gecikmeye yo YOk ya.da Var Satur ya da tampon | Transfiizyon
acan kanama veya iglem sonrasi uzun siren kanama onemsiz
Cerrahl (En Agir Epizod): Cerraha gore uzun, taburculugu Yok ya.da Var Satar ya da tekrar Transfiizyon
geciktiren ya da destek gereken onemsiz cerrahi
Yok ya da Konsdltasyon, .|Iag T_ransfuzyor?,
Adet Kanamalari Snemsiz Var kullanimi, demir histerektomi, D&C,

replasman tedavisi
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4. BULGULAR

4.1. Trombosit Fonksiyon Testlerinin Stabilizasyon Caligmalari

Trombosit fonksiyonlarinin, zaman igerisinde nasil etkilendigini gérmek
amaciyla 20 saghkli gonadllu katilimcidan (yas arahigi: 20-45) kan alindi.
Trombositten zengin plazma ve kontrol olarak da trombositten fakir plazma
kullanilarak, agregometri cihaziyla trombosit fonksiyonlari 0, 2, 4 ve 8.
saatlerde degerlendirildi. Oda isisinda bekletilen 6rneklerde zaman iginde
farkli agonistler ile uyarilan trombositlerin aktivasyonlarinin nasil degistigi
incelendi. ADP (2 uM) ile uyarilan agregasyonda 2. saatte %7 oraninda bir
azalma, 2. saat ile 4. saat arasinda %18’lik bir azalma, 4. saat ile 8. saat
arasinda ise %50’lik bir azalma oldugu goézlendi. ADP (6 pM) ile uyarilan
agregasyonda ise 4. ve 8. saatler arasinda %10 oraninda disme saptandi.
Trombosit fonksiyonlarindaki azalmalarin arasindaki bu fark, istatistiksel
acgidan anlamli bulundu (p<0,05) (Paired-samples t-test; SPSS) Elde edilen p
degerleri, Tablo 4.1’de verilmistir; p<0,05 olan dederler, farkin istatistiksel

olarak anlamli oldugunu belirtmektedir.

Tablo 4.1. Oda i1sisinda bekletilen plazma 6rneklerinde 0, 2, 4 ve 8. saatlerde

trombosit fonksiyonlari arasindaki farkin p degeri Gzerinden degerlendiriimesi

Ove 2 sa 2vedsa | 4ve8sa | Ove8sa
arasindaki | arasindaki | arasindaki | arasindaki
fark fark fark fark

ADP (2 pM) 0,045 0,001 0,000 0,000
ADP (6 pM) 0,615 0,162 0,021 0,006
Epinefrin 0,644 0,269 0,261 0,162
Kollajen 0,273 0,345 0,572 0,416
Ristosetin (1,25 mg/ml) 0,351 0,362 0,083 0,015
Ristosetin (0,5 mg/ml) 0,196 0,447 0,338 0,801
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Calismamizda o6zellikle ADP (2 uM), ADP (6 uM) ve epinefrin ile
uyarilan trombosit agregasyonunun, zaman ilerledikge bozuldugu saptandi.
Oda 1sisinda bekletilen Orneklerde Ozellikle dusuk doz ADP (2 pM) ve
epinefrin ile uyarilan agregasyonda 4. saatten sonra yanlig negatif sonu¢
alma oraninin arttig1 gézlendi. Guglu agonist olan kollajen ve ristosetin ile
uyarilan agregasyonun ise etkilenmedigi tespit edildi. Calisilan 6rneklerde
1. saatte elde edilen sonuglar glvenilir kabul edilerek, 2, 4 ve 8. saatlerde

ka¢ hastada yanlis negatif sonug elde edildigi Tablo 4.2°de gdsterilmigtir.

Tablo 4.2. Trombosit fonksiyon testlerinde 2, 4 ve 8’inci saatlerde elde edilen

yanlig negatif sonuglar (n=20)

Yanlig negatif sonu¢
sayisl 2. saat 4. saat 8. saat
Agonistler
ADP (2 pM) 1 6 13
(%5) (%30) (%65)
ADP (6 pM) 4
0 0
(%20)
Epinefrin 1
0 0
(%5)
Kollajen
0 0 0
Ristosetin (0,5 mg/ml
( g/ml) 0 0 0
Ristosetin (1,25 mg/ml)
0 0 0
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4.2. KML Hastalarinin Degerlendirilmesi

TKP'nin koagllasyon testleri ve trombosit agregasyonu izerine olan
etkilerini analiz etmek icin kronik fazda olan 36’sI kadin, 32’si erkek olmak
Uzere 68 KML calismaya dahil edildi. Bu hastalarin 47’si imatinib, 15
dasatinib ve 6’si nilotinib tedavisi altinda idi. Hastalarin yas ortalamasi 47
(18-78 yas) olarak bulundu. Hastalarin %23,3’'t 60 yas ve Uzerinde, %10,3'U
30 yas ve altinda yer almaktadir. Kadinlarda 45-60 yaslarinda (ortalama, 50),
erkek hastalarda ise 40-50 yas arasinda insidans artisi oldugu saptandi
(ortalama, 43). Kadin ve erkek hastalarinin yas ortalamasi arasindaki fark
anlamli bulundu (p<0,05). Hastalarin yaslara ve cinsiyete gore dagihmlari
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de verilmigtir.
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Sekil 4.1. KML hastalarinin yas dagilimlari
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Sekil 4.2. KML hastalarinin cinsiyete gére yas dagilimlari (Mavi ¢izgi: Erkek,
Yesil Cizgi: Kadin)

TKi kullanan kronik fazdaki KML hastalarinin ait hemoglobin,
hematokrit, MCV, I6kosit, trombosit, MPV ve RDW degerleri Tablo 4.3’'de
verilmistir. Bu hastalarin %21’inde (14/68) hemoglobin, %Z24’Gnde (16/68)
hematokrit, %12’sinde trombosit (5/68) degerleri referans araligina gore
disUk bulundu. Lokosit de@erleri ise hastalarin %4.4’Unde (3/68) referans
arahiginin Uzerinde idi. Bu hastalarin %25’inde (17/68) MCV degerleri
referans araliginin Uzerinde, %4,4’Unde (3/68) referans araliginin altinda
bulundu. Hastalarin %13,2’sinde (9/68) MPV degerleri referans araliginin
altinda, %44,17’inde (30/68) RDV degerleri referans arahiginin lzerinde

saptandi.



Tablo 4.3. Calismaya katilan hastalarin

(Min:minimum, Maks:maksimum, SS:standart sapma)
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tam kan analiz sonuclari

Min Maks |OrtalamatSS | Referans Aralik
Yas 18 78 47,0+13,4 -
Hemoglobin 8,9 17,9 13,0%1,7 11,7-15,5 gr/dl
Hematokrit 26,9 47,1 37,914,7 % 34,5-46,3
MCV 64 103 92,2+6,8 80,4-95,9 fL
Lokosit 2,1 19,5 6,742,5 4,1-11,2 x10%/uL
PLT 103 456 234,7474,5 | 159-388 x10*/uL
MPV 5,3 11,3 7,5+1,1 6,5-11,6 fL
RDW 12,4 17,5 14,5+1,3 %11,7-14,6

KML Hastalarina ait PT, aPTT, INR, TT, fibrinojen degerleri ve FVIII
aktiviteleri Tablo 4.4’de verilmigtir. Bu hastalarin %1,5’inde (1/68) PT,
%3’inde aPTT, %1.5’inde (1/68) TT dederi, referans araliginin Uzerinde

bulunmustur. Butun hastalarin Faktor VIII degerleri ise normaldir.

Tablo 4.4. Calismaya katilan hastalarin koagulasyon testlerinin sonuglari

(Min:minimum, Maks:maksimum, SS:standart sapma)

Min Maks OrtalamaxSS | Referans Aralik
PT 10,1 20,3 12,8+1,4 11,3-14,7 sn
INR 0,9 1,74 1,0+0,1 0,8-1,2
aPTT 20,0 33,0 27,612,8 22,8-32 sn
TT 10,2 22,1 16,5+2,0 14-21 sn
Fibrinojen 192 560 325,7+68,4 180-350 mg/dL
Faktor Vil 94 153 120,2+11,2 %70-150
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Hastalara, von Willebrand hastaligi igin kullanilan bir kanama anketi
uygulandi. Hastalarin; burun kanamasi, cilt kanamasi, mindr yaralari, oral
kavite kanamalari, gastrointestinal kanama, post-partum kanama, kas igi
kanama/hemartroz, dis c¢ekimi, cerrahi sonrasi kanama ve adet kanama
durumlari incelendi. Anket sonuclarina goére 2 burun kanamasi, 5 cilt
kanamasi, 2 min6r yara, 2 dis ¢ekimi sonrasinda uzamigs kanama ve 5
uzamis adet kanamasi olmak Uzere toplam 16 hastada kanama saptandi (1
hastada hem burun kanama hem cilt semptomlari mevcuttu).

Hastalarin anket skorlari toplanarak kanama skoru elde edildi; 15
hastanin 12’sinde (%17,65) kanama skoru 1 bulundu, 3’Unde ise (%4,41)
kanama skoru 2 olarak tespit edildi. Kanama semptomu gdsteren hastalarin
timinde, kanama siddeti anket pozitifligini saglamaya yetmeyecek dizeyde
(kanama skoru<3) oldugu ic¢in “mindr kanama” olarak kabul edildi. Kanama

anketi sonuclari Sekil 4.3'de verilmistir.

lxanama Skoru

B i<anama Skoru 0
Bl <anama Skoru 1
[ JIanama Skoru 2

Sekil 4.3. Kanama anketi uygulanan 68 KML hastasinin kanama skorlari
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Kanama skorlari ile TKi kullanimi arasindaki iliski incelendiginde,
imatinib kullanan KML hastalarinin (n=47) 12'sinde (%25.6), dasatinib
kullanan KML hastalarinin (n=15) 3’inde (%20) minér kanama yakinmalari
gozlendi. Nilotinib kullanan hastalarin (n=6) hicbirinde kanama bulgusu
g6zlenmedi. Toplamda TKI kullanan 68 KML hastasinin 15’inde (%22)
kanama saptandi, bunun %17,6'sinda kanama skoru 1 ve %4,4’Unde
kanama skoru 2 bulundu (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. TKI kullanimina gore kanama skorlarinin degerlendirilmesi

Kanama Skoru Toplam
0 1 2
N 35 10 2 47
imatinib
% %74,5 %21,3 %4,3 | %100,0
N 12 2 1 15
TKI [ Dasatinib
% %80,0 %13,3 %6,7 |%2100,0
N 6 0 0 6
Nilotinib
% %2100,0 %0,0 %0,0 |%200,0
N 53 12 3 68
Toplam
% %77,9 %17,6 %4,4 |%2100,0

Galismamizda imatinib kullanan hastalarin %29,8’'inde (n=14), nilotinib
kullanan hastalarin %50’sinde (n=6), dasatinib kullanan hastalarin %40’inda
(n=3) trombosit fonksiyonlari bozuk bulunmustur. imatinib kullanan
hastalarda (n=47), ADP (2uM) ile indiklenen agregasyonda 12 Kkiside
(%25,5) bozukluk gézlendi, dozun yukseltiimesiyle (ADP 6uM) agregasyon
bozuklugu gdsteren hastalarin 9’'unda (%19,1) duzelme izlenirken, 3’Unde
(%6,4) duzelme go6zlenmedi. Epinefrin ile indlklenen agregasyonlarin

%17’sinde bozukluk goézlendi. Dasatinib kullanan hastalarda (n=15), ADP
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(2 uM) ile induklenen agregasyonda 5 kiside (%33,3) dusukluk gozlenirken,
dozun yukseltiimesiyle (ADP 6 pM) hastalarin 1’inde (%6,6) duzelme
gOzlendi, 4’Unde (%26,6) ise dizelme saptanmadi. Epinefrin ile indiklenen
agregasyonlarin  %33,3'Unde agregasyon bozuklugu goézlendi. Nilotinib
kullanan hastalarda (n=6), ADP (2 uM) ile indUklenen agregasyonda 1 kiside
(%16,6) dusuk aktivite gozlenirken, ADP dozunun yukseltiimesiyle (6 pM)
agregasyon bozuklugunda bir dizelme izlenmedi. Epinefrin ile indiklenen
agregasyonlarin %33,3’'linde agregasyon bozuklugu gdzlendi. TKi kullanan
KML hastalarinda trombosit fonksiyon testleri ile saptanan agregasyon

bozukluklari Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. TKi kullanan KML hastalarinda farkli agonistler ile saptanan

trombosit fonksiyon bozukluklari (Epi:Epinefrin, Kol:Kollajen)

ADP ADP ) Ristosetin Risto
% Epi Kol
(2uM) (6uM) (0,6mg/ml) (1,25mg/ml)
imatinib %25,5 %6,4 %17 %4,2 %0 %4,2
(n=47) 12 3 8 2 0 2
Dasatinib %33,3 | %26,6 | %33,3 | %13,3 %6,6 %0
(n=15) 5 4 5 2 1 0
Nilotinib %16,6 | %16,6 | %33,3 %0 %0 %0
(n=6) 1 1 2 0 0 0

Elde edilen bu sonuglar, trombosit fonksiyon bozukluk tiplerine gore
incelendi ve yorumlandi. imatinib kullanan hastalarin %25,5'inde (n=12);
dasatinib kullanan hastalarin %33,3’Unde (n=5); nilotinib kullanan hastalarin
ise %16,7’sinde (n=1) sekresyon tipi bozukluk saptandi. Toplam olarak KML
hastalarinin %26’sinda (18/68) sekresyon tipi trombosit fonksiyon bozuklugu
g6zlendi. Sekresyon tipi bozukluk, ADP (2 uM) ile induklenen agregasyonda
sekonder dalga gézlenmemesi ve epinefrin ile indiklenen agregasyonda

azalmis sonug gézlenmesiyle karakterize bir fonksiyon bozukluk tipidir.
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TKi kullanimina bagh goérilen sekresyon tipi trombosit fonksiyon

bozuklugu Sekil 4.4’de verilmistir.

o
%35.00 - Yodnd 50

%3000 7 42550

%25,00 4

520,00 - %186,70
%1500 -

%10,00 4

% 500 4

% 0,00 <
Imatinib Dasatinib Milotinib
Tirozin Kinaz inhibitorleri

Sekresyontipitrombosit
fonksiyon bozuklugu (%)

Sekil 4.4. TKi kullanan KML hastalarinda goriilen sekresyon tipi trombosit

fonksiyon bozuklugu

TKi'leri kendi aralarinda karsilastirildiginda; dasatinib, imatinibe gére
ADP (2 ve 6 uM), epinefrin ve kollajen ile indiklenen trombosit
aggregasyonunu daha fazla bozmaktadir, ancak bu fark anlami degildir.
Nilotinib, imatinibe gore ADP, kollajen ve ristosetine yaniti etkilememekte,
sadece epinefrin ile indlklenen trombosit aggregasyonunu bozmaktadir,
ancak bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). imatinib,
Dasatinib ve Nilotinib kullanan hastalarda ADP, epinefrin, kollajen ve
ristosetin ile indlklenen trombosit agregasyon yuzdeleri Sekil 4.5°de
verilmistir.

Tirozin kinaz inhibitorleri ile trombosit fonksiyon defektleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadidini anlamak igin Pearson
Ki-kare testi uygulandi. Farkli tirozin kinaz inhibitorleri kullanan KML
hastalarinin trombosit fonksiyonlari arasinda anlamli bir fark bulunmadi
(p>0,05). Calismadaki tim hastalar birlikte degerlendirildiginde TKi'lerin
trombosit fonksiyonlarini %26,5 oraninda bozmakta oldugu saptandi.
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Sekil 4.5. imatinib, Dasatinib ve Nilotinib kullanan hastalarda ADP, epinefrin,

kollajen ve ristosetin ile indiklenen trombosit agregasyon yuzdeleri

TKi  kullanan KML hastalarinda zaman zaman kanama
g6zlenmektedir. Bu kanamanin sebebinin trombosit disfonksiyonu oldugu
dUsundlmektedir. Bu ¢alismada KML hastalarinin trombosit fonksiyonlari ve
kanama bulgulari arasinda iligki olup olmadigini incelemek igin korelasyon
analizi yapildi. Calismaya katilan batin hastalarin; trombosit fonksiyon
durumlariyla kanama bulgulari arasinda negatif yonde zayif bir iliski bulundu
(r:-0,158). imatinib kullanan hastalarda negatif ydénde zayif bir iligki
bulunurken (r:-0,231), dasatinib ve nilotinib kullanan hastalarda iligki
bulunmadi.
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Imatinib  kullanan hastalarin  kanama durumlarinin  trombosit
fonksiyonlari ile olan iligkisi Tablo 4.7°de verilmistir. Kanamasi olan hastalarin
%91.7’sinin  trombosit fonksiyonlari normal bulunmustur, %8.3’Unde
sekresyon bozuklugu goézlenmistir. Kanamasi olmayan hastalarin ise
%68,6’sinin trombosit fonksiyonu normal bulunmus, %31’inde sekresyon
bozuklugu gézlenmigtir. Kanamasi olmayan hastalarda trombosit fonksiyon
bozuklugunun oransal olarak daha fazla gbézlenmis olmasi, korelasyonda

negatif yonde bir iligki bulunmasina neden olmustur (r:-0,231).

Tablo 4.7. imatinib kullanan KML hastalarinin trombosit fonksiyonlari ile

kanama durumlarinin karsilastiriimasi

Kanama Durumu Toplam
Kanama Yok | Kanama Var
N 24 11 35
Normal TFT
% 68,6 %91,7 %74,5
imatinib
N 11 1 12
Sekresyon
bozuklugu % %31,4 %38,3 %25,5
N 35 12 47
Toplam
P % %100 %100 %100

Dasatinib kullanan hastalarin kanama durumlarinin trombosit
fonksiyonlari ile olan iligkisi Tablo 4.8’de verilmistir. Kanamasi olan hastalarin
%66,6’sinin  trombosit fonksiyonlari normal bulunmustur, %33,3’lUnde
sekresyon bozuklugu gozlenmigtir. Bu oranlar, kanamasi olmayan hastalar
icin de gecerlidir. Kanamasi olan hastalarla olmayan hastalar arasinda bir
korelasyona rastlanmamistir (r:0,00).
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Tablo 4.8. Dasatinib kullanan KML hastalarinin trombosit fonksiyonlari

ile kanama durumlarinin karsilastiriimasi

Kanama Durumu Toplam
Kanama Yok | Kanama Var
N 8 2 10
Normal
% %66,6 %066,6 %66,6
Dasatinib
N 4 1 5
Sekresyon
bozuklugu % %33,3 %33,3 %33,3
N 12 3 15
Toplam
% %100 %100 %100

Nilotinib kullanan hastalarin hi¢ birinde kanama gézlenmedi ancak
hastalarin %16,6’sinin trombosit fonksiyonu bozuk bulundu. Nilotinib igin,
kanama yakinmasi olan hasta olmadigindan, trombosit fonksiyonu ile

kanama durumu arasinda da bir iliski bulunamadi (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Nilotinib kullanan KML hastalarinin trombosit fonksiyonlari ile

kanama durumlarinin karsilastirilmasi

Kanama Durumu
Toplam
Kanama Yok
Normal N
o TET > >
Nilotinib

Sekresyon | N 1 1
bozuklugu

Toplam N 6 6
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5. TARTISMA

Kronik miyeloid 16semi (KML), miyeloid &ncul hudcrelerin  artmig
proliferasyonu ve azalan apoptozisi ile seyreden klonal neoplastik bir
hastaliktir. Hastalik gelisim ve seyrinde temel patogenetik olay Philadelphia
kromozomu t(9;22) varligidir. KML'nin ginumuazdeki tedavisi kronik tirozin
kinaz inhibisyonudur (TKIi). Ulkemizde mevcut oral tirozin kinaz inhibitorleri
imatinib (Gleevec), Dasatinib (Tasigna), ve Nilotinib (Sprycel)dir. Erken
kronik faz KML’de birinci basamak imatinib tedavisine yanitin
degerlendirmesi European Leukemia Net (ELN) Olgutlerine gore
yapilmaktadir. Birinci nesil TKi olan imatinib tedavisine intolerans veya direng
gelisimi gozlendiginde, ikinci nesil tirozin kinaz inhibitdrlerine gecilmesi
dnerilmektedir. Birinci ve ikinci nesil TKi’leri Sekil 5.1°de verilmistir. ikinci nesil
TKi kullanimi sirasinda hastanin klinik ve laboratuvar takibi yapilir ve yeterli
yanit alinmadiginda uygun donér bulunan hastalar icin allojenik kdk hucre
transplantasyonu planlanir (45).

KML tedavisinde TKi'lerin kullanima girmesiyle hastalikta hayatta
kalim blyuk oranda artmistir; hastaligin kronik fazi 3-5 yildan 25 yil ve
Uzerine uzamistir. Hastalarin akselere fazda kalma suresi 12-18 aydan 4-5

yila, blastik fazda kalma sureleri 3-9 aydan 6-12 aya uzamistir.

[ TiroZIN KINAZ INHIBITORLERI ]

ikinci Nesil

NILOTINIB
BOSUTINIB

PONATINIB
BAFETINIB

Sekil 5.1. Tirozin kinaz inhibitorleri
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Kronik faz KML hastalarinda zaman zaman goérilen kanama
nedeninin, TKI'lerin yol acgtigi trombosit fonksiyon bozuklugu oldugunu ileri
suren az sayida calisma mevcuttur. Ozellikle daha potent olan ikinci nesil
TKFP'lerin, hematolojik toksisitesinin daha yiiksek oldugu dustnilmektedir
(45). TKi kullanan KML hastalarinda bugiine kadar yapilan galismalarda TFT
sonuglari ile hastalarin kanama bulgulari arasinda bir iliskilendirme
yapllmamistir. Bu amagla bu tez galismasinda, birinci ve ikinci nesil TKi
kullanan kronik faz KML hastalarinda (n=68) trombosit fonksiyonlarinin
durumu ile kanama bulgulari arasinda bir iligki olup olmadigi incelenmistir. Bu
amagla 47 imatinib, 15 Dasatinib ve 6 Nilotinib kullanan hasta calismaya
alinmistir. Birinci nesil TKi olan imatinibe direng gelistigi durumlarda ikinci
nesil ilaglara gegilmesi nedeniyle Dasatinib ve Nilotinib kullanan gruptaki
hastalarin sayisi daha dusuktur.

Trombosit fonksiyonlarinin dogru bir sekilde degerlendirilebilmesi igin
hastalardan alinan ve oda isinda bekletilen kanin en geg¢ 4 saat icerisinde
test edilmesi gerektidi literatlrde bildiriimektedir, ancak zaman gegtikge hangi
agonistlere yanit olarak trombosit fonksiyonlarinin bozulduguna dair bir bilgi
kaynaklarda yer almamaktadir (46). Calismaya baslamadan once, saglikli
gonullilerden alinan kan érneklerinin ne kadar sure stabil kalabilecegini test
etmek amaciyla stabilizasyon galismalari yapildi. Bunun igin oda sicakliginda
bekletilen kanlarda, 0, 2, 4 ve 8. saatlerde trombosit fonksiyonlarina bakildi.
Bu galismada, dusuk doz ADP (2 uM) ile indlklenen agregasyonun, 2. saatte
%5, 4. saatte %30 ve 8. saatte %65 oraninda yanlis negatif sonug verdigi
go6zlendi. Yuksek doz ADP (6 uM) ile sadece 8.saatte %20 oraninda yanlis
negatif sonu¢ elde edildi. Epinefrin ile indiklenen agregasyonun 2. ve 4.
saatte degismedigi, 8. saatte ise %5 oraninda yanlis negatif sonuca yol acgtigi
g6zlendi. Kollajen ve ristosetin ile indliklenen agregasyon grafiklerinde 2., 4.
ve 8. saatlerde hicbir yanhs negatif sonug elde edilmedi. Bu sonuglara gore,
oda 1sisinda bekleyen orneklerde dusuk doz ADP ile induklenen
agregasyonun ilk 4 saat icinde bozuldugu, yiksek doz ADP, epinefrin,
kollajen ve ristosetin ile induklenen agregasyonun daha stabil kaldigi

saptandi. Trombosit fonksiyon testlerinin 4 saat icinde yapiimasi ve ADP ile
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induklenen agregasyon testlerine oncelik taninmasi, yanhg negatif sonug
eldesini en aza indirecektir.

KML ile ilgili yayinlar incelendiginde, yas dagilimi hastalarin hayatta
kalimi ile orantih olarak degiskenlik gostermektedir. Bazi bati Ulkelerinde
KML hastalarinin yas dagihimi 50-60 yil arasinda degisebilirken, bazi dogu
ulkelerinde bu yas arahdr 35-40 yil arasindadir (47,48). KML sikhgi
incelenirken Uulkeler, cografik bolgeler ve finansal farkliliklar géz 6nune
alinmalidir. Bizim ¢alismamizda hastalarin yas ortalamasi 35-55 yil arasinda
yogunluk gostermektedir (ortalama 47 yil). Cinsiyetler arasindaki yas dagilimi
incelendiginde kadinlarda 40-60 yaslarinda (ortalama, 50), erkek hastalarda
35-50 yas arasinda yogunluk oldugu saptanmistir (ortalama, 43). Kadin ve
erkek hastalarinin yas ortalamasi arasindaki fark anlamli bulunmustur
(p<0,05). Litaratirde yer alan c¢alismalarda, KML'nin erkeklerde daha sik
gorildugu saptanmakla birlikte, bizim ¢alismamizda ise bunun aksine
erkek/kadin orani 0,88/1 bulunmustur (1,5).

Calismaya dahil edilen hastalara, kanama durumlarinin ve bu
kanamalarin siddetinin anlasilmasi i¢in kanama anketi uygulandi. Kanama
anketi, hastalarin kanama  durumlarinin, bilimsel bir temelde
degerlendiriimesi, verilerin standardizasyonu ve TFT sonuglari ile
korelasyonunun incelenmesi igin yapilmistir.

TKi kullanan KML hastalarina uygulanan kanama anketi sonucu,
hastalarin  %22’sinde (n=15), anket pozitifligini saglamaya yetmeyen
(kanama skoru <3), minér kanama yakinmalari gdzlenmistir. imatinib
kullanan hastalarin %25,6’sinda (n=12) ve dasatinib kullanan hastalarin
%20’sinde (n=3) mindr kanama durumu gdézlenmis ancak Nilotinib kullanan
hastalarin hi¢birinde kanamaya rastlanmamistir.

Quintas-Cardama ve ark. TKilerin trombosit fonksiyonlari (izerinde
olan etkilerini incelemis ve imatinib kullanan KML hastalarinin %66,6’sinda
anormal trombosit fonksiyonu gézlemlenmis, nilotinib kullananlarda ise higbir
trombosit fonksiyon bozuklugu gézlemlenmemistir (2). Bizim ¢alismamizda

ise, imatinib kulanan hastalarin %29,8inde (n=33), nilotinib kullanan
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hastalarin %50’sinde (n=3), dasatinib kullanan hastalarin %40’inda (n=9)
trombosit fonksiyonlari anormal bulunmustur.

Bizim c¢alismamizda TKi kullanan KML hastalarinin trombosit
fonksiyonlari incelendiginde, imatinib grubunda %25,5, dasatinib grubunda
%33,3 ve nilotinib grubunda %16,7 oraninda sekresyon tipi trombosit
fonksiyon bozuklugu gozlenmistir. Sekresyon tipi bozukluk; sekonder
agregasyon dalgasinin dusuk ADP konsantrasyonunda izlenmemesi, yuksek
doz ADP uygulandiginda ise yeniden go6zlenmesi ile karakterizedir.
Sekresyon tipi bozukluk godsteren bu hastalarin %50’sinde epinefrin ile
sekonder agregasyon kaybi izlenmigtir.

Quintas-Cardama ve ark.’nin Dasatinib kullanan 138 hastada
yaptiklari ¢calismada (%35 blast faz, %31 akselere faz, %12 kronik faz) %23
hastada kanama saptanmistir, bunlarin %7’sinde kanama skoru 3’Un
Uzerinde bulunmustur. Kanama saptanan bu hastalarin %97’sinde temel
koagulasyon testleri normal bulunmustur. Kronik fazda olan bu hastalarin,
%37,5'inde Ust gastrointestinal kanama, %62,5’'inde alt gastrointestinal
kanama, %12,5'inde dis eti kanamasi ve %12,5’'inde uzamis adet kanamasi
g6zlenmistir (3).

Bizim calismamizda kronik fazdaki 68 KML hastasinin %94’Gnde
temel koagulasyon testleri normal bulunmus ve hastalarin %22’sinde minor
kanama go6zlenmistir; %17.7’sinde kanama skoru 1, %4.4’'Unde kanama
skoru 2 bulunmustur. imatinib kullanan ve kanamasi olanlarin (n=12);
%91,7’sinde (n=11) koagulasyon testleri ve TFT sonuglari normal
bulunmustur. imatinib kullanan ve kanama gézlenen hastalar arasinda burun
kanamasi %16.6 (n=2), cilt kanamasi %33.3 (n=4), min6r yara %16.6 (n=2),
dis eti kanamasi %16,6 (n=2), uzamis adet kanamasi %25 (n=3) oraninda
rastlanmistir. Dasatinib kullanan ve kanamasi olan hastalarin (n=3);
%66,6'sinda (n=2) koagulasyon ve TFT sonuglari normal bulunmustur.
Kanama g0steren dasatinib hastalarinin (n=3); %33,3’inde (n=1) cilt
semptomlari, %66,6’sinda (n=2) uzamig adet kanamalari saptanmigtir.

Nilotinib kullananlarda ise hi¢ kanama semptomu gozlenmemigtir.
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Bizim  calismamizda, imatinib  kullanan  hastalarda  dusuk
konsantrasyonda ADP (2 pM) ile induklenen agregasyonda %25,5, epinefrin
ile indUklenen agregasyonda ise %17 oraninda bozukluk saptanmigtir.
Dasatinib kullanan hastalarda epinefrin ile indtklenen aggregasyonda %33,3
oraninda bir bozukluk oldugu saptadi. Quintas-Cardamave ark (2) dasatinib
icin, epinefrin ile indUklenen agregasyonda inhibisyonun gdzlendigini
belirtmiglerdir (2). Dasatinib sonucumuz Quintas-Cardama’nin galismasi ile
uyumludur (2). Quintas-Cardama ve ark. ¢alismalarinda dasatinib grubunda
ADP ile ilgili bir bozukluk saptamadiklari halde biz ¢alismamizda ADP (2 uM)
ile induklenen agregasyonda %33,3 oraninda bozukluk saptadik. Quintas-
Cardama’nin c¢alismasinda trombosit fonksiyon bozukluguna yol agmayan
nilotinib (2), bizim galismamizda epinefrinde %33,3, ADP’de ise %16,6’lik bir
oranla agregasyonda azalmaya neden olmustur.

Arastirmacilar, kronik fazdaki KML hastalarinda; koagulasyon ve kan
degerlerinin normal olmasina karsin kanama gézlenmesinin, TKilerin
trombosit fonksiyonlarini bozmasindan kaynaklanabilecegini
distinmektedirler. Bu c¢alismada, TKi'lerin trombosit fonksiyonlarini,
sekresyon tipi bozukluga neden olarak bozdugu dogrulanmistir ancak
kanama anketi ile elde edilen bulgular, trombosit fonksiyon sonuglariyla
kiyaslandiginda anlamli bir korelasyona rastlanmamistir. Sonug¢ olarak,
tirozin kinaz inhibitorlerinin trombosit fonksiyon bozukluguna yol actigi
saptanmis ancak bu bozukluklarin kanama edgilimi ile bir iligkisinin olmadigi
gorulmastar. Klinik bir bulgu olan kanama diyatezine yalnizca laboratuvar

bulgulari sonugclariyla karar verilmesinin dogru olmadigini dusinmekteyiz.
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6. SONUGLAR ve ONERILER

eKronik fazdaki 68 KML hastasinin %94’Gnde temel koagulasyon
testleri normal iken hastalarin %22’sinde min6ér kanama goézlenmistir; bu
hastalarin %17,7’sinde kanama skoru 1, %4,4’'Unde kanama skoru 2
bulunmustur.

eimatinib kullanan hastalarin %25,6’'sinda ve dasatinib kullanan
hastalarin %20’sinde min6r kanama durumu gozlenmis ancak Nilotinib
kullanan hastalarin hi¢gbirinde kanamaya rastlanmamistir.

eimatinib grubunda %25,5, dasatinib grubunda %33,3 ve nilotinib
grubunda %16,7 oraninda sekresyon tipi trombosit fonksiyon bozuklugu
gozlenmigtir.

eimatinib kullanan ve kanamasi olan hastalarin  %91,7’sinde
koagulasyon testleri ve TFT sonuglari normal bulunmustur.

eDasatinib kullanan ve kanamasi olan hastalarin %66,6’sinda
koagulasyon ve TFT sonuglari normal bulunmustur.

eTirozin kinaz inhibitorleri trombosit fonksiyon bozukluguna vyol
acmaktadir, bu etki ozellikle ikinci jenerasyon TKi'lerde daha belirgindir.
Ancak trombosit fonksiyon bozuklugu ile hastalarda goérilen kanama
diyatezleri arasinda korelasyon saptanamamistir.

eKlinik bir bulgu olan kanama diyatezi tanisi i¢in sadece laboratuvar
sonuglari yeterli degildir, klinik bulgular ve kanama anketi ile birlikte

degerlendirilmelidir.
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