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OZET

Bashik: Trizomi 8 anomalisine sahip AML ve MDS olgularinda IDH1 ve IDH2

gen mutasyonlarinin aragtirilmasi

Amag: Bu calisma ile; izole trizomi 8 anomalisi saptanan AML ve MDS tanili
olgularda, IDH1 ve IDH2 genlerindeki mutasyonlar arastirilmistir. Buna bagli olarak
ilgili genlerin mutasyonel durumunun; goriilme siklig1 trizomi 8 ile iligkisi ve klinik

heterojeniteye olan katkisinin degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Yontem: Konvansiyonel ve molekiiler sitogenetik analizlerle izole trizomi 8
anomalisi saptanan 23’ AML, 22’si MDS tanili olmak tizere 45 hastada; IDH1 ve
IDH2 genlerinin 4. eksonlarinda IDH1 i¢in R132, IDH2 ig¢in R140 hotspot

mutasyonlarinin analizi Real- time PCR yontemi ile gergeklestirilmistir.

Bulgular: Akut miyeloid 16semi ve MDS tanili olgularda IDH1 ve IDH2 gen
mutasyonlarina yonelik gerceklestirilen Real- time PCR ¢alismamizin sonucunda;
caligmaya dahil edilen 1 AML ve 1 MDS tanili olmak iizere 2 hastada yalnizca IDH1,
MDS tanili 1 hasta da ise yalnizca IDH2 geninde heterozigot mutasyon varlig
saptanmistir. Akut miyeloid 16semi tanili 1 hastada ise ilgili genlerin her ikisinde de
heterozigot mutasyon saptanmistir. Akut miyeloid 16semi ve MDS tanili hastalarda +8
anomalisinin  IDH1 ve IDH2 mutasyonlarinin birlikte saptanmasi agisindan
aralarindaki iligki, mutasyon saptanan hasta sayisinin az olmasi sebebiyle istatistiksel

olarak degerlendirilememistir.

Sonuclar: Elde edilen veriler AML ve MDS olgularinda +8 ile IDH1/2
mutasyonlarinin birbirine eslik etmedigini destekler niteliktedir. Ancak mutasyon
saptanan olgular Kklinik verileriyle birlikte degerlendirildiginde, ilgili gen
mutasyonlariin agir seyreden prognoz ve AML’de tedavi direnci ile iligkili
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Calismamizin sonucunda trizomi 8 saptanan AML ve
MDS olgularinda IDH1/2 mutasyonlarinin olumsuz prognostik etki gosterdigine dair
bilgilerin kesin olarak ortaya koyulabilmesi i¢in daha fazla vakada ilgili gen

mutasyonlariin arastirilmasina ihtiyag¢ oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: AML, MDS, Trizomi 8, IDH1, IDH2



SUMMARY

Title: Investigation of IDH1 and IDH2 gene mutations in AML and MDS cases with

trisomy 8 anomaly

Objective: With this work; investigation of mutations in IDH1 and IDH2 genes
in AML and MDS cases with isolated trisomy 8(+8) anomaly and determining their
incidence in both disease groups; to determine whether these gene mutations are
effective in the clinical difference beyween the two groups by revealing the difference

between them in terms of related gene mutations was aimed.

Method: In 45 patients, 23 of whom were diagnosed with AML and 22 with
MDS, isolated trisomy 8 anomaly was detected by conventional and molecular
cytogenetic analyzes; analysis of hotspot mutations of R132 for IDH1 and R140 for
IDH2 in exons 4 of IDH1 and IDH2 genes were performed by Real- time PCR method.

Results: As a result of our Real- time PCR study conducted for IDH1 and IDH2
gene mutations in cases diagnosed with Acute myeloid leukemia and MDS;
heterozygous muttaion were found in only IDH1 gene in 2 patients which are 1 of
these is AML and another is MDS and only IDH2 gene in 1 patient which is MDS.
Heterozygous mutations in both of the relevant genes were detected in 1 patient with

acute myleoid leukemia.

Conclusion: The obtained data is support that +8 and IDH1/2 mutations do not
accompany each other in AML and MDS cases. However, when the cases with
mutations were evaluated together with their clinical data, it was suggested that the
relevant gene mutations may be associated with poor prognosis and treatment
resistance in AML. As a result of our study, it was concluded that there is a need to
investigate the relevant gene mutations in more cases in order to definitively reveal the
negative prognostic effects of IDH1/2 muttaions in AML and MDS caes with trisomy
8.

Keywords: AML, MDS, Trisomy 8, IDH1, IDH2
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1. GIRIS VE AMAC

Akut miyeloid 16semi (AML) ve Miyelodisplastik neoplazi (MDS)’de bir¢ok gen
mutasyonu ve kromozomal degisimler saptanmasi sebebiyle genetik agidan bir
heterojenite s6z konusudur. Ayrica ilgili tanilarda ortak genetik degisimlerin gézlendigi
de literatiirde yer alan veriler arasindadir. Bu ortak degisimlerden trizomi 8; orta
prognostik ve en sik saptanan sayisal kromozom anomalilerinden biridir. iki tani
grubunda en sik karsilasilan gen mutasyonlar1 arasinda da IDH1 ve IDH2 gen
mutasyonlar1 yer almaktadir. Bu gen mutasyonlari, kisa progresyonsuz sagkalim (PFS)
ve total sagkalim (PS)’ye sebep olmasi nedeniyle kotli prognostik belirte¢ olarak kabul
edilseler de yeni tedavi hedefi olarak kilavuzlarda yer almasi umut verici bir gelisme
olarak goriilmektedir. Ayrica son yillarda yapilan ¢alismalarda IDH1 ve IDH2 gen
mutasyonlarinin trizomi 8’e, diger kromozomal anomalilere gore daha sik eslik ettigi de

bildirilmektedir.

S6z konusu iki hastalik grubunda ortak genetik aberasyonlar saptanmakta olsa da
AML ve MDS klinik acidan oldukga farklilik gostermektedir. Akut miyeloid 16semi
oldukg¢a agresif seyreden bir l6semi tiirii olmasina ragmen, MDS’nin klinik seyri
AML’ye gore daha 1yi seyirlidir. Ancak MDS hastalarinin AML’ye doniisiim riskleri de
oldukgca yiiksektir.

Bu caligmada; konvansiyonel ve molekiiler sitogenetik analizler ile orta
prognostik bir biyo belirte¢ olarak kabul edilen, izole trizomi 8 (+8) saptadigimiz 45
olguda (23 AML ve 22 MDS) IDH1 ve IDH2 genlerindeki en sik karsilagilan hotspot
mutasyonlarin arastirilmast ve her iki hastalik grubunda goriilme sikliklarinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bdoylelikle, ortak orta prognostik belirte¢ olan +8
anomalisine sahip AML ve MDS olgularinin IDH1 ve IDH2 gen mutasyonlariin
sikliklar1 agisindan aralarindaki fark ortaya koyularak, iki grup arasindaki klinik

farklilikta bu gen mutasyonlarinin etkisinin ortaya koyulmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hematolojik Maligniteler

Embriyonik gelisim ve yetigkinlik boyunca kan hiicrelerinin biiyiik bir kisminin
tiretimi hematopoez olarak adlandirilmaktadir ( Jagannathan- Bogdan, at al., 2013).
Hormonlar, sitokinler, biliylime ve transkripsiyon faktorleri gibi cesitli kompleks
mekanizmalar aracilifiyla gerceklesen hematopoez; bu mekanizmalarin molekiiler
deragiilasyonu sebebiyle hematolojik malignitelere yol acabilmektedir. (Giinden, G.,
2020).

Klinik ve genetik acidan yiiksek heterojenite gosteren l6semi; mutasyonlarin
birikmesi sonucu ortaya ¢ikan genetik bir hastaliktir (Isik, S., 2020). Losemiler
prognozuna gore akut (hizli ilerleyen) ve kronik (yavas ilerleyen), hiicre orijinlerine

gore ise miyeloid ve lenfoid olarak gruplandirilmaktadir. (Giinden, G., 2020).

| |
I I | I |
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Sekil 2.1. Hiicre orijinine gore 16semilerin gruplandirilmasi (Giinden, G., 2020).

Hematolojik malignitelerde hastalifin prognozuna ve patogenezine etkisi oldugu
bilinen kromozom anomalileri; spesifik farklilasma ve proliferasyon yolaklarinin
aktivasyonunu saglayarak hastalik progresyonuna katkida bulunan yapisal kromozom
anomalileri olabilecegi gibi, Oploidi veya andploidi gibi klonlara yol acan sayisal

kromozom anomalileri de olabilmektedir (savli et al., 2013).



2.2. Miyelodisplastik Neoplazi (MDS)

Miyelodisplastik neoplazi hematopoezdeki basarisizlik sonucu ortaya ¢ikan;
hiicresel disfonksiyon, hiperplastik kemik iligi ve periferik kanda sitopeni ile karakterize
AML’ye transforme riski oldukca yiiksek olan klonal bir hastaliktir. (Karantanos &
DeZern, 2021; Saumell at al., 2015).

Sekil 2.1. ‘de hematolojik malignitelerdeki yeri belirtilen MDS; miyeloid seriye
farklilasan hematopoetik kokenli hiicrenin neoplastik transformasyonu sebebiyle

olusmaktadir (Karantanos & DeZern, 2021; Saumell at al., 2015).
2.2.1. Risk siiflandirmasi

Miyelodisplastik neoplazide prognoz ve tedavi yaklagiminda risk siniflandirmasi
oldukca onemlidir. Giinlimiizde hematolojik parametreler ve sitogenetik anomalilere
dayali tablo 2.1. ‘de 6zetlenen Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-
R) bu amagla kullanilmaktadir. Evrensel olarak risk siniflandirmasi i¢in kullanilan
IPSS-R MDS’de; ¢ok diisiik, diisiik, orta, yliksek ve cok yiiksek olmak iizere 5 risk

kategorisi tanimlamaktadir.

Tablo 2.1. Miyelodisplastik neoplazi IPSS — R simiflandirmasi (Guideline, N., 2022).

IPSS-R Risk [Tiim Skor Tedavisiz  Sagkalim [Tedavisiz %25 AML
Kategorisi (%0) 'Y1lOrtalamasi Progresyonu(Yil)

Cok Diisiik (19) <15 8.8

Diisiik (38) >1.5-<3.0 5.3 10.8

Orta (20) >3.0-<45 3 3.2

Yiiksek (13) >4.5-<6.0 1.6 1.4

Cok Yiiksek (10) >6.0 0.8 0.7

22 Haziran 2022°de DSO tarafindan yayinlanan miyeloid ve lenfoid neoplazmalar
smiflandirmasmin 5.  baskisim1 kapsayan 2 yayimina gore artik miyelodisplastik

neoplazma olarak adlandirilan MDS’nin siniflandirmasi tablo 2.2. ‘de 6zetlenmistir.
3



Yeni alt gruplandirma, daha dogru bir siniflandirma ve dolayisiyla hedefe yonelik
tedaviler icin temel saglamayr amaglamaktadir. Bu smiflandirmayla birlikte;
Miyeloproliferatif — hastaliklar/  sendromlar grubunda degerlendirilen MDS,
miyelodisplastik neoplazi olarak yeniden adlandirilmistir. Ancak MDS kisaltmasinin

korunmasi karar1 alinmistir. ( Cazzola, M., 2022).

Tablo 2.2. DSO MDS smiflandirmasi (Guideline, N., 2022).

Genetik anomalilerine gore MDS

Diisiik blast sayis1 ve izole 5q delesyonu (MDS-5q)

Diisiik blast sayis1 ve SF3B1 mutasyonu (MDS-SF3B1)

Biallelik TP53 inaktivasyonu (MDS-bi TP53)

Morfolojik yapilarina gore MDS

Diisiik blast sayis1 (MDS-LB)

Hipoplastik (MDS- h)

Artmus blast sayis1 ( MDS-IB)

Tablo 2.2. ‘de dzetlenen MDS’de DSO alt tipleri , sitopeni komplikasyonlari, ayn1
zamanda AML’ye transformasyona dayanan farkli 6liim riskleriyle iliskilendirilirken,
sitogenetik anormallikler MDS’de ek bir bagimsiz prognostik faktér olarak
degerlendirilmektedir. Konvansiyonel sitogenetik, gen sekanslama ile birlestirildiginde,
hastalarin %90’1indan fazlasinin somatik bir lezyon tasidigr goriilmiistiir. Ayrica
hastalarin  bir kismmin miyeloid neoplazmalara yatkinlik kazandiran germ hatti
varyantlarina sahip oldugu da literatiirde verilen bilgiler arasinda yer almaktadir. Bu
sebeple; MDS’de prognoza yonelik hematolojik parametreler, sitogenetik anomaliler ve
gen mutasyonlarinin dikkate alindigi International Prognostic Scoring System —
Molecular (IPSS- M) gelistirilmistir. Miyelodisplastik neoplazi olgularinda etkili bir

risk siniflandirmasi saglayan IPSS- M; 16semisiz sagkalim, OS ve AML doniisiim gibi

4



risk degerlendirmeleri ve tedavi kararlari i¢in olduk¢a 6nemli bir yaklagimdir. IPSS- M

siniflandirmasi tablo 2.3.’de 6zetlenmistir. (Cazzola, M., 2022).

Tablo 2.3. Miyelodisplastik neoplazi IPSS-M smiflandirmasi (Guideline, N., 2022).

Ana Etkili Genler Rezidiiel Genler
TP53 BCOR
MLL BCORL1
FLT3 CEBPA
SF3B1-5q ETNK1
NPM1 GATAZ2
RUNX1 GNB1
NRAS IDH1
ETV6 NF1
IDH2 PHF6
CBL PPM1D
EZH2 PRPF8
U2AF1 PTPN11
SRSF2 SETBP1
DNMT3A STAG2
IASXL1 WT1
KRAS
SF3B1l-a




2.2.2. Klinik ve epidemiyolojik 6zellikler

Insidans1 8-12/100.000 olan MDS genellikle ileri yas hastalig1 olarak bilinmekle
birlikte genc yastaki bireylerde de goriilebilmektedir. Yaklasik %86°s1 tan1 aninda 60
yas ve lizeri olan MDS hastalarinda ortanca yas siklikla > 65 yildir. Tedavi iligskili MDS
disinda 50 yas altinda ise vakalarin genellikle sadece %6’s1 teshis edilebilmektedir.
Ulkemizde hastaligm sikligmi belirlemeye yonelik detayli epidemiyolojik veriler
bulunmamaktadir. Ancak ABD’de yaklasik olarak yilda 15.000 vakaya MDS teshisi
konmakla birlikte 2030 yilina kadar 6zellikle 65 yas iistii bireylerde bu sayinin iki katina
cikmasi beklenmektedir (Balakishiyeva, E., 2022). Miyelodisplastik neoplazide klinik
ozellikler alt gruplar ve bireyler arasinda yiiksek heterojenite gostermekle birlikte;
olgularda genellikle periferik sitopeniler ve anemi goriilmektedir. Buna bagl olarak da
anemi ile iligkili semptomlar (yorgunluk, solunum gii¢liigii, kalp yetmezIligi) MDS’de
en sik karsilagilan klinik ozelliklerdir. Diger semptomlar arasinda trombositopenti,
trombosit disfonksiyonu kaynakli kanama ve notropeni kaynakli enfeksiyon
komplikasyonlari goriilmekle birlikte; MDS’de 6liime neden olan temel sebepler
arasinda kanama ve enfeksiyon yer almaktadir. Bunlara ek olarak klinikte MDS tanisi
konabilmesi i¢in gerekli kriterler asagidaki sekilde siralanmistir (Karantanos & DeZern,
2021; Saumell et al., 2015).

Displazi

Hematopoetik kok hiicrede sitogenetik anomaliler
Sitopeni veya anemi

Kemik iligi blast sayisinda artis (%5)

Ring sideroblast (>%15)

o & w0 D

2.2.3. Patogenez ve prognoz

Miyelodisplastik neoplazi klonal hematopoetik kdk hiicrelerin kemik iligi mikro
cevresinin ve bunlarin karmasik etkilesimini kapsayan kompleks bir hastalik oldugu i¢in
hastaligin etyolojisi ve patogenezi heniiz tam olarak anlagilamamistir. Miyelodisplastik
neoplazide genellikle karsilasilan; displastik degisimleri genomik instabilite basarisiz
hematopoez, klonal gelisim ve anormal miyeloid farklilasma durumlart 16semik
progresyon sayilabilmektedir. Bu siirecte rol alan en 6nemli oyuncular farkli mekanizma

ve yolaklar1 kontrol eden genlerdeki degisimler ve ¢ogunlukla miyeloid malignitelerle
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ortak olabilen kromozom anomalileridir (Aras, B. D., 2021). Hastaligin ilk agamalarinda
gerceklesen kromozomal anomalileri gen mutasyonlar1 ve epigenetik degisimlerin

fonksiyonel sonuglar1 ise heniliz tam olarak belirlenememistir (Karantanos & DeZern,
2021).

\
Ve

P

Mezenkimal

kok hilcreler
Klonal gogalma AML'ye progresyon riski
(ek kromozomal anomaliler veya

Sitopeni
olusumu

gen mutasyonlan olugumu)

Sekil 2.2. Miyelodisplastik neoplazinin patogenezi (Ades, L., 2018).

Miyelodisplastik neoplazi prognostik markerlar agisindan da yiiksek bir
heterojenite gdstermektedir. Bunun temel sebeplerinden biri; prognostik marker kabul
edilen sitogenetik anomalilerin degiskenligidir. Bu sebeple hastaligin molekiiler
patogenezinin anlasilmas: biiyiik onem tasimaktadir. Miyelodisplastik neoplazi tanili
olgularin yaklasik %40-50’s1 sitogenetik anomalilere sahiptir; bu baglamda sitogenetik
analizler MDS’nin tanisinda, prognozunda ve AML’ye transformasyonunun

degerlendirilmesinde kritik bir rol oynamaktadir.
2.2.4. Sitogenetik degisimler

Miyelodisplastik neoplazide siklikla goriilen sitogenetik degisimler en son 2022
yilinda The International Concensus Classification (ICC) ve Diinya Saglik Orgiitii

(DSO) tarafindan siniflandirilmis olup, yeni siniflandirma tablo 2.2 ‘de 6zetlenmistir.

Miyelodisplastik neoplazi tanili hastalarin %40-50’sinde sitogenetik anomaliler
saptanmaktadir (Hoff, F. W., & Madanat, Y. F., 2023). En sik goriilen kromozomal
anomaliler arasinda -7/del(7q), -5/del(5q) gibi kromozom kayiplariyla birlikte,
kromozom kazanglartyla sonuglanan trizomi 8, trizomi 19 ve trizomi 21 gibi anomaliler
yer almaktadir ( Sekeres, M. A., & Taylor, J., 2022). Bu anomaliler izole olarak
gorilebildigi gibi eslik eden kromozomal anomaliler veya gen mutasyonlar1 da

goriilebilmektedir. Eslik eden anomalilerin varligi prognozu ve transformasyonu kotii
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yonde etkileyebilmektedir (Karantanos & DeZern, 2021; Samuell et al., 2015). Ozellikle
trizomi 8 MDS’de en sik goriilen trizomi olmakla birlikte prognoza olan etkisi yiiksek
bir heterojenite gostermektedir. Bunun altinda yatan sebep heniiz tam olarak

anlagilamamistir (Coskun et al., 22020).
2.2.5. Molekiiler degisimler

Hizla gelisen teknolojiyle birlikte yeni molekiiler genetik tekniklerle MDS’de
hastaligin prognozu ve patogenezini etkileyen ve olgularinin yaklasik %75- 80’inde
goriilen somatik gen mutasyonlar1 saptanmistir. Miyelodisplastik neoplazide sik goriilen
gen mutasyonlari tablo 2.4.’de 6zetlenmistir (Tablo2.4.). Genellikle kétii prognoz ile
iliskili bu gen mutasyonlari; sitokin sinyal iletim yolaklar1 (RAS genler), histon
modifikasyonlar1 (ASXL1, EZH2 genleri), DNA metilasyonu (IDH1/2, DNMT3A, TET2
genleri) ve Splaysozom (SF3B1, SRSF2 genleri) olmak tizere dort temel fonksiyonel
gruptan olusmaktadir (Liu et al., 2021; Nm, W, A, V, & A, 2021; Xu et al., 2017).



Tablo 2.4. Miyelodisplastik neoplazide sik goriilen gen mutasyonlari (Liu, M.,

2021).
Gen Mutasyon Sikhigi (%0) Gen Fonksiyonu
SF3B1 15-30
U2AFL 5-10 Splaysozom
SRSF2 510
ASXL1 10-20
EZH2 3-7 Histon Modifikasyonu
RUNX1 5-15
TP53 5-10 Transkripsiyon Faktori
N-/K-RAS 5-10
JAK2 3-4 Sinyal iletim
TET2 15-25
PrMTSA 5-10 DNA Metilasyonu
IDH1/2 4-12

2.2.6. MDS’den AML’ye transformasyon

Hematopoetik kok hiicre ve onciil hiicrelerin klonal hematopoezinden kaynakli
olusan MDS; hem klinitk hem de genetik ac¢idan yiliksek heterojenite gosteren bir
miyeloid hastaliktir. Genellikle AML’ye transformasyon riski yiiksek olan MDS’de
olgularin %30- 40’onda AML progresyonu goriilmektedir. Bu durum %20 iizerine ¢ikan
blast orani ile iligkilidir. Blast oranindaki bu artisin ¢esitli kromozomal ya da
mutasyonel genetik anomalilerden kaynaklandigi bilinmektedir. Miyelodisplastik
neoplazi tanili hastalarin %40- 50’sinde sitogenetik anomaliler saptanmaktadir. (Hoff,
F. W., & MadanatY. F., 2023). En sik goriilen kromozomal anomaliler arasinda -
7/del(7q), -5/del(5q) gibi kromozom kayiplariyla birlikte, kromozom kazanglariyla
sonuglanan trizomi 8, trizomi 19 ve trizomi 21 gibi anomaliler yer almaktadir. Ayrica
hastalarin 6nemli bir kism1 6zellikle AML progresyonu siirecinde ek kromozomal

anomaliler kazanmaktadir (Tripon, F., 2023).
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Yapilan c¢alismalar bu ek kromozomal anomalilerin MDS hastalarinda AML
progresyonu agisindan yiiksek risk olusturdugunu belirtmektedir. Ek olarak
Meggendorfer ve arkadaslarinin yaptigi calisma +8 anomalisine sahip MDS olgularinda
diger grup MDS olgularina oranla AML progresyon riskinin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Sekil 2.3. ‘de de belirtilen 5. kromozomun ve 5. kromozomun uzun kol
kayiplari, 7. kromozom ve 7. kromozomun uzun kol kayiplari, 12. kromozomun kisa
kol kayiplari, 20. kromozomun uzun kol kayiplari ve cinsiyet kromozomlarindan Y
kromozomunun kaybiyla birlikte 8, 19 ve 21. kromozom trizomileri genellikle MDS
olgularinda en sik karsilasilan kromozomal anomalilerdir. Diger yandan, inv3/t(3;3), 6.
kromozomun kisa kol kayiplari, kompleks karyotip veya 7. kromozom anomalilerine
eslik eden ek kromozomal anomaliler ise genellikle 16semi progresyonu gelisen MDS

olgularinda daha sik goriilmektedir (Tripon, F., 2023).

Miyelodisplastik neoplazide izole anomaliler, double anomaliler ve kompleks
karyotipler gibi farkli kromozomal anomalilerin yarattig1 genetik heterojenite géz oniine

alindiginda MDS’de sitogenetik aragtirmanin altin standart oldugunu séylemek gerekir

(Montalban- Bravo, G., 2019).

Sltogenml\ anomaliler
Kromozom kaybi: -5 del(\q) - 3
7idel(7q), del(11q), del(12p <5 . AML
17 del(17p), del(20q), -Y 30.30 \ Blecs
+ Kromozom kazanci: +8, +19, . \ ast

21 MDS %20
Blast< MDS/AML transformasyonunda gelisen
%20 sltocenenk anomaliler
204 Ek kromozom anomalileri

o) » Inv(3)/ 1(3;3), -7/del(7q)
* Kompleks karyotip
No'rmal * 7. kromozom anomalilerine ek diger
HKH kromozomal anomaliler
* Double anomali

Sekil 2.3. MDS/AML transformasyonunda sitogenetik anomalilerin 6nemi (Tripon,

F.,2023).
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Miyelodisplastik neoplazi vakalarmin  yaklagik yarisinda kromozomal
anomalilerin bulunmamasi MDS patogenezinde gen mutasyonlarinin da sorumlu
olabilecegini diisiindiirmektedir. Miyelodisplastik neoplazi %78- 90 siklikta cesitli
somatik mutasyon paternleri gostermektedir. Goel ve arkadaslart MDS ve 16semi
progresyonu gosteren MDS’lerde ortak bu gen mutasyonlarini; Splaysozom genleri,

epigenetik modifikasyonlar, transkripsiyon faktorleri ve hiicresel sinyal genleri olmak

tizere dort ana gruba ayirmistir (Tablo 2.6.) (Goel, H., 2021).

Tablo 2.5. Miyelodisplastik neoplazi ve AML transformasyonunda ortak olarak

goriilen gen mutasyonlar1 (Tripon, F., 2023).

Splaysozom Epigenetik Transkripsiyon Hiicresel
genleri modifikasyonlar faktorleri sinyal
genleri
SF3B1 TET2 RUNX1 NRAS
U2AF1 DNMT3A CEBPA KRAS
SRSF2 ASXL1 GATA2 FLT3
EZH2 IDH1/1IDH2
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P53
EZH2
DNMT3A

JAK2

ASXL1 GATA?2
RUNX1 PTPN11
CBL

SRSF2

TP33 ’a ::nl?;pmm Ep:ggnzlikm Transkripsiyon J s e

MDS / AML Progresyonu B

V
Sekil 2.4. Prognostik risk ve mutasyon olusma sirasina gére MDS’nin AML’ye

progresyonunda rol oynayan gen mutasyonlart (Tripon, F., 2023).

Splaysozom genlerindeki ve epigenetik modifikasyon genlerindeki mutasyonlar
hem MDS’de hem de MDS’de transformasyonlu AML’lerde yaygin olarak
gozlenmektedir. Erken donemde ortaya c¢ikan bu mutasyonlar MDS patogenezine
katkida bulunmaktadir. Hiicresel sinyal iletiminde yer alan gen mutasyonlar1 genellikle
ikincil olarak ortaya ¢ikmaktadir. IDH1 ve IDH2 genlerininde i¢inde oldugu epigenetik
diizenlemede yer alan genlerin mutasyonlari ise genellikle MDS progresyonu sirasinda
meydana gelmektedir. Basta EZH2, ASXL, SETBP1, BCOR ve IDH2 olmak {izere
epigenetik modifikasyon proteinlerini kodlayan genleri ilgilendiren mutasyonlarin
MDS’de kétii prognostik 6zellik gosterdigi bilinmektedir. Apoptoz ve proliferasyon
arasindaki dengesizlik, klonal genislemeye yol acabilmekte ve MDS transformasyonu
ile iliskili olabilecegi diisliniilmektedir. Buna yonelik MDS’nin AML’ye
transformasyonu i¢in “iki vuruslu” bir model Onerilmistir. Bu modele gore TET2,
RUNX1 gibi hiicresel farklilasmayi tetikleyen genlerdeki mutasyonlar ilk vurusu
saglarken, FLT3, NPM1, IDH1/2 gibi hiicre proliferasyonunu etkileyen genlerdeki
mutasyonlar ikinci vurusu saglamaktadir. Ozellikle IDH1 ve IDH2 mutasyonlart MDS

hastalarinda yaklasik %5 oraninda goriilmektedir. Buna yonelik yapilan c¢alismalar
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IDH1’deki mutasyonlarin akut 16semiye doniisiim riskini 6nemli 6l¢iide arttirmadigin,
buna karsin IDH2 mutasyonunun varligimin AML’ye evrimlesme riskinin artmastyla

iligkili oldugunu belirtmektedir (Hosono, N., 2019; Goel, H., 2021; Tripon, F., 2023).

2.3. Akut Miyeloid Losemi

Akut miyeloid 16semi hem fenotipik hem de genotipik olarak yiiksek heterojenite
gosteren, hematopoetik prekiirsor hiicrelerde genetik degisimler sonucu blast hiicre
popiilasyonunun artmasiyla karakterize bir hastaliktir. Buna ek olarak saglikli

hematopoetik hiicre liretiminde de azalma meydana gelmektedir.

Sekil 2.1.’de AML’nin hematolojik malignitelerdeki yeri gosterilmistir (Sekil
2.1).

2.3.1. Risk siniflandirmasi

Akut miyeloid 16seminin DSO smiflandirmasimi 2022 yilinda giincelleyen ICC;
AML’yi tanimlamak igin blast esiklerinde ve yeni genetik belirteclerde degisiklikler
sunarak, sitogenetik ve mutasyon profilleri tarafindan tanimlanan simiflandirma
spektrumunu daha da genisletmistir. Hastaligin heterojenite gosteren fenotipi ve
prognozu lizerindeki agir basan etkilerinden dolay;; AML’nin smiflandirmasinin
tanimlanmasinda genetik anomalilere oOncelik verilmektedir. Terapi iligkili MDS;
MDS/MPN gibi ek durumlar ise birincil taninin niteleyicileri olarak belirtilmektedir.
Buna gore AML icin genetige dayali yeni risk siniflandirmasi tablo 2.6.°da
Ozetlenmistir. Tabloya bakildiginda yeni risk simiflandirmasindaki  6nemli

degisikliklerde;

1) FLT3-ITD’li tim AML’ler artik alelik oran veya NPM1 mutasyonunun eslik
etme durumuna bakilmaksizin orta risk grubunda siniflandirilmaktadir.

2) Miyelodisplazi ile iligkili gen mutasyonlart olan AML’ler artik kot risk
grubunda smiflandiriimaktadir. Buna gore; ASXL1 ve/veya RUNX1 genleri ve
miyelodisplazi ile iliskili BCOR, EZH2, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 veya
ZRSR2 genlerinden en az birinde bulunmasi kot risk olarak
siniflandirilmaktadir.

3) Kotii prognostik risk kategorisindeki sitogenetik anomalilerin varliginda NPM1

mutasyonu bulunmas1 AML’de kétii risk grubunda tanimlanmaktadir.
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4) Yapilan son caligmalar CEBPA’nin leucine zipper bolgesini etkileyen in-frame
mutasyonlar1 bialelik ve monoalelik olmalarina bakilmaksizin iyi prognostik
risk grubunda siiflandirmaktadir.

5) MECOM genini iceren t(3926.2;v) veya KAT6A::CREBBP fiizyon geni ile
iligkili t(8;16)(pl1;p13) dahil olmak iizere, hastaligi tanimlayan tekrarlayan
sitogenetik anomaliler kotili prognostik risk grubuna dahil edilmektedir (D6hner,

H., etal., 2022; Stone, R., M., et al., 2022).

Yapilan caligmalar ile IDH1 ve IDH2’ninde i¢inde oldugu diger genlerdeki
mutasyonlar incelenmistir. Ancak ¢aligma sonuglart bu genlerin heniiz ayr1 bir
prognostik risk grubunda siiflandirilmasini tavsiye edememektedir (D6hner, H., et al.,
2022).
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Tablo 2.6. Akut miyeloid 16semide genetige dayali risk siniflandirmasi
(Dohner, H., et al., 2022).

Risk

Kategorisi

Genetik Anomali

Iyi

>

Y VvV

t(8;21)(922;922.1)/ RUNX1:: RUNX1T1
inv(16)(p13.1g22)veyat(16;16)(p13.1;022)/CBFB::MYH11
FLT3-ITD eslik etmeyen NPM1 mutasyonu

bZIP in -frame CEBPA mutasyonu

Orta

YV V VYV V

FLT3-ITD eslikli NPM1 mutasyonu
FLT3-ITD eslikli wtNPM1
t(9;11)(p21.3; q23.3)/MLLT3::KMT2A

Diger prognostik risk gruplarinda yer almayansitogenetik

ve/veya molekiiler anomaliler

Koti

A\ vV V VYV VY V

vV V VY V V¥V

t(6;9)(p23.3;gq34.1) / DEK::NUP214

t(v; 11g23.3)/ KMT2A- yeniden diizenlenmeleri
t(9;22)(934.1;q11.2) /BCR:: ABL1

t(8;16)( p11.2;p13.3) /IKAT6A::CREBBP
inv(3)(q21.3926.2) veya t(3;3)(q21.3;026.2)/
GATA2, MECOM(EVI1)

t(3926.2;v) /MECOM(EVI1)- yeniden

diizenlenmeleri

-5 veya del(5q); -7; -17/abn(17p)
Kompleks karyotip

Monozomal karyotip

Mutant TP53

Mutant ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1,SRSF2,
STAG2, U2AF1 ve/veya ZRSR2
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2.3.2. Klinik ve epidemiyolojik 6zellikler

Akut miyeloid 16semi tipik olarak ileri yas l0semisi olmakla birlikte her yasta
gorilebilmektedir ve eriskin cagda en sik rastlanan I6semi tiirtidiir. Akut 16semilerin
yaklasik %20’sini olusturan AML kanser kaynakli 6liimlerin %1’ini olusturmaktadir.
Tan1 aninda ortanca yas 65 olarak bildirilen AML’nin kadinlara oranla erkeklerdeki
insidans1 daha yiiksek olmakla birlikte yasla paralel bir sekilde insidansinda artig
gorilmektedir (Hanedar, E., 2021; Celebi, H., S., 2014). Tiim yas gruplarinda;
sitopeniler, anemi semptomlar1 (yorgunluk, nefes darligi) ve nétropeni gibi benzer
klinik 6zellikler gostermekle birlikte bu klinik 6zellikler; kemik iligindeki blast orani,
sitogenetik anomaliler ve eslik eden gen mutasyonlarina bagli olarak heterojenite
gostermektedir. Insidans1 5-8 /100.000 olan AML’de kesin bir taninin koyulabilmesi
igin 2022 yilinda giincellenen DSO ve ICC verilerine gore; kemik iligindeki blast

oraninin > %20 olmas1 gerekmektedir.
2.3.3. Patogenez ve prognoz

Kemik iliginde baglayarak lenf nodu, karaciger ve hatta merkezi sinir sistemi gibi
viicudun farkli bolgelerine metastaz yapabilme riski bulunan AML’nin altinda yatan
sebepler tam olarak bir kesinlik kazanamamistir (Aydm, B., 2020). Ancak yapilan
caligmalar gesitli endojen ve eksojen faktorler ve ¢esitli malign veya benign hematolojik

hastaliklarin AML olusumunu tetikleyebilecegini gostermektedir (Ozcan, A., 2015).

Kemik iligindeki blast hiicrelerinin olgunlagmasi sonucu graniilosit ve monositler
olugmaktadir. Akut miyeloid 16semi siklikla tekrarlayan kromozomal anomalilerin ve
bu anomalilerin prognoz Tlzerindeki etkilerinin anlagilmasiyla birlikte AML’nin
patogenezinin anlasilmasi onem kazanmistir. Akut miyeloid 16semi; anormal genetik
degisimlerin transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonunu degistirdigi, hem genetik hem
de epigenetik seviye de gen programlanmasinin bozuldugu bir 16semi tiirlidiir. Bu
genetik degisimlerin AML’nin prognozu ile de yakindan iligkili oldugu bilinmektedir
(Becker et al.,, 2014; Caramazza et al.,, 2010). AML prognozunda karsilasilan
heterojenitenin  altinda yatan sebebin de bu genetik heterojenite oldugu

diistiniilmektedir.
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Sekil 2.5. Akut miyeloid 16semi olusumu (Khawaja, A., 2016).

AML gelisimi ¢ok basamakli bir siire¢ olmasinin yaninda hastalik olusumu i¢in
en az iki genetik degisimin gerceklesmesi gerekmektedir. Bunun altinda yatan
sebeplerin anlagilabilmesi i¢in de hem fenotipik hem de genotipik heterojenite gosteren
AML’nin 16komogenez siireci ve buna bagl olarak da iligkili genetik degisimlerin

anlasilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.
2.3.4. Sitogenetik degisimler

Akut miyeloid 18semi; olgunlasmamuis blast hiicrelerinin kemik iligi ve periferik
kanda birikmesi ile Kkaralterize olan hematopoetik kok hiicrelerin malign bir
bozuklugudur. Genetik anomaliler, AML’lerin sinfilandirilmasinda ana faktorlerdir ve
DSO siniflandirmasma goére, AML hastalarmin {icte ikisinden fazlas1 sitogenetik
anomaliler ve gen mutasyonlarina gore siiflandirilmaktadir (Tripon, F., 2023). Akut
miyeloid 16semi tanili hastalarin yaklasik %50- 60 ‘inda translokasyon, delesyon,
inversiyon, monozomi ve trizomi gibi sayisal ve /veya yapisal kromozom anomalileri
goriilmektedir. Hizla gelisen analiz teknolojilerine ragmen, AML hastalarinda bu
anomalilerin degerlendirilmesinde konvansiyonel sitogenetik hala altin standarttir.

European Leukemia Network (ELN) tarafindan tanimlanan AML’de risk

17



simiflandirmasinda sitogenetik bulgular ana faktorler olarak yer almaktadir (Weinberg,
0. K., 2023). Buna gore genel bir bakis agisiyla; t(15;17), t(8;21) ve inv(16)/t(16;16) iyi
prognostik risk smiflamasinda kabul edilirken ; t(6:;9), inv(3)/t(3; 3), -5/del(5q), -
7/del(7q), t(9;22), abn(17p), 11g23°lin yeniden diizenlemeleri, kompleks ve Monozomal
karyotipler kotii prognostik risk grubunda yer almaktadir. Orta prognostik risk grubu ise
t(3;5), t(9;11), +8 anomalileri ve diger prognostik risk siniflandirmalarinda yer almayan

sitogenetik anomalileri icermektedir (Tablo 2.6. ) (Nilius- Eliliwi, v., 2023).
2.3.5. Molekiiler degisimler

Akut miyeloid 16seminin prognoz ve yonetiminde genetik degerlendirme oldukca
onemlidir. Ozellikle siniflandirma ve prognostik risk degerlendirmesinde sitogenetik
altin standart olmakla birlikte molekiiler analizler tamamlayict bir rol oynamaktadir.
Ayrica gen mutasyonlarinin tanimlanmasi karsinogenezin anlasilmasinda da kritik bir
rol oynamaktadir. Akut miyeloid 16seminin gen mutasyonlar ile iliskisinde; NPM1,
CEBPA, KIT ve FLT3 mutasyonlari 6n planda olmakla birlikte; DNMT3A, ASXL1,
IDH1 ve IDH2 gen mutasyonlar1 da nemli rol oynamakta ve yeni tedavi stratejilerinde
kilavuzlarda yerini almaktadir. Bu mutasyonlar AML’de kimerik gen olusumunu
tetikleyebilecegi gibi sinyal iletim yolaklar1 aktivasyonunu etkileyerek proliferasyona
sebep olabilmekte, transkripsiyon faktorlerini etkileyerek farklilagmaya katki
saglayabilmekte ve epigenetik mekanizmalar1 hedef alarak epigenetik modifikasyona

yol agabilmektedirler (Kayser, S., & Levis, M. J., 2023).
2.4. MDS ve AML’de Trizomi 8 Anomalisi

Akut miyeloid 16semi MDS ortak gen mutasyonlar1 ve kromozomal degisimler
iceren miyeloid malignitelerdir (Celebi, H. S., 2014; Karantanos &DeZern, 2021). ki
tan1 grubunun da yaklasik %70-80’inde sayisal ve yapisal kromozom anomalileri tespit
edilmektedir. Bu anomaliler arasinda trizomi 8 hem MDS hem de AML olgularinda en
sik karsilagilan sayisal kromozom anomalilerindendir. iki tan1 grubunda da tek basina
bulundugunda orta prognostik kabul edilen trizomi 8 olgularinin klinik olarak yiiksek
heterojenite gosterdigi bilinmektedir. Trizomi 8’in klinik heterojeniteye olan bu katkis1
heniiz a¢iklanamamaktadir. Bu durumun; trizomi 8 varliginda, 8. kromozomda lokalize
MYC gen dozajinda meydana gelen artmanin ve/veya trizomi 8’e eslik eden gen

mutasyonlarinin varligi veya kompleks karyotiple beraber goriilmesi durumlarn ile
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baglantili olabilecegi diislinlilmektedir. Miyeloid malignitelerde en sik karsilagilan
anomalilerden olmasina ragmen klinik heterojenite ve trizomi 8 iliskisi heniiz
aydinlatilamamistir. Bu baglamda; trizomi 8 ile iligkili yapilacak g¢alismalarin hem
literatiire hem de klinige olabilecek katkilar1 agisindan olduk¢a 6nemli ve gerekli oldugu

belirtilmektedir (Zhou et al., 2012; Barone, P., & Patel, S., 2023).
2.5. IDH1 ve IDH2 Genleri

Izositrat dehidrogenazl (IDH1) geni 2. kromozomun q33.3 bdlgesinde, IDH 2
geni ise 15. kromozomun q26.1 bolgesinde lokalizedir. IDH1 ve IDH2 lipid-glukoz
metabolizmas1 ve krebs dongiisiinde dnemli rol oynayan genlerdir. IDH1 ve IDH2,
normalde izositratin a-ketoglutarata (a-KG) donilisiimiinii katalize eden izositrat
dehidrogenaz izoformlarin1 kodlar. S6z konusu genlerin iiriinleri olan IDH1 ve IDH2
enzimleri NADP+ bagimlidir. Izositrat dehidrogenaz enzimi; nikotinamid adenin
diniikleotid’in (fosfat) (NAD(P)*)’in NAD(P)H’a indirgenmesi ve izositratin alfa
ketoglutarata doniisiimiinden sorumludur. Izositratin dehidrogenaz (IDH); TCA
dongiisli, glutamin metabolizmasi, adipogenez ve redoks diizenlemesi gibi ana
metabolik siireglerde yer alan temel bir enzimdir. Geri doniisiimlii reaksiyonlar
katalizleyen ve allosterik diizenleyicileri bulunmayan IDH1 ve IDH2 enzimlerinde;
IDH1 C-terminal tripeptite peroksizom hedefleyen sinyal 1 dizilimi igerip, sitoplazma
ve peroksizom gibi farkli bolgelerde lokalize olabilirken; N-terminal mitokondriyal
sintal peptidi igeren IDH2 genellikle mitokondride lokalizedir (Kozan, 2010;
Leventoglu, 2019).

Fzositrat dehidrogenaz 1 ve 2’deki (IDHI ve IDH?2) spesifik nokta mutasyonlari,
akut miyeloid 16semi, diisiik dereceli gliomalar ve kondrosarkomlar basta olmak tizere

cesitli kanserlerde siklikla goriilmektedir (Parker, S. J., & Metallo, C. M., 2015).

2.5.1. MDS ve AML’de IDH1 ve IDH2 mutasyonlari

Miyeloproliferatif —neoplazilerde siklikla karsilasilan IDH1 ve IDH2
mutasyonlarinin goriilmek sikligi; AML’de %10-20, MDs’de %3-5, MDS/AML’de ise
%15 olarak belirtilmektedir (Fortin, J., 2023). Miyeloid malignitelerde, IDH1 ve IDH2

mutasyonlarmin varligi, olgunlagsmamis hematopoetik hiicrelerin proliferasyon ve
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farklilagma basamaklarinda hematopoetik ve lokomogenik diizenleyicilerin
ekspresyonu ve aktivasyonunda bozulmaya yol acarak 16komogenezi tesvik etmektedir
(Abaza, Y., 2023; Fortin, J., 2023).

Trizomi 8 anomalisine sahip AML olgularinda NK-AML olgularinda IDH1 ve
IDH2 gen mutasyonlari yaklasik %25 oranla daha sik saptanmaktadir (Ozcan, A., 2015;
Fortin, J., 2023). Ozellikle miyeloid malignitelerde IDH1 i¢gin R132, IDH2 igin ise R140
ve R172 en sik rastlanan mutasyonlardir. Miyelodisplastik neoplazi tanili olgularda
IDH2 i¢in R140 mutasyonu daha sik goriildiigii bildirilmektedir. IDH mutasyonlarinin
varliginin prognostik etkisi, teshis sirasindaki hesaplama durumu ve mutasyonun
spesifik konumundan etkilenebilmektedir (IDH1 R132, IDH R140 ve IDH2 R172 ).
Ozellikle AML’li hastalarda mutasyona ugramis IDH’nin prognostik énemi belirli hasta
alt gruplarinda genetik ve klinik olarak yiiksek heterojenite gostermesinden dolayi

tartismali olmaya devam etmektedir ( Bill, M., 2023).

Yukarida belirtilen mutasyonlar [ R132(IDH1), R172 (IDH2) ve R140 (IDH2)]
ilgili genlerin 4. eksonunda meydana gelmekte olup, genellikle missense mutasyonlar
olarak saptanmaktadirlar. Bu mutasyonlar sonucunda 3 spesifik arjinin kalintisi
etkilenmektedir (Savl et al., 2013; Wang, N., et al. 2017-). Malignitelerde genellikle
enzimin aktif kisminda bulunan arjinin rezidiisii iizerinde meydana gelen IDH1 ve IDH2
mutasyonlart sonucu mutant IDH1 ve IDH2 proteinleri olusumu gézlenmektedir. Bu
mutant IDH1 ve IDH2 proteinler ise; normal fizyolojik kosullarda hiicre igerisinde
birikimi kisith bir onkometabolit olan D-2 hidroksiglutarat (D2HG)’in hiicre igi
seviyesinde artisina sebep olmaktadir. Ozellikle miyeloid malignitelerde hiicre icinde
artan D2HG, alfa ketoglutarat bagimli dehidrogenazlari inhibe ederek epigenetik
disregiilasyona ve bunun sonucunda ise DNA’da hipermetilasyon ile birlikte kok hiicre
benzeri progenitor hiicrelerin farklilasip; patolojik olarak ¢ogalmalarina ve malign
transformasyonlarina sebep olmaktadir (Fu, L., 2023). Ayn1 zamanda mutasyon sonucu
olusan onkogenik IDH geni; wild tip IDH gen fonksiyonunu baskilayabilmektedir.
NADP+ bagimhi IDH enzimleri hiicre igerisinde aminoasit ve lipid metabolizmasi,
redoks diizenlenmesi, TCA dongiisii ve TCA metabolzimasi gibi 6nemli yolaklarda rol
almaktadir. Yapilan caligsmalar sonucu miyeloid malignitelerde IDH mutasyonlarinin bu

yolaklardaki normal IDH aktivitesini engelleyerek hiicre proliferasyonu ve
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lokomogenezi destekledigi bilinmektedir ( Sekil 2.6.) (Parker, S. J., &Metallo, C. M.,
2015).

Glukoz Glukoz ve Glutamin
Metabolizmasi Metabolizmasi

LR Alfa- Ketoglutarat  mutant D-2 hidroksiglutarat

0. OH  Wild-tip IDH1/2 IDH1/2
o NADP + o o NADPH 0 o

HO OH E S HOWOH N HOWOH
CO, NADPH NADP+
OH (o) OH

TCA ve Redox TCAT Dongusu \\ DNA Demetilasyonu
Lipid Homeostazi Aminoasit Histon Demetilasvon
Metaboliz Metabolizmasi Y
masi

Sekil 2.6. IDH mutasyonlarinin etkili oldugu hiicresel yolaklar (Parker, S., &

Metallo, C., M., 2015).

Akut miyeloid 16semi ve MDS tanili olgularda IDH1 ve IDH2 mutasyonlari
genellikle NPM1, FLT3 mutasyonlar1 ve trizomi 8 anomalisi ile iliskilendirilmistir.
Ayrica her iki tan1 grubunda da IDH1 ve IDH2 mutasyonlar klinikte kemik iliginde
yiiksek blast sayisi, kisa OS ve PFS ile iligkili bulunmus olup, buna bagli olarak da koti
prognoz ile iliskilendirilmistir (Savl et al., 2013; Wang, N., et al. 2017; Wu, Z., et al.
2015). Ayrica klinikte kullanilan NCCN Guideline’a gore IDH1 ve IDH2 gen
mutasyonlart 6zellikle AML tedavisinde kritik rol oynamaktadir. Bu sebeple AML
tedavi stratejisinde yeni terapotik tedavi hedefi haline gelmistir (Chotirat,
Thongnoppakhun, Promsuwicha, Boonthimat, & Auewarakul, 2012; Guideline, N.,
2022; Wang, Wang, Shan, Sui, & Xu, 2017).

2.5.2. IDH1 ve IDH2 genlerinin AML tedavi stratejisinde terapotik etkileri

Akut miyeloid 16semi hiicrelerinde anormal epigenetik diizenlemeye yol agarak
farklilagsmay1 engelleyen IDH1 ve IDH2 gen mutasyonlart AML vakalarinin yaklagik
%10-20’sinde meydana gelmektedir. Food and Drug Administratition (FDA) tarafindan
yakin zamanda onaylanan IDH mutasyonu i¢in ivosidenib, IDH2 mutasyonu igin ise
enasidenib inhibitorleri AML tedavi stratejilerinde kilavuzlarda yer almaktadir. Ek

olarak; ivosidenib inhibitoriiniin standart kemoterapiye uygun olmayan yeni tanili AML
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hastalar1 i¢inde kullanimi onaylanmistir. IDH inhibitorlerinin mevcut uygulamalari
idame tedavisi olarak standart indiiksiyon kemoterapisi ile kombinasyonu ve

venetoklaks bazli rejimlerle kombinasyonu igermektedir (McMurry et al., 2021).

e

Histon ve DNA'nin
Hipermetilasyonu

Epigenetik Degisimler

Farklilagmanin
Engellenmesi

Timorogenez

Sekil 2.7. IDH inhibitorleri (Kurzer et al., 2023).

Genellikle iyi tolere edilebilen IDH inhibitérleri AML hiicrelerinin
farklilagsmasini indiikleyebilmektedirler. Bu da hastalarin %20°te kadarinda yan etkiye
yol agabilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligsmalar; monoterapi olarak etkinlik
gostermekte olan IDH inhibitorlerinin, hipometile edici ajanlarla (HMA’lar)
kombinasyon halinde de daha yiiksek yanit oranlarmma sahip olabileceklerini

gostermektedirler (McMurry et al., 2021)

3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan kimyasallar

e Ksilen
e FEtanol
e Extraction Buffer

e Proteinaz K
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e Wash Buffer | ve Il

e Elution Buffer

e Real-Time PCR Master Mix
e dH20

e Taq DNA Polimeraz

e Primer (IDH1 ve IDH2)

e Prob

3.1.2. Kullanilan primer ve prob dizileri

Tablo 3.1. Caligmada kullanilan primer ve prob sekanslari.

IDH1 IDH2
Rs121913499 Rs121913502
Forward CCAACATGACTTACT TGA GAG ACAAGAGGA
Primer TGG
Revers CAG AGAAGCCAT TAT CTG CAAGCT GAAGAA
Primer GATG
Wild Type /SFAM/ CCATAAGCA TGA /SFAM/ TGG AAC TAT CCG GAA
Prob CGA CCTATGATGAT CATCCT GG /BHQ-1/
/BHQ-1/
MutantProb /SHEX/ CCATAAGCA TGA /SHEX/ TGG AAC TAT CCA GAA
CAA CCTATGATGAT CATCCT GG /BHQ-1/
/BHQ-1
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3.1.3. Sarf malzemeler ve cihazlar

Tablo 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar.

Sarf Malzemeler Cihazlar
Pipet seti Su banyosu
96’lik well PCR plate Santrifiij
10’1luk ve 100°liik pipet uglar Vortex
1.5°1ik ve 2’lik eppendorf Homojenizator
Spin kolon Nanodrop
Zirkonyum boncuk Real- time PCR cihazi
Falkon
PCR plate uygun optikal sealing
film
PCR mix
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3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu

Ik olarak eppendorfta gelen 6rneklerin doku miktarlar1 kendi iclerinde az veya
cok seklinde kategorize edilmistir.

Ornekler parafinin uzaklastirilmasina yonelik 60-65 °C su banyosunda 5 dk
bekletilerek parafin eritilmistir.

Ardindan eppendorfa 1 ml %100 ksilen eklenerek 10 dakika 60 °C su
banyosunda bekletilip 10.000 g’de 3 dakika santrifiij yapilmistir. Ayni islem 2
kez tekrarlandiktan sonra sirastyla alkol serileri eklenmistir.

[lk olarak 1 ml %100 etanol eklenip 10.000g’de 3 dakika santrifiij yapilmustir.
Ayni islem 1 ml %70 etanol eklenerek tekrarlanmistir. Son olarak 1 ml %50
etanol eklenerek 10.000 g’de 5 dakika santrifiij yapilmistir.

Alkol serileri tamamlandiktan sonra ¢eker ocakta eppendorflarin kapagi agilarak
10 dakika beklenip alkoliin tamamen uzaklastirilmasi saglanmistir.

Alkolden arinan 6rneklerin; DNA izolasyonu i¢in homojenizasyonuna yonelik 1
biiyiik 5-6 tane de kii¢iik olmak iizere zirkonyum boncuk ve 500ul Extraction
Buffer eklenerek homojenizator yardimiyla 3 dakika pargalanmasi saglanmistir.
Homojenize olan oOrneklerin lizerine 20 pl Proteinaz K eklendikten sonra
ornekler 56 °C su banyosunda 30 dakika beklemeye alinmistir. Bu siiregte
sonraki asamada kullanilacak yeni eppendorflara hasta adi, soyadi ve tarih
yazilacak sekilde etiketleme yapilmustir.

Ardindan spin kolonlara hasta adi, soyadi ve tarih yazilacak sekilde etiketleme
yapilarak vortexlenen karisim spin kolonlara aktarilmistir.

8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

Santrifiij asamasindan sonra spin kolonlara 650 pul Wash Buffer 1 eklenerek
8.000 rpm’de Santrifiij yapilmistir.

500 pl Wash Buffer II eklenerek tekrar 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
yapilmustir.

Ardindan tekrar 250 pl Wash Buffer II eklenerek 14.000 rpm’de 3 dakika

santrifiij yapilmistir.
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Son olarak collection tiipten ayrilarak 1.5 ml’lik yeni eppendorflara aktarilan
spin kolonlara 30 pl Elution Buffer eklenerek oda sicakliginda 5 dakika
bekletilmis ardindan 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

Son santrifiijden sonra spin kolonlar atilmis DNS 6rnekleri ise ¢alisilmak iizere

-20 °C dolaba kaldirilmistir.

3.2.2. Real- time PCR reaksiyonu

Bu agsamada IDH1 ve IDH2 genleri i¢in belirlenen hotspot mutasyonlara yonelik
tasarlanan primerler, problar, PCR mix, Taqg Polimeraz ve hastalara ait DNA
ornekleri kullanilmistir.

Asagidaki tabloda verilen miktarlar dikkate alinarak 1 6rnek icin reaksiyon
bilesenleri, kurulacak reaksiyon sayisi ile carpilip eppendorf tiipte

birlestirilmistir (Tablo 3.3.).

Tablo 3.3. Real-time PCR bilesenleri ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
2X Master Mix 10 pl
Forward Primer (10 uM) 0.8 ul
Reverse Primer (10 uM) 0.8 ul
1. Prob (10 uM) 0.4 ul
2. Prob (10 uM) 0.4 ul
Kalip DNA 2 ul
dH20 5.6 ul
Total Hacim 20 pl

Hazirlanan mix 96’lik Well plate lizerindeki kuyucuk bagina 18 p olacak sekilde
dagitilmig sonrasinda 2 ul DNA eklenerek hazir hale getirilmistir.
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e Kuyucuklara dagitilan mix ve DNA 6rneklerinin {izeri PCR plate uygun optikal
sealing film ile kapatilarak Real-time PCR cihazina (Bioras CFX Real- Time
Dedection System 1855201) yiiklemesi ger¢eklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Retrospektif olarak gerceklestirilen ¢alismamiza dahil edilen olgu grubu; daha
once Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Hematoloji Bilim Dali'nda AML ve MDS tanis1 almis ve Eskigehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda gergeklestirilen FISH ve
konvansiyonel sitogenetik analizler sonucu izole trizomi 8 anomalisi saptanmis
hastalardan olusmustur. IDH1/2 gen mutasyonlarinin goriilme sikligi, trizomi 8 ile olan
iligkisi ve klinik heterojeniteye olan katkisinin degerlendirilebilmesi amaciyla,
Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p Fakiiltesi T1bbi Patoloji Anabilim Dali tarafindan
saglanan ilgili olgu grubuna ait doku 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilarak IDH1 ve

IDHZ2 genlerinde en sik gdzlenen mutasyonlar Real-time PCR yontemi ile incelenmistir.

Calisma grubumuzu olusturan olgulara ait veriler tablo 4.1. ve tablo 4.2.’de
verilmigtir. Calismaya dahil edilen 45 olgunun 22’si MDS, 23’1 ise AML tanili olup;
27’st erkek (%60), 18’1 kadin (%40) hastadir ve ¢alisma grubumuzun yas ortalamasi
59,51 £19,07°dir. Olgu grubumuzun tiimii izole trizomi 8 anomalisine sahip hastalardan
olusmaktadir. Sekil 4.1.’de ¢alisma grubumuzu olusturan hastalardan MDS grubu olgu
28’e ait karyotipi gosterilmektedir. Sekil 4.2.’de ise MDS grubu olgu 36’ya ait FISH

analizi sonucu gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. Miyelodisplastik neoplazi grubu olgu M5’¢ ait karyotip goriintiisii.
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Sekil 4.2. Miyelodisplastik neoplazi grubu olgu M13’e ait FISH goriintiisii.

IDH1/2 genlerinde AML ve MDS olgularinda, en sik karsilagilan mutasyonlardan
IDH1 geni i¢in R132 (Sekil 4.3.) ve IDH2 geni i¢inse R140 (Sekil 4.4.) mutasyonlarinin

Real-time PCR yontemi ile taranmasi sonucunda;

e [IDH1 geninde 2 AML ve 1 MDS olgusunda (olgu Al7, A6 ve M7) (%6.6)
heterozigot mutasyon saptanmistir.

e IDH2 geninde 1 AML ve 1 MDS olgusunda (olgu A6 ve M2) (%4.4) heterozigot
mutasyon saptanmigtir.

e Akut miyeloid 16semi tanili 1 olguda (olgu A6) her iki gende de heterozigot
mutasyon saptanmigtir.

e Homozigot mutasyon her iki gende de saptanmamustir.
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Amplification
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Sekil 4.3. Tiim olgular i¢in rs121913499 numarali IDH1 gen mutasyon taramasi
Real-time PCR analiz sonuglari.

Ampificaton

RFU (1073)

Sekil 4.4. Tiim olgular i¢in rs121913502 numarali IDH2 gen mutasyon taramasi

Real-time PCR analiz sonuglari.
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Sekil 4.5. Akut miyeloid 16semi grubu olgu A6’ya ait heterozigot mutant IDH1 Real-

time PCR analiz goriintiisii.

Miyelodisplastik neoplazi tanili olgulara ait ulagilabilen klinik verilere gore;

Miyelodisplastik neoplazi grubu olgu M13’tin MDS/AML transformasyon
Oykiisii oldugu belirlenmis olup her iki gen mutasyonu agisindan da homozigot
wild tip olarak degerlendirilmistir.

Miyelodisplastik neoplazi grubu olgu M7°de ise farkli tarthli 2 Ornek
degerlendirilmistir. Hastanin tan1 anindaki 6rnegi her iki gende homozigot wild
tip olarak degerlendirilirken, takip siirecindeki Orneginde agir klinik ile
paralellik gosteren heterozigot IDH1 mutasyonu saptanmistir. Hastada 48 ay
yasam stiresi gozlenmistir.

Miyelodisplastik neoplazi grubu olgu M2’de ise heterozigot IDH2 mutasyonu

varlig1 saptanmis ve 18 ay yasam siiresi gozlenmistir
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Ulasgilabilen AML tanili olgulara ait klinik verilere gore;

e Akut miyeloid 16semi grubu olgu A4’de MPN/AML transformasyonu oldugu
saptanmig ancak hastada her iki gen mutasyonu analizi i¢inde herhangi bir sonug
allnamamastir.

e Akut miyeloid 16semi grubu olgu A6’ya ait farkli tarihli 2 Ornek
degerlendirilmistir. Hastanin ilk 6rneginde her iki gende homozigot wild tip
olarak saptanmustir. Ilerleyn siiregte agir seyreden klinik ve tedavi direnciyle
birlikte her iki gende de heterozigot mutasyon varligi saptanmis olup, 3 ay yasam
stiresi gozlenmistir.

e Akut miyeloid 16semi grubu olgu A17°de ise heterozigot IDH1 mutasyonu

saptanmistir. Hasta da 1 ay yasam siiresi gozlenmistir.
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Tablo 4.1. Akut miyeloid 16semi tanili olgu grubu.

OlguNo | Yag| Cinsiyet | Tam IDH1 IDH2 Ex (ON]
Durumu (ay)
Al 42 K AML W w Ex 24
A2 72 E AML W w Ex 14
A3 79 K AML Y w Ex 10
A4 57 |E MPN/AML |- - Ex 52
A5 47 K AML W W Ex 216
A6 73 E AML H H Ex 3
AT 20 E AML W W Ex 60
A8 42 K AML W W Sag X
A9 78 E AML W W Ex 37
A10 37 K AML W W Sag X
All 25 [E AML W W Ex 1
Al2 77 |E AML W W Ex 10
A 13 80 |E AML W W Ex 8
Al4 84 |E AML W W Ex 4
A 15 74 |E AML W W Ex 9
A16 55 K AML W W Ex 9
Al7 75 K AML H W Ex 1
A18 58 |E AML W w Ex 39
A19 78 E AML W W Ex 6
A20 18 [E AML W W Ex 168
A2l 44 K AML W W Ex 204
A22 77 K AML W W Ex 24
A23 60 [E AML W W Ex 7

(W: Wild tip, H: Heterozigot mutant, -: analiz basarisiz)
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Tablo 4.2. Miyelodisplastik neoplazi tanili olgu grubu.

OlguNo | Yas | Cinsiyet Tani IDH1 IDH2 EXx OS
Durumu (ay)
M1 78 K MDS W W Ex 8
M 2 66 E MDS W H Ex 18
M 3 54 K MDS W W Ex 22
M 4 22 K MDS W W Ex 192
M 5 47 E MDS W W Ex 2
M 6 80 E MDS W w Ex 48
M7 84 E MDS H W Ex 6
M 8 57 E MDS W W Sag X
M9 41 K MDS W W Ex 36
M 10 74 E MDS W w Ex 84
M 11 39 E MDS W W Sag X
M 12 61 K MDS W W Ex 26
M 13 62 K MDS/AML W W Ex 54
M 14 70 E MDS W W Sag X
M 15 71 E MDS W W Ex 192
M 16 41 K MDS W W Ex 252
M 17 65 K MDS W W Ex 49
M 18 28 E MDS W W Ex 228
M 19 57 K MDS W W Ex 192
M 20 79 E MDS W W Ex 48
M 21 71 E MDS W W Sag X
M 22 79 E MDS W W Ex 62

(W: Wild tip, H: Heterozigot mutant)
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4.1. istatistiksel Analiz

e Yapilan ¢alisma sonucunda IDH1 geninde 3 olguda, IDH2 geninde ise 2 olguda
heterozigot mutasyon varlig1 saptanmistir. Mutasyon saptanan olgu sayisinin az
olmasi sebebiyle ¢alisma grubumuzdaki ilgili gen mutasyonlarinin izole trizomi

8 ile iligkisi istatistiksel olarak degerlendirilememistir.
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5. TARTISMA

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari
Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dal1 tarafindan tanis1 konan ve Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda FISH yontemi ve karyotip
analizleri ile izole trizomi 8 anomalisi saptanan 45 hastada IDH1 ve IDH2 genlerinde
en sik karsilasilan hotspot mutasyonlarin varligi Real-time PCR yontemiyle
incelenmistir. Yapilan ¢alisma ile AML ve MDS tanis1 almis olgularda ilgili genlerin
mutasyonel durumunun; goriilme siklig1, trizomi 8 ile iliskisi ve klinik heterojeniteye

olan katkisinin degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Literatiirde, Tim AML ve MDS olgularinda IDH1/2 gen mutasyonlarinin goriilme
sikligr sirasiyla %15 ve %20 olarak bildirilmistir. Trizomi 8 anomalisine sahip
hastalarda IDH1 ve IDH2 gen mutasyonlarinin yaklasik %25 oranla daha sik saptandigi
belirtilmektedir (Fortin, J., 2023). Ilgili genlerde miyeloid malignitelerde en sik
karsilasilan hotspot mutasyonlari; IDH1 ig¢in R132, IDH2 i¢in R140 ve R172 olarak
belirtilmektedir (Bill, M., 2023). Ozellikle MDS tanili olgularda IDH2 geni igin R140
hotspot mutasyonun daha sik gorildiigii literatiirde verilen bilgiler arasinda yer

almaktadir (Ozcan, A., 2015; Bill, M., 2023).

e Domenica Caramazza ve arkadaslariin AML ve MDS tam gruplarinin da yer
aldigi IDH1 ve IDH2 gen mutasyonlari ve trizomi 8 anomalisinin aragtirilmasina
yonelik miyeloid malignitelere sahip 207 hastada gerceklestirdikleri ¢alismada;
izole trizomi 8 anomalisine sahip (143/207) hasta profili; 54 de novo MDS, 15
de novo AML, 12 t- MDS/AML, 11 post-MDS AML, 32 MPN, 19 MDS/MPN
seklinde olusturulmustur. Belirlenen izole trizomi 8 anomalili hasta grubuna ait
kemik iligi pelletlerinden elde edilen DNA o&rneginde IDH1 ve IDH2
mutasyonlarina yonelik Real-time PCR analizi gerceklestirilmistir. Ilgili
genlerdeki analiz sonucunda; saptanan 18 IDH mutasyonunda; 15’inin IDH2 (14
R140Q ve 1 R140W), 3’iiniin ise IDH1 (2 R132C ve 1 R132G) mutasyonu oldugu
sonucuna ulagmislardir. Ayrica saptanan 18 IDH mutasyonunda 17’sinin
miyeloid malignitelerde tekrarladigini belirtmislerdir. Analiz gerceklestirilen
izole trizomi 8’li AML ve MDS olgularinda IDH1 ve IDH2 gen mutasyonlari
eslik etme sikligi ise; de novo MDS’de %15, de novo AML’de %13, t-
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MDS/AML’de %25, post- MDS AML’de %27, MPN’de %3 olarak
saptanmistir. Trizomi 8 iligkili AML ve MDS olgularinda IDH1 ve IDH2 gen
mutasyonu frekansinin %13-27, kontrol grubu (trizomi 8 iliskisiz AML ve MDS
olgular1) IDH1 ve IDH2 gen mutasyonu frekansinin ise %0-7 olarak belirtildigi
bu ¢alismanin sonucunda ise MDS ve AML tanili olgularda trizomi 8 ve IDH1
ve IDH2 mutasyonlar1 arasinda anlamli bir iliskinin oldugu belirtilmektedir
(Caramazza et al., 2010).

Sadudee Chotirat ve arkadaslar1 2012 yilinda gergeklestirdikleri bir ¢calismada
yeni AML tanist almis hastalarda IDH1 ve IDH2 mutasyonlar1 varhigini
saptayarak; ilgili gen mutasyonlarinin AML olgularinda klinik, sitogenetik ve
genetik mutasyonlar gibi diger parametreler ile korelasyonunun arastirilmasini
amaclamiglardir. Bu amag¢ dogrultusunda ekip; yeni tanili AML olgularinin
gerekli klinik ve genetik analiz verilerine ulagmiglardir. 230 olgudan 226
olgunun sitogenetik bulgularina ulasilan ¢alismada 126 hastanin (%55,75)
normal karyotipli iken 100 hastanin (%44, 25) aberan karyotipli oldugu bilgisine
ulagilmistir. 100 hastadan olusan aberan karyotipli hasta grubunda ise 4 hastanin
izole trizomi 8 anomalisine sahip AML olgusu oldugu bilgisine Yyer
verilmektedir. Ilgili hasta grubunda IDH1 ve IDH2 genlerine yonelik PCR-
DHPLC (Polimeraz zincir reaksiyonu- yiiksek performansl sivi kromatografi)
yontemi ile ilgili  genlerin 4. eksonlarinda mutasyon analizi
gergeklestirmislerdir. Analiz sonucunda; 20 olguda IDH1 mutasyonu
saptanmistir. IDH1 mutasyonu saptanan hastalardan 11’inin (%55) normal
karyotip, 9’unun ise aberan karyotipe sahip oldugunu belirtmislerdir. IDH1
mutasyonu saptanan aberan karyotipli hasta grubunda 1 hastanin izole trizomi 8
anomalisine sahip oldugu belirtilmektedir. Ekip; yapilan mutasyon analizinde 24
psguda ise IDHZ mutasyonu saptamistir. Bu hastalarda 12’sinin normal
karyotipli (%50), 12’sinin ise aberan karyotipli oldugu belirtilmektedir. IDH2
mutasyonu saptanan aberan karyotipli hasta grubunda 1 olgunun izole trizomi 8
anomalisine sahip AML hastas1 oldugu belirtilmektedir. IDH1 ve IDH2 gen
mutasyonlar1 oranini sirastyla %8.,7 ve %10,4 olarak bulan ekip; AML’de IDH2
mutasyonlarinin %80 oraninda R140 hotspot mutasyonlarindan olustugunu da

belirtmektedir. IDH mutasyonlarinin literatiirde genellikle AML hastalarinda
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kotii etki ile iliskilendirilmelerine karsin; Sadudee Chotirat ve arkadaslari
yaptiklar1 bu ¢alismada IDH mutasyonlar1 ve sag kalim etkisinde kontrol grubu
ve anomalili AML gruplar1 arasinda belirgin bir farka ulasamamistir. Bunun
sebebi olarak diisiik hasta sayisimi gosteren ekip; AML olgularinda IDH
mutasyonlarina yonelik daha genis Ol¢ekli calismalara ihtiya¢ duyuldugunu
belirtmistir.

Na Wang ve arkadaslar1 MDS olgularinda IDH1 ve IDH2 mutasyonlarina
yonelik ilgili genlerin 4. eksonlarinda PCR yodntemi ile mutasyon analizi
gerceklestirmislerdir. Ekip, planlanan ¢alismaya yonelik oncelikli olarak hasta
grubuna ait klinik ve genetik verilere ulasim saglamistir. Farkli sitogenetik
anomalilere sahip 97 MDS olgusundan olusan ¢alisma grubunda olgulara ait kan
ve kemik iligi Orneklerinden elde edilen DNA ile mutasyon taramasi
gerceklestirilmistir. Miyelodisplastik neoplazide en sik karsilasilan hotspot
mutasyonlarin IDH1 i¢in R132, IDH2 i¢cinse R140 ve R172 oldugu belirtilen
calismada; 7 (%7,2) IDH mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyonlardan 3
tanesinin IDH1 (R132C), 4 tanesinin ise IDH2 (3 R140Q ve 1 R140L) mutasyonu
oldugunu belirtmislerdir. Elde edilen mutasyon sonuglari sitogenetik veriler ile
karsilagtirildiginda anormal karyotipli hastalarda IDH mutasyon oraninin %7,8
(4/51) oldugunu belirtmislerdir. Ozellikle belirli bir karyotip ve IDH
mutasyonlar1 arasinda herhangi bir iligkinin olmadig belirtilmistir. Ancak ekip,
IDH muutasyonu saptanmis olan 4 olgudan 2’sinin izole trizomi 8’li oldugunu
saptamistir. Bu iki mutasyonunda IDH2 mutasyonu oldugu belirtilmistir. Buna
bagli olarak diisiik hasta sayis1 sebebi ile kesin bir yarg: belirtmemekle birlikte
izole trizomi 8 ile iliskili IDH2 mutasyonlarmin MDS patogenezi ve
progresyonu iizerinde etkili olabilecegini diisiindiiklerini belirtmislerdir. IDH1
ve IDH2 mutasyonu varliginda goriilen kemik iliginde yiiksek blast sayis1 ve
ozellikle IDH1 mutasyonu ile iliskilendirilen kisa OS ve PFS siireleri sonucu
IDH1 varliginin MDS olgularinda ko6tii prognoz  gostergesi  oldugu
belirtilmektedir. Ancak daha fazla hasta sayisi ile daha genis 6l¢ekte calismalara
ithtiya¢ duyuldugunu sdylemektedirler.

Castello ve arkadaglar1 2023 yilinda gergeklestirdikleri bir ¢alismada izole

trizomi 8 anomalisine sahip MDS olgularinda mutasyonel profilleri belirlemeyi
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amaglamislardir. Buna yonelik 79 izole trizomi 8 anomalili MDS olgusunda;
IDH2 geninin de igerisinde oldugu 15 farkli gende yeni nesil sekanslama
yontemi ile mutasyon analizi gergeklestirmislerdir. Yaptiklar1 g¢alismanin
sonucunda; izole trizomi 8’li MDS olgularinda 43 gende 289 onkogenik
mutasyon saptayan ekip, %]11°lik bir oranla IDH2 genini izole trizomi
anomalisine sahip MDS olgularinda en sik mutasyona ugrayan genlerden biri
olarak belirtmislerdir. IPSS-R siniflamasinda da diisiik ve orta seviye risk
grubunda yer alan STAG2, SRSF2 ve RUNX1 genleri AML progresyonu ve OS
acisindan trizomi 8 saptanan MDS olgularinda daha iyi bir senaryo gosterirken
IDH2 mutasyonunun MDS olgularinda izole trizomi 8’e eslik etmesinin kisa OS

ile iligkili olabilecegini belirtmislerdir (Toribio Castello, S., 2023).
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Tablo 5.1. Literatiirde izole trizomi 8 anomalili AML ve MDS olgularinda edinilen

verilerin Ozeti.

Arastiricilar Yil Olgu izole izole izole Metod
Sayist Trizomi 8 Trizomi 8’li Trizomi 8’li
(n) Anomalili Olgularda Olgularda
Hasta IDH1 IDH2
Sayisi
Mutasyonu Mutasyonu
(%) (%)
Domenica 2011 207 143 6.2 2.3 Sanger
Caramazza ve Sekanslama
ark. ve Real-
Time PCR
Sadudee 2012 230 4 2.2 2 PCR-
Chotirat ve DHPLC
ark.
Na Wang ve 2017 97 = 24 1.2 PCR
ark.
Castello ve 2023 79 79 - 11 NGS
ark.
Bizim 2023 45 45 6.6 4.4 Real-Time
Calismamiz PCR

(- : Bilgi mevcut degil).

Bizim ¢alismamiz sonucunda; izole trizomi 8 anomalisine sahip AML ve MDS
olgularinda IDH mutasyon frekanst %8.8 olarak saptanmistir. Elde ettigimiz bulgular
literatiir verileri ile karsilastirildiginda; Na Wang ve arkadaslar1 ve Sadudee Chotirat ve
arkadaglarinin ¢aligmalari ile IDH mutasyon frekansi agisindan paralellik gosterdigini
sOyleyebilmekteyiz. Domeica Caramazza ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada izole

trizomi 8 anomalisi olan AML ve MDS olgularinda IDH mutasyon frekansini daha
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yiikksek bulmusglardir. Bu sebeple bizim ¢alismamiz bu veri ile uyumluluk
gostermemektedir. Ancak bu duruma calismamizdaki olgu sayimizin daha diisiik

olmasinin sebep olabilecegini diistinmekteyiz.

Literatiirde trizomi 8 ve IDH1 ve IDH2 gen mutasyonlar1 saptanan olgularin
tamaminda, trizomi 8 izole sitogenetik anomali olarak gozlenmistir. Bizim de olgu
grubumuzu olusturan hastalarin karyotiplerinde trizomi 8 izole olarak saptanmustir.
Ozellikle bizim ¢alisma grubumuz ile oldukga benzerlik gdsteren ¢alisma grubuna sahip
Domeica Caramazza ve arkadaslarinin analiz sonuglarina baktigimizda; ilgili tanilarda
IDH mutasyon sikligmin bizim c¢aligmamiza oranla ¢ok daha yiiksek oldugunu
gormekteyiz. Ayn1 zamanda Sadudee Chotirat ve arkadaslarinin ilgili tanilarda izole
trizomi 8’li olgu sayisinin bizim olgu sayimiza oranla ¢ok daha diisiik olmasina ragmen
IDH1 ve IDH2 gen mutasyon frekanslarinin bizim g¢alismamiza yakin oldugunu
gormekteyiz. Castello ve arkadaslarinin da yaptigi calismada hasta grubunun tamaminin
izole trizomi 8 anomalili hastalardan olustugunu ancak analiz gergeklestirilen IDH2
mutasyon frekansinin bizim ¢alismamiza oranla ¢ok daha yiiksek ¢iktigin1 gérmekteyiz.
Tiim bu literatiir verileri; mutasyon frekans sonuglarinin bizim ¢alismamizdan farkli
olmasinin sebepleri arasinda diisiik hasta sayisiyla birlikte daha hassas analiz metodlari

olabilecegini de diisiindiirm{istiir.

Ayni zamanda verilen literatiir verilerinde ¢aligmalarin agirlikli olarak ilgili
tanilarda IDH genlerinin 4. eksondaki tiim mutasyonlarin analizine yonelik oldugunu
gormekteyiz. Bizim ¢alismamizda sadece literatiirde izole trizomi 8’li olgularda en sik
karsilagilan hotspot mutasyonlar olarak belirtilen IDH1 i¢in R132, IDHZ2 i¢in ise R140
hotspot mutasyonlarimin analizi gerc¢eklestirilmistir. Bu farkin da mutasyon frekans

oranimizda etkili olabilecegini diistinmekteyiz.

Gergeklestirilen mutasyon analizlerinde DNA miktar ve kalitesinin sonucu
etkileyecek parametreler arasinda gosterildigi bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda olgu
grubuna ait parafine gomiilii dokudan DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu sebeple
DNA izolasyonu i¢in parafinin uzaklastirilmasina yonelik kimyasallar kullanilmis ve 1
olguda (A4) her iki gen i¢inde mutasyon analizinde sonug elde edilememistir. Verilen
literatlir calismalarinda ilgili mutasyon analizleri icin hastalara ait kemik iligi

orneklerinden DNA izolasyonu gergeklestirildigini géormekteyiz. Bu fark da; DNA
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kalite ve miktarinda, buna bagl olarak da mutasyon analiz sonuclarinda etkili
olabilecegini, belirtilen hastada (A4) herhangi bir sonug elde edilememesinin sebebinin
biyolojik materyal ve DNA izolasyon asamasindan kaynakli olabilecegini

diistindiirmiistiir.

Calismamizda izole trizomi 8 saptanan vakalarda IDH1 ve IDH2 genlerinin
prognostik etkilerini, mutasyon saptama oranimizin diisiik olmas1 sebebiyle istatistiksel
olarak degerlendiremedik. Ancak mutasyon saptanan vakalar1 tek tek inceledigimizde

asagidaki sonuclara varilmstir;

» IDH1 heterozigot mutasyonu saptanan olgu A17’de yasam siiresi 1 ay olarak
saptanmistir.

» IDH1 ve IDH2 genlerinin ikisi de heterozigot mutant olan olgu A6’da yasam
stiresi 3 ay olarak g6zlenmistir.

» IDH1 heterozigot mutasyonu saptanan olgu M7’de yasam siiresi 6 ay olarak
gozlenmistir.

» IDH2 heterozigot mutasyonu saptanan olgu M2’de ise yasam siiresi 18 ay olarak

saptanmuistir.

Literatiir verileri izole trizomi 8’11 AML ve MDS olgularinda IDH mutasyonlarini
kisa OS ile iliskilendirmektedir. Bizde c¢alismamizi olusturan izole trizomi 8
anomalisine sahip AML ve MDS olgu gruplarini kendi igerisinde degerlendirdigimizde
IDH1 mutasyon varliginda MDS olgularinda daha kisa OS ile karsilastigimizi
sOyleyebilmekteyiz. Na Wang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalar sonucu elde ettikleri
veriler de bizim bulgularimiz1 destekler niteliktedir. Ancak Castello ve arkadaslarinin
2023 yilinda gerceklestirdikleri ¢alismada izole trizomi 8’li MDS olgularinda IDH2
mutasyonlarini kisa OS ile iliskilendirmislerdir. Bizim bulgularimiz Castello ve
arkadaglarimin ulastigi bu sonug ile uyumluluk gostermemektedir. Bu sebeple izole
trizomi 8 anomalisine sahip AML ve MDS olgularinda IDH mutasyonlar1 ve OS
iliskisinin anlagilmasina yonelik daha fazla ¢alismaya ihtiyag duyuldugunu

diistinmekteyiz.

Calisma  grubumuzu  olusturan  hasta  profilimizi  klinik  acidan

degerlendirdigimizde; AML progresyonlu bir MDS olgusu IDH1 ve IDH2 genlerinin
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progresyonu ve IDH mutasyonlar1 arasinda anlamli iligski olduguna yonelik bilgiler yer
almakta olup bizim verilerimiz bu bilgiler ile 6rtiismemektedir. Bu durumun diisiik hasta
sayis1 kaynakli oldugunu diisiinmekteyiz. Diger yandan AML tanil1 bir olguda ise her
iki gen i¢inde sonradan gelisen heterozigot mutasyonun agir klinik ve tedavi direnciyle
eslikli olmast; literatiirde IDH mutasyonlarinin AML’de olumsuz prognoz ve tedavi
direnci ile iliskili olabilecegi verileri ile paralellik gostermektedir. Elde ettigimiz
sonuglar literatiir verileri ile karsilastirilmistir. Ancak calisma grubumuz az hasta
sayisindan olugmakta ve yalnizca iki hastada bu sonuglar1 elde etmemiz sebebiyle
istatistiksel bir degerlendirme gergeklestirilememistir. Bu sebeple kesin bir yargiya
varamamakla birlikte ilgili tan1 gruplarinda IDH mutasyonlarina yonelik daha genis

kapsamli ¢caligsmalara ihtiya¢ duyuldugunu sdyleyebilmekteyiz.

Ulagilabildigi kadariyla izole trizomi 8 anomalisine sahip AML ve MDS
olgularinda epigenetik modifikasyon gen polimorfizmlerine yonelik herhangi bir
calisma gerceklestirilmemistir. Bu konuda ¢alismamizin literatiire katki saglayacagini
diisiinmekteyiz. Diisiik hasta sayisi sebebi ile trizomi 8 ve ilgili gen mutasyonlari
arasindaki iligki istatistiksel olarak degerlendirilememistir. Ancak daha fazla hasta
sayistyla birlikte ilgili genlerin tiim mutasyonlarina yonelik gercgeklestirilecek
analizlerle, istatistiksel olarak degerlendirilebilecek daha genis kapsamli sonuglar elde

edilebilecegini diigiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p Fakiiltesi T1ibbi Genetik Anabilim Dali’nda

FISH yontemi ve karyotip analizi ile izole trizomi 8 anomalisi saptanan 45 AML (23/45)

ve MDS (22/45) olgusunda kétii prognostik etkisi olan IDH1 ve IDH2 genlerinde en stk

karsilagilan hotspot mutasyonlardan; IDH1 i¢cin R132, IDH2 i¢in ise R140 gen

mutasyonlarmim varligi Real-time PCR yontemi ile incelenmistir. Ilgili genlerin

mutasyonel durumunun; goriilme sikligi, trizomi 8 ile iliskisi ve klinik heterojeniteye

olan katkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Buna gore;

IDH1 geninde heterozigot mutasyon orani %6.6 olarak saptanmistir.

IDHZ2 geninde heterozigot mutasyon orani %#4.4 olarak hesaplanmistir.
Calismaya dahil edilen AML tanili olgulardan bir tanesinde IDH1 ve IDH2
genlerinin ikisi icinde Real- time PCR analizlerinde sonu¢ alinamamustir.
Calismaya dahil edilen olgulardan yalmizca IDH1 geni i¢in heterozigot
mutasyon saptanan iki AML ve bir de MDS tanil1 hasta bulunmaktadir.
Calismaya dahil edilen olgulardan yalmizca IDH2 geni i¢in heterozigot
mutasyon saptanan bir MDS tanili hasta bulunmaktadir.

Hem IDH1 hem de IDH2 genlerinin her ikisi i¢inde heterozigot mutasyon
saptanan AML tanil1 bir hasta bulunmaktadir.

Miyelodisplastik neoplazi tanisi ile ¢alismaya dahil edilen bir olguya ait
farkli tarihli iki 6rnek degerlendirilmis olup hasta da agir klinik ile paralel
heterozigot IDH1 mutasyonu olusumu saptanmustir.

Calismaya dahil edilen AML tanili bir olguda farkli tarihli iki 6rnek
degerlendirilmistir. Hastanin ilk drneginde IDH1 ve IDH2 genlerinin her
ikisi homozigot wild tip olarak saptanmistir. Ancak ilerleyen siiregte hastada
agir seyreden klinik ve tedavi direnci gelistigi bilgisine ulagilmistir. Hastaya
ait ikinci 6rnek degerlendirildiginde ise IDH1 ve IDH2 genlerinin ikisi
icinde heterozigot mutasyon varligi saptanmis ve hastanin ex oldugu

bilgisine ulasiimistir.

Bu bilgiler dogrultusunda AML ve MDS tanili hastalarda trizomi 8§ anomalisinin

IDH1 ve IDH2 mutasyonlan ile iligkisi istatistiksel olarak degerlendirilememistir.

Ancak farkli tarihlere ait 2 6rnegi incelenen MDS ve AML hastalarinda ilgili genlerde
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sonradan olusan heterozigot mutasyon varligi saptanmustir. Ilgili hastalarda klinigin agir
seyretmesi ve her iki hastanin da ilerleyen siiregte ex olmasi; ilgili tanilarda IDH1 ve
IDH2 mutasyonlarimin hastaligin prognozu fiizerinde olumsuz etki yaratabilecegi
konusunda literatiirii destekler niteliktedir. Ozellikle AML tanili olguda ilk 6rnekte
herhangi bir mutasyon saptanmamasina ragmen ileri tarihli ikinci 6rnekte her iki genin
heterozigot mutasyona ugradigi goriilmiis ve bu siire¢ hastaligin klinik seyri agisindan
degerlendirildiginde hastada tedavi direnci varhigi goriilmiistir. Bu da ilgili gen
mutasyonlar1 varligimin AML’ye yonelik tedavi stratejileri iizerinde olumsuz etki
olusturabilecegini bu konuya yonelik daha gelismis ¢alismalara ihtiyag duyuldugunu

distindlirmiistiir.

Calismamizin Tiirk popiilasyonunda izole trizomi 8 anomalisine sahip AML ve
MDS olgularinda IDH1 ve IDH2 gen mutasyonlarinin gériilme siklig1 ve bu mutasyon
sikligimin; trizomi 8 ve klinik heterojenite ile iligkilerinin incelenmesine yonelik,
literatiire katk1 saglayacagim diisiinmekteyiz. Ilerleyen siirecte yapilacak ¢alismalarda
daha yiiksek hasta sayis1 ve ilgili genlerin tiim mutasyonlarinin arastirilmasina yonelik
planlanan projeler ile daha da anlamli sonuglar alinarak ilgili gen mutasyonlarmin +8

ile iligkisinin istatistiksel olarak da degerlendirilebilecegi ongoriilmiistiir.
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