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OZET

Kronik  myeloid 16semi (KML) patogenezinden sorumlu  t(9;22)(q34;qll)
translokasyonunun iiriinii olan BCR-ABLI’in molekiiler olarak izlenebilmesi ve inhibitorii
imatinibin kullanima girmesiyle KML’de molekiiler patogeneze yonelik tedavi
uygulanmaya baglanmistir. Uzun donem sonuglara gore bir grup hastada imatinib

tedavisine direng gelistigi gozlenmis ve yeni tirozin kinaz inhibitdrleri gelistirilmistir.

Calismamizda KML olgularinda, imatinib direncinden sorumlu mekanizmalardan en sik
goriileni olan kinaz bolgesi T3151 mutasyonunun varligr arastirilmigtir. Ayni 6rneklerde,
KML patogenezinde BCR-ABLI1 aracili 16semik transformasyonda JAK/STAT yolag:
tizerinden etkili oldugu ve tirozin kinaz inhibitorlerine yanitta da yeri oldugu diisiiniilen

AHII adl yeni bir genin ifadelenme analizi yapilmstir.

Calisilan 38 KML olgusunun tedavilerinin farkli asamalarindaki toplam 83 Orneginden
yapilan analizlerde, bir hastada (%2.63) T3151 mutasyonu saptanmistir. Tani1 anindaki
KML o6rneklerinde AHII ifadelenme diizeyleri ile KML olmayan kontroller arasinda
anlaml farklilik saptanmamakla beraber, imatinib tedavisi gérmiis olgularin diizeylerinin
hem kontrol grubundan, hem de yeni tani1 grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu
gbzlenmistir. Imatinib tedavisinin ilk 6 ayinda diizeylerin artti§1, zamanla azaldig
gbozlenmistir. Imatinib tedavisine yanit verenlerle vermeyenler arasinda fark
saptanmamistir. Dasatinib kullanan olgularda ise AHII diizeylerinde anlamli bir diisiis
gozlenmistir. BCR-ABLI transkript diizeyleri ile AHII diizeyleri arasinda anlamh

korelasyon saptanmamuistir.

Bu sonuglardan yola cikilarak, 4AHI! geninin KML tedavisindeki degisiminin, BCR-
ABL1’den bagimsiz mekanizmalarla da olabilecegi diigiiniilmiistiir. Daha fazla sayida
hastada AHI1 geninin ifadelenmesinin degerlendirmesi ve AHI1 in etkili oldugu diistiniilen
yolaklardan JAK/STAT ve Src ailesi kinazlar1 yolaklariin iiyelerinin de ifadelenme

acisindan ¢alisilmasi yol gosterici olacaktir.

Anahtar sozciikler: Kronik myeloid 16semi, T3 151 mutasyonu, AHI1.
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ABSTRACT

Detecting BCR-ABL1 T3151 Mutations and AHII Gene Expression Levels in Chronic
Myeloid Leukemia Patients With Drug Resistance

The abnormality responsible for chronic myeloid leukemia (CML) is the t(9;22)(q34;q11)
translocation and its product BCR-ABL1. With the availability of molecular monitoring of
BCR-ABLI and the use of its inhibitor, imatinib; CML therapy now targets its molecular
pathology. Long term follow up of this therapy revealed a group of patients with acquired

imatinib resistance and alternative tyrosine kinase inhibitors have been developed.

In our study, the presence of the most common mechanism of imatinib resistance, kinase
domain T315I mutation was investigated in CML patients. In the same samples, expression
analysis of 4HII was performed, a novel gene that has been thought to have a role in both
BCR-ABL1 mediated leukemic transformation via the “JAK/STAT” pathway and response

to tyrosine kinase inhibitors.

Analysis of 83 samples from 38 CML cases revealed that one patient (2.63%) harboured
the T3151 mutation. While no significant difference in AHII expression levels was
observed between newly diagnosed CML samples and non-CML controls; CML samples
under imatinib therapy had levels significantly higher than both newly diagnosed samples
and controls. In the first 6 months of imatinib therapy, 4HII expression levels were found
to increase, then decrease gradually in time. There was no significant difference between
imatinib responders and non-responders, while cases on dasatinib had significantly lower
AHII levels. No significant correlation between BCR-ABLI transcript levels and AHI!I

expression levels could be demonstrated in the samples.

It is proposed that the change of AHII expression during CML therapy is probably under
control of mechanisms independent from BCR-ABLI. By analyzing AHII expression
levels in a greater number of patients and investigating expressions of the JAK/STAT and
Src family kinases pathway members involved in AHI1 mediated signalling could be

guiding.

Keywords: Chronic myeloid leukemia, T3151 mutation, 4HI1
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KISALTMALAR ve SIMGELER DIZINi

a—IFN . a-interferon

ABLI1 . Abelson murine leukemia 1
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dHPLC : Denatiiran yiiksek performansl likit kromatografi
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dNTP : Deoksiniikleotid trifosfat
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GRB2 : Growth factor receptor-bound protein 2
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1. GIRIS VE AMAC

Kronik myeloid l6semi (KML), kemik iliginde myeloid seri elemanlarinin artigiyla
karakterize olan klonal bir hematopoetik kok hiicre malignitesidir. Tiim erigkin 16semilerin
%20’sin1 olusturan bu hastalik, bir kromozomal anomaliyle iliskisi gosterilen ilk
neoplazidir. Bu anomali, 9. ve 22. kromozomlar arasindaki translokasyon sonucu olusan
Philadelphia (Ph) kromozomudur. Ph kromozomu iizerinde olusan BCR-ABLI fiizyon
geni, hiicre icinde bir¢ok yolagi aktive eden bir tirozin kinazi kodlar. KML onkogenezini
aciklamada oOnemli role sahip olan bu yolaklarin {iyelerini ve aralarindaki iligskiyi

tanimlama calismalar1 devam etmektedir.

BCR-ABLI tirozin kinaz enzimini inhibe eden imatinib molekiiliiniin bulunmastyla KML,
molekiiler patogenezine yonelik tedavi gelistirilmis ilk hastaliklardan biri olmustur.
Imatinib KML hastalarinda etkili ve giivenli bir tedavi saglayarak, kisa siirede tedavide ilk
secenek haline gelmistir. Ancak, tedavinin uzun dénem sonuglarinin degerlendirilmesiyle,
imatinibin KML’de kiir saglamadigi ve bir grup hastada imatinibe diren¢ gelistigi
gbzlenmistir. Son yillarda yapilan caligmalar, agirlikli olarak imatinib direncine yol acan
molekiiler mekanizmalar ortaya ¢ikarmaya yonelik olmus ve bu sirada yeni tirozin kinaz

inhibitorleri de kullanima girmistir.

KML patogenezinde hiicre igi sinyal iletim sistemlerinden “JAK/STAT” yolaginda etkili
oldugu diisiintilen AHI-1 adi1 verilen yeni bir gen tanimlanmistir. Bu genin, BCR-ABL1
aracilt 10semik transformasyonunda etkili olmasinin yanisira tirozin kinaz inhibitdrlerine

yanitta da yeri oldugu gosterilmistir.

Bu bilgiler 1s1ginda c¢alismamizda, KML tanisi almis hastalarda oncelikle imatinib
direncinde sik rastlanan ve tiim tirozin kinaz inhibitorlerine direngle karakterize kinaz
bolgesi T3151 mutasyonunun degerlendirilmesi, ardindan tedavilerinin  farkl
zamanlarindaki Orneklerinde AHI-I ifadelenmesinin arastirilmast ve zaman iginde

ifadelenme diizeylerinin degisiminin gdsterilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hematopoetik Hiicrelerin Gelisimi

Dolagimdaki tiim kan hiicreleri eriskinde kemik iliginde bulunan hematopoetik kok
hiicreden gelisir. Hematopoetik kok hiicrenin kendini yenileme 6zelligi vardir ve birgok
farkli hiicreye doniigebilir (pluripotent). Bu kok hiicreden gelisen Onciil hiicreler farkl
serilerdeki kan hiicrelerini olusturmak iizere farklilagirlar. Hiicreler morfolojik olarak
farklilasip olgunlastikca, kendilerini yenileme 6zellikleri azalir. Oncelikle lenfoid-myeloid
serilerin ayrimi1 olur ve ortak lenfoid onciil ile ortak myeloid 6nciil olusur. Buradan sonra
olusan hiicreler, kiiltiire konulduklarinda olusturacaklar1 spesifik hiicreye gore ‘“koloni
olusturan {iinite” (CFU-colony forming unit) adm alirlar. CFU-E eritrosit, CFU-GM

graniilosit ve monosit olusturur (1).

Lokositlerin iki biiyiik grubu, lenfositik ve myelositik serilerden geligir. Myelositik seri
myeloblast ile baglar; bazofil, eozinofil ve nétrofili olusturur. Myeloid seriden ayrica
eritrosit ve trombositler gelisir. Bu hiyerarsi i¢inde kok hiicreden gelisen onciil hiicreler,
ara hiicreler ve dolasima katilan son formlar1 sekilde gosterilmistir (Sekil 2.1).
Hematopoetik sistemin diizenlenmesi bazi bliylime faktorleri ile saglanir. Aralarinda kok
hiicre faktorli (stem cell factor) graniilosit-makrofaj colony stimulating factor (GM-CSF),
interlokin-3 (IL-3), eritropoetin ve trombopoetin gibi proteinlerin bulundugu biiyiime
faktorleri, kontrollii salinimlart ile kdk hiicrelerin kendini yenilemelerini, dnciil hiicrelerin

farklilasmasini ve dolasimdaki hiicrelere doniistimlerini diizenler (1).
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Sekil 2.1: Hematopoez basamaklarindaki hiicrelerin goriiniimii (2)



2.2. Kronik Myeloid Losemi

2.2.1. Tamm ve Tarihce

Kronik myeloid 16semi (KML), klonal bir hematopoetik kok hiicre malignitesidir (3).
Kemik iliginde myeloid serinin tiim elemanlarinda artisla karakterize olan bu hastalik,
insanda sabit bir kromozomal anormallik ile ilgisi gosterilen ilk neoplazidir. Hastaligin ilk
kez tanimlandigr 1845 yilindan yaklagik bir ylizyill sonra, 1960 yilinda Nowell ve
Hungerford tarafindan Philadelphia kromozomunun (Ph) ilk kez gosterilmesi ile KML
yepyeni bir boyut kazanmistir (4). 1973 yilinda Ph kromozomunun 9. ve 22. kromozomlar
arasindaki translokasyondan kaynaklandigi gosterilmis (5), 1984 yilinda 22. kromozomun
kirik noktasindaki Breakpoint Cluster Region (BCR) klonlanmais (6), 1985 yilinda ise BCR-
ABL flizyon geni, BCR-ABL kimerik proteini ve bu proteinin tirozin kinaz o6zelligi
tanimlanmistir (7). Ilerleyen yillarda, simdiki adiyla “BCR-ABLI” fiizyon geninin hayvan
deneylerinde KML olusturdugunun ve bu hastalifin nakledilebilir (transplantable)
oldugunun gosterilmesi ile, bu genetik degisikligin KML hastaliginin patogenezindeki rolii
kesinlestirilmistir (8 — 10). 1998 yilinda imatinib adi1 verilen bir molekiilin BCR-ABLI
protein {riiniinii bloke ederek etkilerini tersine g¢evirdiginin gosterilmesiyle de KML,

molekiiler mekanizmasi iizerinden etkili tedavi gelistirilen ilk hastaliklardan olmustur (11).

2.2.2. insidans

Temelde erigkin yaglarin hastaligi olan KML, Bat1 iilkelerinde yaklasik 100 000’de 1
siklikta goriiliir. Yasla birlikte goriilme siklig1 da artar. Erkeklerde, kadinlara oranla daha
fazla gorilir (E/K: 3/2) (3). KML, tiim eriskin 16semilerinin %20’sini olusturur (12).
Cocuklarda KML nadiren goriiliir, tim c¢ocukluk cagi losemilerinin %5’inden daha
azindan sorumludur. Daha once jlivenil KML olarak adlandirilan jiivenil myelomonositik
l6semi (JMML)’nin KML’den sitogenetik ve klinik olarak farkli bir hastalik oldugu
anlagilmistir (3).



2.2.3. Diger Myeloproliferatif Hastahklarla iliskisi

KML, kronik myeloproliferatif hastaliklar (KMPH) grubundan bir hastaliktir. KMPH,
kemik iligindeki pluripotent hematopoetik kok hiicrelerinden kaynaklanan, farkli ama
birbiriyle iliskili klonal hastaliklardir (3). Tiim KMPH’lerin ortak 6zellikleri; multipotent
bir hematopoetik onciil hiicreden kaynaklanmalari, transforme olan klonun diger klonlar
lizerine baskinlagmasi, tanimlanmis bir uyaran olmadig1 halde bir ya da daha fazla grup
kan elemaninin agir1 liretimi, kemik iliginde hiperselliilarite, ekstramediiller hematopoez,
akut losemiye spontan doniisim ihtimali ve kemik iligi fibrozisi gelisimidir (13).
Neoplastik kok hiicre farklilagma kapasitesini korur; bdylece kemik iliginde ve kanda
olgunlagsmis ve olgunlasmamis hiicrelerde artis gozlenir. Bu farklilasmis hiicreler

genellikle morfolojik ya da fonksiyonel anormallik gostermezler (3).

KMPH’larin siniflandirilmasi, neoplastik kok hiicreden hangi tip hiicrenin g¢ogalmis
olduguna gore yapilir. 2008 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan yenilenen
KMPH siniflamasinda, KML tanisi i¢in BCR-ABLI flizyonunun gosterilmesi sart
kosulmustur. Gosterilemiyorsa, atipik (BCR-ABL1-negatif) KML olarak adlandirilmis ve
Myelodisplastik/ myeloproliferatif neoplaziler grubunda kronik myelomonositik 16semi ve

JMML ile birlikte yer almistir (Tablo 2.1) (14).

Tablo 2.1. DSO 2008 siniflamasina gore kronik myeloproliferatif hastaliklar (14)

Mpyeloproliferatif Neoplaziler

Kronik myeloid 16semi (BCR-ABL1 pozitif)
Kronik nétrofilik 16semi

Polisitemia vera

Primer Myelofibroz

Esansiyel trombositoz

Kronik eozinofilik 16semi

Mastositoz

Siniflandirilamayan myeloproliferatif neoplaziler

Mpyelodisplastik/Myeloproliferatif neoplaziler

Kronik myelomonositik 16semi
Atipik kronik myeloid 16semi (BCR-ABL I negatif)
Jiivenil myelomonositik [6semi

Siiflandirilamayan myelodisplastik/myeloproliferatif neoplaziler




2.2.4. Etyoloji

KML etyolojisinde rol oynayan faktorler net olarak bilinmemekle birlikte, hastaligin
gelisiminde radyasyonun rolii oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Radyasyon ile in vitro
ortamda BCR-ABLI hibrid geni olusumu gosterilmistir (15, 16). Son zamanlarda yapilan
bir calismada, obezitenin risk faktorii olabilecegi one siiriilmiistiir (17). Ayrica akut
myeloblastik 16semi (AML) ve myelodisplastik sendromda oldugu gibi KML’de de diger
maligniteler i¢in kullanilan tedavi ile iliskili sekonder 16semi gelisme olasilig1 arastirilmis,

ancak kesin bir sonuca ulasilamamuistir (18).

2.2.5. Klinik

KML tipik olarak 3 fazdan olusur: kronik faz (KF), akselere faz (AF) ve blastik faz (BF).

Kronik Faz

Tedavisiz birakilan hastalarda KF yaklasik 3 — 6 yil siirer, ardindan AF’a progrese olur ve
en son BF’ye girer. Hastalarin biiylik bir kism1 (%80) KF’de tani alirken, %10 kadari
AF’de, %10 kadar1 da BF’de tan1 alir (3). Yorgunluk, ates, kemik agrilari, kilo kayb,
karinda siskinlik gibi belirtilerle seyredebilecegi gibi bu donem asemptomatik olarak da
gecirilebilir. Bu fazda I6kosit sayis1 yiikselmistir (100 000/ul’ye kadar ulasabilir) ve kemik
iliginde blast oran1 %10’dan azdir. Splenomegali, sternumda hassasiyet, lenfadenopatiler
mevcut olabilir. Trombosit disfonksiyonu nedeniyle hafif kanamaya yatkinlik sikayetleri
gorllebilecegi gibi, 1 000 000/ pl’yi gecebilen artmis trombosit sayilar1 nedeniyle

trombozlar da goriilebilir (12).

Akselere faz

Akselere fazda splenomegali, lokositozda artig, blast sayisinin %10’dan %30’a
yiikselmesi, bazofillerde %20 ya da daha fazla artig, trombositopeni ve klonal evrim (Ph
kromozomuna ek sitogenetik anomaliler) gibi belirtilerden bir ya da birden fazlasi bulunur

(3, 12).



Blastik faz

Bu fazda hastalik, akut 16semiyi andirir ve ortalama hayatta kalim siiresi 2 — 4 aydir.
Blastik fazda bir hastada Ph(+)’ligi saptandiginda, Ph(+) akut lenfoblastik 16semi (ALL)
ile de ayirict tanis1 yapilmahidir. Hastalik bu fazda kendini myeloid blast krizi olarak da
gosterebilir, bu durumda da de novo AML ile ayirimi yapilmahidir. Bu fazda periferik
kanda %30 ya da daha iizerinde blast goriiliir ve myeloid Onciiller lenf nodlarinda, deride ya
da kemikte tiimdrler olusturabilir. Bazi hastalarda akselere faz goriilmeden aniden blastik faz

ortaya ¢ikabilir (3, 12).

2.2.6. Progresyon

Agir klinik belirtilerin genellikle goriilmedigi kronik fazda hastalarin performans durumu
ve yasam kalitesi ¢cok fazla etkilenmez. Ancak, hastalik kaginilmaz olarak blast krizine
ilerler ve bu asamadan sonra uzun siireli sagkalim c¢ok nadirdir. Oliim nedeni blast krizi
olmayan KML hastalarinda genellikle kemik iliginde fibrozis nedeniyle kemik iligi
yetmezligi gelisir (3).

Hastalarin risk durumlarinin  belirlenmesinde Sokal ve Hasford risk skorlamalari
kullanilabilir (19, 20). Sokal prognostik siniflama sistemine gore, blastik faza gecis
stiresini ya da tiim sagkalimi etkileyen faktorler arasinda dalak biiyiikliigii, dolasimdaki
blast ylizdesi ve yas one c¢ikmaktadir (19). Hasford risk skorlamasinda ise yas, dalak
biiyiikliigii, trombosit sayisi, myeloblast, eozinofil ve bazofil yiizdeleri dikkate alinir (3,
20).

2.3. KML’de Sitogenetik Degisiklikler

KML hastalarinda saptanan sitogenetik anomali 9. ve 22. kromozomlar arasindaki
resiprokal translokasyondur (3). 9934 bolgesinde ve 22q11 bolgesinde birer kirik olusur ve
kopan parcalarin karsilikli yer degisimi sonucu t(9;22)(q34;q11) translokasyonu olusur
(Sekil 2.2). Bu translokasyon spesifik olarak KML hastaligi ile iliskilendirilmekle beraber,
bazi ALL tiplerinde ve nadiren de novo AML olgularinda goriiliir (12).



9. kromozom 22. kromozom Philadelphia kromozomu

1(9,22)(q34;q11)
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e BCR-ABL
A:on

A\

q34

ABL

BCR-ABL
BCR Al
- > -
[ T =TT e N
oD Ser/Thr GEF SH3 SH2 Tyrkinaz NLS DNA Actin
kinaz BD BD

Sekil 2.2: (9;22) translokasyonunun kirik noktalarinin, Ph kromozomunun ve BCR-

ABLI1 fiizyon molekiiliiniin sematik gdsterimi.

OD: Oligomerizasyon bolgesi, Ser/Thr kinaz: Serin-Treonin kinaz bolgesi, GEF: Guanin exchange factor,
SH3: Src Homology 3, SH2: Src Homology 2, NLS: Niikleer lokalizasyon sinyalleri bdlgesi, DNA BD:
DNA baglanma bolgesi, Actin BD: Aktin baglanma bolgesi (21).

Olusan 22. kromozom Philadelphia (Ph) kromozomu olarak adlandirilir ve normal
homologundan daha kii¢iik oldugundan sitogenetik incelemede kolaylikla farkedilir.
Hastaliktan sorumlu BCR-ABL1 fiizyon onkogeni bu kromozom iizerinde bulunur (Sekil
2.2). Bu klasik translokasyon tiim KML hastalarinda saptanir ve hastaligin tiim evrelerinde

mevcuttur (12).

KML’deki t(9;22)(q34;q11) resiprokal translokasyonunun olusum mekanizmasi hakkinda
birkag¢ teori vardir. Bir goriise gore, kromozomlardaki bu kirik ve birlesme tamamen
tesadiifi ger¢eklesmekte, ancak olusan onkogenik {iriiniin hiicreye selektif bliylime avantaji
saglamasi nedeniyle translokasyonu tasiyan hiicreler hayatta kalmaktadir (22). Ph
kromozomunun B ve T-lenfositler dahil tiim kan hiicrelerinde gosterilmis olmasi,
neoplastik klonun ilkel bir pluripotent kok hiicreden kaynaklandigina dair 6nemli bir
kanittir (3, 22). Translokasyonun tesadiifi olmadigini 6ne siiren goriisiin ise bu yonde bazi
kamtlar1 bulunmaktadir. Oncelikle, epidemiyolojik arastirmalarda KML hastaliginda
iyonize edici radyasyonun bir risk faktorii oldugu gosterilmistir. Translokasyon, radyasyon
etkisiyle olusan kromozom kiriklar1 i¢in  “hot-spot” kabul edilen yerlerde

ger¢eklesmektedir (16). Ayrica, interfaz sirasinda 9. ve 22. kromozomlarin topografik



yerlesimlerinin birbirine yakin oldugu, bu nedenle spesifik olarak bu bélgelerin yanlis

birlesmeye yatkin olabilecekleri 6ne siirlilmiistiir (22, 23).

Ph kromozomu olusumunun patogenezden tek basina sorumlu lezyon mu, ikincil bir olay
m1 oldugu konusu da heniiz tamamen agikliga kavugsmamaistir. Baz1 olgularda KML tanisi
konuldugu halde Ph kromozomu gosterilememektedir (22). Ayrica, tamamen saglikli
bireylerde yapilan ¢alismalarda, duyarli yontemlerle %30’a varan oranlarda BCR-ABLI
flizyon iirlinii saptanmustir (24, 25). Bu kanitlar, BCR-ABL1 hibrid geninin tek bir onkogen
olarak malign doniisiim i¢in yeterli olamayabilecegini gostermektedir. Filizyon gen
yapisinin l6semi olusturabilmesi i¢in fonksiyonel bir proteinin olusumuna yol agmasi ve
bu olay1 hematopoetik hiyerarside gorece erken (ilkel) ve kendini yenileme Ozelligine
sahip bir prekiirsorde gerceklestirmesi gerektigi One siirtilmiistiir (25). Ayrica KML
hastalig1 gelistirmis bireylerin yapisal ya da edinilmis olarak, heniliz tanimlanamamis

predispozan bir molekiiler degisiklige sahip olmalar1 da miimkiindiir (23).

KML hastaliginda Ph kromozomuna ek olarak baska sitogenetik anomaliler de goriilebilir.
Klasik translokasyonun saptandigi olgularin yaklasik %15’inde derivatif 9. kromozom
tizerinde interstisyel delesyonlar saptanmistir. Bu delesyonun varligi, ilk zamanlarda kotii
prognoz ile iliskilendirilmistir. Imatinib sonrasi yapilan ¢aligmalarda ise imatinib kullanan
hastalarda delesyonun varliginin genel sagkalim iizerine olumsuz etkisi gosterilememistir.

Ancak bu hastalarda progresyonun daha hizli oldugu 6ne siiriilmistiir (26).

Olgularin %5-10"unda t(9;22)(q34;q11) disinda ii¢iincii bir kromozomun katildig1 varyant
translokasyon gériilebilir. Uclii translokasyona en sik katilan kromozom bdlgeleri arasinda
1p36, 3p21, 5q13, 6p21, 9922, 11q13, 12p13, 17p13, 17921, 17925, 19q13, 21922, 22q12
ve 22ql13 bulunur (27). Bu translokasyonlarda cogunlukla BCR-ABLI fiizyonu 22.
kromozom iizerinde gosterilebilir. Yapilan bazi ¢alismalarda varyant translokasyonlarin
fenotipik ya da prognostik etkisi gosterilemezken (27), baz1 ¢alismalarda kétii prognoz ile
iliskili olabilecegi onerilmistir. Bu durum, derivatif 9. kromozomdaki delesyonun varyant
translokasyonlarda klasik Ph translokasyonunda oldugundan daha sik goriilmesi ile

aciklanmugtir (28).

Sitogenetik analizde Ph kromozomuna ek olarak baska anomaliler de saptanabilir; Bu
anomaliler arasinda tesadiifi olmayan ve siklikla saptananlar “klonal evrim” olarak
adlandirilir. Bunlarin arasinda +8, ¢ift Ph (+Ph), i(17)(q), +19, +21 ve =Y en sik gbzlenen
anomalilerdir. Klonal evrim tanida var olabilecegi gibi, hastalik progresyonu sirasinda da

ortaya ¢ikabilir; boyle durumlarda kotii prognostik 6zellikleri oldugu diisiiniilmektedir (27,



29, 30). Sitogenetik klonal evrim genellikle KML’nin ¢ok basamakli progresyon siirecinin
bir belirteci olarak degerlendirilmistir. Klonal evrim ilk olarak blastik faz KML
olgularinda go6zlenmis, daha sonra akselere ve hatta kronik faz olgularinda da
tanimlanmistir. Genis kapsamli ¢alismalarda tani aninda var olan klonal evrimin uzun

donem sagkalima kotii etkisinin olmadigi gosterilmistir (31).

Klonal evrim disindaki kompleks yeniden diizenlenmelerin hastalik patogenezindeki rolii
ve prognoza etkisi ise tam olarak aydinlatilamamistir, ancak olusumlarinin genom
instabilitesi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (32). Molekiiler hedefe yonelik tedavinin
uzun donem sonuglar1 yorumlandik¢a, KML’deki primitif kék hiicre grubunun frajil
yapisindan dolay1 birden fazla anomaliyi igeren hiicre populasyonlarinin gelisimine
onciiliik edebilecegi; hem Ph iceren klonu, hem de baska kromozom anomalilerini igeren

klonu olusturabilecegi 6ne siiriilmiistiir (33).

2.4. KML’de Molekiiler Patogenez
2.4.1. BCR ve ABL Proteinlerinin Yapisi ve Fonksiyonu
BCR

BCR geni, 22. kromozomda bulunan 130 kb uzunlugunda, 23 ekzonlu ve siirekli
ifadelenen bir gendir (Sekil 2.3). Insanda en c¢ok beyin dokusunda ve hematopoetik
hiicrelerde ifadelenmektedir. Hematopoetik hiicrelerde 6zellikle myeloid farklilasmanin
erken evrelerinde etkin oldugu, hiicre olgunlastik¢a ifadelenmesinin azaldigi gosterilmistir.
Normal BCR proteini, 160 kd agirliginda sitoplazmik bir proteindir. Bir Serin/Treonin kinaz
olarak gorev yapar. BCR geninin ayrica 130 kD agirliginda ikinci bir protein lrettigi de
bilinmektedir (34).

BCR proteininin birgok fonksiyonel bdlgesi bulunmaktadir. Ik ekzonun kodladig: bdlge
bir serin/treonin kinaz bolgesi, birgok Src Homology 2 (SH2) baglayici1 bolgeleri ve bir
oligomerizasyon bolgesi igerir. Oligomerizasyon bdlgesi, ABL kinazinin aktivasyonunda
gorev alan onemli bir bolgedir. Ayrica, BCR veya BCR-ABLI proteininin sitoplazmik
lokalizasyonunda da rol alir (34). SH2 bolgeleri, reseptorler ya da hiicre ici sinyal
proteinleri iizerinde belirli peptid dizilerindeki fosforillenmis tirozinlere baglanan yiiksek
oranda korunmus boélgelerdir (35). BCR iizerindeki SH2 bolgeleri de sinyal iletim

molekiillerini baglamalar1 ve hiicre icinde 6nemli yolaklar1 aktive etmeleri agisindan 6nem
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tasimaktadir. Ayrica ABL proteini de SH2 bolgeleri lizerinden baglanarak aktive olur.
BCR proteini serin ve treonin kalintilar1 iizerinden otofosforilasyon yapabilmektedir. 177.
pozisyondaki tirozinin (Tyr177 ya da Y177) otofosforillenmesi ile, bir adaptor protein olan
GRB2 (Growth factor receptor-bound protein 2) ile major bir baglanma bolgesi olusur.
BCR, GRB2 iizerinden Ras yolagi ile baglant1 saglar (Sekil 2.3) (22, 36).

BCR proteininin santral ve karboksi terminal bdlgeleri 6zellikle G-proteinleri ile olan ¢ok
yonlii iliskileri nedeniyle 6nem tasimaktadir. G-proteinleri hiicre i¢i iletim sistemlerinde,
hiicre biliylimesinde ve hiicre iskeleti organizasyonunda gorev alirlar. BCR proteinin
karboksil ucunda G-proteinlerini aktive eden GTPase activating protein domain (GAP)
bulunmaktadir. Yeni ¢alismalarda, BCR proteininin santral bolgesinin deoksiriboniikleik
asit (DNA) tamir mekanizmasinda gorevli Xeroderma pigmentosum — B (XPB) proteinini
fosforilledigi ve fonksiyonunu engelledigi gosterilmistir. Boylece, BCR-ABLI onkogeninin
DNA onarim mekanizmalar1 tizerinden genomik instabiliteye katkida bulundugu one

stirilmiistiir (34).

Oligomerizasyon

hilgesi
Serin-Treonin
Kinaz Bdlgesi GEF bdlgesi RacGAP bilgesi
B v v - v v
4 5 47 8 L ] MM IS AT 1Y N 21 2 M
A -y i A A o —— Ak A 4 A A
— — '_"\\
® A QPU
SH2 baglanma -
YATT (Iyr177)  Fosfoserin

(o) oo
)

Sekil 2.3: BCR proteininin sematik gdsterimi

XPB: Xeroderma pigmentosum — B (34)

ABL1

ABLI geni farede tanimlanan ve Abelson murine leukemia virusunun onkogeni olan v-ab!/
geninin insandaki homologudur. 9. kromozomda bulunur ve 145 kd agirliginda bir non-

reseptor tirozin kinazi kodlar. Ik ekzonunun iki alternatifi vardir (1a ve 1b). ABLI geni
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stirekli ifadelenen ve stres cevabi, hiicre farklilagmasi, bdliinmesi ve adezyonunda
gorevleri olan bir proto-onkogendir. Aslen hiicre ¢ekirdeginde ifadelenir ama sitoplazma
ve cekirdek arasinda gidip gelebilir. N terminalinde 3 adet Src homoloji (SH) bolgesi
bulunur; diger prolinden zengin sekanslara sahip proteinlerle baglanmasini saglayan SH3
bolgesi, fosfotirozinlerle baglanan SH2 bdlgesi ve tirozin kinaz gorevini yerine getiren
SH1 bdlgesi (tirozin kinaz bolgesi) (22). C terminalinde niikleer lokalizasyon sinyalleri
bolgesi, 3 adet DNA baglayic1 bolgesi ve aktin baglayici bolgesi bulunur (36). ABLI1
proteininin ilk ekzonun alternatif splicing’i ile olusan iki izoformu bulunur (22).
Sitoplazmik ABLI1 proteininin aktivitesi SH2 ve SH3 bdlgeleri iizerinden kisitlanir ve
normal sartlarda transforme edici etkileri yoktur. Bu bdlgelerin delesyonu ya da

mutasyonlar1 sonucu ABL1 aktiflesebilir (36).

BCR-ABLI1 Fiizyon Proteini

ABLI geninde kirik 5° ucunda 300 kb’lik bir bolgede herhangi bir yerde olusabilir. Genellikle
alternatif 1. ekzonlar arasindaki intronda olusur. Ancak BCR-ABLI mesajc1 riboniikleik asit
(mRNA) transkriptinde ilk ekzon yoktur ve hep a2 ekzonu ile baglar (22, 34).

BCR geninde kirik 3 farkli noktada olabilir (Sekil 2.4).

1. KML hastalarinin %95’inde ve Ph+ ALL hastalarinin yaklagik 3’te 1’inde kirik Major
BCR (M-BCR) denilen boélgede olusur ve siklikla ya 13. ekzondan (e13-b2) ya da 14.
ekzondan (el4-b3) sonraki introndadir. Sonug¢ olarak olusan hibrid transkript el3a2
(b2a2) ya da el4a2 (b3a2) birlesimi igerir. Her iki durumda da 210 kd agirliginda bir
fiizyon proteini olusur ve p2105“**B olarak adlandirilir (22, 34).

2. Ph+ ALL hastalarmm 3’te 2’sinde, KML ve AML hastalarinin ¢ok az bir kisminda
goriilen diger BCR kirik noktast minér BCR (m-BCR) denilen bdlgede 1. ekzondan
hemen sonra olusur. Sonug olarak olusan hibrid transkript ela2 birlesimini igerir ve

190 kd agirhginda bir protein kodlar (p190°“®48Ly (22, 34).

3. KML olgularinin ¢ok az bir kisminda ve kronik myeloproliferatif hastaliklar sinifindan
kronik nétrofilik 16semi (nétrofilik KML) hastalarinda goriilen {igiincii kirik noktasi
mikro BCR (u-BCR) olarak adlandirilir ve 19. ekzondan (c3) sonra olusur. Hibrid
transkript e19a2 birlesiminden olusur ve 230 kd agirhgindaki p230°5“*4Bt

kodlar (22, 34).

proteinini
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Sekil 2.4: BCR ve ABLI genlerindeki farkli kirik noktalarinin ve olusan mRNA’larin
sematik gosterimi
Ustte, normal genlerin iizerindeki oklar olas1 kirik yerlerini gdstermektedir. Altta, sirasiyla KML’de sik

gorilen M-BCR (el3a2 ve el4a2) ve ALL’de sik gorilen m-BCR kiriklart ile olugan mRNA’lar
goriilmektedir (37)

Bazi ALL ve KML hastalarinda bu 3 tipin disinda farkli ve nadir kirik noktalar1 da
bildirilmistir (Sekil 2.5) (22, 34).
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Sekil 2.5: BCR, ABL1 ve BCR-ABLI genlerinin ve kodladiklari proteinlerin sematik

gosterimi

Farkli kirtk noktalarina gére olasi fiizyon genler sol tarafta, bu genlerin olusturacaklar1 protein triinleri sag
tarafta gosterilmistir (34).
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2.4.2. BCR-ABL1 Aracihi Losemik Transformasyonun Molekiiler Mekanizmasi
Fiizyon ve Aktiflesme

BCR ve ABLI proteinlerin birlesmesi ile BCR {izerindeki oligomerizasyon bdlgesinin
yardimiyla flizyon molekiilli, dimerizasyona ya da tetramerizasyona ugrar. Dimerizasyon
once BCR iizerindeki Tyrl177’nin otofosforilasyonunu, sonra da ABLI1 iizerindeki
tirozinlerin transfosforilasyonunu tetikler; boylece ABL1 kinaz1 aktiflesmis olur (Sekil
2.6) (23). Fosforile tirozinler de diger proteinlerin SH2 bdlgeleri ile birlesme bolgeleri
yaratir. Boylece BCR-ABLI hiicre iginde farkli gorevleri olan sinyal iletim molekiilleri ile
iliskiye gecmis olur (36). Bu molekiiller {izerinden 16komojenik proliferatif sinyalin nasil
olusturuldugu tam olarak tanimlanamamis olmakla birlikte simdiye kadar KML’de

aktiflestigi bilinen yolaklar asagida 6zetlenmistir (22, 23, 36).
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Sekil 2.6: Onkojenik BCR-ABL tirozin kinazinin aktivasyonu ve etkiledigi yolaklar

OD: Olgomerizasyon bolgesi, Y177: 177. Pozisyondaki tirozin, ABD: ATP binding domain, GRB2: Growth
factor receptor bound protein 2, SOS: Son of sevenless, GAB2: GRB2 associated binding protein, PI3K:
Phosphotidyl inositol 3 kinase ROS: Reaktif oksijen tiirleri, STAT: Signal transducers and activators of
transcription (36).
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Sinyal Yolaklarinin Aktivasyonu

BCR-ABLI aktivasyonu ile hiicre i¢inde bir¢ok sinyal yolagi aktive olur. Bu yolaklardan
cogu normalde IL-3, GM-CSF ve trombopoetin gibi hematopoetik biiylime faktorleri ile
aktivasyonlar1 diizenlenen yolaklardir. Cogu modelde BCR-ABLI aktivasyonunun 6nciil
hematopoetik hiicrelerde bu biiyiime faktorlerine gereksinimi azaltarak ya da yok ederek
etki ettigi gosterilmistir (36). Bu yolaklardan en iyi tamimlanmis birkagi asagida

Ozetlenmistir.

a) Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) Yolagi

Normal fizyolojide bazi sitokinlerin (6rnegin hematopoetik biiyiime faktorlerinin) hiicre
yiizeyindeki reseptorlerine baglanmasinmi takiben Janus kinaz (JAK) adi verilen kinazlar
dimerize olarak aktive olmaktadir. Dimerize JAK lar, Signal Tranducer and Activator of
Transcription (STAT) ad1 verilen molekiilleri aktive eder. STAT lar ise 6zellikle biiylime
faktorleri iizerinden hiicre biliylimesini ve hiicre sagkalimina etki eden genlerin
transkripsiyonunu indiiklemektedir. STAT ifadelenmesinin artmasi, insan kanserlerinde
siklikla gosterilmistir. Artmis STAT aktivitesinin, onkojenik transformasyonda rolii
oldugu diisiiniilmektedir (38). KML hastalarindan elde edilen hiicre dizilerinde yapilan
caligmalarda JAK/STAT yolaginin aktif oldugu gosterilmistir (22, 36). Yolaktaki
molekiiller arasinda en 6ne ¢ikan STATS olmustur. Aktive STATS molekiiliiniin, BCR-
ABLI’in biiyiime faktoriinden bagimsiz biiylimeyi saglamasina yardim ettigi ve anti-
apoptotik Bcl-X| geninin transkripsiyonunu artirarak apopitozu inhibe ettigi, dolayisiyla
malign transformasyona katkida bulundugu diisiiniilmektedir (22, 34). Ayrica, BCR-ABL1
molekiiliiniin JAK basamagini atlayarak STAT’lar ile direk iliskiye gegebildigi ya da Src
ailesi kinazlar iizerinden de aktive edebildigi gosterilmistir (34). STATS’in BCR-ABLI1
ifade eden myeloid hiicrelerde Src ailesinden “Hck” tarafindan diizenlendigi

diisiintilmektedir (22) (Bkz Sekil 2.6, Sekil 2.7).

BCR-ABL1’in erken Onciil hiicrelerde IL-3 ve G-CSF gibi biiyiime faktorlerinin otokrin
salgilanmasini sagladigr gosterilmistir. BCR-ABL1’in STAT yolag: iizerinden malign
transformasyonda etki gosteriyor olmasi, BCR-ABL1 (+) hiicrelerin biiyiime faktoriine bu

sekilde bagimliligini azalttigini diistindiirmektedir (39).
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b) Ras Yolag:

Hematopoetik hiicrelerde proliferasyonu indiikleyen ve apopitozu engelleyen biiyiime
faktorleri ve sitokinlerin aktive ettigi Ras yolagi, 16semide 6nemi gosterilmis bir sinyal
iletim sistemidir (38). BCR-ABLI1 aracili malign transformasyonda Ras yolaginin
aktivasyonuna yolagan birden fazla araci molekiil olabilecegine dair kanitlar mevcuttur.
Bunlar arasinda GRB2, Ras aktivatorii Son of sevenless (Sos), GTPase activating protein
(RasGAP), Crkl (SH2/SH3 adaptérii) ve p62D°k bulunmaktadir (34). Bu arac1 molekiiller
sayesinde aktive olan Ras, hiicre zarinda bir serin/treonin kinaz olan Ref molekiiliinii
aktive eder. Bu aktivasyon da MAP/ERK kinazlar (MEK1/MEK?2) ve Mitogen Activated
Protein Kinase (MAPK) enzimlerini aktive ederek gen transkripsiyonunu arttirir (Bkz
Sekil 2.7). Ras yolag1 aktivasyonu sonucu transformasyon i¢in tek basina yeterli olmayan,

ancak hastalik i¢in gerekli bir antiapoptotik etki olustugu gosterilmistir (36).

¢) Phosphotidyl inositol 3 kinase (P13K) yolagi

BCR-ABL1 pozitif hiicre dizilerinin transformasyonu ve proliferasyonunda PI3K
molekiiliiniin aktivitesinin 6nemli oldugu gdsterilmistir. Hiicre i¢inde ikincil haberci
sistemini uyarabilen PI3K yolagi; sagkalim ve biiyiimede gorevli Akt ile, motilite ile
iliskili RAC ile, protein sentezi indiikleyicisi S6kinaz ile ve Ras yolagi ile etkileserek bu
mekanizmaya katkida bulunmaktadir (Bkz Sekil 2.7) (22, 36).

d) Src Ailesi Kinazlar:

BCR-ABLI aktivasyonunun downstream’inde gorev alan Src ailesi kinazlar1 (SAK) BCR-
ABL1’den bagimsiz olarak diger molekiilleri aktive edebilmeleri agisindan 6nem tasir. Bu
molekiiller hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve hayatta kalimi ile ilgili yolaklarda yer alan
nonreseptor tirozin kinazlardir (Bkz Sekil 2.7). Bilinen 8 SAK iiyesi Src, Blk, Fgr, Fyn,
Hck, Lck, Lyn ve Yes, her biri kendine 6zgili bolge igeren, ancak SH bolgeleri benzer olan
molekiillerdir. SAK’lar ile myeloid ve lenfoid l6semiler arasinda iliski bulundugunu
gosteren birgok calisma bulunmaktadir. Basta Hck olmak {iizere, bazi SAK’larin

aktivasyonunun BCR-ABL1 ile iligkili transformasyonda gerekli oldugu gosterilmistir.
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SAK’lar KML onkogenezinde BCR-ABLI ile isbirligi yaparlar. Ayrica, blast krizine
progresyonda Hck, Lyn ve Fgr’nin rolleri olduguna dair kanitlar mevcuttur. Imatinib
tedavisine direng gelisiminde rol aldigr disiiniilen SAK’larin patogenezdeki yeri

anlagildikca tedavide hedef olarak kullanilmalar1 giindeme gelmistir (40).
e) Diger Yolaklar

BCR-ABL1 molekiiliiniin 16semik transformasyon siirecinde etkilestigi gozlenen diger
yolaklar arasinda tek basina transforme edici etkisi bilinen reaktif oksijen tiirleri, Myc
proto-onkogeni ve PI3K yolaginin inhibitérlerinden SHIP1 ve SHIP2 proteinleri
bulunmaktadir (22, 34, 36). Ayrica, Ph pozitif 6nciil hiicrelerin stromaya adezyonunda
azalma gozlenmistir. BCR-ABL1 molekiiliiniin Crkl, Paxillin ve fokal adezyon kinaz
(FAK) molekiilleri lizerinden adezyonu etkiledigi diisiiniilmektedir (Bkz Sekil 2.6, Sekil
2.7). Bu durum, Ph (+) hiicrelerin normal onciil hiicrelere gore diizenleyici sinyallere
duyarliliklarinin azalmasina neden olabilmektedir (22). Yakin zamanda ise, DNA onarim
genlerinden XPB ile olan etkilesimi ile BCR-ABLI1’in bulundugu hiicrenin genomik
instabilitesine katkida bulundugu gosterilmistir. Bu mekanizmanin klonal evrim ve blast
krizine progresyonda etkili olabilecegi one siiriilmiistiir (34).
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Sekil 2.7: BCR-ABL1 molekiiliiniin hiicre i¢i sinyal yolaklariyla iletisiminin sematik
gosterimi (41)

17



Tiim bu yolaklar sayesinde BCR-ABL1 molekiilii bulundugu hiicrelerde siirekli mitojenik
sinyalleme, eksternal biiylime faktorlerine bagimlilikta azalma, hiicre adezyon
Ozelliklerinde degisim, apoptotik potansiyelde azalma ve DNA onarim mekanizmasinda
bozulma gibi etkilerle transforme edici etkisini gosterebilmektedir. Bu yolaklarin

tanimlanmasi ile KML tedavisinde siirekli yeni molekiiler hedefler ortaya ¢cikmaktadir (36).

2.5. KML Hastahiginda Tani

KML hastalig1 genellikle kronik fazda insidental kan sayimlar1 sirasinda farkedilir. Tani,
oncelikle periferik kan yaymasma ya da kemik iligi incelemesine dayanir (3). Taniin
kesinlestirilmesi i¢in mutlaka sitogenetik ya da molekiiler sitogenetik olarak Ph
kromozomunun gdosterilmesi ya da molekiiler diizeyde BCR-ABLI flizyonunun

gosterilmesi gerekir (12).

2.5.1. Periferik Kan Bulgularn

Periferik kandaki en 6nemli histolojik bulgu, nétrofilik 16kositoz ve bazofilidir. Lokosit
sayist 20 000-500 000/mm” arasinda olabilir. Lokosit alkalen fosfataz skoru azalmustir.
Periferik yaymada l6kositozun notrofilik oldugu ve myeloblasttan segmente noétrofile
kadar nétrofil matiirasyonunun tiim 6gelerini icerdigi gozlemlenir. En fazla myelosit ve
segmente notrofil saptanir. Gozlenen bu hiicreler ¢cogunlukla morfolojik olarak normaldir.
Bazofili neredeyse her zaman saptanir ve kritik 6neme sahiptir. Monositler tipik olarak
artmigtir ancak rolatif monositopeni saptanir. Lenfosit sayisi degisken olmakla beraber,
siklikla lenfositoz gdzlenir. Trombositler hastalarm yarisinda artmistir ve 1 000 000/ mm®’iin
tizerinde seyreder. Goriiniimleri degiskendir (Sekil 2.8). Hastalarin 4’te 1’inde megakaryositler
gozlenir. Cogu hastada tanida normokrom normositer anemi saptanir. Aneminin derecesi

l6kositozla iliskilidir (3).
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Sekil 2.8. 400x biiylitmedeki periferik kan yaymasinda 16kositoz ve myeloid
prekiirsorlerle birlikte bazofili, eozinofili ve trombositoz goriiniimii

BM: Bazofilik myelosit, EM: Eozinofilik myelosit, M: Myelosit (42)

2.5.2. Kemik iligi Bulgulari

Kemik iligi incelemesi 6zellikle hastalig1 diger myeloproliferatif hastaliklardan ayirmada
onem tagir. Kemik iligi belirgin hiperselliiler olarak gozlenir ve bu selliilarite cogunlukla
ndtrofilik prekiirsorlerden olugur. Matiirasyon siireci ve morfolojisi, her evrede normal
olarak goziikiir; ancak periferik kanda oldugu gibi myelositlerde belirgin artis géze garpar.
Mpyeloblastlar genellikle %5’in altindadir. Normal ilikte oldugu gibi; myeloid onciiller
periosteal bolgelerde yerlesiktir. Bazofil, eozinofil ve hibrid hiicreler ile bunlarin 6nciilleri
de artmis olarak gozlenir. Megakaryositler tipik olarak artmistir ve kiimelenmis halde
goriillir, ancak bu kiimelenme esansiyel trombositozdaki gibi belirgin degildir. KML
megakaryositleri normallerinden biraz kiigiiktiir ve mikromegakaryositler saptanabilir.
Hastalarin tigte birinde pseudo-Gaucher hiicresi adi1 verilen kaba graniiler, periyodik-asit-
Schiff-pozitif sitoplazmali makrofajlar gozlenir. Myeloid/eritroid orani her zaman artmis
olarak saptanmakla birlikte, eritroid prekiirsor sayis1 artmis, azalmis ya da normal olabilir.

Bazi olgularda bag dokusu depolanmasi gortilebilir (3).
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2.5.3. Sitogenetik Analiz

KML’de sitogenetik analiz tercihen kemik iliginden yapilir, ancak periferik kandan da
yapilabilir. 9. ve 22. kromozomlar arasindaki klasik t(9;22)(q34;ql1) translokasyonunun
ya da tigiincii bir kromozomun katildig1 varyant Ph translokasyonunun gésterilmesi ile tani
kesinlestirilir (Sekil 2.9) (12). Konvansiyonel sitogenetik inceleme hem tanida hem de
takipte, 6zellikle KML’nin ¢ok basamakli progresyonunun gostergesi kabul edilen Ph
kromozomuna ek anomalileri ve klonal evrimi gosterebilecek tek yontem olmasi nedeniyle

Oonem tagir (30).
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Sekil 2.9 18 no’lu olguya ait karyotip goriintiisii: 46,XX,t(9;22)(q34;q11)

2.5.4. Molekiiler Sitogenetik Analiz

Sitogenetik incelemenin miimkiin olmadig durumlarda; 6rnegin metafaz elde edilemediginde,
interfaz hiicrelerine floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi ile bu translokasyona 6zel

olarak tiretilmis ticari problar kullanilarak translokasyon gosterilebilir (Sekil 2.10) (43).
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Sekil 2.10: 18 no’lu olguya ait interfaz nukleusuna uygulanmis BCR/ABL1 Dual Color

Dual Fusion Translokasyon (Vysis) probunun FISH goriintiisii

Bu yontemle ayrica derivatif 9. kromozomdaki delesyon gosterilebilir (28). Yine
metafazlara uygulanabilecek FISH yontemi ile varyant Ph translokasyonlar1 da
tanimlanabilir. Molekiiler yontemler varyant Ph translokasyonlarini ya da ek anomalileri
gosterememektedir (26). Kompleks yeniden diizenlenmelerin gosterilebilmesi igin

karsilastirmali genomik hibridizasyon, multicolor FISH gibi ek yontemler gerekebilir (32).

2.5.5. Molekiiler Analiz

KML’de molekiiler tani, BCR-ABLI flizyon gen (iriiniiniin varligmin molekiiler
yontemlerle arastirilmasina dayanir. Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction; Q-RT-PCR) yontemi ile BCR-ABL1
mRNA’s1 ters transkripsiyonla komplementer DNA (cDNA) haline getirildikten sonra
hassas bir reaksiyon ile cogaltilir. Uriin saptandiginda pozitif sonu¢ tam koydurur.
Molekiiler analiz tanida kullanilabilecegi gibi, tedaviye yanitin degerlendirilmesinde de

yiiksek duyarliligi nedeniyle tercih edilen yontem olmustur (44).

Molekiiler yontemlerle Olciilen BCR-ABLI fiizyon gen iiriinli seviyeleri ile hastalardaki

rezidiiel 16semik hiicre sayilarinin korele oldugu gosterilmistir (Sekil 2.11) (45). Q-RT-
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PCR, 10’ ile 10° normal hiicre arasinda tek bir BCR-ABLI (+) hiicreyi saptayabilecek
kadar hassas bir yontemdir (45).
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Sekil 2.11: Molekiiler analiz sonuglarina gore tedaviye yanitin belirlenmesi ve saptanan
BCR-ABLI transkript diizeyinin hastadaki 16semi hiicrelerinin sayisi ile olan

iliskisi (45)

2.6. KML Hastahiginda Tedavi
2.6.1. Hidroksiiire

Kronik faz KML tanisi almis olgularda ilk basamak tedavi, 16kosit sayisini azaltmaya ve
l6kositozla iliskili semptomlarin diizeltilmesine dayalidir. Bu amagla etkisinin hizli, yan
etkisinin az olmasi nedeniyle en sik kullanilan ilaglardan biri hidroksiiire’dir. Hidroksiiire
kullanimi ile hastalarin ¢ogunda 16kosit sayis1 kontrol altina alinir, ancak Ph kromozomu

kaybolmaz. Tedavi sirasinda haftalik 16kosit sayimlar1 gerekir (3).

2.6.2. Busulfan

Ik kez 1959°da tedavide kullanilan bu ilag (46), hidroksiiireden farkli olarak daha yavas
ama daha kontrollii bir sekilde 16kosit sayisini diisiiriir. Ancak yan etkileri daha fazladir (3).
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2.6.3. a-interferon

Imatinib kullanimindan &nce allojeneik k&k hiicre nakil sans1 olmayan hastalarda segilen
tedavi o-interferon (o —IFN) idi. Etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber,
antiproliferatif, immiinmodiilatér ve anti-anjiogenik etkileri ile stromal hiicrelerle
hematopoetik hiicreler arasindaki sitoadezyonu modiile etmesi nedeniyle tercih
edilmekteydi. o—IFN 06zellikle erken kronik fazda etkilidir. Hastalarin %50’sinde klinik
cevaba ek olarak Ph kromozomu kaybolur. Bu grup hastalarin 5 yillik sagkalimlar1 %80
civarindadir. Hangi hastalarin o—IFN tedavisinden yarar gérecegini 6ngorebilmek i¢in bazi
klinik degiskenler kullanilabilir. Erken yan etkileri nedeniyle diisiik dozlarda baslanir,
giderek artirilir. Hastalarin %?25’ten fazlasinda yiliksek doza intolerans gelisir. Bazi
caligmalarda o—IFN tedavisine sitozin arabinozid (Ara-C) ’in eklenmesi ile sitogenetik
yanitta artma gozlenmistir. Allojeneik kok hiicre nakli ile o—IFN tedavisini karsilagtirmak
i¢cin yapilan randomize c¢alismalarda nakil hastalarinda uzun doénem sagkalimda hafif bir

artis gézlenmis, bu artisin da geng yasla iliskili olabilecegi ortaya koyulmustur (3).

2.6.4. Allojeneik Kok Hiicre Nakli

1970’lerden beri KML’de kullanilan allojeneik kok hiicre nakli, hastaligin halen tek kiiratif
tedavisidir (46). Islemin getirdigi yiiksek mortalite ve morbidite oranlar1 nedeniyle son
yillarda ¢ok tercih edilmese de, 50 yas alt1 hastalarda kronik fazda uygulandiginda en az
%50 oraninda kiir saglanmistir. Akselere ve blastik fazlarda ise sonuglar yiiz giildiiriicii
degildir (swrasiyla %25-35 ve <%10) (3), ancak secilmis hastalarda halen Onerilen
secenektir (46). Transplantasyonun basarisini etkileyen bazi faktorler tanimlanmistir; bu
faktorler géz Oniine alindiginda iyi gruptaki hastalarda %70’lere varan oranlarda kiir
saglanmistir. Bu faktorler arasinda yas, verici cinsiyet uyumu, verici akrabalik derecesi,
kok hiicre kaynagi, tanidan itibaren gecen siire, hastalik evresi ve busulfan maruziyeti
bulunmaktadir (47). En onemli komplikasyon graft-versus-host hastaligidir. Hastalarin

yaklagik %15-20’sinde ise relaps gozlenir (3).

2.6.5. imatinib

STI571 (4 — [(4 — methyl — 1 — piperazinyl)methyl] — N — [4 — methyl — 3 — [[4 — (3 —
pyridinyl) — 2 — pyrimidinyl]Jamino]phenyl]benzamide methanesulfonate; Glivec, Novartis,
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Basel, Isvicre) molekiilii in vitro tirozin kinaz inhibitdrleri taramas1 sirasinda kesfedilmis
ve spesifik kinazlar icin aktivitesi optimize edilmistir. Molekiil, tirozin kinaz enziminin
ATP-baglayici bolgesine kompetitif inhibisyonla baglanarak etki eder. Baglanma sonucu
BCR-ABLI sinyal iletiminde gorevli proteinlerin tirozin fosforilasyonu inhibe olur. BCR-
ABLI1 kinazinin yani sira trombosit kaynakli bliyiime faktorii ve c-kit tirozin kinazlar i¢in
yiiksek spesifite gosterir. BCR-ABLI ifade eden hematopoetik hiicrelerde biiyiimenin

durmasina ve apopitoza neden olur, ancak normal hiicreleri etkilemez (11).

flacin Faz I ¢alismalar1 o —IFN tedavisinin basarisiz oldugu KML hastalarinda yapilmis ve
oral yoldan alindiginda iyi tolere edilerek anlamli anti-l6semik aktivitesi oldugu
gosterilmistir (11). Bu gelismelerin ardindan, uluslararasi bir grup kurularak o—IFN ile
Ara-C alan hastalarla imatinib alan hastalarin randomize karsilastirilmasi amag¢lanmustir.
International Randomized study of IFN-a plus cytarabine versus STI571 (IRIS) ad1 verilen
bu grubun 1106 yeni tan1 KML hastas1 ile yaptig1 randomize ¢alismada giinliik oral 400
mg imatinib ile tam ve major sitogenetik yanit, hastalik progresyonu ve
transformasyonunda anlamli iyilesmeler gézlenmistir (48). Erken sonuglar o kadar anlamli
farkli ¢ikmistir ki, o—IFN ile Ara-C alan hastalarin %89’u ¢alismanin ortanca 8. ayinda
imatinibe gecis yapmustir. Etik olarak hakli gerekgeleri olan bu durum calismanin uzun
donem sonuglarin1 etkilemistir. Ayni sekilde bundan sonra yapilmasi planlanan
randomizasyonlarda da imatinib i¢cermeyen rejimlerin kullanilmasit miimkiin olmadigindan,

karsilagtirmalar ancak kayitlara dayali yapilabilmistir (48).

Molekiiler yontemlerin gelismesi ile imatinib tedavisine yaniti degerlendirebilmek ig¢in
yeni terimler ortaya c¢ikmistir. Kullanilan terimler ve yanit kriterleri Tablo 2.2°de

gosterilmistir.

Tablo 2.2. KML’de tedavi yanitini izlemede kullanilan kriterler (45, 47)

HEMATOLOJIK TAM YANIT SITOGENETIK YANIT MOLEKULER YANIT (MR)
(CHR) (CyR) BCR-ABL1/kontrol geni oranina gore
Lékosit < 10 000/mm’® Tam sitogenetik yanit (CCyR) Tam Molekiiler Yamit (CMR)
Trombosit < 450 000/mm’ %0 Ph+ BCR-ABL1 =0
Bazofil<%S5 Kismi Sitogenetik yamit (PCyR) Major Molekiiler Yamit (MMR)
Blast/promyelosit (-) %1-35 Ph+ BCR-ABL1 oraninda standart bazal deger
Ekstramediiller tutulum (-) Minér Sitogenetik Yanit = g ez linn
Splenomegali (-) %36-65 Ph+ AL DA
Akselere/blastik faz bulgusu (-) Minimal Sitogenetik Yamt ECLSLAELL G el
%66-95 Ph+
Yanitsiz
>%95 Ph+
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IRIS caligmasinin devaminda 2 yillik sagkalim oranlarinda da artis gozlenmistir (49). Bes
yillik takipte ise Ozellikle tam sitogenetik yanit saglayan ve BCR-ABLI gen {iriini
miktarlarinda standart bazal degerden en az 3 log’luk azalma gdsteren hastalarin,
gostermeyenlere oranla hastalik progresyonu a¢isindan daha diisiik riskte oldugu; ayrica
yan etkilerde artis olmadig1 ve baslangi¢ tedavisi olarak imatinib’in hastalarin ¢ogunda

kalic1 yanit sagladig1 gosterilmistir (50).

Ancak imatinib tedavisinin uzun dénem sonuglar1 takip edildik¢e %20 — 30 gibi yiiksek
sayilabilecek bir grubun kalici yanita ulasamadigi gosterilmistir (46, 50). Bu grup
hastalarin ilaca diren¢ gosterme nedenleri arastirilmis ve BCR-ABLI1 kinaz bolgesinde
mutasyonlar ve ABL amplifikasyonu gibi mekanizmalarin BCR-ABLI1 reaktivasyonu ile

dirence yol a¢tig1 bulunmustur (51).

2.6.6. Imatinib Direnci

Primer imatinib direnci tedaviye yanitsizlik olarak tanimlanir. Tedavinin basinda degisken
stirelerle yanit gosterip, yanitta azalma gosteren hastalarda ise sekonder imatinib direnci
bulunmaktadir. Imatinib direnci hematolojik (periferik kan sayimlarinin anormallesmesi),
sitogenetik (Ph kromozomunun gdsterilmesi) ve molekiiler (Q-RT-PCR ile BCR-ABLI
transkriptinin varlig1) olarak da simiflandirilabilir. Molekiiler yanitin kaybiyla sekonder
direncin nasil tanimlanmasi gerektigi konusunda goriis birligi heniiz olusmamistir. Bunun
nedenleri arasinda BCR-ABLI transkript seviyelerini gézlemek icin kullanilan Q-RT-PCR
tekniklerinin heniiz standardize olamamis olmas1 ve BCR-ABLI transkript seviyelerinin

zaman iginde varyasyonlar gostermesi bulunmaktadir (52).

Imatinib direncinin kriterleri Tablo 2.3’te Gzetlenmistir, bu kriterlere gore yanitsiz olan
hastalarda imatinib tedavisi degistirilmelidir. Suboptimal yanit olan hastalarda tedaviye
aynen devam edilirse uzun donem yanit optimal olmayacaktir. Uyar yaratacak durumlar
mevcut ise hasta daha yakindan takip edilmeli ve alternatif tedavi secenekleri

degerlendirilmelidir (52, 53).
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Tablo 2.3. Erken kronik faz KML hastalarinda imatinib 400 mg/giin tedavisine
yanitsizlik, suboptimal yanit kriterleri ve yanitsizlik uyarilari (52, 53)

Tamdan gecen Yamtsiz Suboptimal Yamt Yamtsizhk Uyarilan
zaman (ay)

Yiiksek risk*, del der(9),

0 ) - Ph+ hiicrelerde ek SA
; HR yok (stabil hastalik <CHR )
ya da progresyon)
6 < CHR, CyR yok <PCyR -
12 PCyR yok <CCyR <MMR
18 CCyR yok <MMR -
Herhangi bir CHR ya da CCyR kayb, Ph+ hiicrelerde ek SA, Transkript seviyelerinde artis,
zamanda mutasyon MMR kayb1, mutasyon Ph- hiicrelerde ek SA

Yiksek risk*: Sokal ya da Hasford skorlamasina gore yiiksek risk, del der(9): Derivatif 9. Kromozomda
Delesyon, SA: Sitogenetik Anomali, HR: Hematolojik Yanit, CHR: Tam Hematolojik Yanit, CyR: Sitogenetik
Yanit, PCyR: Parsiyel Sitogenetik Yanit, CCyR: Tam Sitogenetik Yanit, MMR: Major Molekiiler Yanit.

e Imatinibe diren¢ mekanizmalari

Imatinib tedavisine diren¢ mekanizmalart BCR-ABL1 yolagina bagimli ve bu yolaktan

bagimsiz olarak iki grupta incelenebilir.

BCR-ABLI yolagina bagimli mekanizmalar

Yolak iliskili diren¢ mekanizmalar1 arasinda BCR-ABLI amplifikasyonu ve buna bagh
asir1 ifadelenmesi ve BCR-ABLI1 kinaz bdlgesindeki nokta mutasyonlar1 vardir. Imatinibe
direngte rolii oldugu bilinen en sik mekanizma nokta mutasyonlaridir, direncli hastalarin

%40-90’1nda mutasyon gosterilebilir (52).

Bugiine kadar 100’den fazla nokta mutasyonu tanimlanmistir (Sekil 2.12) (52).
Mutasyonlar kinaz bolgesinin farkli yerlerinde olabilirler ve genellikle imatinibin
baglanmasin1 engelleyerek etki gosterirler. (54). Bu mutasyonlar tan1 aninda yani tedavi
oncesi de bulunabilirler, tedavi sirasinda da ortaya ¢ikabilirler. En sik gézlenen mutasyon
bir sitozin-timin baz doniisiimii sonucu proteinde 315. pozisyondaki treoninin izoldsine

dontistiigi T3151 mutasyonudur (55). Direncgli hastalarin yaklasik %15’inde T315I
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mutasyonu gozlenir (56). 315. pozisyondaki treonin imatinibin baglanmasinda énemli bir
basamakta gorev alir, mutasyon durumunda bu baglanma etkilenir ve imatinibe ek olarak
diger tirozin kinaz inhibitorlerinin de tiimiine tam bir duyarsizlik gelisir. Diger sik
gbozlenen mutasyonlar arasinda Gly250, Tyr253, Glu255, Thr315, Met351 ve Phe359
amino asitlerini 1ilgilendiren mutasyonlar bulunmaktadir (sirasiyla G250E, G250V,
Y253H, E255K, E255V, M351T, F359V). Bazi hastalarda birden fazla mutasyon
gozlenebilir (52).

Ta151/A/D
PtuMesinn o
Cc3058 G383D
vagoL|||| G321E L384M
L324Q
taagv P2 || msaar  [|f Lss7Fm
G250EIAIF E292V asaav ||| | m3ssL ARy
V289A/ S348L
Q25ZHIR A350V A397TP E450GIQVK
G23LE | |yas3uir k3s7R ||| || Haoerp QTR
| E2ssKiv | sarrv | Fasss
|

M351TFL| S438C E459K/Q
E355G/ID} L34l

F359vIC/DN

M23T7i
K285N

Sekil 2.12: Imatinibe klinik direnc ile iliskili BCR-ABLI1 kinaz bdlgesi mutasyonlari

A: aktivasyon loop; B: imatinib baglanma bolgesi; C: katalitik bolge; P: P(fosfat)-loop (57)

Mutasyonlar1 saptamak icin birden fazla yontem bulunmaktadir; bunlar arasinda dizi
analizi, subklonlama sonrasi dizi analizi, denatiiran yiiksek performansli likit kromatografi,
pyrosequencing, double-gradient denatiiran elektroforez ve allel spesifik oligoniikleotid
PZR sayilabilir (58). En sik kullanilan yontem olan dizi analizi ile yaklasik %20
duyarlilikla sonu¢ verilebilmektedir (52). Bu yontemle 6zellikle mutant klonun tiim

hiicrelerdeki orant %20-30’dan az oldugunda mutasyonlar atlanabilmektedir (55).

Halihazirda hastalarin kinaz bolgesi mutasyonlarinin ne zaman ve hangi yoOntemle
taranmasi gerektigi konusunda goriis birligi bulunmamaktadir (58). Mutasyonlar siklikla

hastaligin ilerlemis evrelerinde, tanida yiiksek riskli olan ya da ileri yastaki hastalarda,
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klonal evrimle birlikte, dnceki a—IFN tedavisiyle iliskili olarak saptandigindan, mutasyon
analizinin tedaviye yanitsiz ya da suboptimal yanit gosteren hastalarda ve BCR-ABLI
seviyelerinde artma gozlendiginde bakilmasi Onerilmistir (44, 46). Saptanan mutasyonlar
arasinda kuskusuz tedaviyi en cok etkileyen, halihazirda kullanilan tiim tirozin kinaz
inhibitorlerine direngle iliskisi gosterilen T3151 mutasyonudur (44). T3151 mutasyonu
saptanan hastalarda en wuygun mevcut tedavi secenegi allojeneik kok hiicre

transplantasyonudur (59).

BCR-ABLI yolagindan bagimsiz mekanizmalar

BCR-ABLI1 yolagindan bagimsiz olarak imatinibe direng gelistirme nedenleri arasinda
farmakokinetik nedenler, imatinibin hiicre i¢ine girmesini engelleyen ya da disina
cikmasini kolaylastiran molekiiller (Multidrug Resistance; MDR1), KML kok hiicreleri ad1
verilen sessiz ve imatinibe cevapsiz hiicrelerin varligi, sitogenetik klonal evrim ve SAK

asir1 ifadelenmesi bulunmaktadir (52).

SAK’lardan Lyn, Hck ve Fgr molekiillerinin BCR-ABL1 pozitif hiicrelerde aktive oldugu ve
Hck aktive oldugunda STATS {izerinden hiicre siklusu genlerinin transkripsiyonunu arttirdigi
bilinmektedir (52). Lyn molekiiliiniin ise BCR-ABL1 mutasyonu olmadigi halde imatinib

direnci olan hiicrelerde hem agsir1 ifadelendigi hem de aktive oldugu gosterilmistir (57).

Imatinibe diren¢ gelisiminin mekanizmalar1 tanimlandik¢a yeni tirozin kinaz

inhibitorlerine ihtiya¢ dogmustur.

2.6.7. Diger Tirozin Kinaz Inhibitorleri
Dasatinib

Dasatinib (BMS-354825) hem BCR-ABLI1 hem de SAK’lar1 inhibe edebilen potent bir
molekiildiir (59). Imatinib’den farkli olarak BCR-ABL1’in hem aktif hem de inaktif
formlarina baglanabilir (Bkz Sekil 2.13) (60). En 6nemli 6zelligi BCR-ABLI yolagindan
bagimsiz olarak Src ailesinin iiyelerinin de aktivasyonunu oOnleyebilmesidir. Imatinib

direnci ya da intolerans1 olan KML hastalarinda tiim fazlarda kullanilabilir. Dasatinib’in
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etkinligi Src/Abll Tyrosine Kinase Inhibition Activity: Research Trials of Dasatinib
(START) calismast ile gosterilmistir. Bu c¢alismada imatinib direncinde dasatinib

kullanimi, yiliksek doz imatinib’den daha iy1 yanit saglamistir (59).

In vitro caligmalar, dasatinib’in T3151 disindaki tiim mutasyonlarda BCR-ABLI’e
baglanabildigini gdstermistir. Klinik olarak ise V299, T315, and F317 mutasyonlarinda

dasatinib direnci gosterilmistir (59).

Nilotinib

Nilotinib (AMN107) imatinibin kimyasal yapisinin degistirilmesiyle elde edilmis yeni bir
aminopirimidin tiirevi tirozin kinaz inhibitoriidiir. Imatinib’e benzer sekilde BCR-ABL1’in
ATP-baglayic1 bolgesine kompetitif inhibisyonla baglanarak etki eder, ancak baglanma
affinitesi ve Abl kinaz seciciligi imatinib’den {istiindiir (Sekil 2.13). Imatinib direngli
hiicre serilerinde de yiiksek oranda etkinligi gdsterilmistir (61). Faz II ¢aligsmalar1 sonucu
bu ila¢ da imatinib direnci ya da intoleransi olan KML hastalarinda tiim fazlarda
kullanilmaya baglanmistir. Hem imatinib hem de dasatinib tedavisinin basarisiz oldugu
durumlarda endikedir. /n vitro ¢alismalarda T3151 disindaki mutantlarin tiimiine etkisi
gosterilmis, ancak klinik ¢alismalarda Y253, E255, T315 ya da F359 tasiyan hastalarda
nilotinib direnci ortaya ¢ikmistir (59).

Diger molekiiller

KML’de bir¢ok yeni tirozin kinaz inhibitorii deneme asamasindadir. Bunlar arasinda 6ne
cikan potent inaktif/ara form/inaktif BCR-ABLI1 inhibitorii bosutinib (SKI-606) ve dual
Abl/Lyn kinaz inhibitérii INNO-406 (NS-187) molekiilleri, diger bir¢ok mutasyona etkili
olduklart halde T315I mutasyonunu tasiyan BCR-ABL1 molekiiliinii inhibe
edememektedir. T3151 inhibisyonuna yonelik caligmalarda ONO012380, MK-0457,
SGX393 ve X1L.228 molekiilleri denenmektedir (Sekil 2.13) (57, 59).
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Tirozin kinaz inhibitorleri disinda deneme asamasinda olan diger ilaglar arasinda
homoharingtonin (protein sentez inhibitdrii), tipifarnib ve lorafarnib (farnezil transferaz

inhibitorleri) ve desitabin (DNA metilasyon inhibitorii) bulunmaktadir (57, 59).

Imatinib
Dasainib
Nilofinib
Bosutinib
INNO-406
Mlcmsi'
'HGTP\\ as/ MP @ P‘ ”
S i (ADR AN ®e. / SFK:
/\-_ “’< (e '-*‘"5-’?<
\_L__'_D \m_a_K /‘ / l Dasatinib
\ A Bosutinib
Y *_\ /'/ \-!_\\ /_ INNO-406 (Lyn)
G, 2 , Y 2
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= L ~ R .
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” Proliferasyon ve fransformasyon \ UApoptoz | U Moilite ve adezyonda degisimler |

Sekil 2.13: KML tedavisinde kullanilan yeni molekiillerin BCR-ABL1 yolaginda etki

yerlerinin gosterimi (12’den degistirilerek)

Halihazirdaki tiim tedavilere direng gosterebilen varyantlarin bulundugu KML hastaliginda
alternatif tedavi Onerilerine her gegen giin ihtiya¢ artmaktadir. Imatinibe direng siirecinde
BCR-ABLI1 vyolagindan bagimsiz mekanizmalar arasinda Src ailesi kinazlarinin
aktivasyonunun 6zellikle JAK2/STATS hiicre i¢i sinyal yolagi iizerinden hiicre biiylimesi
ve sagkalimina destek oldugundan bahsedilmisti. AHI-1 adi verilen yeni tanimlanmig bir

gen ve proteininin bu yolakta 6nemli bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir.

2.7. AHI-1 (Abelson Helper Integration Site-1)
2.7.1. AHI-1 geninin yapis1 ve fonksiyonu

Ahi-1 geni ilk olarak “Abelson Murine leukemia” virusu (A-MulLV) ile iligkili olarak

tanimlanmistir. Farelerde oligoklonal B-hiicreli lenfoma olusturabilen A-MuLV defektif
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bir virustur, yani hedef hiicrede tek basina replike olma yetenegi yoktur. Ancak defektif
olmayan bagka bir virusun yardimiyla hiicre iginde replike olabilir. A-MuLV igin bu
yardimei virus “Moloney murine leukemia” virusudur (M-MuLV). A-MuLV nin onkogeni
olan v-abl’nin hedef hiicredeki tek basina ifadelenmesi de tiimor formasyonu i¢in yeterli
degildir, baska genetik olaylar da eklenmelidir. M-MuLV’nin “insersiyonel mutajen”
olarak rolii, A-MuLV ile olusturulan B-hiicreli lenfomalarda bu virusun kullandig1 Ahi-1
(Abelson helper integration site-1) denilen ortak yardimci provirus birlesme bolgesinin
(helper provirus integration site) bulunmasiyla gosterilmistir. Bu integrasyonun v-abl/
varliginda olusacak malign transformasyon i¢in gerekli bir genetik olay oldugu one

stiriilmiistiir (62).

Ahi-1 lokusu farede 10. kromozoma, c-myb protoonkogenine olduk¢a yakin bir noktaya
haritalanmistir. 2002 yilinda Jiang ve arkadaslari, bu lokusta disregiilasyonu tiimor
gelisimine yol agan yeni bir hedef gen oldugunu 6ne siirmiisler ve bu gene Ahi-1 adim
vermislerdir. Bu genin diger provirus integrasyon bdlgelerinin de hedef bolgesi oldugunu
ve SH3 motifi ve bir WD40 (WD: Triptofan-Aspartat) tekrar bolgesi olan bir protein
kodladigin1 gostermislerdir. Proteinin ayrica biri SH3 boélgesinde olmak iizere iki
potansiyel tirozin fosforilasyon bolgesi igerdigi bulunmustur. SH3 bolgelerinin
Grb2/Sem5, Sos ve Ras gibi proteinlerin birbirleri arasindaki etkilesimlerinde, WD40
tekrarlarinin ise hiicre dongiisii diizenlenmesi, “RNA processing”, programli hiicre 6liimii
ve gen regiilasyonunda onemli rolleri oldugu bilinmektedir. Tirozin fosforilasyon
motiflerinin de diger proteinlerin SH2 alanlarina baglanmay1 sagladig: bilindiginden, Ahi-
1 proteininin de hiicre i¢i sinyal iletiminde ve dongii kontroliindeki multiprotein
komplekslerinin bir {iyesi oldugu diisiiniilmiistiir. Halen SH3 motifi ve WD40 tekrarini

birlikte igeren bagka bir protein gosterilmemistir (62).

Bu genin diger tiirlerde homologlar arastirilmistir. Fare, rat, hamster, kedi ve inekte
gosterilmis, ancak Drosophila melanogaster ve Caenorhabditis elegans tlrlerinde hem
SH3 motifi hem de WD40 tekrar1 olan bir proteini kodlayan herhangi bir gen
bulunamamigstir. Boylece bu genin memelilerde dnemli fonksiyonlar1 olan ve evrimsel
olarak korunmus bir gen oldugu 6ne siiriilmiistiir. Ardindan genin insandaki homologu
arastiritlmis ve yiiksek homoloji gosteren, 3 farkli cDNA dizisine ulasilmistir (AL136797,
AK024085 ve AK000076). AL136797 kodlayan dizinin tamamin igerirken, AK024085 ve
AKO000076 klonlarmin daha kisa izoformlar oldugu gdsterilmistir. Bu klonlarin kodladig:
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proteinler de gosterilmis ve AL136797 ile AK024085 izoformlarinin kodladig: proteinlerin
fare homologunda gosterildigi gibi SH3 ve WD40 bolgelerini igerdigi gosterilmistir.
Insanda, fareden farkli olarak proteinin N-terminalinde bir “coiled-coil domain” oldugu

gosterilmistir (62).

Insanda 6923.3 bdlgesinde bulunan AHI-1 geni 33 ekzondan olusmakta ve 213.7 kb’lik bir
bolgeyi kapsamaktadir. Protein kodlayan dizi 4. ekzondan baslar (62). En c¢ok beyinde,
Ozellikle de kortikospinal traktus ve superior serebellar pedinkiillerdeki néronlar1 olusturan
onciillerde ifadelenmektedir. Otozomal resesif Joubert Sendromu goriilen 3 ailede yapilan
genom-boyu taramada 6q23 bolgesi belirlenmis ve bolgedeki aday genlerin taramasi
sonucu AHI-1 geninde 3 farkli mutasyon bulunmustur. Boylece AHI-1 geni Joubert
Sendromu ile iligkisi gosterilen ilk gen olmustur (63). Takip eden caligmalarda hastaliga
yol agan farkli mutasyonlar bulunmus ve beyinde kodladigi proteine Jouberin ismi

verilmigtir (64).

2.7.2. AHI-1 geninin onkogenez ile iliskisi

Ahi-1 lokusu once v-abl aracili pre-B lenfomalarda, daha sonra c-myc aracili T
lenfomalarda ortak bir “provirus integration site” olarak tanimlandigindan bu iki onkogen
ile iliskisi oldugu diisiinlilmiistiir (62). Baska gruplar tarafindan da timomalarda ve NfI
heterozigot farelerde AML olusumunda “provirus integration” bdlgelerinin yeniden
diizenlendigi gosterilmistir (65). Bu bolgelerdeki mutasyonlarin tesadiifi olmamasi ve
bircok tiimorde gosterilmis olmasi, bu genlerin onkojenik gelisimde rolii oldugunu

gostermektedir (62).

2.7.3. AHI-1 geninin hematopoez ve losemi gelisimi ile iliskisi

ABL, MYC ve NF1 gibi insanda 16semilerde etkisi bilinen genlerle iliskisi gdsterildiginden
AHI-1 geninin hematopoezde ve 16semi gelisimindeki rolii aragtirilmistir. AHI-1 transkripti
en ilkel hematopoetik hiicrelerde en yiiksek seviyelerde bulunmus ve olgunlagmanin erken

donemlerinde ifadelenmesinin giderek azalarak kayboldugu gosterilmistir. Bu durumdan
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AHI-1 down-regiilasyonunun normal hematopoetik hiicre gelisiminde 6nemli oldugu

sonucu ¢ikarilmistir (66).

Insan 16semik hiicre dizilerinde 4HI-1 ifadelenmesi arastirilmis ve en yiiksek seviyeler bir
AML hiicre dizisi olan THP-1’de, KML blast krizi hiicre dizisi olan K-562’de ve 3 ayr1
insan T-hiicreli 16semi virusu (HTLV-1) iliskili erigskin T-hiicreli 16semi/lenfoma (ATLL)

hiicre dizisinde gdsterilmistir (66).

2.7.4. AHI-1 geninin KML ile iliskisi

AHI-1 geninin K-562 hiicre dizisinde yliksek seviyelerde ifadelendiginin goriilmesi ile
Ph(+) I6semilerde arastirilmis ve hem KML hiicrelerinde hem de Ph(+) ALL hiicrelerinde
belirgin deregiilasyonu saptanmistir. Ph(-) ALL’de ise normal olarak bulunmustur. Ayrica,
KML hastaliginin her ii¢ evresindeki hastalardan alinan hiicrelerde ifadelenmenin artmis
oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar BCR-ABLI expresyonu ile AHI-1 deregiilasyonu
arasinda olasi giiclii bir iliskiyi gostermektedir (66).

AHI-1 asi-ifadelenmesinin KML’deki biyolojik sonuglarini agiklamak amaciyla ileri
calismalar yapilmistir. AHI-1 asir1 ifadelenmesinin fare ve insanda hematopoetik
hiicrelerde in vitro olarak biiyiime avantaji sagladigr ve in vivo olarak BCR-ABLI’in
etkilerini artirarak 16semiyi indiikledigi gosterilmistir. Ayrica, KML kok hiicrelerinde ve
lin-CD34+ insan kordon kani hiicrelerinde RNA interferans aracili AHI-1 baskilanmasi ile
in vitro olarak bliylime otonomisinin azaldigi saptanmistir. KML hastalarindan alinan
hiicrelerle deneyler tekrarlanmis ve ozellikle AHI-1 seviyeleri yiiksek olan imatinibe
direngli ya da blast krizindeki hastalardan alinan hiicrelerde bu etkinin anlamli oldugu

gosterilmistir (67).

Ayni ¢alismada AHI-1 asir1 ifadelenmesinin BCR-ABLI aktivasyonunu takip eden sinyal
yolaklarindan hangisi {izerinden etki ettigini bulmak amacli deneyler yapilmis ve AHI-1
ifadesi yiiksek hiicrelerde JAK2, STATS, NF-kB (Niikleer faktor Kappa B) p65 ve Src
proteinlerinin fosforilasyonunun artmis oldugu gosterilmistir. Dikkat c¢ekici olarak,
hiicreler in vitro ortamda BCR-ABLI1 proteini seviyelerinin azalmasima neden olan
doksisikline maruz birakildiginda bu proteinlerin artan fosforilasyonu azalmis, ancak IL-3

ilavesi ile JAK2, STATS ve daha az olarak Src proteinlerinin fosforilasyonunun yeniden
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arttigr gozlenmistir. AHI-1 asin1 ifadelenmesi JAK2 ve STATS proteinlerinin yalnizca
fosforilasyonunu degil, genlerinin ifadelenmesini de artirdigr gosterilmistir. AHI-1
baskilandiginda ifadelenmeler azalmis, AHI-1 tekrar hiicreye verildiginde tekrar artmistir.
BCR-ABLI sinyal yolaginin IL-3 ve GM-CSF ile saglanan sitokin reseptor sinyal yolagi
ile benzerligi bilinmektedir. Bu sonuclarla AHI-1’in, BCR-ABL1’in KML hiicrelerine
biiyiime faktoriinden bagimsiz biiyiime avantaji saglamasina IL-3 sinyal yolagi tizerinden

JAK?2 ve STATS’in aktivasyonunu arttirarak yardimci oldugu one siiriilmiistiir (67).

Bu sekilde, ifade diizeyleri yiiksek hiicrelerde tanimlanan AHI-1-BCR/ABL-JAK2
etkilesim kompleksinin tedaviye yanitta rol alip almadigi incelenmistir. AHI-1’in yiiksek
oranda ifadelendigi hiicrelere degisen dozlarda imatinib uygulandiginda beklenen gerileme
gozlenmemistir. Bu hiicrelerin IL-3 varhifinda imatinibe daha da direngli olduklar
gozlenmistir. Dolayisiyla, IL-3 varliginda AHI-1 seviyeleri yiiksek olan hiicrelerin
imatinib nedeniyle olusan biiyiime baskilanmasini daha kolay astiklar1 sonucu ¢ikarilmigtir

(67).

Ardindan diger tirozin kinaz inhibitdrlerine yanitta AHI-1’in rolii aragtirllmis ve imatinib
direnci olan ya da blast krizindeki KML hastalarindan alinan hiicrelerde AHI-1’in
baskilanmasi ile dasatinib, imatinib ve nilotinib’e verilen yanitta artma goézlenmistir.
Bunlarin arasinda 4HI-1 baskili hiicrelerin en ¢ok dasatinibe duyarli oldugu gézlenmistir.
Bu sonuglarla da AHI-1’in tirozin kinaz inhibitorlerine yanitta da rol aliyor olabilecegi

distiniilmistir (67).

Tiim bu sonuglar, yeni tanimlanmig bir protein olan AHI-1’in reglilasyonunun KML’deki
onemini gostermektedir. AHI-1’in etkilerini IL-3 bagimli JAK2-STATS yolag1 {izerinden
ve muhtemelen bagka modiilator proteinlerin de yardimiyla gosterdigi diisiiniilmektedir.
BCR-ABLI1 iligkili malign transformasyona biiyiime avantaji ve tirozin kinaz
inhibitorlerine direng saglayarak katkida bulundugu diisiiniilen bu genin kendisinin ya da
bulundugu JAK2-STATS sinyal yolaginin yeni bir tedavi hedefi olabilecegi One

stiriilmiistiir (67).
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2.8. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemiyle Gen

ifadelenmesinin Analizi

Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time Polymerase Chain Reaction, RT-
PCR) ozellikle gen ifadelenme ¢alismalarinda kullanimi yerlesmis bir yontemdir (68). RT-
PCR, dongiiler sirasinda reaksiyonlardan floresan sinyal toplayarak siirekli analize olanak
verir. Ifadelenmenin yan1 sira amplifikasyonlar, delesyonlar ve nokta mutasyonlarinin da
calisilmasina olanak saglayan bu yontemin istiinliigii hizinda ve iriinlerin birikiminin
gercek zamanli izlenebilmesinde yatmaktadir (69). Kantitatif gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonunda (Q-RT-PCR) ise her reaksiyondan gelen floresan sinyaller her 6rnek
icin sayisal bir degere dontstiiriiliir. Q-RT-PCR yontemi, genomik DNA kopya sayisini,
tek niikleotid polimorfizmlerini, DNA metilasyon durumunu ve viral yiikii belirlemekte
kullanilabilir. En popiiler kullanim alani ise mRNA diizeylerinin belirlenmesi iizerinden

gen ifadelenmesi analizleridir (69).

[fadelenme analizinde baslangic molekiilii mRNA’dir. Ornekten elde edilen mRNA ters
transkriptaz reaksiyonu ile cDNA’ya doniistiiriiliir. Floresan kaynagi olarak primerlere
bagli ya da onlardan bagimsiz floresan isaretleyiciler kullanilir. En sik kullanilanlar
arasinda hidroliz problari, hibridizayon problari, TagMan® problari, Molecular Beacon®
problart ve SYBR® Green I boyasi bulunmaktadir. SYBR® Green I boyasi reaksiyonda
cogalan her tiirlii ¢ift zincirli DNA’ya nonspesifik olarak baglanir ve ¢ift zincirli DNA nin
artistyla orantili olarak floresan sinyal verir (69). Her deneyde hedeflenen amplikonun
cogalip ¢ogalmadigini, kantifikasyona primer dimerlerinin ve nonspesifik iiriinlerin
karigsmadigini gosterebilmek igin, reaksiyon sonrasi iirlinler jelde goriintiilenebilir ya da

reaksiyondan sonra erime egrisi (“melting curve”) analizi basamagi eklenebilir (70).

Q-RT-PCR ¢alismalarinda kimi zaman PZR iirlinlerinin taginma kontaminasyonunu
onlemek icin urasil-N-glikozilaz (UNG) uygulamasi kullanilabilir. UNG uygulamasini
kullanabilmek icin reaksiyona eklenen deoksiriboniikleotit trifosfat (ANTP) karigiminda
deoksitimidin trifosfat (dTTP) yerine deoksiuridin trifosfat (dUTP) olmalidir. UNG enzimi

reaksiyona eklendiginde, dUTP niikleotidini i¢eren her tiirlii olasi PZR iirliniinii sindirir

(7).

Q-RT-PCR analizlerinde genel olarak iki kantifikasyon stratejisi izlenebilir; mutlak

(absolute) kantifikasyon ya da goreli (relative) kantifikasyon. Mutlak kantifikasyonda elde
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edilen sinyaller 6nceden hazirlanmig bir kalibrasyon egrisine gore kopya sayisi olarak
hesaplanarak sonu¢ verir. Goreli kantifikasyon ise belli bir RNA’nin ifadelenme
seviyelerindeki degisimin bir baska RNA’nin ifadelenme seviyesine gore oraninin
Olclilmesine dayanir. Goreli kantifikasyonda kesin konsantrasyonlari bilinen standartlara
ya da kalibrasyon egrisine ihtiya¢ yoktur, dizisi bilindigi siirece her tiirlii transkript
referans olarak kullanilabilir. En sik kullanilan referanslar sabit ifadelendigi bilinen genler
(house-keeping genler) ve evrensel ya da yapay kontrol RNA / DNA molekiilleridir. Goreli
kantifikasyonda bir basamak daha eklenerek bu goreli sonuglar bir kontrol hastasina,
tedavisiz bir 6rnege ya da olgunun sifir anindaki drnegine oranlanabilir. Bu basamaga

normalizasyon adi verilir (72).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgular

Calisma Baskent Universitesi Tip ve Saghk Bilimleri Arastirma Kurulu ve Klinik
Arastirmalar ve Etik Kurulu tarafindan incelenerek onaylanmistir (Proje No: KA09/47,

Onay tarihi: 5 Mart 2009).

Calismaya KML tanis1 almis 38 hasta dahil edildi. Tan1 sirasindaki yaslar1 17-74 arasinda
degisen (ortanca: 46) hastalarin erkek/kadin oran1 1.9 (25 erkek, 13 kadin) idi. Hastalarin
tanidan itibaren ortanca 24.5 (0 — 63) ay sliren takiplerinde rutin olarak bakilan Q-RT-PCR
yontemi ile BCR-ABLI transkript diizeyleri geriye doniikk olarak kaydedildi ve bu
sonuglara gore hastalar ii¢ gruba ayrildi. ilk grup (n=11), yeni tam almis ve/veya tanidan
bu yana en fazla 18 ay gecmis olan KML olgularindan olusturuldu. ikinci grup (n=10), 18
aydan uzun siiredir takipte olup, imatinib tedavisi altinda BCR-ABLI seviyeleri negatif
seyreden, “cevap veren” hastalardan olusturuldu. Ugiincii grup (n=17) ise, 18 aydan uzun
stiredir takipte olup, imatinib tedavisi altinda iken BCR-ABLI seviyeleri pozitiflesen ve bu
nedenle tedavisi yiiksek doz imatinib, dasatinib ya da nilotinib ile degistirilen “cevapsiz”

hastalardan olusturuldu.

KML hastalarindaki AHI-1 diizeylerini normal durumla karsilastirabilmek i¢in KML
olmadig1 bilinen bireylerden kontrol grubu olusturuldu. Bu grupta I6kosit sayis1 normal
olan ve BCR-ABLI transkript diizeyinin negatif oldugu kabul edilen 11 KML olmayan

saglikl1 bireyden alinan periferik kan 6rnekleri kullanildi.

3.2. Yontem

Calismada hastalarin Q-RT-PCR yontemi ile BCR-ABLI fiizyon gen iiriinii diizeyleri
belirlenmesi i¢in Aralik 2007 — Eyliil 2009 tarihleri arasinda laboratuvarimiza génderilmis

olan periferik kan ya da kemik iligi drneklerinden elde edilen cDNA 6rnekleri kullanildi.
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Tiim hastalara ve kontrol grubundaki bireylere bilgilendirme ve onam formu okutularak
imzalatildi (Bkz. EK 1). Geriye doniik olarak saklanmis materyalinden calisilacak olan
hastalarin s6z konusu 6rnekleri verdikleri sirada molekiiler tetkikler i¢in bilgilendirme ve
riza formunu imzalamis ve daha sonraki ek calismalar ve bilimsel nitelikli arastirmalarda
gerektiginde kullanilmak {izere artan c¢aligma materyalinin saklanmasina izin verdigine

dair kutucugu isaretlemis oldugu kesinlestirildi.

3.2.1. Kullanilan cihazlar

—

Distile su cihaz1 (Millipore, Fransa)

Masa Ustii Santrifiij Cihaz1 (Beckman-Coulter, ABD)
Minisantrifuj (Labnet, Kore)

Calkalayic1 (Niive, Tirkiye)

Spektrofotometre (Eppendorf, Almanya)

Manyetik karistiric1 (SBS, Giiney Afrika Cumhuriyeti)
Ph metre (Consort P500, Belgika)

Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

o > 2o v kWD

Derin dondurucu (Argelik, Tiirkiye)
. Termal Cycler (Applied Biosystems 2720, ABD)
. Mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye)

_ =
N o= O

. Yatay elektroforez sistemi (Cleaver Scientific, Ingiltere)

—_
(98]

. Jel goriintiileme sistemi (Syngene, Ingiltere)

—_
~

. Gli¢ kaynag1 (Consort, Belgika)
. Light Cycler 2.0 (Roche, Isvigre)

—_
9]

3.2.2. Kullanilan Kimyasallar

1. RNA izolasyon kiti (High Pure RNA Isolation Kit, Roche Diagnostics, Almanya)
RNaz spreyi (RNase free, Mercury, CLP, Pretech Instruments, Isveg)

Red Blood Cell Lysis Buffer (Roche Diagnostics, Almanya)

Steril Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma, ABD)

cDNA sentez kiti (Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche Diagnostics,

A

Almanya)
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A S

Primer sentezleri (Alpha DNA, Kanada)

Tbr DNA polimeraz (DyNAzyme ™ II, Finnzymes, Finlandiya)

PZR tamponu (Finnzymes, Finlandiya)

dNTP (10x) Herbir deoksiriboniikleotidden (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 10 mM (Jena

Bioscience, Almanya)

. Ddel Restriksiyon Enzimi (New England Biolabs, ABD)
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

Agaroz (Sigma, ABD)

Yiiksek ¢oziiniirliikli agaroz (Sigma, ABD)

Trizma Baz (Sigma, ABD)

Borik Asit (Sigma, ABD)

EDTA disodium disulfate (Sigma, ABD)

Etidyum Bromiir (Sigma, ABD)

50 baz ¢ifti molekiiler agirlik belirteci (Fermentas, Ingiltere)

100 baz ¢ifti molekiiler agirlik belirteci (Fermentas, Ingiltere)

Etanol (Merck, Almanya)

DyNAmo "™ Capillary SYBR Green Q-RT-PCR kiti (Finnzymes, Finlandiya)

3.2.3. Kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Agaroz (%2)

0,5 gr agaroz, 100 ml 0.5xTris baz EDTA (TBE) i¢cinde mikrodalga firinda
kaynatilarak eritildi.

Yiiksek ¢oziiniirlikli agaroz (%2)

0,5 gr yiiksek ¢oziintirliiklii agaroz 100 ml 0.5xTBE i¢inde mikrodalga firinda
kaynatilarak eritildi.

10xTBE

108 gr Tris baz, 55 gr Borik asit, 9.3 gr EDTA toplam hacim 1000 ml olacak
sekilde distile su i¢inde ¢oziildii.

0,5xTBE

50 ml 10x TBE tamponuna distile su eklenerek 1000 ml toplam hacime tamamlandi.
Etidium bromtir

Distile suda ¢oziilerek 10 mg/ml konsantrasyona ulasildi.
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3.2.4. Periferik kan ya da kemik ilig¢inden RNA eldesi

Hastalara ait periferik kan ya da kemik iligi 6rnekleri laboratuvara ulastiklar1 giin i¢inde
RNA eldesine alindilar. Bu islem i¢in High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Almanya)
kullanild1. izolasyon yapilacak olan tezgah ve kullanilacak santrifiijiin i¢i ¢amasir suyu ile
temizlendi, RNaz spreyi ile temizlik tamamlandi. Hastanin 16kosit sayisina bagli olarak
arttirtlip azaltilmak iizere yaklagik 500 pl tam kan ya da kemik iligi steril bir tiipe
alindiktan sonra tiistiine 1 ml “Red blood cell lysis buffer” eklendi. Tiip ¢alkalayicida 10
dakika oda sicakliginda karistirildiktan sonra 5 dakika 500xg’de santrifiij edildi. Olusan
kirmiz1 siipernatan dokiilerek beyaz pellete 1 ml “red blood cell lysis buffer” eklenerek 3
dakika 500xg’de santrifiij edildi. Kalan pellete 200 ul steril PBS eklendi ve karistirildi.
Uzerine 400 pl “lysis/binding buffer” eklendi. Her rnek igin filtre tiipii ve toplama tiipii
hazirlanarak Ornekler buraya aktarildi. 15 saniye 8000xg’de santrifiij edildikten sonra
stiziintli dokiildii ve filtre tlipii tizerine 90 pl “DNAse incubation buffer” ile 10 ul “DNAse
I” karistirilarak eklendi. Oda sicaklifinda 15 dakika bekletildikten sonra iizerine 500 ul
“wash buffer 17 eklenerek tekrar 15 saniye 8000xg’de santrifiij edildi. Uzerine sirasiyla
500 pl “wash buffer 2” ve 200 pl “wash buffer 2” eklenerek yikamalar tekrarlandi ve 2
dakika 14000-15000xg’de santrifiij edilerek soliisyonlar uzaklagtirildi. Filtre tlipli yeni bir
steril reaksiyon tlipiine alindi, lizerine 50-100 ul “elution buffer” eklenerek 1 dakika
8000xg’de santrifiij edildi. Elde edilen 50-100 pl RNA ornegi bekletilmeden cDNA

eldesine alindi.

3.2.5. RNA’dan cDNA eldesi

“Transcriptor reverse transcriptase” c¢cDNA eldesi kiti ile islem yapmadan 6nce RNA

denatiirasyonu yapildi. Tiip icerigi her 6rnek icin agsagidaki sekilde hazirlandi.

Icerik ul
Distile su 2
Random hexamer 1
RNA 10
Toplam hacim 13 ul
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Hazirlanmis 6rnek kitin 6ngordiigii sekilde 65°C’de 10 dakika denatiirasyona tabi tutuldu.

Ardindan asagidaki sekilde hazirlanmig karigimlar tiiplere eklendi.

Tiip no (icerik) pl
2 (RT bufter) 4.0
4 (ANTP mix) 2.0
1 (reverse transkriptase) 0.5
5 (RNase inhibitor) 0.5
Toplam hacim 7 ul

Termal cycler cihazinda kitin 6nerdigi programda (25°C’de 10 dakika, 50°C’de 60 dakika,

85°C’de 5 dakika) ters transkripsiyon islemi gerceklestirildi.

3.2.6. T315I mutasyonu tespiti icin PZR ve enzim kesimi

Olgularin takipleri sirasinda en az iki noktadaki 6rnekleri ABL kinaz bolgesindeki T3151

mutasyonu ag¢isindan arastirma igin segildi. Tk gruptaki olgulardan tan1 anindaki 6rnekleri

de caligsildi. Ikinci ve iigiincii gruptaki hastalardan ise tedavilerinin erken ve geg

donemlerinde iki ayr1 noktada bakilmasina dikkat edildi.

T3151 mutasyon durumunu degerlendirebilmek i¢in 412 baz ¢iftlik (b¢) ABL bolgesi PZR

ile ¢ogaltilarak Ddel enzimi ile spesifik kesim noktalarinin kaybi arastirildi. Kullanilan

ABL primerlerinin dizisi Tablo 3.1°de gosterilmistir (55).

Tablo 3.1. Calisilan genlerin primer dizileri ve {riin uzunluklart (ABL — 55, AHI-1 ve
GAPDH primerleri — 67).
Genler Primer dizileri Uriin uzunlugu
ABL F GAG GGC GTG TGG AAG AAATA 412 be
R GCT GTG TAG GTG TCC CCT GT
AHI-1 F GCC GAG ATA GCC CGG TTT ATC 76 bg
R TCA GTT CGG TGA ATG TAA ACT CC
GAPDH | F CCC ATC ACC ATC TTC CAG GAG 105 bg
R CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC
F: Forward, R: Reverse, b¢: baz cifti
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Olgularin ¢cDNA 0Orneklerinin konsantrasyonlart spektrofotometre cihazinda dlgiilerek
reaksiyona yaklagik 250 ng olacak sekilde sulandirilarak eklendi. Reaksiyonda DNA
polimeraz olarak DyNAzyme™ II Hot Start DNA Polimeraz (Finnzymes, Finlandiya)
kullanildi. Enzimle birlikte edinilen PZR tamponunda, 1x konsantrasyonda 2,5 mM
molaritede olacak sekilde magnezyum kloriir (MgCl,) bulunmaktaydi. PZR karigimi
asagidaki sekilde hazirlandi:

* PZR tamponu: 2.5 pul (1%)

* Primer F: 0.2 pl (1 uM)

* Primer R: 0.2 pl (1 pM)

* ANTP: 1 pl (0.5mM)

* Hot Start Tbr Polimeraz: 0.2 ul (0,4 U)

* Sulandirilmig cDNA 6rnegi: 5 pl (250 ng)

Son hacim steril distile su ile 20 pl’ye tamamlandi. Asagida verilen kosullarda PZR

cihazina koyuldu.

PZR kosullart:

94°C 12 dakika

94°C 30 saniye
57°C 30 saniye 35 siklus
72°C 30 saniye

72°C 5 dakika

Elde edilen PZR iiriinleri %2 agaroz jel elektroforezinde (90 voltta 50 dakika) ytiriitiilerek
kontrol edildi. Enzim kesimi i¢in alinacak PZR firiinii miktari, iirliniin jeldeki parlaklig
degerlendirilerek belirlendi (5-20 pl). PZR iirlinleri 5 U Dde 1 restriksiyon enzimi ile
37°C’de 8-16 saat kesildi. Dde I restriksiyon enziminin ABL ¢cDNA iiriiniindeki kesim
noktalar1 sekilde gosterilmistir (Sekil 3.1) (55).
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% 171 36, 55 116 34 pp
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412

Sekil 3.1: 412 baz ciftlik ABL1 cDNA PZR iirliniiniin Dde I restriksiyon haritasi

Oklar kesim noktalarini, yildiz (*) kriptik Dde 1 bdlgesini gostermektedir. Altta kesim tamamlandiginda
olusacak parcalarin uzunluklari gosterilmistir. bp: baz gifti (55).

Enzim kesimi sonrasinda tiriinler %2’lik yiiksek ¢oziiniirliiklii agaroz jel elektroforezinde
(90 voltta 2 saat) yiiriitiilerek kontrol edildi. Beklenen iirtinlerin uzunluklar1 Tablo 3.2’de

gosterilmistir.

Tablo 3.2. Dde 1 enzimi ile kesim sonrasi beklenen kesilmemis, yabanil tip ve mutant tip

urunlerin ve olasi ek bantlarin uzunluklari

Sonug Uriin boylari (bc)
Kesilmemis (uncut) 412
Yabanil tip 171 + 36
Mutant 207+ 171 + 36
Ek bantlar 116, 55

3.2.7. Q-RT-PCRile AHI-I ifadelenme analizi

Olgularin takipleri sirasinda T3151 mutasyonlar1 bakilan c¢cDNA o&rnekleri AHI-1
ifadelenme analizine alindi. Bu 6rnekler her hasta icin tedavileri sirasinda en az iki farkl
noktadan segilmisti. Ik gruptaki olgulardan tan1 anindaki 6rnekleri de galisild. ikinci ve
liclincli gruptaki hastalardan ise tedavilerinin erken ve ge¢ donemlerinde alinmis iki ayri
ornekte bakilmasina dikkat edildi. Olgularin cDNA 6rnekleri, her 6rnekten reaksiyona 100
ve 250 ng cDNA gelecek sekilde iki farkli diliisyonla, duplike olarak ¢alisildi.
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AHI-1 geninin ifadelenme analizinde goreli kantifikasyon yapabilmek i¢in referans gen
olarak gliseraldehit fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni segildi (67). Her iki genin primer

dizileri Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Q-RT-PCR i¢in DyNAmo™ Capillary SYBR Green Q-RT-PCR kiti (Finnzymes,
Finlandiya) kullanildi. Kitte hazir olarak bulunan ‘“2x Master Mix” igerisinde Tbr DNA
polimeraz, SYBR Green I, optimize PZR tamponu, 6 mM MgCl, ve dUTP igeren dANTP
karistmi bulunmaktaydi. AHI-1 ve GAPDH genleri i¢in Q-RT-PCR karisimlart kitin

Onerileri dogrultusunda asagidaki sekilde hazirlandi:

e 2x Master Mix: 10 pl (1x)

e Primer F: 0.06 ul (0.3 uM)

e Primer R: 0.06 pul (0.3 uM)

e Sulandirilmig cDNA 6rnegi: 5 pl (100 ng / 250 ng)

Son hacim steril distile su ile 20 pl’ye tamamlandi. Light Cycler cihazinda kullanilan

program Tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.3. Light Cycler cihazinda AHI-1 ve GAPDH genleri i¢in Q-RT-PCR programi

Basamak Islem Sicakhik Siire Artis (OC/s) Veri alimi

1. ik denatiirasyon| UNG inkiibasyonu  50°C 2 20 -
Ik denatiirasyon 95°C 10° 20 -

2. Amplifikasyon | Denatiirasyon 95°C 10> 20 -

(45 siklus) Baglanma 62°C 20" 20 -
Uzama 72°C 20 20 Tek

3. Erime egrisi Denatiirasyon 95°C 0 20 -
“Reannealing” 57°C 157 20 -
Denatiirasyon 98°C 0 0.1 Stirekli

4. Soguma Soguma 40°C 10> 20 -

UNG: Urasil N-glikozilaz
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Goreli kantifikasyon icin AHI-1 ve GAPDH genleri igin standart olusturma amaciyla normal
bir kontrolden elde edilen cDNA 06rnegi seri olarak sulandirilarak, her iki gen i¢in 5 farkh
diliisyonda duplike olarak Q-RT-PCR reaksiyonuna alindi. Her iki gen i¢in olusturulan

standart egrileri ve erime egrileri Sekil 3.2 ve 3.3’te gdsterilmistir.

Standartlar olusturulduktan sonra 6rnekler, her reaksiyonda normal bir kontrolden elde edilen
cDNA 06rnegi olan kalibrator ile beraber calisildi. Boylece, reaksiyon sonunda her 6rnek igin,
Light Cycler yazilimi tarafindan oncelikle hedef gen / referans gen “konsantrasyon oranmi”
hesaplandi; sonrasinda ise bu oran kalibratoriin konsantrasyon oranit sonucuna bdliinerek
normalizasyon yapildi ve “normalize oran” hesaplandi. Olgularin AHI-1 ifadelenme diizeyi

sonuclar1 olarak normalize oran kullanildi.
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Sekil 3.2. GAPDH geni icin 10 — 10™ diliisyonlarla olusturulan standartlar

Sol istte amplifikasyon egrileri, sol altta standart egrisi, sag lstte erime egrileri ve sag altta

erime egrisi analizine gore olusan erime pikleri goriilmektedir. NTC: No template control.
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Sekil 3.3. AHI geni igin 10 — 10 diliisyonlarla olusturulan standartlar
Sol istte amplifikasyon egrileri, sol altta standart egrisi, sag lstte erime egrileri ve sag altta
erime egrisi analizine gore olusan erime pikleri goriilmektedir. NTC: No template control.

3.2.8. lstatistiksel analiz

Verilerin SPSS 11.5 (Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL, ABD)

programi analizi ile yapildi (73). Gruplar arasinda fark olup olmadigini kontrol etmek igin

“One way ANOVA” testi kullanilarak %95 giiven diizeyinde sonuglar yorumlanda.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 38 olgunun cinsiyetleri, tan1 anindaki yaslari, tan1 anindaki hastalik
durumlar, takip siireleri, varsa karyotipleri, en son takiplerinde kullanilan tedavi
secenekleri ve T3151 mutasyon durumlar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir. Karyotipler ISCN
2005’e gore diizenlenmistir (74).
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Tablo 4.1. Olgularin demografik 6zellikleri, tan1 anindaki klinik durumlari, varsa karyotipleri, takip siireleri, en son takipte kullandiklar

tedavi ve T3151 mutasyonu durumlari

Olgu No Cinsiyet Tam Yasi Tamda Takip Siiresi Tamida karyotipi Kullamlan Tedavi T3151 Mutasyonu
Klinik (ay)
1 K 74 KF 61 46,XX,1(9;22)(q34;q1 1) IM-YD Negatif
2 E 31 KF 63 46,XY,1(9;22)(q34;q1 1)[11]/46,XY[10] Dasatinib Negatif
3 K 36 KF 63 46,XX,1(9;22)(q34;q1 1) Nilotinib Negatif
4 E 60 KF 59 46,XY,1(9;22)(q34;q11) Dasatinib Negatif
5 E 36 KF 60 46,XY,1(9;22)(q34;q1 1) ™M Negatif
6 K 55 KF 54 Yok Dasatinib Negatif
7 K 45 KF 56 46,XX,1(9;22)(q34;q1 1)[19)/46,XX[1] Nilotinib Negatif
8 E 54 KF 40 46,XY,1(9;22)(q34;q1 1)[18]/46,XY[2] Dasatinib Negatif
9 E 43 KF 45 46,XY,1(9;22)(q34;q1 1) Nilotinib Negatif
10 E 40 KF 14 46,XY,1(9;22)(q34q11)[1]/46,XY[4] Dasatinib Negatif
11 E 52 AF 38 46,XY,1(9;22)(q34q11) ™M Negatif
12 E 66 KF 31 Yok IM-YD Negatif
13 K 40 KF 13 46,XX,t(9;22)(q34q11) M Negatif
14 E 34 KF 23 Yok ™ Negatif
15 E 41 KF 26 Yok ™ Negatif
16 K 69 KF 21 Yok Dasatinib Negatif
17 E 70 KF 23 46,XY,der(3),der(5),der(8),t(9;22)(q34;11),der(16) Nilotinib Negatif
18 K 47 KF 21 46,XX,1(9;22)(q34;q1 1) ™M Negatif
19 E 25 KF 17 46,XY,1(9;22)(q34;q11) ™M Negatif
20 E 18 KF 15 Yok ™ Negatif
21 E 61 KF 29 Yok ™ Negatif
22 K 25 KF 30 46,XX,1(9;22)(q34;q11)[12]/46,XX[6] M Negatif
23 E 74 KF 16 46,XY,1(9;22)(q34;q1 1)[18]/46,XY[2] ™M Negatif
24 E 70 KF 53 Yok ™M Negatif
25 K 59 KF 52 Yok M Negatif
26 K 43 KF 17 Yok ™M Negatif
27 E 62 KF 40 46,XY,1(9;22)(q34;q1 1) M Negatif
28 E 48 KF 12 46,XY,1(9;22)(q34;q1 1) ™M Negatif
29 K 50 KF 22 46,XX,1(9;22)(q34;q1 1) M Negatif
30 K 71 KF 43 Yok Dasatinib Negatif
31 E 59 KF 57 Yok ™M Negatif
32 E 44 KF 17 46,XY,1(9;22)(q34;q11) ™M Negatif
33 E 18 KF 15 46,XY,1(9;22;13)(q34;q11;q10) M Negatif
34 E 57 BF 9 Yok IM-YD Pozitif
35 E 45 KF 7 46,XY,1(9;22)(q34;q1 1) ™M Negatif
36 E 22 KF 8 46,XY,1(9;22)(q34;q1 1) M Negatif
37 K 34 KF 0 46,XX,1(9;22)(q34;q1 1) ™M Negatif
38 E 17 KF 0 46,XY,1(9;22)(q34;q1 1) M Negatif

K: Kadin, E: Erkek, KF: Kronik faz, AF: Akselere faz, BF: Blastik faz, IM: imatinib, IM-YD: Yiiksek doz imatinib
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4.1. T3151 Mutasyonlan

T3151 mutasyonunun tedavinin dncesinde varolabilecegi gibi ilerleyen zamanlarda da ortaya
cikabilecegi bilindiginden (55) direncli olgular ve yeni tani olgularin yani sira BCR-ABL1
seviyeleri negatif seyreden olgularin da tedavilerinin farkli zamanlardaki 6rnekleri ¢alismaya
alinmisti. Calismaya dahil edilen 38 olgunun yalnizca 1’inde (Olgu No 34) T3151 mutasyonu
saptandi (%2.63). Bu olgunun blastik fazda bagsvurdugu ve AML tedavisi aldiktan sonra

.....

ornek jel fotografi Sekil 4.1°de goriilmektedir.

M1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10 11 12 13 14 U

-412

-207
-171

-116

Sekil 4.1: 14 6rnege ait T3151 PZR sonras1 enzim kesimlerinin %2’lik yiiksek ¢oziiniirlikli
agaroz jel elektroforezi goriintiisii

M: 50 b¢ DNA agirlik belirteci, 1-7 ve 9-14: T3151 mutasyonu saptanmayan ornekler, 8: T3151 mutasyonu
saptanan 34 no’lu olguya ait 6rnek.
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4.2. AHI-1 diizeyleri

AHI-1 diizeylerinin tedavisiz ve tedavi altindaki KML olgularinda degisip degismedigini
anlamak i¢in yeni tani alan olgulara ait 6rnekler (n=8) ve tedavi altindaki 6rnekler (n=75)
KML olmayan kontrol grubu (n=11) ile karsilastirildi. Buna gore; tedavi almamis yeni tani
KML olgularmin 6rneklerindeki AHI-1 diizeyleri, KML olmayan olgulardan diisiik olmakla
beraber, bu diisiis istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.599). Ancak, tedavi gérmiis olgularin
AHI-1 diizeyleri hem KML olmayan kontrol grubundan hem de yeni tam1 grubundan
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (sirasiyla p=0.047, 0.018) (Sekil 4.2).
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Kontrol grubuile karsilagtirma

Sekil 4.2. Kontrol grubu ile yeni tan1 ve tedavi altindaki KML hastalarinin AHI-1

diizeylerinin ortalamalari, baz1 konum 6lgiileri ve gruplardaki 6rnek sayilari
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KML olgularinin farkli zamanlarindaki 6rneklerinden yapilan AHI-1 ifadelenme analizi
sonuglart farkli gruplar arasinda incelendi. Imatinib tedavisinin 4AHI-1 ifadelenme
seviyelerine olan etkisini gorebilmek amaciyla o6ncelikle yalnizca imatinib tedavisi
altindaki 6rnekler (n=65), imatinib maruziyeti siirelerine gore siniflandirildi. Buna gore
olgular yeni tan1 (n=8), imatinib tedavisi altinda 0-6 ay (n=9), 7-12 ay (n=13), 13-18 ay
(n=7) ve 2 y1l ve sonras1 (n=28) olarak gruplandirild1 (Sekil 4.3).
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yeni tani 0-6 ay 7-12 ay 13-18 ay 2 yil ve ustu
Imatinib maruziyet siiresi

Sekil 4.3. Imatinib tedavi siirelerine gore AHI-1 ifadelenme diizeylerinin ortalamalari,

bazi konum o6l¢iileri ve gruplardaki 6rnek sayilari

Farkli olan gruplar1 belirlemek amaciyla yapilan analizlerde; 0-6 ay ve 7-12 ay
gruplarmin her ikisinin de, yeni tani grubunun diizeylerinden anlamli derecede yiiksek
oldugu gozlendi (sirastyla p=0.004, 0.006). Ayrica 0-6 ay grubunun diizeyleri 2 yil ve
sonrast grubunun diizeylerinden de anlamli derecede yiiksekti (p=0.047). Bu sekilde,
tedavi almadan once gorece diisiik seyreden diizeylerin imatinib tedavisi altinda ilk 6 ay

icinde arttig1, sonra giderek azaldig: grafikte gézlenmektedir (Sekil 4.3).
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Tanidan itibaren takipli olgularin AHI-1 diizeylerinin zamansal degisimini gorebilmek
amaciyla tan1 anindaki ve takip eden en fazla 18 ayda Ornekleri seri olarak calisilmig
olgularin 6rneklerinden ayr1 bir grup olusturuldu (n=25). Buna gore, yeni tani ile 6. ay ve
12. ay gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0.006 ve 0.041).
Sekil 4.4’te de goriilebilecegi gibi olgu bazinda da imatinib tedavisi ile ilk 6 ayda AHI-1

diizeylerinde artis g6zlenmekte, zaman iginde diizeyler azalmaktaydi.

AHI1 diizeyi

1| 046 1.00 1.91 133 149 075
ooy T T T L T
SR I I A N R

Yenitam  0-3 ay 6 ay 9 ay 1Zay

Imatinib maruziyet siiresi

Sekil 4.4. Imatinib tedavi siirelerine gdre tamdan itibaren takipli hastalarin AHI-I

ifadelenme diizeylerinin ortalamalari ve baz1 konum 6lgiileri
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AHI-1 seviyelerinin BCR-ABLI’in tedavi ile negatiflesmesi ile degisip degismediginin
anlagilabilmesi i¢in, drnekler baska bir siniflandirma ile tedaviye verilen cevap yoniinden
degerlendirildi. Buna gore; yeni tan1 / tedavisiz (n=8), 18 aydan kisa siiredir imatinib
kullananlar (IM<18ay, n=27), 18 aydan uzun siiredir imatinib kullanip, BCR-ABLI
seviyeleri negatif olanlar (IM>18ay cevap veren, n=18), 18 aydan uzun siiredir imatinib
kullanip, BCR-ABLI1 seviyeleri pozitif olanlar (IM>18 ay cevapsiz, n=15), dasatinib
kullananlar (Das, n=11) ve nilotinib kullananlar (Nil, n=4) gruplari olusturuldu. En diisiik
diizeyler yine yeni tan1 grubunda, en yiiksek diizeyler ise nilotinib grubunda gézlendi. Bu
analize gore imatinib tedavisine cevap verenlerle vermeyenler arasinda AHI-1 diizeyleri
acisindan fark yoktu (p=0.814). “IM<l18ay” grubunun AHI-I diizeyleri yeni tani
grubundan ve Dasatinib grubundan anlamli derecede daha yiiksek olarak gozlendi

(p=0.002 ve 0.003) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Kullanilan ilag ve tedavi yanitina gore AHI-1 ifadelenme diizeylerinin

ortalamalari, baz1 konum 6lgtileri ve gruplardaki 6rnek sayilari

IM: imatinib, Das: dasatinib, Nil: nilotinib
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Zamandan bagimsiz olarak kullanilan ilaglarin AHI-1 diizeylerine etkilerini anlamak
amaciyla, tedavisiz, imatinib, yiiksek doz imatinib, dasatinib ve nilotinib gruplar
olusturuldu. Buna gdre, yine standart doz imatinib tedavisi almig grubun 4HI-1 diizeyleri,
tedavi almamis yeni tani grubundan anlamli derecede fazlaydi (p=0.012). Dasatinib
grubunun ise diizeyleri yine standart doz imatinib grubundan disiiktii (p=0.026). Yiiksek

doz imatinib ya da nilotinib alan grubun ise degerleri farkli degildi (Sekil 4.6).
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Kullanilan ilaglar
Sekil 4.6. Kullanilan ilaca gére AHI-1 ifadelenme diizeylerinin ortalamalari, bazi konum

oOlgiileri ve gruplardaki 6rnek sayilari

IM: imatinib, Das: dasatinib, Nil: nilotinib

BCR-ABLI1 diizeyleri ile AHI-I1 ifadelenme diizeyleri arasinda iliski olup olmadigini
gorebilmek amaciyla tiim oOrneklerdeki BCR-ABLI ile AHI-1 diizeyleri arasindaki
korelasyona bakildi. Tiim ornekler gruplandirilmadan incelendiginde, BCR-ABLI ile
AHI-1 diizeyleri arasinda korelasyon saptanmadi (p=0.080). Tanidan itibaren takipli
hastalardan olusturulan grupta da BCR-ABLI ile AHI-1 diizeyleri arasinda anlamli
korelasyon saptanmadi (p=0.761).
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5. TARTISMA

BCR-ABLI fiizyon geninin kesfi, 16semilerin molekiiler genetiginin anlagilmasinda yeni
bir ¢ag baslatmis ve bu sayede KML, molekiiler patogenezine yonelik tedavi gelistirilen
ilk hastaliklardan olmustur. Ancak halen KML’nin gelisiminde BCR-ABL1’in baglatici
lezyon olup olmadig1 kesin olarak bilinememekte, KML hiicrelerinin tedavi siirecinde
direngle iligkili olabilecek yeni genetik olaylar1 olusturacak genomik instabilitesi
hakkinda kesin yargilara varilamamaktadir. Bazi olgularda direng gelisimi tek bir mutant
klonun gelisimine dayandirilabilirken, bazilarinda direncin nedeni belli degildir. Bu
olaylarda etkili oldugu diisiiniilen yolaklar ve bu yolaklardaki molekiiller, ifadelenme
diizeyleri ve etkilestikleri proteinler agisindan siklikla ¢alisilmaktadir. Molekiiler hedefe
yonelik yeni tedavi seceneklerinin ortaya c¢ikmasiyla tedavi yaniti ve/veya direnci ile

ilgili yeni molekiiller 6n plana ¢ikmaktadir (23).

Calismamizda periferik kan ya da kemik iligi 6rneginde; yapilan sitogenetik, molekiiler
sitogenetik ya da molekiiler yontemlerle t(9;22)(q34;q11) translokasyonu, Ph kromozomu
ya da BCR-ABLI flizyon transkripti gosterilerek KML tanist almis 38 olgu
degerlendirildi. Olgulardan 30’unun tanis1 sitogenetik ve/veya molekiiler sitogenetik
yontemlerle konulurken, diger 8 olgunun tani aninda molekiiler incelemesi de mevcuttu.
Olgularin 36’sinin kronik fazda (%94.74), birinin (Olgu No 11) akselere fazda (%2.63),
birinin (Olgu No 34) ise blastik fazda (%2.63) tan1 aldig1 6grenildi (Bkz Tablo 4.1).
Literatiire gore KML hastalarinin yaklasik %80 kadar1 kronik fazda tani almaktadir (12).
Bizim olgularimizda bu oranin daha yiiksek ¢ikmasi, akselere ya da blastik fazda tam
almig olgularin biiyiikk bir kisminin tedavinin erken donemlerinde kaybedilmesi, bu
nedenle uzun siireli takip yapilamadigi icin c¢alisma dis1 birakilmig olmasi ile

iliskilendirildi.

Tiim olgular arasindan tan1 aninda kromozom analizi bulunan 25 olgunun sonuglari
incelendiginde bir olguda (Olgu No 33) varyant Ph translokasyonu (%4), bir olguda
(Olgu No 17) ise kompleks karyotip (%4) gozlendi. 33 no’lu olguda gbzlenen varyant Ph

55



kromozomuna 13. kromozom katilmisti ve karyotipi 46,XY,t(9;22;13)(q34;q11;q10)
olarak belirlenmisti. Kompleks karyotip gozlenen 17 no’lu olguda ise 3, 5, 8 ve 16.
kromozomlar1 iceren ¢oklu yapisal anomaliler gozlenmisti. Diger 23 olguda klasik
t(9;22)(q34;q11) translokasyonu gozlendi (Bkz Tablo 4.1). Varyant translokasyonlarin
KML’de kotii prognostik etkisi bazi gruplar tarafindan bildirilmemekle beraber (27),
derivatif 9. kromozomda delesyon olmasi durumunda prognozun kotii etkilenebilecegi
sOylenmektedir (28). Bizim olgularimizda saptadigimiz varyant translokasyon orani (%4)
literatiirde bildirilen %2-10 sikligina uymaktadir (27). Kompleks karyotip ise ¢cok daha
nadir goriilmektedir ve KML’deki olumsuz etkisi, tiim 16semilerde oldugu gibi, 6zellikle
genomik instabiliteyi isaret etmesi agisindan bilinmektedir (32). Bizim kompleks
karyotipe sahip olan 17 no’lu olgumuz da, beklendigi gibi imatinib tedavisine ragmen
BCR-ABLI pozitifligini korumus ve bu nedenle bu olguda 18. aydan sonra nilotinib

tedavisine gecis yapilmstir.

Klonal evrim, KML hastalarinda takip edilmesi gereken sitogenetik olaylardan bir
digeridir (27, 30). Ortanca 24.5 ay takibi olan hasta grubumuz arasinda klonal evrim
gdzlenmemistir. Bu durum, ¢ogu hastada konvansiyonel sitogenetik analizin sadece tan
aninda degerlendirilmis olmast ile agiklanabilir. Klonal evrim &zellikle hastalik
progresyonu sirasinda ortaya ¢iktiginda kotii prognozla iliskili oldugundan, literatiirde
oOnerildigi gibi tam sitogenetik yanita ulagsana dek 6., 12. ve 18. aylarda ve tedavi
direncinden siiphelenildiginde sitogenetik inceleme yapilmasinin énemi vurgulanmalidir

(44, 46).

BCR genindeki farkli kirik noktalar1 farkl transkriptler ve bununla birlikte farkli fiizyon
proteinleri olusturur (34). KML’de en sik goriilen el3a2, el4a2 ve daha az siklikta
goriilen ela2 fiizyon transkriptleri, calismamizda Q-RT-PCR analizi sonuclarini
kullandigimiz ~ t(9;22) Quantification Kit (Roche Diagnostics, Almanya) ile
gosterilebilmektedir. Yontemimiz nadir fiizyon transkriptleri acisindan ayrim yapmakta
yetersiz kalmaktadir. Ancak, olgularimiz arasinda klinigi KML ile uyumlu oldugu halde,
BCR-ABLI transkriptini saptayamadigimiz olgu olmamasi, yontemimizin bu smirliligini
ortadan kaldirmaktadir. Ayn1 zamanda tiim olgularimizin bu en sik goriilen 3 fiizyon

tipinden birine sahip olmasi literatiirle yakin sonuglarimiz oldugunu gostermektedir.
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KML olgularinda molekiiler olarak BCR-ABLI transkript diizeyinin takibi tedaviye
yanitin en Onemli gostergesidir. Tanidaki diizeyi temel olarak kullanilarak, tam
sitogenetik yanita ulastiktan sonra 3 ayda bir degerlendirilmesi Onerilmektedir (44, 46,
59). Molekiiler yanita ulasilip ulasilmadigi bu diizeyler {izerinden belirlenmektedir.
Tanidaki diizeyinden 3 log azalmasi (45) ya da tam sitogenetik yanita ulastigindaki
diizeyinin 1 log altina diismesi major molekiiler yanit olarak degerlendirilmektedir (44).
IRIS ¢aligmasina gore, 12. aylarinda major molekiiler yanita ulagan hastalarin, imatinib
tedavisiyle 5 yil progresyonsuz sagkalima ulasma olasiliklart %100°diir (50).
Olgularimizin ~ molekiiler olarak BCR-ABLI transkript seviyelerinin takibi
laboratuvarimizda Q-RT-PCR analizinin rutin kullanioma girmesiyle baslamistir.
Dolayisiyla, ¢ogu olgumuzun (30 olgu, %78.94) tan1 anindaki BCR-ABLI transkript
diizeyi bilinmemektedir. Bunun yanisira, bazi olgularimizin molekiiler takipleri
hastaliklarinin ileri donemlerinde baglamistir. Sonuclara gore farkli tedavi seceneklerinin
degerlendirilmesi s6zkonusu oldugundan BCR-ABL1 diizeylerinin molekiiler yontemlerle

takibi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Caligmamizda kullandigimiz KML hasta grubunda hem tedavisiz, hem imatinib tedavisi
altinda tedaviye yanit gosteren, hem de diren¢ gelistigi diislinlilerek yiiksek doz
imatinib/dasatinib/nilotinib  tedavisine gecilmis hastalar mevcuttu. Bu nedenle,
halihazirda kullanimda olan {i¢ tirozin kinaz inhibitériine de direngle iliskili oldugu
bilinen ve direng mekanizmalar1 arasinda en sik rastlanan durum olan kinaz bolgesi
T3151 mutasyonu tarama igin secildi (56). PZR — enzim kesimi yontemi T315I
mutasyonu saptanmast i¢in 6zgiilliiglintin yiiksek oldugu gosterilmis; kolay uygulanabilir,
ancak mutant hiicre oran1 %10’un altina diistiiglinde mutasyonu saptayamadig1 gosterilen
bir yontemdir (75). Halihazirdaki mutasyon tarama yontemlerinin hemen bir ¢ogu halen
arastirilmakta, uygulanabilirlik ve o6zgiillik agisindan karsilagtirilmaktadir. Bildirilen
mutasyon sikliklar1 arasindaki belirgin farkliligin mutasyon tarama yoOntemlerinin
duyarliliklarinin farkli olmasindan kaynaklandigr bildirilmektedir (52). Son ¢alismalarda
ise sik goriilen mutasyonlarin yaninda nadir ya da bilinmeyen degisikliklerin

gosterilebilmesini saglamak icin dizi analizi onerilmektedir. Bu yontemle de duyarlilik
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%10 - %20 arasindadir, yani mutant klon belli bir oranin iizerinde varoldugunda

saptanabilmektedir (46, 52, 58).

Mutasyon taramasinin ne zaman yapilmasi gerektigi konusunda ise, 2008 yilinda
yayimlanmis bir derlemedeki goriislere gore, BCR-ABLI transkript seviyelerinde artis
goriillir gorlilmez muayene, tam kan sayimi, kemik iligi incelemesi ve karyotiplemeyi
takiben kinaz bolgesi mutasyonlarinin taranmasi Onerilmektedir (46). Mutasyonlarin
tedavi siirecinde akselere ve blastik fazlarda daha sik olmak {lizere, kronik fazda ortaya
cikabilecegi gibi, tan1 aninda da bulunabilecegi bilinmektedir (55). Caligmamizda 38
olguya ait, tedavilerinin farkli zamanlarinda alman 83 cDNA o6rnegi halihazirda
bulundugundan, diren¢ gelisen olgularin yanisira direng gelistirmemis ve heniiz
tedavisinin erken donemlerinde olan olgularin da en az iki 6rnegi T3151 mutasyonu
acisindan ¢alisildi. BOylece, mutasyon saptanan bir olguda mutasyonun ortaya cikis
zamanina dair bilgi edinilmesi amaglandi. Buna gore, tanidan itibaren takipli olgularin
tan1 anindaki ornekleri de dahil olmak tizere iki 6rnegi calisildi. BCR-ABLI seviyesi
negatif oldugu i¢in tedaviye cevap veriyor oldugu diisiiniilen olgularin da tedavinin erken
ve ge¢ donemlerinde olmak tizere iki 6rnegi ¢alisildi. Tedaviye cevap vermeyen olgularin
ise Ozellikle BCR-ABLI seviyeleri arttigi andaki ya da farkli ilaca gecildigi andaki
ornekleri calisildi. Ancak T3 151 mutasyonu sadece, bir olguda (Olgu No 34) saptandi
(%2.68) (Bkz Sekil 4.1). Kullanimdaki her {i¢ tirozin kinaz inhibitoriine de direngle
iliskisi gosterilen bu mutasyonun saptanmasi, olgunun kiiratif tek tedavi secenegi olan

allojeneik kok hiicre transplantasyonu i¢in uygun bir aday olabilecegini gostermektedir.

Hasta grubumuzda T3151 mutasyonu tespit oranimizin (%2.68), literatiirden diisiik (%15)
olmasi, kullanilan PZR — enzim kesimi yonteminin diisiik oranda mevcut mutant klonlar1
tespit duyarliliginin diisiik olmas1 ile aciklanabilir (56). Olgularin daha uzun siireli
takipleri yapildiginda siiphesiz ki T3151 mutasyonu saptanan hasta sayisi artacaktir.
Bunun yanisira, kinaz bolgesinde karsilasilabilecek 100 kadar farkli mutasyonun da
degerlendirilmesi gerekliligi 6ne c¢ikmaktadir. Bu durumda dizi analizi gibi farkli
mutasyon tarama yontemlerinin kullanilmasi tani olasiligini artiracaktir. Ayrica, yukarida
belirtildigi gibi, tedavi direnci uyarilar1 gosteren hastalarda, kinaz bdlgesi mutasyon

taramasinin yanisira, konvansiyonel sitogenetik inceleme ile klonal evrimin ya da olasi
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kompleks yeniden diizenlenmelerin arastirilmasi; molekiiler sitogenetik yontemlerle de
BCR-ABLI1 amplifikasyonunun ve/veya derivatif 9. kromozomun delesyonunun
arastirilmast  da  Onerilmektedir (44, 54). Mutasyon saptayamadigimiz direngli
olgularimizda bu mekanizmalardan biri direngten sorumlu olabilecegi gibi, ilag
farmakokinetigi de etkili olabilir. Bir diger mekanizma ise, molekiiler patogenezde de

etkisi bilinen SAK yolag: liyelerinin asir1 ifadelenmesi ve aktive olmasidir (40, 52, 57).

KML’de imatinib tedavisine diren¢ gelistiginde segilebilecek tedavi alternatifleri
arasinda, imatinib dozunun yiikseltilmesi, dasatinib ya da nilotinib tedavisine gecilmesi,
allojeneik kok hiicre transplantasyonu degerlendirmesi ve hastanin yeni ajanlarla
yapilacak klinik calismalara yonlendirilmesi bulunmaktadir. Tedavi degisikligi yalnizca
bariz diren¢ durumunda degil, suboptimal yanitta da degerlendirilebilir (59). Alternatif
tedavi se¢iminde kuskusuz diren¢ mekanizmasinin tipi 6nem kazanmaktadir.
Olgularimizda uzun siireli tedavi takibinde BCR-ABLI transkript diizeyleri yiikselen
hastalardan ti¢linde imatinib dozu arttirilmist: (Olgu No 1, 10, 12). Bu hastalardan birinde
daha sonra dasatinibe gecis yapildi (Olgu No 10). Dasatinibe gecis yapan hasta sayis1 7
idi (Olgu No 2, 4, 6, 8, 10, 16, 30). Dort hastada ise nilotinibe gecis yapildi (Olgu No 3,
7,9, 17) (Bkz Tablo 4.1). Grubumuzda allojeneik kok hiicre transplantasyonu planlanan
hasta olmamakla beraber, T315] mutasyonu saptadigimiz 34 no’lu olgu bu acidan

degerlendirilmektedir.

Molekiiler patogenezinin, tedavisinin ortaya ¢ikmasi ve gelistirilmesinde tarihsel 6énemi
oldugu KML hastaliginda hiicre icinde BCR-ABLI1 aktivasyonu ile baslayan ve onunla
birlikte ya da ondan bagimsiz olarak 16komogenezi tetikleyen sinyal iletim sistemleri ve
bu yolaklarin iiyeleri olan molekiiller, 6zellikle yeni tedavi hedefleri agisindan 6nemli
arastirma odaklar1 haline gelmistir. KML’de su anki hedef, tedaviye cevap vermeyecek
olgularin erken donemde tespit edilmesi ve hasta bazinda daha etkili alternatif tedavilerin
uygulamaya koyulmasidir (59). Bu dogrultuda c¢aligmamizda, KML hastalarina ait
orneklerde yaptigimiz ifadelenme analizi ile yeni bulunan bir gen olan AHI-1 geninin,

KML hastalarinda tedaviyle ya da tedaviye direngle iliskisi gosterilmeye calisilmastir.
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Hematopoetik sistemin onciil hiicrelerinde yiliksek oranlarda, olgun hiicrelerde ise daha
diisiik diizeylerde ifadelendigi gosterilen AHI-/ gen ifadelenmesinin yakin zamanda
KML hiicre dizilerinde belirgin deregiilasyonu saptanmistir (66). Ayni grubun takip eden
calismalarinda agir1 ifadelenme, baskilanma ve uyarilabilir model sistemleri kullanilmig
ve AHI-1 geninin biyolojik ve molekiiler fonksiyonlar1 tanimlanmaya ¢aligilmistir. Bu
calismalarda ilkel hematopoetik hiicrelerde AHI-1 asir1 ifadelenmesinin in vitro olarak
cogalma avantaji sagladigi, in vivo olarak l6semiyi indiikledigi, bu etkilerinin BCR-
ABL1 ile arttig1 bildirilmistir. Tedaviye cevap veren ve direng gosteren KML
hastalarindan saflastirilan hiicrelerde yapilan ¢alismalarda AHI-1’in BCR-ABLI1 iligkili
malign transformasyona biiyiime avantaji ve tirozin kinaz inhibitorlerine direng
saglayarak katkida bulundugu diisiiniilmiis ve bu etkisini JAK2-STATS sinyal yolagi

iizerinden gosterdigi 6ne stirlilmistiir (67).

Caligmamizda, 38 KML olgusuna ait tedavilerinin farkli zamanlarindaki periferik kan ya
da kemik iligi 6rneklerinden izole edilen total mRNA’dan sentezlenen cDNA ornekleri
kullanildi. Bu sekli ile calismamiz, AHI-1 geninin KML olgularinin ayrilmamis
orneklerinden elde edilen total mRNA iginde ifadelenmesinin incelendigi ve sonuglarin

ayn1 yontemle elde edilen kontrol grubu 6rnekleri ile karsilastirildigi ilk ¢aligmadir.

Tan1 aninda, hi¢ tedavi almamis olgulara ait 6rneklerde (n=8) AHI-1 diizeyi ortalamasi ile
KML olmayan kontroller (n=11) arasinda anlamli fark gosterilemedi (Bkz Sekil 4.2). Bu
sonucun tersine, daha dnce yapilan ¢alismada, AHI-1 ifadelenme diizeyinin KML’nin tiim
fazlarinda belirgin deregiilasyonu gosterilmisti (66). Bu farkli sonucun bir nedeninin,
hiicrelerin saflastirilmamis olmasi veya kontrollerdeki matiir hiicrelerin yiiksek endojen
AHI-1 seviyeleri olabilecegi diisiiniildii. Ayrica, in vitro ¢alismalarda hiicre diizeyinde
gosterilen bulgularin hasta o6rneklerinden elde edilen bulgularla farkli ¢ikmasi beklenen
bir durumdu. Bir bagka olas1 agiklama ise, toplumumuzdaki normal AHI-1 ifadelenme
diizeyleri bilinmiyor oldugundan, KML olmayan gruptaki diizeylerin ne kadar normali

yansittiginin kesin olarak sdylenememesi idi.

figing olarak, imatinib tedavisine baslandiktan 6-12 ay sonra AHI-1 ifadelenme

seviyelerinde belirgin artis gozlendi. Bu bulgunun, imatinib tedavisinin AHI-/
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ifadelenmesinin upregiilasyonuna neden oldugunu gosteriyor olmasi agisindan anlamli
olabilecegi diislintildii. AHI-1 ifadelenme diizeyini KML hiicrelerinde ilk kez calisan
grupla (Jiang ve arkadaslar1) yaptigimiz kisisel iletisimden alinan yaymlanmamis
bilgilerden, imatinib diren¢li hastalardan elde edilen hiicre dizilerinde yapilan in vitro
calismalarda da imatinib tedavisi ardindan AHI-1 upregiilasyonu goézlendigi 6grenildi.
AHI-1 gen ifadelenmesini KML hastalarinin 6rneklerinde, imatinib tedavi oncesi ve
sonrast degerlendiren ilk c¢alisma olmasi agisindan ¢alismamizin bu bulgularinin yol

gosterici olacag diisiiniilmektedir.

Ayni olgularda, tirozin kinaz inhibitorii tedavilerine verilen farkli yanitlarda AHI-1
diizeylerinde fark olup olmadig: arastirildi. 18 aydan uzun siiredir imatinib kullanmakta
olup tedaviye yanit veren (n=18) ve vermeyen (n=15) olgularin cDNA 6rnekleri arasinda
AHI-1 ifadelenme diizeyleri agisindan fark goézlenmedi. Yukarida bahsedilen gruptan
Zhou ve arkadaglarinin sonuglarina gore ise, imatinibe yanit veren (n=6) olgularin
ayristirilmis KML onciil hiicrelerindeki AHI-1 transkript seviyeleri, yanit vermeyen
(n=10) olgularmkine gore anlaml1 olarak yiiksek bulunmustu (67). Ornek saymmiz diger
gruptan fazla olmakla birlikte, hiicre ayrigtirmasi yapmamis olmamiz nedeniyle aradaki
farki gosterememis olabilecegimiz diisiiniildii. Ote yandan, sonuglarimz ayrilmamis
KML hasta 6rneklerindeki saptanabilir seviyeleri gosterdigi icin, tiim hiicreler agisindan

daha genel bir sonuca varilmasina yardime1 olabilecegi diisiintildii.

Farkli tedavi segenekleri agisindan oOrnekler karsilastirildiginda, dasatinib kullanilan
hastalarin 6rneklerinde (n=11) AHI-1 diizeylerinin anlamli derecede diisiik olmasi dikkati
cekti. Olgu sayimiz az olmakla birlikte, bu sonucun dasatinibin 4AHI-1 ifadelenmesini
azalttig1 yoniinde yorumlanabilecegini diisiindiik. Yukarida bahsedilen grubun yaptig: in
vitro deneylerde de, AHI-1 baskili hiicrelerin en c¢ok dasatinibe duyarli oldugu

bulgusunun (67) bu yorumumuzu destekledigini diistindiik.

KML olgularindaki AHI-1 ifadelenme seviyelerindeki artis ile orneklerdeki BCR-ABL1
transkript seviyelerindeki artis ve/veya azalis arasinda anlamli bir korelasyon
gosterilememis olmasi, AHI-1 upregiilasyonunu etkileyen mekanizmanin BCR-
ABL1’den bagimsiz olabilecegini diislindiirdii. Bu mekanizmanin, BCR-ABL1 iligkili

losemik transformasyonda etkili oldugu bilinen yolaklardan SAK yolagi oldugu
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diisliniilebilir. Bunun bir nedeni, SAK yolaginin KML’nin 16semik transformasyonunda
bagimsiz bir rolii oldugunun bilinmesidir (40). Ayrica, SAK yolag: {izerinde etkili bir
tirozin kinaz inhibitorii olan dasatinib kullanan olgularda buldugumuz diisik AHI-1
seviyeleri, SAK yolag: inhibe edildiginde AHI-1’in etkilendigini gdsteriyor olabilir.
Stiphesiz ki, tiim bu bulgular1 dogrulamak ve gecerliligini saglamak i¢in daha ¢ok sayida
olguyla yapilacak ¢alismalara ihtiyac vardir.

SAK yolaginin hastalik progresyonunun yanisira imatinib direncinde de rolii oldugu
diisiiniilmektedir (12). Ilaca direncli BCR-ABLI hiicrelerinde SAK yolag: iiyelerinden
Lyn molekiiliniin ifadelenmesinin baskilanmas1 ile hiicrelerin sagkaliminin ve
proliferasyonunun azaldigr goézlenmistir (76). Ayrica, yukarida bahsedilen gruptan
Kennah ve arkadaslarinin yakin zamanda yayinlanmig baska bir ¢alismasinda, kutanéz T-
hiicreli lenfoma hiicrelerinde AHI-1 aracili transformasyonda rol alan olasi genleri
belirleme calismasi yapilmis ve yine SAK yolagi liyelerinden HCK ve bir tiimor siipresor
gen olan BIN1 aday kooperatif genler olarak 6ne ¢ikmistir. Bu calismada da AHI-1’in
baskilandigr ya da ekspresyonunun artirildigi hiicrelerde HCK fosforilasyonunda ve
inhibitorii olan dasatinib molekiiliine verdigi cevapta degisimler gozlenmistir (77). Farkli
bir malignitede gosterilmis olmakla birlikte, bu bulgular da, A4HI-I’in KML
onkogenezinde ve ilag direncindeki etkilerini agiklayabilmek i¢in AHI-1 ile birlikte SAK

yolaginin tiyelerinin KML olgularinda ¢alisiimasi gerekliligini desteklemektedir.

KML hastalarinda farkli mekanizmalarla ortaya cikabilecek imatinib direnci nedeniyle,
giiniimiizde olguya ve direncin mekanizmasina spesifik olarak da secilebilecek degisik
tedavi secenekleri gelistirilmektedir. Calismamizin sonuglarindan yola ¢ikarak, bundan
sonraki deneylerde degisik tedaviler altindaki ¢ok sayida hasta Orneginde AHI-I
ekspresyonu calisilirken, ayn1 6rneklerde AHI-1 proteinin etkili oldugu bilinen yolaklar
arasindan JAK/STAT yolag1 ve 6zellikle SAK yolag iiyelerinin ifadelenme diizeylerine
bakilabilir. Boylece, KML’de 16semik transformasyon ve tedavi direncindeki yeri daha
iyi anlasilacak olan AHI-I genine ve bulundugu yolaklara yonelik tedavi gelistirilmesi
olanaklan tartigilabilir. Calismamiz, KML hastalarinin tedavi 6ncesi ve sonrasi degisik
zamanlardaki AHI-1 ifadelenme diizeyleri hakkinda anlamli bilgiler vermesi agisindan bu

yondeki gelecek ¢alismalara da rehber olacaktir.
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6. SONUCLAR

v' Caligmamizda KML olgularinda AHI-1 ifadelenme diizeylerinde imatinib

tedavisiyle belirgin artis gozlenmistir.

v' Dasatinib tedavisi altindaki olgularin 4HI-1 ifadelenme diizeylerinin, diger tedavi

gruplarindan daha diisiik oldugu gbézlenmistir.

v" Olgularin BCR-ABLI transkript diizeylerindeki degisim ile AHI-1 ifadelenme
diizeylerindeki degisim arasinda anlamli iliski gosterilememis ve AHI-1
seviyelerinde tedaviyle birlikte goriilen artisin  BCR-ABL1’den bagimsiz

mekanizmalarla olabilecegi diigtiniilm{istiir.

v' Calismamizda olgu sayisinin azligi kisithilik kabul edilerek, farkli tedaviler
altindaki daha fazla sayida hastada AHI-I geninin ifadelenme diizeylerinin

degerlendirmesi onerilmektedir.

v" Bunlara ek olarak, 4HI-1 geninin etkili oldugu bilinen yolaklardan JAK/STAT
yolagt ve SAK vyolag: iiyelerinin de ifadelenme agisindan calisilmast da

Onerilmektedir.
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8. EKLER

EK 1. Goniillii Denek Bilgilendirme Formu Ornekleri
Kronik myeloid 16semi tanisi almis bireyler i¢in bilgilendirme ve onay formu

Kronik myeloid 16semi hastaligi olan ve tedavi sirasinda BCR-ABL fiizyon {iriinii negatif

seyreden bireyler i¢in bilgilendirme ve onay formu

Kronik myeloid 16semi hastalig1 olan ve tedavi sirasinda BCR-ABL fiizyon {irlinii pozitif

seyreden bireyler i¢in bilgilendirme ve onay formu

Lokosit sayist normal, kronik myeloid 16semi hastaligi olmadigi bilinen bireyler icin

bilgilendirme ve onay formu
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GONULLU DENEK BILGILENDIRME VE ONAY FORMU

Kronik myeloid I16semi olgularinda tedaviye gelisen direng ile ilgili AHI1 gen
ifadelenmesi ve T315] mutasyonu arasindaki iliskinin arastiriimasi
Saptanacak bulgularin hastaligin takip ve tedavisini yénlendirecek bigimde

Arastirmanin konusu

Arastirmanin amaci

kullaniimasi
Arastirmaya katilma suresi : Hastalik nedeniyle takip sirasinda bir kez
Aragtirmaya katilacak yaklasik gonlllu sayisi : 10 Kronik myeloid I16semi tanisi almis birey

Hematoloji bolimiinde yapilan muayene ve tetkikler sonrasinda kronik myeloid I6semi hastasi oldugunuz ve
bu hastalik sebebiyle takip edilmeniz gerektidi belirlenmistir. Tedavinizi takip amaciyla sizden rutin olarak
belli araliklarla kan ya da kemik ili§i drnekleri alinacaktir. Bu galismada sizden takip amacli alinan érneklerin
sonuglari kullanilacaktir. Ayrica su andaki durumunuzu degerlendirmek igin sizden 4 ml kan alinip cDNA
eldesi yapilarak ilag direnci ile iliskili bir genetik degisikligin sizde olup olmadidi arastirilacaktir. Ayni cDNA
orneginden ilag direncine etkisi oldugu disinulen bir genin ifadelenmesine bakilacaktir. Bu iglemler igin
sizden herhangi bir Ucret talep edilmeyecek ve rutin takipleriniz etkilenmeyecektir.

Bu bilgiler 1s1ginda,

U Biyolojik materyallerimin bu galisma igin kullaniimasina izin veriyorum.

U Biyolojik materyallerimin bu galisma ve bundan sonraki ¢alismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

U Biyolojik materyallerimin bu galisma disindaki bagka galismalar igin kullaniimasina izin vermiyorum.
Yukaridaki, arastirmadan once goniilliiye verilmesi gereken bilgileri igeren metni okudum. Bana,
tanik huzurunda, asagida konusu belirtilen arastirmayla ilgili yazii ve sozlii agiklama yapildi.
Arastirmaya goniillii olarak katildigimi ve katilmama hakkimin oldugunu, arastirma basladiktan sonra
devam etmeyi istememe hakkina sahip oldugum gibi, kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci
tarafindan arastirma digi birakilabilecegimi biliyorum. Bu kosullarda s6z konusu arastirmaya, higbir
baski ve zorlama olmaksizin, kendi rizam ile katilmayi kabul ediyorum.

GONULLU

Adi Soyad: Telefon o (0 )
Adresi: Faks o (0 )
Bilgi verebilecek kisi: imza

VELI ,VASI VEYA VEKIL

Adi Soyad: Telefon o (0 )
Adresi: Faks o (0 )
Yakinhigi: imza

ARASTIRMACI

Adi Soyad: Telefon o (0 )
Adresi: Faks o (0 )
GEREKTIGINDE GONULLU VEYA YAKINININ BILGI ICIN BASVURABILECEGI KISI

Adi Soyad: Telefon > (0 )
Adresi: Faks (0 )
TANIK

AdiI Soyadi: Telefon (0 )
Gorevi: Faks o (0 )
Adresi: Imza

TANIK

Adi Soyadi: Telefon (0 )
Gorevi: Faks o (0 )
Adresi: imza

Not. Bu belge dért 6rnek halinde hazirlanacak birer 6rnek arastirmaci, géniillii, tanik ve kurum tarafindan
saklanacaktir.
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GONULLU DENEK BILGILENDIRME VE ONAY FORMU

Kronik myeloid I16semi olgularinda tedaviye gelisen direng ile ilgili AHI1 gen
ifadelenmesi ve T315] mutasyonu arasindaki iliskinin arastiriimasi
Saptanacak bulgularin hastaligin takip ve tedavisini yénlendirecek bigimde
kullaniimasi

Arastirmaya katilma suresi : Hastalik nedeniyle takip sirasinda bir kez

10 Kronik myeloid l6semi hastaligi olan ve tedavi
sirasinda BCR-ABL flizyon (rlini negatif seyreden birey

Arastirmanin konusu

Arastirmanin amaci

Arastirmaya katilacak yaklasik gonlllu sayisi

Hematoloji béliminde kronik myeloid I6semi hastasi olarak takip edilmektesiniz. Tedavinizi takip amaciyla
sizden belli araliklarla kan ya da kemik iligi érnekleri alinmaktadir. Onceki tetkikler sonucu elde edilen
bilgilerinize gore tedaviye cevabi gésteren deg@erleriniz negatif seyretmektedir. Bu ¢alismada sizden takip
amagcl alinan érneklerin dnceki sonuglari kullanilacaktir. Ayrica su andaki durumunuzu degerlendirmek igin
sizden 4 ml kan alinip cDNA eldesi yapilarak ilag direnci ile iliskili bir genetik degisikligin sizde olup olmadigi
arastirilacaktir. Ayni cDNA 6rneginden ilag direncine etkisi oldugu diislinilen bir genin ifadelenmesine de
bakilacaktir. Bu islemler icin sizden herhangi bir Ulcret talep edilmeyecek ve rutin takipleriniz
etkilenmeyecektir.

Bu bilgiler 1s1ginda,

U Biyolojik materyallerimin bu ¢alisma i¢in kullaniimasina izin veriyorum.

U Biyolojik materyallerimin bu galisma ve bundan sonraki galismalarda kullaniimasina izin veriyorum.

O Biyolojik materyallerimin bu galisma disindaki bagka galismalar igin kullanilmasina izin vermiyorum.
Yukaridaki, arastirmadan once goniilliiye verilmesi gereken bilgileri igeren metni okudum. Bana,
tanik huzurunda, asagida konusu belirtilen arastirmayla ilgili yazii ve sozlii agiklama yapildi.
Arastirmaya goniillii olarak katildigimi ve katilmama hakkimin oldugunu, arastirma basladiktan sonra
devam etmeyi istememe hakkina sahip oldugum gibi, kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci
tarafindan arastirma digi birakilabilecegimi biliyorum. Bu kosullarda s6z konusu arastirmaya, higbir
baski ve zorlama olmaksizin, kendi rizam ile katilmayi kabul ediyorum.

GONULLU

Adi Soyad: Telefon o (0 )
Adresi: Faks o (0 )
Bilgi verebilecek kisi: imza

VELI ,VASI VEYA VEKIL

Adi Soyad: Telefon o (0 )
Adresi: Faks o (0 )
Yakinhigi: imza

ARASTIRMACI

Adi Soyadi: Telefon > (0 )
Adresi: Faks o (0 )
GEREKTIGINDE GONULLU VEYA YAKINININ BILGI ICIN BASVURABILECEGI KISI

Adi Soyadi: Telefon > (0 )
Adresi: Faks (0 )
TANIK

Adi Soyad: Telefon (0 )
Gorevi: Faks o (0 )
Adresi: Imza

TANIK

Adi Soyad: Telefon o (0 )
Gorevi: Faks o (0 )
Adresi: imza

Not. Bu belge dért 6rnek halinde hazirlanacak birer 6rnek arastirmaci, génlillii, tanik ve kurum tarafindan
saklanacaktir.
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GONULLU DENEK BILGILENDIRME VE ONAY FORMU

Kronik myeloid 16semi olgularinda tedaviye gelisen direng ile ilgili AHI1 gen
ifadelenmesi ve T315] mutasyonu arasindaki iliskinin arastiriimasi

Saptanacak bulgularin hastaligin takip ve tedavisini yonlendirecek bigimde
kullaniimasi

Arastirmaya katilma suresi : Hastalik nedeniyle takip sirasinda bir kez

20 Kronik myeloid I6semi hastaligi olan ve tedavi
sirasinda BCR-ABL flizyon (rlini pozitif seyreden birey

Arastirmanin konusu

Arastirmanin amaci

Arastirmaya katilacak yaklasik gonlllu sayisi

Hematoloji béliminde kronik myeloid I6semi hastasi olarak takip edilmektesiniz. Tedaviyi takip amaciyla
sizden belli araliklarla kan ya da kemik iligi érnekleri alinmaktadir. Onceki tetkikler sonucu elde edilen
bilgilerinize gore tedaviye yanitiniz diren¢ kazanmistir. Bu ¢alismada sizden takip amagli alinan érneklerin
onceki sonuglari kullanilacaktir. Ayrica su andaki durumunuzu degerlendirmek igin sizden 4 ml kan alinip
cDNA eldesi yapilarak ilag direnci ile iliskili bir genetik degisikligin sizde olup olmadidi arastirilacaktir. Ayni
cDNA 6rneginden ilag direncine etkisi oldugu diisiindlen bir genin ifadelenmesine bakilacaktir. Bu islemler
icin sizden herhangi bir Ucret talep edilimeyecek ve rutin takipleriniz etkilenmeyecektir.

Bu bilgiler 1s1ginda,

U Biyolojik materyallerimin bu galisma igin kullaniimasina izin veriyorum.

U Biyolojik materyallerimin bu ¢alisma ve bundan sonraki ¢alismalarda kullaniimasina izin veriyorum.

U Biyolojik materyallerimin bu galisma disindaki baska galismalar igin kullaniimasina izin vermiyorum.
Yukaridaki, arastirmadan once goniilliye verilmesi gereken bilgileri igeren metni okudum. Bana,
tanik huzurunda, asagida konusu belirtilen arastirmayla ilgili yazii ve sozlii agiklama yapildi.
Arastirmaya goniillii olarak katildigimi ve katilmama hakkimin oldugunu, arastirma basladiktan sonra
devam etmeyi istememe hakkina sahip oldugum gibi, kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci
tarafindan arastirma digi birakilabilecegimi biliyorum. Bu kosullarda s6z konusu arastirmaya, higbir
baski ve zorlama olmaksizin, kendi rizam ile katilmayi kabul ediyorum.

GONULLU

Adi Soyad: Telefon o (0 )
Adresi: Faks o (0 )
Bilgi verebilecek kisi: imza

VELI ,VASI VEYA VEKIL

Adi Soyad: Telefon o (0 )
Adresi: Faks o (0 )
Yakinhigi: imza

ARASTIRMACI

Adi Soyad: Telefon o (0 )
Adresi: Faks o (0 )
GEREKTIGINDE GONULLU VEYA YAKINININ BILGI ICIN BASVURABILECEGI KISI

Adi Soyadi: Telefon > (0 )
Adresi: Faks (0 )
TANIK

AdiI Soyadi: Telefon (0 )
Gorevi: Faks o (0 )
Adresi: Imza

TANIK

Adi Soyadi: Telefon (0 )
Gorevi: Faks o (0 )
Adresi: imza

Not. Bu belge dért 6rnek halinde hazirlanacak birer 6rnek arastirmaci, géniillii, tanik ve kurum tarafindan
saklanacaktir.
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GONULLU DENEK BILGILENDIRME VE ONAY FORMU

Kronik myeloid I16semi olgularinda tedaviye gelisen direng ile ilgili AHI1 gen
ifadelenmesi ve T315] mutasyonu arasindaki iliskinin arastiriimasi
Saptanacak bulgularin hastaligin takip ve tedavisini yénlendirecek bigimde

Arastirmanin konusu

Arastirmanin amaci

kullaniimasi
Arastirmaya katilma suresi : Hastalik nedeniyle takip sirasinda bir kez
Arastirmaya katilacak yaklasik gondlli sayisi ;i?el;kosn sayisi normal, kronik myeloid Iosemi olmayan

Kronik myeloid I6semi olgularinda tedavide kullanilan ilaglara direng gelisiminden sorumlu mekanizmalardan
biri hakkinda yaptigimiz arastirmaya I0kosit sayisi normal ve KML olmadigdi bilinen kontrol grubu olarak
katilmaktasiniz. Sizden 4 ml kan alinip cDNA eldesi yapilarak kronik myeloid 16semi hastalarinda ilag
direncine etkisi oldugu dusindlen bir genin ifadelenmesine bakilacaktir. Bu islemler igin sizden herhangi bir
Ucret talep edilmeyecek ve rutin takipleriniz etkilenmeyecektir.

Bu bilgiler 1s1ginda,

U Biyolojik materyallerimin bu galisma igin kullaniimasina izin veriyorum.

U Biyolojik materyallerimin bu galisma ve bundan sonraki ¢alismalarda kullaniimasina izin veriyorum.

U Biyolojik materyallerimin bu galisma disindaki baska galismalar igin kullaniimasina izin vermiyorum.
Yukandaki, arastirmadan 6nce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri iceren metni okudum. Bana,
tanik huzurunda, asagida konusu belirtilen arastirmayla ilgili yazii ve sozlii agiklama yapildi.
Arastirmaya goniillii olarak katildigimi ve katilmama hakkimin oldugunu, arastirma basladiktan sonra
devam etmeyi istememe hakkina sahip oldugum gibi, kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci
tarafindan arastirma digi birakilabilecegimi biliyorum. Bu kosullarda s6z konusu arastirmaya, higbir
baski ve zorlama olmaksizin, kendi rizam ile katilmayi kabul ediyorum.

GONULLU

Adi Soyad: Telefon (0 )
Adresi: Faks o (0 )
Bilgi verebilecek kisi: imza

VELI ,VASI VEYA VEKIL

Adi Soyad: Telefon (0 )
Adresi: Faks o (0 )
Yakinhigi: imza

ARASTIRMACI

Adi Soyadi: Telefon (0 )
Adresi: Faks o (0 )
GEREKTIGINDE GONULLU VEYA YAKINININ BILGI ICIN BASVURABILECEGI KIS

Adi Soyad: Telefon o (0 )
Adresi: Faks (0 )
TANIK

Adi Soyadi: Telefon (0 )
Gorevi: Faks o (0 )
Adresi: Imza

TANIK

Adi Soyadi: Telefon (0 )
Gorevi: Faks o (0 )
Adresi: imza

Not. Bu belge dért 6rnek halinde hazirlanacak birer 6rnek arastirmaci, génlillii, tanik ve kurum tarafindan
saklanacaktir.
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