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ABSTRACT

SCREENING FOR BCR-ABL1 P210 IN MYELOBLASTIC LEUKEMIA
PATIENTS AND SEQUENCING OF BCR-ABL1 GENE MUTATIONS IN
IMATINIB-RESISTANT PATIENTS

AZEEZ, Omar Nabeel
M.Sc. in Biology
Supervisor: Prof.Dr. Isikk Didem KARAGOZ
January 2025
71 pages

Imatinib functions as a small molecule inhibitor targeting the BCR-ABL tyrosine
kinase. It has been established as the primary treatment for all recently diagnosed
chronic phase chronic myeloid leukemia patients. The administration of imatinib leads
to a considerable occurrence of complete cytogenetic response. Minimal residual
disease in patients with complete cytogenetic response can be determined by utilizing
gRT-PCR, allowing for further stratification. This thesis focused on various aspects of
molecular monitoring in patients with chronic myeloid leukemia treated with imatinib.
Through sequential analysis of peripheral blood BCR-ABL transcript levels utilizing
gRT-PCR in patients with chronic myeloid leukemia-initiating imatinib therapy, it was
observed that the significant decrease in BCR-ABL transcripts primarily occurred
within a span of 6 months following the initiation of imatinib treatment. It appears that
a plateau in the BCR-ABL transcript level has been observed following 6 months of
imatinib treatment, suggesting a consistent number of remaining BCR-ABL positive
cells. To investigate markers linked to molecular response in chronic myeloid
leukemia patients undergoing imatinib treatment, we examined the mRNA expression
of apoptosis-related genes in peripheral blood nucleated cells from chronic myeloid
leukemia patients starting imatinib therapy. Sanger sequencing was performed on
totally 4 samples which consisted of 3 BCR-ABL patient samples and one control. All

samples tested negative for the T3151 mutation.

KeyWords: CML, imatinib, BCR-ABL, Mutation



OZET

MIYELOBLASTIK LOSEMI HASTALARINDA BCR-ABL1 P210
TARAMASI VE IMATINIB DIRENCLI HASTALARIN BCR ABL1 GENIi
MUTASYONLARININ DiZILENMESI
AZEEZ, Omar Nabeel

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji )
Danmisman: Prof.Dr. Isik Didem KARAGOZ
Ocak 2025
71 sayfa
Imatinib, BCR-ABL tirozin kinazi hedef alan kiigiik molekiillii bir inhibitdr olarak
islev gormektedir. Kronik Myeloid Losemi hastalari i¢in birincil tedavi olarak kabul
edilmistir. Imatinib uygulanmasi, tam sitogenetik yanit(TSY)oraninda énemli bir
artisa yol acar. (TSY) elde eden hastalarda minimal rezidiiel hastalik, qRT-PCR
kullanilarak belirlenebilir ve bu, hastalarin daha ileri diizeyde siniflandirilmasina
olanak tanir. Bu tez, imatinib ile tedavi edilen kronik myeloid 16semi hastalarinda
molekiiler izleme ile ilgili ¢esitli yonlere odaklanmaktadir. Kronik myeloid 16semi
hastalarinda imatinib tedavisine baslanmasini takiben periferik kanda BCR-ABL
transkript seviyelerinin ardisik analizi yoluyla, BCR-ABL transkriptlerinde 6nemli bir
azalmanin esas olarak imatinib tedavisine baslandiktan sonraki 6 ay i¢inde meydana
geldigi gdzlemlenmistir. imatinib tedavisinden sonraki 6 aylik siiregte BCR-ABL
transkript seviyesinde bir plato olustugu goriilmektedir. Imatinib tedavisi géren kronik
miyeloid 16semi hastalarinda molekiiler yanit ile iliskili belirtecleri aragtirmak
amaciyla, imatinib tedavisine baglayan kronik miyeloid l6semi hastalarinin periferik
kanindaki niikleuslu hiicrelerde apoptoz ile iliskili genlerin mRNA ekspresyonunu
inceledik. Sonuglarimiz, tanmi sirasinda diisiik seviyede imatinib tedavisinden sonraki
6 ayda daha iyi bir molekiiler yanit ile iliskili oldugunu géstermektedir. Imatinib’ e
yanit alinamayan 3 BCR-ABL hastast ve 1 kontrol olmak iizere toplam 4 ornekte
Sanger dizilemesi gergeklestirilmistir. Tim ornekler T3151 mutasyonu agisindan

negatif sonug vermistir.

Anahtar Kelimeler: KML, Imatinib, BCR-ABL, Mutasyon.
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BOLUM 1
GIRIS
1.1 Calismanin Amaci

Kronik miyeloid losemi (KML) hastalarinda imatinib tedavisine verilen yanitt
degerlendirmek ve direng gelisimini erken tespit etmek i¢cin molekiiler izleme kritik bir
yaklasimdir. BCR-ABL fiizyon geninin ekspresyon seviyelerinin kantitatif ters
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (gRT-PCR) ile diizenli olarak Olgiilmesi,
hastaligin molekiiler diizeyde izlenmesini saglar. Bu sayede erken direng tespiti
yapilabilir. BCR-ABL transkript seviyelerindeki artis, hastaligin tedaviye yanit
vermedigini veya sekonder direncin gelistigini goOsterebilir. Bunun yanisira, yanit
stratejilerinin diizenlenmesi de saglanabilir. Soyle ki: yetersiz yanit tespit edildiginde, doz
artirimi, ikinci nesil tirozin kinaz inhibitorleri (TKI)” ne (dasatinib, nilotinib, bosutinib)
gecis veya mutasyon analizleri gibi tedavi stratejileri uygulanabilir. Ayrica, uzun donem
takip de kazanmilan diger bir avantajdir. Molekiiler yanitin korunmasi, hastalifin
ilerlemesini 6dnlemek ve tam molekiiler remisyon (MR4.5) gibi hedeflere ulagmak i¢in
hayati onem tasir. Bu calismanin amaci, kronik miyeloid 16semi (KML) hastalarinda
imatinib tedavisine yanitin BCR-ABL p210 diizeyleri lizerinden molekiiler takibini
yapmak ve tedaviye direng gelisen hastalarda direng mekanizmalarini Sanger sekanslama
yontemi ile arastirmaktir. Imatinib tedavisinin baslangicindan itibaren 6 ay sonra BCR-
ABL p210 diizeylerinin yeniden degerlendirilmesi, molekiiler yaniti tespit ederek erken
donemde tedavi basarisizligimi belirlemeyi hedeflemektedir. Tedaviye yanit vermeyen
hastalarda sekanslama analizi ile BCR-ABL geninde mutasyon veya diger genetik
degisikliklerin varlig1 aragtirilarak, imatinib direncinin altinda yatan genetik faktorlerin

ortaya konmasi amaglanmaktadir.



BOLUM 2
GENEL BIiLGILER

2.1 Kronic Myeloid Lésemi (KML)

Kronik Miyeloid Losemi (KML), hematopoietik kok hiicrelerin anormal proliferasyonu
ile karakterize edilen bir patolojik durumdur (O. N., & Sawyers, C. L. (1994).

Hastalik, genellikle ii¢ ila alt1 yil siiren bir kronik evre (KE) ile basglayan belirgin ii¢
asamali ilerleme sergiler. Bunu takiben, sonunda kisa bir terminal blast evresi ile
sonuglanan hizlanmis bir asamaya gecis gerceklesir (Faderl ve ark., 1999; Sawyers, 1999).
KML, iyi belgelenmis sitogenetik anormallikleri ve karmasik molekiiler yollart nedeniyle
en kapsamli sekilde incelenen hastaliklardan biri olarak genis capta kabul edilmektedir.
KML, Philadelphia (Ph) kromozomunun kesfi ile malign bir durumla iligkisi ortaya
konulan ¢igir agict bir insan hastaligi olarak ortaya ¢ikmustir (Nowell & Hungerford,
1960).

Sonrasinda, Ph kromozomunun olusumunun, kromozom 9 ve 22' nin uzun kollar1 arasinda
meydana gelen karsilikli translokasyonun bir sonucu oldugu kanitlandi ve bu durum,
BCR-ABL fiizyon onkogeninin gelisimine yol agti (Nowell & Hungerford, 1960). BCR-
ABL onkoproteini, siirekli aktif bir tirozin kinaz olarak islev goriir ve ¢esitli hiicre ici
sinyal yollarin1 ¢cekerek aktive eder. Sonug olarak, bu sinyaller anormal hiicresel yapisma,
artan proliferasyon ve apoptozun inhibisyonuna yol agar (Deininger ve ark., 2000; Lugo
ve ark., 1990). Kronik miyeloid 16seminin yonetimi, kanser tedavisinde siirekli olarak 6n
planda kalmistir. Interferon-alfa (INF-a), 16semik klonu inhibe eden ve sagkalimi artiran
biyolojik bir ajan olarak, imatinib mesilat (STI571, imatinib, Glivec® veya Gleevec®,
Novartis, Basel, Isvigre) ile hedeflenen ilk neoplastik hastaliklardan biri olan KML
baglaminda kesfedilmistir. imatinibin olaganiistii terapétik etkinligi, KML tedavisinde
devrim niteliginde bir degisim yaratmistir. KML’ nin yonetimi, kanser tedavisinde siirekli

olarak 6n planda olmusr. INF-a, 16semik klonu inhibe eden ve sagkalimi artiran biyolojik
2



bir ajan olarak, KML erken vakalarindan birinde kesfedilmistir. Imatinibin olaganiistii
terapotik etkinligi, KML tedavisinde doniistiiriicti bir etki yaratmistir (Talpaz ve ark.,
1987).

2.1.1 KML Klinik Ozellikleri
KML yillik insidans orani, 100.000 bireyde bir vakadir ve bu da yetiskin losemi

vakalarinin %15' ini olusturmaktadir (Jaffe, 2001). Hastalar genellikle 45 ila 55 yas
araliginda basvurur. Onemli bir oran, hasta grubunun %33' {ine kadar, 60 yas ve
tizerindedir. Kok hiicre transplantasyonu ve INF-a tedavisi gibi terapdtik miidahalelerin
etkinligi, bu yontemlerin dikkatli bir sekilde planlanmasina ve uygulanmasina baghdir.
KML' nin nedeni ¢ogu vakada belirsizligini korumakta olup, yiiksek doz iyonize
radyasyon potansiyel bir faktorii olarak tanimlanmistir (Ishihara ve ark., 1983).

2.1.2 Epidemiyoloji

KML, 16semi vakalarinin yaklasik %15' ini olusturarak Amerika Birlesik Devletleri'nde
her y1l yaklasik 5000 yeni vaka meydana getirmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
tahmin edilen yasa gore diizeltilmis insidans orani, erkekler i¢in yaklasik 100.000 bireyde
2, kadinlar icin ise 100.000 bireyde 1.1°dir. Kiiresel olarak, goriilme oraninda yaklasik iki
kat artis dikkat cekmektedir. Isve¢ ve Cin, 100.000 bireyde yaklasik 0.7 ile en diisiik
insidans oranina sahipken Isvigre ve Amerika Birlesik Devletleri yaklasik 1.5 ile en
yuksek insidans oranin1 gostermektedir. 1 ile 20 yas grubundaki vakalarin insidans orani
%10 dan azdir ve KML, ¢ocuklardaki tim losemi vakalarinin yaklasik %2' sini
olusturmaktadir. KML' nin ailevi ¢oklu vakalar1 nadirdir ve tek yumurta ikizleri arasinda

hastaligin goriilmesine dair bir uyum yoktur (Hemminki & Jiang, 2002).

2.1.3 KML Etiyolojisi ve Patogenezi
KML insidansi, benzer popiilasyonlarda, yiiksek seviyelerde iyonize radyasyona maruz

kalma nedeniyle beklenen oranin iizerine ¢ikabilir. Bu durumu pekistiren ii¢ belirgin 6rnek
bulunmaktadir. Bunlar arasinda, Nagasaki ve Hiroshima'daki atom bombalarima maruz
kalan Japon vatandaslari, Omurga 1sinlamasi uygulanan ankilozan spondilit tanist almis
Britanyal1 hastalar ve radyoterapi goren rahim kanseri olan kadinlar yer almaktadir. Bu
olaylar arasinda, KML sikliginin benzer, maruz kalmamis gruplarda beklenenden belirgin

sekilde daha yiiksek oldugu goézlemlenmistir. Isinlanan spondilitteki vakalarda medyan



latent donem yaklasik 4 yil olup KML, I6semi vakalarinin yaklasik %20' sini
olusturmaktadir (Warlick & Smith, 2007).

2.1.4 Molekiiler Patoloji
Ph kromozomu, 9. kromozomun uzun kolunun segmentlerinin 22. kromozoma yer

degistirmesiyle ortaya ¢ikan bir karsilikli translokasyondan kaynaklanir (t(9;22)) (Sekil
2.1). Molekiiler diizeyde, translokasyon stirekli olarak ABL geninin ekzon 2'sini etkiler,
ancak BCR geninin gesitli ekzonlarinda da gergeklesir. Ana kirilma bolgesi (M-BCR) ile
ilgili flizyon, ekzon 12 ve 13' ii igerir (e13a2 olarak da bilinir). Kiigiik kirilma bolgesinde
(m-BCR) ekzon 1-ekzon 2 kesisiminde (ela2) bir bozulma, 190 KD proteinini (P190
BCR/ABL) kodlayan daha kisa bir transkripti tiretir. Yetiskin KML vakalarinin ¢ogu
el3a2 veya el4a2 transkripti (P210 BCR/ABL olarak bilinir) sergilerken, ela2 transkripti
(P190 BCR/ABL olarak bilinir) genellikle akut lenfoblastik 16semi (ALL) ve KML' nin
lenfoid patlama krizinde bulunur. KML (P190 BCR/ABL) myelomonosit morfolojisi
gosterir. Nadir durumlarda, kirilma noktasi (u-BCR) veya ekzon 19'da (e19a2) gergeklesir
ve bu da kronik nétrofilik 16semi vakalarinda gézlenen (P230 BCR/ABL) diiriiniiniin
olusumuna yol acar (Goldman, 2010) (Sekil 2.2).

BCR/ABL, Ras, PI3-kinaz, Rac ve Stats gibi hiicrelerde ifade edildiginde giiglii pro-
mitogenik ve anti-apoptotik sinyaller olusturur; bu sinyal yollarmin aktivasyonu,
BCR/ABL'nin onkogenikligi i¢in kritik éneme sahiptir. Bu nedenle, BCR/ABL' nin

stirekli tirozin kinaz aktivitesi, Iokemogenezisin itici giiciidiir (Ren, 2005).
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Sekil 2. 1 Normal Kromozom 9 ve 22, Translokasyon ve iki Tiirev Kromozom 9q+ ve
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Sekil 2.2 Normal BCR ve ABL Genlerinin Yapisi ile KML' de Bulunan Fiizyon
Transkriptleri (Goldman, 2010)

2.1.5 Klinik Ozellikler

2.1.5.1 Belirtiler ve Semptomlar
Tan1 aninda semptom gosteren hastalarin %70' 1 arasinda en yaygin bildirilmis sorunlar

arasinda kolay yorgunluk, genel iyi olma halinin azalmasi, efordan azalmis tolerans, istah
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kaybi, karmn rahatsizligi (dalak biiyiimesi ile iligkili), kilo kaybi ve asir1 terleme yer
almaktadir. Semptomlar belirsizlik gosterir, spesifik degildir ve haftalardan aylara kadar
sliren yavas bir baslangic sergiler. Fizik muayenede, tan1 aninda hastalarin yaklasik %90’
mnda solgunluk ve dalagin biiyiimesi gozlemlenir (Hehlmann ve ark., 2005).
Hipermetabolizmayla iligkili semptomlar arasinda gece terlemeleri, sicak toleranssizligi
ve kilo kaybi bulunurken akut gutun kismen hiperiirikemi ile baglantili oldugu
diistiniilmektedir. Hiperlokositoz, lokositoza yol agabilir ve bu da priapizm, kulak
¢inlamasi veya stupor ile iliskilendirilebilir (Cortes, 2004). Diger nadir bir sunum, Akut
Febril Notrofilik Dermatoz olarak da bilinen ciltte kizarikliktr. Bu durum, dermiste
nétrofillerin perivaskiiler infiltrasyonu ile karakterizedir ve ates ile gévde, kollar, bacaklar
ve yiizde agrili makiilonodiiler lezyonlarin gelismesine yol acgar. Hastalik, rutin kan
hiicresi sayim 6l¢iimleri sirasinda, spesifik olmayan tibbi muayenelerde giderek artan bir

yiizdedeki hastada tesadiifen tespit edilmektedir.

2.1.5.2 Laboratuvar Bulgulari

Kan Gériintiisii
Belirgin bir sola kayma ile birlikte 16kositoz, myelosit ve nétrofillerde zirve yapmasiyla

karakteristik ozellik tasir (Sekil 2.3). Bazofili ve/veya eozinofili siklikla karsilagilan
bulgulardir.



AL

Sekil 2. 3 KML' nin Kan Goriintiisii(Miura, 1998).

Yeni tan1 konulan hastalarda, 25x10%L2 nin iizerinde beyaz kan hiicresi (WBC) sayisinda
onemli bir artig, l16kositoz olarak bilinir ve sik¢a gézlemlenir. Baz1 durumlarda, beyaz kan
hiicresi say1s1 100x10%L" yi veya hatta 300x10%L’ yi gecebilir. Genellikle, kronik faz
KML hastalarinda yiiksek nétrofil konsantrasyonlari, notrofillerin  hafif islevsel
anormalliklerini dengeleyerek enfeksiyonlara karsi artan duyarlilig: 6nler (Kavalerchik ve
ark., 2008). Yeni tani konulan KML hastalarinin yaklasik yarisinda trombositoz
goriilmektedir; trombosit sayilar1 100x10%L ile 700x10%L (%15-34) arasinda degisirken,
1.000x10%L’ nin iizerinde sayilar da alisiimadik degildir. Kocaman dalak veya genis
kemik iligi infiltrasyonu durumlarinda, hastalarin %50' sine kadar degisik derecelerde
anemi gozlemlenebilir (Chai, S. K., Nichols, G. L., & Rothman).

Iik Morfolojisi

Ilik, %75-90 oraninda ytliksek hiicrelilige sahip olup yag igerigi dnemli dlciide azalmistir.
Granulopoez baskin siirectir ve granulosit ile eritroid orani 10:1 ile 30:1 arasinda degisir;
bu da tipik 2:1 ile 4:1 araligindan sapma gostermektedir. Genel olarak, eritropoezde bir
azalma goriiliirken megakaryositlerin sayist ya normal kalir ya da artar. Eozinofiller ve
bazofillerin seviyeleri genellikle kan akisindaki artigla orantili olarak yiikselir, ayrica

mitotik figiirlerin sayisi da artar (Lichtman & Rowe, 1982). Bazen, makrofajlarin
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goriiniim bakimindan Gaucher hiicrelerine benzedigi durumlar goriilebilir. Bu makrofajlar
ayrica lipidleri biriktirebilir ve bu lipidler oksitlenip polimerlestiginde seroid pigment
tiretir. Bu pigment, polikrom boyama sonrasinda hiicrelere graniiler ve mavi bir ton verir
(Buhr ve ark., 1992). Giimiis ge¢irme boyasi ile gosterilen retikiilin fibrozisi, tan1 aninda
hastalarin yaklasik yarisinda siklikla artmistir ve bu durum kemik iligindeki
megakaryositlerin bollugu ile iligkilidir. Artan fibrozis ile daha biiyilik dalak boyutu, daha
siddetli anemi ve kemik iligi ile kan blast hiicrelerinin daha yiiksek orani arasinda pozitif
bir iligki bulunmaktadir (Korkolopoulou ve ark., 2003). KML' li hastalarin kemik iliginde,
saglikli bireylere kiyasla mikrokan damar yogunlugunda Onemli bir artig
gozlemlenmektedir; bu da kemikteki anjiogenezin diger 16semi tiirlerine gore daha yiiksek
bir diizeyde oldugunu gostermektedir. Tedavi sonrasi, kemikteki bu artmis damar yapisi

normal diizeye doner (Rumpel ve ark., 2003; Zhelyazkova ve ark., 2008) (Sekil 2.4).

e

& 1
5 4 "’\
B L PP

Sekil 2. 4 KML Kemik 1ligi Morfolojisi (Rumpel ve ark., 2003)

Kemik iligi, olgunlasmanin ¢esitli asamalarinda granulositlerin baskin oldugu hiperplazi

sergilemekte olup arada sirada eritroblastlar da bulunmaktadir (Rumpel ve ark., 2003).



Sitogenetik
Ph kromozomunun varligi, KML' li hastalarda tiim myeloid hiicre serilerinde, ayrica bir

alt grup B hiicresinde ve az bir kisminda T hiicrelerinde gozlemlenmistir (Deininger MW
2008). Hastalarin yaklasik %15' inde, genellikle karsilikli ABL/BCR genini kapsayan,
9q+ tiirev kromozomunda kii¢lik kromozomal materyal kayiplari goézlemlenir. Bu
kayiplarin, Ph kromozomundaki BCR/ABL geninin gelisimi ile baglantili oldugu
diistiniilmekte olup imatinib' in kullanilmaya baslanmasindan 6nce nispeten olumsuz bir
prognozla iliskilendirilmistir (Breccia ve ark., 2006). Klinik olarak klasik KML olan
hastalarin kii¢iik bir kismi, Ph kromozomuna sahip degildir ve normal kariyotipe sahiptir;
ancak bu hastalar, normal goriinen 22. kromozomda P210 onkoproteini olarak ifade edilen
tipik BCR/ABL genine sahiptir (¢ok nadiren normal bir 9. kromozomda da bulunabilir).
Bazi hastalar, kronik faz ilerledik¢e ek klonal sitogenetik anormallikler gelistirir; ancak
patlayici transformasyon sirasinda, hastalarin %80' i Ph translokasyonu ile birlikte klonal

sitogenetik degisiklikler gosterir (Baccarani ve ark., 2009).

2.1.6 Ozel Klinik Ozellikler

2.1.6.1 Kiic¢iik-BCR Kirilma Noktasi Pozitif KML
Hastalarin kiiciik bir yiizdesinde, BCR geninin baglangi¢ intronunda (m-BCR) kirilma

noktasinin varligi gosterilmektedir; bu durum, ¢ogunlukla KML hastalarinda gézlemlenen
210 kD proteinine karsilik gelen 190 KD molekiiler agirhiga sahip bir flizyon proteini
tiretir. m-BCR ig¢indeki molekiiler anomali, BCR yeniden diizenleme pozitif ALL tanisi
almis hastalarin yaklasik %30' unda gozlemlenenle benzerlik gostermektedir. m-BCR
KML tanis1 konan hastalarda, monositlerin daha belirgin oldugu, ortalama beyaz kan
hiicre sayisinin daha diisiik oldugu ve Major BCR kirilma noktas1 (M-BCR) olan vakalara
kiyasla bazofili ve dalak biiylimesi insidansinin daha az oldugu gériilmektedir (Ohsaka ve
ark., 2002).

2.1.6.2 Hiperlokositoz
Hastalarin yaklasik %15' inde, beyaz kan hiicre sayisinin 300x10%/L' yi asmas1 nedeniyle

damar ic¢i etkilerle iliskili semptomlar veya bulgular gozlemlenir. 300-800x10%/L
arasindaki toplam I16kosit sayisinin sonuglari, akcigerlerde, merkezi sinir sisteminde, 6zel
duyu organlarinda ve peniste kan akiginin bozulmasina yol agar; bu durum hizli nefes
alma, nefes darligi, mavi renkte lekelenme, bas donmesi, belirsiz konusma, kafa

karigikligl, uyusukluk, bulanik goriis, ¢ift gorme, sismis retina damarlari, retina kanamasi,
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sismig optik sinir, kulak c¢inlamasi, isitme kaybi ve siirekli penil ereksiyon gibi

semptomlarin birlesimi ile sonuglanir (Rowe, 1983).

2.1.6.3 Lenfoid Malignanslarin Birlikte Goriilmesi
KML, lenfoproliferasyon ile iligkilidir. Non-Hodgkin veya Hodgkin lenfoma tedavisi i¢in

radyoterapi alan hastalarda, KML yillar sonra ortaya ¢ikabilir. Bu durum, tedavinin uzun
vadeli bir sonucu olarak degerlendirilebilir. KML olan hastalarin yaklasik 1/3° 1,
hastaligin hizlanan asamasina gegis yaparak akut lenfoblastik doniisiim gecirmektedir.
Lenfoma, esas monoklonal gammopati, myelom ve Waldenstrém makroglobulinemi gibi
durumlarin KML ile iliskili olarak gézlemlendigi bildirilmistir (Schwarzmeier ve ark.,
2003).

2.1.7 Tam

2.1.7.1 Molekiiler Prob
BCR/ABL' in varligi, DNA diizeyinde veya RNA diizeyinde polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) ile dogrulanabilir. TKI tedavisi goren veya allojenik transplantasyon yapilan
hastalarda minimal rezidiiel hastaliin tespiti i¢in diizenli olarak kantitatif PCR yapilmasi
onemlidir. PCR, yaklasik 100.000 hiicre arasinda tek bir pozitif hiicreyi tespit edebilir. Bu
yiiksek hassasiyetin analizi, negatif kontrol eklenmesi de dahil olmak tizere 6zel bir dikkat

gerektirir (Marin ve ark., 2009).

2.1.7.2 Fluoresan In-Situ Hibridizasyon (FISH)
FISH, metafaz veya interfaz hiicrelerinde BCR/ABL geninin yeniden diizenlemeleri tespit

etmek i¢in kullanilabilen bir tekniktir. Bu nedenle, kariyotiplemenin aksine, kemik iligi
aspirasyonu zorunlu degildir. FISH, geleneksel sitogenetik tarafindan siklikla gézden
kacan atipik gen rearranjmanlarini tespit edebilme kapasitesine sahiptir. FISH
kullanildiginda, genellikle kariyotiplemeye kiyasla daha fazla hiicre analiz edilir
(genellikle >100 hiicre FISH ile). FISH, hem tan1 hem de izleme i¢in uygun bir yontemdir
ve KML i¢in standart tani teknigi olarak bir¢ok hematoloji merkezinde yaygin olarak
kullanilmaktadir; bu yonteme qPCR eslik etmektedir. Ancak, geleneksel kariyotiplemenin
aksine, FISH' in imatinib tedavisi goren KML hastalarinin izlenmesi i¢in prognostik
dogrulama siirecine tabi tutulmamistir. FISH teknigi, c¢esitli molekiiler flizyonlari
(0rnegin, e13a2, el4a2, ela2) tespit etmede yiiksek bir hassasiyet gdsteren, hem basit hem

de dogru bir tan1 yontemi olarak hizmet vermektedir (Schoch ve ark., 2002) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Philadelphia kromozomu t(9,22) Fluoresan In situ Hibridizasyon (FISH)
(Schoch ve ark., 2002)

2.1.7.3 PCR
PCR, belirli bir dizinin DNA (veya RNA) kopyalarini binlerce ile milyonlarca arasinda

issel olarak artirmak i¢in molekiiler biyoloji alaninda kullanilan bir bilimsel tekniktir.
PCR, tibbi ve arastirma laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir ve

cesitli amaglar i¢in hizmet vermektedir (Bartlett & Stirling, 2003).

2.1.7.3.1 Gercek Zamanh PCR (Real-time PCR, RT-PCR)
RT-PCR, BCR/ABL fiizyon iiriiniiniin RNA diizeyinde tespit edilmesi i¢in de kullanilir.

Bir translokasyonun tanimlanmasi, varligi ve konumu ile belirlenebilir. Kirilma noktasi,
KML vakalarinin yaklagik %98' inde M-BCR gen lokusunda ve %2' den daha azinda m-
BCR geninde tespit edilir (Pelz ve ark., 2002). PCR, sitogenetik analize kiyasla 6nemli
Olclide daha yiiksek bir hassasiyet sunar. Ayrica, PCR analizi, hiicresel ¢ogalma
gerektirmeden periferal kan hiicreleri kullanilarak gerceklestirilebilir. Bu nedenle, kemik
iligi aspirasyonuna ihtiya¢c yoktur. Bu da, tedavi sirasinda molekiiler degisikliklerin
yakindan izlenmesi i¢in tercih edilen yontem haline gelir. Su anda, PCR esasen RT-PCR
olarak gerceklestirilmekte olup PCR reaksiyonu sirasinda fluoresan boyalarin eklenmesi,

belirli bir oOrnekte transkript seviyelerinin Olclilmesine olanak tanir. Bu testin
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gerceklestirilmesi icin gerekli temel prosediirler, RNA izolasyon, ters transkripsiyon,
Tagman gibi teknolojiler kullanarak eszamanli hedef cDNA tespiti ile amplifikasyon ve
tespit sirasinda dongii sayisini kantitatif bir 6l¢iime doniistiiren bir kalibrasyon egrisi ile
karsilastirma yapmaktir (Druker ve ark., 2006). Kantitatif PCR' nin yiiksek hassasiyeti,
potansiyel tedavi basarisizliklarinin hizli bir sekilde tespit edilmesini saglar ve alternatif
tedavilerin zamaninda baglatilmasini kolaylastirir. Bu yiiksek hassasiyetli yontem i¢in
giivenilir ve karsilastirilabilir sonuglar elde etmek amaciyla PCR prosediiriiniin siki kalite
kontrolleri sarttir. Sonug olarak, tanisal PCR analizi yalnizca 6nemli sayida PCR 6rnegi
isleyen ve siki kalite kontrollerini siirdiiren laboratuvarlarda gergeklestirilmelidir (Marin

ve ark., 2008).

2.1.7.4 Farkh Tam Teknikleri
KML tanisi, karakteristik graniilositoz, beyaz kan hiicresi diferansiyel sayimi, artmis

mutlak bazofil sayisi ve splenomegali degerlendirilerek konulur. Ayrica, Ph
kromozomunun veya varyantlariin (hastalarin %95' inden fazlasinda gozlemlenir)
varligmin dikkate alinmasi 6nemlidir. Polisitemi vera, esas trombositoz veya primer
miyelofibroz gibi ¢esitli kronik hematopoietik kok hiicre bozukluklarindan muzdarip
bireylerde, benzer 6zelliklerin zaman zaman goriildiigi tespit edilmistir. Kromozom 22'
de herhangi bir sitogenetik veya molekiiler anormalligin bulunmamasi, klasik KML

olasiligini biiyiik 6l¢iide ortadan kaldirir (Lucia ve ark., 2008).

2.1.8 Tedavi

2.1.8.1 Hiperiirisemi
KML tanist1 konan hastalarda genellikle hiperiirisemi(kanda {irik asit artis1) ve

hiperiirikosiiri (idrarda iirik asit artig1) goriilmektedir. Hiperiiriseminin tedavi edilmesi
gerekliligi, tedavi Oncesinde serum iirik asit seviyelerinin yiikselmesinden
kaynaklanmaktadir. Kandaki beyaz kan hiicresi konsantrasyonunun olmasi, 6nemli
diizeyde hiicre yikimi igin yiiksek risk oldugunu gosterir. Bu nedenle, tedaviye
baslamadan 6nce giinde 300 mg dozunda oral allopurinol verilmesi ve saglikli bir idrar

akist saglamak icin yeterli hidrasyon yapilmasi 6nerilmektedir (Jeha & Pui, 2005).

Siddetli hiperiirisemi (9 mg/dL' den fazla) durumlarinda, idrar alkalizasyonu sodyum

bikarbonat kullanilarak gerceklestirilebilir ve rasburikaz uygulamasi diisiiniilebilir.

Rasburikaz, iirik asidi allantoin' ¢ doniistiiren tirat oksidaz olarak bilinen rekombinant bir
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enzimdir. Allopurinol ile karsilastirildiginda, rasburikaz {irik asit havuzunu hizla azaltir,
ksantin veya hipoksantin birikimini onler ve idrar alkalizasyonunu gerektirmez (Liu ve

ark., 2005).

2.1.8.2 Lokaferez
Lokaferez siireci, KML yonetiminde gecici bir etki gosterir. Bu nedenle, uygulamasi

KML' nin kronik asamasinda nadiren goriiliir ve yalnizca iki 6zel hasta grubuna faydalidir:
Hiperlokositoz olan hastalar, burada hizli sitorediiksiyon semptomlar1 ve lokostaz
belirtilerini hafifletebilir;, ve KML" li bekleyen bireyler, burada 16kaferez tedavisi tek
basina durumu etkili bir sekilde yonetebilir. Belirli durumlarda, bu tedavi gebelik
stiresince devam edilebilir (Rowe, 1983). Lokaferezin, kemoterapinin neden oldugu
sitolizle savunmasiz hale gelen tiimor hiicrelerinin sayisini azaltmada etkili oldugu
gosterilmistir. Bu da iirik asit {iretimi ve atiliminda bir azalmaya yol agar. Hiperlokositoz
olan hamile olmayan hastalar icin, beyaz hiicre sayisinda hizli ve optimal bir azalma

saglamak i¢in en etkili yaklagim, 16kaferezi hidroksiiire ile birlestirmektir (Strobl ve ark.,
1999).

2.1.8.3 Hidroksiiire
Tedaviye baslamak i¢in hidroksilire, beyaz hiicre sayisina bagli olarak giinde 20-30 mg/kg

dozunda oral olarak uygulanabilir. Ozellikle yiiksek toplam beyaz hiicre sayilarinm acil
tedavisi i¢in daha yiiksek dozlar gerekebilir. Hidroksilire dozu, toplam beyaz hiicre
say1sindaki azalmaya orantili olarak azaltilmali ve toplam beyaz hiicre sayis1 20x10%/L" yi
astiginda genellikle giinde 1-2 g araliginda uygulanmahdir. Beyaz hiicre sayis1 5x10%/L
'nin altina diistiigiinde ilag gegici olarak kesilmelidir (Fausel, 2007). Hidroksiiire, imatinib
ile birlikte uygulandiginda, tipik protokol, imatinib'e yanit alindiktan sonra hidroksiiirenin
kademeli olarak azaltilmasi ve nihayetinde kesilmesini icermektedir (Guilhot, 2004).
2.1.8.4 Interferon-alfa

Imatinib mesilat, KML i¢in oncelikli tedavi olarak onaylanmadan once, INF-a genellikle
baslangi¢ tedavisi olarak kullaniliyordu. INF-a ile tam sitogenetik yanit elde etme durumu
nadir olup, yalnizca %13 oraninda goriiliiyordu. Ancak yanit verenlerde, 10 y1l boyunca

yaklagik %70' lik bir hayatta kalma oran1 gozlemlenmistir (Goldman, 2010).
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2.1.8.5 Allojenik Kok Hiicre Nakli
2000 yilinda imatinib'in piyasaya siiriilmesinden once, allojenik nakil, uyumlu bir dondrii

olan 65 yas altindaki ¢ogu yeni KML hastas1 i¢in birincil tedavi yontemiydi. Ancak,
imatinib tedavisinin baslamasi ve tam sitogenetik remisyon saglayan hastalarin uzun
stireli hayatta kalmalarinin ardindan, KML i¢in nakil kriterleri degismistir (Goldman,
2008). KML igin yapilan nakil sayisi1 diinya genelinde 6nemli 6l¢iide azalmistir; ancak,
tam yanit alan imatinib ile tedavi edilen hastalarin, nakil edilen hastalara kiyasla daha iyi
bir hayatta kalma oranina sahip olduklar1 gosterilmektedir. Bununla birlikte, allojenik
nakil, imatinib ve diger TKI' lara yanit vermeyen hastalarin tedavisinde 6nemli bir rol

oynamaya devam etmektedir (Giralt ve ark., 2007).

Bununla birlikte, allojenik nakil, imatinib ve diger TKI' lara direng gosteren hastalarin
yonetiminde onemli bir bilesen olmaya devam etmektedir (Baccarani ve ark., 2013;
Maziarz, 2008).

2.1.8.6 TKD lar ile Tedavi

2.1.8.6.1 Imatinib Mesilat Bilesigi
Imatinib mesilat, Gleveec olarak da bilinir ve signal transduction inhibitor 571 (STI 571)

olarak adlandirilir. Bu bilesik, BCR/ABL, trombosit kaynakli biiyiime faktorii reseptorleri
(PDGFRA ve PDGFRB) ve c-KIT" in tirozin kinaz aktivitesini etkili bir sekilde inhibe
eder. Bunu, ATP baglanma alanin1 rekabet¢i bir sekilde engelleyerek gergeklestirir.
Imatinib, BCR/ABL' in inaktif formuna secici olarak baglanarak, tirozin kinazin
inaktivasyonunu tetikleyerek dikkate deger bir afinite ve spesifiklik sergiler (Piccaluga ve
ark., 2007). Imatinib, inaktif kinaz formunun varliginda ve ATP erisiminin
engellenmesiyle substrat fosforilasyonunu imkansiz hale getirir. Bu durum, KML' deki
transformasyonu yonlendiren olaylarin ardindan gelen kaskadin engellenmesine neden
olur. Su anda, KML' nin kronik evresindeki neredeyse tiim hastalar i¢in ilk tedavi olarak
genis ¢apta kabul edilmektedir. Beyaz kan hiicresi sayisinda 6nemli bir artis oldugunda,
imatinib’ den 6nce hidroksiiire verilebilir. Hizli sitorediiksiyon gerektiginde ise, genellikle

Iokaferez ve hidroksiiire kombinasyonu tercih edilir (Baccarani ve ark., 2006) (Sekil 2.6).
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Sekil 2. 6 BCR/ABL' nin ATP Aracili Asag1 Akis Yolagi
(Baccarani ve ark.,2006)

Imatinib, ATP baglanma bélgesini inhibe eder ve BCR/ABL' ye inaktif
konformasyonunda baglanarak bu alt proteinler iizerindeki tirozin kalintilarinin fosforile
edilmesini engeller. Bu inhibitor etki, KML ile iliskili onkojenik sinyal iletim kaskadini
bozmaktadir (Piccaluga ve ark. 2007). Imatinib' in, kronik faz KML tanis1 konan
hastalarda giinde 400 mg' lik oral bir dozla baslanmasi dnerilmektedir. Imatinib, &nceki
tedavi segeneklerine kiyasla daha yiiksek hematolojik remisyon, tam sitogenetik remisyon
ve molekiiler remisyon oranlari saglamaktadir. Imatinib tedavisinin amaci, t(9;22)
translokasyonunu tasiyan losemik hiicrelerin sayisint minimum seviyelere diisiirerek
normal hematopoezin yeniden saglanmasidir. Imatinib'in etkinligi, ii¢ faktdriin
degerlendirilmesiyle belirlenir: hematolojik yanit, sitogenetik yanit ve molekiiler yanit
(Baccarani ve ark., 2006). Optimal sonuglar1 elde etmek igin gereken siire degiskenlik
gosterir ve birkac ay ile birkag yil siirebilir. Bu nedenle, hasta sitogenetik veya PCR
degerlendirmeleriyle 16semik klon boyutunda bir azalma gostermeye devam ettigi siirece,
ilag giinde 400 mg dozunda siirdiiriiliir. Hasta, tam sitogenetik remisyon veya tam
molekiiler remisyon elde etmeden yanit vermezse, doz 600 mg/giin veya 800 mg/giin (her
12 saatte bir 400 mg) olarak artirilabilir, eger iyi tolere ediliyorsa. Bununla birlikte,
imatinib 400 mg/giin dozunda 6nemli bir hematolojik yanit géstermeyen veya niiks

etmeyen sinirli sayida hastada tam veya kismi hematolojik yanit elde edilebilir, 6zellikle
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daha yiiksek dozlarla. Ancak, sitogenetik yanitlar nadirdir (Kantarjian, Talpaz, ve ark.,
2003). yiiksek dozda imatinib' e yanitlarin gegici dogasi nedeniyle, yeni tant almis kronik
faz KML hastalarinda giinde 800 mg (her 12 saatte bir 400 mg) imatinib tedavisi
uygulandiginda, %90 tam sitogenetik yanit orani ve en az %96 biiyiik sitogenetik yanit
elde edilmistir. Ortalama 15. ayda, hastalarin higbiri ilerleme gostermemis ve %63' i
BCR/ABL transkript seviyesini %0.05 uluslararasi standart olarak gostermistir; %28' lik
bir kistmda ise BCR/ABL transkripti tespit edilememistir. TKI' lar olan nilotinib veya
dasatinib gibi yeni jenerasyon tedavilere gecis yapilmistir (Baccarani ve ark., 2013; Marin
ve ark., 2003; Zonder ve ark., 2003). Yeni tan1 almis kronik faz KML hastalarinda, giinde
800 mg imatinib (her 12 saatte bir 400 mg doz) uygulandiginda, %90 tam sitogenetik yanit
orani gbzlemlenmis, en az %96' sinda biiyiik sitogenetik yanit elde etmistir. Ortalama 15.
ayda, hastalarin hicbiri hastalik ilerlemesi gdstermemis, %63' i BCR/ABL transkript
seviyesini %0.05 uluslararas1 standartlara olarak gostermis, %28'i ise BCR/ABL
transkript seviyesinin tespit edilemedigi sonuglar almistir (Kantarjian ve ark., 2004).
Bunlara ragmen, yeni tani almis hastalar i¢in 6nerilen baslangi¢c dozu hala giinde 400 mg’
dir; bu doz, etkinlik ve tolere edilebilirlik arasinda bir denge saglar. Ayrica, imatinib' in
daha yiiksek dozlar ile iliskili yanit hizindaki artis, mutlaka uzun vadeli sagkalimda bir
iyilesme ile sonuglanmaz. Giinde 400 mg’ n altindaki imatinib dozlari, tam sitogenetik
yanitlarin azalmasina ve bu yanitlarin siiresinin kisalmasina yol agar. Daha yagsl1 hastalar
ve diisiik viicut agirligina sahip bireyler, daha yiiksek dozlara kars1 daha az tolerans
gosterebilir ve bu da tam sitogenetik yanit elde etme olasiligimi azaltir (Kanda ve ark.,
2008). Eger bir hasta belirli nedenlerle (6rnegin, viicut boyutu veya tolerans seviyesi) daha
diisiik bir doz (6rnegin, giinde 300 mg) ile tedavi edilirse, tedaviye basladiktan sonra 12
ay i¢cinde tam hematolojik ve sitogenetik yanit alirsa, asir1 toksisite olmadan olumlu
sonuglar elde etmek miimkiindiir (Kobayashi ve ark., 2009). 5 yillik imatinib deneyimi
151ginda, tam molekiiler yanit elde eden hastalarin oraninda siirekli bir artis
gbzlemlenmistir. Bu gézlem siiresi boyunca (Atallah & Cortes, 2007; Kantarjian, O'Brien,
ve ark., 2003). Imatinib’in cogu hasta igin giivenli ve iyi tolere edildigi gdsterilmistir. Kan
hiicrelerinde BCR/ABL tespit edilebilen hastalarin yaklasik %25' inde 6nemli bir
molekiiler yanit gozlemlenmemistir. Kan hiicrelerinde BCR/ABL sinyali tespit

edilemeyen hastalarin hicbiri, 33 aylik medyan takip siiresi boyunca 6nemli molekiiler
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yanit durumunu kaybetmemistir. Sonu¢ olarak, bu belirlenen zaman diliminde, tam
sitogenetik yanitin kiimiilatif insidans1 %75' 1 asarken, 6nemli molekiiler yanit insidansi
%50' yi gecmistir. Ote yandan, imatinib tedavisi gdren hastalarin genel sagkalim ve
progresyonsuz sagkalim oranlari, o siire zarfinda yaklasik %80 civarinda olmustur (De

Lavallade ve ark., 2008).

2.1.8.6.1.1 imatinib' in Farmakokinetigi
Imatinib, 2-fenilaminopirimidin smifina ait olup, ABL tirozinkinaz inhibitérii olarak islev

gormektedir. Agizdan alindiginda biyoyararlanimi %98 gibi yiiksek bir oranda kabul
edilir ve dozaj ile maruziyet arasinda dogrudan bir iligski vardir. Besin alimmnin imatinib'
in etkilesimi lizerinde belirgin bir etkisi yoktur. Maddelerin yar1 dmrii yaklagik 18 saattir,
bu da giinliik dozaj uygulanmasina olanak tanir (Peng ve ark., 2005). Katalitik alanda
bulunan korunan Asp-Fenil-Gly (AFG) kalintilariyla etkilesime girerek, ATP' nin yer
degistirmesine ve sinyal molekiillerinin fosforilasyonunun inhibe edilmesine neden olur.
flag, esasen sitokrom P450 sistemi tarafindan metabolize edilir; burada CYP3A4
izoenzimi imatinib metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak, CYP1A2,
CYP2D6, CYP2C9 ve CYP2C19' un da kiiciik katkilar1 vardir. Calismalar, CYP3A4
izoenzimini inhibe eden veya indiikleyen ilaglarin imatinib'in farmakokinetigini
degistirebilecegini gostermistir (Peng ve ark., 2004).

2.1.8.6.2 Varyant Kromozomal Translokasyonlar veya Kirilma Noktalar1 Gosteren

Bireylerde imatinib Kullanimi
Varyant Ph kromozomu translokasyonlar1 gosteren hastalar, imatinib tedavisi goren klasik

Ph kromozomu translokasyonlar1 olan hastalarla benzer bir prognoza sahiptir. Imatinib,
el3a2 (eski b2a2) P210 BCR/ABL translokasyonunu gosteren hastalarda olumlu yanitlar
verir ve tam sitogenetik remisyon oranlar1 karsilastirilabilir diizeydedir. el3a2
transkriptinin imatinib' e duyarliligi, e14a2 transkriptine gore daha fazladir (Snyder ve
ark., 2004). Hem ela2 hem de e14a2 fiizyon transkriptleri gosteren bir hastada, yalnizca
P210 el4a2 transkripti kaybolurken ela2 transkripti blast faza gegis sirasinda varligini
stirdiirmiigtiir. ABL' nin kinaz alaninda herhangi bir mutasyon tespit edilmemistir. Bu
bulgu, bir hasta igindeki farkli klonlarin imatinib’ e kars1 farkli duyarlilik dereceleri
gosterebilecegini onermektedir (De Lemos ve ark., 2005).
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2.1.8.6.3Imatinib’ in Pediatrik ve Geriatri Hastalarindaki Etkinligi

Kronik faz KML'li ¢ocuklarin %80'inden fazlasinda, 200 ila 500 mg/m? dozda Imatinib
tedavisi ile tam sitogenetik remisyon saglanmaktadir. Imatinib'in en yaygin yan etkisi kilo
alimidir.(Champagne ve ark., 2004). Yasl hastalarda (>60 yas) ve daha geng hastalarda,
eszamanli tedavi alan ge¢ kronik faz KML'li bireylerde sitogenetik yanit ve sagkalim
oranlarinin benzer oldugu gozlemlenmistir. Bu durum, yasin genellikle yaniti

etkilemedigini gostermektedir (Roberto ve ark., 2005).

2.1.8.6.4 Hamilelik Sirasinda imatinib Kullanim
Imatinib potansiyel olarak teratojeniktir; ancak, hamileligin erken déneminde imatinib

kullanan hastalar saglikli bebekler dogurabilmistir. Hamilelik sirasinda imatinib tedavisini
durduran ¢ogu hasta, tam hematolojik remisyon ve sitogenetik yanitlarini kaybetmektedir.
Imatinib tedavisi goren erkekler de saglikli bebek sahibi olabilmistir. Mevcut kilavuzlar,
Imatinib tedavisi sirasinda dogum kontrolii kullanimin1 6nermektedir. Alternatif olarak,
hastaligin baslangicinda hamile olan bireyler i¢in doguma kadar IFN tedavisinin

diistiniilmesi onerilmektedir (Breccia ve ark., 2007).

2.1.8.6.5 Yan Etkiler ve Ozel Tedaviye Dair Dikkate Alinmas1 Gerekenler
Imatinib genellikle iyi tolere edilmektedir ve ydnetilebilir yan etkileri, nadiren kalici

tedavi kesilmesini gerektirir. Subterapdtik dozlara diisirmek Onerilmez. KML' i
hastalarda miyelosiipresyon yaygin bir durumdur ve miyelosiipresyonu yonetmek
amaciyla dozajin giinde 300 mg' dan daha azaltilmas1 6nerilmez. Ancak, kan sayimlari
tamamen iyilesene kadar ilacin kesilmesi zorunludur (Guilhot, 2004; Marin ve ark., 2003;
Quintas-Cardama ve ark., 2004). Imatinib kaynakli kronik sitopenilerden muzdarip
bireyler, alt diizeyde yanitlar géstermektedir ve miyelosilipresyon, sitogenetik yanitlarin
elde edilmesinde bagimsiz bir olumsuz faktor olarak islev gormektedir. Ayrica, imatinib
maruziyeti sonrasinda siddetli geri doniislimsiiz kemik iligi aplazisi vakalar
kaydedilmistir (Lokeshwar ve ark., 2005). imatinib ile iliskili olarak gézlemlenen baslica
yan etkiler arasinda yorgunluk, 6dem, bulanti, ishal, kas kramplari, dokiintii, hafif
transaminaz artiglar1 ve hepatotoksisite bulunmaktadir. Hepatotoksisite, nispeten nadir
olup, imatinib tedavisinin baslangicindan itibaren 6 ay iginde hastalarin yaklasik %3' tinii
etkilemektedir. Ayrica, akut karaciger yetmezIligi ve zaman zaman siddetli periorbital

O0dem vakalari bildirilmistir (Cross ve ark., 2006). Spermatogenezi etkiledigine dair
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herhangi bir rapor bulunmamakla birlikte, dogurganlik ¢agindaki kadinlarin gelismekte
olan bir fetiis lizerinde potansiyel teratojenik etkilere maruz kalabilecegi unutulmamalidir.
Nadir yan etkiler arasinda dalak riiptiirii, beyin 6demi, retinal 6dem nedeniyle gorme
bozukluklari, sugicegi-zoster enfeksiyonu, jinekomasti, bagisiklik aracili hemolitik anemi,
siddetli kas 6demi, siddetli sivi tutulum, interstisyel akciger hastalig1 ve pannikulit yer

almaktadir (Kyathari ve ark., 2008; Ostro & Lipton, 2007).

Hipofosfatemya ve modifiye kemik ve mineral metabolizmasi, imatinib tedavisi géren
hastalarin yaklasik %15' inde deri reaksiyonlarina yol agmaktadir. Ancak, Stevens-
Johnson sendromu, eksfolyatif dermatit ve eritema multiforme gibi siddetli reaksiyonlar
(yaklasik %5 hastada) disinda, deri reaksiyonlar1 nadiren kalici tedavi sonlandirilmasini
gerektirir (Fitter ve ark., 2008). Molekiiler remisyon sirasinda KML hiicre infiltrasyonu
ile birlikte Sweet sendromu vakalarinin kaydedildigi bildirilmistir. Ayrica, pityriasis
rosea, palmoplantar hiperkeratoz ile birlikte oral ve deride likenoid reaksiyonlar da rapor
edilmistir (Marin ve ark., 2003). Imatinib' reseptdr tirozinkinazini inhibe etmesiyle
muhtemelen iligkili olarak sa¢ repigmentasyonu ve ciltte hipopigmentasyon vakalari

bildirilmistir (Pascual ve ark., 2006).

2.1.8.6.6 Imatinib Tedavisi Sirasinda Yamit Tamimlama ve izleme
TKI’ larin kullanima girmesi, KML sonuglarini biiyiik Olc¢lide etkilemistir; ancak

hastalarin prognozunun degerlendirilmesi hala kemoterapi ve interferon doneminde
gelistirilen prognostik skorlara dayanmaktadir. Bununla birlikte, yakin zamana kadar, TKI
tedavisi goren KML hastalarinin sonuglarinin tahmini, hidroksiiire ve interferon
déneminde olusturulan puanlama sistemlerine dayaniyordu (Hasford ve ark., 1998; Sokal
ve ark., 1984). Avrupa Losemi Agi tarafindan olusturulan yeni bir puanlama sistemi,
Avrupa Tedavi ve Sonu¢ Calismasi (EUTOS) skoru olarak adlandirilmaktadir. Bu
puanlama sisteminin gelistirilmesi, yeni tan1 almis KML-KF hastalarindan olusan 2060
kisilik bir kohorttan toplanan verilere dayanmistir ve bu hastalar imatinib bazli tedavi
rejimleri almiglardir. EUTOS skoru, onceki yonteme gore daha {istiin bir prognostik
yetenek gostermistir; onceki yontem, hastalar1 bazofil yiizdesi ve dalak boyutuna gore

diisiik ve yiiksek risk gruplarina ayirmaktaydi (Hasford ve ark., 2011).
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2.1.9 Minimal Rezidiiel Hastahigin Tespiti
Molekiiler prob kullanarak minimal rezidiiel hastaligi tespit etmek miimkiin hale gelir ve

bu, KML klonuna ait yaklasik 1/100,000 hiicrenin tanimlanmasini saglar. PCR, subklinik
hastaligin ilerlemesini, belirtiler ortaya ¢ikmadan once izlemeyi ve tedavi sonrasinda
subklinik hastaligin gerilemesi veya devamini degerlendirmeyi miimkiin kilar
(Lowenberg, 2003). Ancak, subklinik hastaligin siirekli varligi, her zaman erken bir niiks
garantisi saglamaz; bu nedenle, minimal sayida transkript mevcut oldugunda negatif qRT-
PCR sonuglarinin yanlis yorumlanma olasilig1 artar. Ph kromozomu pozitif metafaz
hiicrelerinin oran1 ile mRNA BCR/ABL seviyeleri arasinda belirgin bir korelasyon

kurulmustur (Lin ve ark., 1995).

Ayrica, transkript sayisindaki artislara dayanan tedavi kararlari, seri Olgiimler
gerektirmektedir. Imatinib tedavisi goren ve gercek zamanl kantitatif PCR ile onaylanmis
onemli molekiiler yanitlar gosteren hastalar arasinda, kemik iligi hiicrelerinde sitogenetik
anormalliklerin tespit edilmedigi goriilmiistiir. Bu durum, 6nemli molekiiler yanitlar1 olan
hastalarda diizenli kemik iligi incelemelerinin gereksiz oldugunu onermektedir (Stock ve
ark., 2006). Hastalik ilerlemesi baslamadan 6nce mRNA BCR/ABL ifadesinde bir artis
gbzlemlenmistir. Minimal rezidiiel hastaligi tespit etme yontemi son derece hassastir ve
KML hastalariin tedavi siirecinde izlenmesi i¢in uygulanabilir. Tam sitogenetik yanit
elde ederken 6nemli bir molekiiler remisyona (medyan baslangi¢ degerinden 3-log 29
azalma olarak tanimlanir) ulasan hastalar, bu seviyede molekiiler yanit géstermeyenlere
kiyasla daha uzun siireli sitogenetik remisyonlar sergilemistir (Press ve ark., 2006). FISH
teknigi, %5-10 arasinda bir yanlis pozitif oran1 gosterebilir ve standardizasyon eksikligi
vardir. Ancak, 100-500 gibi 6nemli sayida hiicrenin hizli analizine olanak tanir. Farkli
yanlis pozitif araliklari ve puanlama kriterleri, fikse etme, Ornek hazirlama ve
hibridizasyon kosullarina baglidir. FISH ve RT-PCR, yararli tamamlayici teknikler olarak
hizmet edebilse de, genel olarak minimal rezidiiel hastalig1 izlemek i¢in FISH 6nerilmez
(Jabbour ve ark., 2008). imatinib tedavisi, BCR/ABL transkript seviyelerinde hizli bir
azalma ile iliskilidir. Imatinib tedavisi goren hastalar icin qRT-PCR uygulandiginda,

onemli bir kismi1 hastaligin kalint1 bulgularin1 gostermektedir (Sun ve ark., 2009).
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2.1.10 BCR-ABL Sinyal iletim Yollar1

p210BCR-ABL yapisi, ¢esitli protein-protein etkilesimlerine olanak taniyarak farkli i¢sel
sinyal iletim yollarin1 aktive eder. BCR-ABL i¢indeki ¢esitli alanlar, GRB2, CRKL, CBL
ve SHC gibi adaptor proteinlerinin baglanmasini kolaylastirir (Puil ve ark., 1994). GRB2'
nin SH2 alani, p210BCR-ABL' deki BCR' nin korunan tirozine kalintis1 (Y 177) ile bir bag
olusturur. p210BCR-ABL ile RAS arasindaki iligki, hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasini diizenlemedeki kritik roliiyle baglantilidir. RAS, KML' nin ilerlemesinde
temel sinyal iletim yolunun merkezinde yer almaktadir (Sawyers ve ark., 1995). RAS
aktivasyonundan sonra meydana gelen sinyal olaylarina dair mevcut anlayis eksiktir ve
mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK' lar), 6rnegin JUN kinaz (JUK), bu siiregte
rol oynayabilir (Raitano ve ark., 1995). RAS sinyal iletim yolunun baslatilmasi, CRKL
veya SHC proteinlerinin aktivasyonu yoluyla da gerceklesebilir. Bu proteinler, sirasiyla
BCR-ABL' nin SH2 ve SH3 alanlarina baglanir (Oda ve ark., 1994; Senechal ve ark.,
1996) (Sekil 2.7).
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Sekil 2. 7 BCR-ABL Sinyal Iletim Yolag: (Oda ve ark.,1994; Senechal ve ark.,1996)

RAS' 1n aktivasyonu, GRB2, CBL, SHC ve CRKL gibi birka¢ adaptor proteinini igeren
bir kaskad araciligiyla gerceklesir. Adaptor proteinleri, p210BCR-ABL ile odak yapisma
kompleksleri, P1-3 kinaz ve JAK-STAT kinazlar gibi diger habercilik sistemleri arasinda

baglantilar kurar. RAS' 1n altindaki sinyal olaylarinin karakterizasyonu sinirlidir. Anahtar
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bilesenler, MAPK' lar, 6zellikle JUK yoludur. BAP-1, BCR ile iligkili protein 1' i ifade
eder; GRB2, biiylime faktorii reseptorii ile bagli protein 2' yi temsil eder; CBL, B-lineage
lymphoma proteinini ifade eder; SHC, SRC homoloji 2 igeren proteini belirtir; CRKL,
CRK-onkogen benzeri proteini ifade eder; ve JAK-STAT, Janus kinazi-sinyal iletim ve
transkripsiyon aktivatorlerini ifade eder. FAK, odak yapisma kinazi anlamina gelen bir
ilgi proteinidir. JAK/STATS yolundaki sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii 5
(STATS), RAS sinyal iletim yolu olmadan BCR-ABL tarafindan dogrudan fosforile
edilebilir (Chai ve ark., 1997; llaria & Van Etten, 1996). Bu, anti-apoptotik protein BCL-
XL' nin yukar1 diizenlenmesine yol agar (Gesbert & Griffin, 2000; Horita ve ark., 2000).
BCR-ABL, CRKL ve CRK araciligiyla fosfatidilinozitol-3 kinaz (PI3K) yolunun
aktivasyonunu kolaylastirir ve bu, pro-mitogenik ve anti-apoptotik sinyallerin
giiclenmesine yol acar (Skorski ve ark., 1995). C-Myc' in, BCR-ABL sinyal iletim
yolunda da bir rol oynadig1 bulunmustur (Afar ve ark., 1994). BCR-ABL' in sinyal iletim
yollar1 tlizerine kapsamli arastirmalara ragmen, KML' de gozlemlenen tiim fenotipik
ozellikleri agiklayan bir yol bulunmamistir. Cogu etkilesim ve aktivasyon siirecinin
yalnizca in vitro hiicre hatlarinda, zorla asir1 ifade kosullarinda incelendigi 6nemle
belirtilmelidir. Bu nedenle, bunlarin birincil 16semik hiicrelerdeki varligi ve in vivo' daki
KML fenotipi tizerindeki etkileri hakkinda belirsizlik devam etmektedir. Sonug olarak,
BCR-ABL' nin diizensiz kinaz aktivitesi, anormal hiicre proliferasyonuna, 16semik
hiicrelerin kemik 1iligi stromasina olan yapismasinin azalmasina ve apoptozun

baskilanmasina yol agar.

2.1.10.1 imatinib’ in Avantajlari

BCR-ABL tirozin kinazinin KML patogenezi iizerindeki 6nemli rolii nedeniyle, bu kinaza
yonelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesi giindeme gelmistir. imatinib' in Onciisii,
baslangigta Ciba-Geigy (simdi Novartis olarak bilinir, Isvi¢re'nin Basel sehrinde) bilim
insanlar1 tarafindan, platelet kaynakli biiyiime faktorii reseptorii (PDGFR) i¢in
hedeflenmis bir inhibitdr gelistirme amaciyla yaratilmistir. Ayrica, ABL tirozine kinazi
tizerinde de 6nemli inhibitdr aktiviteye sahip oldugu kesfedilmistir (Buchdunger ve ark.,
1995). Imatinib mesilat, v-ABL tirozin kinaz inhibisyonunu optimize etmek igin
gelistirilmistir (Manley ve ark., 2002; Traxler ve ark., 2001). Imatinib, BCR-ABL de dahil

olmak tlizere ABL tirozine kinazini segici olarak inhibe eder (Buchdunger ve ark., 1996;
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Manley ve ark., 2002) Sonraki aragtirmalar, imatinib' in ayrica PDGFR gibi sinirli bir
tirozin kinaz alt kiimesini de segici olarak hedefledigini ortaya koymustur (Buchdunger
ve ark., 2000). (Heinrich ve ark., 2000). (Okuda ve ark., 2001). Preklinik ¢aligsmalar,
imatinib® in p210BCR-ABL tasiyan hiicre hatlarimin proliferasyonunu ve KML
hastalarindan elde edilen miyeloid hiicrelerin klonal biiylimesini segici olarak inhibe
ettigini gostermistir (Deininger ve ark., 1997; Druker ve ark., 1996). Ayrica, fare
modellerinde imatinib' in BCR-ABL pozitif hiicrelere karsi in vivo etkinlik gosterdigi ve
imatinib’ e siirekli maruz kalmanin tiimor yok edilmesi i¢in zorunlu oldugu gosterilmistir
(Druker ve ark., 1996; Le Coutre ve ark., 1999). Klinik denemelere baslamadan once,
imatinib hayvan modellerinde kabul edilebilir bir toksikoloji profili gostermistir. Haziran
1998' de, IFN bazli tedavilere direngli veya yanit vermeyen kronik faz KML hastalarin
hedefleyen bir faz I klinik denemesi baglamistir. 300 mg veya daha yiiksek doz alan
hastalar arasinda, en az 4 hafta tedavi goren 54 kisiden 53'iinde tam hematolojik yanit
gbzlemlenmistir. Pozitif pH igceren metafazlara rastlanmamistir. Yonetilebilir yan etkiler
arasinda bulanti, kas agrilar1 ve 6dem bulunmaktadir. Tedavi edilen hastalarin %16' sinda
trombositopeni ve %14' iinde notropeni gézlemlenmistir. Farmakokinetik ¢alismalar,
imatinib' in yar1 omriiniin 13-16 saat arasinda degistigini ve giinliik bir kez dozaj
yapilmasina olanak sagladigini gostermistir (Druker, Talpaz, ve ark., 2001). Hastalarin
takip siliresinin nispeten kisa olmasina ragmen, veriler ABL spesifik bir tirozin kinaz
inhibitoriiniin, IFN' e diren¢li hastalar dahil, KML tedavisinde 6nemli bir etkinlik
gosterdigini 6nermektedir. Bu deneme, KML' deki BCR-ABL tirozin kinaz aktivitesinin
kritik Onemini vurgulamis ve insan malignitelerinde bulunan spesifik molekiiler
anormallikleri hedef alan bir ilag gelistirme 6rnegini sergilemistir. Sonuglarin son derece
cesaret verici olmasi nedeniyle, faz I denemesi KML' nin miyeloid ve lenfoid blast krizine
sahip bireyler ile tekrar etme veya direngli Ph-pozitif ALL hastalarin1 kapsayacak sekilde
genigletilmistir (Druker, Sawyers, ve ark., 2001). Hematolojik yanitlarin tatmin edici bir
sekilde ortaya ¢ikmasina ragmen, cogu hasta nispeten kisa bir siire i¢inde relapslar yasadi.
Sonug olarak, imatinib, KML blast krizi ve Ph-pozitif ALL' de tek basina tedavi olarak
dikkate deger bir etki gosterdi; ancak yanitlar kalic1 degildi. Yine de, bu ¢alismalar, BCR-
ABL pozitif akut l6semilerde, ornegin KML blast krizinde, l6semik klonun hayatta

kalmak i¢in BCR-ABL kinaz aktivitesine belirli bir derecede bagimliligin siirdiirdiigiinii
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gostermistir. Faz I denemelerinde, kronik evre KML hastalarinda imatinib tedavisinin
olumlu sonuglari, genis ¢apl faz II ve faz III arastirmalarini tesvik etmistir. 1999' un
sonlarinda, tim KML evreleri i¢in imatinib' in monoterapi olarak kullanildig1 Faz II
calismalar1 baglamistir (Ottmann ve ark., 2002; Sawyers ve ark., 2002). IFN-a tedavisine
yanit vermeyen kronik faz hastalar1 igin sonuglar, beklenenden dénemli 6l¢iide daha iyi
oldu. Giinliik 400 mg imatinib ile tedavi edilen bu hastalarin %95' i tam hematolojik yanit
elde ederken, %60’ 1 da biiyiik sitogenetik yanit (MCgR) saglamistir (Kantarjian ve ark.,
2002). Beklendigi gibi, akut faz hastalarindaki etki, kronik faz hastalarindaki etki arasinda
yer ald1 (Talpaz ve ark., 2002). imatinib' in etkinligi, uluslararas: interferon ile STI-571
(IRIS) randomize calismasinda IFN-a ve sitarabin kombinasyonu ile karsilastirilmistir.
Sonraki analizler, imatinib' in IFN-ao' ya gore iistiinligiinii gostermistir (O'Brien ve ark.,
2003). IRIS denemesinden elde edilen bes yillik takip verileri, imatinib tedavisinin 60.
ayinda hastalarin %98' inin tam hematolojik yanit ve %87' sinin TSY elde ettigini
gostermistir. Olaydan bagimsiz sagkalim orani %83 iken, genel sagkalim bes yil sonra
%89" a ulagsmistir (Druker ve ark., 2006). Yanitlar, 6zellikle 12 ay iginde BCR-ABL
transkripti sayisinda en az 3 log azalma gdsteren en elverisli molekiiler yanitlar1 hedef
alarak gRT-PCR kullanilarak daha da tabakalandirilabilir. Hastaligin ilerleme riski ise
minimaldi (Hughes ve ark., 2003).

2.1.10.2 imatinib Hakkindaki Endiseler

Molekiiler siireklilik kavrami dnceden herhangi bir tedavi almamig kronik faz hastalarinin
yaklasik %80' inin TSY elde etme olasiligina ragmen, 6nemli bir hasta grubu qRT-PCR
ile degerlendirildiginde BCR-ABL transkriptleri i¢in pozitif sonu¢ vermeye devam
etmektedir (Hughes ve ark., 2003). Yani, hala kalic1 hastalik belirtileri yasamaktadirlar.
BCR-ABL transkriptleri tespit edilemeyen bireylerde bile, viicutlarinda 10 kadar 16semik
hiicrenin bulunmas1 miimkiindiir (Kaeda ve ark., 2002). Ilacin kullanim1 durdurulursa,
relaps gerceklesme olasiligi onemli dlglide artmaktadir (Cortes ve ark., 2004; Rousselot
ve ark., 2007). Kemik iligi izerindeki ¢alismalar, kalan Ph-pozitif hiicrelerin 16semik kok
hiicre popiilasyonunun bir pargasi oldugunu gostermistir (Bhatia ve ark., 2003; Chu ve
ark., 2005). In vitro calismalar, 6nemli sayida ilkel Philadelphia-pozitif progenitor veya
kok hiicrenin imatinibe karsi nispeten diisiik bir duyarlilik gosterdigini ortaya

koymaktadir (Graham ve ark., 2002). Cesitli kanitlar, imatinib' in, farklilasmis KML
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hiicrelerine kars1 yiiksek etkinligine ragmen, 16semik kok hiicreleri ortadan kaldirmada
muhtemelen etkisiz oldugunu gostermektedir. Kanser kok hiicre hipotezi, tlimorler
icindeki son derece nadir bir hiicre popiilasyonunun sinirsiz 6z yenilenme yetenegine
sahip oldugunu one siirmektedir (Huntly & Gilliland, 2005). Bu teori, KML' deki
asagidaki modelle orneklendirilmektedir (Michor ve ark., 2005). KML baglaminda,
16semik kok hiicreler durgun olarak tanimlanabilir ve cogunlukla GO evresinde bulunurlar.
Belirli kosullarda, 16semik kok hiicreler hiicre dongiisiine girebilir ve progenitorler
iretebilir, bu da farklilasmis 16semik hiicrelerin olusumuna yol agar. Sonug¢ olarak,

hastalik niiks eder (Al-Hajj ve ark., 2004; Hope ve ark., 2004; Huntly & Gilliland, 2005).

pH-pozitif progenitdrlerin genislemesi imatinib tarafindan etkili bir sekilde inhibe
edilmektedir (Druker ve ark., 1996). KML' li hastalarda, tedaviye son derece iyi yanit
verenler de dahil olmak iizere, kalan 16semik hiicreleri siirekli olarak baskilamak i¢in
Omiir boyu imatinib tedavisinin gerekli olmasit oldukg¢a olasidir. Zorluk, bu durgun kok
hiicreleri  6zellikle hedefleyen tedavi yaklagimlari, Orne§in immiinoterapinin

gelistirilmesindedir.
2.1.10.3 imatinib Direnci

Imatinib' in yiiksek oranda tatmin edici yanitlar olusturabilmesine ragmen, KML' nin tiim
evrelerinde hem primer hem de kazanilmis diren¢ gdzlemlenmektedir. Imatinib' e kars
direncin bir¢ok yonii vardir. Genel olarak 2 diren¢ kategorisi bulunmaktadir: Primer
diren¢ ve kazanilmis diren¢. Primer direncin hematolojik, sitogenetik veya molekiiler
yonleri agisindan kategorize edilebilecegi kabul edilmektedir. "Kazanilmis direng" terimi
su sekilde tanimlanabilir: ileri evre (AF) veya blast krizi (BK) durumuna gegis. Siirekli
tam hematolojik yanit veya sitogenetik yanit kaybi. BCR-ABL transkriptlerinin sayisinda
5-10 katlik 6nemli bir artig (Goldman, 2004). Diren¢ mekanizmalarinin incelenmesi son
bes yil boyunca yogun bir arastirma konusu olmustur. Bununla birlikte, primer direng
mekanizmasi biiyiik 6l¢iide ¢oziilmemistir. Genel olarak, imatinib direncinin molekiiler
mekanizmalar iki kategoriye ayrilabilir: BCR-ABL bagimsiz ve BCR-ABL bagimlh
durumlar (Tauchi & Ohyashiki, 2004). Ilk kategoride, 16semik hiicreler ikincil onkogenik
degisikliklere ugrayarak BCR-ABL' e bagimli olmayan hiicre proliferasyonuna neden

olabilir. Bu durumda, BCR-ABL gegerli bir hedef olmaktan ¢ikar ve bu baglamda en etkili
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BCR-ABL inhibitorii bile etkisiz hale gelir. Bununla birlikte, bu BCR-ABL bagimsiz
mekanizmalarin 6zellikle kronik faz KML' de nadir olaylar olmast muhtemeldir (Wong &
Witte, 2004). Ikinci kategori, BCR-ABL bagimli olarak bilinen, hastada (konak
araciligiyla) veya losemik klonun (hiicre i¢i) degisiklikler gergeklestiginde, ilacin hedef
BCR-ABL proteinini etkin bir sekilde baskilama yetenegini engelleyen bir durumdur.
Konak aracilifiyla gelisen direng, imatinib' in bir karaciger P450 enzimi tarafindan
enzimatik olarak degistirilmesi veya ilacin etkinligini engelleyen bir protein, 6rnegin alfa-
1 asit glikoprotein sentezi yoluyla kendini gosterebilir (Dai ve ark., 2003; Gambacorti-
Passerini ve ark., 2000). Hiicre i¢i direng, hedef BCR-ABL tirozin kinazinda meydana
gelen degisikliklerden, 6rnegin gen amplifikasyonu veya BCR-ABL kinaz alanindaki
mutasyonlardan kaynaklanabilir. Alternatif olarak, ¢oklu ila¢ direnci genlerinin yukari
diizenlenmesi nedeniyle hiicre icindeki ilag seviyelerinin azalmasindan da
kaynaklanabilir. Bu mekanizmalar arasinda, BCR-ABL kinaz alani mutasyonlari en
kapsamli aragtirmalara konu olmustur. Dirence neden olan ilk mutasyon T334l (orijinal
tip la numaralandirma sisteminde T315I) olarak bulunmustur (Gorre ve ark., 2001). Su
anda, imatinib direnci ile iligkili olarak 50' den fazla farkli BCR-ABL kinaz alam
mutasyonu tanimlanmistir (Branford ve ark., 2002; Shah ve ark., 2002). BCR-ABL kinaz
alaninda bir nokta mutasyonunun meydana gelmesi, amino asit dizisinin degismesine
neden olarak imatinib baglanmasi i¢in kritik etkilesim bodlgelerini olumsuz etkileyebilir
veya proteinin konformasyonunda bir degisiklik olusturabilir. Ug¢ boyutlu dagilim
agisindan, BCR-ABL kinaz mutasyonlar1 dort ana kiimede gruplandirilmustir. Ik kiime
(G250E, Q252H, Y253F ve E255K), genellikle p-loop olarak adlandirilan ATP igin
niikleotid baglanma halkasindaki ilgili amino asitleri igerir (Wong, S., & Witte, O. N.
(2004), Zonder, J. A., Pemberton) ikinci mutasyon seti, imatinib baglanma bolgesinde yer
alir ve ilac1 bir hidrojen bagi (T315I) ve Van der Waals etkilesimleri ile etkiler. V289A,
T3151 ve F317L mutasyonlart 6nceki bir caligmada bildirilmistir (Warlick, E., & Smith,
B. (2007), Wong, S., & Witte, O. N. 2004).Ugiincii mutasyon grubu (M388L ve H396P),
aktivasyon halkasi (A-loop) i¢inde bulunur (Von Bubnoff ve ark., 2002). Bu mutasyonlar,
proteinin inaktif konformasyondan aktif konformasyona gecisine neden olur; bu durumda
imatinib baglanamaz (Schindler ve ark., 2000). Bu calismanin amaci, kronik miyeloid
l6semi (KML) hastalarinda imatinib tedavisine yanitin BCR-ABL p210 diizeyleri
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tizerinden molekiiler takibini yapmak ve tedaviye diren¢ gelisen hastalarda direng
mekanizmalarini Sanger sekanslama yontemi ile arastirmaktir. Imatinib tedavisinin
baslangicindan itibaren 6 ay sonra BCR-ABL p210 diizeylerinin yeniden
degerlendirilmesi, molekiiler yanit1 tespit ederek erken donemde tedavi basarisizligini
belirlemeyi hedeflemektedir. Tedaviye yanit vermeyen hastalarda sekanslama analizi ile
BCR-ABL geninde mutasyon veya diger genetik degisikliklerin varlig1 aragtirilarak,

imatinib direncinin altinda yatan genetik faktorlerin ortaya konmasi amaglanmaktadir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOTLAR

3.1 Hasta Secimi
Arastirma agagidaki yerlerde gergeklestirilmistir:

« Nanakaly Hastanesi, Erbil, Irak.
e Bio Tam1 Merkezi, Erbil, Irak.
1.Tez Calismasinda 50 Hasta ve 100 Kontrol Grubu Katilimcisinin Se¢imi I¢in Kriterler

A- Hasta Grubu I¢in Dahil Etme Kriterleri (50 Katilimc1)Tan1: Hastalar KML veya

arastirmaya konu olan hastalik ile klinik olarak teshis edilmis olmalidir.

B-Yas Araligi: Hastaligin yayginlig1 ve ¢alismanin gereksinimlerine gore uygun bir yas

aralig1 belirlenmelidir.

C- Cinsiyet: Calismanin odak noktasina bagl olarak her iki cinsiyet veya belirli bir

cinsiyet dahil edilebilir.

D- Hastalik Siddeti: Ttim hastalik evreleri mi yoksa sadece belirli evreler mi dahil edilecek

belirlenmelidir.

E- Tibbi Ge¢mis: Calisma sonuglarini etkileyebilecek 6nemli baska bir hastaligi olmayan

hastalar secilmelidir.

F- Tedavi Gegmisi: Tedavi goren, yeni teshis edilen veya tedavi edilmemis bireylerin

uygunlugu belirlenmelidir.

2. Hasta Grubu I¢in Hari¢ Tutma KriterleriSonuglar1 karistirabilecek diger énemli kronik

hastaliklara sahip bireyler
A-Sonuglar etkileyebilecek deneysel tedavi alan hastalar

B-Hamile veya emziren kadinlar (eger ¢aligma ila¢ kullanim1 veya miidahale igeriyorsa)..
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C-Bilgilendirilmis onam vermeyen hastalar.

3. Kontrol Grubu I¢in Dahil Etme Kriterleri (100 Katilimc1)Saglikli Bireyler: Arastirmaya

konu olan hastalik i¢in 6nceden teshis almamais bireyler

A-Yas ve Cinsiyet Eglestirmesi: Hasta grubu ile yas ve cinsiyet agisindan uyumlu kontrol

grubu se¢imi.

B-Aile Ge¢misi: Eger ¢alismaya uygunsa, hastalik aile geg¢misi olan bireyler harig

tutulmalidir.

C-Kronik Hastaliklarin Olmamasi: Calisma sonuglarini etkileyebilecek kronik hastaliklari

olmayan bireyler.

D-Benzer Yasam Tarzi Faktorleri: Sigara, alkol tiikketimi ve diyet gibi yasam tarzi

faktorlerinin hasta grubuna benzer olmasi saglanmalidir.

E-Bilgilendirilmis Onam: Kontrol katilimcilari, goniillii olarak ¢alismaya katilmay1 kabul

etmelidir.

4. Kontrol Grubu I¢in Hari¢ Tutma KriterleriCalisilan hastaliga isaret edebilecek

semptomlar1 veya teshis edilmemis rahatsizliklari olan bireyler
A-Onemli altta yatan tibbi durumu olan bireyler.

B-Calisma sonuglarini etkileyebilecek ilaglar1 kullanan bireyler.
C-Hamile veya emziren kadinlar (eger ¢aligma tasarimina uygunsa).
D-Calismaya katilmay1 reddeden veya katilimini geri ¢eken bireyler.

Veri toplama donemi, hasta muayenesi ve laboratuvar aragtirmalari, Eyliil 2023'ten Mart
2024'e kadar prospektif olarak gergeklestirildi. Yaklasik 50 KML hastasindan ve 100
kontrol hastasindan kan Ornekleri EDTA’ 11 tiiplere toplandi. KML hastalarinin
(Uluslararas1 Standart) degerleri kaydedildi. Orneklerin toplanmasindan yaklasik 6 ay
sonra, takip amacli KML hastalarindan yeniden kan alinarak Uluslararas1 standart
degerleri 6nceki sonuglarla karsilastirildi .Calisma, Salahadin Universitesi'nin bilimsel ve
etik komitelerinden onay alarak Helsinki Bildirgesi'nde belirtilen etik ilkelere uygun

sekilde gergeklestirilmistir .kaynak (NU:.4S /495) Rutinde toplanan hasta bilgileri ve tim
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klinik bulgular toplanmig ve degerlendirilmistir. Hastalarin hematolojik degerlendirmeleri
yapilmis ve sitogenetik durumlarindan bagimsiz olarak BCR/ABL gen yeniden
diizenlenmesi RT-PCR ile ¢alisiimistir.

3.2 Hematolojik Degerlendirme
Inceleme, tam kan sayiminin yapilmasini ve hemogram profili i¢in Medonic Coulter

hematoloji Analiz Cihaz1 (Isve¢) kullanarak ve morfoloji icin Leishman boyasi ile
boyanmis preparatlarin hazirlanmasini igeriyordu. Ardindan tam beyaz kan hiicresi

diferansiyeli yapildu.

3.3 Molekiiler Calismalar
Molekiiler testler icin tiim 150 katilimcidan 6 mL ven6z kan toplandi. Kan 6rnekleri iki

EDTA’ I tiipe alindi. Orneklerden RNA izolasyonu 12 saatten daha kisa siirede elde
edildi.

3.3.1 RNA izolasyonu

Periferik kan orneklerinden RNA izolasyonu, GeneAll: Hybrid-R Blood RNA mini kit
(GeneAll, Kore, Lot No 315221.08027) kullanilarak elde edildi. 3 mL kan, uygun boyutta
bir tiipte 12 mL seyreltilmis Buffer RL ile karistirildi. Toplam hacmi 15 mL olan bu tiipte
karistirilan hacim, optimal sonuglar i¢in (kan + Buffer RL) 10 sn boyunca iyice karistirildi.
Eger kullanilan kan yliksek beyaz kan hiicresi sayisina sahipse, isleme alinan kan miktari
uygun sekilde azaltildi. Ardindan oda sicakliginda 10-15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sirasinda 2 kez kisa siireli vortex ile karistirildi. Bulanik siispansiyon, inkiibasyon
sirasinda eritrositlerin lizise oldugunu gosterir sekilde saydam hale gelmektedir.
Sonrasinda 600xg’ de 10 dk 4°C’ de santrifiij edildi. Siipernatant tamamen c¢ikarild1 ve
atildi. Santrifiij sonrasi I6kositler pellete doniistii. Stipernatant tamamen ¢ikarildi. Kirmizi
bir ton veren eritrositlerin iz miktarlari, sonraki yikama adiminda ortadan kaldirildi. 1 mL
seyreltilmis Buffer RL, hiicre pelletine eklendi. Hiicreler pipetle kisa siire karistirilarak
yeniden siispansiyona getirildi. Oda sicakliginda 3000 rpm’ de 2 dk santrifiij edildi.
Stipernatant ¢ikarildi ve atildi. Pellete alinan 16kositlere 750 uLL RiboEX TM LS eklendi.
Oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildi. Bu adim, 16kositlerin tamamen par¢alanmasini saglar.
Homojenize edilmis lizata 0.2 mL kloroform eklendi, pipetle karistirildi ve oda
sicakliginda 2 dk bekletildi. Ardindan 12000xg’ de 15 dk 4°C’ de santrifiij edildi. Karisim

lic faza ayrilacaktir: Alt katman, ara faz ve renksiz iist su katmani1 olmak tizere. Akoz
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fazdan yaklasik 450 uL. ezPure TM filtreye aktarilir. >10,000xg” de 30 sn santrifiij edilir.
Kalan ornek ile ayni adimlar tekrarlanir. Mini kolona 50 pL Buffer RBW eklenir.
>10,000xg” de 30 sn oda sicakliginda santrifiij edilir. Mini kolona 50 pL. Buffer RNW
eklenir. >10,000xg’ de 30 sn oda sicakliginda santrifiij edilir. Gegen siipernatant atilir ve
mini kolon ayni tiipe geri konur. Son olarak, residiiel yikama tamponunu ¢ikarmak icin
>10,000xg’ de 1 dk daha santrifiij edilir. Mini kolon yeni bir 1.5 mL mikro santrifiij tiipiine
aktarilir. Mini kolonun membraninin ortasina 30 pL niikleazsiz su eklenir ve en son olarak

>10,000xg’ de 1 dk oda sicakliginda santrifiij edilir.

Temizlenmis RNA, hemen analiz i¢in 4°C’ de saklanabilir ve uzun stireli saklama igin -
70°C’ de muhafaza edilebilir. Elde edilen RNA, DNA ve protein igermemekte olup
A260/A280 oran1 1.8 ile 2.2 arasinda olmalidir.

3.3.2gRT-PCR ile BCR-ABL Mbcr P210 Fiizyon Transkriptinin Nicel Tespiti

PCR amplifikasyonu, 20 pL toplam hacimde, 4 karisim igeren GeneMAPTM BCR-ABL1
p210 (MBCR) master mix ile ve 5 uL RNA kullanilarak gerceklestirildi (Tiirkiye, LOT.No:
2303MBCR01221). RNA ornekleri, standartlarin, primerlerin ve prob karigimlarinin
kullanimin1 optimize etmek amaciyla gruplar halinde analiz edildi. Tiim gerekli bilesenler
¢ozilldii ve  buz iizerinde bekletildi. Islem gorecek drnek sayisina gore asagidaki RT

karisimi hazirlandi (Tablo 3.1). gRT-PCR reaksiyon sartlari Tablo 3.2” de verilmistir.

Tablo 3.1 gRT-PCR TagMan Premiks Reaktani1 Karigimi

gRT-PCR Premiks Reaktanlari Nihai Konsantrasyon | 1 Reaksiyon
5X BCR-ABL P210 ppm 5X 4 uL
5X Tek Asamali PCR Tamponu 5X 4L
Niikleazsiz Su 5.4 uL
Tek Asamali Enzim Karisimi 1.6 uL
PCR Mastermix'in Toplam Hacmi 15 pL
Ornek Niikleik Asit RNA 5L
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Tablo 3.2 qRT-PCR Reaksiyon Kosullari

Sicaklik Siire Dongiiler
50 °C 30 dk X1
95°C 15 dk X1
95°C 15 dk

45 Dongii
62 °C 1 dk

3.3.2.1 Test Yorumu
PCR, TagMan Probe teknolojisini kullanarak hassas ve spesifik DNA amplifikasyonu

gerceklestirir. Kit, iki temel prosediire dayanir: niikleik asit ekstraksiyonu ve PCR
makinelerinde primer ve prob mekanizmalari kullanarak gercek zamanli PCR ile
amplifikasyon. BCR-ABL1 IS-MMR Kkiti, p210 BCR-ABL1 (b2a2, b3a2) ve ABL1' i
hedef alarak niikleikasitleri tek asamada amplifiye eden bir PCR testidir.

TagMan probu, insan, veteriner ve ¢evresel tanilarda en yaygin kullanilan qPCR probudur.
DNA oligoniikleotidinin bir ucunda floresan bir boya, diger ucunda ise bir quench yer alir.
Prob, PCR sirasinda, iki primerle ¢evrili olan hedef DNA dizisine spesifik olarak baglanir.
DNA iplik¢ik uzamasi sirasinda, polimerazin eksoniikleaz aktivitesi probu pargalar, bu da
floroforu quencher'dan ayirir ve floresan yayilmasina neden olur. Reaksiyondaki DNA
miktar1 ne kadar fazla olursa, floresans o kadar hizli tespit edilir ve bu da daha erken Ct
degerlerine yol agar. Sonuglar, RT reaksiyonunun yaklagik 5 uL'sine (1/10) karsilik gelen
toplam RNA' nin yaklasik 100 ng' sine goredir.

Ham verileri analiz igin excel dosyas1 kullanilabilir. ABL ve BCR/ABL genlerinin ham
Ct degerleri, Log Kopya Sayis1 (C1, C2 ve C3 i¢in 3, 4 ve 5) ile grafige dokiilmiistiir. Bes
standart seyreltme {izerinde hesaplanan teorik egri, asagidaki (Sekil 3.1) ile
gosterilmektedir. Her gen (ABL ve BCR/ABL) i¢in, dogrusal bir regresyon egrisi (y = ax
+ b) hesaplanir; burada a, dogrunun egimini temsil eder ve b, dogrunun y-eksenini kestigi

y-koordinatidir. Denklemi ve belirleme katsayisi (1?) grafikte gosterilmektedir.
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Sekil 3.1 Teorik Egri Hesaplama Ornegi

3.4 istatistiksel Analizler

Tilim istatistiksel analizler i¢in GraphPad istatistik yazilimi (siiriim 9.3) kullanilmistir.
Istatistiksel testler olarak, Prism, piyasada bulunan en kolay kullanilan dogrusal olmayan
regresyon analizi yazilimidir. Verilerin parametrik olup olmadigini belirlemek igin
normallik testleri (Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov, D'Agostino) GraphPad 9 Prism
(GraphPad Software, ABD) yazilim1 kullanilarak gergeklestirildi. Verilerin normal
dagilim gdstermemesi nedeniyle tiim analizlerde parametrik olmayan testler tercih edildi.
Veriler, medyan ve ceyrekler aras1 aralik (IQR) seklinde sunuldu. Ikiden fazla grup
arasindaki karsilagtirmalar icin Kruskal-Wallis ve tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
testleri uygulandi. Ayrica, Tukey testi kullanildi. Coklu karsilastirmalar ic¢in post hoc

analiz olarak Dunn testi tercih edildi.
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critical t = 1.97612
0.3
0.2
0o.1
o P Sy
Test family Statistical test
T tests g3 Means: Difference between two independent means (two groups) =
Type of power analysis
A priori: Compute required sample size — given «, power, and effect size ~
Input Parameters Output Parameters
Tail(s) Two = Noncentrality parameter & 3.6373067
Determine == Effect size d 0.63 Critical t 1.9761225
o« err prob 0.05 Df 148
Power (1-B err prob) 0.95 Sample size group 1 100
Allocation ratio N2 /N1 0.501 Sample size group 2 S50
Total sample size 150
Actual power 0.9508997

Sekil 3.2 istatistiksel Power Analiz
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BOLUM 4

BULGULAR
4.1 Yas ve Cinsiyet Dagilim
Toplam 50 kayitli hastanin yaslar1 16-79 arasinda degismektedir ve medyan yas1 39’ dur
(SD 15.35). Bu hastalarin 20' si (%40) erkek ve 30" u (%60) kadindir. Toplam 100 kontrol
grubu lizerinde yapilan degerlendirmede, yaslar 19-83 arasinda degismekte olup yas
ortalamasi (mean) 45.6 y1l olarak belirlenmistir. Cinsiyet dagiliminda ise %57’si kadin ve
%43°1 erkektir. Sekil 4.1, hasta kayitlarinin yasa gore dagilimini gosteren histogrami

illiistre etmektedir. Ayrica, Sekil 4.2, erkek ve kadin dagilimin1 da gostermektedir.
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Sekil 4.1 Calismaya katilan 50 KML Hastasinin Yas Dagilimi
Yas Dadihirma (100 Kontrol Grubu)
100 Yas Dagilhirmi (100 Hasta)
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Sekil 4.2 Calismaya katilan 100 Control gurubu Yas Dagilimi
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Toplam=s0

Sekil 4.3 Calismaya Katilan 50 Hastanin Cinsiyet

3 60.00%
— 40.00%

Sekil 4.4 Calismaya Katilan 100 kontrol Cinsiyet

T piarn

oo

—= a5%u Cokek

Kadin
Erkek

Tablo 4.1 Hastalarin ve Kontrol grubunun Hematolojik Parametreleri (Hasta= 50, Kontrol=100)

Hasta Grubu Kontrol Grubu P-value
Parametre Aralik Ort. | £SD Aralik Ort. +SD
Hb (g/dL) 8.5-16.20 | 12.24| 2.0 | 11.2-15.9 | 13.55 15 0.008
WBC(x109/L) | 8.25-278 | 33.06 | 49.3 | 4.2-109 | 7.55 1.8 <0.0001
PLT(x109/L) 154 -794 | 2559 | 128.1 | 156-385 |270.5| 80.5 0.44
RBC (x1012/L) | 2.80-6.35 | 4.11 | 0.78 | 455-545| 5.0 0.3 0.14
RNA (ng/pL) 93-487 | 277 115

4.2 Hemogram Profili
Tablo 4.1, hastalarin kayit anindaki hemogram 6zelliklerini gostermektedir. Hemoglobin

konsantrasyonu 8.5-16.20 g/dL arasinda degigsmekte olup ortalamasi 12.24 g/dL (SD 2.0)

olarak belirlenmistir. Kontrol grubunun hemoglobin konsantrasyonu 11.2-15.9g/dL
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arasinda degismekte olup, ortalamasit 13.55 g/dL. (SD 1.5) olarak belirlenmistir. 50

hastanin hemoglobin seviesini gosteren histogrami asagida verilmistir (Sekil 4.3).

Hb Dagilimi (100 Kantrol Grubu)

20

15

10 ‘

L] L] LEBLEL LI ) L]

hN
YESEFETH DG E DO E P

Hb Kontrol Gruplari

Hb (gmidi)
Hhb (g/dl)

«

Sekil 4.5 KML Hastasinin (Hb) Seviyeleri Sekil 4.6 Kontrol grubunun Hb)
seviyeleri
Beyaz kan hiicreleri saymmi, 8.25-278x10%L arasinda degismekte olup ortalamasi
33x10°%L (SD 49.3) olarak belirlenmistir. Sekil 4.4, kayitl hastalarin beyaz kan hiicreleri
sayim dagilimlarin1 gostermektedir. Kontrol grubunun beyaz kan hiicre konsantrasyonu
4.2 x10°/L -10.9x10°%/L arasinda degismekte olup, ortalamas1 7.55x10°%/L (SD 1.8) olarak
belirlenmistir.

300 200- WBC Dagilimi {100 Kontrol Grubu)

WBC (10%91L)

a
©
°
WBC 110%L)
“ B OB
A S e e b &

N B A SN RER RN APARAN AP AN PPN AR o 52 52 5

wBcC

MG

Sekil 4.7 Hastalarin Beyaz Kan

Hiicre Saym severleri Sekil 4.8 Kontrol grubunun bayaz kan

Hucre Sayim severleri

Hemogramda trombosit sayimlar1 154x10%/L ile 794x10%L arasinda degismekte olup
ortalamasi 256,000/uL (SD 128.1) olarak belirlenmistir (Sekil 4.5). Kontrol grubunun
trombosit konsantrasyonu 156 x10°/L -385 x10°L arasinda degismekte olup, ortalamasi
270.5 x10°/L(SD 80.5) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.10 Kontrol grubu Trombosit

Sayimlarmin Dagilimi

Oncelikle yapilan hemogramda belgelenen kirmzi kan hiicreleri sayilar1 2.80-6.35x10%/L

arasinda degismekte olup ortalamas1 4.11x10%L (SD 0.78) olarak belirlenmistir (Sekil

4.6). Kontrol grubunun kirmizi kan hiicre konsantrasyonu 4.55x10'%/L-5.45x10'%/L

arasinda degismekte olup ortalamasi1 5.0 x10'?/L (SD 0.3) olarak belirlenmistir.

RBC (10°M21L)

Sekil 4.11 KML Hastasinin Kirmizi kan

Hiicreleri Sayilarinin severleri

RBC Dagilimi (100 Kontrol Grubu)
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Kontrol Gruplan

Sekil 4.12 Kontrol grubunun kirmizi kan

Hiicreleri Sayilarinin severleri
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4.3 Tlac tedavisi Oncesi Molekiiler Yanit
RNA transkript diizeyinin ger¢ek zamanli PCR ile tespiti, KML hastalarina imatinib

tedavisinden Once uygulanmigtir. Kayith 50 hastadan 4' i (%8) MMR<0.1 %IS
gostermistir. 15 hasta (%30) %0.1-1.0 IS araliginda, 20 hasta (%40) %1-10 IS araliginda,
kalan 11 hasta (%22) ise >10% BCR-ABL IS seviyesine sahiptir (Sekil 4.7).

= 8.00% <O0.1

= 30.00% 0.1-1.0
= 40.00% 1-10
=3 22.00% =10

Total=50

Sekil 4.13 Tedavi Oncesi Dért Uluslararas: Olgek Kategorisinde Molekiiler Yantlar.

Imatinib tedavisi sonrasi yapilan molekiiler analizlerde, 50 hastadan 27' si (%54) MMR <
0.1 %IS) gostermistir. 8 hasta (%16) %0.1-1 IS araliginda, 12 hasta (%24) %1-10 IS
araliginda, kalan 3 hasta (%6) ise >10% BCR-ABL IS seviyesine sahiptir (Sekil 4.8).

54.00% <0.1
16.00% 0.1-1.0
24.00% 1-10
6.00% =10

Total=50

Sekil 4.14 Dort Uluslararas: Olgek Kategorisinde Tedavi Sonras1 Molekiiler Yanitlar
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Sekil 4.15-4.19, sirastyla RNA transkript seviyeleri % <0.1 IS, % 0.1-1.0 IS, %1-10 IS ve

% >10 olan hastalarin 6rneklerini gostermektedir.
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Sekil 4.15 BCR/ABL1 RNA Transkript Seviyesi %<0.1 IS Olan Hasta
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Sekil 4.2 BCR/ABL1 RNA Transkript Seviyesi %0.1-1 Arasinda Olan Hasta
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Sekil 4.18 BCR/ABL1 RNA Transkript Seviyesi %10' dan Fazla Olan Hasta
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Sekil 4.19 BCR/ABL1 RNA Transkript Seviyesi Negatif Olan Hasta

4.4 Sanger Dizilemesi
Calismada, 50 KML pozitif hastadan imatinib direngli 3 hastada Sanger yontemi ile

BCR/ABLL1 dizilemesi gerceklestirilmistir. Dizilemeye tabi tutulan 3 hastada sonuglar
negatif ¢itkmistir. Bu 3 hastada KML' den AML' e gegis ile imatinib direnci gelismis ve
budurumun sadece genetik faktorlerden kaynaklanmadigi, hastaligin  seyrinin
degismesinden kaynaklandig1 sonucuna varilmistir. Bunun yani sira, diger hematolojik
veya non-hematolojik nedenler de etkili olabilir. Ornegin, hastalar ilac1 diizenli almadiysa
veya viicutlari ilaci tolere edemediyse bu da dirence neden olabilir. Direng, birgok farkli
nedenle ortaya c¢ikabilir. Diger 3 hastamizin Sanger dizileme sonuglar1 Sekil 4.14° te

gosterilmistir.
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Sekil 4.20 imatinib Direngli 3 Hastanin Sanger Dizleme Sonuglari

Tablo 4.2 KML Hastalarinda Hasta Bazli IS Degisimi (6 Ay)

Hasta ID Bagslangic IS Degeri 6 Ay Sonraki IS Degeri
1 MMR < 0.1 %IS MMR < 0.1 %IS
2 MMR < 0.1 %IS MMR < 0.1 %IS
3 MMR < 0.1 %IS MMR < 0.1 %IS
4 MMR < 0.1 %IS MMR < 0.1 %IS
5 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
6 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
7 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
8 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
9 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
10 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
11 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
12 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
13 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
14 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
15 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
16 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
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17 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
18 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
19 0.1-1.0 %IS MMR < 0.1 %IS
20 1-10 %IS MMR < 0.1 %IS
21 1-10 %IS MMR < 0.1 %IS
22 1-10 %IS MMR < 0.1 %IS
23 1-10 %IS MMR < 0.1 %IS
24 1-10 %IS MMR < 0.1 %IS
25 1-10 %IS MMR < 0.1 %IS
26 1-10 %IS MMR < 0.1 %IS
27 1-10 %IS MMR < 0.1 %IS
28 1-10 %IS 0.1-1.0 %IS

29 1-10 %IS 0.1-1.0 %IS

30 1-10 %IS 0.1-1.0 %IS

31 1-10 %IS 0.1-1.0 %IS

32 1-10 %IS 0.1-1.0 %IS

33 1-10 %IS 0.1-1.0 %IS

34 1-10 %IS 0.1-1.0 %IS

35 1-10 %IS 0.1-1.0 %IS

36 1-10 %IS 1-10 %IS

37 1-10 %IS 1-10 %IS

38 1-10 %IS 1-10 %IS

39 1-10 %IS 1-10 %IS

40 >10 %BCR-ABL IS 1-10 %IS

41 >10 %BCR-ABL IS 1-10 %IS

42 >10 %BCR-ABL IS 1-10 %IS

43 >10 %BCR-ABL IS 1-10 %IS

44 >10 %BCR-ABL IS 1-10 %IS

45 >10 %BCR-ABL IS 1-10 %IS

46 >10 %BCR-ABL IS 1-10 %IS

47 >10 %BCR-ABL IS 1-10 %IS

48 >10 %BCR-ABL IS >10 %BCR-ABL IS
49 >10 %BCR-ABL IS >10 %BCR-ABL IS
50 >10 %BCR-ABL IS >10 %BCR-ABL IS
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Tablo 4.3 50 KML 50 Hastanin RNA Izolasyon Degerleri

Hasta ID RNA Izolasyon Degeri
1 310
2 266
3 412
4 446
5 116
6 164
7 219
8 212
9 341
10 436
11 129
12 118
13 225
14 350
15 333
16 382
17 209
18 124
19 404
20 143
21 463
22 177
23 223
24 277
25 152
26 296
27 328
28 117
29 379
30 146
31 190
32 165
33 309
34 289
35 141
36 482
37 114
38 126
39 380
40 346
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41 266
42 284
43 439
44 110
45 465
46 461
47 421
48 340
49 267
50 354
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BOLUM 5
TARTISMA

Irak'taki KML prevalansiin literatiirde bildirilen en yiiksek rakamlardan biri olan
2/100.000 oldugu (Schranz, 2021). g6z 6niine alinarak bu hastaligin iilkede daha yaygin
hale gelip gelmedigini arastirmak i¢in yola ¢ikilmistir. Bunun nedeninin g¢evresel kirlilik
ve son 20 yildaki uranyumun olumsuz radyasyon etkileri olabilecegi diisliniilmiistiir.
Fakat, ilging bir sekilde, giftcilerin kimyasallara ve bocek ilaglarina yogun sekilde maruz
kalmalarina ragmen KML’ nin en diisiik prevalansina sahip olduklar1 goriilmiis, bu da bize
bu maddelerin KML’ ye neden olmayabilecegini diisiindiirmiistiir. Mevcut literatiir de
kimyasallarin veya bocek ilaglarinin KML gelisiminde rol oynamadigini desteklemektedir
(MUTAGENESIS, 2020).KML, ilerlediginde 3-6 yil iginde Oliimciil olabilir. Bu
calismada 150 hastay1 degerlendirdik; bunlardan 50' si KML pozitifti. Hastalarin yas
ortalamasi 39, cinsiyet dagilimlart %40 erkek ve %60 kadin olacak sekildedir. Benzer bir
calismada da, erkek hastalarin sayisinin kadin hastalardan daha az oldugu bulunmustur
(Jbireal ve ark., 2019). KML hastalarinda hemoglobin seviyeleri 8.5-16.2 g/dL, beyaz kan
hiicresi say1s1 8.25-278x10%L, trombosit sayisi ise 154-794x10%L ve kirmizi kan hiicresi
say1s1 2.80-6.35x10'%/L arasinda bulunmustur. Bu degerler, hastadan hastaya ve iilkeden

tilkeye 6nemli 6lglide farklilik gosterebilir.

KML yonetimi, o6zellikle imatinib ile birlikte TKI' larin gelistirilmesiyle devrim
niteliginde bir degisim gecirmistir. 11k etkinligine ragmen, zamanla hastalarm énemli bir
kismi imatinibe kars1 direng veya intolerans gelistirmekte, bu da tedavi stratejilerinin
dikkatli bir sekilde izlenmesini ve ayarlanmasini gerektirmektedir. Etkili yonetimin
merkezinde, diren¢ mekanizmalarinin, 06zellikle BCR/ABL1 kinaz alanindaki
mutasyonlarin erken tespiti yatmaktadir. Kantitatif PCR ve sonraki nesil dizileme gibi
molekiiler izleme yontemleri, bu mutasyonlar1 yiiksek hassasiyetle tanimlamak igin
vazgecilmez araglar haline gelmistir. Direng mutasyonlarinin tespiti, klinisyenlerin tedavi
rejimlerini zamaninda degistirmesine olanak taniyarak terapotik sonuglart optimize

etmelerini saglar. Literatiir taramamizda, imatinib direncine kars1 molekiiler izleme ile
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ilgili birkag 6nemli nokta ortaya ¢ikmustir. ilk olarak, belirli araliklarla diizenli izleme,
klinik ilerleme olmadan 6nce ortaya ¢ikan mutasyonlar1 tespit etmek i¢in kritik dneme
sahiptir. Bu proaktif yaklasim, zamaninda miidahale olanagi sunarak hastalik ilerlemesini
onlemeye ve blast krizi gelisme riskini minimize etmeye yardimei olabilir. Ikinci olarak,
imatinib direnci sonrasinda izlenecek tedavi segenekleri, spesifik mutasyon profiline ve
bireysel hasta faktorlerine baglidir. Dasatinib ve nilotinib gibi ikinci nesil TKI' lar, direng
mutasyonlarina kars1 daha genis bir kapsama sunar ve genellikle birinci basamak

alternatifleri olarak degerlendirilir.

T3151 mutasyonu tasiyan hastalar veya diger tedavilere yanit vermeyen hastalar igin,
direngli BCR/ABL1 formlarina karsi giiglii inhibitor aktivitesi nedeniyle ponatinib,
tictincii nesil TKI olarak kullanilmaktadir. Ciinkii son raporlar, tedaviye karsi direncin
BCR/ABL1 genindeki mutasyonlarla baglantili olabilecegini, bu mutasyonlarin
imatinibin baglanma afinitesini azalttigin1 6nermektedir (Moore ve ark., 2013). Molekiiler
yanitlarin derinligi, 6rnegin molekiiler remisyonun 4.5 MR (major response) veya daha
derin seviyelerde saglanmasi ve siirdiiriilmesi, uzun vadeli sonuglari ongérmede dnem
kazanmistir. Bu derin yanitlar1 elde eden hastalarin, hastalik ilerleme oranlarinin daha
diisiik ve genel sagkalim oranlarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu durum,
molekiiler izleme ile yonlendirilen tedavi optimizasyonunun 6nemini vurgulamaktadir.
Bu ilerlemelere ragmen, molekiiler izleme tekniklerinin klinik uygulamasinda zorluklar
devam etmektedir. Test metodolojilerinin standardizasyonu, diisiik seviyeli mutasyonlarin
yorumlanmasi ve kaynak sinirl ortamlarda rutin izlemenin maliyet etkinligi gibi konular

daha fazla aragtirma gerektirmektedir.

Gelecekte, yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesi ve daha hassas izleme tekniklerinin
gelistirilmesi iizerine devam eden arastirma g¢abalar1 siirmektedir. Kisisellestirilmis tip
yaklagimlarinin entegrasyonu, biyomarkerler ve genomik profil olusturma gibi yontemler,
tedavi stratejilerini bireysel hasta profillerine uyarlamada umut vaat etmekte ve terapotik
etkinligi maksimize edip yan etkileri minimize etmeyi hedeflemektedir. Sonu¢ olarak,
molekiiler izleme, imatinib direncine sahip KML yo6netiminde direng mekanizmalarinin
erken tespiti ve kisisellestirilmis tedavi kararlarin1 yonlendirme konusunda kritik bir rol

oynamaktadir. Molekiiler tan1 ve tedavi stratejilerindeki siirekli ilerlemeler, bu zor
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hastalikla miicadele eden hastalarin sonuglarini ve yasam kalitesini daha da iyilestirmek

icin esastir.

Bu ¢alismada, 50 KML pozitif hastadan 3 imatinib direngli hastada BCR/ABL1 T315I
mutasyonu Sanger ile dizilenmistir. Ancak Sanger sekanslama sonuglarinda bu bolgede
bir mutasyon saptanmamistir. Bu bulgu, imatinib direncinin sadece BCR/ABL1 kinaz
domaininde meydana gelen mutasyonlarla sinirli olmadigini ve alternatif mekanizmalarin
da diren¢ gelisiminde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ornegin, ila¢ atilim
yollarindaki degisiklikler, BCR/ABL1 dis1 sinyal yolaklarmin aktivasyonu veya

epigenetik diizeydeki degisiklikler diren¢ mekanizmalar1 arasinda yer alabilir.

Elde edilen bu sonuglar, KML hastalarinda tedavi yanitinin izlenmesinde yalnizca standart
mutasyon analizlerinin yeterli olmadigin1 gostermektedir. Bu nedenle, daha hassas ve
genis kapsamli yeni nesil dizileme (NGS) gibi yiiksek ¢oziiniirliikte analiz yontemlerinin
kullanilmasi1 6n plana ¢ikmaktadir. Gelecekteki ¢aligmalar, Sanger sekanslama ile tespit
edilemeyen nadir ve kompleks mutasyonlarin ortaya konmasi igin NGS gibi yiiksek
kapasiteli teknolojilere yonelmelidir. Ayrica, diren¢ mekanizmalarinin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in, imatinib tedavisine yanit vermeyen hastalarda epigenetik
degisikliklerin, transkriptomik profillemenin ve proteomik analizlerin yapilmasi
Onerilmektedir. Bu calisma, KML hastalarinda imatinib direncinin kapsamini anlamak
adina Irak popiilasyonunda bir baslangic niteligindedir ve ileri diizey molekiiler

analizlerin 6nemini bir kez daha ortaya koyulmustur.
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BOLUM 6
SONUCLAR

1- Toplamda 50 pozitif hasta ve 100 kontrol ¢aligmaya dahil edilmistir. Bu hastalarin
yaslar1 16 ile 79 arasinda degismekte olup, medyan yas 39’dur.

2- Hastalarin 20’si erkek olup bu oran toplam hasta sayisinin %40’ mna denk gelmektedir.

Geriye kalan 30 hasta ise kadin olup toplam hasta sayisinin %60’ in1 olusturmaktadir.

3- Hastalarin KML tanisinda dikkate alinan hemogram parametreleri incelenmistir.
Hemoglobin seviyeleri 8.5-16.20 g/dL arasinda degismektedir. Ortalama hemoglobin
seviyesi 12.24 g/dL olarak hesaplanmistir.

4- Hastalarin beyaz kan hiicreleri sayimi 8.25-278x10°/L arasinda degismektedir.
Ortalama WBC degeri 33x10°/L olarak hesaplanmustir.

5- Hemogramda hastalarin trombosit sayimlari 154-794x10°/L arasinda degismektedir.

Ortalama trombosit sayis1 256x10°%/L olarak hesaplanmustir.

6- Kirmizi kan hiicreleri sayilar1 2.80-6.35x10'%/L arasinda degismektedir. Ortalama

kirmizi kan hiicre sayis1 4.11x10'?/L olarak hesaplanmistir.

7- Imatinib tedavisi éncesinde, 50 KML hastasmin 4’ii (%8) MMR <0.1 %IS diizeyinde
bulunmustur. Hastalarin 20’si (%40) %0.1-1.0 IS araliginda, 15’1 (%30) %1-10 IS
araliginda tespit edilmistir. Kalan 11 hasta (%22) ise >10% BCR-ABL IS seviyesine
sahiptir.

8- Imatinib tedavisi sonras1 yapilan molekiiler analizlerde, 50 hastadan 27’si (%54) MMR
< 0.1 %IS diizeyinde bulunmustur. 8 hasta (%16) %0.1-1.0 IS araliginda, 12 hasta (%24)
%1-10 IS araliginda yer almaktadir. Kalan 3 hasta (%6) ise >10% BCR-ABL IS seviyesine
sahiptir.
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9- Calismada, 50 KML pozitif hastadan imatinib direngli 3 hasta BCR/ABL1 T315I
mutasyonu bakimindan negatif ¢ikmis ve imatinib direncinin sadece genetik faktorlerden

degil, hastaligin seyrindeki degisikliklerden kaynaklandig1 sonucuna varilmistir.
Gelecek ¢alismalarda dikkate alinmasi gereken en 6nemli tavsiyeler sunlar olabilir:

1-Daha Fazla Hasta Katilimi: Daha genis hasta gruplariyla calismak, sonuglarin

genellenebilirligini artiracaktir.

2-Uzun Donem Takip: Tedavi sonrast uzun donem izlem, imatinib direncinin gelisim

siirecini daha iyi anlamaya yardimci olabilir.

3-Genetik ve Molekiiler Analizlerin Derinlestirilmesi: Sanger sekanslamanin yani sira,
daha gelismis molekiiler analiz teknikleri kullanilarak genetik degisikliklerin daha

ayrintilt bir sekilde incelenmesi faydali olacaktir.

4-la¢ Uyumu ve Tolerans: Ilag uyumunun ve hastalarin ilaca kars: toleransinin daha

dikkatlice izlenmesi, direncin gelisimi iizerinde dnemli bir rol oynayabilir.

5-Ekstra Hematolojik ve Non-Hematolojik Faktdrler: Imatinib direncini etkileyebilecek
diger faktorlerin (beslenme, komorbid hastaliklar, yasam tarzi, vb.) daha kapsamli bir

sekilde degerlendirilmesi Onerilebilir.
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