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OZET

Ordu, M. (2022). KRONIK MIYELOID LOSEMI HASTALARINDA FARKLI T(9;22)
KIRIKLARININ  TESPITIi VE TEDAVI YANITI [LE ILISKISININ
ARASTIRILMASI. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Kronik miyeloid 16semi (KML), miyeloid hiicrelerin anormal olarak g¢ogalmasiyla
olusan bir kok hiicre hastalifidir. Kronik miyeloid 16semide 9. ve 22. kromozomlar
arasinda goriilen ve 22. kromozomun ql1 band1 (BCR geni) ile 9. kromozomun q34
bandinin (ABL1 geni) katildig1 translokasyon sonucu Philadelphia kromozomu (Ph)
olusur. Ph pozitif hiicre, klonunun ¢ogalmasina ve lokositoza neden olur. KML’de
kromozomlarin farkli noktalarinda kiriklar olusabilmektedir ve bu degisik kiriklarin
flizyonlar1 sonucunda farkli onkogenik {iriinler ortaya ¢ikmaktadir. Farkli BCR::ABL1
fiizyonlart sonucunda olusan farkli RNA transkriptlerinin translasyonu, hastaligin
biyolojik 6zelliklerini ve tedavi yanitini etkileyebilecek farkli protein tirozin kinazlarin
(PTKSs) tiretimi ile sonuglanir. Bu ¢alisma ile farkli BCR::ABL1 transkriptlerinin tani,
tedavi, hastaligin seyri ve niiks durumlart {zerindeki etkisinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Calismaya KML tanisi almig n=125 hastaya ait 6rneklem zamanlari
bulunan toplam 182 6rnek dahil edilmistir. Bu 6rneklerin 111 tanesi tani sonrasi Ph (+)
olan takip, 72 tanesi ise direng an1 kan o6rnekleridir. Tiim ornekler p210 (el4a2, el3a2,
elda3, el3a3), pl90 (ela2, elal), p230 (el92, el9a3) fiizyonlar1 agisindan ters
transkriptaz PZR ydntemiyle taranmustir. ik gelis drneklerinde el4a2 %48,6, e13a2
%35,1, elda2/el3a2 birlikteligi %]15,3, el3a2/atipik birlikteligi %0,9 olarak
saptanmistir. Diren¢ an1 6rneklerinde el4a2 %59,2, el3a2 %22,5, el4a2/el3a2 %8,4,
elda2/ela2 %1,4 el3a2/ela2 %14, elda2/el92 %4,2, elda2/el3a2/ela2/el9a2 %1,4
ve e13a2/e18a2 %],4 olarak belirlenmistir. ilk gelis 6rnekleri, direng an1 drnekleri ile
karsilastirildiginda; direng am1 6rneklerinde el3a2 ve el4a2/el3a2 sikliginin azaldigi,
el4a2 fiizyonunun sikliginin arttig1 ve atipik nadir transkriptlerin varligi goriilmektedir.
Buna gore, el4a2 fiizyonunun ve atipik nadir transkriptlerin KML’de direng ve diigiik
tedavi yaniti ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kronik miyeloid 16semi, Philadelphia kromozomu, BCR::ABL1
fiizyonlari, Ters transkriptaz PZR, RNA

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 37213



ABSTRACT

Ordu, Merve. (2022). DETERMINATION OF DIFFERENT T(9;22) TRANSCRIPTS
AND INVESTIGATION OF THEIR RELATIONSHIP WITH TREATMENT
RESPONSE IN CHRONIC MYELOID LEUKEMIA PATIENTS. Istanbul University,
Institute of Health Science, Department of Genetics. Master thesis. Istanbul.

Chronic myeloid leukemia (CML) is a stem cell disease which develops with abnormal
proliferation of myeloid cells. In CML, Philadelphia chromosome(Ph) is formed by
translocation between g11 band of 22nd chromosome (BCR gene) and 34 band of 9th
chromosome (ABL1 gene). Ph(+) cell induces clone proliferation and leucocytosis. In
CML, fractures maybe occurred at different points of chromosomes and fusions of
different fractures conclude different oncogenic products.Translation of each RNA
transcripts from different BCR::ABL1 fusions results in different protein tyrosine
kinases(PTKs). These PTKs can potentially affect biological features of disease and
response to therapy.This study aimed to determine effects of different transcripts on
diagnosis, treatment, course of disease and recurrence.Our study involved 182 samples
which included different time points samples of 125 patients with CML. 111 of
blood/bone marrow samples were Ph(+) diagnose/follow up samples and 72 of 182
samples were collected during therapy resistance. All samples was evaluted by using
RT-PCR in terms of p210(elda2,el3a2,el4a3,el3a3), pl90(ela2,elad) and
p230(e19a2,e19a3) fusions. In first admission samples, el4a2 %48,6, el3a2 %35,1,
elda2/el3a2 coexpression %15,3, and el3a2/atypical %0,9 were determined. In
resistant samples, el4a2 %59,2, el3a2 %22,5, elda2/el3a2 %8,4, elda2/ela2 %1,4
el3a2/ela? %1,4, elda2/el9a2 %4,2, elda2/el3a2/ela?/e19a2 %1,4 ve el3a2/elB8a2
%1,4 was detected. When primary samples compared with resistant samples; in resistant
samples, the frequency of el3a2 and el4a2/el3a2 decreased, the frequency of el4a2
fusion increased, and the presence of atypical rare transcripts was observed.
Accordingly, el4a2 fusion and atypical rare transcripts may be associated with

resistance and low treatment response in CML.

Key words: Chronic Myeloid Leukemia, Philadelphia chromosome, BCR::ABL1
fusions, Revrse transcriptase PCR, RNA

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 37213



1. GIRIS VE AMAC

Kronik Miyeloid Lésemi (KML) olgunlasmamis hematopoetik kok hiicrelerin
neoplastik doniisiimii ile olusan klonal, miyoloproliferatif bir hastaliktir. KML’de 22.
kromozomun ql1 bandindaki BCR geni ile 9. kromozomun 34 ABL1 geninin
translokasyonu ile tirozin kinaz aktivitesine sahip BCR::ABL1 fiizyon geni olusur. Bu
flizyon sonucu olusan kromozom Philadelphia kromozomu (Ph) olarak
adlandirilmaktadir. KML, tipik olarak kronik faz (CP), orta dereceli hizlandirilmis faz
(akselere faz=AP) ve blastik faz (blastik kriz=BC) olarak 3 evre seklinde goziikiir (1).
KML vakalarinin %99’u, eriskin akut lenfoblastik 16semi (ALL) hastalarinin %20-40’1
ve pediatrik ALL hastalarinin %2-5’1 Ph kromozomu pozitiftir (2). T(9;22) sonucunda
olusan fiizyon genin iriinleri olan proteinler 16kojeniktir ve KML veya Ph-pozitif
ALL’ye neden olur (1). Degisik kirllma noktalar1 farkli onkogenik iriinlerin ortaya
c¢ikmasina yol acar. Farkli kirilma noktalar1 ile ortaya g¢ikan kimerik BCR::ABL1
genleri, farkli hastaliklara 6zgiidiir. BCR::ABL1 fiizyonu, farkli kiriklar olarak ii¢ ana
formda (P190, P210 ve P230) bulunur. KML hastalarinin %95’inde BCR geni igerisinde
kirilmalar siklikla 12-16. ekzonlar arasinda olmaktadir. Bu bolge Major breakpoint
cluster region (M-BCR) olarak bilinir (3). M-BCR bdlgesi igerisinde yer alan 5 ekzon
b1-b5 olarak numaralandirilir. Kirilmalarin bityiik ¢ogunlugu ekzon 13 (el13-b2) veya
ekzon 14 (e14-b3) kimerik gene katilacak sekilde ger¢eklesmektedir (4, 5). Bu kiriklar
ABL1 geni 2. ekzonu ile birleserek, el4a2 veya el3a2 fiizyonlarini meydana getirirler.
Her iki durumda da 210 kDa agirliginda bir flizyon proteini olusur. KML ve AML
hastalarinin ¢ok az kisminda goriilen diger BCR kirtk noktasi, minér BCR (m-BCR)
bolgesinde 1’inci ekzondan hemen sonra olusur. Olusan hibrid transkript ela2 igerir ve
190 kDa agirhiginda bir protein kodlar. Ugiincii kirik noktas1 mikro BCR (u-BCR) olarak
adlandirtlir ve 19’uncu ekzondan (c3) sonra olusur. Fiizyon transkript el9a2
birlesiminden olusur ve 230 kDa agirhigindaki p230 BCR::ABL1 proteinini
kodlamaktadir (4).

Farkli kirik noktalarinin birlesmesiyle olusan BCR::ABL1 fiizyonlar1 alternatif
tirozin kinaz anlatimlarina neden olmaktadir. Bu nedenle farkli fiizyon kiriklariin
KML tani, prognoz ve tedavisinde 6nemli role sahip oldugu diistiniilmektedir. Bu
sebeple calismamizda, KML hastalarindaki BCR::ABL1 fiizyonlarinin karakterize
edilmesi ve hastalarda saptanan kirik tiplerinin hastaligin seyri ve tedavi yaniti ile olan

olasi iliskisinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hematopoez

Kan hiicrelerinin  yasam boyunca ve siirekli olarak hematopoetik kok
hiicrelerden (HSC) olusmasina hematopoez denir. Kendini yenileyebilen hematopoetik
kok hiicreler tek bir hiicreden farklilasarak kan hiicre serilerini olustururlar. Kan
hiicrelerinin erigskin yasamdaki tek kaynagi kemik iligidir. Kemik iliginde hematopoetik
kok hiicreler lenfoid ve myeloid seri hiicrelerini olusturmak i¢in yoOnlendirilirler.
Lenfoid hiicrelerden, B-hiicreleri, T-hiicreleri ve dogal oldiiriicii hiicreler (NK)
olusurken, miyeloid hiicrelerden, groniilositler (nétrofil, eozinofil, bazofil), monositler,

makrofajlar, plateletler ve kirmizi kan hiicreleri olugmaktadir.
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Sekil 1: Hematopoez (6).

2.2. Losemiler ve Miyeloproliferatif Hastaliklar

HSC’lerden olusan olgun progenitor hiicreler farklilagip tiim kan hiicrelerini
olusturma yetegine sahiptir. Losemiler anormal farklilasma veya hiicre dongiisiinde

duraksama ile karaterize bir proliferasyon bozuklugu olarak tanimlanabilir.



Olgunlasmamis hiicreler hizla boliiniir, kemik iligi ve kanda birikir. Losemilerde
normal farklilasma yolu, hiicrelerin ¢ogalmaya devam ettigi bir farklilasma asamasinda
bloke edilir ve ¢ogu hiicre terminal farklilasmaya gegemez (7). Bunun sonucunda farkli
l6semi tipleri olusur (Sekil 2). Akut 16semilerde olgunlasmamis blast hiicreleri saglikl
kan hiicrelerinin yerini alir ve miyeloid ya da lenfoid seri hiicrelerinden
kokenlenebilirler. Kronik 16semiler ise farklilasmanin bozuldugu hiicre serisine gore

miyeloid ya da lenfoid hiicrelerden kaynaklanabilirler.

Kronik miyeloproliferatif hastaliklar (CMPD), periferik kanda olgunlasmamis
yada olgun ama artmis sayida olan hiicreler ve kemik iliginde miyeloid hiicre serisinden
bir kac hiicre ya da bir hiicrede proliferasyon ile karakterize olan klonal hematopoetik
kok hiicre bozukluklaridir (8). CMPD’ler polisitemia vera (PV), esansiyel
trombositopeni (ET), idiyopatik miyelofibrozis (IMF), KML ve kronik notrofilik 16semi
(KNL), hipereozinofilik sendrom ve kronik eozinofilik 16semi gibi nadir alt tipleri igerir
(Sekil 2). Bu hastaliklar, atipik KML (aKML) ve kronik miyelomonositik 16semi
(KMML) gibi miyelodisplastik/miyeloproliferatif hastaliklar (MDS / MPD'ler) ile
ortigmektedir (8).

Lésem
Aleut Kronik
Miyeloid Lenfoid Mivyeloproliferatif Lenfoid
-M1: Akut miyeloblastik -L1 -Kronik miyelositik 16semi -Kronik lenfositik 16serm
-M2: Akut miveloblastik L2 -Polisitemi vera -Hiary cell 16semi
-M3: Promiyelositik -L3 Burkatt -Primer Miyelofibrosis -Monositoid B hiicreli l8semi
-M4: Mivelomonositik -Miveloid metaplazi -Genis graniiler lenfositosis
-M5: Monositik -Esansiyel trombositopeni -Prolenfositik 16semi

-M&: Eritrolssemi
-M7: Megakaryositik

Sekil 2: Losemilerin siniflandiriimasi (7)

2.2.1. Kronik Miyeloid Losemi (KML)

KML, kronik miyelositik 16semi ya da kronik graniilositik 16semi, miyeloid
onciil hiicrelerin anormal klonal ¢ogalmas ile kendini gdsteren bir kok hiicre hastaligt
olarak tanimlanir (3). KML hastalarinda yeterince olgunlagmamis onciil hiicreler artmis

proliferatif kapasiteleri sayesinde kemik iligi ve kanda sayica artarlar.



Ayni zamanda apoptoz ve hiicre sinyal iletim yolaklar1 gibi homeostazda Onemli
hiicresel aktivitelerdeki bozulmalar da kanserlesmeye katkida bulunmaktadir. KML
sadece miyeloid hiicrelerde degil, ayn1 zamanda periferik kandaki eritroid hiicrelerde ve
trombositlerde artisa ve kemik iliginde belirgin miyeloid hiperplaziye neden olur (9).

KML hastalarinin %99 unda Ph kromozomu olarak adlandirilan 9.kromozom ve
22. kromozomda BCR ve ABL1 genleri arasinda gergeklesen resiprokal translokasyon
ile olusan fiizyon geni mevcuttur. KML'nin patogenezini olusturan, BCR::ABL1
proteinin yapisal olarak aktif tirozin kinaz aktivitesidir. BCR::ABL1 fiizyonunun varhgi,
artmig hiicre biiylimesi, apoptozun inhibisyonu, degismis hiicre yapismasi, biiyiime
faktorlerinden bagimsizlik, genomik denetim ve farklilasmanin bozulmasi gibi hiicresel
sorunlara yol agar (10).

KML ilk olarak Iskogya’da John H. Bennett ve Almanya’da Rudolph Virchow
tarafindan tanimlanmustir. 1890’larda kan boyama tekniklerinin uygulamaya koyulmasi,
graniilosit ve lenfositler arasinda daha kesin bir morfolojik ayrima ve dolayisiyla
KML'nin daha iyi karakterizasyonuna imkan saglamustir (11).

Daha sonraki yiizyillarda hastaligin evrimi ve klinik 6zellikleri tanimlanmustir.
Minot ve ark. yasi prognostik faktor olarak tanimlamistir ve giiniimiizde yas, tedaviye
rehberlik etmek i¢in kullanilan Sokal ve Hasford skorlama sistemlerinde hala 6nemli bir
prognostik faktordiir. 1951°de Dameshek KML biyolojisinin anlasilmasina, onun
esansiyel trombositopeni, PV, idiyopatik miyeloid metaplazi ile birlikte
miyeloproliferatif sendromlarin iginde olmasini onererek aydinlatict katkilar yapmigtir
(11). 1960°ta Nowell ve Hungerford, kronik graniilositik 16semili yedi hastanin 16semi
hiicrelerinde kiigiik bir anormal akrosentrik kromozomun varligini rapor etmislerdir
(12). Bu kromozom Y kromozomuna benzedigini ancak hastalarin ikisinin kadin
oldugunu belirtmiglerdir. Ldsemi olmayan hiicreler incelendiginde ise normal
karyotipler gozlenmistir. Bu gozlem bagkalar1 tarafindan hizla dogrulanmistir (13). Bu,
herhangi bir insan malignitesi bi¢imindeki ilk tutarli sitogenetik anormallikti ve bu
kromozom Ph kromozomu olarak adlandirilmistir. 1973'te sitogenetik teknolojisinde,
ozellikle kinakrin floresansinin ve Giemsa bantlamanin tanitilmasi 6nemli bir adim
olmustur. Chicago'da Janet Rowley kromozom 22'nin uzun kolunun kisaldigini (22q-)
ve kromozom 9’un uzun kolu iizerinde ek materyalin varligin1 gézlemlemistir. Boylece
Ph kromozomunun 9. ve 22. Kromozomlari1 iceren dengeli bir translokasyon ile

olustugu sonucuna varilmigtir (14).



BCR::ABL1 fiizyon geninin tanimlanmasi i¢in baslangic noktasi, farelerde
lenfosarkomu indiikleyebilen bir murin viriisiiniin Abelson tarafindan izolasyonu (15),
ve ardindan Abl onkogen veya v-abl agiklamasi olmustur (16). Daha sonra Ph
kromozomunun, kromozom 9'dan kromozom 22'ye translokasyon sonucu olustugu
anlasilmistir (14). Witte ve arkadaslart ABL proteininin anormal boyutta oldugu ve
biiyiik Olgiide artmis tirozin kinaz aktivesine sahip oldugunu gdstermislerdir ve bu
durumun artmis enzimatik aktivite ile sonuglanan yapisal anormallik oldugunu, KML
patogenizinde 6nemli rol oynayabilecegini diisiinmiislerdir (17). Daha sonra BCR ve
ABL1 dizilerinin bir flizyon transkripti olusturmak tizere birlestigi gosterilmistir (18).
KML’nin daha da agikliga kavusmasi i¢in, BCR::ABL1 fiizyonunun tek basina
KML fenotipini indiikleyip indiiklemedigini belirlemek olduk¢a onemliydi. 1990°da
Daley ve arkadaslari retroviral aracili gen transferini kullanarak BCR::ABL1 genini
miirin hematopoietik kok hiicrelerine entegre ettiler ve hayvanlarin ¢ogunda insanda

goriilen KML’ye benzer bir hastaligin olustugunu gézlemlediler (19).

Tablo 1: KML biyolojisinin anlasilmasindaki 6nemli agamalar (20).
1845 Loseminin (muhtemelen KML) bir hastalik varligi olarak taninmasi

1846 Yasayan bir hastada 16seminin ilk tanis1

1880ler  Kan hiicrelerini boyamak i¢in metodlarin gelistirilmesi

1951 Dameshek’in miyeloproliferatif bozukluklar kavramini tanitmasi

1960 Philadelphia kromozomunun tanimlanmasi (-22q)

1973 (9;22) translokasyonunun resiprokal dogasinin taninmasi

1984 Kromozom 22 {izerindeki breakpoint cluster region (BCR) tanimlanmasi

1985 P210 BCR::ABL1 ve BCR::ABL1 fiizyon geninin tanimlanmasi

1990 BCR::ABL1  geninin  farelerde =~ KML  benzeri  bir  hastalig
indiikleyebileceginin gosterilmesi

1996 BCR::ABL1 kinaz aktivitesinin segici engellenmesinin gosterilmesi

1998 BCR::ABL1 kinaz aktivitesinin bloke edilmesinin KML’nin 6zelliklerini

tersine ¢evirdiginin gosterilmesi

2001 ABL1 kinaz alanindaki rastgele olmayan mutasyonlarin belirlenmesi



KML, her yil her 100.000 insanda 1-2 yeni vaka goriilen diisiik insidansa sahip
bir hastaliktir. Ancak, son 10 yilda tedavisindeki 6nemli iyilesme nedeniyle prevalansi
artmaktadir. Bu durum, KML'li hastalarin yas eslestirilmis saglikli popiilasyondakiler
ile karsilastirilabilir sag kalim oranlarma ulagsmasimni saglamistir. KML, yetiskin
16semilerinin %15-20’sini olusturur (21). Bu hastalik hafif bir erkek tistiinliigii ile her
iki cinsiyeti de etkilemektedir. Iyonize radyasyon maruziyeti ve ailesinde
miyeloproliferatif bozukluk oldugu bilinen kislerde artmis KML riski bulunmaktadir
(112).

2.2.2. KML’nin Klinik Ozellikleri ve Evreleri

KML, tiim yas gruplarinda var olabilir fakat en sik 40-50 yas araliginda goriiliir
ve nadiren ¢ocuklar da etkilenir. Pek ¢ok hasta, pluripotent HSC’lerdeki defektin varligi
ile tutarh bir trombositoza sahiptir. Hastaligin tipik semptomlari; yorgunluk, istahsizlik
ve kilo kaybidir. Bununla birlikte hastalarin yaklasik %40’1 asemptomatiktir ve bu

hastalarda teshis yalnizca anormal kan sayimina dayanir (9) (Tablo 2).

Tablo 2: KML hastalarinda sik goriilen Klinik bulgular (9)

Klinik Bulgular

Yorgunluk, istahsizlik, kilo kayb1
Splenomegali
Hepatomegali

Periferik Kan Bulgular1
Yiikselmis beyaz hiicre sayis1 (genellikle 25,000/mm3‘ten daha fazla)
Yiikselmis trombosit sayis1 (vakalarin %30-50’sinde)
Bazofili
Azalmis 16kosit alkalin fosfataz aktivitesi
Graniilosit farklilagmasinin tiim agamalarimin periferik yaymada goriilmesi

Kemik iligi Bulgular
Artmis hiicre sayisi, azalmis yag icerigi
Miyeloid hiicrelerin eritroid hiicrelere oraninin artmast
Artan sayida megakaryosit
Blastlarin ve promiyelositlerin tiim hiicrelerin yiizde 10'undan azin1 olusturmasi




Hastaligin klinik seyrinde 3 evre bulunmaktadir. Hastaligin pek ¢ogunun tant
anin1 olusturan kronik evre, hastalarda beyaz hiicre sayisi artisiyla birlikte kemik
iliginde miyeloid proliferasyonun oldugu, genellikle komplikasyonlarin ¢ok az
goriildiigli ya da goriilmedigi evredir. Bu asamada pek c¢ok hasta 16semi hiicrelerinin
sayisint azaltan standart tedavilere yanit verir. Kemik iligi ya da kan 6rnegindeki blast
hiicre sayisi %10’un altinda olan hastalar kronik faz olarak siniflandirabilir. Hastalik
tedavi edilmediginde ya da tedviye yanit alinamadiginda ilerler ve akselere faza geger.
Bu evrede hastalarin periferik kan ya da kemik iliginde blast hiicre sayist %10-20 olarak
tanimlanir. Akselere faz KML hastalarinin kan hiicrelerinin yaklasik %20’sini bazofiller
olustururken %30’unu promiyelositler ve blast hiicreleri olusturur. 3 evre olan blastik
faz, diger adiyla blastik krizde ise kan ya da kemik iligi hiicrelerinde blast hiicrelerinin
say1s1 %20’den fazladir ve blast hiicreleri diger organ ve dokularda goriiliir (10). KML
bu evrede akut l6semilere benzer davranir. Ilerlemis hastalikta 16semik hiicreler
terminal farklilasmaya girme yeteneklerini kaybettikleri icin olgun graniilosit
olusumunun yerine ilkel hiicreler yayilmaya baslar. Bununla birlikte BCR::ABL1
disindaki genlerdeki mutasyonlar blastik kriz olusumunu takiben yaygin olarak goriiliir
(10). Tim hastalarda adim adim bu ilerleyis goriilmez ve blastik kriz kronik fazin
disinda birden gelisebilir ya da tanida var olabilir. Tedaviye yanit ya da tam sag kalim

ilerlemis KML fazinda nispeten zayiftir (11).

2.2.3. 1(9;22) BCR::ABL1 Philadelphia (Ph) kromozom

t(9;22)(g34;911), 22. Kromozomun g1l bandunda bulunan BCR (Breakpoint
Cluster Region) geni ve 9. kromozomun 34 bandinda bulunan ABL1 (V-Abl Abelson
Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog 1) geni arasindaki resiprokal translokasyon
sonucu olusur. Boylece defektif ve diger iki kromozomdan daha kisa Ph kromozomunu
tiretilir. Ph kromozomu, Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) (¢ogunlukla B hiicreli ALL,
nadiren T hiicreli ALL), Akut Miyeloid Lésemi (AML), Kronik Nétrofilik Lésemi
(KNL), ve karigik fenotip akut 16semi (MPAL) dahil olmak iizere diger bazi 16semilerle
birlikte KML’nin ayirt edici 6zelligidir (22).

Bu translokasyon sonucu olusan BCR::ABL1 flizyonu onkojeniktir. Ancak

onkojenik etkileri hala tam olarak aydinlatilamamustir.



BCR::ABL1 flizyonu, tirozin kinaz alanindan anormal sekilde artan sinyallemeye neden
olur, bu da 16semik hiicrelerin ¢ogalmasina ve hayatta kalmasina yol agar (17). ABL1
geni yaklasik 200 kilobazlik bir kirilma bélgesi igerirken, BCR geni, M-BCR, m-BCR
ve u-BCR olarak adlandirilan 3 kirilma bolgesi igerir. BCR ve ABL1 genlerindeki bu
coklu kirilma bolgeleri farkli transkpitlerin olugsmasina yol acar. Boylece 185 kDa’dan

230 kDa’a kadar farkli biiyiikliiklerde proteinler olusabilir (Sekil 3).
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Sekil 3: BCR ve ABL1 genlerinin ekzonlarmin yapisi ve kirik bolgeleri (23).

Ph kromozomu pozitif KML hastalarinin %95’inde kirilmanin meydana geldigi
bolge olan M-BCR bolgesinin el2-e16 olarak adlandirilan 5 ekzonu (b1-b5) vardir.
Kirilmalarin biiyiik ¢ogunlugu 13. ekzon (e13-b2) veya 14. ekzon (el4-b3)’da kimerik
gene katilacak sekilde bu ekzonlardan sonraki intronlarda gergeklesmektedir (5). Bu
kirilmalar, ABL1 geni 2. ekzonu ile birleserek, b3a2 (el4a2) veya b2a2 (e13a2) kimerik
alttipleri meydana getirirler. b3a2 alt tipi 14. ekzonu igerdigi i¢in b2a2’den 75 bp daha
uzundur. Her iki durumda da 210 kDa agirliginda bir fiizyon proteini olusur. KML ve
AML hastalarinin ¢ok az kisminda goriilen diger BCR kirik noktast m-BCR bolgesinde
1. ekzondan hemen sonra olusur. Buradan kirilan pargcanin, ABL1 geni ekzon 2 ile

fiizyonu sonucu ela2 transkripti olusur ve 190 kDa agirlinda bir proteini kodlar (4).



Diger kirtlma bolgesi ise mikro BCR (pu-BCR) olarak adlandirilir ve 19.
ekzondan (c3) sonra olusur. Hibrid transkript e19a2 birlesiminden olusur ve 230 kDa
agirligindaki p230 BCR::ABL1 proteinini kodlamaktadir (4). Tiim bu kiriklara ek olarak
BCR ekzonlar1 ile ABL1 geni ekzon3 (a3) arasinda fiizyon olusumu sonucunda daha

nadir alternatif kirik tipleri de gorilebilir (Sekil 4).
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Sekil 4: BCR::ABL1 fiizyonlari (23)

2.2.4. Kronik Miyeloid Losemi’nin Molekiiler Biyolojisi
2.2.4.1. ABL1 Geni, Yapisi ve Fonksiyonu

ABL1 geni 9934.12°de lokalize ve 12 ekzonu olan bir gendir. Hematopetik
gelisim boyunca mevcut olan ve miyeloid hiicrelerin olgunlasmasi sirasinda azalan
seviyeleri ile her yerde ifade edilen bir gendir. ABL1 proteini 145 kDa agirlinda,
cogunlukla niikleer lokalizasyona sahiptir. Fakat hematopoetik hiicrelerde genelde
sitoplazmada bulunur. Ayrica siki bir sekilde diizenlenen reseptér olmayan tirozin
kinazdir. ABL1 sitoplazmada, ¢ogunlukla aktine bagli ve hiicre iskeleti modiilasyonu ve
sinyali ile iliskili fonksiyonlarda bulunur. Niikleer ABL1 hiicre dongiisii kontroliinde yer
alir. ABL1’in N-terminali ABL1 kinaz aktivitesini negatif olarak regiile eder (24).
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ABL1 proteini uzun bir lipid zinciri, miristat (Myr), kendini engelleme
kapasitesi saglayan Src homolojisinin SH2 ve SH3 domainleri, prolinden zengin
bolgelerle ve fosforile tirozinlerle etkilesimlere izin veren bir tirozin kinaz domaini
(KD) ve son olarak B-aktin ve DNA’ya baglanan bir aktin baglanma bolgesi (ABD)
icerir. ABL1, epidermal biiyiime faktorii reseptorii, trombosit tlirevli biiylime faktori
beta reseptorii ve kas spesifik tirozin kinaz reseptdrii gibi reseptorleri fosforile ederek
(25) yapisma, polarite, hiicre go¢ii ve hiicresel c¢ikintilar gibi hiicre iskeleti
dinamiklerinde, ayrica proliferasyon, hiicre sagkalimi, membran transportu ve otofaji

gibi hiicresel siireclerde gorev alir (26).

2.2.4.2. BCR Geni, Yapisi ve Fonksiyonu

BCR geni 22q11.23’de lokalize ve 23 ekzona sahip bir gendir. Her ikisinin de
cesitli temel biyolojik siireglerde yer aldigi ¢oklu fonksiyonel alanlara sahip iki ana
proteini kodlayan karmasik bir lokustur. Bu biyolojik siiregler; G-protein sinyal yolagi,
hiicre iskeleti organizasyonu, biiyiime ve gelismedir (24). BCR-tirozin kinaz domaininin
kesin rolii belirsizdir fakat l6komogenezde islevsel rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir
(27, 28).

BCR geninin translasyonu sonucu iiretilen protein 160 kDa agirligindadir ve
serin/treonin kinaz aktivitesine sahiptir. BCR proteini, bir oligomerizasyon alan1 (OLI)
icerir (4). Bu alandaki mutasyonlar, BCR::ABL1 proteininin tirozin kinaz aktivitesinde
bir azalmaya neden olur ve BCR ile BCR::ABL1 proteinlerinin etkilesimini engeller.
Ayrica protein DBL'ye [guanozin trifosfattan (GTP) guanosin difosfat degisim faktorii
(GDP)] bir homoloji domainine, bir plekstrin homoloji alanina (PH), kalsiyum bagimli
fosfolipidlerin baglanmas: i¢in bir C2 domainine ve son olarak Rac proteinlerine
baglanmak i¢cin GTPaz (GTPaz aktive edici protein) domainine (GDP ve fosfat
iyonunda GTPaz hidrolizi) sahiptir (29) (Sekil 5). BCR geninin l.ekzonu tiim
fiizyonlara katilir ve buradan kodlanan, dimerizasyon ve otofosforilasyonu kolaylagtiran
oligomerizasyon alani1 (OLI, coiled-coil domain), fosforile oldugunda adaptor protein
GRB-2 i¢in bir yerlestirme bolgesi olarak ¢alisan Tirozin-177 ve bir tirozin kinaz
domanini, ekzonl’de tutarli bir sekilde korunmustur (28). BCR::ABL1 fiizyonlarina
katilan BCR ve ABL1 protein domainleri transkript tipine gore farklilik gostermektedir.
p190, p210 ve p230 flizyon proteinlerinin domain yapis1 Sekil 5’te gosterilmistir.
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Sekil 5: ABL1 ve BCR proteinlerinin domainlerinin sematik gosterimi ve p190, p210
ve p230 fiizyonlarina ait protein domainleri (24).

2.2.4.3. BCR::ABL1 Fiizyonun Etkiledigi Sinyal Yolaklar1

BCR::ABL1 proteini, hiicre sinyal yolaklarinin anormal aktivasyonuna ve
16semiyi destekleyen hiicresel bir ortam olugsmasina yol agar. Bu atipik yol aktivasyonu,
bliylime faktorii bagimliligi, apoptoz, proliferasyon ve hiicre yapigsmasindaki
degisikliklerle iliskilidir.

Tim BCR::ABL1 fiizyon proteinleri, hiperaktif bir ABL1 kinaz domaini
olugsmasina ve c¢esitli hedeflerde anormal fosforilasyona sebep olur (10). Aktivasyon,
ABLY’in N-terminal regulator bolgesinin kaybi ile otoinhibisyonun eksikliginden ve
flizyon proteininin homodimerizasyonu ve otofosforilasyonundan kaynaklanir (30).
Tirozin kalintilar1 iizerindeki hiicresel proteinlerin fosforilasyonu, birgok biiyiime
faktorii reseptorii tarafindan kullanilan hiicre ici sinyal iletiminin 6nemli bir
mekanizmasidir. Tirozin kinazlarin aktivitesi, tirozin fosfatazlarin aktivitesi ile
dengelenir. Yapisal olarak aktif bir tirozin kinazi eksprese eden hiicrelerde, bu siki
diizenleme zayiflar ve kronik biiytime faktorii stimiilasyonuna benzeyen bir duruma yol

acar (31).
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Bunun sonucunda hiicre iginde pek ¢ok sinyal iletim yolu etkinlesir. BCR::ABL1 kinaz
aktivitesi PI3K, AKT, MTOR, RAS, EGFR, MAP-kinaz, INK/SAPK, JAK1-3, SRC-ailesi
kinazlart LYN, HCK, ve FGR, PTPN11, NF-kB, fosfolipaz C ve bu yolaklarin pek
cogunun ortak bir alt efektorii olan STATS’ 1 igeren ¢oklu yolaklarin direkt ve indirekt
aktivasyonuna yol agar (24).

MYC, RAS, fosfatidil inotisol 3' kinaz (PI3K), JAK/STAT ve hiicre iskeleti
proteinleri, BCR::ABL1 tarafindan aktive edilen yollar veya 6nemli asag1 akis aracilari
olarak tanimlanmistir (32). BCR-Tyr-177’nin fosforilasyonu BCR::ABL1 aracili
l6komogenez igin esastir (33). BCR’in fosforile olmus Tyr-177 kalintis, GRB2 ile
iligkili baglayici protein 2'yi (GAB2) ve ayrica SOS'u (RAS'in bir guanin-niikleotid
degistiricisi) baglayan biiyiime faktorii reseptoriine bagli protein 2 (GRB2) i¢in bir
yerlestirme yeri olarak hizmet eder. Bu da RAS-MAPK aktivasyonu ve BCL-2 gen
transkripsiyonu ile sonuglanir. BCR::ABL1 araciligiyla fosforilasyon iizerine, GAB2,
AKT’yi aktive eden fosfotidilinositol 3- kinazi ¢agirir. AKT aktivasyonu, MYC geninin
transkripsiyonunun artmasiyla sonuglanir. Bunun sonucunda MYC proteini stabilize
halde kalir. BCR::ABL1 ayrica hem direkt hem de indirekt olarak HCK ve LYN SRC
kinazlar1 ve JAK2’nin aktivasyonu araciligiyla STATS’i aktive eder. Sonug olarak BCL-
X genin transkripsiyonu gergeklesir. Tiim bunlarin aksine, BCR::ABL1 bilinmeyen bir
mekanizma araciligiyla interferon konsensus dizisi baglayict proteinin (ICSBP)
transkripsiyonunu iptal eder. Boylece BCL-X ve BCL-2 gen transkripsiyonunun ICSBP-
aracilt inhibisyonu serbest birakilir ve miyeloid progenitorlerde artmis sag kalim
gozlemlenir (34). CRKL ve CBL, BCR::ABL1'in dogrudan substratlaridir. Tiim bunlara
ek olarak BCR::ABL1 ile sinyal proteinleri arasinda etkilesimde olan ¢ok fazla

molekiiliin oldugu ve olduk¢a karmasik bir yapida oldugu unutulmamalidir (Sekil 6).
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Sekil 6: BCR::ABL1 yapist ve kronik miyeloid 16semi (KML) hiicrelerinde aktive olan
molekiiler sinyal yolaklar1 (32).

BCR::ABL1 ayrica, SRC ailesi kinazlar1 (SFKlar) FGR, LYN ve HCK’yi fosforile
eder. Fosforile olmus HCK, hiicre dongiisiiniin G1’den S fazina ilerlemesine yol agan
ve siklin-D1°1 upregiile eden STAT5 kuvvetlendirir (35). Ayrica, transkripsiyon faktorii
ICSBP tarafindan baskilanan antipoptotik protein BCL-X, STAT5 tarafindan
transkripsiyonel olarak aktive edilir (36). Guanozin trifosfatazlarin (GTPazlar) RAC alt
ailesi, RAC1, RAC2 ve RAC3’1i kapsar ve bir¢ok hiicre fonksiyonunu modiile eder. RAC
GTPazlar primer KML hiicrelerinde aktive edilir ve BCR::ABL1 tarafindan

aktivasyonlar1 diizenlenir (37).
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KML progenitorlerinde RAC GTPazlari hiicre yanitlarin1 koordine etmek i¢in sinyal
kemokinlerini, biliylime faktorlerini ve yapisma reseptorlerini entegre eder. Ayni

zamanda RAC GTPazlar STAT5 fosforilasyonuna da aracilik edebilir (34).

BCR-ABLI

+ +

ERK JNK N
- STATS

pi8 CrKL e —

+ ?

L] !l'.TP\
— RAC GTPazlar e
- GDF

Kemokinler
Bliylime Faktorleri
Adezyon Reseptérleri

Sekil 7: BCR::ABL1 kinaz, RAC guanozin trifosfatazlarin (RAC GTPazlar) ve diger

sinyal molekiilleri ile etkilesimi (34).

JUNB, miyeloid hiicrelerde tiimor supresor olarak fonksiyon gosteren
transkripsiyon faktorleri aktivator protein 1 ailesinin bir komponenetidir. RAS,
downstream hedef JUN'u antagonize eder, boylece hiicre proliferasyonunu ve sag
kalimi1 engeller (38).

Tyr-177’nin fenilalanine mutasyonu (Tyr177Phe), GRB2 baglanmasini ortadan
kaldirir ve BCR::ABL1 kaynakli RAS aktivasyonunu azaltir (39). BCR::ABL1’in, GAB2-
/- farelerden elde edilen primer miyeloid hiicreleri doniistirmede basarisiz oldugu

gozlenmistir (40).
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flging olarak, MEK-ERK aktivasyonunun ise kronik fazda sitokin bagimli oldugu fakat
blastik faz KML’de yapisal olarak aktif hale gelip CD34+ progenitorlerinde kolaylikla
saptandig1 bildirilmistir (41). Ancak, BCR::ABL1 aracili 16komogenezde STAT5’in rolii
tartismalhidir. BCR::ABL1’in  kemik iligi igine retroviral transdiiksiyonu
STAT5a—/—STAT5b—/— farelerde KML benzeri bir MPD indiikledigi goriilmiistiir (42).
Primer KML o6rneklerinde siRNA ile STAT5’in inaktivasyonu Ph+ koloni olusumunu
bozdugu belirtilmistir (43).

ICSBP, graniilosit farklilasmasinin negatif diizenleyicisidir. ICSBP—/— ve
ICSBP+/— fareler bir KML benzeri MPD olarak ortaya ¢ikan diizensiz hematopoez
sergiledigi belirtilmistir (44). ICSBP’nin zorunlu ekspresyonu, in vivoda BCR::ABL1 ile
indiiklenmis KML benzeri hastaligi baskiladigi gézlemlenmistir (45).

Miyeloid soyda 6zellikle JUNB eksik transgenik fareler blastik faza ilerlemeyi
de iceren insan KML’sine olduk¢a benzeyen bir MPD gelistirmislerdir. Dahasi,
hastalanmis farelerden alinan sadece JUNB-eksikligi olan uzun siireli kendini yenileyen
HSC’ler transplantasyondan sonra alici farelerde KML benzeri hastalik indiiklendigi
gozlenmistir (46).

Tiim bu BCR::ABL1’in kontrol ettigi hii¢cre i¢ci molekiiler mekanizmalar KML
hastaliginin ilerlemesine yol agan potansiyel sinyal yolaklaridir. KML hiicreleri bu
sinyal molekiillerinin kontroliindeki farkliliklar araciligiyla hastaligin ilerlemesini
saglayabilir. Artan BCR::ABL1 miktari, hayatta kalma yollarinin arttirilmasi, artan
genomik kararsizlik, miyeloid farklilasmanin durdurulmasi, kendi kendini yenileme
yeteneginin kazanilmasi ve genis hiicre diizenleyici fonksiyonlara sahip tliimor
baskilayicilarin inhibisyonu yollartyla KML progresyonunu kontrol eder (47). Sekil
8’de KML hiicrelerinin sinyal yollaklari aracigiyla hiicre i¢i dinamikleri genel olarak

nasil yonettigi gosterilmistir.
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Sekil 8: KML progresyonunda yer alan sinyal molekiilleri ve degisimler (47).

2.2.5. Kronik Miyeloid Losemi’de Tedavi ve Mliskili Diren¢c Mekanizmalari
2.2.5.1. KML’de Tedavi ve Tirozin Kinaz Inhibitorleri

1960'larda KML, busulfan ve hidroksiiire kullanilarak kemoterapi ile tedavi
edilmekteydi. 1970'lerde ise KML tedavisinde iki farkli terapdtik strateji ortaya
c¢ikmistir. Bunlar; allojenik kok hiicre nakli ve interferon-alfa kullanimidir (48). 2001
yilinda Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan Tirozin Kinaz Inhibitérii (TKI) imatinib
(Gleevec®) (49) kullanilarak yeni bir tedavi onaylanmistir. TKI'ler, ilk kez hedefe
yonelik tedaviyi miimkiin kilarak KML’de biiyiik bir ilerlemeyi temsil etmektedir (29).

Kinazlar ATP’den fosfat gruplarini spesifik protein veya lipid substratlarina
aktararak hiicre sinyallemesinin diizenlenmesini saglarlar. Tirozin kinazlarin aktif
bolgeleri, substratin katalitik bolgeye erisimini kontrol eden aktivasyon dongiisii (A-
dongiisii), adenosin trifosfat (ATP)-baglama halkas1 ve ATP’ye bagli bir magnezyum
iyonunu koordine eden yiiksek oranda korunmus aspartat fenilalanin-glisin (DFG)
motifini iceren, anahtar yapisal motiflerin konumu ag¢isindan farkli olan 2

konformasyonda bulunur (50).
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Genel olarak bakildiginda kinaz inhibitorleri, kinaz aktivitesini onlemek icin ATP
baglanma bolgesini ya da fosforile proteinin baglandigi bolgeyi inhibe eder (Sekil 9).
Aktif veya inaktif kinaz konformasyon tanimalarina bagh olarak ise, TKI'ler sirasiyla
tip I veya tip Il inhibitdrler olarak adlandirilir (51). Inaktif konformasyonda aktivasyon
dongiisii kapali yapidadir ve DFG disa dogru yonlendirmededir (DFG-disar1). Tersine,
aktif konformasyonda A-dongiisii agik yapidadir ve DFG motifi katalitik bolgeye karst
yonlendirilmistir (DFG-igeri) (Sekil 10) (50). Tip I TKI’ler proteinin tirozin kinaz
domaini tizerindeki ATP baglanma bolgesine baglanir ve BCR::ABL1 proteininin aktif
ve inaktif yapisim1 hedefler. Tip II inhibitorler ise aktivasyon dongiisii fosforile
edilmediginde uygun ATP baglanma boélgesindeki bitisik bolgeye baglanir ve inaktif
yapisint hedefler (52). Tiim aktif bolge inhibitorleri ATP ile rekabet halindeyken, tip II
inhibitorler, bir inaktif enzim yapisinin stabilizorleri olarak diisiiniiliir. Tip I inhibitorleri
ise baglanma icin ATP ile daha dogrudan rekabet eder. Bu genel yapisal farkliliklarin
pratik sonuglart vardir. Belirli bir TKI'ye direng kazandiran mutasyonlarin tipi ve sayist
hakkinda bilgi verirler. Genel olarak, tip II inhibitorler daha kati baglanma
gereksinimleri sergiler, mutasyona savunmasizligi daha fazladir, ancak artan se¢icilik
avantajina sahiptir (53). Tip I inhibitorleri daha rastgele olma egilimindedir, ancak
mutasyonel kagisa daha az egilimlidir (50). Onaylanmis BCR::ABL1 TKI’lerinden,
imatinib, nilotinib ve ponatinib tip II inhibitordiir, dasatinib tip 1 inhibitordiir ve

bosutinib her ikisinin de 6zelliklerini gosterir (50).
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Sekil 9: BCR::ABL1 ve TKI’lerinin etki mekanizmasi (54).

Birinci nesil BCR::ABL1 inhibitorii olan imatinib, ATP'nin baglanmasini 6nler
ve boylece proteini inaktif formunda bloke eder, otofosforilasyonunu Onler ve
dolayisiyla substratlarinin fosforilasyonunu onler (29). KML’de birinci basamak tedavi
yontemi olarak kullanilir (55). BCR::ABL1 otofosforilasyonunun yani sira BCR::ABL-
pozitif hiicre hatlarinin ¢ogalmasim engelledigi bildirilmistir (56). Imatinib ile tedavi
edilen hastalarin %76'sinda ayni zamanda tam sitogenetik yanit olarak da adlandirilan
Ph kromozomunun kaybi s6z konusudur (29).

Cok hedefli bir ikinci nesil kinaz inhibitorii olarak dasatinib, KML ve Ph (+)
ALL’nin imatinib direncgli veya imatinib intoleran formlarmin tedavisi igin

onaylanmustir (57).
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Sekil 10: Tip I ve Tip II inhibitorler (50).

Dasatinib, ATP baglanma bolgelerine rekabet¢i inhibisyonu yoluyla (60),
BCR::ABL1 fiizyon proteini, Src ailesi kinazlar, c-KIT, EPHA2, PDGFRA ve ephrin-A
reseptoric dahil olmak tiizere bir¢ok tirozin kinazi inhibe eder (55). Klinik olarak,
dasatinib, imatinibe direngli KML veya BCR::ABL-pozitif ALL hastalarinda hem
hematolojik hem de sitogenetik yanitlar1 indiikleyebilir (50). Yeni tan1 konmus kronik
faz KML hastalarinda birinci basamak tedavi olarak imatinib yerine dasatinib
kullaniminin istiinligii de gosterilmistir (58).

Baska bir ikinci nesil inhibit6ér olan nilotinib, BCR::ABL1 kinazin1 imatinibden
daha giiclii ve 6zgil olarak hedefleyen, rasyonel olarak tasarlanmis bir tirozin kinaz
inhibitortdiir (50). Nilotinib, ATP baglanma bolgesi tizerinde P-dongiistiniin katlanmasi
ile, ABL1 tirozin kinazin aktif olmayan konfigiirasyonuna baglanir, ardindan aktivasyon
dongiisii, substrat baglanma bolgesini bloke ederek ATP-fosfat baglama bolgesini bozar
ve enzimin katalitik aktivitesini inhibe eder (55). Nilotinib'in KML'de BCR::ABL1

mutasyonlarmin ortaya ¢ikisini azalttigi bulunmustur (59).
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Ayrica, Src ailesi kinaz, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii ve epidermal biiylime
faktorii reseptor kinazlari {izerinde de minimal etkiler bildirilmistir (60).

Ponatinib (AP24534), BCR::ABL1 mutasyonlar1 olan KML hiicrelerine karsi
giiclii aktiviteye sahip, yeni bir tiglincii nesil TKI'dir (61). Ayni1 zamanda, onaylanmis
BCR::ABL1 inhibitorleri imatinib, nilotinib ve dasatinib'e direng saglayan FLT3'e (62)
kars1 oldukga etkilidir. Ponatinib'in diger mutasyonlara karsi etki mekanizmasinin,
bireysel mutasyonlarin ilacin genel baglanma afinitesi {izerinde daha az etkiye sahip
olmast icin ¢oklu temas noktalar1 olusturma yetenegi oldugu disiiniilmektedir.
Ponatinib'in daha 6nce FGFR (fibroblast biiyiime faktor reseptorii) 'lere ve Src-ailesi
kinazlarina kars1 inhibitor aktiviteye sahip oldugu gosterilmisti (63). Ayrica, ponatinibin
Hedgehog yolagina karsi inhibitor etkisi, apoptozu indiikler ve BCR::ABL-pozitif
16semide proliferasyonu azaltir (55).

c-KIT ve trombosit tiirevli biiylime faktorii reseptoriine kargt minimum inhibitor
aktiviteye sahip ve bir Src/Abl kinaz inhibitérii olan bosutinib, nanomolar
konsantrasyonlarda BCR::ABL1 aracili sinyali inhibe eder (64). Uciincii nesil TKI dir.
Son yillarda yapilan ¢aligmalar, bosutinibin genis bir kinaz yelpazesine kars1 (EGFR,
SRC ve ABL1 ailesi kinazlari ve GCK-IV gibi) aktif oldugunu gostermektedir.
Bosutinib, ikinci basamak tedavide giivenli bir ilag olarak kabul edilebilir (55).

Kronik faz KML i¢in standard tedavi TKI’lerin kullanimidir ve TKT’ler
hastaligin kontrol altinda tutulmasini saglar. Yeni tanida ya da ileri evre KML hastalari
rutin olarak ilag yaniti agisindan (kan sayimi, BCR::ABL1 miktar tayini gibi), 3, 6, 9 ay
olarak degerlendirilmektedir. BCR::ABL1 miktar1, Q-RT PCR ile takip edilebilir ve
gerektiginde FISH, sitogenetik analiz gibi yontemlerle desteklenebilir. Tiim bu verilerin
1s181inda  hastalik seyri ve tedavi planmasi yapilmaktadir. Baslangic tedavisinde
kullanilan imatinib gibi TKI’leri ise yaramamaya bagladiginda doz arttirimi, diger
birinci nesil TKI’lerin kullanim1 ya da ikinci ve tiglincii nesil TKI’lerin kullanimi sz
konusudur. Tablo 3’te BCR::ABL1 inhibitérleri, klinik komplikasyonlari ve yan etkileri
gibi bilgiler verilmistir.

Hastalar tedavi yanit1 agisindan temelde hematolojik, sitogenetik ve molekiiler
yanit olarak ii¢ sekilde degerlendirilebilir. Tam hematolojik yanit; kan degerlerinin ve
dalak boyutunun normale dénmesi, 16kosit sayisinin 10.000/ul’nin altinda olmasi olarak
tanimlanabilir. Tam sitogenetik yanit, sitogenetik teknikler ile yapilan analizler sonrasi

(karyotip, FISH vs.) BCR::ABL1 fiizyonuna rastlanmamasidir.
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Major molekiiler yanit (MMY, MY 3.0 veya daha derin yanit), BCR::ABL1/ABL1
oraninin uluslararasi 6lgege gore <%0,1 olmas1 olarak tanimlanir. Tam molekiiler yanit
ise, ters transkripsiyon ve gercek zamanli PCR amplifikasyonu sonucu BCR::ABL1
transkriptinin tamamen yok olmasidir (3). Bu yanit tiirlerinin her biri KML tedavisinde
bir kilometre tagini olusturmaktadir. Losemik hiicre sayist ve BCR::ABL1 trasnskript

seviyesi ile tedavi yanitini arasindaki iliski Sekil 11°de verilmistir.

Tani, 6n tedavi va da hematolojik relaps

- b
Z [=he
= Z
E Tam Hematolojik Yanit 5 &
2 Cosencti £ 7
= Tam Sitogenetik Yanit v g
- 3
3
@ Majér Molekiler Yanit EE: g
3 g
Tespit Edilemeyen Transkript
Tam Molekiiler Yanit

Sekil 11: Tedavi yaniti, 16semik hiicre sayist ve BCR::ABL1 transkript seviyesi
arasindaki iliski (Baccarani ve ark., 2006)
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Tablo 3: 2012’ye kadar FDA tarafindan onaylanmis olan BCR::ABL1 inhibitorleri(55).
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2.2.5.2. TKI Diren¢ Mekanizmalari

Imatinib KML tedavisinde altin standart olmasimna ragmen, hastalarm %35-40"1

ilaca direng gelistirir (65). IRIS ¢alismalarinda, hastalarin %17’si 5 yillik takipte

imatinibe diren¢ gostermistir. Ilerlermis fazdaki hastalarm pek c¢ogu hizla tedaviye

direngli hale gelmistir. Direng anindaki hasta ornekleri incelendiginde BCR::ABL1

kinaz aktivitesinin siklikla restore edildigi gézlenmistir. Bu da imatinibin artik hedefini

engelleyemedigini gostermektedir (66).
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Periferik kan sayimlarinin normallesmesi, splenomegalinin diizelmesi ve KML
ile iligkili semptomlarin ortadan kalkmasi olarak tanimlanan tam hematolojik yanitin
veya tam sitogenetik yanitin tehsis edilen siire i¢inde elde edilememesi ya da elde edilen
yanitin kaybolmasi, TKI direnci olarak tanimlanabilir. Bu yanitlarin kayb1 ya da
herhangi bir zaman noktasinda kronik faz KML’den, akselere ya da blastik faza ilerleme
TKI direncinin olustugunu gostermektedir (50). Bu durum olumsuz klinik durumlarla
ilgilidir.

Birincil direng, TKI tedavisinin baglangicinda tam hematolojik yanit, tam
sitogenetik yanit ve major molekiiler yanitin zamana bagli son noktalarina
ulagilamamasi anlamina gelirken, ikincil (edinilmig) direng, yanit kaybi olarak
tamimlanir  (67). Mekanik olarak TKI direnci, BCR::ABLl'e bagimli veya
BCR::ABL1'den bagimsiz olarak siniflandirilir (Sekil 12). BCR::ABL1’e bagh direng,
ilag baglanmasini veya hiicresel/biyolojik siirecleri bozan, TKI varligina miidahale eden
ve hedefte optimal olmayan ilag konsantrasyonlarina neden olan kinaz domain nokta
mutasyonlart gibi BCR::ABL1 kinaz inhibisyonunu bozan mekanizmalara dayanir.
Bunlar; BCR::ABL1'nin mutasyonlarini, amplifikasyonunu ve artan ifadesi olarak
tanimlanabilir. Aksine BCR::ABL1-bagimsiz dirence, BCR::ABL1’in etkili TKI
inhibisyonu durumunda alternatif sagkalim yolaklarinin ¢alistirilmasi, bozulmus sinyal
yollart araciligtyla ortaya ¢ikar. BCR::ABL1 bagimsiz mekanizmalar arasinda ilag akisi
aracilt ABC tasiyicilari, direnci kolaylastiran mikro ortam ve kromozomal anormallikler
icin yetersiz BER (baz eksizyon onarimi) dahil edilebilir (55). Agik¢a goriilen klinik
direng her iki mekanizma yoluyla da gozlenir, ancak kazanilmis direncin BCR::ABL1'e
bagimlt olmasi daha olasidir ve birincil direng BCR::ABLl'den bagimsiz olma
egilimindedir.

TKlI'lerin direncinin genellikle patlama krizi asamasinda ortaya ¢iktigi
bildirilmektedir (55). Genomik kararsizligin bir sonucu olarak, ek genetik mutasyonlar
ortaya ¢ikar. Boylece direng gelisir, TKl'ler etkinligini kaybeder, ardindan KML
hiicreleri daha malign bir karakter kazanir, hastalik hizlanmis faza ve ardindan patlama
krizine ilerler. Klinik ¢aligmalarda, ek kromozomal anormalliklerin sikligi kronik faz
KML'de yaklasik %7'dir ve standart sitogenetik analizle degerlendirilen hastaligin ileri
evrelerinde %40-70'e yiikselir.
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Blastik faz KML’de en yaygin goriilen ek kromozomal anomaliler +8 (ek degisikligi
olan vakalarin %34'), +Ph (%30), i(17q) (%20), +19 ( %13), -Y (erkeklerin %8'), +21
(%7), +17 (%5) ve monozomi 7 (%5)’dir (108) ve bunlar genellikle kotii prognozla
iligkilidir (68). Baz1 ¢alismalar ayrica, TKI'ye direngli klonlar1 barindiran hastalarin,
patlama fazina ilerlemeye yol acan ek genomik anormallikler biriktirmeye daha yatkin
oldugunu gostermistir (55). Sitogenetik agidan bakildiginda, kronik faz KML

vakalarinin biiylik cogunlugunda t(9;22) tek anomalidir.

A Tedavi yvok B BCR::ABL] bagimh C BCR::ABL] bagimsiz
TKI direnci TKI direnci
Dogal 1 TKI M TEI 5
BCR::ABLI I-__ BCR::ABLI -
1
Alternatif
sinyal yolaklan

Sekil 12: BCR::ABL1 bagimli ve BCR::ABL1 bagimsiz diren¢. (A) Tirozin kinaz
inhibitérii (TKI) inhibisyonu yoklugunda dogal BCR::ABL1 sinyali, KML'de
l6semogenez icin gerekli ve yeterlidir. (B) BCR::ABL1'deki kinaz alani mutasyonlari,
TKI'lerin  baglanmasini  degistirebilir ve BCR::ABL1 sinyalinin  yeniden
yapilandirilmasina yol agabilir. (C) TKTI'ler ile etkili BCR::ABL1 inhibisyonu ayarinda,
alternatif hayatta kalma yollarinin aktivasyonu nedeniyle 16semi hiicreleri sag kalmaya
devam eder (50).

2.2.5.2.1. BCR::ABL1 Bagimh Diren¢ Mekanizmalari

BCR::ABL1 bagimli direngleri agiklamada BCR::ABL1 kinaz aktivitesi ve
BCR::ABL1 kinaz alanindaki mutasyonlar1 yeniden aktive eden mekanizmalar oldukga
onemlidir. Kinaz domain mutasyonlar1 ve TKI direnci arasindaki iligski biyokimyasal

mekanizma seviyesinde iyi karakterize edilmistir.
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KD mutasyonlari, sterik engelleme yoluyla veya belirli bir TKI tarafindan taninmayan
bir kinaz konformasyonunu stabilize ederek, inhibisyon icin gerekli TKI
konsantrasyonlarin1  klinik olarak ulagilabilir araligin {izerine ¢ikararak TKI
baglanmasini bozar (69-71). Artmis BCR::ABL1 ekspresyonu, gen amplifikasyonu veya
transkripsiyonel seviyedeki upregiilasyon gibi mekanizmalar da TKI direnci

olusumunda rol oynar.

2.2.5.2.1.1. BCR::ABL1 Kinaz Domain Mutasyonlari

BCR::ABL1’deki mutasyonlar yaygindir ve kullanilan saptama metodunun
duyarliligina ve KML’nin evresine bagli olarak imatinib direngli hastalarin %40-
%90’1inda meydana gelir (72). Imatinib tedavisindeki etkinligin disiisiinii agiklayan
yiizden fazla mutasyon tanimlanmistir (Sekill13). Bu mutasyonlar kronik faz KML’nin
akselere faz KML’ye ve blastik faz KML’ye ilerlemesini tesvik edebilir. Bilinen tiim
mutasyonlarin %14’tinii temsil eden, ABL1 geninin 944. pozisyonundaki timinin
sitozinle yer degismesine karsilik gelen ve 315. amino asitin, treoninin izoldsine
degisimi ile sonuglanan T315I’dir. Bu degisim, imatinib ve tirozin kinaz alanm
arasindaki hidrojen bag1 i¢in gerekli olan bir oksijen molekiiliiniin kaybiyla sonuglanir
ve ayrica sterik engel olusturarak baglanmay1 6nler ve tedavi etkinligini biiyiik dlciide
azaltir (73). En yaygmn yedi mutasyon; P-ilmek ATP baglanma bdlgesinde yer alan
G250A/E, Y253F/H ve E255D/K/R/V, imatinib baglanma bolgesinde yer alan T315I,
katalitik ilmekte yer alan M351T, F359C/L/V/R ve aktivasyon ilmegi A’da yer alan
H396P’dir (74). P-ilmekteki mutasyonlar tiim mutasyonlarin %38 ila %46’simn1 temsil
eder ve imatinibin BCR::ABL1’ye baglanmasini dnleyen konformasyonel bir degisimle
sonuglanir (75). Ilmek-A’da meydana gelen mutasyonlar, BCR::ABL1’nin aktif

konformasyona ulagsmasini engeller, boylece imatinibin baglanmasi engellenir (74).
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Sekil 13: KML hastalarinda tanimlanan ABL1 kinaz domani mutasyonlar1 (76)

2.2.5.2.1.2. Artmis BCR::ABL1 ifadesi

BCR::ABL1 ifadesi, asir1 ekspresyon, PH kromozomu duplikasyonu, gen
amplifikasyonu ve onkogen transkripsiyonunun regiilasyonu yoluyla artabilir. KML
hastalarinda artmis BCR::ABL1 ifadesi gosterilmistir fakat bunun kazanilmig direngle
iligkisi KD mutasyonlar1 vakalarindan daha az kesindir. Yiiksek BCR::ABL1
onkoprotein seviyeleri, genellikle KD mutasyonlar1 yoluyla agik direng gelisiminden
once gelen daha ileri evre hastalik ile iligkilidir (77). Bu nedenle, daha yiiksek
BCR::ABL1 seviyeleri, TKI'lerin varligina ragmen yeterli kinaz aktivitesinin devam
etmesine sebep olabilir, bir KD mutasyonu elde edilene kadar 16semi hiicresinin hayatta
kalmasimni ve direnci saglar (50). Ek olarak, BCR::ABL1 asir1 ekspresyonu, artan B-
katenin aktivitesi ve losemik kok hiicrelerin kendi kendini yenilemesi ile sonuglanan
glikojen sentaz B geninin anormal birlesimine yol agar (78). Bu mekanizma, blastik
fazda 16semik kok hiicreleri gibi davranan ve olgunlasmamis blast hiicrelerinin hizli
geniglemesine katkida bulunan graniilosit-makrofaj progenitorlerinin kendi kendini

yenileme kapasitesinin artmasiyla sonuglanir (79).
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2.2.5.2.2. BCR::ABL1 Bagimsiz Diren¢ Mekanizmalari

KML hiicreleri BCR::ABL1 ifadesinden bagimsiz, farkli hiicre dinamigi
degisimleriyle TKI’lere kars1 direng olusturabilmektedir. BCR::ABL1 bagimsiz direngte,
siirekli TKI uygulanmasi ile BCR::ABL1 baskilanmasina ragmen goriilen direng s6z
konusudur. Burada alternatif hayatta kalma yollarinin aktivasyonu gdoriilmektedir.
Boylece hiicre, TKI ile saglanan BCR::ABL1 inhibisyonunu ortadan kaldirana kadar
l6semik hiicrelerin hayatta kalmasini saglayabilir. Kavramsal olarak, KML hiicresinin
hayatta kalmasi, hiicre mekanizmalar1 veya kemik iligi nisi tarafindan saglanan hiicre-
dis1 mikrogevresel faktorler araciligiyla saglanabilir (50). BCR::ABL1 bagimsiz direnci,
aktif hastalikta agik direng gosterebilsede, ayni zamanda minimal rezidiiel hastaliga
(MRD) katkida bulunur ve TKI tedavisine ragmen losemi kok hiicre (LSC) kaliciligini
kismen agiklar (50). BCR::ABL1 bagimsiz direngte bozulmus g¢oklu sinyal yolaklari
goriilmektedir. Ayrica hiicre igine ilag aliminda, genomik karalikta ve DNA onarim

mekanizmalarinda aksamalar da s6z konusudur.

2.2.5.2.2.1. Tla¢ Giris-Cikis Pompalar1 ve Bozulmus Sinyal Yolaklari

Potansiyel olarak BCR::ABL1 sinyalizasyonunun yeniden diizenlenmesine yol
acan bir baska mekanizma, hiicre i¢ci TKI konsantrasyonlarim1 diisliren ilag
tastyicilaridir. Spesifik TKI'ye bagl olarak, imatinib ve nilotinib icin MDR1 (ABCB1)
ve asciminib icin BCRP (ABCG2) olmak iizere farkli ABC ailesi tasiyicilari soz
konusudur. Bu mekanizma tamamen ag¢ik kazanilmis direnci yonetmek igin etkili
degilken, bir alternatif BCR::ABL1 bagimsiz yolak kurana ya da bir somatik mutasyon
araciligiyla yeniden aktif BCR::ABL1 elde edene kadar, hiicrelerin canliligini
stirdiirmek i¢in yeterli BCR::ABL1 kinaz aktivitesini korumasini saglayabilir (80).
Organik katyon tasiyici-1 (OCT-1), hiicre igi ilag varligini etkiledigi gosterilen imatinib
icin hiicresel bir akis pompasidir ve diisik OCT-1 aktivitesi, imatinib direnci verir.
Yiiksek OCT-1 aktivitesi, imatinib ile tedavi edilen hastalarda iyilestirilmis MMR
oranlari, olaysiz sagkalim ve genel sagkalim i¢in ongorii saglar (50).

BCR::ABL1, bir¢ok hiicresel sinyal yolu iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
PIBK/AKT, JAK/STAT, Ras/IMAPK, Src gibi BCR::ABL1 yollarindaki sinyal
molekiillerinin aktivasyonu, diren¢ ve KML ilerlemesinde rol oynar. BCR::ABL1'nin

sinyallesme aginda kritik bir gérevi goren Gab2, KML'nin siiriiciisiidiir.
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BCR::ABL1 proteininin olusumundan sonra, GARB2 araciligiyla substrat aktivitesi ve
fonksiyonu arttirillir (81). MAPK (ERK1 ve ERK2, MAPK1/2), transkripsiyon
faktorleri, apoptoz ile ilgili proteinler veya sitokinler gibi ¢oklu hedef genler igin kritik
diizenleyicidir (82). MAPK1/2, apoptozu inhibe eden ve proliferasyonu destekleyen
sinyal uyaranlarim iletir (83). Anormal aktif MAPK 1/2, ¢oklu malignitelerde artan
onkojenite ve ilag direnci ile baglantilidir (84).

Yapilan ¢alismalarda, STAT3 aktivasyonunun hiicre i¢i ve digsal mekanizmalar
araciligiyla l6semik hiicrelere sagkalim ipuglari verdigi ve bu hiicrelerin hayatta
kalmasimi destekledigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda STAT3’in BCR::ABL1 bagimsiz
aktivasyonu, TKI’ye direncli hiicre hatlar1 ve TKI direnci olan hastalara ait 6rneklerde
gorilmistiir (50).

KML hiicrelerinin biiylimesi ve ¢ogalmasi igin PI3K sinyali gereklidir (85).
PI3K/AKT aktivasyonunun ikincil mutasyonlar araciligryla agik direng ortaya ¢ikana
kadar KML hiicrelerinde sagkalimi kolaylastirdigi gosterilmistir (86). Ayrica PI3K
sinyalinin alt sinyal yollarinda gorevli transkripsiyon faktérleri FOXO1 seviyesinin KD

mutasyonu olmayan ve niikkseden hastalarda arttig1 gosterilmistir (50).

2.2.5.2.2.2. Kanser Kok Hiicresi, Mikrogevre ve Epigenetik

Mevcut ilag tedavilerinden etkilenmeyerek diren¢ olusumunu saglayan bir diger
faktor 16semik kok hiicreler (LSC) dir. LSC'ler, kendi kendini yenileme, hareketsiz hale
gelme ve hematopoietik nisler olarak adlandirilan belirli mikro-ortamlarda hayatta
kalma yetenegi kazanan bir grup miyeloid progenitdrden tiiretilir (87). LSC’lerin
hayatta kalmalar1 icin BCR::ABL1’e bagimli olmadigi bildirilmistir. Bunun yerine
hayatta kalma ve proliferasyona aracilik eden sitokinlere bagimli hale gelirler (88). Bu
da LSC’lerin TKI duyarsizligin1 agiklamaya yardimct olur (89). TKI tedavisi ile
LSC’ler tamamen oldiirelemez, bu yilizden tedavi kesildiginde, LSC’ler hastaligin niiks
etmesine yol agabilen hiicre havuzunu olustururlar. LSC’ler kismen TKI’lere secici
olarak direnglidirler. Boylece tedaviye farkli yanitlar ile heterojenite olustururlar (90).

Mikrocevresel faktorler de TKI direncini artirmada rol oynar. Stromal tiirevli
sitokinler, birincil KML hiicrelerinde STAT3 fosforilasyonunu destekler. STAT3'lin
BCR::ABLl'den bagimsiz aktivasyonu, TKI'ye diren¢li birincil KML hiicrelerinde
gortiliir. Kemik iliginden tiiretilen plasental biiyiime faktorii seviyeleri, KML'de artar ve

hiicre proliferasyonunu destekler.
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Kemik iligi stromasindan salinan fibroblast biiyiime faktorii 2, MAPK sinyalinin
aktivasyonu yoluyla imatinib direncini de yonlendirir. Ayrica hipoksinin de teropatik
olarak klinik etkiyi azalttigi, hastalik ilerlemesinde 6nemli rolii oldugu ve sitotoksik
ilaglarin etkinligini azaltarak dirence katkida bulundugu bilinmektedir. Bu nedenle,
KML hiicrelerinin, TKI tedavisi karsisinda hayatta kalmalarini saglayabilecek bazi
mikro-gevresel kaynakli faktorlere karsi asir1 duyarli oldugu goriilmektedir (66).
Epigenetik olaylarin KML progresyonu ve TKI tedavisine direng ile iliskili
oldugu bilinmektedir. Blastik fazli hastalarda kronik faza gore transkripsiyon faktorii
AP-2 alfa (TFAP2A) ve erken B hiicre faktorii 2 (EBP2) metilasyonu daha yiiksek
bulunmustur. KML hastalarimin %69'unda otofaji ile ilgili 16-like 1 (ATG16L1)
metillendigi gortilmistiir. Ayrica 12 veya 18 ayda bir majoér molekiiler yanit (MMR)
elde etme olasiligi, metillenmis vakalarda daha diisiiktiir. SIRT1 deasetilazin bir yandan
KML hiicrelerinde TKI direncine yol acan genetik mutasyonlarin kazanilmasin
destekledigi, diger yandan KML-LSC'lerini canli tutmak igin kritik oldugu
gosterilmistir (90). Policomb baskilayici kompleks 1 (PRC1)’in BCR::ABL tirozin
kinaz asag1 hedeflerinden biri olan protoonkogen BMI1’in ileri evre KML hastalarinda
yiiksek seviyede ifade oldugu ve daha kotii sonugla iliskilendirildigi bildrilmistir (90).
KML direncinde rol oynayan bir diger epigenetik yol, hedef mRNA'larda 3'-
UTR'ye baglanarak gen ekspresyonunu etkileyen, 19-22 niikleotitten olusan kiictik,
kodlamayan RNA'larin bir ailesi olan miRNA'lardir. Aberrant miRNA'lar, kanserlerde
kiiresel bir baskilanma sergiler, bu da miRNA'larin genel diizeyde tiimor baskilayicilar
oldugunu diistindiiriir (90). Bunlarin aydinlatiimasi, KML tedavisinde yeni yollarin
bulunmasina olanak saglayacaktir. Ayrica KML’de direng epigenetik diizenleyiciler
olan ASXL1, DNMT3A, IDH1 ve SETBP1’deki mutasyonlarin varligiyla da iligkilidir.
Bu mutasyonlarin varligi kotli prognozla ve blastik faza ilerleme ile iliskilidir. Fakat
bunlarin direnci nasil yonettigi belirsizdir. Ek olarak, epigenetik diizenleyicilerin TKI

tedavisi karsisinda LSC’lerin kaliciligina katki sagladiklari bildirilmistir (66).

2.2.5.2.2.3. Klonal Evrim, Genomik Instabilite ve Eksik DNA Onarim
Klonal evrim, direncin baska bir mekanizmasidir ve kronik fazdan sonraki

ilerleme olarak tanimlanir.
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Uzun siiredir ekstra Ph kromozomu, trizomi 9, trizomi 19, RAS, P53 ve MYC’nin
kodlanan dizilerinde nokta mutasyonlar1 ya da Ph+ hiicre karyotiplerinde pl6 ve RB
yeniden diizenlenmeleri gibi rastgele olmayan kromozomal anomalilerin kazanimi ile
iliskilendirilmistir (91). Klonal evrim, KML'de hastalik ilerlemesinin bir belirteci
olabilir ve olduk¢a proliferatif KML hiicrelerinin genomik kararsizligini yansittigi
distiniilmektedir (92). Hastaligin ilerlemesi ile iligkilendirilen telomer kisalmasi ve
yiiksek diizeyde ifade edilen BCR::ABL1 genomik instabiliteyi indiikler. Bu instabilite
ABL1 kinaz domanin nokta mutasyonlarina ve ¢esitli diger molekiiler ve kromozomal
genetik anomalilerin birikime katkida bulunur. GATA baglayici protein 2'deki (GATA-2)
mutasyonlarin aktivasyonunun ve RUNX1, polimiksin direng proteini 16 (PMRD16)
min kismi delesyonunun ayrica RUNX1/PMRD16 ifadesinin de dahil oldugu, KML
ilerlemesi ile iliskili genetik anormallikler, KML blastik fazinda ortaya ¢ikar. Ayrica
hastalik transformasyonunu ve ilag direncini etkiliyebilirler (91).

ABL1 kinazdaki nokta mutasyonlart ROS (reaktif oksijen tiirevleri) veya
diizensiz DNA onarim mekanzmalarinin neden oldugu gelismis oksidadif DNA
hasarindan kaynaklanir. DNA’da oksidatif bazlar BER (base-excision repair) yolu ile
onarilir. Bu yilizden BER aktivitesi nokta mutasyonlariin birikmesinin énlenmesi igin
oldukca kritiktir. Kronik faz KML’de yanlis eslesme onariminin inhibe edildigi
bilinmektedir. Bu nedenle, eksik DNA onarimi DNA yanlis eslesmelerini iiretebilir.
NHEJ (non-homologous end joining), memeli hiicrelerinde ¢ift zincir kiriklarin1 (DSB)
onarmak icin kullanilan ana yollardan biridir. Bu yol, nadiren niikleotidlerin
eklenmesine veya kaybolmasina neden olur. Bununla birlikte, NHEJ'e ek olarak, onarim
bolgesinde yiiksek siklikta biiyiik delesyonlar, kromozomal translokasyonlar ve kisa
mikrohomoloji bolgeleri tarafindan karakterize edilen, ALTNHEJ (alternative non-
homologous end joining) olarak adlandirilan baska bir NHEJ versiyonunun yiiksek
oranda hataya agik oldugu kesfedilmistir. BCR::ABL1 kinazin reaktif oksijen tiirlerinin
iiretimini indiikleyebilecegi ve bunun da gelismis DNA onarim stiregleri ile DSB’larinin
da dahil oldugu DNA hasarina yol agabilecegi bildirilmektedir. Ayni zamanda
ALTNHEJ onarim yolu, BCR::ABL1 inhibitérlerine direng olusturmaya yardimci olan

gen mutasyonu olasiligini artirir (55).
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Genel olarak bakildiginda KML hiicre i¢i pek ¢ok degisim ile kontrol
edilmektedir. BCR::ABL1 fiizyonunun olusumu ile baslayan siireg, hiicre i¢i dengenin
bozulmasi ve hiicre i¢i kontrol mekanizmalarinda olusturulan farklilagsmalarla devam
ettirilmektedir. Hiicrelerde gerceklesen tiim bu degisimler, KML progresyonu ve
uygulanan TKI’lere direng gelistirilmesine katki saglar. Sekil 14’te TKI’lere direng
gelistirmeyi saglayan yollarin sematize edilmis hali verilmistir.
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Sekil 14: KML’de TKI direncinin molekiiler mekanizmalari (93)

Bu tez caligmasi kapsaminda KML hastalarinda goriilen farkli BCR::ABL1
fiizyon tiplerinin karakterize edilmesi, hastaligin seyri ve tedavi yaniti iizerine etkisinin

arastirilmasi hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
Bu calisma Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Genetik Anabilim Dali
arastirma laboratuvarinda gerekli izinler alinarak yapilmistir. Calismada kronik
miyeloid 16semi hastalarinda t(9;22) BCR::ABL1 flizyonunda belirlenen kirik tipleri

taranmustir ve hastalik siireciyle iliskisinin aydinlatiimas1 hedeflenmistir.

3.1. Gerec

Bu calisma Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi (n=99) ve
Prof. Dr. Cemil Tascioglu Sehir Hastanesi (n=25) ve Bezmialem Vakif
Universitesi’nden (n=1) Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii'ne daha 6nce,
KML tanist ile BCR::ABL1 kantitatif tayini ve ABL1 mutasyonu igin gonderilen toplam
125 hasta, 182 ornek ile gergeklestirilen retrospektif bir ¢alismadir. Tim Ornekler
spesifik primerler ile RT-PZR yontemi kullanilarak p210 el3a2, el4a2, el3a3, el4a3,
pl90 ela2, ela3, p230 el9a2, el9a3 fiizyonlar1 agisindan taranmistir. Yiizsekseniki
ornegin 111°1 hastalarin laboratuvarimiza ilk verdikleri 6rnekler (tani, tedavi), geriye
kalan 71 ornek ise direng an1 (ABL mutasyonu pozitif ve negatif) drnekleridir. Bu
orneklerin timi KML tanis1 almis hastalara ait olan, t(9;22) pozitif ve BCR::ABL1
miktar1 en az >%0,1 olan 6rneklerdir. Tablo 4’te CTF takipli hastalarin klinik 6zellikleri
verilmistir. Sekil 15°te ¢alisma grubundaki drneklerin dagilimini gosterilmistir.

Tablo 4: CTF takipli hastalarinin klinik 6zellikleri

Ozellikler CTF Hastalar1 (n=99)
Tan1 zamam yas 44,84 + 14,5
Cinsiyet
Kadin 65 (%65,6)
Erkek 34 (%34,4)
Takip siiresi 115,1+ 55,8 ay
Giincel kullamilan TKI
Imatinib 41 (%41,4)
Dasatinib 17 (%17,2)
Nilotinib 9 (%9,1)
Bosutinib 0
Ponatinib 1 (%1)
Sokal risk skoru
Belirlenemeyen 31 (%31,3)
Diisiik 36 (%36,4)
Orta 24 (%24,2)
Yiiksek 8 (%8,1)

Tani aninda KML evresi
Kronik faz 96 (%96,9)
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Akselere faz 2 (%2,1)
Blastik faz 1 (%2)
EML tanist almis toplam

I 125 hasta 182 &mek ‘

71 direnc am
l drnegi

111 ilk geliz Hrnegi

Ik gelis ve direnc am

orneklerinin takip

edildig1 eslemk 42 émek
ABLmutasyonu  olan;
34 Gmek
ABL mutasyonu

olmayan; 37 Grael

Sekil 15: Calismaya dahil edilen 6rneklerin dagilimi

Calisma, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafinca onaylanmis (2020/1085) ve kan/kemik iligi Ornekleri alinan tiim
hastalara, ¢aligmanin igeriginin detaylari ile anlatan goniillii onam formu imzalatilmistir.

Pozitif kontrol olarak K562, KCL-22 ve AR-230 hiicre hatlar1 ve kullanilmistir.
K562 hiicre hatt1 53 yasinda blastik krizdeki bir kadin KML hastasindan elde edilmistir.
K562, immiinoglobulin, Epstein-Barr virlisii (EBV) genomunun B belirteclerinden ve
iligkili niikleer antijenden ve EBV reseptorlerinden yoksundur (94). K562 hiicre hatti
BCR::ABL1 el4a2 (b3a2) fiizyon genini tagir. KCL-22 hiicre hatt1 32 yasinda blastik
krizdeki bir kadin KML hastasinin plevral eflizyon hiicreleriden elde dilmistir. Bu hiicre
hatt1, IgG'nin Fc kismu i¢in reseptorlere sahiptir, ancak lenfoid hiicre 6zelliklerinden ve
Epstein-Barr viriisii ile iligkili niikleer antijenden yoksundur. KCL-22 hiicre hatt1 t(9;22)
pozitiftir ve BCR::ABL1 el13a2 (b2a2) fiizyon genini tasir (95). AR-230 hiicre hatt1 50
yasindaki kadin KML hastasinin kemik iligi hiicrelerinden elde edilmistir(4). Hiicre
hatti1 AR230, CD13, CD33 ve CD35 igin pozitif ve CD11b i¢in zayif pozitif, CD34 i¢in
negatiftir. BCR::ABL1 pozitif iki farkli transkript ifade eder. Transkriptlerden biri BCR
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ekzon c3/ABL1 ekzon 2 transkriptiyken, digeri c2 BCR::ABL1 kimerik kopyasidir (96).
p190 ela? pozitif kontrol olarak Ustek ve ark. klonladigi plazmid kullanilmistir (97).

3.1.1. Kullamlan Cihazlar
Tablo 5: Calismada kullanilan cihazlar

Cihazlar Marka
Otomatik Pipetler Ependorf, Raini
Ceker ocak Kermanlar

Buzdolabi ve derin dondurucu | Argelik, Sanyo, Bosch

(+4°C, -20°C, -80°C)

Jel goriintiileme sistemi UVP

PZR cihazlari Techne, Biorad
Vorteks Kermanlar
Spektrofotometre Nanodrop
Sogutmali Santrifiij Ependorf
Otoklav Kermanlar
Steril kabin Thermo Scientific
Light Cycler Roche 480

3.1.2. Kullanilan Kitler

Tablo 6: Calismada kullanilan kitler ve kullanim amaci

Kit Kullanim Amac1 | Firma
First-Strand cONA | cDNA Sentezi Invitrogen, ABD
Synthesis kit

3.1.3. Kullanilan Elektronik Veri tabanlari

Kullaniciya referans sekans ve genom bilgilerini saglayan veri tabanlaridir. Kullanilan
elektronik veri tabanlari listelenmistir. NCBI primerlerin blasti, ENSEMBL genlerin
dizi bilgilerine erismek i¢in kullanilmistir.

* NCBI (National Center for Biotechnology) (Stiriim 245)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

* ENSEMBL (Ensembl Siiriim 106 (Apr 2022))

http://www.ensembl.org



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/release/245/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ensembl.org/

3.1.5. Kullamlan Materyaller

Tablo 7: cDNA sentezi i¢in kullanilan materyaller

Kullanilan Materyaller

Firma

Random primer (50 ng/ul)

Invitrogen, ABD

10 mM dNTP miks

Thermo Scientific, ABD

0,1MDTT

Invitrogen, ABD

5x First Strand Buffer

Invitrogen, ABD

RNaz inhibitdr (20U/ul)

Thermo Scientific, ABD

Revers transkriptaz (200U/ul)

Invitrogen, ABD

Tablo 8: Polimer Zincir Reaksiyonunda kullanilan materyaller

Kullanilan Materyaller

Firma

10x Taq Buffer with KCL

Thermo Scientific, ABD

25 mM MgCl;

Thermo Scientific, ABD

10mM dNTP miks

Thermo Scientific, ABD

Primerler

Thermo Scientific, ABD

Taq Polimeraz (5U/ul)

Thermo Scientific, ABD

3.1.4. Kullamlan Kimyasallar
Tablo 9: Kullanilan kimyasallar

Kullamlan Kimyasallar

Marka

Kloroform

Carloerba Reagents, Fransa

Absolute Etanol

Merck, Almanya

Trizol

MRC, ABD

Etidyum Bromdir

Sigma, Almanya

6x Loading Dye

Thermo Scientific, ABD

Tris Baz

Sigma, Almanya

EDTA

Sigma, Almanya

Glasiyal Asetik Asit

Sigma, Almanya

35
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3.1.5. Kullamlan Tampon ve Cozeltiler
50x TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA)

100 ml EDTA (0,5M),

242 g Tris baz,

57,1 g Glasiyal asetik asit,

1 It distile su ile tamamlanarak 20 dakika otoklavda sterilize edildi.

3.2. Yontem

Hiicre hatlar1 ve KML hastalarina ait kan ve kemik iligi 6rneklerinden RNA
izolasyonu ve cDNA sentezi yapildi. Ardindan t(9;22) BCR::ABL1 p210 (e13a2, el4a2,
el3a3, el4a3), pl90 (ela2, ela3), p230 (el9a2, e19a3) fiizyonlarna ait kirik tiplerini
karakterize etmek i¢in polimeraz zincir reaksiyonu yapildi. Daha nadir goriilen ve atipik

kiriklarin validasyonu i¢in Sanger dizileme yapildi.

3.2.1. RNA izolasyonu, Kalite ve Miktar Tayini
Daha Once hastalardan alinan kan veya kemik ilikleri 6rneklerinden elde edilen
beyaz kan hiicreleri (WBC) trizole alind1.
e -80’den alinan trizol drnekleri buz iizerinde ¢6ziinmeye birakild.
e (Coziinen 6rnekler 1sitict blokta 37° C’de 1400 rpmde 10 dakika calkalandi.
e Orneklere 200 pl kloroform eklendi.
e Tiim 6rnekler yaklasik tamamen homojen olana kadar vortekslendi.
e Sogutmali santrifiijde 8° C’de 10600 rpmde 10 dakika santrifiij edildi.
e Santrifiij sonunda 3 ayr1 faz goriilmiistiir ve en {ist faz temiz ependorfa alind1.
e Orneklere 200 pl kloroform eklenip iyice vortekslendi.
¢ Yeniden sogutmali santrifiijde 8° C’de 10600 rpmde 10 dakika santrifiij edildi.
e Santrifiij sonras1 2 faz goriilmiistiir ve {ist faz temiz ependorfa alindi.
e Onceden hazirlanip +4° C’de bekletilen %100 etanolden 500 pl eklenip tiipler
giizelce alt iist edildi.
e -20°C’de 30 dakika bekletildi.
e Sogutmali santrifiijde 8° C’de 10600 rpmde 10 dakika santrifiij edildi.
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e Pelete dokunmadan siipernatant atildi ve pelete +4° C’den alinan %75 etanolden
1 ml eklendi.

e Ependorflar giizelce galkalandi ve Sogutmali santrifiijde 8° C’de 8400 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi.

e Santriflij sonrasi siipernatant atildi ve tiipler 37° C’de 3-4 dakika bekletildi.

e Pelet RNase free su ile pelet miktarina gore ¢ozdiiriildii.

izole edilen RNA’larin saflik ve konsantrasyonlart DNA’nmn belirli dalga
boylarinda sogurulmasi (OD) esasina dayanarak Nanodrop kullanilarak gerceklestirildi.

Olgiimlerde 260 nm/280 nm oraninin 1,8 ile 2 arasinda olmasina dikkat edildi.

3.2.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

izolasyonlar1 ve &lgiimleri yapilan RNA ornekleri kalip olarak kullanilarak ters

transkriptaz enzimi ile cDNA sentezi asagida tarif edildigi gibi gergeklestirildi;

e Son konsantrasyonu 1000 ng olacak sekilde seyreltilen RNA 6rneklerinden 10 pl
alinarak, 10mM 1 pl dNTP mix ve 50 ng/ul 1 pl Random hekzamer ile karisim
haline getirildi.

e Thermal cycler’da 65°C’de 5 dakika bekletildi.

e 4 ul 5x First strand buffer, 2 ul 0,1 M DTT ve 1 ul 40u/ul RNaz Inhibitér
karisim haline getirilerek 6rneklerin {lizerine eklendi.

e Karisim 25°C’de 10 dakika bekletildikten sonra, tizerine 1 pl 200U/ ul M-MLV
RT eklendi ve 37°C’de 50 dk ve 70°C’de 15 dakika inkiibe edildi. cDNA
ornekleri -20 °C’de saklandi.

3.2.3. Konvansiyonel Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Elde edilen cDNA’larda t(9;22) BCR::ABL1 p210 (e13a2, el4a2, el3a3, el4a3),
p190 (ela2, ela3), p230 (e19a2, el19a3) fiizyonlarini tanimlamak i¢in RT-PZR yapildi.
Pozitif kontrol olarak p210 elda2 pozitif K562, p210 el3a2 pozitif KCL-22, p230
el9a2 pozitif AR-230 hiicre hatlar1 kullanildi. P190 ela2 kirig1 igin kirik bdlgesini
iceren bir vektor araciligiyla klonlanan plazmid kullanildi. Referans gen olarak GAPDH

kullanildi.
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Tablo 10: GAPDH geni kontrol PZR igerigi

Konsantrasyon Miktar
Buffer 10x 2,5 ul
dNTP karigimi 2,5mM 1wl
MgCl, 25 mM 1ul
Primerler 10 pmol 0,5 ul
Taq polimeraz 500 iinite 0,25 ul
dH.0 18,25 ul
cDNA 1000 ng I ul
TOPLAM 25 nl

PZR reaksiyonu i¢in hazirlan karisim 24 pl olacak sekilde PZR tiiplerine dagitildi.
Uzerine 1 ul cDNA &rnekleri eklendi ve PZR cihazina koyuldu.

Tablo 11: GAPDH geni PZR kosullari

Sicakhik Zaman
On denatiirasyon 94°C 3 dakika
Denatiirasyon 94°C 40 saniye
Primer baglanmasi 62°C 45 saniye 35 dongii
Zincir uzamast 72°C 1 dakika
Son uzama 72°C 10 dakika

Referans gen PZR calisan ¢cDNA ornekleri ile p210 (el3a2, el4a2, el3a3,
elda3), p190 (ela2, ela3), p230 (e19a2, e19a3) flizyon tipleri i¢in konvansiyonel PZR

yontemi uygulanarak filizyonlarin karakterizasyonu gergeklestirildi.

Tablo 12: BCR::ABL1 kantitasyonu %100-%10 olan p210 (el3a2, elda2, el3a3,
el4a3) ve p190 (ela2,e2a3), p230 (e19a2, e19a3) fiizyonlar igin PZR igerigi

Konsantrasyon Miktar
Buffer 10x 2,5 ul
dNTP karigimi 2,5mM 1wl
MgCl; 25 mM 1 ul




Primerler 10 pmol 0,5 wl
Taq polimeraz 500 tinite 0,25 ul
dH20 17,25 ul
cDNA 250 ng 2 ul
TOPLAM 25 ul
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Tablo 13: BCR::ABL1 kantitasyonu %10-%1 olan p210 (el3a2, el4a2, el3a3, el4a3)

flizyonu i¢in PZR igerigi

Konsantrasyon Miktar
Buffer 10x 2,5 ul
dNTP karigimi 2,5 mM I ul
MgCl, 25 mM 15 ul
Primerler 10 pmol 0,5 ul
Taq polimeraz 500 tinite 0,25 ul
dH,0 16,75 ul
cDNA 250 ng 2 ul
TOPLAM 25l

Tablo 14: BCR::ABL1 kantitasyonu <%21 olan p210

flizyonu i¢in PZR igerigi

(el3a2, elda2, el3a3, eldald)

Konsantrasyon Miktar
Buffer 10x 2,5 ul
dNTP karigimi 2,5 mM 1wl
MgCl, 25 mM 1,5 ul
Primerler 10 pmol 0,5 ul
Taq polimeraz 500 {iinite 0,25 ul
dH.0 13,75 ul
cDNA 250 ng Sul
TOPLAM 25l
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Tablo 15: p210 (el13a2, el4a2, c13a3, el4a3) ve p230 (el9a2, ¢19a3) flizyonlar: igin

PZR kosullar
Sicakhik Zaman
On denatiirasyon 94°C 3 dakika
Denatiirasyon 94°C 40 saniye
Primer baglanmasi 61°C 45 saniye = 35 dongi
Zincir uzamasi 72°C 1 dakika
Son uzama 72°C 10 dakika
Tablo 16: p190 (ela2, ela3) fiizyonu i¢in PZR kosullari
Sicakhik Zaman
On denatiirasyon 94°C 3 dakika
Denatiirasyon 94°C 40 saniye
Primer baglanmasi 60°C 45 saniye — 35 dongii
Zincir uzamasi 72°C 1 dakika
Son uzama 72°C 10 dakika

Tablo 17: p210 (el3a2, el4a2, e13a3, e14a3) fiizyonuna 6zgl primerler

BCR ekzon 13

Tleri 5’-AGCATTCCGCTGACCATCAA-3’

ABL1 ekzon 3

Geri 5’-GGTACCAGGAGTGTTTCTCCA-3°

Tablo 18: p190 (ela2, ela3) fiizyonuna 6zgii primerler

BCR ekzon 1

Ileri 5’-GACTGCAGCTCCAATGAGAAC-3’

ABL1 ekzon 3b

Geri 5’-GTTTGGGCTTCACACCATTCC-3’

Tablo 19: p230 (e19a2, e19a3) flizyonuna 6zgii primerler

BCR ekzon 18

Ileri 5’-TTCGGAGTCAAGATTGCTGTG -3

ABL1 ekzon 3

Geri 5’- GGTACCAGGAGTGTTTCTCCA-3’
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Tablo 20: PZR sonrasi beklenen {iriin boylar1

Uriin Uriin Boylar1
elda2 409 bp
el3a2 334 bp
elda3 235 bp
el3a3 160 bp
ela? 521 bp
ela3 347 bp
el9a2 475 bp
el9%3 301 bp

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

%?2’lik agaroz jel elde etmek i¢in 1,4 g tartilan agaroz, 70 ml 1x TAE igine
koyulup mikrodalga firinda 1sitildi. Ceker ocakta 3,5 pl etidyum bromiir eklendi. Elde
edilen s1v1 agaroz jel tepsisine dokiildii ve taraklar yerlestirildi. Ardindan katilagmasi
icin beklendi. Katilasan jel 1x TAE koyulmus olan yiiriitme tankina yerlestirildi. PZR
tirlinleri 6x yiikleme tamponu kullanilarak %2’lik agaroz jele yiiklendi ve 75-85 volt
elektrik akiminda 25-30 dakika yiiriitiildii. 100 bp marker kullanilarak {riin boylar

belirlendi. Yiiriitiilen 6rnekleri igeren jel UV 1s1k altinda goriintiilendi.

3.2.5. Kirik Tiplerinin Tanimlanmasi ve Sanger Dizileme

Goriintlilenen ornekler pozitif kontroller ve marker yardimiyla tanimlandi.
Pozitif kontrollerden farkli olan bantlar atipik kiriklar olarak degerlendirildi ve
tanimlanmasi i¢in ¢ift yonlii Sanger dizilemeye gonderildi. Sanger dizileme i¢in hizmet

alim1 yapildi ve sonuglar CLC Workbench programu ile analiz edildi.

3.2.6. istatistiksel Analiz
Tim filizyon tiplerinin karsilagtirmali analizi igin t-testi kullanilarak Graphpad

Prism 8 kullanilarak yapilmistir. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. GADH Kontrol Geni Anlatim
cDNA orneklerinin kontrolii icin GAPDH geni kullanildi. Calismaya dahil

edilen 182 6rnegin tiimiine kontrol GAPDH PZR yapildi. Temsili jel goriintiisii Sekil
16°da verildi.

Sekil 16: GAPDH PZR’a ait temsili jel gortntiisii. (Siral; 50 bp marker 2, 3, 4, 5;
GAPDH pozitif drnekler, 6; negatif kontrol)

4.2. Tiim Kirik Tiplerinin Caliyjma Grubundaki Dagilimi

4.2.1. 11k Gelis Orneklerinin Dagilimi

Calismaya dahil edilen 111 hastanin 73’1 erkek, 38’si kadindir (E:K/73:38). Bu
hastalarin laboratuvarimiza gelen ve rutin tanida pozitif olarak raporlanan ilk 6rnekleri
p210 (elda2, el3a2, elda3, el3a3) pl90 (ela2, ela3), p230 (el9a2,el19a3) flizyonlari
acisindan incelendi. KML hastalarmin 54°tinde (%48,6) eld4a2 flizyonu, 39’unda
(%35,1) el3a2 fiizyonu saptandi. Ayrica 17 hastada (%15,3) el4a2/el3a2 fiizyonun
birlikte ekspresyonu goriiliirken, iki hastada (#68 ve #94 nolu o6rnekler) el3a2 fiizyonu
ile birlikte atipik bant goriildii. Bu hastalara ait jel goriintiileri Sekil 17°de verildi. Sekil
17°de verilen sira 2’de goriilen #68 nolu o6rnege ait atipik bant Sanger dizileme
sonrasinda herhangi bir BCR::ABL1 flizyonu olmadig: anlasildigindan degerlendirmeye
alinmadi. Ayrica bu gruptaki 6rneklerin higbirinde p190 ve p230 flizyonlar1 saptanmadi.
Tiim hastalardaki transkriptlerin dagilimi Sekil 18’de gosterildi.
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Sekil 17: Atipik bant belirlenen 6rneklere ait jel goriintiisii. A) Siral; 100 bp marker, 2;
#68 nolu ornege ait e13a2 334 bp ve atipik bant, 3; K562 el4a2 409 bp, 4; KCL-22
e13a2 334bp, 5; negatif kontrol. (2.sirada goriilen atipik bant anlamli olmadig i¢in
cikarilmigtir) B) Siral; 100 bp marker, 2; KCL-22 e13a2 154 bp, 3; #94 nolu 6rnege ait
el3a2 ve atipik bant, 4; K562 el4a2 229bp, 5; negatif kontrol.

914&125’;13""2 e13a2/atipik
0 1%
elda?
n=54 49%

el3a2
35%

Sekil 18: 11k gelis drneklerinde transkript tiplerinin dagilimi
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Ik gelis &rneklerinden #94 nolu 6rnekte tanimlanan atipik fiizyonun Sanger

dizileme analizinde BCR ekzon 13’e¢ BCR 13-14 intronik dizilerinden 130 bp eklenme

olup sonrasinda ABL1 geni ekzon 2 ile birlestigi anlasildi. Sekil 19 ‘da bu Ornege ait

Sanger dizileme sonuglar1 ve Sekil 20°de bu fiizyonun yapisi verildi.

BCR ekzon 13
I\

BCR intron 13-14

[

|

ATTCCGCTGACCATCAATAAGGAAGTCACAAGGCTGCAGCAGACGCTCCTCAGA

O L T T L L

BCR intron 13-14

TGCTCTGTGCCTTGGATCTGGCCCCACTCC -CGTCCTCCCAGCCCTCCTCTCCTCCAAC!

O L e

BCR intron 13-14 ABLI ekzon 2

A
[ |

CATCCGGTGGACATAGTGTGGCTGCCATCTGCCTGGCACAAGAAGCCCTTCAGCGGCCA

Sekil 19: #94 nolu 6rnekte bulunan atipik flizyonun sanger goriintiisii

BCR

ABLI
BCR

el3a? ins 11

12

B e DR

TCACAAGGCTGCAGCAGACGCTCCTCAGATGCTCTGTGCCTTG
GATCTGGCCCCACTCCTCGTCCTCCCAGCCCTCCTCTCCTCCAA
CCATCCGGTGGACATAGTGTGGCTGCCATCTGCCTGGCACAAG

Sekil 20: #94 nolu 6rnege atipik fiizyonun yapisi ve eklenen intronik dizi
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Transkript tiplerinin cinsiyet tizerindeki dagilimi incelendiginde; tiim kohortta
kadinlarda 21 (%18,9) ornek eld4a?2, 13 ornek (%11,7) el3a2, 3 ornek (%2,7)
elda2/el3a2 transkriptlerini ifade ederken, erkeklerde bu oran, 33 (%29,7) 6rnek el4a2,
26 (%23,4) ornek el3a2, 14 (%12,6) 6rnek el4a2/el3a2 olarak goriildi. Her iki cinsiyet
kendi i¢inde degerlendirildiginde, kadinlarda; %755,3 eld4a2, %34,2 el3a2, %7,9
elda?/el3a2, erkeklerde %45,2 elda2, %35,6 el3a2 %19,2 elda?/el3a2 olarak
bulundu. e13a2/atipik bant sonucu ise kadin hastada tanimlandi. Tablo 21°de transkript

tiplerinin cinsiyet tizerindeki dagilimi verildi.

Tablo 21: ik gelis 6rneklerinde belirlenin fiizyonlarimn cinsiyetlere gore dagilimi

el4a2 el3a2 elda2/ el3a2/ eld4a3 el3a3 ela2 ela3 el9a2 el9%a3
el3a2 atipik

Kadin 21 13 3(%7,9) 1 0 0 0 0 0 0
n=38 (955,3)  (%34,2) (9%2,6)

Erkek 33 26 14 0 0 0 0 0 0 0
n=73 (%45,2)  (%35,6)  (%19,2)

p degeri 0,326 0,96 0,166

Toplam 54 39 17 1 0 0 0 0 0 0
n=111 (%48,6) | (%35,1) @ (%15,3) | (%0,9)

4.2.2. Diren¢ Am1 Orneklerinin Dagilim1

Toplam 58 hastaya ait 71 ornek belirlenen fiizyonlar agisindan tarandi. 71
ornegin 42’sin (%59,2) el4a2 ifade ederken, 16’smin (%22,5) el3a2, 6’simin (%8,4)
14a2/e13a2 ifade ettigi belirlendi. Bunlara ek olarak birer 6rnekte (%1,4) el4a2/ela2,
el3a2/ela?, elda?/el3a2/ela2/el9a2 ve el3a2/el8a2 fiizyonlarnin birlikte ifadesi olan
toplam dort ornek goriildii. Ug 6rnekte (%4,2) el4a2/el9a2 fiizyonu saptandi. Bu
verilere ait bilgiler Tablo 22°de verildi. Baslangigta p230 primerleri ile yapilan PZR
sonucunda ii¢ 6rnekte atipik bantlar bulundu. Bu bantlar Sanger dizilemeye yollandi.
Analiz edilen diziler ile iki drnege ait atipik bantlarin anlamsiz oldugu belirlendi. Bu
orneklere ait bant goriintiileri Sekil 21°de verildi. #19 nolu 6rnekteki bandin ise e18a2
fiizyonu oldugu anlasildi. Bu fiizyona ait bant goriinsii ve Sanger dizileme sonucu Sekil
22’de, bu flizyonun yapisi Sekil 23’te verildi. P190 (ela2) flizyonunu i¢eren orneklere
ait bant gorintiisii Sekil 24°de ve p230 (el9a2) flizyonunu igeren orneklere ait jel

goriintiisii Sekil 25°de verildi. Bir 6rnegin e19a2 fiizyonunun bandi Sekil 21°de verildi.
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Tablo 22: Direng an1 6rneklerinde belirlenen kirik tiplerinin sayisi ve yiizdeleri

Transkript tipi

elda2

el3a2

elda2/el3a2

elda2/ela2

el3a2/ela2

elda2/e19a2
eld4a2/el3a2/ela2/el9a2

el3a2/el18a2

Ornek sayisi (%)
42 (%59,2)

16 (%22,5)

6 (%8.4)

1 (%1,4)

1 (%1,4)

3 (%4,2)

1 (%1,4)

1 (%1,4)

Sekil 21: Herhangi bir fiizyon olmadig1 belirlenerek dislanan bantlara ait jel gortintiileri
A) Sira 1; 100 bp marker, 2; AR-230 e19a2 475 bp, 3; e19a2 pozitif 475 bp, 4, 5; sanger
dizileme sonras1 dislanan bantlar, 6; negatif kontrol.

B) Sira 1; 100 bp marker, 2, 3, 4; dizileme sonrasi diglanan bantlarin tek bantlari, 5;

negatif kontrol
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BCR ekzon 18 ABLI ekzon 2

TGCTGTGGTCACCAAAAGCCCTTCAGCGG

Sekil 22: e18a2 ifade eden drnege ait jel ve sanger dizileme sonucu.

A) e18a2 fiizyonunu ifade eden #19 nolu 6rnege ait jel goriintiisii. Siral; 100 bp marker,
2; AR230 el9a2 475bp, 3; atipik bant, ~ 375 bp, 4; negatif kontrol. (Bu goriintiide
bahsedilen 6rnegin sadece el18a2 oldugu belirlenen bandi goriilmemektedir.

B) Sanger dizileme sonucu

BCR ABLI

ase [T - 2] =]

Sekil 23: e18a2 fiizyonunun yapisi
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i

521bp 521 bp 521 bp

Sekil 24: p190 (ela2) ifade eden Orneklere ait jel goriintiisii. A) Sira 1; 100 bp marker,
2; pl90 ela2 pozitif kontrol 521 bp, 3, 4; ela2 pozitif drnekler 521 bp, 5; negatif
kontrol. B) Sira 1: 100bp marker, 2; p190 ela2 pozitif kontrol 521 bp, 3; ela2 pozitif
ornek 521 bp, 4; negatif kontrol. (Bu goriintiide bahsedilen orneklerin sadece ela2
pozitif bantlar1 goriilmektedir.)

|

475
475bp 475bp 475bp oo

Sekil 25: p230 (e19a2) ifade eden orneklere ait jel goriintiisii. Siral, 1; 100 bp marker,
2, 3, 4; p230 el19a2 pozitif 6rnekler 475 bp, 5; AR-230 e19a2 pozitif kontrol 475 bp, 6;
negatif kontrol. Bu goriintiide bahsedilen 6rneklerin sadece e¢19a2 pozitif bantlari
goriilmektedir.)
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Direng an1 6rneklerinde, transkript tipleri ABL1’de mutasyonu olan ve olmayan
ornekler arasinda degerlendirildi. 71 Ornegin 34°i, TKI tedavisine direng ile iliskili
oldugu bilinen bir ABL1 mutasyonuna sahipken, geri kalan 37 hastada ise ABL1
mutasyonu yoktur. ABL1’de mutasyonu olan Orneklerde, n=20 (%58,8) el4a2, n=7
(%20,5) el3a2 fiizyonlar1 saptandi. Ayrica bu 6rneklerde, n=3 (%8,8) el4a2/e13a2, n=1
(%2,9) elda2/ela2, 3 (%8,8) el4a2/e19a2 birlikte ekspresyonlar: goriildii. ABLI1
mutasyonu olmayan oOrneklerde, n=22 (%59,5) elda2, n=9 (%24,3) el3a2 fiizyonlari
belirlendi. Bunlara ek olarak n=3 (%8,1) eld4a2/el3a2, n=1 (%2,7) el4a2/ela2, n=1
(%2,7) elda2/el3a2/ela2/el9a2, n=1 (%2,7) el3a2/el8a2 birlikte ekpresyonlari
saptandi. ABL1 mutasyonu olan ve olmayan ornekler, tasidiklari flizyonlara gore
karsilastirildiginda anlamli bir fark goriillmedi (Tablo 23).

Tablo 23: Direng an1 6rneklerinde iki grup arasinda fiizyon transkriptlerinin dagilimi

elda2 el3a2 eld4a2/ elda2/ el3a2/ elda2/ elda2/ el3a2/
el3a2 ela? ela? el9a2 el3a2/ el8a2

ela2/

el9a2
ABL1’de 20 7 3 0 1 3 0 0
mutasyonu olan (%58,8)  (%20,5) (%8,8) (%2,9) (%8,8)
(n=34)
ABL1’de 22 9 3 1 0 0 1 1
mutasyonu (%59,5)  (%24,3) (%8,1) (%2,7) (%2,7) | (%2,7)
olmayan (n=37)
p degeri 0,956 0,706 0913 0,334 0,293 0,064 0,334 0334

4.2.3. Tk gelis ve Direnc Am1 Orneklerinin Karsilastirilmasi

Ik gelis ve direng an1 6rnekleri transkript tipleri acisindan karsilastirildiginda,
elda2, el3a2, elda?/el3a2 fiizyonlan ilk gelis 6rneklerinde sirasiyla; n=54, %48,6;
n=39, %35,1; n=17, %15,3 olarak bulundu. Diren¢ ani orneklerinde ise bu oranlar
strastyla; n=42, %59,2; n=16 %22,5; n=6 %8,4’tii. p210 flizyonlar ile birlikte ifade
edilen, atipik nadir ela2 ve el19a2 transkriptleri el3a2/ela2 n=1 %1,4; el4a2/ela2 n=1,
%1,4; el4a2/e19a2 n=3, %4,2 ile diren¢ an1 drneklerinde goriildii. Ilk gelis drneklerinde

bu fiizyonlar goriilmemistir.
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Ilk gelis ve direng an1 &rneklerinde birer 6rnekte e13a2/atipik fiizyonlar: belirlendi. Tiim
verilerin p degerleri hesaplandiginda yalnizca el4a2/e19a2 koekspresyonunun varligi

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,02) (Tablo 24).

Tablo 24: Tim 6rneklerin ilk gelis ve direng an1 6rnekleri olarak karsilastiriimasi

el4a2 el3a2 eld4a2/ elda?/ el3a2/ elda2/ elda2/el3a2/ el3a2/
el3a2 ela2 ela2 el9a2 el9a2/ela2  atipik

ilk gelis 54 39 17 0 0 0 0 1 (%0,9)
(n=111)  (%48,6) (%351) (%15,3)

Diren¢ 42 16 6 1 1 3 1 (%1,4) 1 (%1,4)
ani (9%59,2) (%22,5) (%8,4) (%14) (%14) (%4,2)

(n=71)

pdegeri | 0,110 0,071 0,174 0,209 0,209 0,02 0,209 0,748

4.3. Koekspresyonlarin Caliyma Grubundaki Dagilimi

Ik gelis ve diren¢ an1 &rneklerinde herhangi bir fiizyonu birlikte ifade eden
ornekler koeskpresyon olan ornekler olarak degerlendirildi. Ilk gelis ornekleri
koekspresyon agisindan degerlendirildiginde, 111 &6rnekte birlikte ekspresyon goriilen
ornek sayist 18 (%16,2)’di ve bu Orneklerde sadece p210 elda2a?/el3a2 ve
el3a2/atipik fiizyonlarinin koekspresyonu goriildii. Direng an1 6rnekleri koekspresyon
agisindan degerlendirildiginde ise 71 6rnekte 13 (%18,3) drnegin koekspresyona sahip
oldugu saptandi. Bu verilere ait p degeri 0,714 olarak hesaplandi.

4.4. Eslenik Orneklerin Degerlendirilmesi

Calismadaki 125 hastanin 42’si eslenik drneklere sahip hastalardir. Bu eslenik
orneklerin ifade ettigi flizyon tiplerinin iki gruptaki degisimi, ABL mutasyon durumlar
ve atipik nadir flizyon varligi Sekil 26’da verildi. Burada bazi hastalara ait mutasyon
sonuglart Erbilgin ve ark. (98) daha oOnce yaymnladigi ve Sanger ile yeni nesil

dizilemenin karsilastirildig1 ¢alismadan elde edilmistir.
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Sekil 26: Eslenik orneklerdeki fiizyon tiplerinin aylara gore dagilimlart ve ABL1
mutasyon durumlari. P210 flizyonlar, mavi; el4a2, yesil;el3a2. Gri; ABL1 wild tip,
kirmizi; ABL1 mutasyonu, mor; p190 ela2, turuncu; p230 el9a2, sari; e18a2. Pembe
kutulara hastalara ait t(9;22)’ye ek sitogenetik bulgular verilmistir.
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4.5. Farkh Fiizyonlar: ifade Eden Orneklerin Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen hasta Orneklerinin laboratuvarimiza basvurdugu stireler
dahilinde periyodik olarak BCR::ABL1 seviyeleri dlgiilmiistiir. Bu ¢alisma kapsaminda
da hastalara ait farkli zaman Orneklerinin flizyon tipleri belirlendi ve bdylece atipik ve

nadir flizyonlar1 ifade eden 6rnekler ayrica degerlendirildi.

#13

120,00%

100%

100,00%

el3a2

80,00% el3a2

59,70%
60,00%

40,00%

20,00%

3,97%

0,72% 0,63%

0,00%
31.12.2013 24.04.2014 12.08.2014 04.11.2014 27.04.2015 22.12.2015 13.07.2016 11.12.2017

==@==BCR::ABL1 miktar1

Sekil 27: #13 nolu 6rnege ait BCR::ABL1 anlatim diizeyleri ve belirlenen zamanlardaki
kirik tiplerini gosteren ¢izgi grafigi.
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#18

45,00%
40,00%

35,00%

30,00% 30,01% el3a2

25,00% -

20,00%

15,00%

10,00%
5,00%
0,00%
30.06.2010 16.02.2011 07.07.2011

==@==BCR::ABL1 miktar1

Sekil 28: #18 nolu 6rnege ait BCR::ABL1 anlatim diizeyleri ve belirlenen zamanlardaki
kirik tiplerini gosteren ¢izgi grafigi.

#19

50%
450 46% el3a2

40%
35%

31,30%

30%
25%
20%
15%
10%

5%

0% 0,26% ; -
26.07.2010 15.10.2010 25.01.2011 06.06.2011 05.09.2011 01.11.2011 28.08.2012 11.10.2013 16.04.2014

==@-=BCR-ABLI miktar1

Sekil 29: #19 nolu 6rnege ait BCR::ABL1 anlatim diizeyleri ve belirlenen zamanlardaki
kirik tiplerini gosteren ¢izgi grafigi.



16,00%
14,00%
12,00%
10,00%
8,00%
6,00%
4,00%
2,00%

0,00%
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#28
13,58%
10,92%-
el3a2
9%
0,54% 0.13% o\o6%

28.04.2011 18.09.2012 21.06.2013 11.12.2013 15.08.2014 22.12.2014

==@==BCR-ABL1 miktari

Sekil 30: #28 nolu 6rnege ait BCR::ABL1 anlatim diizeyleri ve belirlenen zamanlardaki
kirik tiplerini gosteren ¢izgi grafigi.

90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

#38

79,58%

70,80%

23,329

29.08.2013 12.12.2013 5.05.2014 10.11.2014

==@=—BCR-ABL1 miktar1

Sekil 31: #38 nolu 6rnege ait BCR::ABL1 anlatim diizeyleri ve belirlenen zamanlardaki
kirik tiplerini gosteren ¢izgi grafigi.
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#78

120%

100% 90%

80% 72,80%

60% T
20%
4% 0.01% 0,11%
0% o

1.04.2013 16.04.2013  26.07.2013  24.10.2013  7.05.2014 5.02.2015  31.03.2016

==@==BCR-ABL1 miktar1

Sekil 32: #78 nolu 6rnege ait BCR::ABL1 anlatim diizeyleri ve belirlenen zamanlardaki
kirik tiplerini gdsteren ¢izgi grafigi. (+ isaretli flizyonlar belirlenirken QRT-PCR
teknigi kullanilmistir.)
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5. TARTISMA

KML hastalarinda, BCR::ABL1 fiizyonunun kantitatif takibi tedavi yanitinin
degerlendirilmesi i¢in onemlidir. Bazi KML hastalar1 t(9;22) p210 fiizyonlarinin yani
sira KML’de nadir goriilen p190 ve p230 fiizyonlarin1 ve diger atipik fiizyonlar1 da
ifade edebilir. Farkli kirik tiplerinin tani, tedavi ve hastaligin seyri lizerine 6nemli rolii
oldugu disiiniilmektedir. Hastalik siiresince bu kirik tiplerinin karakterizasyonu,
hastaligin klinik seyri ve tedavi yaniti, direng/toksisite ve niiks durumlari i¢in 6nemli
sonuglar verebilir. Bu tez ¢alismasinda KML tanist almig 125 hastaya ait 182 6rnek 8
farkli kirik tipi bakimmdan tanimlanmis ve saptanan kirik tiplerinin hastaligin seyri,
direng/toksisite ile olan iliskisinin arastirilmasi amaglanmustir.

KML hastalarmin ilk gelis 6rneklerinde el4a2 (%48,6), el3a2 (%35,1) kirik
tipleri ve el4a2/el13a2 birlikte ekspresyonu (%15,3) saptanmigtir. Ayrica bir hastada da
el3a2/atipik kirik birlikteligi goriilmiistiir. Sik goriilen transkript tipi agisindan
degerlendirildiginde literatiirdeki veriler g¢eliskili olsa da genel olarak c¢alisma
kohortlarinda el4a2 fiizyonunun el3a2 flizyonundan daha sik oldugu bildirilmektedir
(99-102).

Calismamizda, transkript tiplerinin cinsiyetlerdeki dagilimi incelendiginde,
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamakla birlikte, e14a2’nin kadinlarda erkeklere
gore daha sik oldugu gozlenirken (kadinlarda %55,3, erkeklerde %45,2), e13a2 ve
el14a2/e13a2 i¢in, kadinlarin erkeklere gore sikligi daha diisiik olarak goriilmistiir. Tim
diinyadan 113 merkezin katildigi1 ¢ok genis kapsamli bir calismada, Baccarani ve
arkadaslar1 45 tilkeden 45503 yeni tan1t KML hastasinda kirik tiplerini sistematik bir
sekilde incelemislerdir. Hastalarin yas, cinsiyet ve etnik dagilimlarinin detayli olarak
incelendigi bu c¢alismada, bulgularimizla benzer olarak el13a2 kirigmmn erkeklerde
(%39.2) kadinlara oranla (%36.2) daha fazla oldugu bildirilmektedir (100). Osman ve
ark. arastirmasinda, erkek KML hastalarin e13a2, buna karsin kadin hastalarin ise e14a2
ifade etme egilimi gosterdigini ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu belirtilmistir
(p= 0.017) (103). Lin ve ark. 166 hasta ile yaptig1 retrospektif ¢alismada ise el3a2
flizyonunun istatistiksel bir farklilik olmamakla birlikte kadinlarda (%38,2), erkeklere
(%35,6) gore daha fazla oldugu, el14a2 fiizyonunun ise kadin ve erkeklerde ayn1 oranda
ifade edildigi bildirilmistir (104). Yine ayni ¢alismada el14a2/e13a2 flizyonlarini birlikte

ifade etme oraninin erkeklerde daha fazla oldugu goriilmiistiir.
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Sonug olarak, yapilan calismalarda transkript tiplerinin cinsiyete gére dagilimlarinin
farklilik gosterebilecegi belirtilirken, toplumsal farkliliklar nedeni ile transkript tipinin
genel ve cinsiyet lizerindeki dagilimi toplumlarda degiskenlik gosterebilmektedir.
Bilgimiz dahilinde, BCR::ABL1 transkript dagilimlar1 ile iliskili bir Tirkiye verisi
bulunmamaktadir. Calismamiz tek merkezli de olsa, bu dagilimi gosteren ilk ¢alisma
olmasi nedeni ile onemlidir.

Calismamizin bir diger 6nemli bulgusu, diren¢ zamani1 6rneklerinde belirlenen
alternatif kirpilma iriinlerinin dagilimlaridir. Direngli KML hastalarinda saptadigimiz
fizyonlardan %59’un el4a2 iken, %?22’si el3a2 tipinde ve %8,4 kadarinda ise
14a2/e13a2 birlikte ifadesi belirlenmistir. Direngli hasta grubunda kirik tiplerinin
incelendigi yakin tarihli bir yayin olan Kagita ve ark. nin ¢galismasinda, imatinib direncli
orneklerin %61’inde el4a2 flizyonu goriilmiistiir. Ayrica, el4a2 degisimleri tagiyan tani
KML 6rneklerinin kismi tedavi yanit1 olan hastalarda hematolojik yanit1 olan hastalara
gore (%66 vs %59,85) daha sik oldugu tespit edilmistir(105).

Tan1 6rneklerinin ¢alisildig1 baz1 yayinlarda, el3a2 fiizyonuna sahip hastalarin
MR oranlariin, bu flizyonu tasimayan hastalara gore daha diisiik oldugu bildirilmis ve
bu flizyona sahip hastalar daha yiiksek riskli hastalar olarak degerlendirilmistir (101,
106-108). Buna karsin, gorece daha az sayida orneklem ile gerceklestirilen bazi
caligmalarda da anlamli bir iliski gosterilememistir (102, 109-111). Bu bilgiler 1s1ginda
ve elde ettigimiz verilere gore el4a2 insidansinin diren¢ ani Orneklerinde artmasi,
e14a2’nin kot yanit ve prognozla iliskili oldugu sonucunu desteklemektedir.

Calismamizin bir diger énemli bulgusu da koekspresyon verileridir. Ilk gelis
orneklerinde el4a2/el3a2 birlikte ekspresyonu diren¢ zamani 6rneklerine gore daha
fazladir. Upadhyay ve ark. yaptiklart ¢alismada, el4a2/el13a2 koekspresyonuna sahip
hastalarin BCR::ABL1 yiiksek ekspresyon sergiledikleri, bununla birlikte en iyi tedavi
yanitin1 gosterdikleri belirtilmistir. Bu hastalarin, verilen tedavi ile nispeten daha stabil
kalan ve tek bir fiizyonu ifade eden orneklere kiyasla daha diisiik niiks oran1 gosteren
hastalar oldugunu bildirmislerdir (112). el4a2/e13a2 koekspresyonu tasiyan hastalarin
tedaviye en iyi yanit veren hastalar oldugu diisiiniildiigiinde, calismamizdaki direng ani
orneklerinde el4a2/e13a2 insidansinin diisiik olmasi sonucunu destekler niteliktedir.
Ayrica bu calismada, kadinlarda erkeklere gore niiksiin daha fazla gorildiigi
bildirilmistir (112). Calismamizdaki takip Orneklem grubunda, %15,3 el4a2/el3a2

birlikte ekspresyonu belirlenmistir. Baccarani ve ark. 113 merkez katilimlh
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caligmalarinda, her iki M-BCR transkriptini es zamanli ifade eden toplam hasta oranini
%7,6 olarak bildirmislerdir (100). Iki ¢alisma arasindaki farkliligi, Baccarani ve ark.
calismasinda agikc¢a goriilen, e14a2/el13a2 sikliginin toplumlarda oldukg¢a farkli olmasi
ile aciklanabilir. Kagita ve ark. caligmalarinda, takip Orneklerinde el4a2/el3a2
flizyonlarin1 birlikte ifade eden 6rnek bulunmadigini, direngli 6rneklerde ise %5,3
oraninda el4a2/el3a2 sikligi bildirmislerdir. Tani grubumuzdaki siklik, direngli
orneklerde belirlenen el4a2/el3a2 koekspresyonunun sikligi  (%8,4) ile uyumlu
degildir (105).

Direng zamani orneklerinde ayrica KML’de nadir ve atipik flizyonlar olarak
degerlendirilen; el4a2/ela2, el3a2/ela?, elda?/el3a?/ela2?/el9a2, elda?/el%a2 ve
el3a2/el8a2 flizyonlarinin birlikte ifadesi goriilmiistiir. Bu orneklerde goriilen p190
ela2 ve p230 el9a2 fiizyon tiplerinin varligt KML’de tedavi planlanmasi ve hastalik
seyrinin degerlendirilmesi i¢in olduk¢a Onemlidir. Yapilan c¢aligmalarda p190
fiizyonuna sahip KML hastalarinin riskli grup olarak degerlendirilmesi ve farkli tedavi
yaklagiminlarinin uygulanmasi gerektigi belirtilmistir. Verma ve ark, ela2 ifade ettigini
belirledikleri bes KML hastasindan 3’iiniin miyeloid blastik faza, 1’inin lenfoid blastik
faza ve 1’nin akselere fazla ilerledigini belirtmislerdir. Ayrica bu hastalarin geg MMR
elde ettiklerini ve TKI tedavisine daha diisiik yanit verdiklerlerini bildirmislerdir (113).
Literatiirde bir ka¢ calismada, p190 BCR::ABL1'li hastalarda TKI'lere nispeten zayif
yanit ve kotii prognoz bildirilmistir (99, 114). P230 (el9a2) fizyonu ise baslangicta
normal splenomegali ve iyi huylu bir klinik seyir ile karakterize, nadir bir hastalik olan
Ph+ kronik nétrofilik 16semi (KNL) olarak adlandirilan hafif bir KML formu gosteren
hastalarda tanimlanmigtir (115-117). Daha sonra, tipik KML'li hastalarda veya olduk¢a
agresif bir klinik seyri olan hastalarda e19a2 yeniden diizenlemesi saptanmigtir (118-
120). Arana-Trejo ve ark. yaptiklart ¢alismada yiiksek riskli klinik ozelliklere sahip
hastalarda p210/p230 ve p190/p210/p230 fiizyonlar1 belirlenmistir. P230 proteininin
ifade edildigi KML hastalar1 yiiksek riskli olarak kabul edilen nétrofilik KML ve
trombositopeni fenotipli KML ile iliskilendirilir ve bu hastalar siklikla belirgin
trombositopeni ve splenomegali gosterir (121). Qin ve ark. e19a2 transkriptine sahip bes
hastanin, ikinci nesil TKI'lere daha iyi yanit veriyor gibi goriindiigiinii ve bu hastalarin
tedavi yanitlarimi ve sonuclarini iyilestirmek i¢in birinci basamak tedavi olarak ikinci

nesil TKI'lerin kullanilabilecegini ileri siirmiiglerdir (122).
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Calismamizda, el3a2/e18a2 fiizyonlarini ifade eden bir hasta bulunmustur. Literatiirde
el8a2 ile ilgili 3 vaka sunumu bulunmustur; 2’sinde el8a2 fiizyonuna kirilma
noktasindan ABL intron 1b’nin dahil oldugu bildirilmistir (123, 124). Digerinde ise
el8a2/e19a2 koekpresyonunun varligi belirtilmistir (125). Calismamizda, bir tani/taki
orneginde saptanan el3a2/atipik fiizyonu birlikteliginde, atipik flizyonun intronik diziler
(e13a2ins) icerdigi ve el3a2ins fiizyonuna eklenen dizilerin stop kodonu olusturdugu
tespit edilmistir. Boylece bu varyantin bir BCR::ABL1 proteinine ¢evrilmeyecegi
anlasilmistir. Daha oOnce Hirota ve ark. yine bir stop kodonu olusturan el4a2ins
varyatini bir Ph+ ALL vakasinda bildirmiglerdir (126).

Takip 6rnekleri bulunan alt1 direngli hastanin, farkli zamanlardaki 6rneklerinde
yaptigimiz ¢alismalarda, mutasyondan bagimsiz olarak tedavi ile birlikte hastalarin
ifade ettikleri kirik tiplerinin degistigi goriilmektedir. #18 numarali KML olgusunda
artan t(9;22) diizeyleri ile birlikte dort farkli kirik tipini ifade etmeye basladigi
goriilmektedir. #13, #19, #28, #38 ve #78 numarali olgularin tan1 zamaninda saptanan
alternatif kirpilma {riiniine diren¢ zamaninda yeni tip flizyonlar eklenmistir. #18
numarali 6rnekte p210 fiizyonlaria ek olarak p190 ve p230 fiizyonlarinin dahil olmasi,
hiicre igi farkli sinyal yollariin kullanilmasi ve farkli hiicresel lokalizasyonlar ile farkl
alt hedeflerin fosforile edilmesi yoluyla, ABL1 mutasyonu olmaksizin diren¢ olusumuna
ve ilag¢ duyarliligin1 azaltarak BCR::ABL1 miktarinin artmasina sebep olabilir. e14a2 ve
el3a2 flizyonlarinin farkli tedavi yaniti ile iliskisi hala tartigilmaktadir. e14’{in e13’ten
farkli olarak, kodladig1 25 aminoasit dizisinini iki flizyondaki aminoasitlerinin ikincil
yapt elemanlar1 olan SH1,2,3 ve DNA baglanma alanlarinda farkliliklar gosterdigi
bildirilmistir (127). #13, #18, #19, #28, #38 ve #78 nolu orneklerde goriilen ilk gelis ve
diren¢ aninda ifade edilen p210 transkrip tipinin degisimi ve farkli transkriptlerin ortaya
cikist olast klonal degisim ve alternatif kirpilmada gerceklesen farkliliklar ile
acgiklanabilir. Sonug¢ olarak #13, #19, #38 ve #78 nolu oOrneklerde direnci, ABL1
mutasyonu ile atipik nadir transkriptler birlikte yonetiyor gibi gériinmektedir.

Atipik ve nadir BCR::ABL1 flizyonlariin hiicre i¢i sinyal iletimi ile iligkili olan
onemli molekiiller lizerine etkisi bazi g¢alismalarda ele alinmustir. Cutler ve ark.
yaptiklar1 calismada JAK/STAT gibi Onemli hiicresel yollarin pl190 ve p210
BCR::ABL1 tarafindan farkli sekilde aktive edildigini ve farkli hiicre alt1

kompartmanlart ile etkilesim gosteren molekiillerle birlestigi bildirmislerdir.
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p210 BCR::ABL1 durumunda, membrana proksimal olan aktif molekiillerde artmis
birlesme go6zlenirken, p190 BCR::ABL1 durumunda hiicre iskeleti molekiillerinde
birlesmenin gozlendigi belirtilmistir (128). Reckel ve ark. yaptiklari ¢alismada; p190 ve
p210 proteomlarinin hiicre i¢i farkli lokalizasyon hipotezinden yola c¢ikarak, bu iki
izoformun farkli alt sinyal interaktomlarmi etkiledigini bildirmislerdir. Yine bu
calismada her iki izoformun ortak etkilesiminde Ship2 fosfataz ve Grb2/Sos
kompleksinin varlig: bildirilmistir (129). P210 BCR::ABL1, Stsl fosfataz ile daha gii¢lii
bir iliski ve Stat5 transkripsiyon faktoriiniin yani sira Erk1/2 ve Fyn/Lck kinazlarinin
daha yiiksek aktivasyonunu gosterirken, p190, AP2 kompleksi ve klatrin ile daha giiglii
bir iliski ve Dokl adaptdriiniin ve Lyn kinazin daha yiiksek aktivasyonunu gosterdigi
belirtilmistir (129, 130). Ek olarak, fare modellerinde Lyn’in B-ALL olusumu igin
onemli oldugu ve Lyn upregiilasyonunun imatinib direncine aracilik ettigi bildirilmistir
(131). Tim bu bilgiler KML’de nadir ve atipik BCR::ABL1 fiizyonlarinin kétii prognoz

ve dirence olan katkisini agiklar niteliktedir.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasi1 kapsaminda;

e KML hasta grubunda t(9;22)‘nin 8 farkli alternatif kirpilma iiriinii ve atipik
kiriklarin dagilimi belirlenmistir.

e BCR::ABL1 fiizyon tiplerinin sikliginin genel olarak ve cinsiyetler aras1 dagiliminin
toplumlar aras1 farklilik gosterdigi goriilmiistiir.

e Diren¢ zamam Orneklerinde, hastalarin ilk gelislerinde tespit edilen flizyon
tiplerinden farkli fiizyonlarin bulundugu goriilmistiir. Bu konuda yapilmis tek yayimn
bulunmaktadir. Bu yayinda hastalar belli bir diizen i¢inde takip edilmis olup fiizyon
tipleri ve BCR::ABL1 miktar1 arasindaki iliskiye odaklanilmistir. Ancak atipik ve
nadir transkriptler degerlendirilmemistir. Bu ¢alismadan farkli olarak ¢alismamizda,
hastalarin ABL1 mutasyonu tasimasa da, tedavi yaniti diisiik oldugu i¢in ABL1
mutasyonu taramasi i¢in laboratuvarimiza gonderilen diren¢ ani Grnekleri ile
calisilmis ve bunlar direngli 6rnekler kabul edilmistir. Boylece mutasyon tagimayan
hastalarin da tedaviye neden optimal yanit olusturmadiginin agiklanmasi
hedeflenmistir. Bu calismadan farkli bir diger nokta, atipik nadir fiizyonlarin
arastirilmasidir. Boylece bu fiizyonlarin KML siirecine katkis1 ve tedavi yanit1 ile

iligkisi degerlendirilmistir.
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e Direncli hastalarda ve eslenik takip 6rneklerinde yapilan incelemeler, baslangictaki
el3a2 ve el4a2/el3a2 fiizyonlarinin direng aninda azaldigi, el14a2’nin ise arttigi ve
atipik fiizyonlarin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Buna dayanarak, el4a2 fiizyonunun
KML’de direng ve diisiik tedavi yaniti ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica yine
diren¢ an1 orneklerinde goriilen atipik ve nadir transkriptler bu flizyonlarin direng

olusumunda rol oynadigini destekler niteliktedir.

Bu ¢alismanin kisitlari;

e Hastalara 6rneklerinin, 6zellikle atipik ve nadir transkriptleri ifade eden hastalarin
tlim zamanlara ait 6rneklerinin degerlendirilememis olmasi.

e Alternatif fiizyonlarin belirlenmesinde, Real Time PZR gibi daha hasas tekniklerin

kullanilamamais olmasi.
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