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IMATINIB TEDAVISINE DIRENC GOSTEREN KRONIiK MIYELOID
LOSEMIi HASTALARINDA BCR-ABL GENI KiNAZ BOLGESI
MUTASYONLARININ BELIRLENMESI VE KLINIKLE ILISKIiSi

Ogrencinin Adi: Betiil Kogkan
Damismani: Dog¢. Dr. Mustafa Akkiprik
Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

1. OZET

Amac¢: BCR-ABL geni kinaz bolgesi mutasyonlarint ve frekanslarini dizi analizi
yontemi ile belirlemek ve belirlenen mutasyonlarin klinik ag¢idan Onemini
degerlendirmek amaclanmistir. KML’de tan1 ve tedavi siirecinde mutasyon analizi
yapmanin Onemini vurgulamak ve rutin kullanima ge¢mesini desteklemek de

amagclanmustir.

Gerec ve Yontem: Periferal kandan RNA Izolasyonu, ardindan cDNA Sentezi
yapilmistir. BCR/ABL geni kinaz bdlgesi, Nested PCR ile amplifiye edilmistir ve

dizi analizi ile sekanslanmuistir.

Bulgular: 45 hastanin 11’inde (%24.44) mutasyon tespit edilmistir. Bu mutasyonlar;
4 hastada E255K (%8.8), 2 hastada D241G (% 4.4), 2 hastada C369C (% 4.4), 1
hastada A366V (%2.2), 1 hastada K285N (%2.2) ve 1 hastada A380T (%2.2)

mutasyonlaridir.

Sonuglar: Mutasyonlar, Imatinib tedavisine suboptimal yanit, yamt kaybi ve
direncin ana sebeplerinden biridir. Ozellikle 4 hastada tespit edilen E255K
mutasyonu Imatinib ve Nilotinib tedavisine diren¢ ile karakterize olan bir

mutasyondur.

Anahtar Sozciikler: Kronik Miyeloid Lésemi, BCR-ABL Kinaz Bolgesi, Mutasyon,
Imatinib Direnci, DNA Dizi analizi



DETERMINATION OF BCR-ABL KINASE DOMAIN MUTATIONS AND
CLINICAL RELATIONSHIPS IN IMATINIB - RESISTANT CHRONIC
MYELOID LEUKEMIA PATIENTS

Student: Betiil Kogkan
Supervisor: Ass.Prof. Mustafa Akkiprik
Department: Medical Biology and Genetics

2. SUMMARY

Aim: Purpose of this study, determining of BCR-ABL kinase domain mutations and
frequencies with Sequence analysis method to identify and to evaluate the clinical
significance of the identified mutation and relationships. The importance of mutation

analysis and support the routine use was aimed.

Methods: Isolation of RNA from peripheral blood and cDNA synthesis was
performed. BCR / ABL kinase domain was amplified with the Nested PCR.

Sequencing of these regions was made with sequence analysis.

Results: Mutations were detected in 11 of 45 patients (24.44%). E255K was detected
in 4 patients (8.8%), D241G was detected in 2 patients (4.4%), C369C was detected
in 2 patients (4.4%), K285N was detected in 1 patient (2.2%), A380T was detected
in 1 patient (2.2%) and A366V mutation was detected in 1 patient (2.2%).

Discussion: Mutations are one of the main reasons for suboptimal response, loss of
response and resistance to Imatinib therapy. In particular, the E255K mutation was
detected in four patients, which is characterized by resistance to Imatinib and

Nilotinib treatment.

Key words: CML, BCR-ABL Kinase Domain, Mutation , Imatinib Resistance ,
DNA Sequencing



3. GIRIS ve AMAC

Yetiskinlerde gozlenen losemilerin %20-30’unu meydana getiren Kronik Miyeloid
Losemi (KML), t(9;22) (q34;q11) translokasyonu sonucu olusan Philadelphia (Ph)
kromozomu ile karakterize olan bir hematopoetik kok hiicre hastaligidir (Deininger
ve ark., 2000; Corbin ve ark., 2003.) t(9;22) translokasyonu, kromozom 9’daki ABL
(Abelson) onkogeni ve kromozom 22’deki BCR (Breakpoint Cluster Region) geninin
fiizyonu ile, yani BCR-ABL filizyon geni olusumu ile sonuglanir (Litzow, 2006). Ph
kromozomu KML hastalarinin % 95’inde bulunur ve KML i¢in ayirt edici bir
belirteg olarak kabul edilir (Deininger ve ark., 2000; Wongboonma ve ark., 2012).
Bu resiprokal kromozamal translokasyon , aberant tirozin kinaz aktivisine yol agar
(Quintas-Cardama ve Cortes, 2009). KML patogenezine bakildiginda BCR-ABL-
pozitif hiicreler; artmis proliferasyona (mitojenik aktivite), apoptoz inhibisyonuna ve
degismis adezyon Ozelliklerine sahiptir ve hiicrelerin asir1 ¢ogalmasi ile hastalikta
malign fenotip goriiliir (Deininger ve ark., 2000). KML’nin 3 fazi vardir: kronik,
akselere ve blast krizi. Hastalik, ek genetik anomalilerin birikmesi ile ilerler (Corbin
ve ark., 2003).

Hastaligin tedavisi igin diinya genelinde ilk basamak tedavisi olarak Imatinib Mesilat
(Gleevec, Glivec, STI-571) kullanilmaktadir. Imatinib, énemli klinik yarar1 olan ilk
tirozin kinaz inhibitorii (TKI) olarak Aralik 2001°de FDA tarafindan onaylanmustir
(Druker, 2009; O'Brien ve ark., 2009). Imatinib, 2- fenilamino pirimidin smifi
protein kinaz inhibitoriidiir ve ABL protein kinazin ATP baglanma bdlgesinin
kullanilmast ~ suretiyle  olusturulmustur. Imatinib’in  rolii, = BCR-ABL
otofosforilasyonunu ve substrat fosforilasyonunu inhibe etmek, proliferasyonu inhibe
etmek ve apoptozu baslatmaktir. Imatinib, BCR-ABL pozitif hiicrelerde
proliferasyonu inhibe eder ancak BCR—ABL negatif hiicreleri yani normal hiicreleri
etkilmez. Imatinib ile KML tedavisinde hedeflenmis terapi revoliisyonu olmustur
(Walz ve Sattler, 2006). Erken faz KML hastalarinda Imatinib ¢ok yiiksek basar
gbstermesine ragmen, ileri faz KML hastalarda Imatinib’e karsi gelisen direng
nedeniyle basar1 oran1 azalmistir. Imatinib direncine neden olan olas1 mekanizmalar;

klonal kromozom evoliisyonu , BCR-ABL amplifikasyonu, ABL kinaz domaini



mutasyonlaridir ( La Rosee ve Deininger , 2010). Yapilan ¢aligmalara gore hastalarin
yaklasik %20’sinde BCR-ABL kinaz bolgesindeki nokta mutasyonlari sebebiyle
Imatinib tedavisinde basarisizlik meydana gelmistir (Vaidya ve ark., 2015). Ozellikle
akselere faz ve blast kriz fazinda goriilen mutasyonlar, kinaz domain yapisini
degistirerek ilacin baglanma afinitesine zarar verir (Wang ve ark., 2014). BCR-ABL
kinaz bdlgesindeki nokta mutasyonlari, direng gelisen hastalarda %30 - %90
oraninda goriiliir (Cortes ve ark., 2007). Mutasyonlarin 90’dan fazla tipi vardir
(Wongboonma ve ark., 2012). Mutasyonlarin ABL kinaz domaindeki lokasyonlarina
gbre basta Imatinib’e ve ikinci nesil TKi’lerine (Nilotinib, Dasatinib gibi) direng
geligir. Hastalarda iki sekilde direng gozlenir; ilki primer direng; tedaviye yanitsizlik
halidir. Ikincisi ise sekonder direngtir, baslangicta tedaviye yanit gosterildigi halde
zamanla tedavi yanitinda azalma olmasidir (Litzow, 2006; Wei ve ark., 2006). Cesitli
diren¢ mutasyonlar1 TKI terapisinden &nce bulunabilir ve tedavi sonucunu

etkiliyebilir (Wongboonma ve ark., 2012).

En sik goriilen mutasyon, T3151 mutasyonudur. Bu mutasyonda, sitozin-timin baz
dontisiimii sonucu ABL geni kinaz domaini 315. pozisyondaki treoninin izoldsine
doniisiir. Direncli hastalarm %15-25’inde T3151 mutasyonu mevcudiyeti nedeni ile
Imatinib ve diger tirozin kinaz inhibitdrlerine tam bir duyarsizlik olusur (Litzow,
2006; Bartholomeusz ve ark., 2007 ; Quintas-Cardama ve ark., 2008). Imatinib’e
duyarl baslica kinaz domain mutasyonlar; T3151 , Y253H/F , M351T , G250E ,
E255K/V , F359V ve H396R olarak belirtilmisitir (Apperley , 2007).  Imatinib doz
artirtlmasi, ikinci nesil TKI ( Nilotnib, Dasatinib)’leri ve allojenik kok hiicre
transplantasyonu, Imatinib direngli olgular i¢in tedavi segenekleridir. Ikinci nesil TKI
seciminde, BCR-ABL kinaz domaini mutasyonlar1 ve hastada eslik eden diger

hastaliklar goz onilinde bulundurulmalidir ( Soverinive ark., 2011).

BCR-ABL KD (Kinaz Domain) mutasyonlarina gére en uygun alternatif terapotik
secenekler soyledir; T3151 mutasyonu varsa; tedavi i¢cin hematopoietik kok hiicre
transplantasyonu veya aragtirilan ilaclar distiniilmelidir. V299L, T315A ve
F317L/V/I/C mutasyonlar1 varsa, tedavi i¢in Dasatinib’ten ziyade Nilotinib
diistintilmelidir. Y253H, E255K/V ve F359V/C/I mutasyonlar1 varsa, tedavi i¢in

Nilotinib’ten ziyade Dasatinib diisiiniilmelidir. Bagka bir mutasyon varsa, tedavi i¢in



yiiksek doz Imatinib ya da Dasatinib ya da Nilotinib diisiiniilmelidir (Soverini ve
ark., 2011).

Mutasyonlar1 saptama yontemi olarak; dizi analizi, subklonlama sonrasi dizi analizi,
denatiiran yiiksek performansh likit kromatografi (DHPLC), pyrosequencing,
double-gradient denatiiran elektroforez, Allel spesifik oligoniikleotid (ASO) PCR, Q
RT PCR, Nested PCR yontemleri kullanilabilir (Ai J ve Tiu RV, 2014). Mutasyon
belirleme hassasiyeti en iyi olan yontemi se¢mek daha avantajli olacaktir. Bu
baglamda en duyarli yontem Allel Spesifik Oligoniikleotit PCR yontemidir; %0.01
hassasiyetle mutasyon saptayabilir. Dizi analizi de sik kullanilan yontemdir, %10-25
gibi diisiik hassasiyet goserir, avantajli yani ise yeni mutasyon saptayabilmesidir ve
ASO PCR yontemi ile belirlenen mutasyonlar1 dogrulamak i¢in de kullanilabilir. Bu
yontem hastalikla ilgili tiim mutasyonlarin frekansini popiilasyon bazinda goérebilme
olanagi sunar. D-HPLC ise % 0.1-10 oraninda mutasyon saptama hassasiyetine ,
Pyrosequencing % 0.1-5 mutasyon saptama hassasiyetine, Ultra-deep sequencing ise
%1 mutasyon saptama hassasiyetine sahiptir (Shah ve ark., 2002; Ai J ve Tiu RV,
2014).

Mutasyon analizinin pratik yararinin daha iyi anlagilmasi, hayati bilesen olarak KML
hastaliginin yonetimine 1s1k tutacaktir, mutant hiicrelerin erken teshisi alternatif
tedavi segenekleri ile ilgili kararlarda yol gostericidir (Soverini ve ark., 2011 ; Ai J

ve TiuRV, 2014).

Bu calismanin amaci ; BCR-ABL geni kinaz domaini mutasyonlarini ve frekanslarini
Dizi analizi yontemi ile belirlemek ve belirlenen mutasyonlarmn klinik agidan
onemini ve iligkisini degerlendirerek birinci ve ikinci nesil ilag se¢imine katki saglar
nitelikte oneride bulunmak , dizi analizi yontemi ile heniiz literatiirde yer almayan
ancak Tiirk popiilasyonunda mevcut olmast muhtemel mutasyonlarin varligini tespit
edip literatiire katki saglamaktir. KML’de ilag se¢cimi ve hastalik takibi esnasinda
mutasyon analizi yapmanin 6nemini vurgulamak ve rutin kullanima ge¢mesini

destekleyerek literatiire katki saglamak da hedefler arasindadir.



4. GENEL BIiLGILER

4. 1. Losemi

Kanserlerin %2’sini olusturan 16semi, lenfatik sistemi ve kemik iligini etkileyen , kan
hiicrelerinin  6zellikle akyuvarlarin anormal c¢ogalmasi ile karakterize olan bir
kanser tiirtidiir. Periferal kandan ve kemik iliginden 6rnek malign hiicrelerin
defalarca ve giivenli bir sekilde elde edilebilme o6zelligi, l6semide ufuk agici
kesiflerin yapilmasina katki saglamistir. Bu nedenle 16semiler, kanser biyolojisinin
anlasilmasi ve tedavi gelistirilmesi i¢in model hastalik olmustur. PubMed verileri
gostermistir ki, 1964 yilindan bu yana, diinya ¢apinda hekimler ve bilim insanlari
l6semiler hakkinda 254.000°den fazla makale yaymlamistir ve bunlarin 80.000’den
fazlas1 son 10 yilda gergeklesmistir (Freireich ve ark., 2014).

Losemiler incelendiginde, malign hiicrelerin, kan yapic1t organlarda normal
hiicrelerin yapimint engelledigi goriiliir. Normal alyuvarlarin yapiminin azalmasi ile
anemi; normal akyuvarlarin yapimimin azalmasi ile enfeksiyonlara yatkinlik,
mikrobik hastaliklar ve ates; trombositlerin yapiminin azalmasi ile de cesitli
kanamalar (burun kanamasi, dis eti kanamalar1 gibi) meydana gelir. Yetigkinlerde
cocuklara nazaran yaklasik 10 kat daha fazla oranda 16semi tanis1 konur ve hastaligin
riski yas ilerledikce artar. Losemi tipleri , hastaligin 6zelliklerine gore isim alir. Akut
l6semilerde hastalik cabuk gelisir, klinik seyir hizlidir, olusan immatiir hiicreler
normal gdrevlerini yerine getiremez, hastalar kisa siirede koétiilesir. Kronik 16semiler
yavas seyirlidir, hastalarda ¢ok sayida matiir hiicre olusur ve bunlar bazi normal
fonksiyonlarni yerine getirebilir, hastalarda ani kotiilesme goriilmez. Lokositler,
lenfositik ve myelositik (miyeloid) serilerden gelisir. Lenfositik 16semiler, lenfosit
artigi ile karakterizedir. Miyeloid 16semiler, graniilositlerin artmasi ile karakterizedir.
Bu ozelliklere gore 16seminin dort tipi vardir ; Akut lenfoblastik 16semi (ALL), Akut
miyeloid 16semi (AML), Kronik lenfoblastik 16semi (KLL), Kronik miyeloid 16semi
(KML). Loseminin bu temel dort tipi, ayrica alt tiplerine gore de siniflandirilabilir.
Hastaligin alt tipini bilmek Onemlidir, ¢iinkii tedavinin ozelligi alt tiplere gore
degisimektedir  (https:/www.lls.org  Erisim  tarthit 5  Ocak  2015;
http://www.cancer.gov/publications Erisim tarihi: 7 Ocak 2015).



4. 2. Kronik Miyeloid Losemi
4.2. 1. Tamim ve tarihce

Kronik graniilositik losemi olarak da adlandirilan ve yetiskinlerde go6zlenen
losemilerin  %20-30’unu meydana getiren Kronik Miyeloid Loésemi (KML),
hematopoetik kok hiicrelerin klonal artigi ile tani konan bir hastaliktir. Kemik
iliginde asir1 miyeloid hiicre artisi, periferal kanda olgun miyeloid hiicrelerden olusan
yiiksek l6kosit sayisi ve splenomegali ile karakterizedir. KML, Polisitemia Vera,
Myelofibrozis ve Esansiyel Trombositemi ile birlikte myeloproliferatif hastaliklar
grubu i¢inde smiflandirilir. KML’de patolojik agidan hiicreler farklilasma
yeteneklerini kaybetmemislerdir. KML’nin 3 fazi vardir: kronik, akselere ve blast
krizi. Hastalik, ek genetik anomalilerin birikmesi ile ilerler (Corbin ve ark., 2003).
Tedavi edilmezse kaginilmaz olarak 4 yil i¢inde kronik fazdan akselere faza ve blast
krize dontlisiim gergeklesir. Hastalarin % 95’inde bulunan ve KML i¢in ayirt edici bir
belirte¢ olarak kabul edilen Ph kromozomu, t(9;22) translokasyonu sonucu olusur.
Bu resiprokal translokasyonda, kromozom 9’daki ABL (Abelson) onkogeni ile
kromozom 22°deki BCR (Breakpoint Cluster Region) geninin fiizyonu olan BCR-
ABL1 meydana gelir (Deininger ve ark., 2000; Litzow, 2006; Wongboonma ve ark.,
2012).

Ik kez 1845 yilinda tamimlanan KML’nin en 6nemli belirteci olan Philadelphia
kromozomu, 1960 yilinda kesfedilmesine ragmen, ancak 1973 yilinda bu yapinin 9.
ve 22. kromozomlar arasindaki dengeli resiprokal translokasyondan kaynaklandigi
tespit edilmistir. 12 yil sonra, bu translokasyonun BCR-ABL geninde Abelson tirozin
kinazin onkogenik flizyonuna sebep oldugu anlasilmistir. (Giiniimiizde KML tanis1
ve tedaviye yanitin izlenmesi icin BCR-ABL’nin nitel ve nicel degerlendirmesi
FISH ya da Polimeraz zincir reaksiyonu ile yapilmaktadir). KML tedavisinin tarihi
gelisimine bakildiginda, 1964 yilinda oral Busulfan tedavisinin en yaygin kullanilan
tedavi oldugu goriiliir. Daha sonraki donemlerde Interferon alfa ve Cytarabine, KML
i¢in standart ilag tedavisi olmustur. BCR-ABL fiizyon kinazi hedefleyen TKl'lerin
gelistirilmesi, KML tedavisinde devrime ve diger birgok neoplazmlarda TKI
denemelerine yol agmistir. Bu TKI'lerin ilki olan Imatinib (CGP57148B ve STI-571
olarak da bilinir), 1990°’lh yillarda gelistirilmis, 2001 yilinda FDA tarafindan



onaylanmistir. Sonraki yillarda Nilotinib, Dasatinib, Bosutinib, Ponatinib gibi ikinci

ve tiglincii nesil TK1’leri gelistirilmistir (Freireich ve ark., 2014.)

4.2.2. Tam

Tam Kan Sayimi (CBC) testi, kan hiicrelerinin sayisin1 ve tiplerini 6lgmek icin
kullanilir. Kemik 1iligi aspirasyonu ve biyopsisi, kemik iligi hiicrelerindeki
kromozomal anomalileri ve diger degisiklikleri incelemek i¢in yapilir. KML’de
hemoglobin konsantrasyonu diiser ve beyaz kiire sayisi1 ¢ok yiiksek seviyelere ¢ikar.
Platelet sayist KML’nin siddetine bagli olarak artabilir veya azalabilir (Tablol).
Boyanmis kan hiicrelerinin 151k mikroskobunda incelenmesi KML hastalarinda beyaz
kiirelerin karakteristik 6zelliklerini gosterir: az miktarda immatiir hiicreler (16semik
blast hiicreleri ve promiyelositler) ve ¢ok sayida olgunlagmakta olan veya tam olarak
olgunlagmis beyaz kiireler (miyelositler ve nétrofiller). Saglikli bireylerin kaninda
blast  hiicreleri, promiyelositler ve miyelositler bulunmaz (Sekil 1)
(https://www.1ls.org Erisim tarihi: 5 Ocak 2015, www.kmlhastaligi.org; Erigim tarihi:
5 Mart 2015).

Tablo 1: KML hastaliginin ii¢ evresine gore degisen kan hiicrelerinin sayisal
ozellikleri (http://www.kmlhastaligi.org Erisim tarihi 5 Mart 2015)

KRONIK FAZ AKSELERE FAZ BLAST KRiZ FAZI
LOKOSIT >%20x 10°/L artar artar
BLAST <%15 %10-%30 >9%10
BAZOFIL artar >%20 -
TROMBOSIT Normal/artar azahr azalir
KEMIK artar artar artar
ILIGINDEKI
HUCRE MIiKTARI
KROMOZOM t(9;22) t(9;22) t(9;22)




‘Q e A
Sekil 1: KML hastasinin periferik yaymasi. Lokositoz, blast artigi-dort miyeloblast

ve notrofiller goriilmektedir. (http://hematolojiatlasi.com/atlas content.php?id=51
Erisim tarihi: 3 Kaim 2015)

Sitogenetik incelemeler, kemik iligi materyali kullanimiyla t(9;22)(q34;q11.2) Ph
kromozomu hedeflenerek yapilir. Tipik bir konvansiyonel sitogenetik inceleme
sirasinda 20 metafaz incelenmelidir (Sekil 2). Uygulama amaglari; KML tanisinin
dogrulanmas1 ve diger kromozomal degisikliklerin saptanmasidir. FISH
uygulamalarinda ise BCR ve ABL genlerinin kirik noktalar1 hedeflenir. Materyali
kemik iligi ve periferal kandir. Uygulama amaclari; KML tanisinin dogrulanmasi,
sitogenetik yanitin rutin goriintiilenmesi, rutin MRD o6lgtimiidiir (Cortes ve ark.,
2003).

RN
SRR R
YT BNy

et 8p &% o0
19 20 21 |22
XX

Sekil 2: 46,XX,1(9;22)(934;q11) Karyotip goriintiisii.(http://www.rayur.com/chronic-
myeloid-leukemia-cml.html/chromosomen_gr2 Erisim tarihi: 11 Kasim 2015).




Kantitaif RT-PCR’da BCR-ABL mRNA’s1 hedeflenir. 0.0001-0.001 oraninda
duyarliliga sahiptir. Materyali periferal kan ve kemik iligidir. Uygulama amaglart;
rutin MRD 6l¢timdi, fiizyon gendeki kirik noktalarin tanimlanmasidir (www.LLS.org;
erisim tarihi: 07 Kasim 2014).

4. 2. 3. insidans

Yetiskinlerde gozlenen losemilerin %20-30 unu meydana getiren KML, 25-60
yaslar1 arasinda gozlenir. Erkeklerde kadinlara nazaran daha sik gozlenmektedir
(2’ye kars1 1,5). Erkeklerde insidans, 1977 ve 1997’ye nazaran 1997 — 2003 yillar
arasinda %4.4. azalmstir. Insidanst 1,5/100.000 olan KML’nin yasla birlikte
goriilme siklig1 artar. Insidans 40’11 yas ortalarina kadar yas ilerledikge hafifce, sonra
hizla artar. Cocukluk ¢agi 16semilerinin %5’inden azini olusturur. Hastalar genellikle
kronik evredeyken tani i¢in bagvurur. Hastalarin yaklasik %85°1 kronik evrede tani
alirken %10’u akselere evrede ve %b5’i blastik evrede tani alir. KML hastalar tipik
olarak 3-5 yi1l boyunca normaldir daha sonra evrelerin ilerlemesiyle AML benzeri bir
tablo meydana gelir ve bazi hastalar hayatin1 kaybeder (O'Brien ve ark., 2009;
http://thsk.saglik.gov.tr ; erisim tarihi : 3 Ocak 2015).

4. 2. 4. Etiyoloji

KML dogumda mevcut olmayan, sonradan kazanilan, bir kemik iligi hiicresinin
DNA’sinin genetik hasarindan kaynaklanabilen bir hastaliktir. Bilim insanlar1 KML
etyolojisinde rol alan etmenleri net olarak ortaya koyamasa da hastaligin gelisiminde
yiiksek doz radyasyona maruz kalmanin rol aldigi bilinmektedir. Sitotoksik ilaclara
maruz kalma ile bir iliskisi bulunamamistir, viral etiyolojiyi destekleyen bir bulgu
yoktur. Imatinib oncesi donemde sigara kullanimi blastik krize déniigiimii
hizlandirmistir ve bu nedenle KML’de yasam siiresi negatif etkilenmistir. Atom
bombasina maruz kalanlarda insidans artmistir. Cernobil kazasi sonrasinda KML
insidansinda artis olmamistir, bu da KML gelisiminin yalnizca biiyiikk dozda
radyasyon maruziyeti ile indiiklendigini gosterir (https://www.lls.org Erisim tarihi: 5
Ocak 2015).
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4. 2. 5. Klinik ozellikler

KML yavas biiyiiyen bir hastaliktir ve kirmiz1 kan hiicreleri, beyaz kan hiicreleri ve
trombositlerin gelisimine tamamen miidahale etmez. Bu nedenle, hastalarda KML
var olsa bile higbir belirti olmayabilir, bazi hastalar tan1 konsa bile asemptomatiktir.
Genellikle rapor edilen semptomlar sunlardir; ¢cok yorgun olmak veya kolayca
yorulmak, giinliikk aktiviteler sirasinda nefes darligi, acgiklanamayan kilo kaybi,
genislemis dalak veya kaburga altinda karnin sol {ist tarafinda agr1 hissetmek, kirmizi
kan hiicrelerinde azalma, gece terlemeleri, sicakliklarin tolere edilememesi gibi
(https://www.lIs.org Erisim tarihi: 5 Ocak 2015). Daha az siklikla goriilen belirtiler
ise; enfeksiyon, tromboz veya kanamadir. p210 + olan hastalar daha yavas seyirlidir.
KML ilerledik¢e semptomlar artar. Ac¢iklanamayan ates, kilo kayb1 ve ila¢ dozunda
artis ihtiyaci, kemik ve eklem agrisi, kanama, tromboz ve enfeksiyonlar akselere
veya blast faza doniisii gosterir. Fiziksel muayenedeki en Onemli bulgu ise
splenomegalidir. Tedaviye ragmen varligmni siirdiiren splenomegali , hastaligin
ilerledigine isaret eder. Lenfadenopati ve myeloid sarkomlar hastaligin ileri evreleri
disinda ender goriiliir, goriildiiglinde prognozun kotii oldugunu disiindiiriir. Tam
aninda immatiir ve matiir graniilositlerde artis ile beyaz kiire say1 yiiksekligi vardir.
Dolasimda blast orant <%35 ve blast-promyolesit oran1 <%10 olarak bulunur. Tan
esnasinda kemik 1lilgi selliilaritesi ve eritroid seriye gore myeloid seri oraninda artma

vardir. Hastalarin yarisinda fibrozis bulunur.

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) verilerine gore KML evrelerinin 6zellikleri
siralanmistir. Akselere evre ozellikleri; periferik kan lokositlerinin ve kemik iligi
hiicrelerinin %10-19’unun blast olmasi, periferik kandaki bazofillerin en az %20
oraninda olmasi, tedavi ile iligkisiz kalici trombositopeni, tedaviye yanitsiz ve
giderek artan dalak boyutu ve l6kosit sayisi, sitogenetik olarak klonal doniisiimiin
gerceklesmesidir. Blastik evre Ozellikleri; periferik kan lokositlerinin veya kemik
iligindeki hiicrelerin %20’sinin blast olmasi, ekstramediiller blast proliferasyonu,
kemik iligi biyopsisinde gruplar halinde blastlarin olmasidir (Vardiman ve ark.,
2002).
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4. 2. 6. Prognostik faktorler ve progresyon

KML’li hastalarm klinik seyri farklilik gdsterir. Imatinib tedavisi éncesi donemde 2
yil i¢inde 6liim oram1 %10 oranindadir, daha sonraki yillarda %20’dir, ortalama
yasam siiresi yaklasik 4 yildir. Hastaligin risk durumu Sokal Indeksi ve Hasford
Sistemi kullanilarak belirlenir (Tablo 2 ve Tablo 3). Sokal indeksi en Onemli
prognostik gosterge olarak, dolasimdaki blast orani, dalak biiyiikligli, trombosit
sayisi, yas ve sitogenetik klonal doniisiim baz alinarak gelistirilmistir. Hasford

Sistemi, IFN alfa tedavisi lizerinden gelistirilmistir.

Tablo 2 : Sokal Indeksi (Sokal ve ark., 1984)

Sokal Indeksi Hesaplanmasi Risk Simiflandirmasi
0.0116 x [yas (y1l) - 43.4)] + 0.0345 x (dalak -7.51) | Diisiik risk < 0.8
+0.188 x [(trombosit say1s1/700)2 - 0.563] + Orta risk 0.8-1.2
0.0887 x (blast - 2.10) Yiksek risk > 1.2

Tablo 3 : Hasford Skorlama (Hasford ve ark., 1998)

Hasford Skorlama Hesaplanmasi Risk Simiflandirmasi

Yas > 50 ise 0.666 + (0.042 x dalak) + trombosit Diisiik risk < 780

sayis1 > 1500 x109/L ise 1.0956 + (0.0584 x blast) | Ortarisk 781 - 1480

+bazofil sayis1 > %3 ise 0.20399 + (0.0413 x Yiiksek risk > 1480
eozinofil) x 100

KML’nin temel 6zelligi, malign klondaki kromozom instabilitesi akkiz olarak ilave
t(9;22), trizomi 8 veya 17, p53 kayb1 ile sonuglanir. Bu ilave genetik ve molekiiler
anomalilerin olugmasi fenotipik donilisiim i¢in Snemlidir. p53 geninde hetereojen
yapisal degisiklikler hastalik progresyonu ile iligkilidir. Ayrica sporadik degisen
MYC geni varligr gosterilir. BCR/ABL lokusunda yeni olusan progresif DNA
metilasyonu ve LINE-1 hipometilizasyonu, blastik faza gegisi isaret eder. Blastik

faza geciste interlokin-1 ve tiimor silipresor protein fosfataz A2’nin inaktivasyonu da

12




goriilebilir. Sonug olarak, Imatinib’e direngli KML hastalarinda akselere faza ve

blast krizine ilerleme riski yiiksektir.

4. 3. KML’de Sitogenetik Degisiklikler

t(9; 22) (g34; g11) resiprokal translokasyonu, derivatif kromozom 22 {izerinde BCR /
ABL gen flizyonu ile sonuglanir, Ph kromozomu olarak adlandirilir ve KML’de
baslangi¢ olgusu olarak distiniiliir (Sekil 3) (Syed ve ark., 2008). Bu resiprokal
translokasyon ile olusan BCR-ABL gen fiizyonu, FISH yontemi ile tespit edilebilir
(Deininger ve ark., 2000).

Vakalarin % 2-10’unda bu kimerik gen, 9934, 22q11 tronlokasyonuna ek olarak bir
ya da birka¢ diger kromozomal bélgeyi iceren varyant yeniden diizenlemeler ile
olusturulur. En belirgin kromozomal bélgeler sunlardir; 1p36, 3p21, 5q13, 6p21,
9922, 11913, 12p13, 17p13, 17921, 17925, 19913, 21922, 22912 ve 22q13. Mevcut
veriler varyant diizenlenmelerin herhangi bir 6zel fenotipik veya prognostik etkisi

kazandirmadigin1 gostermektedir (Johansson ve ark., 2002).

Ph kromozomuna ek olarak rastgele olmayan kromozom anomalilerinin ortaya
cikmast KML’de sik goriilen bir durumdur ve klonal evrim olarak adlandirilir.
Klonal evrim, hastaligin ilerlemesinin bir gostergesidir ve oldukc¢a proliferatif KML
progenitorlerinin genetik kararsizligini yansitir (Syed ve ark., 2008). Artmis genetik
instabilite, yiiksek dereceli malign fenotiplerin ortaya c¢ikmasini kolaylastirir
(Bennour ve ark., 2013). Baslangicta blastik faz KML hastalarinda tanimlanmustir,
vakalarin % 50 ila % 80’inde ortaya c¢ikar ve rastgele olmayan kromozomal
anomalileri icerir. Bunlar; ¢ift Ph (%30), trizomi 8 (vakalarin %34’iinde, ek
degisiklikler ile), izokromozom 17q (%20), 19. ve 20. kromozomlarin trizomileri
(%13) ve 20g anormalileridir (Johansson ve ark., 2002; Cortes ve ark., 2003;
(Bennour ve ark., 2013).
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NORMAL KROMOZOM 9 TRANSLOKE OLMU$ KROMOZOM 9

—

RESIPROKAL TRANSLOKASYON

PHILADELPHIA
KROMOZOMU

TRANSLOKE OLMU$ KROMOZOM 22
NORMAL KROMOZOM 22

Sekil 3: Philadelphia kromozomunun sematik gdsterimi.
(http://www.slideshare.net/1slid/15-chromosomalinheritance-text Erisim tarihi: 3
Kasim 2015

Sitogenetik klonal evrim daha sonra, kronik faz KML hastalarinin %10 ila %5’inde
tanimlanmistir ve kotli prognoz ile iliskili bulunmustur. Ardindan sitogenetik klonal
evrim akselere faz KML’yi tanimlayan unsurlardan biri olarak kabul edilmistir,
hastalarin yaklagik yarisinda IFN tedavisi ile anormal klon baskilanmasi ile iliskili
gosterilmistir. Akselere faz KML’nin tek bir 6zelligi olarak sitogenetik klonal evrim,
allojenik kok hiicre transplantasyonunda iyi prognoz ile ve %60 gibi uzun siireli
sagkalim oram ile iliskilidir. Imatinib tedavisi déneminde ise sitogenetik klonal
evrim, kronik ve akselere faz hastalarinda olumsuz sagkalim ile iliskililendirilmistir
(Cortes ve ark., 2003). Diger anomaliler; —Y (erkek hastalarin %8’inde ), +21 (%7),
+17 (%5) ve monozomi 7 (%5)’dir (Johansson ve ark., 2002). Ek genetik
anomalilerin net sonucu; hastalik agresif faza doniisiirken ortaya c¢iktiklarindan

muhtemelen daha habis bir fenotip potansiyeli olusturmalaridir (Syed ve ark., 2008).
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4. 4. KML’de Molekiiler Patogenez

4. 4. 1. BCR geninin yapisi ve proteini

22q11°de lokalize olan BCR geni, 130 kb uzunlugundadir ve 23 ekzon igerir. Siirekli
eksprese edilen BCR geninin insan dokularindaki mRNA seviyelerinin, beyin ve
hematopoietik hiicrelerde en yiiksek oldugu tespit edilmistir. Normal BCR geni 160-
kd agirligindaki BCR proteinini kodlar (Sekil 4). Hematopoietik hiicrelerle ilgili
olarak BCR proteini, oncelikle miyeloid farklilagsmanin erken donemlerinde eksprese
edilir, hiicrelerin polimorfoniikleer l6kositlere olgunlasmasinda seviyesi Onemli
Olclide azalir. BCR geninin normal {iriinlin, immiinofloresan boyama ve hiicre
fraksiyonu c¢aligmalar1 ile sitoplazmik bir protein oldugu gosterilmistir. Yapilan
caligmalarda bu proteinin 6zellikle G proteinleri tarafindan diizenlenen hiicresel
sinyal iletim yolaklarini kapsadigi belirtilmistir. Ayrica BCR’nin XPB proteini ile
iligkili oldugu bildirilmistir. XPB; DNA onarimi, genel transkripsiyon baslatma ve

hiicre dongiisii regiilasyonunda rol oynar (Laurent ve ark., 2001).

pl60 BCR

< P190 (1-426) P210 (1-902/927) P230 (1-1176)

— COOH
RHO-GEF
dbl-like ard

1 1271

Sekil 4: BCR proteinin yapisi. N terminalde; dimerizasyon domaini (DD) ve siklik
adenozin monofosfat kinaz homolog domainleri. Y177, Grb-2’ye baglanmak i¢in
onemli bir otofosforilasyon bélgesidir. Ust kisimdaki oklar, BCR-ABL fiizyon
proteinlerindeki kirilma noktalarin1 gostermektedir. (Rho-GEF); Rho guanidin
niikleotid degisim faktorii. (CaLB); Kalsiyum-bagimli lipid baglanma boélgesi. (Rac-
GAP); Rac-GTPaz (Laurent ve ark., 2001).

BCR geni pek ¢ok farkli fonksiyonel domaini ihtiva eder. 1. ekzon; serin/treonin
kinaz domaini, SH2 baglanma domainleri ve oligomerizasyon bdlgesini igerir. BCR
sentral ve COOH terminal GAP bdlgeleri G proteinleri ile etkilesim i¢indedir. G
proteinleri; hiicre i¢i sinyal, hiicre iskeleti organizasyonu, hiicre biiylimesi ve normal

gelisiminde temel oyunculardir. Bu verilere gére BCR, okaryotik hiicrelerde iki
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biiyiik hiicre i¢i sinyal mekanizmasina katilir; fosforilasyon ve GTP-baglanmasi

(Laurent ve ark., 2001).

4. 4. 2. ABL1 geninin yapis1 ve proteini

9. kromozomda lokalize olan ABL1 geni, 11 ekzondan olusur ve 145 kd agirliginda
bir nonreseptdr tirozin kinazi kodlar. la ve 1b olmak iizere ilk ekzonunun iki
alternatifi vardir. Farelerde tanimlanmis olan Abelson murine leukemia virusunun
Gag-Vv-Abl onkogeninin insanlardaki homologudur (Wang, 2014). Siirekli ifade
edilen ABL1 flizyon geni, hiicresel transformasyon igin gerekli olan ABL1 tirozin
kinaz1 kodlar. Biiyiime faktorleri, sitokinler, hiicre adezyonu, DNA hasar1, oksidatif
stres ve diger sinyallere yanit olarak, hiicre ¢ogalmasini, farklilagmayi, hayatta
kalmay1 veya oOliimii, retraksiyon veya gocii tesvik etmek icin ABL aktive edilir

(Greuber ve ark., 2013).

Cesitli yapisal bolgeler ABL proteininde tanimlanabilir (Sekil 5). NH2 terminaline
dogru ii¢c SRC homoloji bdlgesi (SH1-SH3) yer almaktadir. SH1 bélgesi, tirozin
kinaz fonksiyonu tasir. SH2 ve SH3 bolgeleri ise diger proteinler ile etkilesimi
saglar. Molekiiliin merkezinde prolin bakimindan zengin sekanslar, diger proteinlerin
SH3 bolgeleri ile etkilesime girmesini saglar. Karboksi terminaline dogru niikleer
lokalizasyon sinyalleri (NLS) ve DNA-baglanma ve aktin baglanma motifleri
bulunur (Deininger ve ark., 2000).

pl45 ABL

ATM

oy
(v)

ede2

COOH

DNABD @

-
i

1 1130

Sekil 5: ABL1 proteinin yapisi. Ust kisimdaki oklar Ber-Abl fiizyon proteininin
kirilma noktalarmi gosterir. ATM, cdc2 ve PKC fosforilasyon bdolgeleridir. PxxP;
prolin bakimindan zengin bolgelerdir.

16



4. 4. 3. BCR-ABLI fiizyon geninin yapisi ve proteini

KML hastalarmin yaklasik %90’minda goriilen Philadelphia kromozomu,
kromozom 9’daki ABL (Abelson) onkogeni ile kromozom 22’deki BCR (Breakpoint
Cluster Region) gen bolgesinin karsilikli t(9; 22q34; ql1) translokasyonu ile olusur
(Litzow, 2006). BCR-ABL fiizyon geni olusumu ile kisalmis kromozom 22 meydana
gelir (Sekil 6). Translokasyon ile hibrid BCR-ABL geninin yapisal aktivasyonu
gerceklesir ki bu durum, mutasyona ugramis hiicrelerin anti-apoptotik avantaj
kazanmasini saglayarak hiicrelerin asir1 ¢ogalmasi ve malign transformasyon ile
KML’nin patofizyolojik temelini olusturur (Shet ve ark., 2002; Srivastava ve Dutt,
2013).

— -
— = .
e e» s <>
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— R ABL1
— ' | —
= _> = o.
Ea - ra
— = .
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Sq34 .12 e —
9
ABL1 — By =0
==
w = -
Ea
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9 22 9+ 22-

Sekil 6: BCR-ABL fiizyon geni olusumu ve Ph kromozomunun sematik gdsterimi.
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Philadelphia Chromosom.svg Erigim
tarihi 4 Kasim 2015)

BCR-ABL geninin 5> ucu BCR’den, 3’ ucu ABL’den gelen eksonlardan olusur. Ph
kromozomunun olusumunda 9. ve 22. kromozomlarda farkli bolgelerde kiriklar
meydana gelir. 11 ekzonlu ABL geni 9q34°de kirilma ¢ogunlukla genin iki alternatif

ilk ekzonu (1b ekzonu ve la ekzonu) arasindaki intronda olusabilir. Ya da ilk
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alternatif ekson Ib’nin upstream bolgesinde kirik olusabilir. Veya ikinci alternatif
ekson la’nin downstream bolgesinde kirik olusabilir (Sekil 7) (Deininger ve ark.,

2000; Laurent ve ark., 2001).

ABL
' Ib . Ia ' alal all

L i

Sekil 7: ABL geninde olusan kiriklar. Lokasyonlar1 ok isaretleri ile goterilmektedir
(Deininger ve ark., 2000).

ABL geninde kirilma noktasinin tam konumu ne olursa olsun, flizyon transkripti

hemen hemen her zaman ABL ekson 2 (a2)’yi igerir (Laurent ve ark., 2001).

23 ekzon igeren BCR geninde kirik olusumu M-bcr, m-ber, p-ber olmak tizere iig
farkli noktada gergeklesir (Sekil8) (Deininger ve ark., 2000).

el el’ e2’ b2 b3 el

-« —— » .« - > <« >
m-ber M-ber pu-ber

Sekil 8: BCR geninde kirik olusumu. Lokasyonlar alt kisimdaki ok isaretleri ile
gosterilmektedir (Deininger ve ark., 2000).

Kirik, 12-16. ekzonlari (ekzon b1-b5 olarak da adlandirilir) kapsayan 5.8-kb’lik alan
icinde olusur. Bu bdlge major breakpoint cluster region (M-bcr) bolgesidir. Kirilma
noktas1 13. ekzondan (el3-b2 / b2a2) ya da 14.ekzondan (el4-b3/b3a2) sonraki
intronda yer alir. Kirllma sonucunda b2a2 veya b3a2 mRNA’s1 olusur, 210-kd
agirliginda  kimerik proteini kodlar, p210Bcr-ABL olarak adlandirilir, KML
hastalarinin yaklasik %95’inde goriiliir (Sekil 12) (Deininger ve ark., 2000).

Kirik, €2’ ve €2 ekzonlari arasinda 54.4 kb’lik alanin upstream bdlgesinde olusur. Bu

bolge minor breakpoint cluster region (m-bcr) olarak adlandirilir. Sonug olarak ela2
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mRNA’st olusur, 190-kd agirliginda bir proteini kodlar, p190scr-aBL olarak
adlandirilir, KML hastalarinda diisiik oranda goriiliir (Deininger ve ark., 2000).

Kirik, 19. ekzonun downstream bolgesinde olusur. Bu bolge micro breakpoint cluster
region (u-BCR) bolgesidir. Sonug olarak e19a2 mRNA’s1 olusur, 230-kd agirliginda
flizyon proteinini kodlar, p230scr-ABL olarak adlandirilir. KML hastalarinda ¢ok
diisiik oranda goriiliir; Ph-pozitif kronik nétrofilik 16semi ile iliskilidir (Deininger ve
ark., 2000). Ph translokasyonu tarafindan olusturulan fiizyon gen, BCR promoter

diizenlenmesi altindadir (Laurent ve ark., 2001).

ABL ve BCR genlerinde c¢esitli noktalardaki kiriklar sonucu olusan kimerik
mRNA’lar olusmaktadir (Sekil 9).

Kromozom 22 Kromozom 9
BCR Geni ABL Geni
KIRILMALAR  [m-BCR M-BCR  yBCR ABL
4> “——> b -
el el'ed’ b2nd ey I Ia a22) all
m-BCR M-BCR +BCR
P8s leo 230 ABL
lowicol 1Al |Blsrrkinase lpBLiepc2d PHRACG AP sHY | SH2| SHIKINASH [NLS [DNA[ACTIN |

ela2 P185 buco  la] Il srkinase| sud] swefsmxivase [NLs[pyajacTiy |

:;:g P210 bouco ] Blsrxinase bsuencad pul sug] swafsuikivase[Nspyalacnin |
e19a2 P230 buco Il Blsrxinase lpeuepczdpu| | SHY ] SH2| SHIKINASE INLS [DNAJACTIN |

Sekil 9: ABL ve BCR genlerinde c¢esitli noktalardaki kiriklar sonucu olusan kimerik
mRNA’larin sematik gosterimi.
(www.nature.com/onc/journal/v20/n40/fig_tab/1204638f1.html Erisim tarihi: 4
Kasim 2015).
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4. 4. 4. p210scr-ABL fiizyon proteinin karakteristiksel 6zellikleri

KML hastalarinda en sik gorillen flizyon protein tirii, p210BCR-ABL
onkoproteinidir. Bu onkoproteinin fonksiyonel 6zellikleri sunlardir; hematopoietik
hiicre hatlarinda biiylime faktorii bagimsiz ve l6semik hiicre biiyiimesine neden olur.
Esas olarak tirozin kinazi aktive eder. Sitoskeletal aktin ve mikrofilamanlara
baglanabilir. Miyeloid farklilasma ile ekspresyonu azalir. Substratlari, Ras iligkili
sinyal iletim molekiillerini igerebilir. Tirosin fosfoprotein Crkl ve SH2 / SH3 adaptor
proteinleri ile kompleksleri vardir. Docking protein p62dok ile etkilesime girer.
Apoptozu Onleyebilir. Jak/Stat yolagr ile (6zellikle STATS) baglantilidir.
Fosfatidilinositol 3-kinaz/Akt yolagi ile baglantilidir. Jun kinaz’1 etkinlestirir. XPB
proteini ile etkilesir ve diizenler. Doniisiim aktivitesi kismen Ras yolagi aracilidir.
Adezyon Ozelliklerinde degisiklikleri tetikleyebilir. Ship proteininin ekspresyonunu
down-regiile eder. Bu o&zelliklerin disindaki diger karakteristiksel oOzellikleri
sOyledir: Transkript boyutu; 8.5-kb BCR-ABL transkripti, lokalizasyonu; sitoplazmik
bir proteindir (Laurent ve ark., 2001).

4. 5. KML Progresyonu lle Iliskili Hiicresel ve Molekiiler Olaylar

KML progresyonu ile iligkili hiicresel, genetik ve molekiiler olaylar, timdr supresor

gen inaktivasyonu ve ilgili diger hususlar su sekilde 6zetlenmistir;

e Hiicresel olaylar; artan proliferasyon, ilag direnci, azalmis apoptoz,

diferansiyasyonun engellenmesi, anormal immiin gézetim

e Genetik ve molekiller olaylar; onkogen olusumu/aktivasyonu, Ph

duplikasyonu, c-myc, RB, AML-EV1
e Tiimor supresor gen inaktivasyonu; pS3 kaybi, p16INK4A

e Diger Hususlar; c-ABL hipometilasyonu, genomik instabilite, bozulmus

DNA onarimi, imprintingin kaybi.
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4. 6. KML’de Progresyonun Hiicresel Ve Molekiiler Mekanizmalari

BCR-ABL

di

Degismis

S A ARAT T

Sekil 10 : KML’nin patogenezinde sorumlu mekanizmalar. Ug biiyiik mekanizma
malign transformasyonda rol oynamaktadir; stroma hiicreleri ve hiicre dis1 matrikste
degismis adhezyon, yapisal olarak aktif mitojenik sinyalizasyon ve apoptoz
inhibisyonu. Dérdiincti olas1 mekanizma, ABL inhibitor proteinlerinin proteazom
aracili degradasyonudur (Deininger ve ark., 2000).

4.6.1. BCR-ABL1’de kinaz aktivasyonu

Tirozin kinaz aktivitesi hiicresel sinyalizasyon, ¢ogalma, yasama, diferansiyasyon,
motilite ve biiyiime i¢in gereklidir. Kinaz aktivitesi, belirli aminoasitlere (tirozin,
serin, treonin) fosfat grubu ekleme islevini ifade eder. Cesitli sistemlerde yiiksek
tirozin kinaz aktivitesi onkojenik degisikliklerle iliskilendirilmistir. ABL proteini
normal olarak, ¢ok diisiikk yapisal kinaz aktivitesine sahip bir nonreseptdr tirozin
kinazidir. p210Bcr-Abl ve p190Bcr-Abl proteinlerinde ise tirozin kinaz enzimatik
aktivitesi aktif haldedir. Tirozin Kkinaz aktivitesi, fiizyon proteinlerde ABL
segmentinde bulunan kinaz domaininden kaynaklanir. BCR-ABL’nin doéniisiim
aktivitesinin derecesinin, tirozin kinaz etkinliginin derecesiyle korole oldugu
goriilmistlir ve bu aktivite, biiylime faktorii bagimsiz olarak hiicrelerin BCR-ABL
kazanmasina sebebiyet vermektedir. Ayrica BCR-ABL, hiicresel proteinlerin

(P62DOK proteini; Adaptor fonksiyon, Crkl; Adaptor, She; Adaptor, Talin; hiicre
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iskeleti/hiicre membrani, Paxillin; hiicre iskeleti/hiicre membrani, Fak; hiicre
iskeleti/hiicre membrani, Fes; myeloid diferansiyasyon, Ras-GAP; Ras-GTPaz,
GAP-associated proteinleri; Ras aktivasyonu, PLC; fosfolipaz, PI3 kinase (p85
subunit); Serin kinaz, Syp; sitoplazmik fosfataz, Bap-1; 14-3-3 protein, Vav;
Hematopoietik  diferansiyasyon gibi) tirozin  fosforilasyonunu indiikler.
Otofosforilasyon nedeniyle BCR-ABL’de fosfotirozin belirgin bir artigtadir.
(Deininger ve ark., 2000; Laurent ve ark., 2001).

BCR-ABL fiizyonu gerceklesip molekiilde dimerizasyon meydana gelince, ABL
tizerindeki tirozinlerin transfosforilasyonu tetiklenir ve bu durum ABL kinaz1 aktive
eder. Fosforile tirozinler, diger proteinlerde SH2 domaini i¢in baglanma bdlgeleri
olusturur. Bu sekilde BCR-ABLI, hiicre i¢inde farkli sinyal iletim molekiilleri ile
iliskiye geger (Deininger ve ark., 2000).

p210 BCR/ABL’nin coiled coil bolgesinin oligomerizasyonu ve ABL’nin SH3
domainin delesyonu veya pozisyonel degisikligi sonucunda BCR-ABL onkoproteini,
tirozin kinazi1 aktive eder. Bu, p210BCR/ABL’nin, Y-177 tirozin kalintis1 {izerinde
kendisini fosforile etmesi ile sonuglanir (Shet ve ark., 2002). Cesitli proteinlerin SH3
domaine baglandigi tanimlanmistir; bunlardan Abi-1 ve Abi-2 (Abl interactor
proteins 1 ve 2), SH3 domainin inhibisyon fonksiyonunu aktive eder. Baska bir aday
inhibitor; Pag / Msp23’diir (Deininger ve ark., 2000).

Kontrolsiiz kinaz aktivitesi sonucu diizensiz hiicre proliferasyonu, 16semik hiicrelerin
kemik iligi stromasina aderansinda azalma, mutajenik uyaranlara karsi1 apoptotik
yanitta azalma gorilir (Goldman ve Melo, 2003). BCR-ABL, DNA tamir
mekanizmalart modiilasyonunun, hiicre siklusu kontrol noktalarinin ve Bcl-2 protein
ailesi iiyelerinin irradyasyonu ile sitostatik ilaglara karsi direnci tesvik eder. Sinyal
yollarinin uyarilmasi ile BCR-ABL, biiylime faktorlerinin yoklugunda hiicrelerde
proliferasyonu saglar, external sagkalim faktorlerinin yoklugunda apoptozdan korur
ve invazyon ve metastazi tesvik eder. Hiicreleri genotoksik tedavilere direncli hale

getirir (Rana ve ark., 2011).
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4.6.2. BCR-ABL1’de degisen adezyon ozellikleri

KML progenitor hiicreleri, kemik iligi stroma hiicreleri ve ekstraseliiler matrikse
azalmig adezyon Ozelligi gosterir. Bu senaryoda stromaya adezyon, hiicre
proliferasyonunu negatif olarak diizenler ve KML hiicreleri bu diizenlemeden kagar.
KML’de aktif terapdtik madde olan Interferon-alfa, adezyon defektlerini tersine
cevirme Ozelligindedir. Stroma ve progenitdr hiicreleri arasindaki etkilesimde beta-
integrinler 6nemli bir role sahiptir. KML hiicreleri betal integrinin normal
progenitérlerde bulunmayan bir adezyon-inhibitor varyantin1 eksprese eder.
Reseptorlerine baglandiginda integrinler disaridan igeriye dogru normal sinyal
iletimini baglatma yetenegine sahiptir; bu sinyallerin aktarimi, normalde inhibe olan
proliferasyonun KML hiicrelerinde bozuldugunu disiindiiriir. Bcr-Abl  kinaz
aktivitesinin inhibisyonu, betal integrin-aracili adezyonu restore eder (Deininger ve
ark., 2000; Laurent ve ark., 2001).

4. 6. 3. Sinyal yolaklarmin aktivasyonu

BCR-ABL onkoproteini, major sinyal yolaklarimin aktivasyonu ile KML
progresyonunda hayati bir role sahiptir. Bu sinyal yolaklari; Ras-MAP kinaz yolagi,
JAK-STAT yolagi ve PI3K-Akt yolagidir. BCR-ABL flizyon proteini, KML
gelisiminde Onemli bir role sahip olan c-myc, c-fos ve CDK genlerinin

aktivasyonuna neden olur (Rana ve ark., 2011)

4. 6. 3. 1. Ras ve MAP kinaz yolag:

Bcr-Abl  ve Ras arasinda ¢esitli  baglantilar tamimlanmustir.  Tirozinl77
otofosforilasyonu, adaptér molekiilii Grb-2 i¢in bir baglanma bolgesi saglar. Grb-2
Sos proteinine baglanir, GTP-bagli aktif formunda Ras’1 stabilize eder. Diger iki
adaptor molekiil, Shc ve Crkl, Ras’t etkinlestirebilir. Bu molekiiller BCR-ABL
substratlaridir, SH2 (Shc) veya SH3 (Crkl) domainlerinden BCR-ABL’ye
baglanirlar. Baglanma proteini p62DOK de bu yolakla iliskilidir, Dok-1 (p62DOK),
bu ortamda en 6nemli fosfoproteinlerden biridir; Crkl, RasGAP ve BCR-ABL ile
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kompleksler olusturur. Ras aktivasyonu, Ph+ l6semilerin patogenezinde dnemlidir

(Deininger ve ark., 2000).

Sitokin reseptdrlerinin uyarilmasi (IL-3 gibi) Ras’1 aktive eder ve aktif Ras proteini,
serin-threonin kinaz Raf’a baglanir ve Raf proteini hiicre membraninda toplanir,
serin treonin aminoasitlerince fosforillenir ve Raf proteini aktive olur. Aktif Raf, gen
transkripsiyonunun aktivasyonuna neden olan Mek1l/Mek2 ve Erk {izerinden
sinyalizasyon kaskadini baglatir. MAP kinaz yolunun fi¢ilincii ayagi olan p38’in,
BCR-ABL transforme edilmis hiicrelerde ve mitojenik potansiyeli olan diger

yolaklarda aktif olduguna dair bulgular vardir (Deininger ve ark., 2000).

4. 6. 3. 2. Jak-Stat yolag1

Hematopoiezis, biiylime faktorleri tarafindan diizenlenir ve miyeloid hiicrelerinde,
interlokin 3 gibi sitokinlerde ve graniilosit/makrofaj koloni uyarici faktoriinde kendi
reseptorlerine baglanarak Jak/Stat sinyal yolunu aktive eder. Kendi tirozin artiklari
tizerinde fosforilasyonlari, Jak proteinini aktive edebilir ve onlar da tirozin

fosforilasyonu yoluyla Stat proteinlerini aktif hale getirebilir (Laurent ve ark., 2001).

Stat transkripsiyon faktorlerinin (Statl ve Stat5) fosforilasyonu birgok BCR-ABL
pozitif hiicre hatlarinda ve primer KML hiicrelerinde bildirilmistir. Stat5 aktivasyonu
malign doniisiime katki saglamaktadir. Stat5, BCR-ABL transforme edilmis
hiicrelerde anti-apoptotik bir etkiye sahiptir ve Bcl-xL’in transkripsiyonel
aktivasyonunu igerir. Fizyolojik uyaranlarla Jak-Stat yolaginin aktivasyonunun
tersine, Bcr-Abl once Jak proteinleri fosforilasyondan olmadan, dogrudan Statl ve
Stat5 transkiripsiyon faktorlerini aktive edebilir (Deininger ve ark., 2000). Stat5'in
BCR-ABL-aracil1 aktivasyonu ve Bcl xL diizeylerindeki miiteakip artis, apoptozise
direncini arttirabilir (Shet ve ark., 2002).

Fosfo-StatS, biiylime faktorlerinden bagimsiz gelisim igin gereklidir ve KML
hastalarindan gelistirilen BCR-ABL hiicre hatlarinin anti-apoptotik aktivitesine ve

transformasyonuna katkida bulunur (Laurent ve ark., 2001).
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4. 6. 3. 3. PI3 kinaz yolag:

P13 kinaz aktivitesi, BCR-ABL pozitif hiicre proliferasyonu i¢in gereklidir. PI3 kKinaz
aktive oldugunda BCR-ABL, PI3 kinaz, Cbl ve Crk ve Crkl adaptor molekiilleri ile
multimerik kompleksler olusturur (Deininger ve ark., 2000). PI-3k, inositol
halkasinin D-39 pozisyonunda phosphoinositolleri fosforilatlama faaliyeti ile tespit
edilmistir ve yeni fosfoinosititler iiretir. Aktif PI3K ve AKT, degismis hiicre
adezyonu ve gociinde yer almaktadir. BCR-ABL, PI3K-AKT yolunun aktivasyonuna
neden olur, bu da programlanmis hiicre Sliimiinii baskilar (Rana ve ark., 2011)
p210BCR/ABL, PI(3)K/Akt yolagini aktive ederek BCL-2 ekspresyonunu arttirir, ve
STATS’1 fosforile eder, bu durum KML progenitérlerinin apoptoz direncini artirir.
PI(3)- K/Akt yolaginin fosforilasyonu ve aktivasyonu, BCR-ABL’de antiapoptozisin
major yolagidir. Ayrica PI(3) kinaz, protein kinaz B yoluyla aktive olur,bu durum,
bcl-2 familyasinin bir {iyesi olan pro-apoptotik BAD proteininin fosforilasyonu ve
inaktivasyonu ile sonug¢lanmaktadir. BCL-2 ekspresyonunun artisi, apoptozun
azalmasma neden olur. BCR-ABL-aracili STATS aktivasyonu sonucu Bcel xl

seviyelerindeki artis, apoptosise direncini arttirabilir (Shet ve ark., 2002).

4. 6. 3. 4. Myc yolag:

Myc'nin asir1 ekspresyonu bircok insan malinitesinde gosterilmistir. BCR-ABL
tarafindan Myc'nin aktivasyonu, SH2 bolgesine baghdir. Hiicresel baglamda, Myc
proliferatif veya apoptotik bir sinyal olusturabilir, onun bu ikili fonksiyonunun
apoptotik kolunun, PI3 kinaz yolag: gibi diger mekanizmalar ile KML’de dengeleyici
olmast muhtemeldir (Deininger ve ark., 2000). c-MYC, BCR-ABL aracili
transformasyonda rol oynar; p53 fonksiyonunu antagonize ederek etkilerine aracilik
edebilir ya da BCR-ABL ile isbirlik eden onkogen olarak davranir. MYC
ekspresyonu kronik faz KML’de normaldir ama blast krizindeki hastalarda artmistir.
c-MYC asir1 ekspresyonu; artmis transkripsiyon sonucu, hastaligin ilerlemesi
sirasinda sik gozlenen trizomi 8 sonucu veya poliadenilasyonu nedeniyle c-MYC

mRNA'sinin stabilizasyonu sonucu olusur (Shet ve ark., 2002).
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4. 6. 4. Diger mekanizmalar

Klinik olarak kronik faz KML, tedavide 6nemli bir yonetim sorunu ¢ikarmaz ¢iinkii
beyaz kan hiicresi sayimi1 hastalarin ¢ogunda sitotoksik maddeler ile kolayca kontrol
edilir ve nétrofil ve trombosit fonksiyonlar1 biiyiik 6l¢iide normaldir. Ancak, hastalik
genellikle tanidan sonra 5 yil i¢inde akselere ve blast krize kacinilmaz sekilde ilerler

(Deininger ve ark., 2000; Holyoake ve Helgason, 2015).

Bu gelisimin altinda yatan mekanizmalar, 6nceki boliimlerde anlatilanlara ek olarak
sunlardir: BCR-ABL mRNA’sinin artmis ekspresyonu, genellikle hastaligin
ilerlemesi ile iliskilidir. Bu, Philadelphia kromozomu dublikasyonu nedeniyle
olabilir. Bu nedenle akselere faz ve blast krizinde apoptoza karsi artan dirence yol
acabilir. KML karakteristik 06zelli§i olmasma ragmen, yalniz basina apoptoz
hastaligin transformasyonu i¢in yeterli degildir ve hastaligin ilerlemesi, drnegin bir
timor baskilayict gen kaybi gibi ek anomalilerin varhigini gerektirir (Shet ve ark.,
2002).

KML tedavi edilmezse yaklasik 5 yil i¢inde kronik fazdan akselere faza ve blast kriz
fazina ilerler. BCR-ABL1, Ph kromozomunu eksprese eder ve yapisal tirozin kinaz
aktivasyonuna neden olur ki bu durum bir¢ok kanserde diizensiz oldugu belirlenen
PIBK/AKT/mTOR, RAS/RAF/MEK/ERK ve JAK/STAT yolaklarini stimiile eder.
KML’de proliferasyon artist ve apoptoz inhibisyonu yaninda, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) mitokondride seviyesi artar ve bu artis, DNA hasar1 ve kromozomal
anomaliler ile sonuglanir. KML hastalarinda Tirozin Kinaz Inhibitorii tedavisi ile

sagkalim uzamistir (Holyoake ve Helgason, 2015).

KML’nin kronik fazdan ilerlemesi sirasinda Ph klonunun dogal kontroliinde MHC-
sinirli ve MHC-sinirs1z mekanizmalar 6nemli bir rol oynamaktadir. Hedef hiicrelerin
Fas reseptorii tetiklemesi ile T lenfosit aracili 6ldiirmesi malign KML hiicrelerinin
yok edilmesinde Onemli bir rol oynar. KML progenitor hiicreleri islevsel Fas
ligandin1 eksprese eder, bu, 6nemli bir immiin gézetimden kacis faktorii olabilir.
Kronik faz ile karsilastirildiginda, blast krizindeki hastalardan elde edilen KML

hiicreleri Fas-aracili apoptoza direng gosterir (Shet ve ark., 2002).

Genetik acidan molekiiler diizeyde en sik goriilen anomali, 17. kromozomun kisa

kolunda bulunan bir tiimor baskilayici gen olan p53’iin delesyonudur, miyeloid blast
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krize gegciste esas onciidiir. P53 fonksiyonunun kaybi; mutasyonlar, delesyonlar ve
yeniden diizenlemeler nedeniyle olabilir ve miyeloid blast krizinde % 25 oraninda
goriiliir. Lenfoid blast krizinde olan hastalarin yaklasik % 50’sinde kromozom 9
tizerinde bulunan pl16INK4A geninin homozigot delesyonu vardir, bu gen KML’nin
blast krize ilerlemesi ile iligkilidir. Daha az siklikla goriilen kazanilmis diger genetik
anomaliler; retinoblastoma geninin delesyonu, c-MYC ve N-RAS’m asir
ekspresyonu ve bir onkogen olan AML-EVII’in iiretimidir. AML/EVI1 flizyon
proteini, diferansiyasyonu engeller ve proliferasyonu stimiile eder. (Shet ve ark.,
2002).

c-ABL proksimal promoter metilasyonundaki degisikliklerin KML ilerlemesi ile
iliskili oldugu goriilmektedir. Kronik fazda ABL promotoru nadiren metile olur; geg
kronik faz, akselere faz ve blast krizinde progresif hipermetilasyon olur. Metilasyon
ile c-ABL promotoriiniin susturulmasi, niikleer P145 ABL diizeyinin azalmasina

neden olur; apoptoz azalir ve genomik instabilite artar (Shet ve ark., 2002).

BCR-ABL’nin Na-K-ATPaz’da ve HPRT genomik lokusunda mutasyon oranin
arttirdign belirlenmistir. ikisi de mutasyon frekansmi 6lgmek igin yaygin olarak

kullanilan belirteclerdir (Deininger ve ark., 2000).

4. 7. KML’de Genetik Anomalileleri Tespit Etme Yontemleri

BCR-ABLI1 filizyon gen iirtini KML tanisi, ilaca yanitin monitdrizasyonu, MRD
takibi durumlarinda ¢esitli yontemlerin kullanimi ile degerlendirilir (Tablo 4).
KML’de genetik anomalileleri tespit etmek i¢in; sitogenetik yontemler, FISH, dizi
analizi, subklonlama sonrasi dizi analizi, denatiiran yiiksek performansl likit
kromatografi (DHPLC), pyrosequencing, double-gradient denatiiran elektroforez,
Allel spesifik oligoniikleotid (ASO) PZR, Q RT PZR, Nested PZR yontemleri
kullanilabilir (A1 J ve Tiu RV, 2014).
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Tablo 4: KML’de mutasyon tespit etme yontemleri ve 6zellikleri (Ai J ve Tiu RV,

2014).
METOD HASSASIYET | AVANTAJLARI | DEZAVANTAJLARI
Dizi analizi % 10-25 .Yaygin olarak . Zaman tiiketici ve
kullanilir, yogun emek alir,
. Nispeten duyarsiz,
.Yeni mutasyon . RNA 6rneklerinin
tespiti kalitesine baglidir
D-HPLC % 0.1-10 . Dizi varyasyonu . Dizi analizi kadar
tespit edebilir, yaygin kullanilmaz,
. Dogrudan dizi
analizi yapilacak | ‘\yueant altklon bol ise
gok sayida Srnegin yalanci negatif sonug
taranmast i¢in e 1
vermesi miimkiin
kullanilabilir
Pyrosequencing | % 0.1-5 . Son derece . Kisa okuma uzunlugu
duyarli ve 6zgiil,

. Internal kalite ve

negatif kontroller

. Yaygin kullanilmaz

. Mutant % 1’in altina
tespit edilirse hata

egilimi yiiksek

ASO PCR

% 0.001-0.01

. Son derece hassas

. Kantitatif

. Uygulamasi kolay

. Yaygin kullanilmaz,
. Belirli mutasyonlari
tespit etmek icin
tasarlanir, emek alici,
. yakin yerlesimli

mutasyonlara duyarsiz
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4.7. 1. Sitogenetik yontemler

Sitogenetik takip, kemik iligi incelemesinde Ph (+) metafaz bakilmasi esasina
dayanir; sitogenetik yamit, fluoresans insitu hibridizasyon (FISH) ve/veya
konvansiyonel sitogenetik incelemeleri ile takip edilir. Tanida, 3. ve 6. ayda, tam
sitogenetik yanit elde edilmesine kadar 6 ayda bir, daha sonra 12 ayda bir (diizenli

molekiiler takip yapilamiyorsa)
- Tedaviye yanitsizlik (primer veya sekonder diren¢) durumunda her zaman

-Aciklanamayan anemi, lokopeni, trombositopeni gelisiminde her zaman

yapilmalidir (Soysal ve Egkazan, 2012).

4.7.2. Nested PCR

Nested (Yuvalanmis) PCR, standart PCR’m bir modifikasyonudur. Istenmeyen
primer baglanma bdlgelerinin amplifikasyonu (yanlis eslesme, nonspesifik
baglanma) nedeni ile olusan {iriin kontaminasyonunu azaltmayi amaglar. Boylece
PCR tekniginin hassasiyeti artirilir. Istenilen DNA dizisinin bulunup ¢ogaltilmasinda
hassasiyeti 10000 kat artirdigi tahmin edilmektedir. Bu reaksiyon mekanizmasinda
birbirini takip eden iki polimeraz zincir reaksiyonunu icermektedir. Ilk
amplifikasyonda hedef DNA’nin dis bolgesine 6zgiin iki dis primer kullanilir ve 15-
30 dongii ile bu uzun bolge ¢ogaltilir. Ikinci amplifikasyon basamaginda, ilk
amplifikasyondan gelen bolgenin i¢ bolgesine baglanan iki i¢ primer kullanilarak 15-
30 dongii ile kiigiik bdlgenin ¢ogaltilmasi saglanmaktadir (Sekil 11). Ikinci PCR
isleminden sonra ortada istenilmeyen DNA dizisi kalmamaktadir. Ikinci PCR
isleminde kullanilan primerlerin 3’ ucunda bulunan iki veya ii¢ niikleotidlik dizi
yontemin hassasiyetini ortaya c¢ikarmaktadir. Eger 3° niikleotid dizisi hedef DNA
dizisinin komplementeri degilse amplifikasyon meydana gelmeyecektir. Bu durumda
hedef olmayan dizilerin ¢ogaltimi engellenecektir. Yontemin en biiyiik avantaji,
nonspesifik amplifikasyon olasiliginin c¢ok diisiik olmasidir. Yiiksek hassasiyete

sahip bu teknigin dezavantaji ise yiiksek kontaminasyon riskidir (Sevindik ve Abaci,
2012).
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HEDEF DNA

y o/

ilk Primer Seti (Dis) ilk Primer Seti {Dss)

tﬂ
ikind Primer Seti (ig) \ * / ikind Primer Seti (i¢)

=

k Amplifikasyon

\

Hedef DNA'nin Spesifik Amplifikasyonu

Sekil 11: Nested PCR ¢alisma akis1 (Sevindik ve Abaci, 2012).

4.7.3. ASO PCR

Bilinen mutasyonlari tespit etmek i¢in tasarlanan bir PCR ¢esitidir. % 0.001- 0.01
oraninda mutasyon saptama hassasiyetine sahiptir. Kantitatiftir. Uygulamasi kolay,
hizli ve ekonomiktir. Ancak yaygin kullanilmaz. Dezavantaji ise yakin yerlesimli

mutasyonlara kars1 duyarsiz olmasidir (AiJ ve Tiu RV, 2014).

4.7. 4. Dizi analizi

DNA Dizi Analizi i¢in iki yontem mevcuttur. Bunlar; Maxam ve Gilbert'in kimyasal
kirtlma yontemi ve Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemidir. DNA dizi
analizinde en sik kullanilan yontem zincir sonlanma yontemidir, enzimatik DNA
sentezine  dayanir.  Yontemin temelinde DNA  polimeraz, dNTP’leri
(deoksiriboniikleozit trifosfat) ve ayrica deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu

tasimayan ddNTP’leri substrat olarak kullanabilir. Sentezlenen DNA’ya bir
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ddNTP’nin katilmasi ile 3’ pozisyonunda OH grubu olmadigi i¢in sentez durur. Dizi
analizi uygulamasi gerceklestirilirken dort ayri reaksiyon karigimi hazirlanir.
Karisimlarin her biri kalip DNA zincirini, bir primeri, dNTP’lerin dordiinii ve
ddNTP’lerden birini igerir. Spesifik zincir sonlanmasini saglamak i¢in her bir
reaksiyonda farkli bir ddNTP bulunur. Her bir reaksiyonda az miktarda modifiye
niikleotit kullanildigindan yeni zincir sentezi gelisigiizel sonlanarak bir dizi DNA
fragmenti meydana gelir. Elde edilen DNA parcalarina elektroforez uygulanir, jel
lizerinde yan yana yiriitiiliir. Elektriksel alanin etkisi ile DNA pargalar1 en kisasi en
onde olmak iizere ilerleyerek jel {izerinde adeta bir merdiven goriintiisii olusturur. Jel
tizerinde tespit edilen bu DNA pargalari, reaksiyon karigimima konulan ddNTP’nin

tiirtine gére okunur (Klug ve ark., 2006).

4. 8. KML’de Tedavi Yontemleri

Tedavinin amaci; BCR/ABL transkriptini igeren artik hiicrelerin eradikasyonu ile
olusan uzun siireli, stirekli, nonklonal hematopoez elde etmektir. Bu nedenle amag,
tam molekiiler remisyon ve kiirdiir. Tedavi secenekleri; Interferon a, Imatinib
mesilat, diger TKi’ler (Nilotinib, Dasatinib, Bosutinib, Ponatinib), allojenik kok
hiicre transplantasyonu, kemoterapi (busulfan, hidroksiiire), otolog kok hiicre

transplantasyonu, 16koferez ve splenektomidir (Sekil 12) (Pavlu ve ark., 2011).

| arsenik |
dalak smlamas |
| busulfan |
Palyatif | hidroksiiire |
Tedavi T - 1
[ OKIT ]
Potansiyel | Allo-KiT |
Kilratif -
1 i [ ]
[ ] ! | | 1 | | I I 1 |
=t T T I I ] T I I I L] I
1850 1200 1950 2000

Sekil 12: Kronik miyeloid 16semi tedavisinin tarihsel gelisimi (Pavlu ve ark., 2011).
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4. 8. 1. Kemoterapi

Hastalarda beyaz kiire sayisint hizla diisiirmek, semptomlari azaltmak ve
splenomegaliyi geri dondiirmek i¢in kullanilir. Bir riboniikleotid rediiktaz inhibitorii
olan hidroksiiire, hizla hastalig1 kontrol eder. Baslangi¢ dozu 1-4 gram/giindiir; doz
16kosit sayisinin %50 azalmasi ile yariya indirilir. Hidroksiiire ile sitogenetik
remisyon nadirdir. Busulfan alkilleyici bir ajan olup erken 6ncii hiicrelere etki eder.
Etkisi uzun siirelidir ama yan etkileri sebebiyle dnerilmemektedir. Hidoksiiire veya
busulfan gibi bir tane ajanla kemoterapi kronik fazda KML’nin denetimini, l6kosit
sayisinin normal diizeyde tutulmasimi ve semptomatik splenomegalinin kontrol
edilebilmesini saglayabilir. Fakat sitogenetik ve molekiiler yanit olugturamaz. Uzun

stireli sagkalimda da anlamli bir etki gosteremez (Goldman JM., 2010).

4. 8. 2. Lokoferez ve Splenektomi;

Kronik faz KML’de yogun 16koferez kan hiicre sayisini kontrol edebilir ancak hantal
ve pahali bir islemdir. Gegmis donemde KML’li hastalarda akselere fazin dalak
icinde olabilecegi diisiincesi ile splenektomi yapilirdi. Ancak giiniimiizde bu sekilde
degerlendirilmemektedir; kemoterapi veya Imatinib’e cevap vermeyen agrili

splenomegalide kullanilir.

4. 8. 3. Otolog KHT

Eger diger malign hiicreler ile birlikte bulunan rezidiiel normal oncii hiicreler elde
edilebilirse, KML otolog kok hiicre transplantasyonu ile giiglii bir sekilde tedavi
edilebilir. Otolog KHT, 1970’11 yillarda KML tedavisinde yer almistir ancak sonraki
yillarda terk edilmistir (Pavlu ve ark., 2011).

4. 8. 4. Allojenik KHT

Transplantasyon islemi ile iligkili erken mortalite ile komplikedir. Kok hiicre
transplantasyonunun seyri su etkenlere baglidir; hastanin yasi1 ve hastalik fazi,

donodriin tipi veya akraba/akraba dist HLA uyumlu, hazirlama rejimi,
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posttranplantasyon rejimi. Allojenik KHT sonrasi rolaps olan KML hastalarinda
dondr lenfosit infiizyonlar: ile birlikte Imatinib kullanilmasi hizli molekiiler
remisyona neden olur. Allojenik KHT tedavisi ile yasl hastalarda mortalite olasilig
daha yiiksektir. Hastalik evresi transplantasyon basarisi ile iliskilidir; kronik fazda,
blastik fazda uygulananlara gore hastaliktan bagimsiz yasam siiresi daha uzundur.
Imatinib’in kesfi ile Allojenik KHT, KML i¢in ilk tedavi secenegi olmaktan
ctkmistir. AlloKIT, TKi tedavisine kalici yamit alinamayan hastalarda kiir
saglayabilen ve 2. kusak TKi’ne yanitsiz hastalarda 3. veya 4. siralarda yer alan bir
tedavi yaklasimidir. Kronik faz KML hastalarinda 2. Kusak TKi’den en az birine
direngli veya tolere edememesi durumunda uygulanabilir. Nakil sonrasit RQ-PCR ile
takip edilen hastalarda niiks olursa dondr lenfosit infiizyonlar1 ve/veya TKI

uygulanabilir (Pavlu ve ark., 2011).

4. 8. 5. interferon o ( IFN- )

Imatinib tedevisi dncesi, allojenik kok hiicre transplantasyonu miimkiin olmadig
zaman IFN-a etkindir. INF-alfa, TKI kulllanilamadigi durumlarda kullanilabilir. INF
- alfa + TKI kullanighdir fakat deneysel asamadadir. Kronik faz-KML olgularinda
kullanildigr zaman hastalarin %70’inden fazlasinda hematolojik yanit, %15-30’unda

i1se major sitogenetik yanit alinmistir (Baccarani ve ark., 2013).

4. 8. 6. imatinib mesilat

Imatinib mesilat (Gleevec, STI571), 1990 yillarinda Nicholasn Lydon tarafindan
gelistirilmistir, oral yolla kullanilabilen bir molekiildir. KML tedavisi i¢in 2001
yilinda Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir. imatinib, Tip II protein
kinaz inhibitorii sinifinda yer alir ve tirozin kinazlarin aktivitesini azaltir. Tirozin
kinazlar, ATP’den fosforu koparip tirozin amino asidine transfer eden enzimlerdir.
Hiicre biiylimesi, proliferasyon, apoptozis ve hiicre i¢i uyar1 iletiminde Onemli
gorevleri vardir. Insan viicudunda birgok tirozin kinaz enzimi mevcutsa da
Imatinib’in hedef aldig1 tirozin kinaz bolgesi; abl, c-kit ve PDGF-R (trombosit
kokenli bilyiime faktdrii) bagh tirozin kinazlarda mevcuttur. Imatinib bilhassa BCR-

ABL tirozin kinaz aktivitesini azaltmakla gorevlidir (Tuglu ve Melli, 2012).
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Imatinib, BCR/ABL sinyal iletide yer alan proteinlerin tirozin fosforilasyonunun
inhibisyonuna neden olan inaktif yapidaki ABL kinazin ATP’ye baglanma yerinde
kompetetif inhibiyon ile gorev yapar. Hiicrelerde apoptozu uyarir. Yeni tanili
KML’de Imatinib (400 mg/giin), IFN- a ve sitarabin’den daha etkindir. Imatinib
tedavisi alan hastalarda 18. ayda tam remisyon orant % 97°dir. Molekiiler remisyon
elde edilen (% 26) ve Imatinib ile tedavi edilen hastalar tedavi 6ncesi degere gore
kiyaslandiginda 18. ayda BCR/ABL yazilimda 3 log azalma ile tanimlanir, bu
hastalar 5. yilda hastaliksiz sag kalim olan hastalarda molekiiler remisyon orani
%98’dir. 18. ayda tam remisyon elde edilemeyen hastalarda 5 yillik hastaliksiz sag
kalim %98’dir.

[matinibin biyoyararlanimi %98’dir. Sitokrom (CYP) P450 enzim sistemleri
tarafindan karacigerde metabolize edilir. Bu enzimler CYP3A4, CYP1A2, CYP2D6,
CYP2C9 ve CYP2C19’dir. Bu enzimlerin aktivitesinde herhangi bir degisiklik
Imatinib’in plazma konsantrasyonunu degistirir. imatinibin en &nemli metaboliti
Ndemethylated piperazine’dir. Eliminasyonun biiyiik kismi metabolitlerin safra ve
gaita ile atilmasiyla gerceklesir, az bir kismi idrar ile uzaklastirilir, %25’
degismeden atilir. Imatinibin yar1 émrii 18 saattir. Kronik faz-KML hastalarinda
imatinib tedavisinin dozu oral olarak 400 mg/giin’diir. Kronik fazdaki KML
hastalarina uygulandiginda %80’e varan oranda komple sitogenetik cevap alinir. Yan
etkileri arasinda miyelosiipresyon, kilo artigi, kan hiicrelerinde azalma, bas agrisi,
6dem, bulanti, dokiintii, kas ve iskelet agrilari, halsizlik, doza bagimli hepatotoksisite
yer alir. Imatinibin daha az gériilen bir yan etkisi, kalp yetmezligidir. Puberte ncesi
cocuklarda kullamildiginda gelisme geriligi yapabildigi ifade edilmistir. (Tuglu ve
Melli, 2012; Soysal ve Eskazan, 2012).

Imatinib, 2-fenilaminopirimidinin bir tiirevidir, Abl-onkogenine yiiksek afinite ve
selektivite gosterir. Abl-onkogeni, protein kinaz aktivitesi ile etkisini gosterir.
Katalitik bolgesinde bir “nukleotid-baglayici-cep” ve bir “aktivasyon loop”
mevcuttur. “Aktivasyon loop” kismi tirozin kinazin aktivitesini kontrol eder.
Imatinib, Abl-Nukleotid baglayici-cep kismina baglanir, “aktivasyon loop”
boliimiinii inaktive eder ve bdylece ATP baglanmasini onler. Bu sayede Imatinib
etkin bir TKI olarak BCR-ABL substrat proteinlerindeki tirozin residiilerinin ATP ile

fosforilasyonunu Onler. Sonu¢ olarak BCR-ABL sinyal iletim yollar1 inhibe olur
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(Sekil 13). Imatinib, 16semili hiicrelerde sinyal yollarini etkin bir sekilde inhibe eder,

normal hiicre sinyal mekanizmalarina olumsuz etkisi yoktur (Tuglu ve Melli, 2012).

BCR-ABL /PO*
Substrad)

|

KML

Sekil 13:imatinib’in etki mekanizmasu. (http://www.kmlhastaligi.org
icerik.php?id=117&alt_id=142&tab=0 Erisim tarihi: 3 kasim 2015)

4. 8. 6. 1. imatinib direnci

Kronik myeloid 16seminin molekiiler temeline dair edinilen bilgiler, hedeflenmis bir
anti-kanser  bilesigin  gelismesine olanak saglamistir ki bu bilesik, 2-

fenilaminopirimidindir (eski adi CGP57148, simdi Imatinib Mesilat).

Kronik Miyeloid Losemi hastalarmin biiyiik bir ¢ogunlugu TKI Imatinib Mesilat’a
cevap vermesine ragmen ilaca karsit diren¢ de novo veya tedavi sirasinda ortaya
cikabilir. Daha onceki calismalara gore hastalarin yaklasik %20’sinde Imatinib
tedavisi, BCR/ABL kinaz bolgesindeki nokta mutasyonlari nedeniyle basarisizdir.
Kinaz bolgesi disindaki mutasyonlarin da Imatinib direncine bir dereceye kadar
katkida bulundugu bildirilmistir. Kinaz domaini, kinaz aktivitesi iizerinde
otoinhibitdr etkiye sahiptir ve bu bolgedeki mutasyonlar enzimi aktive edebilir

(Vaidya ve ark., 2015).

Imatinib mesilat’in direng mekanizmasi; BCR-ABL asir1 ekspresyonunu, BCR-ABL

onkogen amplifikasyonunu, ABL-aktivasyon bolgesi igindeki mutasyonlari, artmis
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seviyede plazma 1 asit glikoproteinini, sitogenetik ve klonal gelisimleri igerir.
Imatinib mesilat direncinin {istesinden gelmek icin ¢esitli stratejiler arastirilmaktadir.
Bunlardan biri de, imatinib mesilat dozunu arttirmaktir. Yapilan deneylere gére,
akselere faz KML’de 600 mg imatinib mesilat, 400 mg Imatinib mesilat’a kiyasla

daha iyi sag kalim oranina sahiptir. (Kantarjian ve ark., 2003)

4.8.7. Diger TKi’ler

Imatinib intoleransi, Imatinib direnci, Imatinibe suboptimal yanit gibi durumlarda 2.
Nesil TKi’lerden birine gecis olur. Ilag segerken, ilaclarin yan etkileri ve hastada

mevcut olan komorbiditeler goz 6niinde tutulmalidir.

2. nesil TK1 olan Nilotinib (Tasigna, eski adi AMN107), 2007 yilinda onaylanmistir.
KML kronik faz ve akselere fazda direncli olan hastalar icin ve Imatinib dahil olmak
lizere bir onceki tedaviye intolerant olan hastalar icin tasarlanmistir. Imatinib’e
benzer olarak BCR-ABL kinazin inaktif konformasyonuna baglanir, ancak daha
giiclii ve secici bir inhibitordiir. Imatinibe direngli veya intolerant KML-CP
yetiskinlerin giinde iki kez 400 mg Nilotinib ile tedavi edilmesi uygundur (Jabbour
ve ark., 2010; Ai ve Tiu, 2014).

2. nesil TKI olan Dasatinib (Sprycel®), ABL1 ve SRC kinaz inhibitériidiir. 2010
yilinda ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir. Kronik faz KML
hastalarinda baslangi¢c dozu olarak giinde bir kez 100 mg kullanilir. Kronik, blastik
veya akselere faz ve Imatinib dahil olmak iizere dnceki tedaviye intolerant veya
direngli olan KML hastalarinda giinde iki kez 70 mg kullanilir. Imatinib ve
Nilotinib’e gore Dasatinib, A-loop mutasyonlarindan daha az etkilenir. (Jabbour ve
ark., 2010; Ai ve Tiu, 2014; Chen ve Chen, 2015)

Bosutinib (Bosulif) 2012 yilinda, intolerant ve diren¢li KML hastalarinin tedavisi
icin FDA onay1 almistir. Dasatinib gibi SRC/ABLI inhibitoriidiir. Bu TKI,

T315 amino asidini etkileyen mutasyonlara duyarsizdir (Ai ve Tiu, 2014).

Ponatinib (Iclusig, dnceki adi AP24534) 2012 yilinda, intolerant ve direngli KML
hastalarinin tedavisi i¢in FDA onay1 almistir. T3151 mutasyonuna sadece Ponatinib

duyarhdir (Baccarani ve ark., 2015).
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Ne yazik ki 2. Nesil TKi'leri karsilastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle,

ikinci nesil TKI se¢imi; hasta 6zellikleri, yas ve eslik eden hastaliklar, ilk TKI ile yan

etkilerin tipine gore, BCR-ABL1 kinaz nokta mutasyonlarin varligina gore ve ayrica

ilag bulunabilirligi, maliyeti ve doktor deneyimine gore yonlendirilir (Baccarani ve

ark., 2015). 2. Nesil TKI'ler icin BCR-ABL nokta mutasyonunun duyarliliklari ile

ilgili detaylar Tablo 5’te belirtilmistir.

Tablo 5: Nilotinib, Dasatinib, Bosutinib ve Ponatinib i¢in BCR-ABL mutasyonu
duyarliliklart (Jabbour ve ark., 2010; Baccarani ve ark., 2015).

DUYARLILIK NILOTINIB DASATINIB  BOSUTINIB PONATINIB
DUYARLI M244V M244V
L248V G250E
G250E Y253F/H
Q252H F311L
E275K M351T
D276G F359V
V299L V379l
T315A L387M
F317L H396P
M351T
E355A/G
L387F
F486S
AZ DUYARLI E255K/V Q252H G250E E255K/V
Y253H E255K/V E255K/V H396R
F359C/V V299L
F317L
T315A
DIRENCLI T315I T315I T315I
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4. 9. BCR-ABL Geni Kinaz Bolgesi Mutasyonlari

BCR-ABL kinaz bdlgesi mutasyonlari, imatinib direngli hastalarda %50 ila % 90
oraninda gozlenmistir. Yapisal olarak ABL kinaz bolgesi, yiiksek oranda korunmus

bir P-loop, katalitik bolge ve aktivasyon loop’dan olusur (Sekil 14).

BCR ABL]

KINAZ BOLGESI

- N

Exb Ex6 Ex6-7 Ex7 Ex8.9 S
311 321 373 308 493

H3  IMbindng  SH? CAerminal
i o o

Sekil 14: BCR-ABL fiizyon transkript semast (Jones ve ark., 2009).

Bir mutasyon, iki yol ile Imatinib baglanmasma etki edebilir; birinci yolda, kinaza
ilacin baglanmasinda yer alan bir amino asidi degistirerek dogrudan inhibisyon
yapar. Ornegin T315] mutasyonu, kodon 317°de fenilalaninin I&sine doniistiigii
mutasyon [F317L], ve kodon 359°da fenilalaninin sistein veya valine doniistiigi
mutasyon [F359C/V]. Ikinci yolda ise mutasyon, BCR-ABL protein
konformasyonunu  degistirerek dolayli inhibisyon yapar. Ornegin, kodon 250’de
glisinin glutamik asite doniistiigli mutasyon [G250E], kodon 252’de glutaminin
histidine dontiistiigli mutasyon [Q252H], kodon 253’de tirosinin histidine doniistiigii
mutasyon [Y253H] ve kodon 255°de glutamik asitin lisin veya valine doniistiigii
mutasyon [E255K/V] (Sekil 15 ve Sekil 16). T3151 mutasyonu, Imatinib direngli
hastalarda %4 - %15 sikliginda tanimlanmistir. Ayrica 2. Nesil TKI olan Nilotinib ve
Dasatinib’e kars1 da direng olusturur. Ek olarak T3151 mutasyonu, artmis ATP
afinitesi ile de iliskilidir, bu da dirence katki saglayabilir (Jabbour ve ark., 2011).
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12427 F359V/IIC/L

M244V D276G D363Y S417FIY
K247R T277A F311L/1 L3641 1418S/V
L248v E279K 3151 A365V A433T
G250E/R V280A F317LV/IC A366G $438C
Q252RH V289A/ Y320C L370P E450K/G/A/V
Y253F/H L324Q V371A E453G/K/V/Q
‘ E255K/V E373K E459K/V/G/Q
M237V E292V/Q Y342H v:;::,’T Ma72l
E258D 1203V N34T F3g2L P48OL
VAL L298v AV L384M FA486S
L2ru vasal. Assov L387TM/FIV E507G
E275K/Q M351T e
E355D/G/A Y3050
H396P/R/A
A397P

Sekil 15: Imatinib’e direncli olan hastalarda BCR-ABL KD’de giiniimiize dek tespit
edilen amino asit degisimlerinin haritasi. (P-loop, fosfat baglayici loop’u belirtir;
SH2 contact ve SH3 contact; , SH2 ve SH3 domaini proteinlerini igeren temas
bolgelerini belirtir; A-loop, aktivasyon loop’u beliritr; Yildiz, Hidrojen baglar1 veya
Van der Waals etkilesimleri yoluyla dogrudan Imatinib baglayan amino asit
pozisyonlarini belirtir. K247R ve Y320C, tek niikleotid polimorfizmidir.
Numaralandirma Abl la izoformuna goére yapilmistir.) (Soverini ve ark., 2011).

IXomen) SEC SH3 SH2 SH1  NLS  Aktin Baglanma
bolgesi bolgesi

deleted
p210 p190 J
DNA

Baglanma

KiNAZ
BOLGESI

SH3 ATB SH2
P-loop contact binding contact A-loop

G250R T3151 M351T H396P
Q252H F317L F359V
Y253F
E255K
E255V

Sekil 16: BCR/ABL KD mutasyonlari (Bert ve Hunger, 2014).
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KML hastalarinda mevcut olan mutasyonlar dikkate alnarak yapilan TKI segimi,

daha yararli bir tedavi saglayacaktir (Tablo 6 ve Tablo 7).

Tablo 6: TKI tedavilerine kars1 direng ile karakterize olan ABL1 mutasyonlari

EKZON 4 EKZON 6 EKZON 7 EKZON 8 EKZON 9
M244V T3151 L387M Q459K P486S
248V F317L H396R

G250E M351T S417Y

Q252H/R E355G

E255K F359V

Y253F/H

Tablo 7: BCR-ABL KD mutasyon durumuna gore en uygun alternatif terapotik

seceneklerin 6zeti (Soverini ve ark., 2011).

. T3151

Hematopoietik kok hiicre nakli veya arastirma kapsamindaki ilaglar

. V299L, T315A ve F317L/V/IIC

Dasatinib’den ziyade Nilotinib diisiiniilebilir

. Y253H, E255K/V ve F359V/C/I

Nilotinib’den ziyade Dasatinib diisiiniilebilir

. BASKA HERHANGI BIR MUTASYON

Dasatinib veya Nilotinib’den ziyade yiiksek doz Imatinib diisiiniilebilir

4.10. KML’de Tedavi Takibi ve Tedaviye Yanmitin Monitorizasyonu

Kronik miyeloid 16semi tedavisine yanit hematolojik, sitogenetik ve molekiiler
olarak degerlendirilir, bu degerlendirmelerin detaylar1 Tablo 8’de belirtildigi gibidir
(Baccarani ve ark., 2013; Baccarani ve ark., 2015). KML’de tedavi yaniti izlenirken

hematolojik ve sitogenetik degerlendirme, RT PCR ile molekiiler takip ve molekiiler
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mutasyon analizi yapilir (Soysal ve Eskazan, 2012). BCR-ABLI flizyon gen {iiriinii
seviyeleri ile KML hastalarindaki rezidiiel 16semik hiicre sayilar1 koroledir (Sekil 17)

(Baccarani ve ark., 2008).

Tablo 8: KML tamis1 ve monitdrizasyonu (Ki:Kemik Iligi; PK:Periferal Kan)
(http://www.kmlhastaligi.org Erisim tarihi 3 Kasim 20159.

TEST HEDEF MATERYAL | DUYARLILIK

SITOGENETIK | Ph Ki %1-10
kromozomu

FISH Ber  ve abl | PK/KI %0.5-5
genlerinin

karik noktalari

RT-PCR Bcr/abl PK/KI %0.0001
MRNA

Tani sirasinda gézlenen
ortalamadeger (100% Ph’)

Sitogenetik Yanit

Tam Sitogenetik Yanit

< uuuuuuu R R R R R R R R R R R R R R ’

Lésemi hiicrelerinin sayisi

Tam Molekiiler Yanit,
belirlenen deger yada Nested RT-PCR
tarafindan saptanamayan BCR-ABL

Sekil 17: MRD testinin sonuglar1 ve sitogenetik yanit ile rezidiiel hiicre sayisi
arasindaki iligki (Baccarani ve ark., 2008).
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Hematolojik degerlendirme; hematolojik takip, fizik muayene, tam kan sayimi ve
cevresel kan yaymasini kapsamaktadir. Tani sonrasinda tam hematolojik yanit
saglanana kadar 15 gilinde bir, daha sonra en az 3 ayda bir veya gerek oldugunda

yapilmalidir (Soysal ve Eskazan, 2012).

Major sitogenetik yanit, tam ve parsiyel sitogenetik yaniti icerir (Ph + metafaz %0 -
%35). Konvansiyonel sitogenetik incelemede en az 20 metafaz degerlendirilmelidir.
Konvansiyonel sitogenetik inceleme; Ph disindaki kromozom anomalilerini de saptar

(Soysal ve Eskazan, 2012).

Tablo 9: KML’de Tam hematolojik yanit (CHR) ve Sitogenetik Yanit (CyR)
(Baccarani ve ark., 2013; Baccarani ve ark., 2015)

Tam hematolojik yamit (CHR)

. BCR-ABL1 transkriptinde 1-log azalma (< %10)

- Lokosit sayis1 < 10.000/uL

- Periferik kanda bazofil < %5

- Periferik kanda miyeloblast, promiyelosit, miyelosit gériilmemesi
- Trombosit sayis1 < 450.000/uL.

- Splenomegali (-)

- Akselere/blastik faz bulgusu (-)

- Ekstramediiller tutulum (-)

Sitogenetik Yanit (CyR)

 Tam sitogenetik yanit (CCyR): BCR-ABLL transkriptinde 2-log azalma
(£ %1) ve Ph + metafazin olmamasi

* Parsiyel sitogenetik yanit (PCyR): Ph + metafaz %1- %35

* Mindr sitogenetik yanit: Ph + metafaz %36 - %65

* Minimal sitogenetik yanit: Ph + metafaz %66 - %95

* Sitogenetik yanitsizlik: > %95 Ph + metafaz

RT-Q PCR, KML’de tedavi yanitim1 takip etmede ve minimal rezidiiel hastalik

takibinde énemlidir. Imatinib cevabini degerlendirmede kullanilir. Ph kromozomu ve
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p210, p190 ve p230 kimerik protein iiriinlerini arastirmada kullanilir. RT-Q PCR ile
molekiiler takip, MMY elde edilmesi ve dogrulanmasina kadar 3 ayda bir, daha sonra

en az 6 ayda bir yapilmalidir (Soysal ve Eskazan, 2012).

Tablo 10: KML’de Molekiiler Yanit (MR) (Baccarani ve ark., 2013; Baccarani ve
ark., 2015).

- Major molekiiler yamit (MMR):
e BCR-ABL/ABL oraninin uluslararasi skalaya gore < %0.1 olmasi,
e BCR-ABL kimerik mRNA’da baslangi¢ degerinden 3 log veya daha fazla

azalma olmasi. (6rn: 25 —0.025)

. Derin molekiiler yamit (MR4)
e BCR-ABL1 transkriptinde 4-log azalma.
e BCR-ABL/ABL oraninin uluslararasi skalaya gore < %0.01 olmasi,

. (MR4.5 ve sonrasi; MR5-7)
e BCR-ABL1 transkriptinde 4.5-log azalma,
e BCR-ABL/ABL oraninin uluslararasi skalaya gore < %0.0032 olmasi.

- Tam molekiiler yamt (CMR):

e RT- PCR veya nested PCR yontemi kullanildiginda ardisik iki ol¢lim ile
BCR-ABL kimerik mRNA’sinin saptanmamasi.

e Yani; BCR-ABL1 = 0 (10-4 duyarliliginda)

KML’de tedavi yonetimine iliskin kilavuzlar ve oneriler ¢esitli bilimsel dernekler
tarafindan hazirlanmistir. European LeukemiaNet (ELN) uzmanlarindan olusan kurul
2006, 2009 ve 2013 yilinda bilimsel hakemli-dergilerde onerilerini sunmustur. En
son 2013 yilinda sunulan ELN o6nerileri; mevcut bes tirozin kinaz inhibitoriiniin
kullanimi, sitogenetik ve molekiiler yanitin degerlendirilmesi ve tedavi stratejisi ile
ilgilidir. Buna gére, ii¢ TKI (Imatinib, Nilotinib, Dasatinib) ilk basamak tedavi olarak
tavsiye edilir. Bosutinib ve Ponatinib, ikinci basamak tedavi olarak Onerilir.

Ponatinib 6zellikle T3151 mutasyonunun mevcudiyeti halinde tavsiye edilir.
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Tedaviye optimal cevabin saglanmasi; sagkalim ve ayni zamanda derin, istikrarli,
tedavi gerektirmeyen remisyon, BCR-ABL transkript seviyesinin tedavi
baslangicindan 3 ay sonra < % 10 olmasini, 6 ay sonra < %1, 1 yil sonra <% 0.1 ve
daha sonrasinda < %.0.01 olmasin1 gerektirir. Molekiiler monitdrizasyon, her
basarisizlik durumunda mutasyon analizini icermelidir. Akselere ve blastik fazda
basarili bir tedavi, TKi'leri ve bir ¢cok durumda da allojenik kok hiicre naklini

gerektirir (Baccarani ve ark., 2015).

Tablo 11: ELN tanimina gore birinci basamak TKi'lere yanit ve 2. Basamak
TKI’lere intolerans halinde yanit (Baccarani ve ark., 2015).

ZAMAN | OPTIMAL UYARI BASARISIZLIK
YANIT
Baslangic Klonal kromozom
anomalisi/ Ph+, major route
3ay BCR/ABL1 <%10 | BCR-ABL1 >%10 ve/veya | CHR yok ve/veya
ve/veya Ph + < Ph+% 36-95 Ph+ > %95
%35
6 ay BCR-ABL1<%1 | BCR-ABL1 % 1-10 ve/veya | BCR-ABL1 > %10
ve/veya Ph + 0 Ph +% 1-35 (PCyR) ve/veya Ph+ >%35
(CCyR)
12 ay BCR-ABL 1< BCR-ABL1 %0.1-1 BCR-ABL1 >%1
%0.1 (MMR) ve/veya Ph +> %1
Daha MMR veya daha | CCA (Klonal kromozom CHR kaybi, CCyR
sonra Ve | jyisi anomalisi)/Ph- (-7 ya da7qg-) | kaybi, onaylanmis
h_erhangl MMR kaybi, mu-
birzaman tasyonlar, CCA/Ph+

ELN tanimlarina gére KML tedavisinde hastalara uygulanabilen 1. Ve 2. Nesil TKI

tedavisi ve transplantasyon ile ilgili 6neriler Tablo 12°de belirtilmistir.

Tedavi Onerisi yaparken TKI segiminde ilacin tolere edilebilirligine, giivenligine ve
hastanin yasina, eslik eden hastaliklara dikkat edilir (http://www.leukemia-net.org;
erisim tarihi 29 Ekim 2015).
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Tablo 12: Sitogenetik ve molekiiller monitérizasyonun zamanlamasi (CBA: ilik
hiicre metafazinin kromozom bantlama analizi, en az 20 metafaz analiz edilmeli.)
(http://www.leukemia-net.org; erisim tarihi 29 Ekim 2015)

Tami sirasinda Ph- ise; CBA, FISH (gizli veya varyant translokasyonlar
icin), kalitatif PCR ( transkript tiirii)

Tedavi sirasinda MMR elde edilene dek her 3 ayda bir RQ-PCR, daha
sonra her 3-6 ayda ve/veya CCyR elde edilene dek 3, 6 ve
12 ayda bir CBA, daha sonrasinda her 12 ayda bir.

CCyR bir kez elde edilince, FISH uygulanabilir.

Basarisizhik, RQ-PCR, Mutasyon analizi ve CBA. Blast fazda
hastaligin ilerlemesi immiinofenotipleme.
Uyan Molekiiler ve sitogenetik testler daha sik. CBA ise,

myelodisplazi ya da CCA/Ph- durumlarinda.

Dasatinib ve Nilotinib ile ikinci basamak tedavi sonuglarina gegici ve agirlikli olarak
uygulanabilecek ELN tanimlamalari Tablo 13’de belirtilmistir. Buna gore optimal
yanit, en iyi uzun vadeli sonucu ve tedavi degisimi i¢in herhangi bir belirti
olmamasini ifade eder. Basarisizlik, 6liim riskini ve hastaligin ilerlemesini sinirlamak
icin hastaya baska bir tedavi uygulanmasi gerektigini ifade eder. Uyari, tedavi
basarisiz ise, tedavide dogru zamanda degisiklik yapmak i¢in hastaligin 6zelliklerinin
ve tedavi yanitinin daha sik monitérize edilmesi gerektigini ifade eder (Baccarani ve

ark., 2015).
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Tablo 13: Imatinib tedavisi basarisizlign durumunda 2. Nesil tedavi icin yanit
tanimlamalar1 (gegici olarak kullanilabilir, 3.nesil tedavi yanit1 i¢in gegerli degildir.)
(http://www.leukemia-net.org; erisim tarihi 29 Ekim 2015)

ZAMAN OPTIMAL YANIT | UYARILAR BASARISIZLIK
Baslangi¢ CHR elde
edilememesi,Imatinib
kullaninminda CHR
kaybi,
1.Nesil TKIi
kullaniminda CyR
eksikligi, yiiksek risk
3ay BCR-ABL < %10 BCR-ABL > %10 CHR elde
ve/veya Ph + < %65 | ve/lveya Ph + %65— | edilememesi ya da
95 Ph+> 9% 95 ya da
yeni mutasyonlar
6 ay BCR-ABL < %10 BCR-ABL < %10 BCR-ABL > %10
ve/veya Ph + < %35 | ve/veya Ph+% 35-65 | ve/veya
(PCYR) Ph+ >%65 ve/veya
yeni mutasyonlar
12 ay BCR-ABL <%1 BCR-ABL %1-10 BCR-ABL > %10
ve/veya Ph + 0 ve/veya Ph + %1-35 | ve/veya Ph+ >%35
(CCyR) (PCyR) ve/veya yeni
mutasyonlar
Daha sonra, | MMR veya daha CCA (Klonal CHR kaybi, CCyR
Ve herhangi | iyisi kromozom ya da PCyR kaybi,
bir zaman anomalisi)/ Ph- (-7 yeni mutasyonlar,
ya da7q-) ya da MMR kaybi,
BCR-ABL >%0.1 CCA/Ph+

Molekiiler mutasyon analizi, suboptimal yanit, yanitsizlik veya yamit kaybi

durumunda ve diger tirozin kinaz inhibitorleri veya baska tedavilere gegmeden once

daima bakilmalidir. Akselere ve blastik evrede bagvuran hastalarda mutasyon analizi

calisilmasi Onerilir (Soysal ve Eskazan, 2012). Mutasyon analizi ile ilgili detaylar

Tablo 14’de belirtilmistir.
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Tablo 14 : BCR-ABL KD mutasyon analizi 6neri 6zeti (Soverini ve ark., 2011).

. TANIDA

Sadece AP / BC hastalarinda

. BIRINCi BASAMAK IMATINIB TEDAVISi SIRASINDA

Basarisizlik durumunda

MMR kaybina yol agan BCR-ABL transkript seviyelerinde bir artis durumunda

Suboptimal yanita sebep veren diger durumlarda

. IKINCi BASAMAK DASATINIB VEYA NIiLOTINIiB TEDAVISI
SIRASINDA

Hematolojik veya sitogenetik basarisizlik durumunda
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5. GEREC VE YONTEM

5. 1. Kullanilan Aletler

Otomatik Mikropipetler, Gilson (Fransa)

Is1 Blogu, Techne DB-ZA (ingiltere)
Sogutmal1 Santrifiij [EC, MP4R (A.B.D.)

Is1 dongii cihaz1 (Biomtra, ABD)

Manyetik Karistirici, Elektro-Mag (Tiirkiye)
Hassas Terazi, Mettler AT261 (Isvigre)

Hassas Terazi, Mettler PJ6000 (Isvigre)
Mikrosantrifiij, IEC Micro-MB (A.B.D.)
Mikrosantrifiij, Heracus Biofuge® B (Almanya)
Etliv, Heraeus (Almanya)

Laminar Flow, Ozge A.S (Tiirkiye)

Otoklav, All American (A.B.D)
Spektrofotometre, Unicam 8625 (ingiltere)
Kirik Buz Makinasi, Scotsman (A.B.D.)

Buz Dolabi, Argelik (Tiirkiye)

Derin Dondurucu -200C, Philco (Tiirkiye)
Derin Dondurucu -800C, Thermo 702 (A.B.D.)
Vorteks, Elektro-Mag (Tiirkiye)

Biyolojik Giivenlik Kabini (A.B.D)
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5.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Ependorf Tiip 1.5 mL, Axygen (A.B.D.)

Ependorf Tiip 2.0 mL, Axygen (A.B.D.)

Falkon Tiip 15 mL, TPP (isvicre)

Mikropipet Uglar1 (Mavi, Sar1, Beyaz), Axygen (A.B.D.)

Filtreli Mikropipet Uglar1 (Mavi, Sar1, Beyaz), Axygen (A.B.D.)
PerfectPure Kandan RNA izolasyon Kiti, 5 PRIME (A.B.D.)
Bio-Speedy Ilk Zincir cDNA Sentez Kiti, Bioeksen (Tiirkiye)

Bio-Speedy One DNA Polimeraz Kiti, Bioeksen (Tiirkiye)

5.3. Kullanilan Kimyasallar

DNA Ladder, GeneOn

BCR/ABL Dis Primerler-Nested PCR-1.Step, 10 pmol/ul
BCR/ABL - F: 5>-ACAGCATTCCGCTGACCATCAATAA-3’,
BCR/ABL - R: 5’>-ATGGTCCAGAGGATCGCTCTCT-3
BCR/ABL i¢ Primerler-Nested PCR-2.Step, 10 pmol/ul

ABL - 1F : 5 -TGGTTCATCATCATTCAACGGTGG- 3°,
ABL - 1R: 5’- TCTGAGTGGCCATGTACAGCAGC -3°,
ABL - 2F: 5>-TCATGACCTACGGGAACCTC- 3’,

ABL - 2R: 5’-ATACTCCAAATGCCCAGACG -3’

5.4. Kullanilan Cozeltiler
Agaroz jel elektroforezi i¢in kullanilan ¢ozeltiler;
10X TBE (Tris Buffered EDTA) Hazirlanist;

108 g Tris baz
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55 g Borik asit (pH 8,0)

7.44 g EDTA (40 ml, 0.4 M EDTA)

1X TBE Hazirlanisi;

10 X TBE’den 100 ml + 900 ml distile su

5.5. Kullanilan Materyaller

Bu calismada, Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi
Hematoloji Boliimii’ne KML tan1 ve tedavi takibi i¢in bagvuran ve Imatinib tedavisi
goren hastalar ile Nilotinib ve Dasatinib tedavisi géren imatinib direngli hastalardan
rutin olarak (3, 6, 12 ayda bir) alinan kan 6rneklerinin bir kismi1 kullanilarak, RNA

izolasyonu, cDNA sentezi ve Nested PCR ile DNA Dizi Analizi gergeklestirilmistir.

5. 6. RNA Izolasyonu

Kan &rneklerinden PerfectPure Kandan RNA Izolasyon Kiti, 5 PRIME (A.B.D.)
kullanilarak RNA izolasyonu gercgeklestirildi. RNA izolasyonu i¢in sirasiyla

asagidaki islemler uygulandi:
Baslamadan once

Tim numuneler i¢in lizis ¢ozeltisine TCEP (2 ul TCEP, her 200 ul Lizis ¢ozeltisi
icin) eklendi. DNaz c¢ozeltisi hazirlandi. Santrifiij de dahil olmak {izere tiim

basamaklar oda sicakliginda gergeklestirildi.
RBC parcalama
1) 50 ml'lik bir tiip i¢inde 3 birim RBC Lizis Cozeltisi ile 1 birim numune karigtirildi.

2) Karisim, ters ¢evirildi ve 10 dakika i oda sicakliginda inkiibe edildi, inkiibasyon

sirasinda en az bir kez ters ¢evrildi.

3) 2 dakika boyunca 2000 x g'de santrifiij edildi, beyaz kan hiicrelerini pellet haline

getirmek i¢in.
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4) Stipernatant1 dokiildii ve 1 dakika boyunca temiz, emici kagit {izerine tiip tersine

cevrilip bekletildi.

5) 1 dakika sonra, miimkiin oldugu kadar kalan RBC lisat1 giderildi, emici kagit

tizerine tiip 5 kez vuruldu, WBC pelleti bozmadan.
WABC lizis

1) Hiicre pelleti 20 s vortekslendi.

2) Orneklere lizis Cozeltisi / TCEP eklendi.

3) Tiipler 2 dakika yiiksek hizda 6rnekleri homojen hale getirmek ve hiicreleri

lize etmek igin vortekslendi.
On temizleme ™ kolonu
1. lizat yukar1 ve asag1 yavasga 20 kere pipetlendi
2. tiim lizat bir On temizleme ™ kolonu iizerine pipetlendi.
3. 1 dakika siire ile 400 x g'de santrifiijlendi.
4. Lizat yavase¢a pipetlendi.
RNA baglanmasi ve 1. Yikama
1) Bir saflastirma kolonu tizerindeki A¢ik bir tiipe tiim lizat pipetlendi.
2) 1 dakika boyunca 13,000-16,000 x g'de santrifiijlendi.
3) Saflastirma kolonu yeni bir tiipe aktarildi.
4) Saflastirma kolonuna 400 ul Yikama 1 Cozeltisi eklendi.
5) 2 dakika boyunca 13,000-16,000 x g'de santrifiijlendi.

6) tiipleri 180 derece dondiiriildii ve 1 dakika siireyle 13,000-16,000 x g'de
santrifiij edildi.

DNaz muamelesi
1) Saflastirma kolonu yeni bir tiipe aktarildi.
2) Kolona 50 ul DNaz Cozeltisi eklendi.

3) Oda sicakliginda inkiibe edildi.
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4) Kolona 200 ul DNaz Yikama ¢ozeltisi eklendi.

5) 1 dakika boyunca 13,000-16,000 x g'de santrifiijlendi.

6) Kolona 200 ul DNaz Yikama Cozeltisi eklendi.

7) 2 dakika boyunca 13,000-16,000 x g'de santrifiijlendi.
2. Yikama

1) yeni bir tiipe saflastirma kolonu aktarildi.

2) saflastirma kolonuna 200 ul 2. Yikama Cozeltisi eklendi.

3) 1 dakika boyunca 13,000-16,000 x g'de santrifiijlendi.

4) Saflastirma kolonuna ek 200 ul 2. Yikama Cozeltisi eklendi.

5) 2 dakika boyunca 13,000-16,000 x g'de santrifiijlendi.
RNA Eliisyonu

1) Saflagtirma kolonu dikkatlice yeni bir tiipe aktarildi.

2) Saflastirma kolonuna 50 ul Eliisyon Cozeltisi eklendi.

3) 1 dakika boyunca 13,000-16,000 x g'de santrifiijlendi.

4) Saflastirma kolonu atildu.

5) Saflastirilmis RNA ihtiva eden tiip buz {izerine kondu.

6) RNA -70°C -80°C de saklandi.

5.7. cDNA Sentezi

Bio-Speedy Ilk Zincir cDNA Sentez Kiti, Bioeksen (Tiirkiye) kullanilarak RNA’dan
cDNA sentezi gerceklestirildi. cDNA sentezi i¢in sirasiyla asagidaki islemler
uygulandi:

1) 10 ul RNA ve 2 ul oligo dT primeri bir toplama tiipii iginde birlestirilerek

Karisim 1 elde edildi. Karisim 1, 10 dk 70 °C’de inkiibe edildi.
2) Karisim 1, 5 dk buzda inkiibe edildi.
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3) Temiz bir PCR tiipiine 4 ul reaksiyon tamponu, 1 ul ANTP karisimi, 1 ul ters
transkriptaz ve 6 ul RNaz igermeyen su eklenerek Karisim 2 olusturuldu.

4) Karisim 1 ve Karisim 2 bir tiipte birlestirilerek Karisim 3 olusturuldu.
Karisim 3, yavasga karistirildi.

5) Karisim 3, 37 °C’de 115 dk inkiibe edildi.

6) Karisim 3, 95 °C’de 5 dk inkiibe edildi.

7) Elde edilen cDNA karisimi -20 °C’de saklandi.

5. 8. Nested PCR

Bio-Speedy One DNA Polimeraz Kiti, Bioeksen (Tiirkiye) kullanilarak, 2 asamada
Nested PCR gerceklestirildi. 1. Asamada kullanilan dis primerler;

BCR/ABL - Forward: 5>~ ACAGCATTCCGCTGACCATCAATAA-3’
BCR/ABL -Reverse: 5’-ATGGTCCAGAGGATCGCTCTCT-3

ile ABL geninde yaklasik 1650 bp biiytikliigiinde bir bolge amplifiye edildi.
Primerlerin sulandirilmast:

- Ana stoklar 100 pmol/ pl olarak hazirland.

- Ara stoklar 10 pmol/ pl ve toplam hacim 100 pl olacak sekilde hazirlandi. PCR
yapilirken 10uM (20 pl hacimde) olan ara stok primerler kullanildi.

Tablo 15: Birinci step Nested PCR karigimi

DNA Polimeraz tamponu 10 pl
Molekiiler su 7.8 ul
DNA Polimeraz Enzimi 0.2 ul
Forward Primer 0.5 ul
Reverse Primer 0.5l
cDNA 1l

TOTAL 20pl
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Birinci step Nested PCR, Touch-down PCR kosullari altinda tasarlandi.

Tablo 16 : 1. Step Nested PCR Programi

Baslangig 95 °C 2 dakika
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95°C 30 saniye

< . 14
Baglanma 67 °C 260 °C 30 saniye —

DONGU

Uzama 72°C 3 dakika
Denatiirasyon 95°C 30 saniye

< o . 23
Baglanma 60 °C 30 saniye -

DONGU

Uzama 72°C 3 dakika
Son uzama 72 °C 5 dakika

Birinci step Nested PCR 1ile elde edilen PCR iiriinleri 1/10 oraninda diliie edilerek 2.
asama Nested PCR’da kalip olarak kullanildi.

1.Step Nested PCR iiriinlerinin 1/10 oraninda diliisyonu;

2 ul PCR firtinii + 18 pl amptil su (Toplam hacim 20 pl)

2. Asama Nested PCR

2 ¢ift i¢ primer kullanilarak gerceklestirildi. 1. I¢ primer ¢ifti ABL geninde 447 bp
biiyiikliigiinde bir bolge amplifiye edildi;

ABL — 1-Forward : 5 -TGGTTCATCATCATTCAACGGTGG- 3°,

ABL — 1-Reverse: 5°’- TCTGAGTGGCCATGTACAGCAGC -3°.
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2. i¢ primer ¢ifti ile, ABL geninde 333 bp biiyiikliiglinde bir bolge amplifiye edildi;
ABL — 2-Forward: 5’-TCATGACCTACGGGAACCTC-3’,

ABL —2-Reverse: 5’-ATACTCCAAATGCCCAGACG -3°

Tablo 17: 2. step Nested PCR Karisimi (2 primer ¢ifti i¢in de ayni protokol

uygulandi.)
DNA Polimeraz tamponu 10 ul
Molekiiler su 6.8 ul
DNA Polimeraz Enzimi 0.2 ul
Forward Primer 0.5 ul
Reverse Primer 0.5 ul
1.step Nested PCR iirtinii (1/10 diliie) 2ul
TOTAL 20ul

Tablo 18 : Ikinci basamak Nested PCR Programi

Baslangig 98 °C 30 saniye
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 98 °C 10 saniye
40

Baglanma 60 °C 30 saniye =

DONGU
Uzama 72 °C 40 saniye
Son uzama 72 C 5 dakika

Nested PCR’1n ardindan %2’lik agaroz jel hazirlanarak elektroforez yapildi.
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%2’lik Agaroz Jelin Hazirlanisi;

1.6 gram Agar ve 80 ml TBE, bir erlenmayerde karistirtlip 15 dakika kaynatildi.
Kaynatildiktan 1 dakika sonra 4 pl Etidyum Bromiir eklendi. 1 dakika sofumasi

beklendikten sonra jel tabagina dokiildii ve jelin katilasmasi beklendi.

Jele yiliklenen ve PCR iirlinlerinin elektroforezi yapildi. Elektroforez; 240 mA, 100
V, 20 dk kosullar1 altinda gergeklestirildi.

PCR sonuglar1 UV goriintiileyici ile goriintiilendi.

5. 9. DNA Dizi Analizi

Calisgmada Nested PCR ile amplifiye edilen BCR-ABL gen bolgesindeki
mutasyonlart ve genetiksel degisimleri saptamak amaciyla dizi analizi islemi, hizmet

alimi seklinde gergeklestirildi.
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6. BULGULAR

6. 1. Klinik Bulgular

Calismaya dahil edilen 45 KML hastas;, Marmara Universitesi Pendik Egitim ve
Aragtirma Hastenesi Hematoloji Boliimii’nde tanisi, tedavisi ve takibi yapilan Ph+
hastalardir. Hastalarin yas ortalamasi 46.6’dir (25-87). Hastalarin 18’1 kadin, 27’si
erkektir. Hastalar KML tanisindan itibaren (en az 1 yil, en ¢ok 14 yil) tirozin kinaz
inhibtorii tedavisi almistir. Hastalarin 32°si 1. Nesil TKi olan Imatinib tedavisine
yanit kayb1 gdsteren, Imatinib tedavisine direncli olan ve bu sebeple 2. Nesil TKI
olan Dasatinib veya Nilotinib tedavisi goren hastalardir. Hastalarin 13’1 ise tedaviye
yanmit gosterdigi i¢in halen Imatinib tedavisi almaktadir. Hastalarin 43’ii kronik fazda,

1’1 akselere fazda ve 1’1 AML’ye transforme olmustur.

Hastalarda KML tanisindan itibaren Imatinib ile, 3 hastada ise Hydrea ile tedaviye
baslanmigtir. Tam hematolojik yanit, tam sitogenetik yanit ve major molekiiler yanit
takibi sonucunda, imatinib tedavisine yanit vermeyen hastalarda 2. Nesil TKI olan
Nilotinib ve Dasatinib’e ge¢ilmistir. Tedavi yanit1 saglanan diger hastalarda Imatinib
ile tedaviye devam edilmistir. Total tedavi siireci incelendiginde; 7 hastada
Imatinib’den Nilotinib’ gecis yapilmistir. 9 hastada Imatinib’den Dasatinib’e gegis
yapilmistir. 5 hastada tedavi siirecinde Nilotinib’den Dasatinib’e gecis yapilmistir; 1
hastada Dasatinib’den Nilotinib’e ge¢is yapilmistir. 1 hastada da Nilotinib’den
Bosutinib’e gecis yapilmistir.

Caligmaya dahil edilen hastalar sag kalim acisindan incelendiginde, hastalarin

tamaminin hayatta oldugu belirlenmistir. (%100)

Hastalar ile ilgili diger klinik veriler Tablo 19°da ve Tablo 20°de belirtilmektedir
(Tablolarda ilgili kisimlarda bos olan bdlmeler, hastalarin ilgili klinik verilerine

ulasilamadigini gostermektedir.)
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Tablo 19 : KML hastalarimin klinik verileri

HASTA KODU vyas,cinsiyet WBC(x10%/uL) PLT(x103/pL) HGB (g/dL) SOKAL RiSKi SAGKALIM

18 45,E 9900 195000 14.9G/dL dusuk SAG

55,E 5600 137000 14.4 SAG
1 53,E 4500 84000 13.6 diisiik SAG

38,E 44.9 791000 14.4 SAG
42 35,K 5700 306000 13.6 dustk SAG
17 38,K 4000 125000 10.9 dusuk SAG
7 27,E 5500 245000 12.9 SAG
36 38,K .5100 142000 10.1 distk SAG
4 49,K 7000 269000 11.7 orta SAG
14 48,K 6500 261000 12.2 yiksek SAG
45 32,E 5523 269000 9.9 orta SAG
26 86,K 4600 222000 10.6 orta SAG
10 31,E .9900 620000 7.4 orta SAG
11 55,K .8400 226000 13.7 diisiik SAG
9 44,K 7800 333000 9.2 SAG
21 56,K 110000 313000 9 orta SAG
19 54,K 8400 290000 13.41 dusuk SAG
20 58,K 4200 115000 12.9 disiik SAG
16 47,E 9400 379000 10.6 orta SAG
28 63, E 4900 184000 12.6 SAG
22 46,E 5100 171000 14.3 SAG
a4 27,K 5600 238000 10,6 dusuk SAG
29 66,E 12300 390000 11.6 dusuk SAG
2 39,E 3800 113000 14 SAG
39 34,E diisiik SAG
6 60,K 4300 214000 12.4 dusuk SAG
34 50,E 8900 328000 12.1 dustk SAG
30 56,E 8300 232000 11.2 SAG
43 60,E 12300 276000 14.8 orta SAG
32 25,E 5800 164000 14.8 SAG
27 32,E 4900 186000 15.1 SAG
23 61,E 8300 209000 13.8 diistik SAG
38 87,E 5000 840000 10.5 orta SAG
15 diisiik SAG
24 dusiik SAG
40 yiksek SAG
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Tablo 20: KML hastalarinin mutayonla iliskili diger klinik veriler

KOD HASTALIK FAZI KULLANILAN iLAC MUTASYON a.a. DEGISIMI IS DEGERI EN SON 15%
1 KRONIK FAZ NILOTINIB,1YIL,200mgX1 - - 76% . %41,339
2 KRONIK FAZ DASATINIB,1 YIL - - %3.32 . %1,302
3 KRONIK FAZ IMATINIB D241G (HETEROZIGOT) GAC-->GGC (A>G) %42.9 . %36,85
4 KRONIK FAZ IMATINiB,400mg,4 YIL E255K (HOMOZIGOT) GAG-->AAG (G>A) %0.151 . % 0,020
5 KRONIK FAZ NiLOTINIB,4 YIL, E255K (HOMOZIGOT) GAG-->AAG (G>A) %4.43 . % 14,41
6 KRONIK FAZ DASATINIB, 1YIL - - %2.76 . %1.025
7 KRONIK FAZ iMATINIB,400mg E255K (HOMOZIGOT) GAG-->AAG (G>A) %0.81  .% 0,011
8 KRONIK FAZ - - %18.4 . %18.455
9 KRONIK FAZ DASATINIB, 1YIL D241G (HETEROZIGOT) GAC-->GGC (A>G) %8.35 . %2,274
10  AMLTRANSFORME DASATINIB, 1YIL E255K (HOMOZIGOT) GAG-->AAG (G>A) %384  .%12,99
11  KRONIK FAZ DASATINIB, 1YIL - - %5.4 . %1,287
12 KRONIK FAZ - - %0.05 -

13 KRONIK FAZ - - % 0,04395 . %0,04
14  KRONIK FAZ DASATINIB,2 YIL,50 mgX2 C369C (HETEROZIGOT) TGC-->TGT (C>T) %0.0013 . negatif
15  KRONIK FAZ C369C (HETEROZIGOT) TGC-->TGT (C>T) %0.11 . negatif
16  KRONIK FAZ DASATINIB, 1X100 mg,4 YII - - %0.012 . negatif
17  KRONIK FAZ NiLOTINIB,4 YIL,50mgX2 - - %0.001 . negatif
18  KRONIK FAZ NILOTINIB,2 YIL,50mgX2 - - %1.43 . %2,494
19  KRONIK FAZ DASATINIB, 1X100mg, 3 YII - - %0.01  .negatif
20  KRONIK FAZ DASATINIB,4 YIL - - % 0.0001 . negatif
21 KRONIK FAZ NiLOTINIB,2 YIL,50mgX2 - - %1.2 -

22 KRONIK FAZ IMATINiB,400mg,3 YIL - - %0.15 . neagtif
23 KRONIKFAZ NILOTINIB, 1YIL - - %0.104 . %0,0523
24 KRONIK FAZ iMATINiB,400 mg A380T (HETEROZIGOT) GCT-->ACT (G>A) %0.15 .%0,0184
25  KRONIKFAZ - - %0.112 . %0,044
26  KRONIK FAZ IMATINIB,400mg - - %0.447 . >%65
27  KRONIK FAZ IMATINIB, 400mg - - %0.1572 . %0,0802
28  KRONIK FAZ IMATINIB, 400 mg K285N (HOMOZIGOT) AAA-->AAT (A>T) %0.362 .% 0,054
29  KRONIK FAZ IMATINIB, 1YIL - - %19.17 . negatif
30  KRONIK FAZ IMATINIB,400 mg - - 12% .%12.113
31  KRONIK FAZ - - >%65 . >%65

32 KRONIK FAZ IMATINIB 400 mg - - 15% . % 15,819
33  KRONIK FAZ - - %20.907 . %20.907
34  KRONIK FAZ IMATINIB 400 mg - - 14% . % 14,577
35  KRONIK FAZ - - %35,087 . %18,697
36  KRONIK FAZ DASATINIB,6 YIL,50 mgX2 = - - >%65 . >%65

37  KRONIK FAZ - - % 2,318 .% 2,318
38  KRONIK FAZ iMATINIB, 400 mg - - %3.27 .%0,197
39  KRONIK FAZ NILOTINIB,1YIL - - %0.43 . %0,068
40  KRONIK FAZ A366V (HETEROZIGOT) GCC-->GTC (C>T) %3.14 . %0,1329
41  KRONIK FAZ - - %0,078 . %0,078
42 KRONIK FAZ DASATINIB,100mgX2 - - % 0,02262 . %0,0169
43 KRONIK FAZ iMATINIB 400 mg - - %0.2 . %0,163
44 KRONIK FAZ iMATINIB,400 mg - - .%0,47 .%0,0334
45  AKSELEREFAZ NiLOTINIB,2 YIL,50mgX2 - - >%65 . %24,344
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6. 2. Nested PCR Bulgular

Calismada 40 hasta icin ABL geninin 4-6 ekzonlar1 ve 6-8 ekzonlari amplifiye
edilmistir. 5 hasta icin yalnizca ABL geni 6-8 ekzonlar1 amplifiye edilmistir; 4-6

ekzonlarinin amplifikasyonunda sonug elde edilememistir.

2 asamada gergeklestirilen Nested PCR ig¢in hasta Orneklerinin 2. Asama PCR
sonuclarina dair agaroz jel goriintiilemesi yapilmistir. 2. Asama Nested PCR’in 1.
Primer ¢ifti ile ABL geninin 4-6 ekzonlar1 (206-346 kodonlar1 arasi) hedeflenmistir
ve bu bolge i¢in 447 bp biyiikligindeki bolgenin amplifikasyonu
gerceklestirilmistir.

447 b

Sekil 18: ABL geninde 2. Asama Nested PCR’in 1. Primer ¢ifti ile 447 bp
biyiikliigiindeki bolgenin amplifikasyonu.

2. Primer ¢ifti ile ABL geninin 6-8 ekzonlar1 (293-428 kodonlar1 arasi)
hedeflenmistir ve bu bdlge i¢in 333 bp biiyiikliiglindeki bdlgenin amplifikasyonu
gergeklestirilmistir.

400 bc

200 he

333 b

Sekil 19: ABL geninde 2. Asama Nested PCR’in 2. Primer ¢ifti ile 333 bp
biiyiikliigiindeki bolgenin amplifikasyonu.
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6. 3. Dizi Analizi Bulgular

Calismaya dahil edilen 45 hastanin 11°inde mutasyon tespit edilmistir. Bu
mutasyonlar; 4 hastada E255K, 2 hastada D241G, 1 hastada K285N, 1 hastada

A380T ve 1 hastada A366V mutasyonlaridir.
Genel mutasyon frekansi % 24.44’tiir. E255K mutasyonu frekanst %8.8’dir. D241G
ve C369C mutasyonlarinin frekanst % 4.4’tiir. K285N, A380T ve A366V

mutasyonlarinin frekansi % 2.2’dir.

Tablo 21: Tespit edilen mutasyonlar ve 6zellikleri

KOD MUTASYON BAZ DEGiSiMi EKZON Bcr/Abl tip IS DEGERI
3 D241G (HETEROZIGOT) GAC-->GGC (A>G) EKZON 4 (P-loop) p210 %42.9
4 E255K (HOMOZIGOT) GAG-->AAG (G>A) EKZON 4 (P-loop) p210 %0.151
5  E255K (HOMOZIGOT) GAG-->AAG (G>A) EKZON 4 (P-loop) p210 %4.43
7  E255K (HOMOZIGOT) GAG-->AAG (G>A) EKZON 4 (P-loop) p210 %0.81
9  D241G (HETEROZIGOT) GAC-->GGC (A>G) EKZON 4 (P-loop) p210 %8.35
10  E255K (HOMOZIGOT) GAG-->AAG (G>A) EKZON 4 (P-loop) p210 %38.4
28  K285N (HOMOZIGOT) AAA-->AAT (A>T) EKZON5(IMB.B.) p210 %0.362
14  C369C (HETEROZIGOT) TGC-->TGT (C>T) EKZON 7(C-loop) p210 %0.0013
24  A380T (HETEROZIGOT) GCT-->ACT (G>A) EKZON 7 (A-loop)* p210 %0.15
15  C369C (HETEROZIGOT) TGC-->TGT (C>T) EKZON 7 (C-loop) p210 %0.02
40  A366V (HETEROZIGOT) GCC-->GTC  (C>T) EKZON 7 (C-loop) p210 %0.003

(IMB.B.; Imatinib Baglanma Bolgesi, Yildiz (*) ile isaretlenmis bdlge imatinib
baglanma bolgesini temsil etmektedir. IS degeri; mutasyon tespit edildigi zaman
BCR/ABL transkript seviyesini belirtmektedir.)
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Sekil 20: 3 nolu hastada A>G déniisiimii ile D241G mutasyonu.
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Sekil 21: 9 nolu hastada A>G doniistimii ile heterozigot D241G mutasyonu
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E255K, G>A

Sekil 22: 4 nolu hastada G>A doniisiimii ile homozigot E255K mutasyonu

E255K, G>A

il hhlhh /

Sekil 23: 5 nolu hastada G>A doniistimii ile homozigot E255K mutasyonu
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E255K, G>A

Sekil 24: 7 nolu hastada G>A doniistimii ile homozigot E255K mutasyonu

Sekil 25: 10 nolu hastada G>A doniistiimii ile homozigot E255K mutasyonu
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Sekil 26: 28 nolu hastada A>T doniisiimii ile homozigot K285N mutasyonu

Sekil 27: 14 nolu hastada C>T doniisiimii ile heterozigot C369C mutasyonu
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n A380T , G->A

TUmLA

Sekil 28: 24 nolu hastada G>A doniisiimii ile heterozigot A380T mutasyonu

C369C, C>T

Sekil 29: 15 nolu hastada C>T doniisimii ile heterozigot C369C mutasyonu
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A366V, C>T

Sekil 30: 40 nolu hastada C>T doniisiimil ile heterozigot A366V mutasyonu.
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7. TARTISMA VE SONUCLAR

Yetiskinlerde gozlenen l16semilerin %20-30’unu meydana getiren Kronik Miyeloid
Losemi (KML), t(9;22) (q34;q11) translokasyonu sonucu olusan Philadelphia (Ph)
kromozomu ile karakterize olan bir hematopoetik kok hiicre hastaligidir. (Deininger
ve ark., 2000; Corbin ve ark., 2003). Ph kromozomu KML hastalarinin % 95’inde
bulunur ve KML i¢in ayirt edici bir belirte¢ olarak kabul edilir (Deininger ve ark.,
2000; Wongboonma ve ark., 2012). Bu resiprokal kromozamal translokasyon,
aberant tirozin kinaz aktivisine yol agar (Quintas-Cardama ve Cortes, 2009). KML
patogenezine bakildiginda BCR-ABL-pozitif hiicreler; artmis proliferasyona
(mitojenik aktivite), apoptoz inhibisyonuna ve degismis adezyon &zelliklerine
sahiptir ve hiicrelerin asir1 cogalmasi ile hastalikta malign fenotip goriiliir (Deininger
ve ark., 2000). KML’nin 3 faz1 vardir: kronik, akselere ve blast krizi. Hastalik, ek

genetik anomalilerin birikmesi ile ilerler (Corbin ve ark., 2003).

Hastaligin tedavisi i¢in diinya genelinde ilk basamak tedavisi olarak Imatinib Mesilat
(Gleevec, Glivec, STI-571) kullanilmaktadir. Yapilan galigmalara gore hastalarin
yaklasik %20’sinde BCR-ABL kinaz bdlgesindeki nokta mutasyonlar1 sebebiyle
Imatinib tedavisinde basarisizlik meydana gelmistir (Vaidya ve ark., 2015). Ozellikle
akselere faz ve blast kriz fazinda goriilen mutasyonlar, kinaz domain yapisin
degistirerek ilacin baglanma afinitesine zarar verir (Wang ve ark., 2014). BCR-ABL
kinaz bdlgesindeki nokta mutasyonlari, direng gelisen hastalarda %30 - %90
oraninda goriiliir (Cortes ve ark., 2007). Mutasyonlarin 90’dan fazla tipi vardir
(Wongboonma ve ark., 2012). Mutasyonlarin ABL kinaz domaindeki lokasyonlarina
gbre basta Imatinib’e ve ikinci nesil TKi’lerine (Nilotinib, Dasatinib gibi) direng
gelisir. Hastalarda iki sekilde direng gozlenir; ilki primer direng; tedaviye yanitsizlik
halidir. Ikincisi ise sekonder direngtir, baslangicta tedaviye yamit gsterildigi halde
zamanla tedavi yanitinda azalma olmasidir (Litzow, 2006; Wei ve ark., 2006). Cesitli
diren¢ mutasyonlari TKI terapisinden &nce bulunabilir ve tedavi sonucunu

etkiliyebilir (Wongboonma ve ark., 2012).

En sik goriilen mutasyon, T3151 mutasyonudur, direngli hastalarin %15-25’inde

T3151 mutasyonu mevcudiyeti nedeni ile Imatinib ve diger tirozin kinaz
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inhibitorlerine tam bir duyarsizlik olusur (Litzow, 2006; Bartholomeusz ve ark.,
2007; Quintas-Cardama ve ark., 2008). Bu calismada T3150 mutasyonu tespit

edilmemistir, bu yiizden T3151 mutasyon frekansi literatiir ile uyumlu degildir.

Imatinib’e duyarli baslica kinaz domain mutasyonlar1; T315I, Y253H/F, M351T,
G250E, E255K/V, F359V ve H396R olarak belirtilmisitir (Apperley, 2007). imatinib
doz artirilmas, ikinci nesil TKi’leri (Nilotinib, Dasatinib) ve allojenik kok hiicre
transplantasyonu Imatinib direngli olgular igin tedavi secenekleridir. Ikinci nesil TKI
se¢iminde, BCR-ABL kinaz domaini mutasyonlar1 ve hastada eslik eden diger

hastaliklar goz onilinde bulundurulmalidir ( Soverinive ark., 2011).

Caligmaya dahil edilen 45 hastanin 11’inde mutasyon tespit edilmistir. Bu
mutasyonlar; 4 hastada E255K, 2 hastada D241G, 2 hastada C369C, 1 hastada
K285N, 1 hastada A380T ve 1 hastada A366V mutasyonudur.

Bu caligmada genel KD mutasyon frekans1 % 24.44 olarak tespit edilmistir. Literatiir
ile kiyaslandiginda; Kang ve ark. 2006’da yaptiklar1 ¢alismada KD mutasyon
frekansimi dizi analizi yontemi ile %30 olarak tespit etmistir. Wongboonma ve ark.,
2012°de yaptiklar1 ¢alismada KD mutasyon frekansini %33 olarak bulmustur. Igbal
ve ark. 2013°de yaptiklar1 calismada genel mutasyon frekansini %32 olarak tespit
etmistir. Bu calismada genel KD mutasyon frekansinin, literatiire yakin olmakla beraber

daha diisiik oldugu gozlenmistir.

E255K mutasyonu frekanst %48.8 olarak tespit edildi. OncQuest ve GIMEMA
calismalarinda E255K mutasyon frekansi siras1i ile %6.9 ve 9%16.5 olarak
bulunmustur. Buldugumuz sonug literatiir ile uyumludur. E255K mutasyonu, 4.
ekzonda ve P-loop’da yer alir, Imatinib’e ve Nilotinib’e direnglidir. ELN verilerine

gore E255K mutasyonu mevcudiyetinde Dasatinib tedavisi onerilmektedir.

E255K mutasyonu tespit edilen 2 nolu hasta, genel tedavi siirecinde Imatinib (4y1l),
Dasatinib (2y1l) kullanmistir. MMR ve CCR kaybi goriildiigiinden ve E255K
mutasyonunun Dasatinib’e de az duyarli oldugu bilindiginden, en son asamada

Bosutinib’e ge¢is yapilmistir.

E255K mutayonu tespit edilen 7 nolu hasta, 1 yildir 400 mg Iimatinib tedavisi
almaktadir. Hasta kronik fazdadir. BCR/ABL transkript seviyesi ve hastanin diger
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klinik verileri géz oniline alinarak tedaviye yanitsizlik durumunda Dasatinib’e veya

daha uygun bir baska tedavi secenegine gegis yapilmasi dnerilmektedir.

E255K mutasyonu tespit edilen 4 nolu hasta, 4 yildir 400 mg Imatinib tedavisi
almaktadir. Hastada MMR kaybi mevcuttur. BCR/ABL transkript seviyesi ve
hastanin diger klinik verileri gbz Oniine alinarak tedaviye yanitsizlik durumunda
Dasatinib’e veya daha uygun bir baska tedavi segenegine gecis yapilmasi

onerilmektedir.

E255K mutasyonu tespit edilen 10 numarali hasta, 7 yil Imatinib, 4 yil Nilotinib
(200mgx2) ve 1 yil da Dasatinib tedavisi gérmistiir. MMR elde edilememistir ve
hasta AML’ye transforme olmustur. 2014 yilinda hastaya mutasyon analizi yapilmis
ancak mutasyon tespit edilememistir. 2015 yilinda yaptigimiz bu caligmada hastada
E255K mutasyonu tespit edilmistir. Buna goére, hastada sekonder direng gelistigi

distiniilmektedir.

D241G ve C369C mutasyonlarinin frekansi % 4.4’tiir. D241G mutasyonu 4. ekzonda
(P-loop) yer almaktadir. C369C mutasyonu 7. Ekzonda (C-loop) yer almaktadir.

K285N, A380T ve A366V mutasyonlarinin frekansi % 2.2 olarak tespit edilmistir. 28
nolu hastada tespit edilen K285N mutasyonu 5. ekzonda (Imatinib Baglanma
Bolgesinde) yer almaktadir. MMR elde edilemeyen bu hasta 4 yildir Imatinib (400
mg) tedavisi almaktadir. BCR/ABL transkript seviyesi ve hastanin diger klinik
verileri goz Oniine alinarak daha uygun bir bagka tedavi secenegine gegis yapilmasi
onerilmektedir. 40 nolu hastada tespit edilen A366V mutasyonu ekzon 7°de (C-loop) yer
almaktadir. 24 nolu hastada tespit edilen A380T mutasyonu ise ekzon 7’de (A-loop)
yer almaktadir. A-loop, Imatinib baglanma bolgesi oldugu icin, halen Imatinib (400
mg) tedavisi alan bu hastada BCR/ABL transkript seviyesi ve hastanin diger klinik
verileri goz Oniine alinarak daha uygun bir baska tedavi secenegine gegis yapilmasi

onerilmektedir.

45 hastanm 11’inde tespit edilen mutasyonlarin Imatinib tedavisine suboptimal yanit,
yamt kaybi ve direncin sebeplerinden biri olarak diisiiniilmektedir. Ozellikle 4
hastada tespit edilen E255K mutasyonu Imatinib ve Nilotinib tedavisine direngle

karakterize olan bir mutasyondur.
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Hastalarin yasi, cinsiyeti ile tespit edilen mutasyon arasinda anlamli bir iligki

gbzlemlenmemistir.

Direncle karakterize olan mutasyonlarin tespit edildigi hastalar en az 1, en ¢ok 11
yildir KML tanis1 almis, tedavi gérmekte olan hastalardir ve hepsinde baslangic
tedavisi olarak Imatinib kullanilmistir. 8 hastada MMR elde edilemeyince 2. Nesil
TKI olan Dasatinib veya Nilotinib’e ge¢ilmistir ve ilag degisimi olmasina ragmen bu
hastalarda hala MMR elde edilememistir. Bu durumun baslica sebebinin E255K gibi
BCR-ABL geni p-loop kisminda bulunan tedaviye direngle karakterize mutasyonlar
oldugu diisiiniilmektedir. Bu yiizden bu mutasyonlarin tespit edildigi hastalarda,
diger kliniksel veriler ile beraber degerlendirme yapilip mutasyon mevcudiyetine
gore ya 3. Nesil TKI tedavisine gecis ya da hastalifin daha net sonug¢ veren tedavi
yontemi olan somatik kok hiicre tranplantasyonunun uygulanmasi tavsiye
edilmektedir. 3 hastada hala Imatinib tedavisi devam etmektedir, bu hastalarda
BCR/ABL transkript seviyesi ve hastanin diger klinik verileri géz Oniine alinarak

tedaviye yanitsizlik durumunda en uygun TKI’ye gecis yapilmasi onerilmektedir.

MMR iizerine etkisi diisiiniildiigiinde, BCR-ABL geni Kinaz bolgesi mutasyonlarini
tespit ederek ilag se¢imi yapmanin ¢ok yararli oldugu diisiiniilmektedir. Bu sayede
hem genel sag kalim oram artabilir hem de daha iyi prognoz saglanabilir. Ozellikle
hastalarin olumlu yanit vermeyecekleri ilaglar ile uzun zaman gereksiz tedavilerinin

Oniine gecilmis olabilir. Tedavi maliyetleri de bu sayede en aza indirgenmis olabilir.

Bu calismada mutasyon tespiti i¢in dizi analizi yontemi kullanilmistir. Hastalarda
KD’de mevcut biitiin aminoaist degisimleri incelenmek istendigi i¢in dizi analizi
yontemi secilmistir. Farkli mutasyon analiz yontemleri kullanilarak BCR-ABL geni
Kinaz bolgesi mutasyonlarni tespit edilebilir. ASO PCR bu baglamda tavsiye
edilecek yontemlerden biridir. Mutasyon tespit etme hassasiyeti ¢cok basarilidir ve
cok diistik maliyetli olmasi avantajlidir. Dizi analizine kiyasla daha az zaman alic1 ve
daha basit bir yontemdir. Rutin olarak hastenelerde, BCR-ABL geni Kinaz
bolgesindeki tedaviye direngle karakterize olan belli bagli mutasyonlar: tespit etmek
icin kullanilabilir, her mutasyon i¢in ayr1 primer kullanilarak c¢aligmalar kolaylikla
stirdiiriilebilir. Dizi analizi yontemi ile yapilan bu calisma, ileride yapilacak ASO

PCR ¢alismalari i¢in temel teskil etmektedir.
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BCR-ABL geni Kinaz bolgesi mutasyonlarin tespiti konusunda daha genis hasta
popiilasyonu ile ve birden fazla mutasyon tespit etme yontemi kullanilarak yapilacak
caligmalara ihtiya¢ vardir. Bu calisma ve benzer calismalarin birikimli sonucu ile
hastanelerde KML hastalarinin tan1 ve tedavi takibini kolaylastiracak nitelikte olan
mutasyon analizi uygulamasimin hayata gecirilmesi, hem hekimler hem de hastalar

icin ¢ok yararli olacaktir.
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