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1.GiRiS

1960 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinin Philadelphia sehrindeki iki
arastrmact Peter Nowell ve David Hungerford tarafindan ilk olarak insan
kanserlerindeki kromozomal anomali kesfedildi. Bu kesfedilen kromozomal

anomaliye ise bulduklar1 sehrin adma atfen Philedelphia (Ph) denildi (Nowell ve ark
1960).

1973 yilinda Janet Rowley Ph kromozomunun, kromozom 9’un uzun
kolundaki q34 kirik noktas: ile kromozom 22’nin ql1 kirik noktasi arasindaki
translokasyon sonucu meydana geldigini tespit etti (Rowley 1973). 1982 yilinda ise
Erasmus Universitesinde Ph kromozomunu mevcut somatik hiicre hibritlerinden
aldilar ve insan ABL (Abelson miirin 16semi viriisii) probunu somatik hiicre
hibritlerinden DNA’ya  (Deoksiriboniikleik ~ Asit)  hibridize ederek Ph
kromozomundaki ABL ‘in kromozom 9’dan transloke oldugunu kesfettiler (de Klein
ve ark 1982). Kromozom 9’dan 22’ye transloke olan kromozom pargasmin oldukca
kiigiik olmasinin yani1 swa t(9;22) translokasyonunun resiprokal (dengeli)
translokasyon oldugunu ilk kez gdosterdiler (de Klein ve ark 1982). Ph kromozomu,
KML (Kronik Miyeloid Losemi) hastalarinin yaklasik %95’ inde gozlenmektedir ve
p210 (210 kD) proteinini kodlayan BCR/ABL fiizyon geninin bulunmasiyla
karakterize bir 16semi tipidir. ABL geninin kirilma noktast ekzon 1°den
gerceklesirken Ber geni tizerindeki kirilma noktasi ise degisken olup sonugta degisik
molekiiler yapiya sahip flizyon protein kinazlari kodlayan fiizyon genleri ortaya

cikmaktadir (Wetzler ve ark 1993).

Fizyolojik kosullarda ABL proteininin tirozin kinaz aktivitesi N terminalinden
sik1 bir sekilde kontrol edilir. Ancak BCR/ABL fiizyonunun olusumu sirasinda BCR
geninin N terminalinin kaybi, kimerik proteinde artmis tirozin kinaz aktivitesine yol
acar. BCR/ABL proteininin mitoz aktivasyonu ve apoptozis inhibisyonu ile kanser
olusumunu tetikledigi bildirilmektedir. Artan tirozin kinaz aktivitesini engellemek
icin farkli tedavi yontemleri ortaya konmustur. Tirozin kinaz ailesini inhibe eden
sentetik ilaglarin gelistirilmesi ile hastalik tedavi edilmeye c¢alisilmaktadir.
Gelistirilen imatinib (STI571 veya Gleevec), dasatinib, nilotinib gibi ilaglarla tedavi

sonrasinda hematolojik ve sitogenetik cevap alinmasina ragmen bazi hastalarda



ilaglara kars1 diren¢ gozlenmektedir. Bu baglamda BCR/ABL gen fiizyonunun yani

stra bu genlerdeki degisiklikler ve mekanizmalarin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

Sonugta, BCR/ABL gen fiizyonuna pek c¢ok mekanizma etki etmektedir.
Ilaglara direncin molekiiler temelinin anlasilabilmesi igin ozellikle BCR ve ABL
genlerindeki mutasyonlar arastirilmasi gerekmektedir (Branford ve ark 2002,

Talpaz ve ark 2006).

Planlanan arastrmada da KML ve ALL’ 1i hastalarda BCR ve ABL
genlerindeki degisikliklerin (6rn. Mutasyonlarm) arastirilmasi hedeflenmektedir. En
uygun tedavi seklinin belirlenmesi agisindan, KML hastalarinda direncin erken
donemde tanimlanmasinin 6nemi diisliniildiigiinde, mutasyon tipinin belirlenmesiyle,
mutasyona uygun tedavi seklinin planlanmasina katki  saglanabilecegi

diistiniilmektedir.



1.1.Kanserin Tanim

XIX. ylizyilda Rudof Virchow (1821-1902) tiim hastaliklarin kdkeninin hiicre
oldugunu s6ylemistir. Aradan 100 y1l gectikten sonra modern yontemlerle hemen her
zaman tek bir hiicreden ortaya ¢iktig1; monoklonal oldugu belirlenen kanserin, tek bir
hastalik olmayip, daha c¢ok kitle ya da tiimor olusumuna yol agan kontrolsiiz hiicre

cogalmasiyla karakterize olan ciddi hastaliklardan biri oldugu kanitlanmistir.

Kanser, latince yenge¢ anlamma gelmektedir. Yengec¢, diismanini kistirdiktan
sonra uzun, disli kollariyla sikica tutar ve yavas yavas kemirerek yer. Tedavi
edilmedigi takdirde, insam1 giderek zayiflatip halsiz diisiiren ve sonunda Oliimiine

neden olan bu hastalifa bu yiizden kanser ad1 verilmistir.

Her yil milyonlarca insanin 6liimiine neden olan kanser, kalp hastaliklarinin
ardindan ikinci biiyiik 6liimciil hastalik grubudur. WHO (Diinya Saglik Orgiitii)’ nun
verilerine gore insanlarin dortte birinin kansere yakalanacagi ifade edilmektedir.
Uluslararas1 Kanser Arastirma aginin (NCCN) 2002 istatistiklerine gore erkeklerin
kadinlara nazaran kansere yakalanma orani daha yiiksektir. Tiirkiye'de erkeklerde en
sik goriilen kanserler akciger, prostat, mide ve mesane kanserleri iken kadinlarda en
cok meme, mide ve yumurtalik kanseri gorilmektedir (Tablol.1). Tiim
kanserlerin %16's1, tiim kanser dliimlerinin %28'1 (erkeklerde %335, kadmlarda %19)

akciger kanseridir. Losemiler ise tiim kanserlerin %2’sini olusturmaktadir.

Onlem alinmazsa, diinya genelinde kanserin artarak 2030 yilinda 26 milyon
yeni tant konmus kanser vakasma ve 17 milyon Olime wulasacagr tahmin

edilmektedir. Ulkemiz de kanserin son yillarda hizla arttig1 iilkeler arasindadr.



Tablo 1.1. Kadin ve erkeklerde karsilasilan kanser tiirleri (saglik.gov.tr 1999).

TURKIYE'DE ERKEKLERDE EN COK GORULEN TURKIYE'DE KADINLARDA EN COK GORULEN
ON KANSER TURU,1999 ON KANSER TUR(, 1999

INSIDANS INSIDANS

ORGANLAR Sy | % (VDB T Sy | % | (vizging)
16023 100 4830 9818 100 3038
Akciger 4707 2938 1439 Veme 2390 | 241 73
Mide 1315, 821 3% Mide 693 639 1
Mesane 1165 727 351 Deri B84 | 530 210
Larenks 900 562 21 Yumurtalk 556| 561 170
Prostat 836 522 2.52 Kolon 49| 41 128
Deri 4 50 242 Akciger 44| 407 124
Kemik i 53 358 173 Kemikilig 01 39 120
Kolon 558 348 168 Rektum 381 384 117
Beyin 545 3400 164 Beyin 49| 35 107
Rektum 5 281 136 Serviks 30 313 095
Digerleri 4169 2602 1257 Digerleri 3341 | 3368 104

Ik olarak Ingiltere’de 1715 yilinda Sir Percivall Pott’'un baca
temizleyicilerinde “skrotum” ad1 verilen erbezi torbasi kanserlerinin sik goriildiiglinii
bildirmesi ile kimyasal ajanlarin kansere yol agabilecegi diislincesi ortaya atilmistir.
Bugiin icin kansere yol actigi1 bilinen binlerce kimyasal ve fiziksel madde

tanimlanmaistir.

Kanser gelismesini tetikleyen ajanlarin bir diger grubunu ise
mikroorganizmalar ve viral ajanlar olusturmaktadir. Insanlarda ozellikle “hepatit B
ve C” viriislerinin karaciger kanserine, “Insan papilloma virusiiniin (HPV)” rahim
agz1 kanserine yol ac¢tig1 kesin olarak bilinmektedir. Viriislerin disinda bakterilerin,
ozellikle tilser bakterisi olarak bilinen “Helikobakter pilori” mide kanseri ve
“sistozoma” adi verilen bir parazitin de “mesane” kanseri riskini arttirdig: iyi bilinen

orneklerdendir (Tablo 1.2).



(tuba.gov.tr 2009).

Tablo 1.2. insanda kanser mekanizmalarmi tetikleyen bazi ajanlar (karsinojenler)

KEarsinojenler Hedef Organlar
Kooy kari e age ler
Aflatoksin Karaciger
Arzenik Cilt, akeiger
Azhest AkriZer, plevm
Benzen Fernik ilisi
Benwidil hiemne
Benzapiten Cilt, akeiger
Fladrmd yarn Prostat, alociger
MMustard gam Alriger
Winil Klorir Karaciger, akeider, beyin
Mikel bilegikleri Alrider, nazal kavite
Sigara Pek cok orzgan

Alkollii icecekler
Tiitsiileraniy ve salamura ivecekler
Fazla yag tiiketind

ASz dmefagus, parkTeas, kataciger
Gastrointestinal sistem
Kolon, mere

Ficihied harsincfe nfer
Iyordaghne: Radyaswon
Thrariyole

Mineral lifleri (asbest vb)
Elekirik ve manyetik alanlar

Kemik iligi, Gastrointestinal sistern,
akciger. merme, nunurtahlk mesane

Cilt

£locider Tan, alciger, lmnn zan

Bewin

Wirliale r- Bk terder Poraitier
Inzan papillorna wirisii (HFW)
Hepatit B
Hepatit
Insan T- hiicreli Iozermisle nforma wirizii
(HTLW- 13
EEW
Insan Irnrniin ¥ etrnezlik vinisii (HI WD
Epatein-Barr wiriisii
Insan Herpesvriris Tip &
Helikobakter pilori
Sistomoma

Fahirn
Karaciger
Karaciger

Lanf diigiirmleri
Darmar

Liide

hiezane

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), kanserlerin yaklasik %80’ inin mesleki veya
cevresel etmenlere bagli olabilecegini tahmin etmektedir (Yasavul 2003). Kansere
yol acan ¢evresel faktorlerin bir kismindan korunulabilecegine dair bircok kanit
mevcuttur. Bazi lilkelerde sik goriilen kanserler bazi iilkelerde ¢ok nadir siklikta da
goriilebilmektedir. Ornegin, rahim boynu kanserinin Brezilya’da goriilme sikhig
%83 iken Israil icin bu oran %3 e diismektedir (Alberts ve ark 2008). Bu da kanser
goriilme riskinin radyasyon, ultraviyole gibi ¢evresel faktorlere gore degistiginin bir

kanitidir.

Kanser sadece 6liim nedenlerinden biri olmayip ayn1 zamanda kiginin hayat
kalitesini diisliren, is giicii kaybina neden olan bir hastaliktir. Bunlara ek olarak
teshis ve tedavi maliyeti en yiiksek hastaliklardandir. Her yil yiiz binlerce kisinin
Olimiine neden olan her bir kanser tipinin mekanizmalarini arastiran yiizlerce
calisma yapilmasina ragmen heniiz hastaligi yenebilecek etkili bir tedavi

gelistirilememistir.



1.1.1. Kanserin Molekiiler Biyolojisi

Yasamin ve canliligin en temel birimi olan hiicrenin, i¢ ve dis ¢evresiyle
haberlesmesini saglayan sinyal iletim sistemleri, normal hiicrelerde kontrollii

boliinmeyi saglarken, kanser hiicrelerinde kontrolsiiz boliinmeye yardime1 olur.

Kanserlesme siirecindeki ilk basamak olan hizli ve kontrolsiiz bdliinme
kanserin en temel 6zelliklerindendir. Saglikli viicut hiicreleri (kas ve sinir hiicreleri
hari¢), olen hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin (viicut i¢i ve disindaki)
onarilmas1 amaciyla boliinebilme yeteneklerini kullanirlar. Fakat bu yetenekleri de
sinirhidir. Sonsuz boliinemezler. Buna karsin kanser hiicreleri, bu bilinci kaybeder,

kontrolsiiz boliinmeye baslar ve ¢ogalirlar.

Eger onciil (kanserlesen ilk hiicre) olarak tanimlanan tek bir hiicrenin
cogalmasi hiicrenin kontrol sistemi disina ¢ikarsa, bu hiicreler bir tiimor
(neoplazma) olustururlar. Tiimor gelisimi ¢ok sayida ardisik mutasyon ve dogal
se¢ilimle seyreder. Kanserlesme yoluna giren Onciil hiicreden kdken alan hiicre
klonlarinda, olusan farkli mutasyonlar belli bir siire sonra tiimér populasyonunda

baskin hale gelir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Karsinogenez mekanizmasi (Alberts ve ark 2008).

Baslangic bolgeleriyle sinirli kalan ve yavas ¢ogalan hiicrelerden olusan
tiimorlere benign tiimorler denir. Bu tiimorler cerrahi olarak tedavi edilebilir. Ama
olusan birincil timor (primer tiimdr-kanser), ¢evre dokularin i¢ine dogru yayilim
gosterebilir. Ayrica kan dolasimma veya lenfatik sisteme gegen tiimor hiicreleri
diger dokulara yayilim gostererek (metastaz) ikincil tiimorler olusturursa bu

tiimorlere malign tiimorler denir (Joensuu ve ark 2001, Frohling ve ark 2008).



1.1.2.Kanserin Genetik Temeli

Her bir hastaligin degisen oranlarda genetik temelinin olduguna
inanilmaktadir. Bunlardan kanser hastaliginda 2007 Mayis ayma kadar etkisi
ispatlanmis gen sayis1 421 iken aday gen sayisi ise 6251 olarak gosterilmistir

(Frohling ve ark 2008).

Genomik yapmin korunmasindan ve DNA’da olusabilecek hasari tamirden
sorumlu hiicresel mekanizmalar aktiftir. Diger taraftan tamir mekanizmasindan
sorumlu triinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar tamir edilemedigi i¢in birikerek

kansere ¢ok genetik anomalili yap1 kazandirarak yaygimlasir.

Genomdaki her mutasyon kansere yol agmaz ama bazi genler iizerindeki
mutasyonlar kanserle sonuclanir. Kanser belirleyici genler iki ana grupta

incelenebilir. Bunlar; protoonkogenler ve tiimor baskilayict genlerdir.

Onkogenlerin mutasyona ugramamis olarak organizmada bulunan haline
protoonkogen denir. Protoonkogenler normalde hiicre bolinmesini uyaran
genlerdir. Protoonkogenler onkogenlere doniistiiklerinde hiicre boliinmesi tizerine
olan etkileri degisir ve kontrolsiiz hiicre boliinmesini baslatirlar. Onkogenler viral
(v-onkogen) ya da hiicresel (c-onkogen) olabilirler. Ozellikle hiicre dongiisii
iizerinde etkili olup hiicre dongiisiinii diizenleyen genlerin islevini bozarak etki
ederler. Bu genlerde ortaya cikan genetik degisiklikler fonksiyon kazandirici
mutasyonlardir. Tek bir allelde gerceklesen mutasyon hiicrenin fenotipinde hemen
kendisini gostermesi nedeni 1ile protoonkogenleri onkogenlere doniistiiren
mutasyonlar dominanttir. Bu nedenle, bir onkogen her zaman bir protoonkogen

karsisinda fenotipik etki bakimmdan baskmndir.



Onkogenlerin etkileri hemen ortaya ¢iktig1 i¢cin tiimor baskilayict genlere
nazaran tespit etmek daha kolaydir. Arastirmalarda bazi viriislerin hayvanlarda
kansere sebep oldugu goriilmiis, bu viriisler izole edilerek DNA dizi analizleri
yapilmis ve bu viriislerin dizilimleri ile karsilastirarak protoonkogenler tespit
edilmistir. Ayrica tiimdér dokularindan izole edilen DNA uygun boyutlarda viral
vektorlere yiiklenerek fibroblastlara transfeksiyon ile aktarilmig ve fibroblast hiicre
kiiltiirlerinde ortaya ¢ikan etki degerlendirilmistir. Ilgili onkogenler tespit edilerek
dizi analizleri yapilmis ve genomdaki protoonkogenlerde ortaya ¢ikan mutasyonlar

tespit edilmistir.

Timor baskilayict genler ise onkogenlerin aksine, hiicre biiylimesi ve
cogalmasi lizerinde baskilayici etkiye sahiptir ve etkileri resesiftir, yani fenotipik
degisiklige yol agabilmesi i¢in iki allelde birden mutasyon olmas1 gereklidir. Timor
baskilayic1 gen fiirtinleri, hiicredeki hasar1 tespit ederek hiicrenin kontrolsiiz ve
programsiz bir sekilde ¢ogalmasini 6nlemek i¢in béliinmenin baglangicinda hiicrenin
boliinmesini durdurup mutasyonun tamir edilmesi i¢in c¢alisir, tamir edemez ise

mutasyona ugramis hiicreyi apoptoza gitmesi i¢in uyarir (Georges ve ark 2008).

Tiumor baskilayici genleri tespit etmek onkogenlere nazaran olduk¢a zordur.
Timor baskilayici genleri tespit etmek icin malign hiicreler normal hiicrelerle
hibritlestirilmis ve bu hiicrelerin malignitelerini kaybettikleri goriilmiistiir. Timor
baskilayici genlerin kalitim modelinin belirlenmesine yardimei olan hipotezlerden bir
tanesi de Knudson’ m ¢ift vurus (two hit) hipotezidir. Alfred Knudson tarafindan
1971 yilinda ileri siiriilen hipoteze gore, ilk kesfedilen tiimor baskilayici gen olan
retinoblastoma (RB) gelisebilmesi i¢in RB geninde iki ayr1 mutasyon gerekmektedir.
Bu hipotez giiniimiizde ailesel meme kanseri, norofibromatozis tip 1 (NF1), kalitsal
nonpolipozis kolon karsinomu ve Li-Fraumeni sendromu gibi pek ¢ok ailesel kanser
icin model kabul edilmektedir. Bu hiicrelerde fonksiyonel tiimér baskilayict genin
kopyas1 kalitimsal olarak zaten mutasyona ugrayip gelmisse, diger normal allelin
fonksiyonunun da sonradan kaybolmasma heterozigotluk kaybi (LOH) denir ve
timor baskilayic1 genin baskilama yetenegi ortadan kalkar (Robert ve ark 2005)

(Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Knudson’in ¢ift vurus hipotezi (Albert ve ark 2008).

Son yillarda kanser etiyolojisi ilizerinde yapilan caligmalar ile genomik
yeniden diizenlenmeler ve mutasyonlarin disinda epigenetik degisikliklerin 6nemli
rol oynadigi ortaya konmustur. Bunlardan DNA metilasyonu veya histon
modifikasyonunun ve kromatin tekrar modellenmesi en Onemlileri olarak

gosterilmistir (Lechner ve ark 2010).

1.2. Kanserin Siniflandirilmasi

Kanserler, ortaya ciktiklar1 organa veya koken aldiklar1 hiicre-doku tipine
gore siiflandirilir. Organlara gore akciger, mide, cilt kanseri gibi isimler alirken,
hiicre tipine gore karsinom, sarkom, l0semi ve lenfoma gibi ana basliklar altinda
adlandirilir. Sonugta; mide adenokarsinomu, akciger kiigiik hiicreli karsinomu, kemik

sarkomu gibi tanimlandirilir.

Her kanser tipi orijinini aldigi hiicreyi yansitacak karakteristik 6zellikler
gosterir. Ornegin: bazal hiicreli karsinoma derinin keratinosit kok hiicrelerinden
gelisir ve sitokeratin hazirlik flamentler sentezlemeye devam eder. Melanomalar ise
derinin pigment hiicrelerinden koken alirlar ve olustuklar1 dokuda pigment
molekiilleri yapmaya devam ederler. Patolojik tam1 koymada bu 06zelliklerden

yararlanilir.
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1.2.1.Losemiler
Kan kanseri anlamina gelen 16semi terimi latince leukos (beyaz) ve haima

(kan) sozciiklerinden tiiretilmistir ve akyuvarlar agisindan zengin kan anlamina gelir.

Losemiler tam olarak sebebi bilinmemekle birlikte kan hiicrelerinin 6zellikle
de lokositlerin normalin {izerinde ¢ogalmas: ile kendini gdsteren, viicuttaki kan
iretim sistemini (lenfatik sistem ve kemik iligi) etkileyen bir kanser tiiriidiir. Afrika
ve uzakdogu kokenlilere gore beyaz rkta iki kat daha siklikla rastlanan losemi 10 yas

alt1 ve 50 yas iizerindeki insanlarda daha siklikla goriiliir.

Losemide, yiiksek sayidaki olgunlasmamis ve malign hiicreler normal kemik
ilig1 hiicrelerinin yerini alir ve iliklerde hasar meydana gelir. Bu nedenle kan
pihtilagsmasinda rol oynayan plateletler ve savunmada rol oynayan l16kositlerin sayis1
azalmaya baglar ve sonunda l6semi hastalarinda zedelenmelerin ve kanamalarin
yogun goriilmesine neden olur. Hastalarin savunma mekanizmasi zayiflar ve

enfeksiyon riski artar.
1.2.2.Losemilerin Etiyolojisi

Losemilerin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte diger kanserler gibi
16semilerin de multifaktdriyel oldugu diisiiniilmektedir. Iyonize edici 1sinlar,
kimyasal karsinojenler, infeksiydz ajanlar ve genetik faktorler etiyolojiden sorumlu

tutulan faktorlerdir (Robinson 1987).

Radyasyonun etiyolojideki rolii, tan1 ve tedavi amaciyla 1s1in alan ya da atom
bombasimin etkisinde kalan bireylerin incelenmesiyle ortaya konmustur (Gralnick
1997). Hirosima ve Nagazaki’de atom bombalarindan hayatta kalanlar en ¢ok gama
isinlarma maruz kalmiglardir. Bu insanlar arasinda losemi, meme kanseri, tiroit
kanseri ve diger bircok malignite riskinde doza bagh artiglar gozlenmistir. Ayni
maligniteler i¢in X-151n1 ve gama 1ginlari ile tedavi gérmiis kanser hastalar1 arasinda
da frekans artis1 gozlenmistir. X-i1ginlarina veya gama ismlarma maruz kalma
sonrasinda kanser riski seviyesi, radyasyon dozuna ek olarak birka¢ faktore gore

degismektedir. Bu faktorler arasinda maruziyetin meydana geldigi yas, radyasyonun
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alindig stirenin uzunlugu ve maruz kalan kisinin cinsiyeti de yer almaktadir. Yiiksek
dozda radyasyona maruz kalma, l6semi riskini bes kattan fazla artwrmaktadir

(Vrijheid ve ark 2007).

Genelde kisilerin maruz kalacagi radyasyona en biiyiikk katki tibbi X
isinlarindan ve radyofarmasotiklerin kullanimindan, silah testlerinin neden oldugu
diisiik dozlardaki serpintilerden, niikleer kazalardan (Cernobil’deki gibi) ve niikleer
tesislerden kazara ve rutin olarak salinan radyasyondan kaynaklanmaktadir. Cernobil
niikleer kazasinin ardindan 20 yili askin bir siire gegmistir ve 2065 yila kadar bu
kaza nedeniyle Avrupa’da 16.000 tiroid kanseri vakasi ve 28.000 baska kanser vakas1
olacagi tahmin edilmektedir. Tibbi olarak maruz kalma hem hastaliklarin ve
yaralanmalarin teshisinde (6rnegin radyografi) hem de kanser ve diger bazi benign
hastaliklarin tedavisinde (drnegin radyoterapi) gerceklesmektedir. Iyonlastiric
radyasyona mesleki olarak maruz kalinmasi niikleer sanayi ve tip da dahil olmak
iizere pek cok meslekte goriilmektedir. Kanserle ilgili 6liimlerin %1-2" sinin is
sirasinda diisiik dozda ve uzun siireli maruz kalinan radyasyona atfedilebilir oldugu
belirtilmistir (Cardis ve ark 2005) Losemi disinda, en onemli iliski akciger

kanserinde ve multiple miyelomda goriilmiistiir (Vrijheid ve ark 2007).

Kimyasal karsinojenlerden benzenin erigkin 16semilerinin etiyolojisinde roli
oldugu gosterilmistir (Gralnick 1997). Giinlimiizde en ¢ok viral etiyoloji iizerinde
durulmaktadir. Diinya genelinde kanserlerin takriben %15-20' si enfeksiyon yapici
ajanlara baglanabilir. Ancak bu oran, kaynaklar1 diistik seviyedeki iilkelerde (%26)
gelismis iilkelere (%8) oranla daha yiiksektir. Belirli enfeksiyon ajanlarinin
tetikledigi yaygin kanserler arasinda insan T hiicresi l6semi/lenfoma viriisii (HTLV)
ile iligkilendirilen 16semi de sayilabilir. Diinya genelinde kanser vakalarmin %0.1°
inden sorumlu HTLVI, karsinogenezde hiicre dongiisiiniin, telomer/telomeraz
sisteminin, hiicre 6limiiniin ve diger hiicresel siireclerin diizenlenmesini degistirerek
hizlandiran onkoproteini kodlayarak dogrudan bir rol oynar. Kanser etiyolojisinde rol
oynadig1 diisiiniilen viriisler: Retroviriisler, EBV (endemik Burkitt, nasofarengeal
Ca), HTLV-I (Insan T hiicreli 16semi viriisii), HTLV-II (Hairy cell 16semi)’ dir
(Raza ve ark 2007).
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Genetik faktorlerin de 16semi etiyolojisindeki roliinii aciklayan pek cok
calisma yapilmistir. Mongollarda 16semi insidansit normale gore 20 kat fazladir.
Fankoni anemisinde, Bloom sendromunda ve Ataksia telenjiektazilerde losemi
insidansi yliksektir ve bu hastaliklarin hepsinde genomda bozukluklar goriilmektedir

(Miiftiioglu 1986).

Pek cok kanser kemoterapi ilaci, DNA ile etkilesim i¢ine girmekte ve normal
hiicrelerde hasar ile sonuglanabilmektedir. Kemoterapi tedavisi ile baglantili en
onemli neoplazma 16semidir. Buna karsin karaciger, serviks veya cilt kanserleri gibi
secilmis solid tiimorlerin ve ozellikle viriislerle ilgili olan tiimorlerin riski de

artabilmektedir.

1.2.3.Losemilerin Siniflandirilmasi

Losemi, viicuttaki kan yapim sistemini etkileyen ve kan hiicrelerinin
ozellikle de 16kositlerin normalin lizerinde ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan kanser tiiriidiir.
Genel olarak losemiler tiim kanserlerin %2 sini olustururlar. Cok sayida
olgunlagsmamis ve malign hiicrenin normal kemik iligi hiicrelerinin yerini almasi ile
kemik iliginde hasar meydana gelir. Boylece kan pihtilasmasinda rol oynayan
trombositlerin ve savunmada rol oynayan lokositlerin sayis1 azalir veya normal olur.
Bazen de say1 asir1 artar ve 10kositler gorevini yapamaz.

Yetigkinlerde 16semi tanis1 konma sikligi ¢ocuklardan 10 kat daha fazladir ve
risk yasla birlikte artmaktadir. Cocuklar arasinda ise 5 yas altinda daha sik gozlenir.
En sik olarak 2-5 yaslarinda goriiliirler. Tiim cocukluk yas grubu kanserlerinin
% 25-30’unu losemiler olustururlar (National Cancer Institiie 2010).

Losemilerin akut ve kronik olmak iizere iki ana tipi olup etkilenen hiicrenin
tipine gore miyeloid ve lenfoid olarak kendi i¢inde de ikiye ayrilir (Sekil 1.3). Akut
I6semi (birden ortaya ¢ikan hizla ilerleyen) akut lenfoblastik 16semi (ALL) ve akut
myeloid 16semi (AML) olmak iizere iki ana gruptan olusmaktadir. Kronik 16semi ise
daha yavas seyirli, hastayr birden kétiilestirmeyen tiptir. Kronik miyeloid 16semi

(KML) ve kronik lenfoblastik 16semi (KLL) olmak {izere iki ana tip1 icermektedir.
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Sekil 1.3. Hematopoietik kok hiicre olusumu (tuba.gov.tr 2010).

Akut 16semide kanda 16kosit sayis1 diisiik, normal ya da yiiksek olabilirken
kronik losemide kanda lokosit sayisi genellikle artmaktadir. Akut losemilerin
siniflandirilmasi temel olarak olgunlagsmayan hiicrelerin tipleri esas alinarak yapilir.
Kronik l6semiler ise, goriiniiste olgun ancak normal olgun kan hiicrelerinin

yaptiklarin1 yapamayan kan hiicrelerinin asir1 tiretimi ile karakterizedir.

1.2.4. KML ve ALL’ nin Genel Ozellikleri

Akut lenfoblastik 16semi(ALL) lenfoblastlarin anormal bir sekilde kontrolsiiz
ve asirt ¢ogalmasiyla meydana gelir. Lenfoblastlar kemik iliginde cogalir ve
buradan kana ve beyin-omurilik gibi diger organlara gecerler. Lenfoblastlarin olgun
hiicreler (lenfosit) meydana getirememeleri nedeniyle bagisiklik sistemi bozulur.
Biriken lenfoblastlar eritrosit, graniilosit ve trombosit gibi diger olgun hiicrelerin
yapilmasint da etkilerler. Bu nedenle kansizlik, l6kopeni ve trombositopeni
meydana gelir. ALL, en sik gozlenen ¢ocukluk ¢agi kanseridir ve 15 yas altindaki
cocuklarda gozlenen I16semilerin %80° 1 ALL’dir. Bazen yetiskinlerde de

goriilebilmekle birlikte, 50 yasin iizerinde ALL son derece nadirdir.
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Erken doneme ait belirtiler genelde goézden kagmaktadir c¢linkii bu
donemdeki sikayetler nezle veya diger sik gozlenen hastalik sikayetlerine benzer.
Halsizlik, nefes darligi, eritrositlerin eksikliginden kaynaklanan solgun goriiniim,
lI6kositlerin  eksikliginden dolayr sik sik enfeksiyona yakalanma, trombosit

eksikliginden kaynaklanan kesiklerin ¢ok gii¢ 1yilesmesi goriilebilir.

Hastaya tam bir ALL tanisi, hastadan alinan kan ve kemik iligi ornekleri
mikroskop altinda incelendiginde ve ¢ok sayida blast olusumu gozlemlendiginde
konulabilir.  Goriilen  hiicrelerin =~ %70-95’in1  blast  hiicreleri  olusturur.
Megakaryositlerde de azalma vardir. Daha sonra yapilan kemik iligi sonuglar ile

tani kesinlesmis olur.

Akut l6semilerde tedavinin amaci, remisyona getirmek ve bunu idame
ederek miimkiinse hastaligi tamamen ortadan kaldirmaktir. Bununla birlikte hastalik
yeniden ortaya ciktiginda (relaps) tekrar iyilesmesini (remisyon) saglamak i¢in
tedavi protokolleri uygulanmaktadir. ALL hastalarmin tedavisinde hastaligin
teshisinden itibaren hemen kemoterapi uygulamasi baglatilmalidir. Kemoterapide
ama¢ normal kan hiicrelerinin {iretimini onarma ve hastada remisyon elde
edilmesidir. Tedavide hangi ilaclarin kullanilacagi hastanin yasi, kanda bulunan
16semi hiicrelerinin sayis1 ve tipi gibi faktorlere dayanarak belirlenir. Kemoterapotik
ilaclar 16semi hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyerek 6ldiiriir. Ne yazik ki kemoterapi
sagliklt hiicrelerin de Oliimiine yol acar, bu nedenle ALL hastalarinda bulanti,
halsizlik, yiiksek enfeksiyon riski gibi yan etkiler goriiliir. Hastaligin tekrar niiks
etmesi durumunda kok hiicre transplantasyonuna basvurulur. Su an nakillerde
kullanilan kok hiicreler kemik iligi, kordon kani ve periferik kandan elde
edilmektedir. iki tip kok hiicre transplantasyonu sdz konusudur ve ikisi de ALL
tedavisindekullanilmaktadir:

1.0tolog kok hiicre transplantasyonunda hastanin kendi kok hiicreleri
kullanilmaktadir.

2.Allojenik kok hiicre nakillerinde ise bir vericiden alinan kok hiicreleri

kullanilmaktadir.
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Otolog kok hiicre nakillerinde, hastanin kemik iliginden kok hiicreler toplanir
ve dondurulur. Yiiksek doz kemoterapi ve/veya radyoterapiden sonra kok hiicreler
hastaya geri verilir. Her ne kadar bazi ALL hastalarinda otolog nakil yapilsa da
allojenik nakiller tercih edilmektedir. Ciinkli otolog nakil sonrasi relaps goriilme

siklig1 yiiksektir (Miiftiioglu 1986)

Kronik miyeloid 16semi (KML) ise pluripotent hematopoietik kok hiicrenin
malign transformasyonuyla olusan klonal bir bozukluktur (Faderl ve ark 1999).
KML, yetiskinlerde tiim 16semilerin yaklasik %20’sini olusturur. Genellikle orta ve
ileri yaslarda goriiliir. KML, ii¢ fazli bir hastaliktir. KML’nin klinikopatolojik seyri;
(1)Kronik Faz (KF), (2)Akselere Faz (AF) ve (3) Blast Faz (BF) dur.

KML hastalarinin ¢oguna lokosit veya plateletlerin sayica artisiyla ve kemik
iligindeki blast sayisinin %10’dan daha az olmasiyla kronik fazda tani konulur.
Akselere faz ise %10-30 blast sayisindaki artisla ve trombositopeni ile belirlenebilir.
Blast fazda kemik iligi ve kandaki blast sayis1 %30’dan fazladir. Tipik olarak bu
hastalik birkag yilda kronik fazdan akselere faza ve tedaviye yanit alinamazsa veya
farkedilemezse hizli bir sekilde blast faza ilerler (Goldman 2003). Hastalik blastik
faza ilerlediginde vakalarin yaklasik %85’inde ek kromozomal anomaliler gelistigi
bilinmektedir. Klonal evuliisyon esnasinda en sik gozlenen ilave anomaliler; trizomi
8, trizomil7, izokromozom 1(17)(ql0), ilave Ph kromozomu (+der(22)t(9;22)) ve
trizomi 19 dur. KML tanis1 alan hastalarin ortalama yas1 65 iken ALL de bu rakam
13’e diismektedir (SEER Cancer Statistics Review 2007).

Olgunlasmis ve olgunlagsmakta olan lokositlerin (miyelosit ve nétrofiller)
anormal derecede yiiksek sayilarda gozlemlenmesi KML tanisinda ilk adimi
olusturur. Beyaz kiire sayis1 artmis olup 100000’in iistiinde olmasi olagandir.
Taninin dogrulanmasi hastalarin %95’ inde Ph kromozomunun olmasi ile saglanir.
KML hastalarmin fizik muayenesinde %50-90’1nda splenomegali (dalak biiylimesi),

%10-20’unda hepatomegali (karaciger biliylimesi) gozlenir.

KML tedavisinde oOncelikle lokosit sayisi azaltilmali ve daha sonra da
kiiratif tedaviye gecilmelidir. Hiicre azaltilmasina yonelik yaklagim lokosit sayismnin
kontroliiniin yan1 sira, splenomegalinin neden oldugu semptom ve bulgularin

giderilmesi ve metabolik komplikasyonlarin diizeltilmesini igerir.



KML’de tedaviye yanit kriterleri klinik, hematolojik ve sitogenetik
diizeyde degerlendirilir. Klinik tam yanit KML’nin neden oldugu semptom ve
bulgularin kaybolmasi, hematolojik tam yanmit (HTY) dolasimda 16kosit sayisi
<10x10*mm?, trombosit sayis1 <450x10*/mm?, miyeloid 6ncii hiicre olmamas1 ve
dalagin palpe edilmemesidir. Sitogenetik yanit ise geleneksel sitogenetik yontem ile
Ph kromozomunun goriinmemesi (% 0) tam (TSY), % 1-34 kismi (KSY) ve % 35-
65 ise minor sitogenetik yanit (mSY) olarak degerlendirilir. Tam ve kismi yanit
birlikte major sitogenetik yanit (MSY) olarak adlandirilir. Molekiiler sitogenetik
(FISH) ve molekiiler yanit ise sitogenetige nazaran daha hasas yanitlar olarak kabul
edilmektedir. Molekiiler yanit ise major molekiiler ve tam molekiiler yanit olarak
isimlendiriliyor. Tam molekiiler yanit (TMY), RT- PCR veya “nested” PCR yontemi
kullanildiginda ardigik iki Olgim ile BCR-ABL kimerik mRNA’smin (103
duyarliliginda) saptanmamasidir. Major molekiiler yanit (MMY) ise BCR-

ABL/ABL oraninin uluslararasi 6l¢ege gore < % 0,1 olmasidir.

1.2.5. KML ve ALL’nin Genetik Temeli

Sitogenetikte KML, t(9;22)(q34;q11) resiprokal translokasyon sonucu
olusan Ph kromozomu ile karakterizedir. Adini, farelerde 16semiye neden olan ve
viral onkogen v-4BL igeren abelson virlisiinden alan kromozom 9°daki ABL geni ile
kromozom 22 deki kirik nokta toplama bolgesinin (BCR) resiprokal translokasyonu
sonucu hematopoietik hiicre survisini ve gelisimini etkileyen, niikleer sinyal
transdiiksiyon yolaklarin1 ve sitoplazmanin sayisini anormal bir sekilde artiran
tirozin kinaz aktivitesine sahip kimerik BCR/ABL flizyon proteini iretilir

(Heisterkamp ve ark 1983, Lugo ve ark 1990) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Philadelphia Kromozomunun Olusumu (turkkanser.org.tr 2010).

BCR geni 23 ckzondan meydana gelir ve ii¢ ana kirikk nokta toplama
bolgesine sahiptir (M-ber, m-ber, p-ber). BCR geninin kirilma noktasima bagl olarak
olusan fiizyon genin biiyiikliigii de 190 kDa (baz1 kaynaklarda 185 kDa da deniliyor)
ile 210 kDa arasinda degisebilir (Sawyers ve ark 1999, Quintas-Cardama ve ark
2009)(Sekill.5).
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Sekil 1.5. BCR ve ABL genlerinin kirilma noktalar1 (Quintas-Cardama ve ark 2009).



KML hastalarinda ve Ph+ B hiicreli ALL hastalarinin ii¢te birinde M-BCR
(major breakpoint cluster region) olarak bilinen 5.8 kb’ lik bir bolge kodlanir.
Alternatif splicing ile ya b3a2 ya da b2a2 mRNA’nin (mesajct Riboniikleik Asit)
transkribe oldugu 210 kDa’luk bir flizyon protein meydana gelir (Fainstein ve ark

1987, Sattler ve ark 2003).

Ph+ B hiicreli ALL hastalarinin tgte ikisinde ve nadiren KML’li bazi
vakalarda ise 190 kDa’luk kimerik flizyon proteini olusur. Bu bdlge m-BCR (minor
breakpoint cluster region) olarak da bilinir. Ugiincii kirik nokta toplama bdlgesi ise
230 kDa flizyon proteinine neden olan ve kronik notrofilik 16semide (KNL) goriilen
u-BCR’dir (Faderl ve ark 1999, Quintas-Cardama ve ark 2009) (Sekil 1.6).
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‘Sekil 1.6. BCR/ABL fiizyonu sonucu olusan fiizyon proteinleri (Zheng ve ark 2009).

Ph kromozomu yetigkin KML hastalarinin %90°inda, ¢ocuklarin %5 ‘inde,
yetiskin Akut Lenfoblastik Losemili (ALL) hastalarm 9%15-30’unda ve Akut
Miyeloid Losemili (AML) hastalarin %2 ‘sinde bulunur. Nadiren klasik sitogenetik
inceleme ile Ph kromozomu ortaya konulamaz (<%35). Bu olgularda molekiiler
incelemeler ile translokasyonun iiriinii olan BCR/ABL kimerik proteini ortaya
konulabilir. Hastalarin % 1’inden azinda ise Ph kromozomu yoktur, ancak molekiiler
olarak BCR/ABL flizyonu goriiliir. Bu Ph(-) KML veya atipik KML olarak
adlandirilir, hastalik daha agresif seyreder.
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1.2.6. KML ve ALL’ de BCR/ABL Gen Fiizyonu, Mutasyonlar ve Sonuclari

Kromozomal translokasyonlar, ¢ogu zaman, bir transkripsiyon faktorii ya da
tirozin kinaz yapisindaki reseptorii kodlayan bir genin baska bir genomik dizi ile
flizyona ugramasina yol agmaktadirlar. Bunun sonucu olarak olusan yeni genin
irlinii onkojenik ozellikler gosteren bir kimerik protein olarak islev gormektedir.
Ayrica translokasyonlar, transkripsiyon kontroliinde rol oynayan genlerin, hizli
promotor ya da enhancer bolgelerinin (immiinoglobiilin ya da T-hiicre reseptoriinii
kodlayan genlerin kontrol bdlgeleri gibi) yanina tasinmasina da yol agmaktadirlar.

Her iki durum da malign transformasyon i¢in tetikleyici olmaktadir (Tiikiin 2008).

Normal 4BL geninin protein Uriinii, hiicre i¢cinde membrana bagimli tirozin
kinaz aktivitesi gostermektedir. Fizyolojik kosullarda ABL proteininin tirozin kinaz
aktivitesi N terminalinden siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Ancak BCR/ABL
fiizyonunun olusumu sirasinda BCR geninin N terminalinin kaybi, flizyon proteinde
artmug/stirekli tirozin kinaz aktivitesine yol acar. Bu down-stream sinyal ileti
yolaklarinin (Ras, Jak/Stat, PI/3 kinaz gibi) aktivasyonuna neden olur. Bu kadar ¢ok
protein-protein etkilesiminin olmas1 hiicresel sinyal iletim yollar1 ile temas
olasiligin1 yiikseltir. Bunlarin ¢ogu dogrudan diger sistemlerde tanimlanmais iletim
yollarinin  sinyalleriyle baglantili olabilir, ama bazilarinin hala islevleri
bilinmemektedir. Bu tiir proteinlerin listesi biiylidiikkge, BCR/ABL’ in lokomojenik
aktivitedeki roliinii tanimlamak zorlagsmaktadir. BCR/ABL flizyon gen firiinii bu
sinyal ileti yolaklariyla mitoz aktivasyonu, apoptoz inhibisyonu, hiicrenin adezyon
ozelliklerinin degisimi ve kendi aktivitesini diizenleyici proteinlerin inhibisyonu ile
kanser olusumunu tetikledigi bildirilmektedir (Zheng ve ark 2006, Zheng ve ark
2009, Jabbour ve ark 2010).
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BCR/ABL fiizyon geni tespit edilen hastalarin tedavisinde gesitli tirozin kinaz
inhibitorleri ilag olarak kullanilmakta ve bu ilaglarin bir kismi ATP (Adenozin
Trifosfat) baglanma bolgesine baglanarak aktiflesme bloklanmaktadir (Kim ve ark
2003)(Sekil 1.7). Bu blokaj, ABL' in ATP ve substrat proteini iizerindeki fosforilat
tirozin rezidiilerinden aldig1 fosfat gruplarini transfer etme yetenegini inhibe eder ve
bu sekilde ABL ile indiiklenen apoptozisin artirilmasi ve hiicresel ¢ogalma igin
gerekli olan enerji sinyallerinin iletimini engeller. Bu nedenle, 16semik doniisiim
siirecinde anormal sekilde aktive olan 6zgiil sinyal iletim yolu, imatinib tarafindan

inaktive edilirken, normal yollar etkilenmemektedir.
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Sekil 1.7. Imatinib Mesilat’in etki mekanizmas: (Sawyers ve ark 2002, Druker ve

ark 2006).

Bu bilesik in vivo, BCR/ABL pozitif timor hiicrelerinin kullanildigi hayvan
modellerinde monoterapi olarak anti-timor aktivite gosterir. Ayrica imatinib,
trombosit kokenli biiylime faktorii (PDGF) ve kok hiicre faktorii (SCF), c-Kit
reseptor tirozin kinazlarmin gili¢lii bir inhibitoriidiir; PDGF- ve SCF araciligiyla
gerceklesen hiicresel olaylar1 engeller (Druker ve ark 1996). Ancak ilacin baglandigi
noktada meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon ilacin baglanmasini
engellemektedir. Bu durum bazi ilaglara direnclilige neden olmaktadir. Bu ilaglar;
imatinib (STI571 veya Gleevec), dasatinib, nilotinib gibi ilaglar olup bu ilaglar ile
tedavi sonrasinda hematolojik ve sitogenetik cevap alinmasina ragmen bazi

hastalarda ila¢ direngliligi devam etmektedir.
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KML’nin ilk adim tedavisi i¢in 2001'de kullanima girmis olan tirozin kinaz
inhibitérii imatinib KML’ nin biitiin fazlarinda etkili bir tedavidir. Bir 2-
fenilaminoprimidin derivesi olan imatinib, protein tirozin kinazlara karsi aktivite
gosteren kiiclik molekiillii bir antagonisttir; giiclii ve belirli Ber-Abl inhibisyonu
saglamaktadir. Ancak imatinib tedavisi alan bazi hastalarda primer ve ikincil direng
olugsmaktadir (Jabbour ve ark 2009). Primer direng, tedaviye basladiktan sonra yanit
almamamasi1 olarak tanimlandirilmaktadir. Ulusal Genis Kapsamli Kanser Ag1
(NCCN)’na gore primer direng tedaviye basladiktan sonra 3-6 ay icinde hematolojik
remisyon veya 18 ayda tam sitogenetik yanit basarilamamissa belirlenebilir (NCCN

guideline 2010).

Avrupa Losemi Agi (ELN)’na gore ise benzer sekilde 6 ayda higbir
sitogenetik yanit alinamamis, 3 ayda hematolojik remisyon olmamigsa, 12 ayda
kismi sitogenetik yanitta azalma yoksa tedavinin basarisiz oldugu soylenebilir
(Baccarani ve ark 2009). IRIS (International Randomized Study of Interferon Versus
STI571) deneylerinde, 18 ayda tam sitogenetik yanit alinamamissa hastanin primer

direngli oldugu kanitlaniyor.

Ikincil direng ise imatinib’e devam ederken tdrapatik etkinin kaybolmas1 ve
hastaligin ilerlemesi ile belirleniyor. IRIS ¢aligmalarinda 5 yil takip edilen hastalarin
%24’iinde sekonder diren¢ meydana geldigi belirtiliyor (%17 tekrarlama orani, %7
ilerleme orant)(Druker ve ark 2006). ilag direncine bakildiginda temel mekanizmalar

sunlardir:

1) BCR/ABL ’ in asir1 ekspresyonu

2) BCR/ABL’ in amplifikasyonu

3) P-glikoproteinin dahil olmasi (P-gp)

4) Lyn tirozin kinaz aktivasyonu

5) Serumdaki a-asit glikoprotein (orosomukoid) artisi

6) hOCT1’in (insan organik geg¢is transport sistemi 1) diisiik ekspresyonu
7) ASS (9934) gen bdlgesindeki biiyiik submikroskopik delesyonlar

8) Nokta mutasyonlaridir (Maekawa ve ark 2007).
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Bunlar arasindaki en 6nemli mekanizmalardan biri olan BCR/ABL flizyon
genindeki nokta mutasyonlardir. Tek bir niikleotid degisimi seklinde olusan nokta
mutasyonlart sonucunda genin polipeptid iriiniinde herhangi bir degisiklik
olusturmayan sessiz mutasyonlar olabilecegi gibi farkli aminoasitlerin kodlanmasina
yol acan mutasyonlar da olusabilir. Nokta mutasyonlar ila¢ tedavisi almis ama yanit
almamamis hastalarin %90°‘nda rapor edilmis ancak son g¢alismalarla bu oran %40
lara inmistir (Maekawa ve ark 2007, Wolf ve ark 2002). Ilaca direngli hastalarmn
ozellikle de ikincil direncli hastalarin  %35-70’inde nokta mutasyonlar
gozlenmektedir (Sekil 1.8). Kimerik BCR/ABL geninde polipeptid zincirindeki en

sik mutasyonlar Sekil 1.8 de verilmistir.
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Sekil 1.8. ABL kinaz bdlgesindeki mutasyonlarin yerlesimi (Jabbour ve ark 2010).

BCR/ABL fiizyon genindeki mutasyonlardan klinik agidan direncliligi ilk
rapor edilen mutasyon T3151 (Trionin 315 izoldsin) mutasyonudur. T315I, mutant
olan izol6sinin hidrokarbon ucu ile ilk gelistirilen tirozin kinaz inhibitorii imatinib
arasinda c¢atigsma olusturarak ila¢ kinaz hidrojen bagini baskilayarak imatinib’in
baglanmasini bloke eder (Shah ve ark 2002, Maekawa ve ark 2007). Bunun sonucu
olarak BCR/ABL pozitif hiicreler apoptoza indiiklenir (Smith ve ark 2003).
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Tedavinin baslangicinda ilaca dire¢li olan hastalarla relaps olan hastalar
kiyaslandiginda relaps olan hastalarda mutasyonlar daha yaygindir (Sekil 1.9). Bu
nedenle IM tedavisine basladiktan sonra 1 yil icinde BCR/ABL transkriptlerinde 3
log (10%) azalma olmadi ise veya tedaviye basladiktan sonra klinik seyirde BCR/ABL
transkript seviyesi iki katma ¢ikt1 ise mutasyonlarin taramasmin yapilmis olmasi

gerekmektedir (Baccarani ve ark 2006).

Hasta %

AR ERZ-ce-E2EY CCeNE2E:2S
g3iggunnRapraciaanaaREneinagsay
| VAR GIGILN ETWWGHDAAG ILMAPYHKES

.E:: [ ] @c ®

L Amino Acid (ABL-B) @

Sekil 1.9. Imatinib Direnci olan hastalarda ABL kinaz bdlgesinde mutasyonlarm

goriilme siklig1 (Baccarani ve ark 2006).
1.2.7. KML ve ALL’ deki Genetik Anomalileri Tespit Etme Yontemleri

KML’nin erken doneminde mutasyonlar ¢ok nadir goriiliir. Ancak ge¢ kronik
faz, akselere faz veya blast fazda mutasyonu olan hastalarin oran1 %22-53 arasinda
degismektedir (Soverini ve ark 2005). Gilinimiizde oldukca hassas mutasyon
belirleme metotlar1 ile nokta mutasyonlar belirlenebilmektedir. Nokta mutasyonlari
belirlemede kullanilan molekiiler teknikler; Allel Spesifik Oligoniikleotid PCR
(ASO-PCR), PCR restriksiyon fragment analizi, DNA dizi analizi, real time PCR
gibi teknikler kullanilmaktadir.
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Restriksiyon endoniikleazlarla DNA'nin farkli biiytikliiklerdeki fragmanlara
ayrilarak incelenmesine dayanan Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP)
yonteminde ise restriksiyon enzimleri ¢cok 6zgiil olarak DNA’y1 belirli bolgelerden

tantyarak keser ve genellikle 1000-20000 baz ciftlik pargalara ayirir.

Ancak hangi yontem kullanilirsa kullanilsin O6rneklerden elde edilen
sonuglarin farkl bir teknikle konfirme edilmesi gerekmektedir (Doss ve ark 2008,

Doi ve ark 2009).

1.2.8. KML ve ALL’ nin Tedavisi ve Genetik Anomaliler ile Iliskisi

1960°dan 1970°e kadar KML de antikanser olarak hidroksiiirea ve busiilfan
kullanild1 (Bolin ve ark 1982). Ancak bunlar 16semik hiicre sayisini azaltmasina
ragmen surviyi uzatmadi (Goldman 2003). 1980’lerde interferon-a (IFN-a)
sitogenetik ve hematolojik remisyonu indiikledigi icin ve hidroksiiirea ile
kiyaslandiginda hayatta kalmay1 uzattig1 i¢in yeni ajan olarak kullanildi. Ancak tiim

hastalarda [FN-a’ya yanit alinamadi.

Diger bir tedavi yontemi ise 1970’lerde KML de uygulanan allojenik kok
hiicre naklidir (AKIT). AKIT potansiyel olarak iyilestirici olmasma ragmen
hastalarin ¢ogunda HLA uyumlu donér bulmak konusunda zorluklarla karsilasild.
Cesitli deneysel calismalarda Ph (+) losemilerin patogenezinde BCR/ABL ’ in
onemli bir rolii oldugu desteklendi. Bu nedenle BCR/ABL tabanli tirozin kinaz
inhibisyonu dikkat c¢ekti. Ancak genelde protein tirozin kinazlar ilag

gelistirilmesinde thmal edildi.

Ik kez 2001'de kullanima girmis olan tirozin kinaz inhibitdrii imatinib KML’
nin biitlin fazlarinda etkili bir tedavidir. 1998 de faz 1 deneylerinde imatinib’in IFN-
o tedavisinde basarisiz olan KML hastalarinda antilosemik aktivitesi gosterildi.
Sonra faz 2 caligmalarmna gegildi. IFN-a tedavisinden yanit alinamayan kronik faz

KML hastasinin ¢ogunda tam sitogenetik yanit %41 idi (Jabbour ve ark 2010).

Imatinib su an i¢in ilk tedavi adimi olarak tanimlaniyor ve 5 yil izlenenlerde
en 1yi ulasilan sonug¢ tam hematolojik yanitta %97. Ancak gec kronik fazda (Kronik
faz KML tanisi> 12 ay) veya akselere/blast (AF/BF) fazinda imatinib’ten alinan

yanit erken tan1 konulan kronik faz hastalarindan daha azdir (Sawyers ve ark 2002).
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Imatinib’in klinikteki basaris1 ise tedaviye direng yiiziinden engellendi.
Imatinib tedavisine baslandiktan sonra tedaviye yanit alnamama oranlar1 yillik su
sekilde: 11k y1l %3.3, ikinci y1l %7.5, iigiincii y1l %4.8, dordiincii y1l %1.5, besinci
yil %0.9 olarak tahmin ediliyor. Bu sonuclar imatinib tedavisi alan kronik faz KML
hastalar1 icin umut verici olabilir ama AF/BF’ daki hastalarin c¢ogunlugunda
imatinib’ e direng gelisiyor. Tahmini olarak 4 yildaki diren¢ orani ge¢ kronik fazda

%20 iken AF/BF da %70-90 dir (Druker ve ark 2006).

Imatinib’in kullanimma diger énemli klinik bariyer de intolerans da denilen
tedaviye ara verdikten sonra ilag toksisitesinin olusmasidir. IRIS ¢aligmalarinda
hastalarin %5°1 7 yil tedaviye devam ettikten sonra ilaca ara verdi (O’Brien ve ark
2008). Imatinib tedavisine ara veren hastalarm %29’u ilac toksisitesinden dolayi,
%11°1 anemiden dolayl, % 11’i torombositopeniden dolay1 ara verdi. Imatinib’e
intolerans daha ¢ok KML’nin ilerlemis fazinda ve genellikle BF da gdzlendi

(Sawyers ve ark 2002).

Imatinib’e bazi hastalarda diren¢ olusmasi ve intoleransdan dolay:r daha
etkili ve 6zgiil ayrica BCR/ABL kinaz aktivitesini engellemede imatinib’ten daha
gliclii yeni tirozin kinaz inhibitorleri gelistirildi. Dasatinib, nilotinib, AP23464,
Bosutinib, ON012380, MK-0457 bunlardan bazilaridir. Hepsinin farkli 6zellikleri
bulunmaktadir. Dasatinib’in in vitro ¢aligmalarda diisiik konsantrasyonlarda basarili
bir sekilde 15 farkli klinik agidan iligkili kinazin 14’linii ve Src kinazlar1 da inhibe
ettigi kanitland1 (Tablo 1.3). Dasatinib aslinda imatinib’e benzer sekilde ATP
baglanma bdlgesine baglanir. Dasatinib’in nilotinib ve imatinib’den farki ABL
kinazin hem aktif hem de inaktif konformasyonuna baglanmasidir(Nicolini ve ark
2007, Soverini ve ark 2007). Hiicre hatti ¢alismalarinda dasatinib’in nilotinib ve
imatinib’den daha giiclii bir sekilde ATP baglanma bolgesine baglandigi ancak
T3151 mutasyonunun bulundugu hiicrelere imatinib ve nilotinib gibi onunda aktif
olmadig1 gosterildi. imatinib’e direngli olan hastalarda T315I ve F317L sabtitiisyonu
daha sik iken dasatinib’e direngli hastalarda T315A ve F317I varyantlarinin daha sik
oldugu bildirilmistir (Soverini ve ark 2007). Ancak T315A ve F3171 varyantlar1

imatinib’e direng gostermedi.
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Tablo 1.3.KML tedavisinde kullanilan ilaglar ve hedefleri (Ramirez ve ark 2008).

Agent Targets Status
FDA approved
Imatinib Ber-Abl, Kit, PDGFR-A, PDGFR-B
Dasatinib Ber-Abl, Src family kinases, Kit, PDGFR-A, PDGFR-B
Nilotinib Ber-Abl, PDGFR, ¢-Kit, EPHB4
Investigational
SKI-606 [100] Ber-Abl, Sre Phase I, 11
INNO-406 [100] Ber-Abl, PDGFR, c-Kit, Lyn kinases Phase |
MK-0457 [100] Aurora kinase, Jak-2, Ber-Abl Phase I, 11
LBH589 [100] Histone deacetylase Phase I, I1, 11
XL-228 [100] Aurora kinase Phase |
PHA-T739358 [100] Aurora kinase Phase 11
Preclinical
SGX70393 [96] Ber-Abl In vivo (mice
WP1130 [98] Jak kinases In vivo (mice

Bununla birlikte alternatif olarak gelistirilen nilotinib ise imatinib’ten 20-50
kat daha giicliidiir ve imatinib’e direngli 33 hiicre hattindan 32’sini (T3151
mutasyonu hari¢) inhibe ettigi gdsterildi. imatinib ile karsilastirildiginda nilotinib’in
ABL kinaz bolgesine daha yiiksek afinitesi vardwr. Fareler {izerinde yapilan
calismalarda nilotinib BCR/ABL mutasyonlarmin ¢ogunda etkili olmasina ragmen
T3151 ve G250E mutasyonlar1 lizerine onemli bir etkisi olmadigi gosterildi

(Golemevic ve ark 2005).

Gumireddy ve arkadaslar1 2005 yilindaki c¢alismalarinda ONO012380 adli
enzimin ATP baglama bolgeleri haricinde hedef bolgeleri sectiler ¢iinkii imatinib’e
dirence neden olan KML hiicrelerindeki mutasyonlara ATP ile rekabet etmeyen
inhibitorlerin daha etkili olabilecegini belirttiler. Boyle bir inhibitor olan ON012380
substrat baglanma bolgesini bloke etmek iizere dizayn ettiler ve imatinib ile
kiyaslandiginda 10 kat daha giiclii oldugu gosterildi. Ayrica in vitro c¢aligmalarda
10nM’dan daha az konsantrasyonda T3151 mutasyonu dahil tiim imatinib’e direncli

mutasyonlarin eksprese oldugu hiicrelerin biiyiimesini inhibe etti.
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KML iizerinde ¢alisan ¢ogu arastirmaci imatinib ve diren¢ mekanizmalari
iizerinde oldugu kadar yeni tirozin kinaz inhibitorleri gelistirmeye de odaklanmistir.
Ancak kronik fazdan blast faza gecisten sorumlu mekanizmalar, hatali DNA tamiri
ve genomik instabilitenin nedenleri, kok hiicrenin sukuneti, KML nin ilerlemesinde
ve tirozin kinaz inhibitorlerine direncte tiimor baskilayicilarin rolii veya BCR/ABL
ile diger onkojenik sinyal yolaklar1 arasindaki karsilikli konusma hala tam olarak

anlasilamamistir (Quintas-Cardama ve ark 2009).

Mevcut ¢aligmada da KML ve ALL olgularinda BCR/ABL genlerindeki
mutasyonlari arastirilmasi amaglanmaktadir. Elde edilen verilere gére bu hasta
gruplarinda tedavide ve tedavinin yoOnlendirilmesinde kullanilacak bilgilere

ulagilmas1 hedeflenmektedir.
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2.GEREC ve YONTEM

Bu c¢ahisma Selguk Universitesi Selguklu Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir. Calisma icin Meram Tip Fakiiltesi Etik
Kurulundan onay (24.12.2009 tarihli, 2009/093 nolu etik kurul karari) alinmistir.
Calisma kapsaminda kullanilacak kan Orneklerinin alindigi goniillillerin  de

bilgilendirilmis onamlar1 alinmgtir.
2.1. Hasta Secimi

Olgu grubu icin Meram Tip Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji ve Yetiskin
Hematolojide tanist1 konmus t(9;22) dengeli translokasyonu mevcut bireyler
calismaya dahil edilmistir. Her bir hastanin sitogenetik ve/veya BCR/ABL fiizyon
analizi i¢in Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH) sonuglar1 olan hastalar
calismaya dahil edildi. Hastanin klinik bulgular1 ayrica kaydedildi. Olgu grubunun
yas aralig1 2-86, yas ortalamasi ise 43.7°dir. Olgu grubu toplamda 67 hastadan

olusmaktadir ve hastalarin periferik venoz kan1 ve/veya kemik iligi kullanilmastir.

Calismada pozitif kontrol icin Ph (+) hiicre olarak K562 hiicre hatti
kullanilmistir. Negatif kontrol i¢cin ise Ph (-) hiicre olarak Raji (Burkitt Lenfoma)

hiicre hatt1 kullanilmastir.
2.2. K562 ve Raji Hiicre Hatlan ve Kiiltiirleri

Calismanin BCR/ABL pozitif hiicre hatt1 olarak K562 hiicre hatt1 (ATCC No:
CCL-243™) ve BCR/ABL negatif olan Raji(Burkitt Lenfoma) hiicre hatti (ATCC
no: CCL-86™) kullanildi. Raji hiicreleri 2 mM L-glutamin, %1 PSA (Penisilin-
Streptomisin-Anfoterisin), %10 fetal bovin serum iceren RPMI-1640 (Life
Technologies, USA) medyumunda kiiltiir edildi. K562 hiicreleri ise 2 mM L-
glutamin, %1 PSA (Penisilin-Streptomisin-Anfoterisin), %10 fetal bovin serum
iceren DMEM (Life Technologies, USA) medyumunda kiiltiir edildi. Hiicreler %5
CO2’li nemli ortamda 37°C de kiiltiire edildi.
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2.3.Lokosit izolasyonu

Olgu grubundan steril bir sekilde EDTA’L tiipe 1-2 ml periferik kan veya
kemik iligi alind1 ve -20°C veya -80°C de arsivlendi. Arsivlenmis Orneklerden
mutasyonlarin taranmasi i¢in -80 dereceden alinan kan ve kemik iligi 6rnekleri 6nce
-20 dereceye ardindan da buz igerisine alindi ve c¢oziindiikten sonra lokosit

izolasyonu yapild1.

Hastalarin BKH (Beyaz Kan Hiicresi) sayilar1 dikkate alinarak her hastanin
BKH sayis1 3.000.000’a boliinerek ne kadar kandan 16kosit izolasyonu yapilacagi
hesaplandi. Bunu yapmamizin amacit mikrolitresinde her hastadan ayni oranda
l16kosit elde etmekti. Kullanacagimizdan daha fazla kan 6rnegi olan olgulardan iki
adet 1okosit izolasyonu yapildi ve lokosit asamasmin ardindan bir tanesi -80
dereceye kaldirildi. Lokosit izolasyonunda kullanilan eritrosit liziz soliisyonu (bkz.
Protokol 1) ve liziz baglama soliisyonu (bkz. Protokol 2) optimize edildi. Lokosit
izolasyonunun (bkz. Protokol 3) hemen ardindan RNA izolasyonuna ge¢ilmeyecek

ise ornekler -20 dereceye kaldirildi.

Protokol 1. Eritrosit liziz soliisyonu

o,

8,3 gr Amonyum kloriir

1 gr potasyum bikarbonat

%35’ lik pH’1 8 olan EDTA’ dan (Etilen diamin tetra asetik asit) 1,8
ml alimarak 800 ml distile suda ¢6ziildi. Steril olmasi i¢cin 0,2 uM lik
filtreden gecirildi. Ardindan soliisyon distile su ile 1000 ml’ ye
tamamlanda.

Protokol 2. Liziz baglama soliisyonu
% 4,5 M Guanidine-HCI (AppliChem kat no:A1106,1000)

50 mM Tris-HCI (Vivantis)

%30 Triton-X-100 (Amresco kat no:0694-1L) karistirilarak 25 ml’
ye distile su ile tamamland1 ve pH’ 1 6.6’ ya ayarlandi. Guanidine-
HCIl, konsantrasyon ve serbest enerji arasindaki dogrusal iliski ile
proteinleri denatiire etmesi igin, Triton-X-100 ise 6karyotik hiicre

zarmin parcalanmasi i¢in kullanild1.

30



Protokol 3. Lokosit Izolasyonu

Oncelikle materyalin BKH sayisina bakilarak ne kadar kan alinacagi

hesaplanir. Ornegin BKH sayis1 5000 olan bir kisiden

3 000 000 /5 000 =600 pl kan alinir.
Almman kanin tzerine kan miktarmin iki kati kadar eritrosit liziz

soliisyonu ilave edilip +4 derecede 10 dk alt-iist edilir.
Stire sonunda 12 000 rpm’ de 15 sn santrifiij edilir ve iist faz atilir.

Ikinci defa aldigimiz kan miktar1 kadar daha eritrosit liziz soliisyonu

ilave edilir ve +4 derecede 5 dk daha alt-iist edilir.
Stire sonunda 12 000 rpm’ de 15 sn santrifiij edilir ve st faz atilir.
Pellet tizerine 250 pl serum fizyolojik ilave edilir.
Stire sonunda 12 000 rpm’ de 15 sn santrifiij edilir ve st faz atilir.

400 pl liziz baglama soliisyonu ilave edildikten sonra RNA

izolasyonu asamasina gegilir.

2.4. Kandan ve Hiicre Hatlarindan RNA izolasyonu

Kan orneklerinden, pozitif kontrol ve negatif kontrol olarak kullandigimiz

hiicre hattindan ticari RNA izolasyon kiti kullanilarak yapildi (Roche High Pure

RNA Isolation Kit). Lokosit asamasinda 400 pl liziz baglama soliisyonu ilave edilen

ornekler 15 sn kisa santrifiij yapildiktan sonra RNA izolasyon asamalarina devam

edildi (bkz. Protokol 4).

Hiicre kiiltiiriinden RNA izolasyonunda ise devam eden kiiltiiriin flaskindan

hiicreler almarak kiiltiir tiipiine aktarild1. 1500 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Ust kisim

atild1 ve pelletin tizerine 400 pl liziz baglama soliisyonu ilave edilerek kandan RNA

izolasyonu prosediirii uygulandi.
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Protokol 4. Kandan ve hiicre hatlarimdan RNA izolasyonu

400 pl liziz baglama soliisyonu ilave edilen ornekler 15 sn kisa

santrifiij edilir.
Ornek sayis1 kadar filtreli toplama tiipii hazirlanir ve numaralandirilir.

Kisa santrifiij edilen karigim filtreli tiiplere aktarilir ve tiiplerin

kapaklar1 kapatilir.
15 sn 8 000 g’ de santrifiij edilir.
Toplama tiipleri atilir. Filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine aktarilir.

Her bir 6rnege 90 ul DNAaz bekleme soliisyonu ve 10 pul DNAaz

eklenir.
15 dk oda sicakliginda bekletilir.

Stire dolduktan sonra filtreli tiiplerin igerisine 500 pl yikama

soliisyonu 1 eklenir.

15 sn 8 000 g’ de santrifiij edilir.

Toplama tiipleri atilir. Filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine aktarilir.
Filtreli tiiplerin igerisine 500 pl yikama soliisyonu 2 eklenir.

15 sn 8 000 g’ de santrifiij edilir.

Toplama tiipleri atilir. Filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine aktarilir.
Filtreli tiiplerin igerisine 200 pl yikama soliisyonu 2 eklenir.

2 dk 13 000 g’ de santriflij edilir.

Toplama tiipleri atilir. Filtreli tiipler kapakli 1,5 ml’ lik ependort

tiiplere aktarilir.
Her tiipe 60 pl eliisyon soliisyonu ilave edilir.

15 sn 8 000 g’ de santrifiij edilir.
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o,

% Filtreler atilir ve siiziilen kisimda RNA elde edilmis olur.

RNA iceren tiiplerden hem RNA konsantrasyonunu Olgmek i¢in hem de
cDNA sentezi i¢in gerekli olan miktar ayrilarak hi¢ bekletilmeden -80 °C derin
dondurucuya alindi. RNA izolasyonunun ardindan 6rneklerin U.V. Spektrofotometre
(Boeco S-22 UV/Vis Spectrophotometer) ile RNA miktar1 6l¢giildii. Miktar tayini
yapilan RNA’ lar TBE soliisyonu kullanilarak agaroz jelde yiiriitiildii (bkz.Protokol
5).

Protokol 5. TBE tamponu ile agaroz jel hazirlanmasi
% %1’ lik agaroz jel i¢in 100 ml 1X TBE (Tris/ Borik Asit / EDTA)
tamponunun i¢ine 1 gr agaroz (Vivantis kat no: PC0701-100g )

konuldu.
¢ Agaroz tamamen ¢6ziiliinceye kadar mikrodalgada kaynatildi.

+ Kaynayan karigim igerisine 5 Etidyum bromid (sigma kat no: E1510)

ilave edildi.

+» Karisim jel tablasma dokiildiikten sonra uygun taraklar takilarak

sogumaya birakildi.

+» Jel polimerizasyonu gergeklestikten sonra 1X TBE tampon soliisyonu

ile dolu jel tankina konuldu.

¢ Jelin her bir kuyucuguna 300-500 ng RNA yiiklenerek 40 dk 75
voltluk elektrik akimi altinda yiiriitiildii.

+¢ Yiirtitmeden sonra jel U.V. transliminatérde goriintiilendi.
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2.5. cDNA Elde Edilmesi

Kan ornekleri ile pozitif ve negatif kontrol olarak kullandigimiz hiicre
hattindan cDNA elde edilmesinde ticari kit kullanildi1 (Roche t(9;22) Quantification
Kit) (bkz.Protokol 6).

Protokol 6. cDNA Sentezi

Soliisyon Miktar (pl)
Distile Su 4.4
5x RT-Buffer 4.0
Random Hekzamer Primer 0.2
Deoksiniikleotid Miks 0.4
AMYV Revers Transkriptaz 0.4
RNase Inhibitorii 0.6
RNA 10
TOPLAM 20

Kullanilan PZR cihazi: Applied Biosystems GeneAmp 2700 model

Tablodaki (Protokol 6) gibi bu 20 pl karisim hazirlandiktan sonra cDNA
sentezi i¢in PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) cihazinda 60 dk 37°C de bekletildi.
Ardindan 65°C de 10 dk reverse transkriptazin denatiirasyonu i¢in bekletildi ve 4°C

ye sogutuldu.

Elde edilen ¢cDNA o6rnekleri dondurma ¢6zme isleminin bozucu etkisinin
oniine gec¢ilmesi amaci ile ependorf tiiplere 2 ul’ lik hacimlerde dagitildi ve bu

sekilde -80°C de muhafaza edildi.
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2.6. PZR ve Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizm ile Mutasyonlarin Tespiti

BCR/ABL’ in kinaz bolgesi yaklasik 1000 bg¢’ lik bir bolgeyi kapsamaktadir
ve BCR/ABL’ in kinaz bolgesinde simdiye kadar 63 farkli mutasyon tespit edilmistir.
Bu c¢alismada en sik rastlanan mutasyonlardan 5 tanesi ele alindi. BCR/ABL’ in
kinaz bolgesi PZR ile ¢ogaltilarak Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizm (RFLP)
metodu ile hastalar 5 mutasyon yoniinden incelendi. Forward 1 ve reverse 1 (F1 ve

R1) ile Forward 2 ve Reverse 2 (F2 ve R2) primerleri dizayn edildi.

Klasik PZR karisim1 hazirlanmast:

Soliisyon Miktar (pl)
10X PZR Tamponu (Vivantis buffer A) | 4.5

25 mM MgCl (Vivantis) 4.5

dNTP (10 nM) (A,T,G,C her birinden) | 0.1

Primer F/R (10 pmol) 0.4

Taq Polimeraz Enzimi (Vivantis) 0.6

Distile su 29.5
cDNA 2
TOPLAM 45

Her bir 6rnek i¢in hazirlanan PZR karisimmin son hacmi 45 pl” dir. Bu hacim 3

tane restriksiyon enzim kesimi i¢in yeterliydi.
¢ PZR Tepkime Kosullar1

94°C 10 dk 1 dongii

94°C 15 sn

60°C 30 sn 35 dongii
72°C 2 dk

72°C 3 dk 1 dongi

Kullanilan PZR cihazi: Applied Biosystems GeneAmp 2700 model
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Elde edilen PZR iirlinlerini degerlendirmek i¢in %1,5’ luk agaroz jel icin 100
ml 1X TBE (Tris/ Borik Asit / EDTA) tamponunun i¢ine 1,5 gr agaroz (Vivantis kat
no: PC0701-100g ) konuldu. Agaroz TBE soliisyonu ile mikrodalgada eritildi ve 50-
60°C’ ye kadar sogutulduktan sonra etidyum bromid ilave edildi. Jel tankina uygun
taraklar yerlestirildikten sonra jel tablasmna dokiilerek sogumaya birakildi. Elde
edilen PZR firiinlerinden 5 pl almarak yiikleme boyasi (6x loading dye) ile
karigtirilarak kuyucuklara yiiklendi ve 45 dk 100 voltluk elektrik akiminda
yiiriitiildii. Bant uzunluklarini belirlemek amaciyla 100 bg¢’ lik DNA markir
kullanildi. Yiriitmeden sonra jel U.V. transliminatorde goriintiilendi. Forward 1 ve
Revers 1 (FI ve RI1) primerlerinin kullanildigi PZR sonucunda 166 bg
biiyiikliigiinde bantlar varken Forward 2 ve Revers 2 (F2 ve R2) primerlerinin
kullanildig1 PZR sonucunda 246 bg biiyiikliigiinde bant elde edildi. Bundan sonraki

asama ise restriksiyon enzimleri kullanilarak PZR {irtinlerinin kesilmesiydi.
2.7. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Enzim Kesimi

Primer ¢iftlerinin (F1 ve R1) kullanildigi PZR sonucunda 166 bg
biliytikligiinde bantlar gozlendi. Bu primerler F311I, T3151 ve F317L
mutasyonlarmi tespit etmek i¢in kullanildi. Primer ¢iftleri (F2 ve R2) kullanilarak
yapilan PZR sonucunda ise 246 bg¢ biiyiikliigiinde bantlar gozlendi. Bu PZR f{iriinii
M315T ve F359V mutasyonlarini tespit etmede kullanildi. PZR iirtinleri Tablo 2.1

de verilen restriksiyon enzimleri (RE) ile kesildi.

PZR Karisim1 hazirlanist:

Soliisyon Miktar (pl)
10X Buffer (Fermentas Green Buffer) | 2.0
Restriksiyon Enzimi 1.0

Distile Su 7.0

PZR firiinii 10.0
TOPLAM 20.0
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Tablo 2.1. Kullanilan Kesim Enzimleri

Restriksiyon | Kestigi Niikleotid

Enzimi noktadaki | Degisimi
mutasyon

Acil F3111 T>C

(Fermentas)

Ddel T3151 C>T

(Fermentas)

Pagl F317L C>G

(Fermentas)

Nceol M3S5IT T>C

(Fermentas)

HpyCH41V | F359V T>G

(NEB)

2.8. istatistiksel Analizler

Olgu grubundan elde edilen veriler ile pozitif ve negatif kontrollerden elde
edilen verilerin siklig1 yiizde olarak hesaplandi. Giiven araligi olarak 0,05 degeri

kabul edildi.



3.BULGULAR

3.1. Hasta Bulgulan

Calismamiza dahil edilen hastalarin yas araligi 2-86 yas ortalamasi ise

43,7°dir. Toplamda olgu grubu 67 hastadan olugmaktadir ve hastalarin periferik

vendz kani veya kemik 1ligi kullamilmistir. Hastalara ait veriler Tablo 3.1 de

Ozetlenmistir.

Tablo 3.1. Olgu grubundaki hastalara ait veriler.

KML ve ALL Hastalar1
Olgu Sayis1 (Pediatri/Y etigkin) 16 /51
Yas ort (Pediatri/Y etiskin) 10.68 /52.4
Cinsiyet (Erkek/Kadin) 32/35
BKH Ort (Pediatri/Y etiskin) 11.4/44.1

3.2. RNA Izolasyon Bulgular

Kan ve hiicre hatlarindan RNA izolasyonu, ticari kit kullanilarak izole edildi.

RNA’larm U.V. Spektrofotometre (Boeco S-22 UV/Vis Spectrophotometer) ile

miktar1 6l¢iildii. Miktar tayini yapilan RNA’ lar TBE soliisyonu kullanilarak agaroz

jelde yiiriitiildii. Agaroz jel goriintiisii Resim 3.1° de sunulmustur.
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5000 b¢

2000 bg

Resim 3.1.TBE tamponu ile agaroz jelde yiriitiilmiis KML ve ALL hastalarmin
RNA oOrnekleri gosterilmektedir. 2000 bp 18S RNA, 5000 bp 28S RNA y1

gostermektedir.
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3.3. Hiicre Hatt1 Bulgulan

Ticari olarak temin edilen negatif kontrol olarak kullanilan Raji hiicre hatt1 ve
yine ticari olarak elde edilen K562 hiicre hatti, yapilan hiicre kiiltiirii ¢aligmalari
sonucu basarili bir sekilde ¢ogaltildi. Kiiltiire edilen hiicrelerden RNA izolasyonu

yapild1 ve basaril bir sekilde RNA’lar izole edildi (Resim 3.2).

Resim 3.2.Ph(+) hiicrelere ait K562 hiicre kiiltiiriiniin 20X objektif kullanilarak

cekilmis fotografi gosterilmektedir.
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3.4.Klasik PZR Bulgulan

Bu caligmada en sik rastlanan mutasyonlardan 5 tanesi ele alindi ve donmus
kandan izole edilen cDNA kullamildi. BCR/ABL’ in kinaz bolgesi PZR ile
cogaltilarak Restriksiyon Par¢ga Uzunluk Polimorfizm (RFLP) metodu ile hastalar 5
mutasyonu incelendi. Klasik PZR sonucu elde edilen iiriinler agaroz jelde yiirttiildii
ve jel U.V. transliminatorde goriintiilendi. Primer c¢iftleri (F1 ve R1) kullanilarak
olusturulan PZR sonucunda 166 bg biiyiikliigiinde bantlar velde edilirken (Resim 3.4)
primer ciftleri (F2 ve R2) kullanilarak olusturulan PZR sonucunda 246 bg
biiytikliiglinde bant (Resim 3.5) gozlendi.

166 bg

Resim 3.4. Primer ¢ifti (F1 ve R1) kullanilarak elde edilen PZR firiinleri %2’lik
agaroz jele yiiklendikten sonra 45 dk 100 voltluk elektrik akiminda yiiriitiilmiis ve

UV transiliminatordeki goriintiisii fotograflandi. Bant uzunluklarmi belirlemek

amaciyla 50 b¢’ lik DNA marker1 kullanildi.
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246 bg

Resim 3.5. Primer ¢ifti (F2 ve R2) kullamilarak elde edilen PZR iiriinleri %2’lik
agaroz jele yiiklendikten sonra 45 dk 100 voltluk elektrik akiminda yiiriitiilmiis ve

246 bg¢ uzunlugundaki bantlar gorintiilenmistir. Bant uzunluklarmni belirlemek

amaciyla 100 b¢’ lik DNA marker1 kullanild:.



3.5. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizm (RFLP) Bulgulan

Primer c¢ifti (F1 ve R1) kullanildignda PZR sonucunda 166 bg¢ biiytlikligiinde
bant gozlendi. Bu primer ¢iftleri F3111, T3151 ve F317L mutasyonlarini tespit etmek
icin kullanildi. Primer ¢ifti (F2 ve R2) kullanilarak yapilan PZR sonucunda ise 246
be biiytikliiglinde bant gdzlendi. Bu PZR iirtinii de M315T ve F359V mutasyonlarini
tespit etmek amaciyla kullanildi. PZR {irtinleri restriksiyon enzimleri (RE) ile kesildi

(Resim 3.6).

—
—
—

105 bg

61 b¢

Resim 3.6. PZR iiriinleri F317L mutasyonunu belirlemek i¢in Pagl restriksiyon

enzimi ile kesilmistir. 6 ile 7’nci 6rnekler mutant olarak fotograflanmistir.
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Toplam 67 hastanin PZR iiriinlerinin enzim kesimi sonucu elde edilen veriler ve

yiizdeleri Tablo 3.2 de 6zetlenmistir.

Tablo 3.2. Restriksiyon enzim kesimi, varyasyonlar ve niikleotid degisimi

Restriksiyon Enzimi Mutasyon Niikleotid
Degisimi

Acil F3111 T>C

Ddel T3151 C>T

Pagl F317L C>G

Ncol M3S5IT T>C
HpyCH41V F359Vv >G

4. TARTISMA

Kronik miyeloid 16semi (KML) miyeloid 6nciil hiicrelerin anormal klonal

cogalmasi ile kendini gosteren bir kok hiicre hastaligi olup, eriskin l6semilerinin



% 15’ini olusturmaktadir. Bu hastaligin insidansi1 1-2/100.000’dir. Erkeklerde daha
sik (E/K:1.3/1) goriilmekte ve 40-60 yas arasinda goriilme sikligi artmaktadir
(Bubnoff ve ark 2010). KML’li vakalarin %95’inde ve ALL’li hastalarin%]15-
30’unda t(9;22) sonucu 22. kromozomun qll bandindaki BCR geni ile
9.kromozomun q34 bandma yerlesik ABL geninin 22. kromozom (Ph kromozomu)
iizerinde birlesmesi ile BCR/ABL fiizyon geni olusur. Bu gen 8,5 kb biiyiikliigiinde
fiizyon-mRNA ve sonucunda artmis tirozin kinaz aktivitesine sahip flizyon proteinin
iretilmesine neden olur. BCR/ABL fiizyonunun olusumu sirasinda BCR geninin N
terminalinin kaybi, flizyon proteinde artmug/siirekli tirozin kinaz aktivitesine yol agar.
Bu down-stream sinyal ileti yolaklarmin (Ras, Jak/Stat, PI/3 kinaz gibi)
aktivasyonuna neden olur. Son zamanlarda Ras onkogeninin de anjiogenezi uyardigi
gosterilmistir. Mutant Ras igeren tiimor hiicrelerinin ¢evrelerinde bulunan kapillerin
endotel hiicrelerin ¢cogalmasimi ve yeni damar olusumunu tesvik ettigi gosterilmistir.
Ras’in anjiyogenezi hangi mekanizmalarla uyardigmi arastiran calismalar Ras
onkogeninin VEGF ekspresyonunu artirdigmi ve bdylece tiimoriin damarlanmasini

sagladigini gostermistir.

BCR/ABL fiizyon geninin biiytikliigii, BCR geninin kirilma noktasmna baglh
olarak 190 kDa ile 210 kDa arasinda degismektedir (Sawyers ve ark 1999, Kantarjian
ve ark 2007, Cortes ve ark 2009). Imatinib gibi tirozin kinaz inhibitérleri BCR/ABL
aktivitesini bloke eder (Druker BJ ve ark 1996). Artan tirozin kinaz aktivitesini
engellemek i¢in farkl tedavi yontemleri ortaya konmustur. Tirozin kinaz ailesini
inhibe eden sentetik ilaglarin gelistirilmesi ile hastalik tedavi edilmeye
calisilmaktadir. Gelistirilen imatinib (STI571 veya Gleevec), dasatinib, nilotinib gibi
ilaclarla tedavi sonrasinda hematolojik ve sitogenetik cevap alinmasma ragmen bazi

hastalarda ilaglara kars1 diren¢ gdzlenmektedir.

Direng, ya primer tiimérde bulunan ya da tedaviye sekonder gelisen,
duyarlilifi az olan kok hiicre seleksiyonu ile olusur. Tiim klasik antineoplastik
ajanlara kars1 direng gelisimi uzun zamandan beri bilinmekle birlikte son zamanlarda

tirozin kinaz inhibitorlerine kars1 primer direng verileri bildirilmektedir.
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Ik kez 2000 yilinda bildirilen imatinib’e direng gelisimi i¢in BCR/ABL gen
mutasyonlari, BCR/ABL gen amplifikasyonlari, BCR/ABL bagimsiz kinaz yollarinin
aktivasyonu, imatinibin asit o-1 glikoproteine baglanmasi, ASS gen delesyonu,
klonal degisim gibi farkli mekanizmalar bildirilmektedir (Maekawa ve ark 2007,
Jabbour ve ark 2010).

Tirozin kinaz inhibitorlerine direncgliligi saglayan mekanizmalardan biri
BCR/ABL nokta mutasyonlar1 olup KML ve ALL olgularinda en fazla imatinib
direncine neden olan mekanizmadir. Gorre ve ark (2001)’nin yaptiklar1 caligmada
hastalarin %50-90’1mnda BCR/ABL kinaz bolgesinde mutasyonlar tespit etmislerdir.
Imatinib’in mutajenik etkisi heniiz kanitlanmamasina ragmen hastalara verildiginde
mutasyonlar1 indiikledigi yoniinde literatiir verileri mevcuttur (Deininger ve ark
2005, Lange ve ark 2005). Fakat daha 2001 yilinda kullanima girdigi i¢in uzun siireli
etkileri heniiz bilinmemektedir. Lange ve arkadaslarinin (2005) yaptiklar1 ¢alismada
ise AF ve BF’daki hastalarin 1/3’linde kinaz bdlgesinde mutasyonlar bulunmustur.
Mutasyonlar, imatinib baglanmasi etkileyen mutasyonlar (P-loop), ATP baglanma
bolgesi mutasyonlari, aktivasyon bolgesi mutasyonlari, katalitik cep bolgesi
mutasyonlart olmak iizere 4 grupta incelenmektedir (Tirk Hematoloji Dernegi
(www.thd.org.tr) 2010). Genelde BCR/ABL ile iligskili mutasyonlar daha siklikla
(%30-40) P-loop’ta meydana gelmektedir (Maekawa ve ark 2007, Quintas-Cardama
ve Cortes 2009).

Tirozin kinaz inhibitorlerine direngli KML hastalarinda simdiye kadar 63
farkli nokta mutasyonu tanimlanmistir. Olgularin biiyiik kisminda baslangicta sadece
bir mutasyon bulunurken takipte pek c¢ok olguda kinaz mutasyonlarmnin sayisi
artmaktadir. Soverini ve ark (2005)’nin caligmasinda da erken kronik fazda
mutasyonlar nadir olmasma ragmen ge¢ kronik faz, AF ve BF da mutasyonlu
hastalarin oraninin %22-53 oraninda oldugu bildirilmistir. Ortaya c¢ikan bu
mutasyonlarin alternatif tirozin kinaz inhibitorleri ile tedavi edilmesi sonrasi
olgularm tekrar imatinibe duyarli hale gelebildigi belirtilmistir (thd.org.tr 2010).
Ayrica imatinib ve nilotinib ile yanit alinamayan hastalarda dasatinib ile 1yi yanit
alinabilecegi de rapor edilmistir (Talpaz ve ark 2006). imatinib, nilotinib ve dasatinib

arasinda farkli BCR/ABL mutasyon profilleri oldugu i¢in imatinib’in ya nilotinib ile
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ya da dasatinib ile kombine tedavisi pek c¢ok c¢alismada tavsiye edilmektedir

(Bradeen ve ark 2006, Maekawa ve ark 2007).

Ikincil tirozin kinaz inhibitdrleriyle (dasatinib, nilotinib gibi) tedavi
basarisizligmin ardindan ilave tirozin kinaz inhibitorleriyle tedavi tavsiye
edilmemektedir. Ancak imatinib ve nilotinib’in basarisiz oldugu 23 hastalik bir
calisma grubunda dasatinib’e gegildikten sonra THY 1 %43’e, sitogenetik yanitin
ise %30’a indiiklendigi gosterildi (Quintas-Cardama ve ark 2007). Diger bir vaka
calismasinda da hem imatinib hem de nilotinib’e direncli hastalarda dasatinib’in
BCR/ABL mutasyonundan bagimsiz bir direng olusturabileceginden bahsedilmektedir
(Cannella ve ark 2009). Yayimlarin ¢ogunda kombine tedaviden Once, ilaca yanit
almamadiginda 6nce doz artis1 ardindan farkli tirozin kinaz inhibitorleriyle tedavi
onerilmektedir (Jabbour ve ark 2010). Ciinkii baz1 nokta mutasyonlar1 i¢in (T315A,
F317L, V299L gibi) dasatinib tedavisine silirekli yanit alinamazken F359V
mutasyonu i¢in dasatinib daha etkilidir (Jabbour ve ark 2010). Dasatinib in daha
etkili oldugu mutasyonlar: M315T, M244V, E355G, F359C, H396R mutasyonlaridir
(Bradeen ve ark 2006, Nicolini ve ark 2007).

Nilotinib direnci ise T315, Y253 ve E255deki mutasyonlariyla iliskilidir
(Jabbour ve ark 2009). Zaten simdiye kadar T315] mutasyonuna ne nilotinib ne
dasatinib ne de kombine tedavilerle yanit alinamamistir. Heniiz arastirma asamasinda
olan ONO12380 enziminin T315] mutasyonu icin 10nM’dan daha az
konsantrasyonlarda etkili oldugu bildirilmektedir (Gumireddy ve ark 2005).

Nokta mutasyonlarm orijini heniiz netlesmemistir. Literatiirde BCR/ABL gen
amplifikasyonlarindan ziyade nokta mutasyonlar daha yaygindir (Lestienne ve ark
2002, Jabbour ve ark 2009). Lestienne CR ve calisma arkadaslar1 (2002) yaptiklari
calismada 24 hastadan 3 {inde (%12.5) T3151 mutasyonunu rapor etmislerdir. Gorre
ve ark ise 25 hastadan 6’sinda T3511 mutasyonu tespit etmislerdir. Avrupalilarin
calismasinda ise 44 hastada %0 mutasyon tespit etmislerdir (Hochhaus ve ark 2001).
Mevcut c¢alismamizda ise 67 hastadan 1 ‘inde (%1.50) T3151 mutasyonu
bulunmustur. Bu mutasyonun sikliginin populasyondan populasyona degistigi
goriilmektedir. Bu nedenle daha genis hasta gruplarinda T3151 mutasyon sikligi

ortaya konularak klinik 6nemi belirlenmelidir.
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Yapilan invitro ¢aligmalarinda yiikseltilen imatinib dozlarina karsi KML
hiicrelerinde belirgin BCR/ABL protein seviyesi artis1 (asir1 ekspresyonu)
gozlenmistir. Buna karsin direncli olgularin ¢ok az kismunda (%18) gen

amplifikasyonu bildirilmistir (thd.org.tr 2010).

BCR/ABL den bagimsiz bir baska olgu ise klonal sitogenetik degisimdir.
Kronik fazdaki olgularin %5 inde ilave kromozom anomalileri gozlenirken akselere
fazda ve blast krizindeki olgularin %75-85 inde ilave kromozom bozukluklari
gozlenir. En ¢ok gozlenen sekonder anomaliler trizomi 8, trizomi 19, ilave Ph
kromozomu, izokromozom 17 ve delesyon 7q’dur (Jabbour ve ark 2010, Serpa ve
ark 2010). Bu anomalilerden en az bir tanesi transforme olgularin %70-75’inde
gozlenir. Daha az siklikta (olgularm %15 inde) ise; monozomi 7, 17 ve Y kaybi
bulunmaktadir. Philadelphia negatif hematopoezde de klonal degisim olabilir. Bu
fenomen daha 6nce interferon tedavisi géren olgularda da bildirilmistir (Serpa ve ark
2010). Imatinib tedavisi gdren olgularinda %2-17 sinde bildirilmektedir. Siklikla
trizomi 8 ve trizomi 7, Ph kromozomu goriilmeyen metafazlarda gozlenir. Bu Ph
negatif klonal de§isim 6zellikle kromozom 7’nin yeniden diizenlenmeleri, tedaviye

sekonder AML gelisim riskini artirmaktadir (thd.org.tr 2010).

Doss ve arkadaslar1 2008 yilinda ABL genindeki nsSNP’lerin (sinonim
olmayan SNP) roliinii incelemisler, toplam ABL geninde 827 SNoldugunu
bildirmislerdir. Bunlardan 3 tanesi 5S’UTR da, 27 tanesi de 3’UTR da olmak iizere 30
tanesi de kodlanmayan bolgelerdedir. Digerleri ise intronik bolgelere lokalizedir.
ABL genindeki nokta mutasyonlar1 belirlemek ve non sinonim SNP leri analiz eden
bu ¢alismada 18 nsSNP den 8 1 zararhi 3 i ise delete bulunmustur. 3’UTR daki 6
SNP’nin ise fonksiyonel dnemi oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle ABL genindeki
159 ve 178 nci pozisyonlardaki mutasyonlarm KML de Onemli olabilecegi de

diistiniilmektedir.

Gaillard ve arkadaslarmin 2010 yilinda yayinladiklar1 calismada 63 hastada
exon 7 delesyonuna bakilmis ve 34 hastada BCR/ABL fiizyon geninde exon 7
delesyonun mevcut oldugu belirtilmistir. Ancak bunun alternatif splicing
mekanizmalarindan kaynaklandigini ve ilaca direngten bagimsiz oldugunu rapor

etmislerdir.
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Zheng X ve arkadaglar1 2009 yilinda yaptiklar1 caliyjmada Ph(+) ALL
hastalarmin hepsinde p96 (96 kDa) fiizyon proteininin eksprese oldugunu ve bunun
ALL’nin baslangicinda ve gelisiminde 6nemli rol oynayabilece§ini belirtmiglerdir.
Ayrica ayni calismada t(9;22)’nin sonucu sadece BCR/ABL fiizyon geninin
olusmadigr ayn1 zamanda iki 16komojenik flizyon proteininin de (BCR/ABL ve
ABL/BCR) meydana geldigini deneylerle gostermislerdir. Hem ABL hem de BCR
flizyon proteinleri farklilasmanin bloklanmasiyla karakterize oldugu i¢in invitro

16semik fenotipi indiikleyebilecegi bildirilmistir.

Literatiir ile karsilastirildiginda mevcut ¢alismada da parelel sonuglar elde
edilmistir. Toplamda 67 vakadan 14’linde inceledigimiz 5 mutasyondan biri
bulunmustur. Hastalarimizin 3’tinde F3111 mutasyonu, 7’sinde F317L mutasyonu,
2’sinde M351T mutasyonu, 3’iinde F359V mutasyonu ve 1’inde de T315I
mutasyonu tespit edilmistir. Iki hastada ise iki mutasyon birlikte bulunmustur. Her
iki hasta da pediatri kliniginde tedavi gormektedir. Hastalardan birinde M351T ve
F317L mutasyonu bulunurken digerinde T3151 ve F317L mutasyonu tespit
edilmistir. M351T ve F317L mutasyonu olan hasta 18 ay imatinib tedavisi aldiktan
sonra relaps olmustur. PZR iiriinlerinin enzim kesimi sonucunda en fazla tespit
ettigimiz mutasyon F317L mutasyonudur. Calismamizda 16 pediatri hastasindan
5’inde F317L mutasyonu tespit edilmistir. Yetiskin vakalardan ise ikisinde F359V

mutasyonu bulunmustur.

Lange T ve ark’nin 2005 yilindaki calismasinda 177 hastadan % 20.9’unda
T3151 mutasyonu bulunmustur. Bu oranm1 %19.2 ile E255K ve %15.3 ile de M351T
izlemektedir. Ancak mutasyonlarm sikliginin populasyandan populasyona degistigini
g0z Oniine aldigimizda mevcut ¢alismamizda 67 hastadan sadece 1’inde T315I
mutasyonu ve 3 hastada da M351T mutasyonu belirlenmistir. BCR/ABL kinaz
mutasyonlarmin basinda fosfat baglamadan sorumlu bolge olan P-loop gelir. P-loop
mutasyonlar1 imatinib baglanma bdlgesi lizerinde bulunur, P-loop’unun esnekligini
degistirir. iImatinibin baglanmas: igin gereken konformasyonun stabilitesini bozar. P-
loop mutasyonlarinda klinik seyir daha kotii, sagkalim daha kisadir (Branford ve ark

2003).

Mutasyonlar klinik ile birlikte degerlendirilmelidir. Tiim mutasyonlar ayni

klinik ve biyokimyasal 6zellik gostermez. Baz1 mutasyonlar fonksiyonel olmayabilir.
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T3151 ve P-loop mutasyonu biiylik oranda dirence neden olur. T3151 mutasyonu
yiiksek affinitede imatinib baglanmasi i¢in gerekli H bagini ortadan kaldirir ve ATP
baglanma bolgesinde degisiklige neden olur. Klinik goézlenen mutasyonlarin
%15-20’sini olusturur. Imatinib dozunun artirilmasi etkili degildir. Dasatinib,
nilotinib, bosutunib gibi yeni nesil tirozin kinaz inhibitorleri de T3151 mutasyonuna
sahip hastalarda BCR/ABL seviyesini diisiirmede etkili degildir (Kim ve ark 2009).
BCR/ABL seviyesiyle iliskili bir dizi caligmada toplam 16semi hiicre kiitlesinin iyi bir
indikator oldugu hastalarda BCR/ABL seviyesi izlenmistir. BCR/ABL kinaz
alanlarinda mutasyon olan hastalarda BCR/ABL seviyesinde 6nemli derecede artis

gozlenmistir (Hughes ve ark 2009).

Elde edilen verilere gore KML ve ALL’li hastalarda imatinib’e direng
olusturan mutasyonlarmm ve klinik yOniiniin belirlenmesinin  6nemli oldugu

diistiniilmektedir.

5. SONUC ve ONERILER

KML (Kronik Myeloid Losemi), BCR/ABL fiizyon geninin bulunmasiyla
karakterize bir losemi tipidir. ABL geninin proteini, hiicre i¢inde tirozin kinaz

aktivitesine sahiptir. BCR/ABL gen fiizyonu, tirozin kinaz aktivitesinin artmasina
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neden olur. Artan tirozin kinaz aktivitesini engellemek i¢in farkli tedavi yontemleri
ortaya konulmustur. Tirozin kinaz ailesini inhibe eden, sentetik {iriinlerin
gelistirilmesi ile hastalik tedavi edilmektedir. Ancak ilaglarla tedavi sonrasinda
hematolojik ve sitogenetik cevap alinmasina ragmen bazi hastalarda ilaglara karsi
diren¢ gozlenmektedir. Bu baglamda BCR/ABL gen fiizyonunun yani sira bu

genlerdeki nokta mutasyonlari belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

BCR/ABL fiizyon genindeki nokta mutasyonlarmimn sikligi, cesiti ve buna
bagl olarak hastaligin etiyolojisi ve tedaviye cevapta etki mekanizmalar1 halen tam
olarak bilinmemekte ve vakalar ile yaymlanan ¢alismalar arasinda ¢ok farkliliklar
oldugu goriilmektedir. Bu nedenle ilaglara direncin molekiiler temelinin
anlagilabilmesi i¢in 6zellikle BCR ve ABL genlerindeki mutasyonlarin daha detayli

ve genis populasyonlarda arastiriimasi gerekmektedir.

Mevcut calismamizda da kan ve kemik iligi 6rneklerinden basarili bir sekilde
once lokosit ardindan RNA ve en son ¢cDNA izolasyonu yapilmistir. Hiicre hatti
olarak kullanilan K562 ve Raji hiicre kiiltiirlerinden de RNA ve cDNA izolasyonu
tamamlanmistir. KML ve ALL’ 1i hastalarda BCR ve ABL gen flizyonundaki
degisiklikler (6rn. mutasyonlarin) arastirilmistir. Sonuglarimiz, en uygun tedavi
seklinin belirlenmesi agisindan, KML hastalarinda direncin erken donemde
tanimlanmasinin  6nemi  diisiiniildiigiinde, mutasyon tipinin belirlenmesiyle,
mutasyona uygun tedavi seklinin planlanmasma katki saglanabilecegini

gostermektedir.

6. OZET
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ALL ve KML’ li Hastalarda BCR ve ABL Genlerindeki Mutasyonlarin
Incelenmesi

Vasfiye Betiil KOCABIYIK

Tibbi Genetik Anabilim Dal

YUKSEK LiSANS TEZi/ KONYA- 2011

KML (Kronik Miyeloid Losemi), Ph kromozomu ve BCR/ABL fizyon geninin bulunmasiyla
karakterize bir 16semi tipidir. Bu anomali ALL (Akut Lenfoblastik Losemi)’li g¢ocuklarda da
gozlenmektedir. BCR/ABL flizyon geni, kromozom 9 ile 22 arasinda karsilikli translokasyon sonucu
olusmaktadir. ABL ve BCR genleri tizerindeki kirilma noktasi degisebilmektedir. Bu nedenle degisik
molekiiler kiitlelere sahip fiizyon protein kinaz {iriinleri meydana gelmektedir.

Hastalarda BCR/ABL gen flizyonunun yani sira ABL ve BCR genlerinde farkli yapida biiyiik
delesyonlar ve mutasyonlar rapor edilmistir. Bu delesyonlarin, hastanin prognozu ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Bu genler tizerindeki mutasyon tiplerinin de belirlenmesi, tan1 sonrasi tedavi ve tedavi
takibinde, tedaviye yanit icin Onemlidir. KML ve ALL’li hastalarda direncin erken ddnemde
tanimlanmasi ve optimal tedavi seklinin belirlenmesi agisindan énemi bilinmektedir.

Bu calismada, t(9;22) translokasyonu mevcut, sitogenetik ve/veya BCR/ABL flizyon analizi
icin fluoresan m situ hibridizasyon (FISH) sonuglari olan 67 hastanin PZR-RFLP metoduyla
BCR/ABL fizyon genindeki mutasyonlar analiz edilmistir. Pozitif kontrol olarak Philadephia (+) hiicre
hatt1 K562, negatif kontrol olarak da Burkitt Lenfoma hastalarindan elde edilen Philadephia (-) hiicre
hatt1 olan Raji kullanmilmistir. Nokta mutasyon analizi i¢in vakalarm kan ve/veya kemik iligi
orneklerinden izole edilen BCR/ABL flizyon RNA’s1 iizerinde toplam 5 mutasyon incelenmistir. 67
hastadan 14’iinde mutasyon tespit edilmistir. Bunlar; 7 hastada F317L, 3 hastada F3111, 2 hastada
M351T, 1 hastada T3151 ve 3 hastada da F359V mutasyonlaridir. Bununla birlikte iki hastanin birinde
M351T ve F317L mutasyonu, digerinde ise T3151 ve F317L mutasyonlar tespit edilmistir. Tlaglara
direncin molekiiler temelinin anlagilabilmesi i¢in 6zellikle BCR ve ABL genlerindeki mutasyonlarin
daha ayrintili ve genis populasyonlarda arastirilmasi gerekmektedir. Sonug olarak, en uygun tedavi
seklinin belirlenmesi agisindan, KML ve ALL’li hastalarda mutasyon tipinin belirlenmesiyle,
mutasyona uygun tedavi seklinin planlanmasina katki saglanacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Losemi; KML ve ALL; BCR/ABL; Philadephia kromozomu; PZR-RFLP.

7. SUMMARY

Investigation of Mutations in ABL and BCR Gene in BCR/ABL Transcript of
Patients with ALL and CML
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Chronic Myelogenous Leukemia (CML) is characterized as a presence of the BCR/ABL gene
fusion or Ph chromosome. This abnormality also can be seen in children with acute lymphoblastic
leukemia (ALL). The BCR/ABL fusion gene is a result of reciprocal translocation between
chromosomes 9 and 22. The break points can be changed on BCR and ABL genes. Therefore, the
products of fusion gene are different molecular weights.

Different size deletions, mutations are seen in ABL and BCR genes along with the presence of
the BCR/ABL fusion gene. These deletions are associated with patient's prognosis. Determination of
certain mutations in these genes is considered as a indicator for diagnosis, treatment and follow up
treatment response. To acquisition optimum treatment manners, considering to porminence of early
identification of resistance in CML patients, accurate determining of the mutation types is useful for
apply a reasonable treatment.

In this study, 67 patients with t(9; 22) translocation and BCR/ABL fusion gene mutations was
analized by using PCR-RFLP technique. Cell line K562 and cell line Raji (Burkitt Lymphoma) were
used for Philadelphia positive and negative controls, respectively. RNA was isolated from peripheral
blood or bone marrow samples of patients with either CML or ALL. A total five mutations were
examined on BCR/ABL transcript by using PCR-RFLP technique. These mutations are F317L, F3111,
M351T, T3151 and F359V. Fourteen of 67 patients showed these mutations either alone or along with
other mutations. This mutations include F317L in 7 patients, F3111 in 3 patients, M35IT in 2
patients, T3151 in one patient and F359V mutations in 3 patients and also M351T and F317L in one
patient, T3151 and F317L in the other patient.

As a conclusion, in order to determine the best treatment protocol, the mutation types on
BCR/ABL transcript is very important. This may help suitable treatment protocol for both classic and
new generation tyrosine kinase inhibitors, treatment, follow up the patients with BCR/ABL positive
patients during the therapy.

Key Words: Leukemia; CML and ALL; BCR/ABL; Philadephia chromosome; PCR-RFLP
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