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OZET

Kronik miyeloid 16semi (KML), miyeloid hiicre elemanlarinin artmig proliferasyonu ve
kemik iliginde hiperseliilarite ile karakterize klonal bir kék hiicre hastaligidir. Hastalarin %
95’inde Philadelphia (Ph) kromozomu  bulunur. KML’nin tedavisinde tirozin kinaz
inhibitorleri kullamlir. Tedavi yamti hematolojik, sitogenetik ve molekiiler yanita gore
degerlendirilir. LMO2 proteini bir transkripsiyon faktordiir. Bu ¢alismanin amaci imatinib
kullanan KML hastalarinda LMO?2 ile sitogenetik ve molekiiler yanit arasindaki iliskiyi
arastirmaktir.

Caligmaya toplam 32 KML hastas: alindi. Hastalarin yarisi erkek ,yaris1 kadind.
Ortalama yag 46,88 +15,568 (21-85) idi. Ortalama izlem stiresi 29,4 (12-58) idi. Hastalarin
tamami kronik fazda idi. Baslangig tedavilerinde imatinib baglanildi. Tedavi yanitlart ELN
(European Leukemia.net) kriterlerine gére degerlendirildi. Hastalarin tam1 aninda alinan
kemik iligi biyopsi metaryali LMO?2 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal ¢alismada 20
(%062,5) hastada pozitif, 12 (%37,5) hastada negatif boyandi. Imatinib kullanan KML
hastalarimin altine1 , onikinci aydaki sitogenetik ve onsekizinci aydaki molekiiler yanitlari ile
LMO?2 proteinin artis1 arasinda istatiksel olarak anlaml iliski yoktu.

Bu ¢aligma imatinib kullanan KML hastalarinda LMO?2 ile sitogenetik ve molekiiler yanit
arasindaki iligkiyi arastiran ilk ¢alismadir. Yayinlanan ¢aligmalarda LMO2 protein artis1 ile
ilgili geligkili durumlan agiklifa kavusturmak igin genis vaka serili yayinlara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: KML, LMO2, sitogenetik yanit, molekiiler yanit



ABSTRACT

Chronic myelositer leukemia (CML) is a clonal stem cell disorder which is
characterized by increased proliferation of myeloid cells and hiperselurite of bone marrow.
Philadelphia chromosome is found 95 % of patients. Tyrosine kinase inhibitors are used in
the treatment of CML. Treatment response is evaluated according to hematologic, cytogenetic
and molecular response. Lim Domain Only2( LMO?2) protein is transcription factor. The
purpose of this study is to investigate the relationship between LMO2 and cytogenetic ,

moleculer response in CML patients on imatinib.

A total of 32 patients were included in the study. Half of the patients were included in
the study. Half of the patients were female . The average age was 46.88+ 15, 566 (21-85).
The average follow-up period was 29,4(12-58) months. All patients were in chronic phase.
Imatinib was used in initial treatment. Treatment responses were evaluated according to
creatia of the ELN. 20(%62,5) of bone marrow biopsy specimens had been taken from
patients at diagnosis were a positive staining with immunohistochemical staining of antibody
LMO2 and negatif staining in 12( % 37,5). CML patients on imatinib had not a statistically
significant relationship beetween the increase in protein LMO2 with cytogenetic response of

sixth, twelfth month and moleculer response of eighteenth month

This study is the first study which investigates the relationship between LMO2 and the
cytogenetic, moleculer response in CML patients on imatinib. Broad case serial studies are

needed to clarify of contradictory situations of LMO2 protein increase in published studies.

Key Word: CML, LMO2, cytogenetic response, moleculer response

VI



GIRIS VE AMAC

Kronik myelositer 16semi ( KML) bir kok hiicre hastaliidir. Anormal klonal bir sekilde
myeloid &ncii hiicreler gogalir . KML kronik, akselere ve blastik olmak iizere ii¢ faza aynlir.
Genellikle hastalarin biiyiik gogunlu tani sirasinda kronik fazdadir. Hastaligin takibi sirasinda
bazi hastalar akseler veya blastik faza gegebilir.

Ik defa Nowell ve Hungerford 1960 yilinda KML hastasinda kullandiklar yeni bir
teknikle anormal bir G kromozomu buldular. Bu kromozoma bulundugu sehirin ad1 olan
Philadelphia‘y: verdiler . 1970‘ler de Janet Rowley 9 ile 22‘inci kromozom arasindaki
translokasyonun t(9,22) oldugunu gosterdi. 1980’ler 22. kromozomun iizerindeki BCR
(breakpoint cluster region) gen ile 9.kromozomdaki ABL( abelson leukemia viriis) gen
arasinda translokasyon oldugu ve ber-abl fiizyon onkogeni kodladig bildirildi. 1990’]arin
baslarinda ise bu onkogeni inhibe eden trozin kinaz inhibitérii olan imatinib bulundu . Son
yillarda sekonder tirozin kinazlar olan dasatinib ve nilotinib tedavide birincil veya ikincil ilag
olarak kullanilmaya basland:.

KML hastalarinin tedaviye yamt iki yontemle takip edilir. Kemik iligi aspirasyon
metaryalinden konvansiyonel yéntemle Philadelphia kromozomunun oranin tespit edilmesi.
ikinci yontem kandan bu anormal genin {iriinii olan ber/ abl protein diizeyinin PCR teknigiyle
6l¢iilmesidir.

LIM domain only-2 (LMO2) bir transkriptik faktordiir. LMO2 hematopoetik kék
hiicrenin gelisiminde, embriyogenezis, anjiogenezis ve eritropoezisde diizenleyici gorevi
vardir. Fonksiyonlarini hiicrenin ¢ekirdeginde gosterir . LMO2 geni 11p13 kromozomunda
lokalizedir ve buradan LMO?2 proteini salgilanir. Kemik iliginde eritrosit ve myelosit seri
hiicrelerinin 6ncii hiicrelerinden daha fazla salgilanir. Matiir hiicrelerde tespit edilmez .
LMO?2 ilk olarak akut T hiicreli 16semi hastalarinda ¢ahisilmigtir . Diffiiz biiyiik hiicreli
lenfoma, B hiicreli 16semi, akut myeloid 16semi, kronik myeloid 16semi ve pankreas
kanserinde prognostik 6nemi arastirilmigtir.

KML hastalarinda tirozin kinaz inhibitérii kullananlarda sitogenetik ve molekiiler yanit
hastalar arasinda farklilik géstermektedir. Yanit cevabini etkileyen bir ¢ok faktér
suclanmaktadir. Bu sebeble imatinib kullanan kronik myeloid 16semi hastalarimizda LMO?2
protein ifadesinin sitogenetik ve molekiiler yanitla olan iligkisini aragtirmak i¢in bu ¢alismay1
planladik.



KRONIK MYELOID LOSEMi

2.1.1.Tanim

Kronik myelosid 16semi (KML), farklilagmanin biitiin evrelerindeki miyeloid hiicre
elemanlarinin artmis proliferasyonu ve kemik iliginde hiperseliilarite ile karakterize klonal
bir kék hiicre hastaligadir [1]. Hastalarin % 95’inde 9 kromozom ile 22 kromozom arasinda
translokasyon goriiliir. Bu kromozoma Philadelphia (Ph) kromozomu denir.

2.1.2.Tarihge

1878de Neumann kemik iligi sadece normal kan hiicreleri degil 16semik hiicrelerinde
yapildig1 yer oldugunu bildirdi ve myelogene leukemia ifadesini kullandi(2). Nowell ve
Hungerford KML hastalarinda 21. veya 22. kromozomun uzun kolundaki kaybin oldugunu
bildirdiler(3). Rowley ilk defa bu hastalarda 9 ile 22 kromozom arasindaki translokasyonu
gosterdi. Bu translokasyonun kesfi hastaligin molekiiler temelinin olugmasina zemin hazirladi.
Olusan gen sentez edilen iirliniinlerin trozin kinaz aktifleyerek malign transformasyona neden
oldugu gosterildi(4). 1996 yilinda yayinlanan arastirmada imatinibin trozin kinaz aktivisini
inhibe ettigi bildirild (5).

2.1.3. Epidemiyoloji

KML hematolojik malignitelerin % 15°ini olusturur. Amerika Birlesik Devletlerinde yilda
erkeklerin 100.000 ‘de 2’sinde , kadinlarin 100.000 1.1’inde goriiliir (6). Tam sirasinda
ortalama yas 45-50"dir. Erkek/kadin orani; 2 /1,2°dir (7) .

2.1.4. Etyoloji

Yiiksek doz iyonize radyasyon alanlar disinda KML’nin nedeni bilinmemektedir. Ornek
olarak Japonya’da atom bombasina maruz kalanlarda, Ingiltere’de ankilozan spondilit i¢in
radyoterapi verilenlerde KML sik izlenmistir (7, 8) .

2.1.5. Patogenez

KML tek multipotent hematopoetik kék hiicrenin malign transformasyonu sonucu olusur.
Birkag 6rnek verilecek olursa :

1. Kronik faz KML eritrosit, nétrofil, eozinofil, bazofil ve trombosit yapimiyla ilgilidir
(10).

2. Phkromozomu (22q-) eritroblast, nétrofil, eozinofil, bazofil,lenfositler, makrofaj ve
megakaryositlerde bulunur (11) .

3. Farkli KML hastalarinda yapilan molekiiler ¢aliymada 22 kromozomda degisik kirilma
bolgeleri goterilirken, aym bireyde benzer kirilma bélgeleri gosterilmistir (12).

KML hastalarinda 6ncii hiicreler incelendiginde normal hiicrelerden farklilik
gosterir. Losemik CFU- GM( colony-forming unit- granulocyte-monocyte) normal
hiicrelere gére CD44 adezyon reseptorii seviyesi yiiksektir (13). Aym sekilde l6semik
CD34+ hiicrelerde P glikoprotein asinn salgilanir ve goklu ilag direng¢inde 6nemlidir (14).
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Losemik progenitér hiicreler kiiltiire edildiginde normal hiicrelere gore yasamlari kisadir
(15). Antiproliferatif etkisi olan TNF— alfa‘nin l6semik 6ncii hiicrelere etkisi normal éncii
hiicreler gére azdir (16).

2.1.5.1. Molekiiler patoloji

Rowley 1973°de 22. kromozomdan kopan parganin 9. kromozomun uzun koluna
diger taraftan 9. kromozomdan aym boyutta kopan parganin 22. kromozoma transforme
oldugunu gordii ve bunun dengeli bir translokasyon oldugunu bildirdi (4). Bu kirilmanin
9. kromozomun uzun kolunda 34. bandda, 22. kromozomun uzun kolunun 11. bandda
oldugu tespit edildi. Klasik Ph kromozomu t( 9,22) (q34;q11) adlandirild: (Sekill).

KML’de 9. kromozomun ABL geninde ve 22. kromozomun BCR geninde mutasyon
olugur (17). Yeni gen 22.kromozomdaki BCR genin 5° kismi ile 9. kromozomdaki 3’
kisminin translokasyonu sonucu olugur (18). Olugan Ph genomik DNA’dan mesenger
Ber-Abl m RNA olusur. Translasyonla p210 proteini olusur. Bu protein trozin
fosfoprotein kinaz yapisindadir. Hiicrelerdeki trozin yapilarim fosforiler (19) .Olusan
lirlinii trozin protein kinaz “in diizenli olan enzimatik aktivitesini bozar ve malign
transformasyon neden olur (19,20) .

Chromosome Chromosome
9 9

Chromosome - Philadelphia
22 Chromosome

] —e
e ‘ Ber-Abl { »

\ } Abl gene genc

Ber gene{ ‘~—%~

Sekil 1. Philadelphia kromozomu. Lydon ve ark’dan alinmistir [21].

22. kromozomdaki kirtlmalar dar aralikta olur. Bu kromozom kirilmalari kendi
aralarinda majér (M- ber), mindr (m- ber), mikro (u-ber) olarak adlandirilir. Ug farkli
kirilma bolgesinden sirayla p210, p190, p230 fiizyon proteini olusur (22) .KML hastalarin



biiyiik bir kisminda p210 proteini tespit edilir. Ayrica P190 proteinide eksprese edildigi
bulunmustur. Ikisinin birlikte bulundugu hastalarda klinik ve biyolojik olarak anlaminin
ne oldugu bilinmemektedir ( 23). Ber bélgelerindeki 5°kirilma bélgesi bazofili ile 3’
kirilma bélgesi ise trombositozla iligkili oldugu bulunmustur (24) .

2.1.5.2. Ber-Abl ve sinyal iletimi

Sinyal ileti sistemi sitoplazmada yer alir. Sinyal iletiminde yirminin iizerinde
hiicresel protein gérev alir (25).Kompleks bir olaydir (Sekil 2). Fosfatidilinozitol 3’ kinaz
P210 protein proteini ile iligkili olarak KML hiicrelerinde proliferasyona neden olur. P110
ise kml hiicrelerin biilyiimelerini inhibe eder (26). Raf proteini ise BCR-ABL
aracigiylaKML hiicrelerin biiylimesini ve biiyiime faktériine bagli olarak normal
hematopoetik dnciilerinin proliferasyonunu arttirir (27). CRKL sinyal sisteminde yer alan
adaptor bir molekiildir. BCR/ ABL ile adezif proteinler olan paxilin baglanir. Paxilin
sirastyla vinculin, talin baglanir. Bu kompleks adezyonla ilgilidir ve KML hiicrelerinde
adezyon bozuklugunu agiklar (28). P210 proteini Janus associated kinase (JAK) ve signal
transducers and activators of transcription (STATS) araciligiyla hiicrelerin
proliferasyonu arttirir (29). BCR/ ABL KML hastalarinda apopitozisi inhibe ettigi net
olarak gosterilmistir. Bazi yayinlarda apopitozisi bel-2 aracigiyla inhibe ettigi
gosterilmistir (30).
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Sekil 2. BCR-ABL nin etkiledigi sinyal iletim yollari. Goldman ve ark’dan adapte edilmistir
(25).



2.1.6. Klinik bulgular

Hastalarin % 70’1 tan1 aninda semptomatiktir. En sik goriilen sikayetler kolay yorulma,
eksersiz toleransinin azalmasi,istahsizlik, karinda rahatsizlik, erken doyma(dalak biiyiikltigii
ile iliskili), kilo kaybu, agir1 terlemedir ( 31,32,33). Semptomlar spesifik olmayan ve yavas bir
sekilde ortaya ¢ikar. Fizik muayenede solukluk ve splenomegali bulunabilir.

Nadir olarak beyaz kiire artigina baglh tinnutus ya da stupor, iirik asit artisina baglh akut
gut artriti ( 34,35), splenik infarkta bagli sol iist kadran ve omuz agrisi, asir1 histamin
yiiksekligine bagh akne firtiker (36), atesle birlikte gogiis, kol, bacak ve yiizde ortaya ¢ikan
makulonoduler lezyonlar ( Sweet syndromu) (37) klinik ile bagvuran hastalar bildirilmisgtir.

2.1.7. Laboratuvar bulgular
2.1.7.1. Kan

Hemoglobin konsantrasyonu ¢ogu hastada tani sirasinda azalmistir. Retikulosit sayisi
normal veya hafif¢e artmistir. Nadiren hemoliz goriiliir (31,38). Total 16kosit say1si tani
sirasinda genellikle 25.000 /uL dir. Hastalarin yarisinda beyaz kiire 100.000 / uL {izerindedir
(31,32). Graniilosit serinin 6ncii hiicreleri (myelosit, metamyelosit, band) kanda artmis olarak
bulunur. Eozinofil oran1 artmaz. Bazofil orani genellikle artmigtir. Ayrici tanida bazofil
artmasi 6nemlidir. Bazofil orani kronik fazda % 10-15’i gegmez.Total lenfosit sayis1 artmistir
(39). T-helper ve T-supresor hiicrelerde artig izlenir. B hiicrelerde artis izlenmez (40). NK
hiicrelerde sayisi ve hiicre aktivitesi bozuktur ( 41) .

Platelet sayis1 hastalarin yaklagik yarisinda tani sirasinda yiiksektir. Ortalama yaklasik
400.000 hiicre /uL dir. Nadiren 1.000.000 iizerine ¢ikar. Trombosit yiiksekligine bagh
trombohemorajik komplikasyon sik gériilmez. Trombositler nadiren tani sirasinda normal
degerin altinda olabilir. Bu bulgu hastanin akselere faza ilerledigin isaretidir (42).

2.1.7.2. Kemik iligi

Kemik iligi anlamli derecede hiperseliiler, hematopoetik doku % 75-90 ve yag dokusu
anlamli derecede azdir (43). Granulosit /eritrosit orani1 artmigtir. Oran 10/1 ila 30/1 arasinda
olabilir (normal oran 2/1 ila 4/1 arasinda). Eritrosit iiretimi azalmigtir. Megakaryositler
normal veya hafif¢e artmis olabilir. Eozinofil ve bazofil artmus olabilir. Kolajen Tip III yam
retikulin fibrozis, KML hastalarin yarisinda tam sirasinda bulunur (44) .

2.1.7.3. Sitogenetik

Tam alan KML hastalarin % 95’ninda kemik iligi ve ¢ekirdekli kan hiicrelerinde Ph
pozitiftir. Ph kromozomu eritroblastlarda, graniilositlerde, monositlerde, megakaryositlerde, T
ve B onciil hiicrelerde bulunur. Olgun B ve T lenfositlerde bulunmaz (45,46). Hastalarin
70’inde klasik Ph kromozomu goriiliirken , % 20¢sinde Y kromozomu kaybu, ilave 8
kromozom, 22 kromozomun uzun kolunda kayip gibi ilave kromozom anomaliler goriiliir.
Bu varyasyonlarin kronik faz tizerindeki etkisi heniiz gosterilmemisgtir. Hastalarin % 5’inde
variant Ph kromozom translokasyonu goriiliir (47).



2.1.7.4. Molekiiler

KML hastalarin ¢ok az kisminda sitogenetik ¢aligmayla Ph kromozomu gdsterilemez. Ph
kromozomunda salgilanan iiriin olan p210protein PCR yéntemiyle degerlendirilir (48). PCR
yontemi pozitif hiicreye yaklasik 500.000 ila 1.000.000 hiicre arasindan ulasabilir. Son
derece hasas bir testir (49) .

FISH (Fluresans in situ hibridizasyon) testi Ber/ abl fiizyonunu tespit etmede PCR
yontemine gore daha sensitif ve hizh bir testir (50). Ayrica FISH yontemi sitogenetige gore de
daha hizli ve sensitif bir testir. Bir 6rnekteki yaklasik 500 metafaz hiicresini inceleyebilir.
Fiizyon sinyali, niikleer biiyiikliigii ve ABL‘nin genomik bagh olarak pozitif ve negatif sonug
verebilir (51).

2.1.7.5. Biyokimya

Urik asit tani sirasinda yiiksek olarak bulunur ( 52). Vitamin B12 ve bu vitamini baglayan
transkobalamin artmigtir (53). Kandaki histamin seviyesi bazofil sayisini artigina bagli olarak
artmigtir(54). KML’de LDH yiiksektir (55). Beyaz kiirenin yikimina bagli pseudohiperkalemi,
hiicreleri oksijen tiiketimine bagli hipoksemi ve agir1 glukoz kullanimina bagh
pseudohipoglisemi goriiliir (56).

2.1.8. Ayiric1 tam

KML diger myeloproliferatif hastaliklarla karigabilir. Polisitemia Vera’da kirmizi hiicre
kitlesi ve hemoglobin konsantrasyonu artmigtir. Ayrica klinik olarak plethore bulunur. Ayrica
beyaz kiire sayis1 genellikle 30.000 p/ L altindadir. Aylara yillara bagli olarak degisiklik
gostermez. KML ise 30.000 p/ L iistiindedir. Haftalar ve aylara bagh olarak artig gosterir.
Myelofibrozis periferik yaymada gz yasi hiicreleri, kirmizi hiicrelerde sekil ve biiyiikliiklerde
degisiklik, kanda g¢ekirdekli kirmizi hiicrelerin goriiliir. Beyaz kiire sayisini genellikle
30.000 p/L altindadir ve aylara ve yillara bagh olarak degismez. Esansiyel trombositozusta
platelet sayis1 450.000 p/L iizerindedir. Beyaz kiire sayis1 ise genellikle 20.000 p/L
altindadir. KML hastalarninin yaridan fazlasinda platelet 450.000 “de iken beyaz kiire sayisi
20.000 p/L tizerindedir.

Ph kromozomu primer myelofibroziste , polisitemi ve esansiyel trombositozda
bulunmaz. Nadir olarak az bir hastada esansiyel trombositozda Ber/ abl kemik iligi ve kanda
pozitif bulunur (57,58) .

Reaktif l6kositozda notrofil sayisi genellikle 30.000 ila 100.000 arasindadir.
Inflamatuar hastaliklar (6rnegin pankreatitis), kanser ( 6rnegin kolon ca), infeksiyon (6rnegin
pnémoni) gibi durumlarda goriiliir. Genellikle periferik kanda graniilositik seri dncii
hiicreleri azhif1, bazofili artis1 izlenmemesi, splenomegalinin olmamasiyla ve sitogenetik
veya molekiiler ¢alismada Ph veya ber /abl’nin tespit edilemesiyle KMIL.’den ayrilir.



2.1.9. Tedavi

Trozin kinaz inhibitérleri son yillarda biitin KML hastalarinda baslangi¢ tedavisi olarak
kullanilmaktadir. Anlamli beyaz kiire yiiksekliginde hidroksiiire ile birlikte kombine
kullanilablir.

2.1.9.1. Lokoferez ve hidroksiiire

KML hastalarinda gegici bir durum saglar. Hiperlokositoz semptomlar olanlarda (6regin
stupor, tinnutus, papilédem gibi) kullanilabilir.Erken hamilelik déneminde olanlarda diger
tedavilerin fetiise zarar vermemesi igin l6koferez kullanilabilir (59, 60) .

Hidroksiiire beyaz kiire yiiksekliginde 1 ila 6 gr arasinda kullanilabilir. Beyaz kiire 20.000
u/L altina indiginde 1 ila 2 gr inilir. Beyaz kiire 5000 w/L altina indiginde hidroksiiire kesilir
(61).

2.1.9.2. Tirozin Kinaz inhibitérleri
2.1.9.2.1 imatinib

Imatinib mesylate bir trozin kinaz inhibitériidiir. imatinib fosfatin substrata BCR-ABL
bagiml: transferini bozar (Sekil 3).Yeni tam1 KML hastalarinda imatinib 400 mg/giin baslanir.
Imatinib’in KML hastalarinda hematolojik , sitogenetik ve molekiiler cevap elde etme oran
yiiksektir.

Imatinib ——
Substrate Effector
Tyrosine *
Chronic myelogenous
leukemia

Sekil 3. BCR-ABL nin etki mekanizmasi ve imatinib tarafindan inhibisyonu (62)
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Imatinibin amaci (9,22) tasiyan 16semik hiicreleri en diisiik seviye azaltmak ve normal
hematopezi restore etmektir. Imatinib yamtim1 degerlendirmek i¢in hematolojik, sitogenetik
ve molekiiler yanitlara bakilir( Tablo 1)(69) .

Tablo 1. imatinib tedavi yamtim degerlendirme

Hematolojik Yanit Beyaz kiire saymnin < 10.000 p / L, platelet
sayis1 < 450.000 p/ L, kanda matiir
olmayan myeloid hiicrelerin
bulunmamasi, lésemi ile ilgili biitiin
semptom ve bulgularin ( palpabil
splenomegali dahil) kaybolmasi ve en az
dort hafta bu durumun devam etmesi

Parsiyel Sitogenetik Yanit Kemik iligindeki hiicrelerin analizi sonucu
hiicrelerin %35’inden azinda Ph kromozomu
bulunmas

Tam Sitogenetik Yanit Kemik iligi hiicrelerin sitogenetik analizi
sonucu hiicrelerde Ph kromozomu
bulunmamasi

Major Molekiiler Yanit Kan hiicrelerinde BCR-ABL /ABL oranin %
0.05 (tedavi 6ncesi baz degere gore 3 log
azalmasi )

Tam Molekiiler Yamt Kan hiicrelerinde BCR-ABL tespit
edilememesi (genellikle nested RT-PCR
yontemiyle)

Imatinib kullananlarda 5 yillik takip sonucunda hastalarin %75’inde fazlasinda tam
sitogenetik yamt, %50’sinden fazlasinda majér molekiiler yanit elde edilmistir. 5 yillik siiregte
hastalarin hastalarin yakalgik %25’ beklenen cevap alinmamasi veya toksisite yiiziinden ilag
birakmistir (63) .

Myelosiipresyon imatinib kullanan KML hastalarinda énemli bir yan etkidir. Kan
hiicreleri diizelene kadar ilag kesilir. Ciddi nétropenilerde G-CSF veya GM-CSF baslanabilir
(64). Yorgunluk, 6dem, bulanti, diyare, kas krampi ve kizariklik gériilebilir. Karaciger enzim
yiiksekligi sik goriillmez. Periorbital 6dem gériilebilir. Imatinib kullananlarda spermatogenez
tizerinde etki bildirilmemigtir. Dogurkan kadinlarda fetiis iizerine teratojenik riski
bulunmaktadir (65). Hastalarin yaklagik %15’inde cilt reaksiyonu izlenir (66). Orta
derecedeki reaksiyonlarda ilag kesilir. Steroid baglanir. Lezyonlar gegtikten sonra diisiik
dozda tekrar imatinib baglanir (67). Daha hafif vakalarda beraberinde antihistaminik baslanir
(68).

Imatinib tedavisinin yanit takibi 2009 yilinda yayinlanan Avrupa 16semi kriterlerine tablo II
‘de 6zetlenmistir (69).



Tablo IL. imatinib tedavisi alanlarda aylara gére yamt degerlendirilmesi

Zaman Basarisizhk Suboptimal Optimal
3.ay THY yok TSY yok THY: |
(Ph+>%95)
6.ay TSY yok PSY dan daha az En az PSY
(Ph+ >%095) yanit (Ph+>%35) (Ph+ < %35)
12.ay PSY yanittan daha az PSY TSY
yanit (Ph+> %35)
18.ay TSY’ dan daha az MMY daha az yamt MMY
yanit
Herhangibir THY kayb1 MMY kayb Stabil olmas: ve
zamanda TSY kayb Mutasyonlar MMY iyilegmesi
Mutasyonlar
KKA

THY : Tam hematolojik yanit, TSY: Tam sitogenetik yanit, PSY: Parsiyel sitogenetik yanit,
MMY': Major molekiiler yamt, KK A: Klonal kromazomal anomali

Hasta imatinib kullanimi altinda kemik iliginden yapilan sitogenetik degerlendirmede
Ph kromozomu pozitif hiicreler azaliyor ise veya TSY var ise ve PCR ile degerlendirmede
ber-abl azaliyor ise ila¢ kullanmaya devam edilmelidir. Eger takip periyotlarinda THY
kaybi, TSY kaybi, yeni genetik kromozom anomalisi tespit edilmesi, yapilan ardistk PCR
¢alismalarinda ber-abl/ abl oranin bir logaritma veya daha fazla artisi durumunda yanit
kaybi olarak kabul edilir (69,70) .

imatinib tedavisi altinda sekonder kromozomal degisikler goriilebilir. Yapilan bir
¢alismada Ph kromozomu negatiflesen hastalarda ortalama 18 ayda sekonder kromozomal
degisiklik izlenmis ve en sik —Y ve +8 tespit edilmis ( 71). Bu kromozomal degisikler kronik
ve akselere fazda yasam siiresi i¢in bagimsiz bir faktor olabilecegi bildirildi(72) .

Imatinib tedavisi alanlarin bir kisminda direng gelismektedir.Bunlardan bazilari imatinib
altinda ber-abl artisi(73), P-glikoprotein aracigiyla ilagin disa atihminin artmasi (74), ilag
metabolizmasinda degisiklikler(75), ber —abl bagimsiz sinyal karekterinde degisikler(76)
sayilabilir.Ph kromozonun duplikasyonu ve izodisentrik kromozomlarda imatinib rezinstansi
gelistirdigi bildirilmistir (76,77).

Mutasyon gelismeside bir diger imatinib direnci gelisen durumdur. Mutasyon gelisen
hastalarin %40°1inda ber-abl‘nin abl kisminda mutasyon geligmistir. Bu hastalarda sitogentik
ve hematolojik yanit elde edilemez. abl mutasyonlari primer ve sekonder direng gelisimine
katkida bulunurlar (78). abl-atp fosfat baglayan P kolunda gelisen mutasyonlarda kétii
prognoz belirte¢idir ( 79).

ber-abl yolundan bagimsiz olarak diger sinyal ileti sistemlerine bagh olarak imatinibe
direng gelisir. Heat shock protein 70 (80), SRC ( 81), GRB2 (82) sayilabilir.

Hastalarin gen profillerinin ¢ikarilmasiyla baglangigta hastanin durumuna gore imatinib
klinik yaran tahmin edilebilir (83). Hastalarda realps veya rezistans durumunda imatinibin
dozunu arttirmak veya nilotinib veya dasatinibe ge¢mektir (84) .
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2.1.9.2.2. Dasatinib ve Nilotinib

Dasatinib ve nilotinib ikinci jenerasyon tirozin kinaz inhibitérleridir. Imatinib intoleransinda

ve direncinde kullamlir.

Dasatinib imatinibe gore 325 kat daha gii¢liidiir( 85). Hem SRC hemde ABL kinazi inhibe
eder (86).Dasatinib 100 mg /giin kronik KML hastalarinda kullanilir (87). Ayrica imatinibten
farkli olarak beyin bariyerinden geger (88). Dasatinibin en 6nemli yan etkisi sitopenidir. Bu
ilave olarak sivi birikmesi, diyare ve deride kizariklik goriilebilir.

Nilotinib imatinibten 30 kat potenttir (89). Dozu 2x400 mgr/ giin ‘diir. Yan etkileri
nétropeni , hiperbilirubinemi ve EKG*‘de QT intervalinde uzamadir ( 90). Trozin kinazlara
bagh yan etkiler ve tedavisi tablo 3’te 6zetlenmistir (93).

Tablo III. Tirozin kinaz inhibitérlerine baglh yan etkiler ve tedavisi

Yan Etki Imatinib | Nilotinib | Dasatinib | Tedavi

S1vi Birikmesi b + + Diiiretik,doz ayarlamasi

Bulanti, kusma e + + Imatinib kiigiik lokma ile,
nilotinib bos mide ile alinmali

Plevral effiizyon + + ++ Diiiretik, doz ayarlamasi,
glukokortikoid

Myalji +++ + + Tonik su, Mg +

QT uzamasi + + + K+,Mg+ idamesi, EKG takibi

AST, ALT + ++ + Grade 3 ve 4 doz kesilmesi, doz

yiiksekligi ayarlamasi

Kizariklik kaginti + +4 -+ Topikal steroid

Anemi + + +

Nétropeni -+ + + Doz ayarlamasi, ilagin kesilmesi,
growth faktor

Trombositopeni - + + Doz ayarlamasi, ilagin kesilmesi

2.1.9.3. imatinib Tedavisi Alanlarda Takip

Imatinib alanlarin en az ayda bir tam kan bakilmasi ve tam sitogenetik yamt alinana kadar
alt1 ayda bir kemik iligi 6rnegi alinip sitogenetik inceleme yapilmalidir. Diger klonal
anomaliler i¢in yilda bir kemik iligi 6rneginden sitogenetik ¢alisiimalidir ( 91). RT-PCR ise
kandan 3 ayda bir tekrar edilmeli. Eger 1 log artis oldugunda bir ay sonra PCR tekrarlanmali
ve artig devam ediyorsa yanit kaybi olarak degerlendirmelidir. Eger KML hastasin {igiinci
ayda hematolojik yamt, 6. ayda parsiyel sitogenetik yanit, 12. ayda tam sitogenetik yamt elde
edilemediginde diger tedavi se¢enekleri diisiiniilmelidir (92). Imatinib alanlarda tablo IV

Ozetlenmistir (69).
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Tablo IV. Imatinib alanlarda yamt takibi

Ornek Sikhk
Tam Kan Saymm Tam hematolojik yanit alinana kadar iki
Sitogenetik Tanida, 6. ayda komplet sitogenetik yanit

alinana kadar 6 ayda bir, eger molekiiler
yanit testi yoksa senede bir yapilmali

Molekiiler Major molekiiler yamta kadar ti¢ ayda bir,
daha sonra alt1 ayda bir
Mutasyon Analizi Basarisizlikta, suboptimal cevapta ikinci

tirozin kinaz geg¢isten once

2.1.9.4. Diger Tedaviler.

Interferon alfa imatinib kullanmadan énce KML hastalarinda kullanilan &nemli ilaglardan
biriydi. Trozin kinazi inhibitérlerini tolere edemeyen KML hastalarinda kullanilabilir. Nadir
olarak akselere veya kronik fazi ileri safhalarin dayanilmaz agnilan olan ve diger
gastrointestinal organlara zarar veren dalak biiyiikliiklerinde uygulanir. Kisa zamanda gegici
palyatif rahatlama saglar (93).Tedaviye cevapsiz trombositopenisi olanlarda, karinda agir1
rahatsizlik olanlarda, hiperkatabolik ve portal hipertansiyonu olanlarda splenektomi
uygulanabilir. Ameliyat sonrasi enfeksiyon,trombus ve hemoraji goriilebilir (94). Imatinibin
kullaniminda sonra allojenik transplant azalmigtir. Tirozin kinaz inhibitorlerine kars: direng,
intolerans oldugunda ve tedaviye ragmen akselere veya blastik faza gidis var ise uygun olan
KML hastalarinda allojenik nakil diistiniiliir.

2.1.10. Prognoz

KML hastalarinda prognozu degerlendirmek i¢in cesitli skorlama yontemleri gelistirilmistir.
Busulfan ve IFN kullanimi sirasinda kullamlan Sokal skorunda yas, dalak biiyiikligii,
trombosit sayis1 ve myeloblast oranina bakilir.Hasford skorunda yas, dalak biiyiikliigii, blast
sayisi, bazofil , eozinofil, platelet sayisina bakilir (95). KML hastalarinda tam aninda iyi
Hasfold skoru olanlarda hemtolojik ve sitogenetik yanit oram diger hastalara gore yiiksektir
(96) .

2.1.11. Akselere ve Blastik Faz

Kronik faz KML hastasinda hematolojik yanitta bozulma, dalak boyutunda artis, blast ve
bazofil sayisinda artig ve ekstramediiller tiimor olugumu var ise kronik fazdan akselere faza
doniigiim vardir. Blast sayis1 > 10, trombosit say1s1 < 100.000 , bazofil sayis1 > % 20 ve Ph
kromozomu ile birlikte yeni klonal sitogenetik anomali izlenir (97).Blastik krizde ise hasta
akut 16semiye donligmiistiir. Blast sayis1 >%20 iizerindedir.

KML hastalarin kronik fazdan akselere faza daha sonra blastik faza ve direkt blastik faza
gecislerinde ¢esitli molekiiler degisikler gozlenir. Maturasyon aresti, genomik izlemde
yetersizlik, DNA onariminda yetersizlik, mutasyon fenotipin gelismesi, telomer kisaligi,
tiimor stipresor fonsiyonlarin kaybi ve bilinmeyen faktorler sayilabilir (98, 99). Hastalarin
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%65 inde double Ph kromozom, trozomi 8, izochromosom 17p en sik gériilen sekonder
kromozomal degisikliklerdir ( 100).

2.1.11.1. Klinik Ozellikler

Kronik fazdan akselere faza gegislerden bir takim klinik belirtiler olusur. Bu belirtiler
sebebi agiklanamayan ates , kemik agrisi, halsizlik, gece terlemesi, atralji , dalagin
biiylimesinden dolay1 sol iist kadranda agridir. Bu belirtiler haftalar i¢inde ortaya g¢ikar.
Lokalize ve diffiiz lenfadenopati goriilebilir (97). Ayni belirtiler blastik fazda goriilebilir.

2.1.11.2. Laboratuvar Ozellikler

Anemi derinlesir. Poikilositoz, anizositoz ve anizokromi goriiliir. Cekirdekli eritrositler
periferde artmig izlenir. Beyaz kiire sayisi diisebilir. Akselere fazda blast %10°nu, blastik
fazda blast sayis %20’yi geger. Bazofil sayis1 total lokosit syisinin % 20 ‘sini geger.
Trombosit 100.000/mm? altina diiser. Biiyiik plateletler ve mikromegakaryositler gézlenir
(100, 101,102) .

2.1.11.3. Tedavi

Akselere ve blastik fazda eger uygun dénor var ise optimal tedavi kemik iligi naklidir. Son
yillarda kullamlan tirozin kinaz inhibitorleri ile daha iyi sonuglar alinmaktadir. Imatinib,
nilotinib ve dasatinib kullanimi allojenik kemik iligi nakli i¢in akselere fazda koprii gorevi
gortir (103) .

KML*de blastik fazda hiicrelerde myeloid fenotipte ise akut myeloid l6semideki gibi
idarubicin veya daunorubicin, yiiksek doz cytosine arabinoside ve bazende etoposide
kullanilir (104). Bu tedavilerle ortalama yasam siiresi alt1 aydir. Lenfosit fenotibi KML blastik
kriz hastalarinin % 30’unda goriiliir. Tdt ve CD 10 pozitif olan hastalarda vincritin ve prednol
kombine kemoterapi verilenlerde cevap daha iyi oldugunu sdyleyen yayinlar vardir. Fakat
bazi klinisyenler de novo eriskin ALL hastarinda verilen yogun kemoterapilerin yiiksek
remisyon oranlar1 ve uzun siireli remisyon sagladigini savunmaktadir (105) .

KML blastik fazdaki hastalarda nakile uygun ve donor var ise allojenik transplant
disiiniilmelidir. Ozelikle transplant 6ncesi imatinib kullanan ve major sitogenetik yanit elde
edilen hastalarda transplant sonuglari daha iyi elde edilmistir.

2.2. LIM DOMAIN ONLY-2 (LMO2)

Lim domain only-2 (LMO2) 6énemli bir regiilator proteindir. Lim adim homeodomain
protein yapisinda olan Linl1, Isi-1 ve MEC-3 proteinlerden alir. Homeodomain yapisindaki
proteinler homebox geninden salgilanmir. DNA’ya baglanirlar. Fonksiyonlarini niikleusta
yapar. Bunun i¢in only kelimesi ilave edilmistir. Ardigik iki lim domain zincirinden
olustugunda LMO?2 diye adlandirilmistir (106).

LMO?2, Lim domain only protein ailesine ait bir proteindir.Bu proteini kodlayan LMO?2 geni
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11p13 kromozomda bulunur. Lim domainleri yapisinda sistein-histidin, ¢inko zincirleri

bulunur (Sekil 4C)(107, 108).

GGSGOHMGSGG

Sekil 4. LMO2 komplekslerinin sistematik modelleri

LMO?2 diger transkripsiyon faktorleri ile ilgili oldugu bulunmustur. Bu besli kompleks
GATA-1, TAL1/SCL, LDB, E2A ve LMO2’den olusur(Sekil 4A)(109). Ornek olarak hayvan
deneylerinde TAL1 transkripsiyon proteinin LMO?2 ile birlikte asir1 eksprese oldugunda
sinerjji olusturup onkolojik potansiyeli arttirdigi bulundu (110) .

LMO?2 proteini transgenik hayvanlar iizerinde ¢alisildiginda T hiicre
transformasyonunda etkili oldugu bulunmustur (Sekil 4B)(111). LMO2 eksikliginde
embriyogenezis sathasinda matiir eritrosit yapilamadigindan farelerin 61diigii tespit edildi
(112). Daha sonra Yamada ve ark. erigskin hayvanlarda hematopoeziste LMO2’nin gerekli
oldugu ve fonksiyonun lenfoid ve myeloid seriye 6ncesinde oldugunu bildirdi (113).Bu
calismalara dayanarak hematopoetik kok hiicre gelisiminde diizenleyici gérevi oldugu,
hiicrelerin niikleusunda molekiiller arasinda koprii gorevi gérdiigii, proteinler arasi iligkiyi
yonettigi ve hiicrelerin farklilagsmasinda gerekli oldugu bildirildi (106). Normal kemik
iliginde biitiin hematopoetik serinin éncii hiicrelerinde LMO2’nin asir1 eksprese edildigi
fakat farklilagmasin sonlarina dogru ekspresyonun azaldigi ve matiir hiicre olustugunda
ekspresyon izlenmedigi bildirildi (114).
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Insanlarda ilk defa T hiicre kokenli 16semik hiicrelerde ¢alisildi. T(11;14)(p1 3:ql1)
tespit edilen akut T hiicrelilésemi hastalarinda agir eksprese edildigi ve énemli rol oynadig:
bulundu (115). Germinal merkezli diffiiz large hiicreli lenfomalarda asin LMO2 eksprese
edenlerde yasam siiresi daha iyi oldugu bildirildi (116).
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3. GEREC ve YONTEM

Caligmamiz Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi tibb1 aragtirma etik komisyonu
tarafindan degerlendirilmis olup 21.01.2012 tarih ve 2012/503 sayili karan ile yapilmasi
uygun bulunarak onaylanmigtir.

Mayis 2007- Ocak 2011 tarihleri arasinda KML tanisi alan hastalar ¢aligmaya alindi. Bu
hastalarin dosyalar1 geriye doniik olarak incelendi. Tani sirasinda alinan kemik iligi biyopsiler
patoloji boliimiinde hematopatolog tarafindan yeterli metaryal olup olmadig: incelendi.
Klinik, labavatuvar ve kemik iligi biyopsi metaryalleri yeterli olan 32 hasta c¢aligmaya dabhil
edildi.

3.1. Hastalar

Hastalar yas, cinsiyet, tam tarihi, tan1 anindaki beyaz kiire sayisi, hemoglobin, trombosit,
periferik yaymada blast orani, splenomegali olup olmadig1, sokal skorlari, kullandiklar tirozin
kinaz inhibitérleri, hematolojik yanit, sitogenetik yanit ve major molekiiler yamtlari, kemik
iligi biyopsilerin LMO2 ile pozitif veya negatif boyanma agisindan sorgulandi. Hastalarin
tani anindaki risk profillerini belirlemek i¢in sokal risk skorlamas: kullanildi.

3.2. Hematolojik, sitogenetik ve molekiiler yanit degerlendirmesi ve takibi

Hastalarin hematolojik, sitogenetik ve molekiiler yanitlari European Leukemia.Net
(ELN) 2010’da yayinlanan klavuzuna gore degerlendirildi.

3.2.1. Hematolojik yamit kriterleri:

Hematolojik yanit beyaz kiire< 10.000 ve trombosit <450.000 , periferik yaymada
immatiir graniilosit olmamasi, %5 den daha az bazofil olmasi ve dalagin palpe edilememesi
olarak tanimlandi.Hematolojik yanit elde edilene kadar iki haftada bir, daha sonra ii¢ ayda bir
takip yapildi

3.2.2. Sitogenetik yanit kriterleri:

Sitogenetik yanit i¢in kemik iligi aspirasyonda tan1 aninda, altinci ayda ve tam sitogenetik
yanit elde edilene kadar alt1 ayda bir yapildi. Daha sonra yilda bir kemik iliginden sitogenetik
bakildi. Sitogenetik yanit:tam sitogenetik (%0)Ph +metafaz, kismi sitogenetik (% 1-35)Ph
+metafaz, mindr sitogenetik (%36-65) Ph +metafaz, minimal sitogenetik (%66-95) Ph +
metafaz, sitogenetik yanit yok> %95 Ph +metafaz olarak siniflandirildu.

3.2.3. Molekiiler yamit kriterleri

Quantitative veya nested PCR yontemiyle ber-abl m RNA nin ardisik alinan iki 6rnekte
tespit edilememesine tam molekiiler yanit kabul edildi. Major molekiiler yanit ise BCR-ABL:
ABL <0,1% uluslararas: 6lgekte (ber-abl transkript diizeyinde 3-log azalma) olarak kabul
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edildi. Periferik kan 6rnekleri PCR y6ntemiyle ¢alisildi. Major molekiiler yanit elde edilene
kadar ti¢ ayda bir, daha sonra alt1 ayda bir molekiiler cevaba bakildi.

3.3. Hastalar1 izlemde kullanilan laboratuvar yontemleri
3.3.1 Sitogenetik inceleme

Hastalardan aspire kemik iliginden 0,3-0,5 ml alind1 ve % 20 fetal bovin serum, 2 Mm L-
glutamin ve penisilin (100 U/ml)/streptomisin (100 pg/ml) igeren RPMI 1640 bazal
medyumda siispanse edildi. Hafif karistirildiktan sonra 37 °C’deki etiivle inkiibe edildi.
Kiiltiirtin 70.saatinde 0,01 ml (10 pg/ml) colcemid ilave edilerek etiivde 2 saatkadar bekletildi.
Hiicrelere 20 dakika kadar 0,075 M KCL muamele edildikten sonra 1/3 glasiyel asetik asit/
metanol fiksatifinde tikandi. Fiksasyon islemi ii¢ kere tekrarlandi. Kromozomlar GTG
bantlama teknigiyle bantland1 ve 20-25 metafaz elde edildi. Kromomal anormallikler
‘International System For Human Cytogenetic Nomenculature (ISCN) 1995°e gore rapor
edildi.

3.3.2 Molekiiler inceleme

1,5 mI’lik eppandorf tiipiine 1 ml RBC lizis buffer soliisyonu alindi, iizerine 500 pL kan
eklendi, elde karistinldi. 10 dk kanistiricida oda sicakhiginda bekletildi, 2500 rpm’de 5 dk
santriflij edildi, dipte bir l6kosit ¢okeltisi elde edildi. O ¢6keltiye dokunmadan iisteki berrak
siv1 pipetle toplandi ve atildi. Lokosit ¢okeltisi izerine tekrar 1 ml RBC buffer eklendi,
parmakla vurularak ¢okelti ¢6ziildii. 2500 rpm” de 3 dk santrifiij edildi. Tekrar iisteki sivi
pipetle atildi, kalan 16kosit ¢okeltisinin tizerine 200 pL pbs (fosfat buffer salin) eklendi ve
¢okelti siispanse hale getirildi. Béylece 200 pL 16kosit siispansiyonu elde edilmis oldu.

Lékosit siispansiyonu iizerine lysiz-binding buffer eklendi ve karigtirildi. Bu karisim
filtreli ve toplama kab1 olan bagka bir tiipe alindi, 10.000 rpm’de 15 sn santrifiij edildi. Alttaki
toplama tiipiindeki stvi dokiildii, aym tiip filtreli tiipe tekrar takildi. Eppandorf tiipiinde 90 pL
DNAaz buffer ile 10 pL DNAaz I karigimi hazirland: ve bu karigim filtreli tiipe eklendi. 15
dakika oda sicakliginda bekletildi. Sonra 500 pL wash-buffer-bear eklendi, 10.000 rpm’de 15
sn santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki siv1 dokiildii ve tiip tekrar filtreli tiipe takildi. Sonra
500 pL wash-buffer eklendi ve 10.000 rpm’°de 15 sn santrifiij edildi. Altta biriken s1v1
dokildd, tiip tekrar filtreli tiipe takildi. Aym soliisyondan 200 plL tekrar eklendi. 2 dk
maksimum hizda santrifiij edildi, toplama tiipii siv1 ile beraber atildi. Filtreli tiipe steril 1,5
ml’lik eppandorf tiipii takildi, 100 pL elution buffer eklendi ve 10.000 rpm’de 1dk santrifiij
yapildi. Filtreli tiip atild1 ve eppandorf tiipiinde RNA hazir hale getirildi.

Kitin i¢inden ¢ikan ii¢ standart i¢in pozitif kontrol ve hastalar i¢in birer 0,2 ml’lik PCR
tipleri alindi. Bu ¢aligmalar buz ilizerinde yapildi (+4 dereceye ulagmak i¢in). Hepsinden
10°ar pL tiiplere alindi. Thermocyclerda 65 © C’de 10 dk kadar bekletildi. cDNA karisim
miski hazirland1 (water=4,355 pL, RT buffer=4 pl., Random primer=0,22 pL, Dntp miks=0,4
puL, RNAaz inhibitér= 0,4 pL). Bu mikstden her bir 0,2°lik tiipe 10 pL eklendi, pipetle
kanigtirild1 ve tekrar thermocyclera gotiiriildii. PCRprotokolii uygulandi(60 dk-37 °C, 10 dk-
65 ° C, 10 dk-4°C). Bu agsamadan sonracDNA elde edilmis oldu.
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LC igin 2 farkli mikst hazirlandi; biri G6PDH miski ve digeri BCR-ABL miski. Her bir 6rnek
icin iki tane LC kapiller tiipii ahndi. 5 pL. ¢ DNA, ilaveten 15 pL. G6PDH ve BCR-ABL
alindi. Real Time PCR yontemiyle ¢alisan LC cihazina yiiklendi c¢aligma bittikten sonra
quantifikasyon analizi yapildi. Analiz sonrasi BCR-ABL degeri olanlar pozitif, olmayanlar
negatif kabul edildi. Pozitif olanlara sonuglar verilirken BCR-ABL degeri G6PDH degerine
boéliindii. Parametrik verilerin degerlendirilmesinde ortalama + standart sapma hesapland: (sd)
ve degiskenler bu esasa gore verildi.

3.4.Patolojik inceleme

Olgulara ait trefin biyopsi materyalleri 4-6 saatlik dekalsifikasyon islemini takiben
Gooding —stemaed sollisyonu 24 saatlik %10’luk tamponlanmis nétral formalinde tespit
edildi. Tespit edilen dokular gecelik rutin doku takip isleminden geg¢irilerek parafin bloklari
hazirland1 ( Leica Asp ). Parafin bloklardan elde edilen 4-6 mp’lik kesitlere hemotoksilen
eozilen, giemza, giimiis ile histokimyasal ve LMO?2 ile primer antikor ile (Santa Cruz
Biotechnology, California, USA. Clone 1A9-1, Lot#1.1007) immunuhistokimyasal ¢aligma
yapildi. Antikor 1/50 dilue edilerek kullanildi.Ventana Benchmarc XT otomatic sisitem
kullamldi. Hazirlanan preparatlar ¢ift kor olarak uzman patolog tarafindan incelendi.
Miyeloid seri hiicrelerinin % 30’un lizerinde boyanmasi pozitif olarak kabul edildi. Eritroit
seri ve megakaryositik seri boyanmasi diglandi. LMO?2 igin timiis dokusu pozitif kontrol ve
non-immun seum negatif kontrol olarak kullanildi.

Sekil 5. Miyeloid seride LMO2 primer antikor x 400 avidin straptavidin peroksidaz
yonden DAB kromogen
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Sekil 6. Miyeloid énciil hiicrelerde LMO2 primer antikor x 400 avidin straptavidin peroksidaz
yonden DAB kromogen

3.5 istatiksel Analiz

Caligmamamizda splenomegali,beyaz kiire, trombosit ve blast sayis1 dagilimlari igin
mann whitney U testi, dagilimlan diizenli olmadigindan yas ve hemoglobin i¢in student t
testi uygulandu. 6. ve 12. ay sitogenetik yamtlar ve 18. aydaki majér molekiiler yanit
hesaplamalarinda Fisher’in kesin testi ve sokal risk skorlamasi i¢in egimde kikare testi _
uygulandi. P < 0,05 degerler anlamli olarak kabul edildi.
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SONUCLAR

(Calismaya toplam 32 KML hastasi alindi. Hastalarin 16’1 ( % 50) erkek , 16’1 (% 50)
kadindi. Hastalarin ortalama yag1 46,88 +15,568 (21-85) idi. Ortalama izlem siiresi 29,4 (12-
58) idi. Hastalarin tani anindaki parametre degerleri tablo V de 6zetlenmistir.

Tablo V. Hastalarin tan1 anindaki parametre degerleri

Parametre Minimum | Maximum Ortalama Standart Sapma(z)
Yas 21 85 46,88 15,568
Splenomegali

otilts o) 0 12 3,53 3,193
Beyaz Kiire (x10%ul) 14600 378000 | 111687,50 95213,528
Trombosit (x10°ul) 112000 2140000 | 527656,25 403470,957
Bazofil (%) 3 30 6,56 4,600
Hemoglobin (gr/dl) 7,0 14,6 11,322 2,0144
Blast (%) 1 10 2,69 2:250

Tan aninda 32 hastanin tamami kronik fazda idi. Hastalarin tiimii baglangi¢ tedavisinde
tirozin kinaz inhibitdrii olan imatinib kullandi. Hastalarin tamaminda iigiincii ayda
hematolojik cevap elde edildi.

Tani aninda hesaplanan Sokal risk skorlamasina gére en fazla hasta % 53 ile orta risk

grubundaydi ( Sekil7 ).

Sokal risk skorlamasina gore
hastalarin oranlari

W Disiik mOrta m Yiiksek

Sekil 7. Hastalarin sokal risk skoruna gére oranlar

Hastalarin tan1 aninda alinan kemik iligi biyopsi metaryali LMO?2 antikoru ile yapilan
immiinohistokimyasal ¢aligmada 20 (%62,5) hastada pozitif, 12 (%37,5) negatif boyandi.
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Beyaz kiire sayis1 ( p =0,059) , trombosit sayist (p =0,697) , hemoglobin degeri (p=0,715) ,
blast oram (p=0,630) , ve bazofil orani (p= 0,637) ile LMO2 arasinda anlamli bir iligki

bulunamadi.

Hastalar sokal skoruna gére diistik, orta, yiiksek olarak smniflandirildiginda hastalarin
pozitif boyanma oranlari sirastyla % 50,0, 70,6 ve % 60,0 bulundu. Oranlar arasinda
istatiksel olarak anlaml fark bulunamadi (p= 0,544) ( Tablo VI )

Tablo V1. Sokal risk skoruna gére LMO2 boyanma oranlari

Sokal Rsik LMO2 Toplam
Negatif Pozitif

Diisiik Say1 5 5 10
% 50,0 50,0 100,0

Orta Say 5 12 17
% 29.4 70,6 100,0

Yiiksek Say1 2 | 3 5
% 40,0 60,0 100,0

Toplam Sayi 12 20 32
% 37.5 62,5 100,0

ELN optimal yanit kriterlerine gére 6. ayda parsiyel sitogenetik yanit alinan ve alinmayan

hastalarin LMO?2 proteini ile boyanip boyanmamasi arasinda istatiksel olarak anlamli fark

yoktu (p=0,271) ( Tablo VII)

Tablo VII. 6. ayda sitogenetik yanit alinan ve alinmayan hastalarin LMO2 ile boyanma

oranlari

| LMO2 Toplam

Sitogenetik Yamt(6.ay) | Negatif Pozitif
Yok Say1 0 4 4
% 0 100,0 100,0
Var Say1 16 28
% 42,9 57.1 100,0
Toplam Say1 12 20 32
% 375 62,5 100,0

ELN optimal yant kriterlerine gore 12. ayda tam sitogenetik yanit alinan ve alinmayan

hastalarin pozitif boyanma oranlari sirasiyla % 58,3 ve % 60 bulundu. Oranlar arasinda

istatiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,999) ( Tablo VIII) . Hastalarimizdan ii¢ tanesinde 6.

ayin sonunda primer direng gelistiginde nilotinibe gegildi. Bu sebeble 12. aydaki sitogenetik
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yant degerlendirmesine almadik. Bu hastalardan birinde iigiincii ay sonunda tam sitogentik
yanit, bir hastada parsiyel sitogenetik yanit alindi, bir hastada cevap alinamadi ve dasatinibe
gecildi. Bir hastada o tarihlerde elimizde ikinci jenerasyon tirozin kinaz inhibitérii

olmadigindan parsiyel sitogenetik yanit alinmamasina ragmen imatinibe devam edildi.

Tablo VIII. 12. Ayda sitogenetik yamt alinan ve alinmayan hastalarin LMO2 ile boyanma

oranlari
LMO2 Toplam
Sitogenetik  Yamt (12. Ay) Negatif " Pozitif
Yok Say1 2 3 5
% 40,0 60,0 100,0
Var Say1 10 14 24
% 41,7 58,3 100,0
Toplam Say1 12 17 29
% 41,4 58,6 1000

ELN optimal yanit kriterlerine gore 18. ayda major molekiiler yanit alinan ve alinmayan
hastalarin LMO2 ile boyanip boyanmamas arasinda istatiksel olarak anlamli fark yoktu (p=
0,485) ( Tablo IX). Calismamiz tamamlandiinda ii¢ hastamiz takibinin onikinci ayn idi ve
major molekiiler yamt elde edilememisti. Ug hastamiz takibinin onbesinci ayinda idi. Bir
tanesinde majér molekiiler yanit elde edilmisti. Dért hastamizda imatinibe bagli direng ve
ti¢c hastamizda imatinibe bagli ilag toleransi nedeniyle ikinci jenerasyon tirozin kinaz
inhibitoriine gegilmisti. Ilag intolerans olan hastalarin iki tanesinde major molekiiler yanit elde
edilmisti. Toplam onii¢ hasta 18. aydaki majér molekiiler yanit hesaplamasina dahil

edilmedi.

Tablo IX. 18. Ayda major molekiiler yanit alinan ve alinmayan hastalarin LMO?2 ile

boyanma oranlan

Major Molekiiler Yamit LMO2 Toplam

18. ay Negatif | Pozitif

Yok Say1 0 2 2
% 0 100,0 100,0

Var Say1 8 9 17
% 47,1 529 100,0

Total Sayi 8 11 19
%o 42,1 57,9 100,0
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TARTISMA

LMO2 hematopoezisde tiim dncii hiicrelerin geligiminde rol alir (113). Islevini
hiicrelerin niikleusunda gergeklestirir. LMO?2 eritrosit ve miyeloid 6nciil hiicrelerde
bulunurken eritrositler ve nétrofil gibi olgun hiicrelerde bulunmaz (106). LMO2 ile ilgili ilk
¢aligma T hiicreli 16semi hastalarinda yapilmigtir. Ozellikle t(11:14)(p13;q11) ve t(7;11)
(g35;p13) translokasyonu olan hastalarda onkojenik faktor oldugu gosterilmistir (115).

Ber/abl KML hastalarinda tirozin kinaz aktivitesini artirarak hiicre iginde sinyal
iletiminde artisa neden olur. Bunun sonucu olarak hiicrelerin proliferasyonu ve farklilasmasi
artar. Kemik iligi ve periferik kandan yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda eritrosit,
megakaryositik ve graniilositik serinin 6ncii hiicrelerindeki tirozin kinaza bagli onkojenik
aktivitenin imatinib tarafinda inhibe edildigi tespit edilmistir (116) .

LMO2 T hiicreli l6semi hastalarinda oncojenik aktivitesi oldugu bilinmektedir. Biiyiik
ihtimalle LMO2 proteini KML hastalarinda sinyal ileti sisiteminde artisa neden olmaktadir.
Bu sinerjik aktivite artisimin imatinib veya diger tirozin kinazlar tarafindan inhibe edilip
edilmedigi heniiz arastirmalarda test edilmemistir. Bu varsayim ileriki yillarda arastirlacak
konulardan biri olacag: diisiiniilmektedir.

KML hastalarinda imatinibe bagl tedavi yaniti farklilik gostermektedir. Bir kisim
hastada sitogenetik ve molekiiler yanit tedaviye ragmen elde edilememektedir. KML
hastalarinin tedavisinde devrim yapan IRIS ¢aligmasinda 8 yillik takipte hastalarin %55 nin
imatinib kullanmaya devam ettigi bildirilmigtir. Diger hastalar tedaviyi birakmistir. Bu
hastalarin % 16’s1 yanit alinamadigindan, % 6’s1 ilaga bagh yan etki yiiziinden, % 3¢ii
transplanta ihtiya¢ duyuldugundan, % 3’ 6ldiigiinden ve % 17’si diger nedenlerden dolay:
tedaviyi biraktig1 tespit edilmistir (118). Bu nedenle hematolojik, sitogenetik ve molekiiler
yaniti etkileyen faktorleri bulmak i¢in ¢aligmalar halen devam etmektedir. Tedavi yanitini
etkileyen sebeblereden biride transkripsiyon faktérlerdir. LMO2de bir transkripsiyon
faktoriidtir. LMO2’nin etkisi lenfoid ve myeloid malignensilerde arastirilmistir. Fakat
literatiirde KML hastalarinda LMO2 ile sitogenetik ve molekiiler yanit arasindaki iliskiyi
gosterecek ¢alisma bulunmamaktadir.

Hematolojik lenfoid malignensilerden olan akut lenfoblastik 16semi hastalarinda
yapilan ¢alismada LMO?2 proteinin prognostik énemi olup olmadigina bakilmis. 247 B
hiicreli akut lenfoblastik 16semi (ALL) hastasinda tedavi dncesi alinan kemik iligi 5rneginde
PCR yontemiyle LMO2 galigilmis. Sonugta LMO2 protein artsi olan normal karyotipili geng
hastalarda ortalama yasamin daha iyi oldugu bildirilmistir (119). Cobanoglu ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada ise immunohistokimyasal yontemle tedavi éncesi 22 B
hiicreli ALL ve 57 Akut miyelositer l[6semi (AML) hastasimin kemik iligi biyopsilerinde
LMO?2 proteini ¢aligilmis. B hiicreli ALL ve AML hastalarinda LMO2 proteini artisinin
ortalama yagam siiresini etkilemedigini bildirdiler (122). Fakat her iki ¢alisma incelendiginde
LMO2’nin tedavi yanit1 iizerine etkisi ¢alisilmadig: gériilmektedir. Literatiirde LMO2’nin
akut myeloid malignenesilerde tedavi iizerine etkisi Meng ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada
bildirilmektedir. 51 AML hastasinda remisyona girmeyenlerin % 51’inde LMO2 proteinin
agir exprese ettigini bildirdiler (123).
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Bir diger hematolojik lenfoid malignensilerden olan diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma
(DBBHL) hastalarinda Natkunam ve arkadaslarinin yaptig1 calismada R-CHOP
(Rituksimab-Siklofosfamid, Adriablastina, Vincristin, Prednol ) veya CHOP kemoterapisi
alan hastalarin tam anindaki doku biyopsilerinde immunohiskimyasal yéntemle LMO2
proteini aragtinlmis. Sonug olarak LMO2 protein artigi olanlarda ortalama yasam siiresi ve
hastaliks1z yagam siiresinin anlamli1 derecede daha iyi oldugunu bildirilmistir. Rituksimab
ilavesinin anlaml bir degisik yapmadigi ve her iki tedavi kolunda ayni sonuglarin alindig:
tespit edilmistir (121).

Sonmez ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada tam aninda yapilan kemik iligi biyopsi
metaryallerine immunohistokimyasal yéntemle LMO2 proteini ¢aligilmis. Imatinible tedavi
edilen KML hastalarinda LMO2 asir1 eksprese edenlerde hematolojik remisyonun ve
ortalama yasam siiresinin daha iyi oldugu bildirmislerdir (124). Bu ¢alismada sitogenetik ve
molekiiler yamit ile LMO2 proteini iligkisi aragtirilmamuastir.

Calismamizda sitogenetik ve molekiiler yanitlar: degerlendiriken ELN kriterlerini esas
aldik. Bu kriterlere gére optimal yamt 6. ayda parsiyel sitogenetik yanit , 12. ayda tam
sitogenetik ve 18. ayda major molekiiler yanit elde edilmesidir. LMO2 proteini ile altinci,
onikinci ayda sitogenetik yanit ve onsekizinci ayda majoér molekiiler yanit arasinda anlamli
iligki bulamadik. KML hastalarinda yapilan ¢alismalarda sitogenetik ve majér molekiiler
yamit ile LMO?2 arasinda iligki aragtinlmadiginda sonuglarimizi literatiirle karsilastiramadik.
Bu nedenle bu ¢alismamiz imatinib kullanan KML hastalarinda sitogenetik ve molekiiler yamt
ile LMO?2 protein arasindaki iliskiyi inceleyen literatiirdeki ilk ¢aligmadir.

Literatiirde ¢alismamiza benzer nitelikte olan Liu vearkadaslarinin yaptigi ¢alismada
diger transkriptik fact6r olan JunB tedavi dncesi ve sonrasi PCR yéntemiyle diizeyi
olgiildugiinde tedavi sonrasi1 JunB artisi olan hastalarda 6. ayda sitogenetik ve molekiiler
yanitin daha iyi oldugu gosterildi (125).

Sonug olarak; LMO2, KML hastalarinda 6nciil hiicrelerde bulunan proteindir.
Lenfoid ve myeloid malignensi hastalarinda yapilan ¢aligmalarin bazilarinda LMO2 protein
artig1 olan hastalarda ortalama yagam siirelerinin daha iyi oldugu bildirlmistir. Birka¢ yayinda
iligki olmadigi bildirilmektedir. Biz de myeloid malignensi simifindan olan KML hastalarinda
sitogenetik ve molekiiler yanit ile LMO?2 protein arasinda iliskiye baktik. Anlamh bir iliski
bulamadik. Yayimlanan ¢aligmalarda LMO2 protein artisi ile ilgili ¢eliskili durumu agikliga
kavusturmak i¢in genis serili yayinlara ihtiyag¢ vardir.
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