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OZET
IMATINIB TEDAVISi ALAN KRONIK MYELOSITER LOSEMi HASTALARDA
T315l, F317L, E255K ve Y253H BCR-ABL GEN MUTASYONLARININ ONEMI
Dr.Cem Kis
Uzmanlik Tezi, i¢c Hastaliklari Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Mustafa Pehlivan
Eylil 2008, 56 sayfa

Kronik Myelositer Lésemi (KML); Philadelphia translokasyonunun t (9;22)
(g34;911) varhgi ile karakterize BCR ve ABL genlerinin flizyonu ile sonuglanan
malign hemotopoetik bir kk hiicre hastaligidir. KML’de imatinib tedavisi etkin bir
tedavi olmasina karsin, hastalarda g6zlenen en énemli sorun birincil ve zamanla
kazanilmis direngtir.

Bu calismada 2 merkezde 2000-2008 tarihleri arasinda izlenen 54 kronik faz
KML hastasinda; literatirde ABL geninde en sik gbzlenen (imatinib baglanma
bdlgesinde bulunan) T315l, F317L ve Y253H ve genin P-loop fosfat baglanma
bdlgesinde bulunan E255K mutasyonlari Allel Spesifik Oligonikleotit-Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (ASO-PCR) ile taranmis ve mutasyon dogrulamalari SSCP
yontemi ile yapilmistir. Belirlenen mutasyonlar klinik verilerle degerlendirilmigtir.

Hastalarin 12’si erkek, 42’si kadin olup medyan yas 44.5 (19-78)’dur. Tanida
Sokol risk siniflamasina gére; hastalarin 12’si (%22.2) disuik riskli, 26’s1 (% 48.1)
orta riskli ve 16’s1 (%29.6) ylUksek riskli gruptadir. Medyan imatinib kullanim siresi
1.8 (0.3-7) yidir. imatinio tedavi yaniti degerlendirildiginde; hastalarin 24’0
(%44.4) optimal yanith, 10°’u (%18.5) suboptimal yanitli 20’si (%37) ise yanitsiz
olarak degerlendirilmigtir. Medyan total ve progresyonsuz yasam sirelerine henliz
ulasiimamis olup, 7 yilda beklenen total sagkalim %96, progresyonsuz sagkalim
%80 bulunmustur. Taranan mutasyonlar hastalarin 18’inde (%33.3) belirlenmis
olup sirast ile T3151 11 (20.3) ve F317L 9 (%16.6) hastada saptanirken,Y253H ve
E255K mutasyonlari bulunmamistir. Mutasyon belirlenen hastalarin 2 (%3.7)’sinde
T3151 ve F317L mutasyonu birlikteligi saptanmistir. Yanitsiz hastalarin %60’in da
mutasyon saptanmistir (p=0.004). Mutasyon saptanan hastalarda 7 yillik PFS %62
mutasyon saptanmayanlarda ise % 90 olarak bulunmustur (p=0.041). T315I
mutasyonu saptanan hastalar AKiT’e yénlendirilirken F317L mutasyonu olanlar da
nilotinib veya dasatinib tedavisine gecilmigtir.

Optimal tedavi seklinin belirlenmesi agisindan; KML hastalarinda direng erken
dénemde tanimlanmali, mutasyon tipi belirlenerek mutasyona gdére rasyonel tedavi
sekli planlanmalidir.

Anahtar Kelimeler: Kronik Myeloid Lésemi, BCR-ABL Nokta Mutasyonu, imatinib

Bu calisma Gaziantep Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklenmistir.
Proje no TF 08.01
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ABSTRARCT
THE IMPORTANCE OF T315l, F317L, E255K AND Y253H BCR-ABL GENE
MUTATIONS IN THE PATIENTS OF CHRONIC MYELOID LEUKEMIA WHO
TREATED BY IMATINIB.
Dr.Cem Kis
Residency Thesis, Department of Internal Medicine
Supervisor. Assoc. Prof. MD. Mustafa Pehlivan
September 2008, 56 pages

Chronic Myeloid Leukemia (CML); is a Malign Hemotopoetic stem cell disease
which concluded by the fusions of BCR and ABL genes. It is characterized by the
existence of the Philedelphia translocations t (9;22) (gq34;q11). In spite of Imatinib
is an effective treatment for CML, the important problem that is seen by at the
patients is primary and secondary resistance.

In this study, the 54 chronic phase CML patients observed in two centre
between 2000-2008, mostly observed (in the place of imatinib connection) T315I,
F317L, Y253H mutations in ABL gene and E255K mutation observed in the gene’s
connection place of P-loop phosphate are scanned by the method of allel specific
oligonikleotit-polimeraz chain reaction (ASO-PCR) and proved by the SSCP
method.

12 of patients are men and 42 of patients are women and the median age of
the patients are 44.5 (19-78). According to the Sokol classification in diagnosis; 12
of patients (22.2%) are low risky, 26 of them (48.1%) are middle risky and 16 of
them (29.6%) are in high risky group. Median imatinib usage time is 1.8 (0.3-7)
year. When imatinib treatment response is evaluated; the 24 (%44.4) of the
patients are optimal response, 10 (18.5%) of the patients are suboptimal response
and 20 (37%) of them have resistance.

Median overall survival (OS) and progression free survival (PFS) can not be
obtained yet. Expected values in 7 years are found as 96% for OS and 80% for
PFS. Scanned mutations are observed in 18 (33.3%) of the patients. Despite
T315l is observed in 11 (20.3%) and F317L is in 9 (16.6%) patients, Y253H and
E255K mutations did not observe. In 2 (3.7%) of the mutation determined patients,
T3151 and F317L mutations are observed together. Mutations are determined in
60% of the resistance patients (p=0.004). 7 years PFS is found as 62% in mutation
determined patients and 90% in mutation undetermined patients (p=0.041). While
T3151 mutation observed patients guided to AKIT, F317L mutation observed
patients are started to nilotinib and dasatinib treatment.

To determine the optimal treatment type; resistance should be identified in
early stages in CML patients, rational treatment type should be planned according
to the determined mutation type.

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia, BCR-ABL Nokta Mutasyonu, Imatinib

This study is supported by the Gaziantep University Research Fund (TF 08.01).
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1.GIRIS VE AMAC

Kronik myelositer I6semi (KML) tek bir pluripotent kdk hidcrenin malign
transformasyonu ile meydana gelen klonal bir hastaliktir. imatinib 1998'den itibaren
cesitli faz | ve faz Il caligmaya konu olmus, interferon (INF) direngli kronik faz KML
olgulari yaninda akselere veya blastik fazdaki olgularda da etkisi ve guvenilirligi
gosterilmis ve ilk tedavi araci olarak kullanilma girmistir. imatinib Abelson (Abl)-
6zgl tirozin kinazi inhibe eden ve signal transduction inhibitér olarak da bilinen bir
2-phenyl-aminopyrimidine tdrevidir. Ayrica trombosit kaynakh blyime faktérl
reseptoril ve kok hicre faktdriini de inhibe eder (1). imitanib kullaniminda
g6zlenen en dnemli sorun birincil veya akkiz direngtir. Birincil direng 3. ayda tam
hematolojik yanit (THY) ve 6. ayda major sitogenetik yanit (MSY) veya 12. ayda
tam sitogenetik yanit (TSY) elde edilememesi olarak tanimlanir (2). Kazaniimis
direng ise elde edilen hematolojik, sitogenetik veya molekller yanitin
kaybolmasidir (3). imatinib esas olarak Adenozin Trifosfat (CABL-ATP) baglanma
bdlgesinin bir inhibitéridir. Bu nedenle Breakpoint Cluster Region (BCR)-ABL
kinaz bélgesinde mutasyonlar imatinib baglanmasini engeller. BCR-ABL’de kinaz
bdlgesi mutasyonlari kazaniimig imatinib direnci olan hastalarin %30-90’ninda
gorilir (4). imatinib direngli KML vakalarinda ABL nokta mutasyonlarinin gelismesi
yeni tirozin kinaz inhibitdrlerinin gelistirilmesine yol agmistir. imatinib direnci olan
KML hastalarinda BCL nokta mutasyonlarinin sikligi sirasiyla: T3151 %15, Y253H
%5, E255K %15, F317L %3 oarak bildiriimektedir. T315] mutasyonunda yeni
tirozin kinaz inhibitorleri tedavide etkili degildir. Bu mutasyonda allogenik kdk hlcre
transplantt  6nerilmektedir. Y253H, E255K mutasyonlarinda dasatinib’in
nilotinib'den daha etkili, F317L/V mutasyonunda nilotinib’in dasatinib'den daha etkili
oldugu bildirilmektedir (5). Tarkiye'de ilk defa yapilacak olan bu ¢alismada imatinib
tedavisi géren KML hastalarinda literatirde en sik gbzlenen imatinib baglanma
bblgesinde bulunan T315l, F317L ve Y253H, P-loop fosfat baglanma bdélgesinde
bulunan E255K mutasyonlari allel spesifik oligonUkleotit-polimeraz  zincir



reaksiyonu (ASO-PCR) ile taranmasi amagclanmistir (6). Diren¢ sikligi KML’nin
evresine baglidir ve imatinib direncinin hematolojik-sitogenetik-molekuller direngin
olmas! tedavi planini etkilemektedir. Bunun icin diren¢ erken ddénemde de

tanimlanmali ve hastalarda elde edilecek sonugclar ile akilci tedaviyi planlanmalidir.



2.GENEL BILGILER

2.1. TANIM

KML anormal hemopoetik kdk hicreden kaynaklanip miyeloid, eritroid,
monositer, megakaryositer serileri etkileyen klonal myeloproliferatif bir hastaliktir
(7). Kemik iliginde myeloid serinin asiri proliferasyonu, periferik kanda olgun
myeloid serinin artigina bagl |6kositoz ve splenomegali ile karakterizedir.
Karakteristik olarak KML bifazik veya trifazik olup ¢ogu hasta kronik fazda
basvurmaktadir. Bu faz 3-6 yil sirmekte ve hastalik dogal seyri sonucunda daha
ilerlemis fazlar olan akselere veya blastik faza ilerlemektedir. KML, myeloproliferatif
hastaliklar grubu icinde siniflandirilir. Diger myeloproliferatif hastaliklar polisitemia
vera, myelofibrozis ve esansiyel trombositemi’dir (8).

2.2. ETYOLOJi VE EPIDEMiYOLOJI

KML tim I6semilerin %20’sini olusturur. Yillik insidansi 1/100.000’dir.Hastalk
erkeklerde kadinlara oranla biraz daha siktir. En sik yasamin 5.ve 6. dekatlarinda
gorular. Kaguk coguklarda KML hizli seyreder ve Philadelphia kromozomu (Ph)
negatifdir (Juvenil KML). etyolojisi bilinmemektedir. Vakalarin gogunda predispozan
bir neden saptanmaz (9).

2.3. PATOGENEZ

Nowell ve Hungerford, 1960 yilinda, KML hastalarinda G-grubu kromozom
anormalligini tanimlamislardir (10). Bu yeni belirleyici kesfedildigi sehrin onuruna
Ph olarak adlandiriimistir. Sonraki yillarda kromozom bandlama ydéntemi ile Ph
kromozomunun 9. ve 22. kromozom arasinda translokasyon ve 1980 yilinda
kromozom 9'da Abl protoonkogenin 22.kromozomdaki BCR geni yakinina
resiprokal translokasyonu goésterilmistir (Sekil 1). Bu genetik degisiklik 210-kd
molekdler agirlikta (p210 denen) Bcer-Abl flizyon proteini tirozin kinaz aktivitesine
sahiptir. Son zamanlarda ek Bcr-Abl kirilma noktalar tanimlanmistir (11). Bu
protein otofosforilasyon ile hlcrenin proliferasyonu, maturasyonu, apoptoz ve
adezyon sinyal yollarini aktive ederek malign hicre transformasyonuna yol acgar
(Sekil 2). 22g11°’de lokalize BCR geni ile normalde 9934 Uzerinde bulunan ABL
geninin fizyonu molekiler PCR teknikleri ve floresan in situ hybridising (FISH) ile



sitogenetik analizden daha hassas bir sekilde tesbit edilir. Bu metodlarin
gelistiriimesi distk timér yiki ya da sitogenetik olarak Ph negatif vakalarin da
teshisine olanak saglamistir (8). Ph kromozomu yalniz, myeloid hlcrelerde dedgil,
megakaryositik ve eritroid seri hicrelerinde, ayrica vakalarin bir kisminda B
lenfositlerinde de bulunur. Hatta bazi vakalarda T lenfositlerinin kigik bir
béliminde Ph pozitiftir. Bu bulgular KML’deki neoplastik transformasyonun
pluripotent hemotopoietik kdk hicre dizeyinde oldugunu goésterir. KML’nin
pluripotent orjinine ragmen, kemik iliginde yalnizca miyeloid, monositik ve
megakaryositik  dizilerde artis olup bu selektif ekspansiyonun nedeni
bilinmemektedir (9).
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Sekil 1: Philadelphia kromozomu; t (9;22) (g34;q11) (17).
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Sekil 2: BCR-ABL otofosforilasyonla hiicre proliferasyonu, mattrasyonu, apoptoz ve
adehyonunda yer alan sinyal odaklarini aktive ederek malign hucre proliferasyonuna yol
acar (8).
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2.4. BCR VE ABL GENININ YAPISI

ABL geni Abelson murine lI6semi virusunda bulunan viral ABL geni ile benzer
bir yapi gdsterir. 9. kromozom Uzerinde bulunan ABL geni, 145 kD agirliginda bir
proteini Uretir (Sekil 3) (12). ABL proteinleri nonreseptér tirozin kinazlar olup sinyal
iletimi ve hicre blyUmesinin diizenlenmesinde énemli role sahiptirler. ABL'nin N-
terminal segmenti ¢ SRC homoloji bdlgelerini ( SH1,SH2 ve SH3 ) icerir ki, bu
bdlgeler ABL'nin tirozin kinaz fonksiyonunu dizenler. SH1 bdlgesi olduk¢a énemli
olup tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. SH2 fonksiyonunun tamaminin eksikliginde
fosfotirozin baglanmasinda azalma ve ABL’nin transforme kapasitesinde disUs
goralur. SH3, tirozin kinaz fonksiyonu Uzerinde negatif diizenleyici etkiye sahiptir
(13). Myr dizileri ABL proteinin, plazma zari proteinleri ile etkilesimini saglar (14).
Normal ABL proteini hiicre siklusunun dizenlenmesine, genotoksik strese karsi
hicresel cevaba ve integrin sinyalizasyonu araciligiyla hiicresel ¢evre hakkinda
bilgi iletimesine karisir. ABL proteini hicresel 6l¢ct birimi gibi kompleks rol
saglayarak cesitli hiicre disi ve hlcre i¢i kaynaklardan sinyalleri bir bitlin olarak
toplar, hicre siklusu ve apoptozise gelince kararlari etkiler (13).

22. kromozom Uzerinde bulunan BCR geni, sirekli eksprese edilerek 160 kD
agiriginda bir protein tretir (Sekil 4). BCR proteinin NH2 ucundaki ilk ekzon, 14-3-
3 protein ailesinin bir Uyesi olan Bap-1 proteini ve BCR proteinin kendisini
hedefleyen serin treonin kinazi kodlar (14). BCR’In N-terminal bdlgesinde ‘coiled-
coil’ in vivo ortamda dimerizasyona olanak saglar. Molekllin merkezi dbl benzeri
ve pleckstrin-homoloji bélgelerini igerir. PH bdlgesi, Rho guanidin exchange
faktérleri Uzerindeki guanidin trifosfatin  (GTP) guanidin difosfata (GDP)
dénlsUmunl uyarir. Rho guanidin exchange faktorleri, nikleer faktér kapa beta
(NF-kB) gibi transkripsiyon faktérlerinin aktivasyonunu saglayabilir. PH bélgesinden
sonra kalsiyum bagimh lipid baglanma bdlgesi (CaLB) yer alir. C-terminal bdlgesi
Ras i¢cin GTP’az aktivitesine sahiptir ve Ras guanozin trifosfat-aktivator protein (
RAC-GAP) bdélgesi olarak gecer. Ras slper ailesinin kicik GTP’azi aktin
polimerizasyonunu ve fagositik hlcrelerde NADPH oxidase aktivitesinin
dlzenleyicisidir. BCR birkag tirozin rezidisl Gzerinden 6zellikle tirozin 177 (Y177)



Uzerinden fosforlanabilir. Y177, Ras yolaginin aktivasyonuna karisan 6nemli
adaptér molekdl olan growth factor receptor-bound protein 2'ye (Grb- 2) baglanir.
llging olarak ABL’nin COS1 hiicrelerinde BCR' fosforile ettigi bunun sonucunda
BCR kinaz aktivitesinin distigl gdsterilmisti. Buna ragmen BCR’nin sinyal
iletimindeki rolG tartismalidir. BCR -/- farelerin yasayabildigi ve normal kan
dretimine sahip olduklari ancak nétrofil slperoksit Uretiminde artis oldugu

g6zlemlenmistir (13).
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Sekil 3: ABL Protein yapisi (13)
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Sekil 4: BCR Protein yapisi (13)

2.5. BCR VE ABL TRANSLOKASYONUNUN MOLEKULER ANATOMISI

ABL geninde kirnlma noktasi, 934 kromozomunda 300 kD’lik bir bélgenin 5’
ucundaki herhangi bir yerde meydana gelebilir. Kirllma noktasi la veya Ib, veya
daha siklikla 2 ekzonun arasindaki bir noktada olusabilir. Kirillmanin ayri noktalarda



olmasi ABL geninin BCR geni ile translokasyonunda herhangi bir sorun yaratmaz.
ABL geninin aksine, BCR geni Uzerindeki kirilmalar farkli noktalarda olusabilir (14).

Cogu KML hastasinda ve akut lenfoblastik l6semi hastalarinin yaklasik
1/3’Unde kirilma noktasi 5.8 kb uzunlugunda olan 12. ve 16. ekzonlar arasinda
olusmaktadir. Kirllmanin bu bdlgede meydana gelmesi ile, 210 kD molekuiler
agirhginda BCR/ABL flzyon proteinini kodlayan, b2a2 veya b3a2 genleri olusur.
Son dénemlerde bagka bir kirilma noktasi, e19 ekzonu Uzerinde tespit edilmis ve
230 kD agiriginda BCR/ABL proteinini kodladigi belirlenmistir (Sekil 5) (14).

Kirllma noktalarinin ABL'de sabit BCR’de degisken olmasi, ABL genin saglikli
hicreleri transformasyona ugratip kanser hlcrelerine déntismesini saglarken, BCR
geni hastahgin fenotipini etkiledigi ortaya ¢gikmistir (14).
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Sekil 5: KML'de 1(9;22)(q34;911) translokasyonu (13)

2.6. BCR-ABL GENININ KONTROL ETTiGi MALIGN TRANSFORMASYON
MEKANIZMALARI
2.6.1. BCR-ABL proteini

BCR-ABL flizyon geni sitoplazmik protein olan ve sirekli olarak aktif kinaz
ureterek etkilenen hicre klonunun proliferasyonunu saglayan 210 kd agirliginda



BCR-ABL onkoproteinini kodlar. BCR-ABL, gen transkripsiyonun aktivasyonu ya da
represyonu icin 6nemli olan onkogenik sinyallerin iletiminde goérevli cesitli
proteinlerle etkilesmesinde, apoptotik yanitin mitokondrial islenmesinde, hiicre
iskeleti organizasyonunda, inhibitdr proteinlerin degredasyonunda etkilidir (13).

2.6.2. ABL tirozin kinaz aktivitesinin kontroli

ABL tirozin kinaz aktivitesi ¢ok iyi bir sekilde kontrol edilir. SH3 bdélgesi ABL
proteinin inhibe edilmesinde énemli rol oynar. SH3 bdlgesinde delesyon veya
degisiklik tirozin kinazi aktif hale getirir (15). Abi-1 ve Abi-2 proteinleri SH3
domoinine baglanarak, SH3’Un inhibitér fonksiyonunu aktif hale getirir (14).
2.6.2.1. BCR/ABL pozitif hiicrelerin aktif sinyal ileti yollari

BCR/ABL flzyon proteini malign transformasyonunu 4 temel mekanizma ile
gerceklestirir. Bu mekanizmalar hucrelerin adhezyon Ozelliklerini kaybetmesi,
mitotik gogalmayi saglayan sinyallerin strekli aktif olmasi, apoptozun engellenmesi
ve proteazomlarin ABL gen aktivitesini engelleyen proteinleri parcalamasidir
(Resim 1) (15).

Resim 1: BCR-ABL'nin tetikledigi sinyal iletim yollari (13).



2.6.3. Adhezyon ozelliklerinin degismesi

KML &éncal hiicreleri kemik iligi stroma hicrelerine ve ekstraselller matrikse
adezyonu azalir. Stromaya adhezyon hicre proliferasyonunu negatif olarak
dizenler ve KML hucreleri degisen adhezyon 6zellikleri ile bu dizenden kagis
gbsterirler. Son calismalar stroma ile éncll hlcreler arasinda ki etkilesimde B-
integrinlerin  6nemli rol oldugunu g&6stermistir. KML hUcreleri normal &éncdl
hicrelerde bulunmayan [ 1-integrinin adhezyon inhibitér varyantini ekprese
ederler. integrinler dis ortamdan i¢ ortama normal sinyal iletimini baslatma
yetenegine sahiptirler. BCR-ABL transforme hucreler iginde tirozin fosforlanmis
proteinlerin en édnemlilerinden biri olan Crkl, hicresel motifin dizenlenmesine ve
paxillin, fokal adezyon kinaz, p130Cas ve Hef1 gibi diger fokal adhezyon proteinleri
ile iligkiye girerek integrin aracili hicre adezyonuna karisir. Diger bir géris ise
BCR-ABL tirozin kinazin a6 integrin mRNA’sinin ekspresyonunu arttiracak sekilde
dlizenledigi ve a6 integrinin transkripsiyonel aktivasyonu sonucunda integrin
fonksiyonunun bozulabilecedi seklindedir (16).

2.6.4. Mitoz sinyal ileti yollarinin aktivasyonu

2.6.4.1. RAS ve MAP kinaz yollari: Tirozin 177’nin otofosforilasyonu adaptér
molekll growth faktér reseptér baglanma proteini (Grb-2) icin baglanma bdlgesi
olusturur. Grb-2’nin SOS proteinine baglanmasindan sonra Ras, inaktif GDP bagli
durumdan aktif GTP bagl duruma gecer. BCR/ABL'nin substratlar olan diger iki
adaptér molekil Shc ve Crkl de Ras’i aktive edebilir. Bu substratlar SH2 (Shc) ve
SH3 (Crkl) bolgeleri ile BCR-ABL’ye baglanirlar. Ras’in aktivasyonu Ph
kromozomu pozitif Idsemilerin patogenezinde dnemlidir. interlékin-3 gibi sitokin
reseptdrlerinin uyariimasi Ras’in aktivasyonuna neden olur ve aktif Ras proteini
serin-threonin kinaz Raf'a baglanir ve Raf proteini hiicre membraninda toplanir.
Burada serin-threonin aminoasitlerinden fosforillenen Raf proteini aktif hale gecer.
Raf, gen transkripsiyonunun aktivasyonuna neden olan Mek1/Mek2 ve Erk
Uzerinden sinyal yolagini baslatir. Bundan baska Jnk/Sapk yolaginin BCR-ABL
tarafindan aktivasyonu Uzerinde galisiimis ve malign transformasyon icin gerekli
oldugu gérilmustir. Bdylece Ras Uzerinden gelen sinyal GTP-GDP degisim
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faktoérl Ras tarafindan Gcekr'e (germinal center kinase related) iletilir ve buradan da
Jnk/Sapk yolag! aktive edilir. MAP kinaz yolaginin G¢lincl kolu p38’'in BCR-ABL
transforme hicreler ve diger mitojenik potansiyeli olan yolaklarda aktif olduguna
dair kanitlar vardir (13).

2.6.4.2. JAK ve STAT yolu: Normal hlicre sinyalizasyonunda sitokinlerin non
reseptér tirozin kinaza baglanmasi ile reseptdr aktive olur ve hiicre ici bdlgesi ile
iliski kuran Janus ailesi kinazlan (JAKSs) tirozin fosforilasyonu ile aktiflesir. JAK’In
fosforile olmus bdlgelerine sinyal transducer and activator of transciription (STAT)
proteini baglanir ve fosforillenir. Fosforillenmis stat proteinleri dimer olusturur,
nukleusa gecer DNA’'ya baglanarak transkripsiyonu baslatir (13). BCR-ABL
proteinin Jak ve Stat yolunu aktif hale getirilmesi ilk olarak 1995 yilinda ABL ile
transforme edilen B hucrelerinde Danial ve arkadaslari tarafindan gdsterilmistir.
BCR-ABL, STAT1 ve STATS transkiripsiyon faktérlerinin aktivasyonunu direk
saglar. BCR-ABL pozitif hlcrelerde, STAT5 Bcl-XL geninin transkripsiyonunu
saglayarak anti-apopitotik bir fonksiyon gdsterir (14).

2.6.4.3. PI-3 kinaz yolu: Fosfotidilinositol-3 (PI-3) kinaz enzim aktivitesi Ph
pozitif hiicrelerin ¢ogalmasi igin gereklidir. BCR-ABL flizyon proteini, Cbl, Crk ve
Crkl gibi aktivatér molekdllerle birleserek PI-3 kinazin aktivasyonuna neden olur.
Bu yolda bir sonraki hedef molekll, serin-tirozin kinaz'dir (Akt). Akt, IL-3
reseptérinin hedef molekill olup, pro-apoptotik Bad proteinini hedeflemektedir.
Fosfat baglanan Bad proteini, sitoplazmik 14-3-3 proteinleri ile birleserek BCL-XL
gibi anti-apoptotik proteinlere baglanamadigi i¢in inaktif hale gelir (14).

2.6.4.4. MYC yolu: Birgok insan malignitesinde Myelositomatozis onkogeni’nin
(Myc) onkoproteininin asiri ekspre oldugu gosterilmistir. Myc aktivasyonu BCR-
ABL''In SH2 bdlgesine baglanmasi ile saglanir. ABL transforme hicrelerde
gosterilmis ki sinyal ras/raf, siklin bagimli kinazlar (cdck) ve E2F transkiripsiyon
faktérl Uzerinden Myc promotoru aktive etmektedir (16).

2.6.4.5. Apoptozisin 6nlenmesi: Apoptozisin 6nlenmesinde altta yatan
mekanizma tam olarak bilinmemektedir. Bir gbriise gére BCR-ABL’in kaspazlari
aktive ederek mitokondrilerden sitokrom c¢ salinimini énlemesidir. BCR-ABL’In ras
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yolu Uzerinden bcl-2 Uretimini arttirdidi, PI3 kinaz yolu Gzerinden bcl-2 Gretiminin
arttirlldigr belirlenmistir. Kaskad seklinde gerceklesen kaspaz aktivasyonuna bcl-2
ailesi Oyelerinin aracilik ettigi distintlmektedir. Ayrica BCR-ABL pozitif hiicrelerde
statb’in aktivasyonu ile anti apoptotik bir protein olan bcIxL’in transkripsiyonel
olarak aktif hale gectigi belirlenmigtir. Diger bir géris proapototik bir protein olan
bad’in fosforilasyonudur. Bad’in iki serin aminoasidinden Akt, Raf ve Ras
proteinleri tarafindan fosforile edildigi, ayrica “ Interferon consensus sequence
binding protein’in” (ICSBP) regllasyonunu degistirerek apoptozisi inhibe ettigi
distndlmektedir (16).

2.7. KML’DE KLINiK OZELLIKLER

Baslangic genellikle sessizdir. Tani sirasinda vakalarin %30°u asemptomatik
olabilir. KML hastalarinin %80’n1 kronik fazda, %10’'u akselere fazda, %10’u da
blastik fazda tani almaktadir (8). Bazi vakalarda tani bir rastlanti sonucu I6kositoz
ya da splenomegalinin saptanmasi ile konur. Hastaylr hekime gétlren baslica
yakinmalar, splenomegalinin yarattidi bulgular (sol hipokondriumda agirlik hissi ya
da agri, yemeklerden sonra sislik) ve anemi ile ilgili belirtilerdir. Kilo kaybi ve
terleme gibi metobolizma artisina bagl yakinmalar, kadinlarda mensturasyon
bozukluklari, erkeklerde priapism, purpura ve kemik-eklem agrilari da baslangic
belirtileri olabilir. Seyrek olarak gut nébetleri ve Urik asit taglari gérilebilir. Bazen,
blylimis dalakda olusan infarktlsler sol hipokondriumda ani ve siddetli bir agriya
yol acabilir. Bu sirada oskultasyonda dalak tzerinde Gftirim olabilir (9).

KML hastalarinin  fizik muayenesinde 9%50-90 splenomegali, %10-20
hepatomegali vardir (8). Fizik muayenede tek 6énemli bulgu splenomegalidir.
Genellikle gbbek hizasini asar, bazen sol iliak gukura kadar iner. Dalak infarktisleri
olusmadikca agrisizdir. Birlikte hepatomegalide bulunabilir. Hastaligin ileri
evrelerinde lenf dagumleri baylyebilir (9).
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2.8. LABORATUVAR BULGULARI

KML hastalarinin  laboratuar incelemelerinde; beyaz kire degerleri
yikselmistir. Beyaz kiire sayisi ortalama 100x10% pL tzerindedir. Trombosit sayisi
ise vakalarin yarisinda artmistir. 100x10%/uL altinda trombosit sayisina rastlanmasi
kronik fazda nadirdir. Periferik yaymada trombosit sekil bozukluklari ve hastalarin
doértte birinde megakaryosit parcaciklari gérulebilir ve trombosit fonksiyon
bozuklugu da izlenebilir. Hastalarin gcogunda normokrom normositer anemi vardir.
Bazofil ve eozinofil sayisi artmis olup prognositik énemi vardir. Eozinofillerde de
artis vardir. Periferik yaymada myeloid serinin tim hiicreleri gérilir (8). Ozellikle
myelosit, metamyelosit, comak ve parcall sayisi artmistir. Kronik fazda blast ve
promyelosit %10°u gegmez. Kemik iligi hiperselliler ve myeloblastdan ndétrofile
kadar myeloid seriye ait tim seri elemanlari artmigtir. Farklilasma ve morfoloji
normaldir. Lékosit alkelen fosfataz dizeyi dislk; laktat dehidrogenaz, Urik asit,
histamin ve vitamin B12 duzeyleri yuksektir. Karyotip analizinde Ph kromozomu,
FISH ve PCR ile BCR-ABL kimerik geni tespit edilir (8).

2.9. TANI
KML tanisi periferik kan yaymasi veya kemik iligi incelemesi ile birlikte karyotip
analizde Ph varliginin FiSH ya da PCR (Resim 2,3) yéntemi ile saptanmasi sonucu

konur (17).

[ Test and Analyte Resunt [(Detail | Errors || History
Assay Mame BCR-ABL RUO Assay Mersion |1
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Resim 2. GeneXpert DX System ph negatif sonug.
ABL: Internal PCR kontroll
BCR-ABL: Transkript PCR Griini (56)
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[” Test and Analyte Result [[/Detail [ Erfors || Histors

Assay Name BCR-ABL RUO Assay Yersion 1
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Ekspresyonu
600
400
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Resim 3. GeneXpert DX System ph pozitif sonug.
ABL: Internal PCR kontroll
BCR-ABL: Transkript PCR Grini (56)

2.9.1. Kronik faz:

2.9.1.1. Periferik kan bulgulan: Loékositoz, 20x10%uL ile 500x10%/mm?®
arasinda degismek (zere, genellikle 130x10%uL ile 225x10%uL arasindadir.
Notrofil seri elemanlari agirlikta olup, 6zellikle parcal, band, metamyelosit ve
miyelosit egemenligi vardir. Pelger-Huet anomalisi ge¢ dénemde g&rilebilir.
Myeloblast orani <%3 mutlak bazofili genellikle vardir ve eozinofilide eglik edebilir.
Mutlak monositoz olmasina kargin nétrofiller ¢ok ylksek oldugundan relatif
monositopeni olarak goéralir. Trombositoz genellikle vardir, bazi olgularda
>1000x10%pL  Normokrom normositer anemi genellikle tabloya eslik eder,
normoblastlar gbzlenebilir. Lokosit alkalen fosfataz skoru digtktir (< 20) (17).

2.9.1.2. Kemik iligi bulgulari: Hiperselliler olup. myeloid seri elemanlarinin
egemenligi vardir. Megakaryositler artmis ve normalden hafifce klglk, kime
yapmis olarak goralirler. PAS + grandller iceren makrofajlar (ps6do-Gaucher
hicresi) 1/3 olguda goérulebilir. Eritorid seri elemanlari normal veya azalmistir (17).

2.9.1.3. Sitogenetik inceleme bulgulari: 9. kromozom ile 22. kromozom
arasindaki basit veya kompleks translokasyonun, Ph kromozomu, genellikle t(9;22)
(q34;911) varhgi taniyir dogrular (17).
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Hastalarin %5-10’unda Bcr geninin yeniden dizenlenmesini igeren varyant
translokasyonlar saptanir (17).

Nadiren konvansiyonel sitogenetik inceleme ile Ph kromozomu ortaya
konulamaz (<%10), bu olgularda molekiler incelemeler ile translokasyonun Grinu
olan BCR-ABL kimerik proteini ortaya konabilir (% 95) (17).

Hastalarin %1’inden azinda Ph kromozomu yoktur. Bu Ph(-) KML veya atipik
KML olarak adlandirilir, daha agresif seyreder (17).

2.9.1.4. Molekiler inceleme: KML'nin teshisinde sitogenetik inceleme ile Ph(-
) sonu¢ alinan érneklerde molekiler inceleme yapildiginda pozitif sonug alinmasi
molekiler yéntemin daha iyi sonug verecegi fikrini glclendirmigtir. PCR yéntemi Ph
kromozomunun tespitinin yani sira kirilma noktalarinin  nerede oldugunu
belirleyebilir (14).

2.9.1.5. Ekstramediiller hastalik: Dalak ve karaciger miyeloid hcreler
tarafindan infiltre edilir. Sintsoidlerde ikincil olarak hematopoez odaklari goéralir.

Akselere ve Blastik Faz: Kronik faz genellikle 2-4 sene sonra akselere veya
blastik faza gecer. Blastik faza gecis ani veya yavas olabilir. Kronik fazin blastik
faza ilerlemesi ilk yil %5 ve sonraki yillarda %20-25'dir. Blastik faza ilerleyen
hastalar morfolojik olarak 2/3’0 akut miyeloblastik 16semi ve 1/3’0 akut lenfoblastik
|6semidir (17).

2.9.2. Akselere faz

Kemik iliginde blast orani %5-20’dir. %20’nin Gzerinde bazofili olabilir. Siklikla
hemoglobin diizeyi 7,0 gr/dL’nin altindadir.(17).inatgi ates ve kemik agrisi kemik
iliginde retikdlin artigi ile karakterizedir. Tedaviye ragmen I6kosit sayisinin
azalmamasi olabilir (17).

2.9.3. Blastik faz

Kemik iliginde blast orani %20’nin Uzerindedir. Anemi ve trombositopeni
derinlesir, ilerleyici splenomegali gbzlenir. Ekstramediller hastallk ve
miyelofibrozis siktir. Hastalarin %70-80’ninda ikinci Ph, trizomi 8, iso (17q), +19 ve
Y kaybi gibi gibi ek kromozomal anomaliler ortaya cikar. Bazi hastalarda ani bir

fibrotik faz gorulebilir, agnojenik miyeloid metaplazinin son dénemini andirir. Bu
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durum ya blast fazina geciste kisa bir dénemi icerebilir ya da hastalar akut
|6semiye dénismeksizin kaybedilebilir (17).

2.10. AYIRICI TANI

2.10.1. Lokomoid reaksiyon: Lésemi olmadigi halde |6semiyi taklit eden
tablodur, genellikle infeksiyonlardan sonra gorilir. Daha ¢ok olgun hicreler (band
ve segment) gorallr, bazofiller artmaz, LAP skoru artmistir ve sitogenetik analiz
normaldir (Tablo 1) (17).

2.10.2. Lokoeritroblastik reaksiyon: Miyelofibroziste gérilen bu tablo
periferik dolagsimda genellikle cekirdekli veya gbz yasi damlasi eritrositler ile
karekterize olup, beraberinde miyeloid dnculler vardir (17).

2.10.3. Atipik (Ph-negatif) KML: Dolasimda segmente nétrofiller hakimdir.
Bazofili genellikle yoktur, displazik degisiklikler gézlenir (17).

2.10.4. Kronik miyelomonositer I6semi: >1000mm? monositoz vardir, kemik
iliginde displazik degisiklikler géraltr, Ph kromozomu negatiftir (17).

2.10.5. Akut l6semiler: Ph+ akut I6semilerin KML-blastik krizden ayrilmasi
zordur (17).

Tablo-1 KML ile Ib6komoid reaksiyonun ayrimi (17).
Ozellikleri KML

Lékomid reaksiyon igin Yok Var

Lékomoid reaksiyon

bilinen neden

Sikhkla > 70x109/L

Grand(losit dnculleri

Lékosit sayisi Genellikle < 70x109/L

Lékosit diferansiyonu Genellikle olgun nétrofil,

Bazofili
LAP skoru Azalmis
Splenomegali Var

Nadir immatur granulositler
Normal veya artmig
Yok
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2.11. KML-TEDAViI

2.11.1. Konvansiyonel kemoterapi

KML tedavisinde baslangicta hastaligin biyolojik seyrini degistirmeyen hicre
azaltici hidroksilre ve busulfan kullaniimistir (8). Busulfan yavas etkili alkillegtirici
bir ajandir. Baslangic dozu 4-8 mg/giin olup 18kosit sayisi 20.000/mm? dolaylarina
indiginde kesilmeldir. GUnku ilacin birikici etkisinden dolayi tedaviye son verildikten
sonra 2-3 hafta daha I6kosit sayisi dismeye devam eder. Busulfanin en énemli
toksik etkisi kemik iligi depresyonudur. Bir ¢ok merkezde KML’'nin baglangicta
kontrolinde hidroksure tercih edilmektedir. GUnkl busulfan uzun sdreli kemik iligi
hipoplazisi gelisme riski olup hidroksilrenin busulfana goére Ustin oldugu
gbsterilmigtir (9).

2.11.2. interferonlar (IFN)

Malign hastaliklar ve viral enfeksiyonlar gibi antijenik uyarilara cevap olarak
6karyotik hlcreler tarafindan Gretilen glikoproteinlerdir. Antiviral, immUinomodilatér,
antiproliferatif, antianjiyogenik aktiviteye sahiptir (18). IFN tedavisi ile hastalarin
yaklasik %80’'ninda hematolojik, %50’sinde de sitogenetik yanit elde
edilebilmekedir. Sagkalimda anlamli bir uzama yalniz sitogenetik cevabi olan
hastalarda g6érilmastir (8). Kronik evre KML hastalarinda IFN-a kullanimi ile
konvansiyonel kemoterapinin karsilastirildigi randomize calismalarin ¢ogunda
IFN-a’nin kemoterapi alanlardan daha uzun sagkalim sagladigi gdsterilmigtir.
Bunlardan italyan ¢alisma grubunun sonuglarina gére IFN-a grubundaki vakalarda
sitogenetik yanitin konvansiyonel kemoterapi grubundan belirgin yiksek oldugu
(%30 ve%5) ve IFN-a grubunun %8’inde tam ve %11’inde parsiyel sitogenetik
yanit alindigi saptanmistir. IFN-a alanlarda blastik krize kadar gecen sire
median>72 ay, kemoterapi grubunda 45 ay; ve median yasam slresinin IFN-a
alanlarda kemoterapi alanlara gére daha uzun oldugu gértlmustar (9).

IFN’a disik doz sitozin arabinozid (DD-ARAC) eklenmesi ile sitogenetik
yanitlarda artigla birlikte, total sagkalimi uzttigi bildirilmistir (19,20). Daha sonra
bildirilen calismada bu olumlu etki gdsterilememistir (21) (Tablo 5). Ulkemizde
1994-1997 yillari arasinda HLA uygun kardes vericisi olmayan erken ve ge¢ kronik
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faz KML hastalarinda, IFN-a+DD-ARAC kullanimi ¢cok merkezli prospektif calisma
(n=63) ile degerlendiriimis, ilkk 3 ayda hematolojik yanit orani %77.7, %36.8'inde
MSY ve %15.7’sinde mindr sitogenetik yanit bildirilmistir (17).
2.11.3. Allogenik kok hiicre transplantasyonu

Allogenik kék hlcre transplantasyonu genellikle 45 yas alti icin uygundur. Bu
hastalarda hastaliktan bagimsiz yasam suresi %60-70, transplantasyonla ilgili 610m
%10, relaps olusumu %20’dir. Yasl hastalarda ise tedavi ile ilgkili 6lim oranin
artmasindan dolayr durum daha koéti olup 5 yillik hastaliksz yasam olasiligi
%30’dur. Ayrica hastahdin fazi tedavinin basarisinda énemlidir (13). Transplant
olacak KML hastalarinda evre, yas, risk skoru, dondr tipi prognozu etkilemektedir.
Yapilan bir caligmada kodk hicre nakli olan KML hastalarinda 2 yillik sagkalim orani
%50, 5 yillik sagkalim orani %44 bulunmustur. 2 yilik relaps orani %14 ‘dir.
Hastaligin fazi ilerledikce transplant olanlarda sagkalim oranlarinin azaldigi
gorulmustar (22).

2.11.4. imatinib

Abl-6zgu tirozin kinazi inhibe eden (signal transduction inhibitor) bir 2-phenyl-
aminopyrimidine tdrevidir. Ayrica trombosit kaynakh blylime faktérl reseptérint
ve kok hiicre faktériinii de inhibe eder (1). imatinib, p210 onkoproteinin Adenozin
Trifosfat (ATP) baglanan bdélgesine, spesifik baglanan bir fenilaminopirimidin
tirevidir (Resim 2). Kronik fazda hematolojik, sitogenetik ve molekiler remisyon
saglayabilmek icin optimal ilag dozu 400 mg’'dir. Tedavi, mevcut veriler 1s1ginda
hayat boyu veriimesi dneriimektedir. ila¢ oral olarak iyi tolere edilmektedir (8).
imatinib tedavisi alan hastalarin %5’inden daha azinda yan etkiler gériilmektedir.
En sik gorilen yan etkiler kas-iskelet sikayetleri ile 6édemdir. Bulanti, kusma,
diyare, halsizlik, bas agrisi, makilopapuler ddékintiler diger sik goérilen yan
etkilerdir. Yan etkiler siklikla tedaviye basladiktan 2-4 hafta sonra ortaya
ctkmaktadir. Doza badimli olarak karaciger fonksiyon testlerinde bozukluk ve
myelostpresyon gorulebilir. Kronik fazdaki hastalarda distk kan degerleri tedaviye
birkag gun ara verdikten sonra dizelebilmektedir (23,24).
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IFN’a direncli KML hastalarinda imatinib ile yapilan faz Il calismalarinda %95
tam hematolojik remisyon, %65 MSY, %48 TSY saglanmigtir (Tablo 2) (25).
imatinib uygulanan hastalarda 5-7 yillik sagkalim olasiliyi %90-95 oraninda
bildiriimekteir. IRIS ¢alismasinda 60 aylik izlem sonunda imatinib alan hastalarda
%98 tam hematolojik yanit, %92 MSY, %87 TSY saptanmistir (26).

Sokal skorlama sistemine (Tablo 3) gére hastalar dislk, orta ve ylksek risk
olarak gruplandirildiginda sitogenetik yanitlarda anlamli fark bulunmustur. Disuk
risk grubunda tam sitogenetik yanit orani %91, orta risk grubunda %84 ve yiksek
risk grubunda %69 (p<0.001) olarak bildirilmigtir (8).

IRIS calismasinda yeni KML tanisi konulmus, 1106 hastaya gtiinde 400 mg
imatinib ya da IFN-a ile ARA-C verilmig, imatinib kolunda tam sitogenetik yanit
(TSY) orani %76 iken IFN-a ve ARA-C kolunda bu rakam %15’de kalmistir. IFN-a
_tedavisi ile elde edilen TSY durumunda oldugu gibi imatinib ile elde edilen TSY
uzun slreli sag kallm saglayacaksa calisma sonucu imatinibin daha iyi sonug
sagladigini gbésterecektir. Ancak bu son durum kanitlanmamistir (27).

Yapilan bu klinik calismalarda yeni tani almis KML hastalarinda standart tedavi
imatinib olmustur (28). IRIS calismasinda imatinib tedavisi alan hastalarin 60 aylik
izlemi sonucunda hastalarin %92’sinde MSY, %87’sinde TSY, %98’sinde THY elde
edilmistir (26) .



Tablo 2: KML'de yanit degerlendirmesi (30).

Yanit diizeyi Tanim
Tam hemaiolojik yanit Normal tam kan sayimi ve I6kosit differansiyasyonu
Minimal sitogenetik yanit Ph-kromozom poziiif metafaz %66- %95*
Mindr silogenetik yanit Ph-kromozom pozitifmetafaz %36-%65*
Kismi sitogenetik tanit Ph-kromozom pozitif metafaz %1-%35*
Majér sitogenetik yanit Ph-kromozom pozitifmetafaz %0-%35*
Tam sitogenetik yanit Ph-kromozom pozitif metafaz %0*
Major molekdiler yanit BCR-ABL mRNA'da ~ 3 log azalma
Tam molekiler yanit RT-PCR'da negatiflik
*En az 20 metafaz analiz edilmelidir.

Tablo 3: KML'de prognozu belirlemede kullanilan risk skoru (17).

Sokol indeksi:

Sl= EXP [ 0.0116 (yas—43.4) +0.0345 (dalak blyGkligu*— 7.51) +0.188 (trombosit
sayis1/700] 2 — 0.563) +0.0887 (pereiferik blast ylzdesi — 2.10)]

*kot alti uzunluk (cm)

Yeni skorlama sistemi (Hasford)(14):

Yeni skor: (0.6666 x yas [eder yas< 50, 0; aksi halde 1] +0.420x dalak buydkligi [cm kot
alti] +0.0584 x blast [ %] +0.0413 x eozinofil[ %] +0.2039 x bazofil eger bazofil < 3%, 0;

aksi halde 1] +1.0956 x trombosit sayisi [ eger trombositler<1500 x 109/L, 0; aksi halde 1] ) x
1000

Dustlk risk <780; Orta risk 781 — 1479; Yiiksek risk 21480




20

e /289
3 Imatinib
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Katalitik loop

Resim 4: ABL’nin imatinib baglanma bélgesinin kristal yapisi (30)

2.11.4.1. imatinib direnci
imitanib kullaniminda gézlenen en énemli sorun birincil veya edinilmis direnctir
(11). Birincil direnc 3. ayda THY ve 6. ayda MSY veya 12. ayda TSY elde
edilememesi olarak tanimlanir. Birincil diren¢ doz iligkili gériinmektedir. Birincil
direncgte sorun ilag dozunu artiriimasi ile blytk oranda giderilmis gérinmektedir
(2). Kazanilmis direnc ise elde edilen hematolojik, sitogenetik veya molekuler
yanitin kaybolmasidir (Tablo 4) (3).

Tablo 4: imatinibe yanitin degerlendirmesi (30).

3ay 6ay 12ay 18ay
Basarisizlik Hematolojik yanit yok Ph+>%95 Ph+ %35-94 Ph+>%1-34
Optimal olmayan Tam hematolojik yanit ~ Ph+ %35-%95 Ph+ %1-%35 Ph+ %0
yok BCR-ABL translokasyonunda

<3 log azalma

Optimal Tam hematolojik yanit Ph+< % 35-95 Ph+ %0 Ph+ %0
BCR-ABL translokasyo
nunda >3 lognunda azalma
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imatinib direncinin gelismesimde iki farkli mekanizma rol oynamaktadir. Bunlar
BCR-ABL'den bagimsiz ve BCR-ABL’e bagimli diren¢ mekanizmalaridir. BCR-
ABL’den badimsiz direngte farkli sitogenetik anomalilerin olusmasi ile l6semik
hiicreler cogalirlar. Sonucta imatinibe baglh BCR-ABL baskilanmasi yararli
olmamaktadir (2,29).

BCR-ABL bagimli direng igin, konakg! karacigerde P450 enzimi veya alfa-1
asit glikoprotein (AGP) gibi ilaci notralize eden bir proteinin asiri Gretimi sonucu
imatinibin enzimatik modifikasyonu &rnek verilebilir (30,31). BCL-ABL bagimli
diren¢g gelisim mekanizmalari BCR-ABL gen amplifikasyonu, BCR-ABL
mutasyonlari, alfa-1 asit protein, MDR-1’dir (¢oklu ilag direnci 1) (29).
imatinibe karsi birincil ve edinilmis diren¢c oranlari hastaligin ilerlemesi ile
artmaktadir. imatinib direncinin ensik nedeni BCR-ABL mutasyonlari ve klonal
evolisyondur (32). Sekonder diren¢ mekanizmalarindan ensik gbérilen Bcr-abl
nokta mutasyonlari vakalarin %50-90’nini olusturmaktadir (33).
2.11.4.2. BCR-ABL nokta mutasyonlari
imatinib esas olarak cABL-ATP baglanma bélgesinin bir inhibitériidiir. Bu nedenle
BCR-ABL kinaz bdlgesinde mutasyonlar imatinib baglanmasini engeller. BCR-
ABL'de kinaz bdlgesi mutasyonlari, kazaniimis imatinib direngi olan hastalarin
%50-60’In1 olusturur (4). Kazaniimis imatinib direncinde BCR-ABL bdlgesinde
tanimlanmis 40 farkli nokta mutasyonu vardir (Tablo 5) (33). Mutasyonlar 4
bélgede toplanir. ilk bdlge imatinib baglanma bdlgesidir. ABL 1a proteinin 315.
pozisyonunda, 1b proteinin 314. pozisyonundaki treonin aminoasidinin izolésine
dénismesi sonucu saptanan ilk mutasyondur (34). Bu mutasyon (T3511) ilacin
baglanma yatkinh@ini azaltmaktadir. imatinio baglanma bélgesindeki diger
mutasyonlar valin289alanin (V289A), fenilalanin3171dsin (F317L)'dir. ikinci bélge p-
loop, fosfat baglanma bdlgesidir valin289 (V289), glisin250glutamikasit (G250E),
glutamikasit255lizin (E255K) ve histidin252arjinin (Q252H) (27). Ugiincii bélge
imatinib baglanma bélgesinden uzakta aminoasit iceren metiyonin351 (M351),
glutamikasit355 (E355) ve fenilalanin486sistein (F486S) mutasyonlaridir. Dérdinci

bdlge aktivasyon bdélgesi olup esnek sekansin baglanma bélgesine yakindir (4,35).
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imatinib direnci ile kinaz boélgesindeki mutasyonlari arasinda pozitif iligki
bulunmaktadir. P loop mutasyonlarinda sagkallm  distktar.  F359V
mutasyonlarinda sitogenetik ve hemotolojik yanit bulunmamaktadir (5).

imatinib kullanan 241 KML hastasinda p-loop mutasyonu %10, p-loop disi
diger mutasyonlar %29, ¢coklu mutasyon %7 oraninda saptanmistir (36).

T315] mutasyonunda yeni tirozin kinaz inhibitérleri tedavide etkili degildir. Bu
mutasyonda allogenik kdk hlcre transplantasyonu dnerilmektedir. Y253H, E255K
mutasyonlarinda ise dasatinib nilotinib'den daha etkili, F317L mutasyonunda ise
nilotinib dasatinib'den daha etkili oldugu bildiriimektedir (5). P-loop bdlgesi
mutasyonlari ile non-P-loop bdlgesi mutasyonlari arasinda yasam slresi agisindan
anlamh bir farklihk bulunmaktadir. P loop bdlgesi mutasyonlarinda yasam suresi
daha kisadir (37).

imatinib tedavisi géren KML hastalarinda literatiirde en sik gdzlenen imatinib
baglanma bdlgesinde bulunan T315l, F317L ve Y253H, P-loop fosfat baglanma
bdlgesinde bulunan E255K mutasyonlaridir (6).
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Tablo 5: ABL kinaz bdlgesi mutasyonlari (30).

Abl tip 1a Abl tip 1b Bcr-Abl’'de yerlesim
M244V M263V p-loop

248V L267R p-loop
G250E G269E p-loop

Q252H Q271H p-loop

Q252R Q271R p-loop

'Y253H Y272H p-loop
'Y253F Y272F p-loop

E255K E274K p-loop

E255V E274V p-loop

S417Y S4436Y c-terminal lob
E459K E478K c-terminal lob
F486S F505S c-terminal lob
V289A V308A aktif bolge
F311T F330T aktif bdlge
T315I1 T334l aktif bolge
F317L F336L aktif bdlge
M351T M370T SH2 temas
F359V F378V aktif bdlge
F382L V398l aktivasyon loop
L387M L406M aktivasyon loop

2.11.5. ikinci kusak tirozin kinaz inhibitérleri

ikinci kusak tirozin kinaz inhibitérleri imatinib kulanan KML hastalarinda
imatinib tedavisinin etkili olmadigi durumlarda (6 ay sonra MSY, 12 ay sonra TSY,
18 ay sonra 3-log altinda yUk azalmamasi) dustntlir (38). Yeni tirozin kinaz
inhibitdrlerinden nilotinib imatinibten 30 kat daha fazla etkin bir aminoprimidindir.
Dasatinib ise imatinibe gére 300 kat daha glcla bir ¢ift kinaz (Scr/Abl ) inhibitéridur
(39).

Ph + KML’li imatinib direnci olan hastalarda 70 mg nilotinib verilerek yapilan
calismada %90 THY, %51 MSY, %40 TSY elde edilmistir (40). Dasatinib imatinib
direncli ya da intoleran 387 kronik faz KML hastasina uygulanmis ve hastalarin
%91’inde THY, %59'unda MSY, %49’unda TSY elde edilmigtir. Yan etki olarak 3.ve
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4. derece trombositopeni ve nétropeni hastalarda sirasiyla %48 ve %49’unda
bildiriimistir. Hastalarda non hematolojik toksisitelerinden diyare %37’sinde, bas
agrisi %32’sinde, yorgunluk %31’sinde ve plevral efflizyon %27’sinde olusmaktadir
(41). 400-600 mg imatinib’e direngli hastalarda yapilan randomize ¢alismalarda 70
mg glnde 2 kez dasatinib ile allogenik kék hlcre nakli yapilan hastalar
karsilastiriidiginda 2 yillik sagkalm dasatinib alanlarda %100, allogenik kék hicre
nakli yapilanlarda ise %72’'dir (42).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta ve Kontrol Grubu

Bu calismada Ph pozitif KML tanisi almis hastalarda imatinib direncine neden
olan ve en sik gérilen BCR-ABL gen mutasyonlarinin saptanmasi amaglanmistir.
Calisma Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Ic Hastaliklari Hematoloji
polikliniginde ve Erciyes Universitesi Hematoloji polikliniginde izlenen Ph (+) KML
tanisi almis 54 hasta yeralmaktadir. TUm hastalardan yazih bilgilendirilmis hasta
onay! alinmistir. Hastalardan alinan periferik kan érnekleri TF.07.10’'nolu proje ile
kurulan Deoksiribonikleikasit (DNA) Bankasinda, izole edildikten sonra BCR-ABL
gen mutasyonlari ASO-PCR ydntemi ile analiz edilip diger klinik parametrelerle
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Etik kurul onayi, 02.07.2007 tarihinde Gaziantep
Universitesi Tibbi Etik Kurulundan 07-2007/40 nolu karari ile alinmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. DNA izolasyonu

KML tanisi konan bireylerden EDTA’lI tiplere kan &rnekleri alindi. Alinan
kanlardan Invitek Invisorb Spin Blood kiti (LN: CA050036) ile, DNA izolasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen DNA materyali, birey bilgileri kaydedildikten sonra -
20°C’de saklandi.

Bu islemde uygulanan izolasyon asamalari (Sekil 6);

1. Kandan 200 ul alinir ve 1.5 ml’lik tipe aktarilip, Gzerine 200 pl Lysis
(eritme) Tamponu ve 20 pl Proteinaz K eklenir. Vortex sonrasinda
56°C’de 10 dakikalik inklibasyona birakilir. 200 pl'den az kan materyali
200 pl'ye tamamlianir.

400 pl Binding (baglama) Tamponu pipetlenerek ilave edilir.
Hazirlanan karisim, filtrelere sahip 2.0 ml’lik tiplere alinir. 1 dakikalik
inkibasyon sonrasinda da 2 dakika santrifij edilir (12.000 rpm).
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Filtreden gecen ve tlpte biriken karnigimin artiklari dékalir ve filtreler
tzerine 500 pl Yikama Tamponu | ilave edilir. 1 dakika santriflij edilip
filtreden gegcen tampon dékalir.

800 pl Yikama Tamponu Il filtre Gzerine ilave edilip, tekrar 1 dakika
santrif(j edilir. TOpler santrifij sonrasinda tampondan arindirilir ve
filtreler takilarak 4 dakika 15.000 rpm ‘de santriftj edilir.

Sonrasinda filtreler yeni tlplere yerlestirilip 200 ul Elution (aynistirma)
Tamponu eklenir.

P~ T -5 #§+F

Dz igeren Badlanmsa
Hicrenin faktorlerinin DMA'rin
Parcalanmas eklenmesi hadlanmasz

Yikama Ayrizma

Sekil 6: DNA izolasyonunun asamalari.

Kandan DNA izolasyonu igleminde kullanilan ara¢ ve kimyasallar asagida
verilmektedir;

1.

NucleoSpin DNA izolasyon kiti (Macherey-Nagel, 07/2003/Rev02)

Filtreli tipler
Proteinaz K
B3 buffer
BW buffer

BE buffer

Etanol

. Mikropipetler (1-10 ul ve 10-100 pl, Scorex, Rainin)

Steril sari ve beyaz pipet uglarn (Eppendorf)

1.5 ml'lik Eppendorf tlpleri (Axygen)

Eppendorf tlp tasiyicilar
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7. Vorteks (Heidolph Reaks Top)
8. Santrif(ij Aleti (Sigma 1-15)
9. Su banyosu (Nive BM 302)
10. Steril lateks eldiven

3.2.2. ASO-PCR

ABL kinaz geninde yer alan 4 farkli mutasyonun yer bulundugu Y253H,
E255K, T3151 ve F317L (Tablo-6,7,8,9,10,11,12) bdlgeleri ASO-PCR ile
cogaltildiktan sonra %2’lik agaroz jel elektroforezinde yUrGtllerek mutasyonu olan
ve olmayan bireyler saptandi. Mutasyon saptanan 6rneklere DNA dizi analizi
yapilarak mutasyonun dogrulanmasi saglandi. Elde edilen sonuclar basta t (9;22)
pozitifligi olmak Gzere diger klinik parametrelerle karsilastinilarak anlamli bir iligkinin

bulunup bulunmadigdi belirlendi (43).

PCR Urlnleri, yatay elektroforezde (Thermo Midicell) %2.0 agaroz jel
kullanilarak goruntulendi (Sekil 7). Agaroz jel hazirlanirken kullanilan arag ve
kimyasallar asagida verilmigtir;

1. 100 ml 0.5x TBE tamponu (Tris Borat Tampon)

e Trisbaz
e  Borik asit
e Na-EDTA
e Distile Su (H20)
2. 2 grAgaroz
3. 14 pl Etidyum Bromdar
e  Etidyum bromid

J Distile Su (H20)



1 adet Erlen
1 adet MezUur
1 adet Mikrodalga Firin

1 adet Jel Kiveti.
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Sekil 7: Allel spesifik oligonukleotit PCR isleyis mekanizmasi (57).



Tablo 6: ASO-PCR’da kullanilan primerlerin dizileri (43).

T3151 Mutasyonu
Reverse
Forward Normal

Forward Mutant

315r:5’_ggatga agt ttttcttctccag_3' *

F315C: 5’_ gcc cecc gtt ctatat cat cac _ 3

F315T:5_ cccgttctatat catcat _3’

E255K Mutasyonu
Reverse
Forward Mutant

Forward Normal

244r :5_ gccaatgaagecctcggac_ 3
Y253H : 5’ gct ggg cgg ggg ccage _ 3’

E255K : 5’_ gcg ggg gee agt acg gga _ 3’

F317L Mutasyonu
Reverse
Forward Mutant

Forward Normal

315r:5°_ggatga agtttticttctccag_3 *

T3151: 5°_ gcc cce gtt ctatat cat cat _3’

F317L: 5’_ ccg ttc tat atc atc act gag ttg_3’

Tablo 7: T315] mutasyonu icin PCR kosullari
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PCR reaksiyonu karigimi Normal Allel igin Mutant Allel igin
DdH20 7 uL 7 uL
10XPCR buffer (-MgCl2) 2.5uL 2.5uL
MgCI2 (25 nM) 2L 2 uL
dNTP (25 mM) 2uL 2uL
Reverse Primer (25 pM) 3L 3L
Forward Mutant Primer - 3L
(25 pM)
Forward Mutant Primer 3L -
(25 pM)
Tag DNA Polimeraz (5 u/uL) 0.1 pL 0.1 pL
Genomik DNA ( 50ng ) 5uL 5uL




Tablo 8:T315] mutasyonu icin PCR sartlari

Denatlrasyon

Annealing

Exstancion

95 C /5 dakika
95 C /45 saniye
64.2 C / 45 saniye

72 C/ 1 dakika

72 C /7 dakika

40 déngul

Tablo 9: E255K ve Y253H mutasyonlari icin PCR kosullari
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PCR reaksiyonu karigimi

Normal Allel igin

Mutant Allel igin

DdH20 7 uL 7 uL
10XPCR buffer (-MgCl2) 2.5uL 2.5uL
MgCI2 (25 nM) 2L 2 uL
dNTP (25 mM) 2uL 2uL
Reverse Primer (25 pM) 3L 3L
Forward Mutant Primer - 3uL
(25 pM)
Forward Mutant Primer 3uL -
(25 pM)
Tag DNA Polimeraz (5 u/uL) 0.1 pL 0.1 puL
Genomik DNA ( 50ng ) 5uL 5uL




Tablo 10: E255K ve Y253H mutasyonlari igin PCR sartlari

Denatlrrasyon

Annealing

Exstancion

59.7C/

95 C /5 dakika

95 C / 45 saniye

45 saniye 40 déngul

72 C /1 dakika

72 C /7 dakika

Tablo 11: F317L mutasyonu i¢cin PCR kosullari

31

PCR reaksiyonu karigimi Normal Allel igin Mutant Allel igin
DdH20 7 uL 7 uL
10XPCR buffer (-MgCl2) 2.5uL 2.5uL
MgCI2 (25 nM) 2L 2 uL
dNTP (25 mM) 2uL 2uL
Reverse Primer (25 pM) 3uL 3L
Forward Mutant Primer - 3uL
(25 pM)
Forward Mutant Primer 3uL -
(25 pM)
Tag DNA Polimeraz (5 u/uL) 0.1 puL 0.1 puL
Genomik DNA ( 50ng ) 5uL 5uL




Tablo 12: F317L mutasyonu i¢in PCR sartlari

Denatlrasyon

Annealing

Exstancion

95 C /5 dakika

95 C / 45 saniye

55.9 C / 45 saniye 40 déngl

72 C /1 dakika

72 C /7 dakika
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ABL kinaz bélgesinde ki nokta mutasyonlarinin belirlenmesinde c¢esitli

ybntemler kullaniimaktadir. Bu ydontemler icinde hassasiyeti en ylksek olan ASO-

PCR’dir (Tablo 13). Bu ydéntemde kullanilan primerlere bagli olarak hassasiyet

degismektedir. Ayrica ASO-PCR yéntemi hem ucuz hem hizli hem de bircok

laboratuvarda uygulanabilecek basit bir isleve sahiptir (43).

Tablo 13: ABL kinaz bdlgesinde ki nokta mutasyonlarinin tayin teknolojileri (6).

Teknoloji

Direkt Sekanslama
Subklonlama ve Sekanslama
Denatlrleme-HPLC
Pirosekanslama
Cift-Gradient Denatir ELP
Floresan PCR ve PNA klemp
ASO-PCR

Duyarlihk (%) Ozqullik %
15-25 ++

9 +++

0.1-10 ++

5 ++

5 ++

0.2 ++

0.01 ++
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3.3. istatistiksel Analiz:

Galismadaki bulgularin analizi igcin SPSS 11.5 paket programi iginde, total
sagkalim ve progresyonsuz sagkalim ile klinik parametrelerin karsilastirlmasinda
Log Rank Test, T315l, F317L ve mutasyonlarin klinik paremetreler ile
karsilastirimasinda pearson Ki-Kare testi kullaniimistir. P<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmigtir.



4. BULGULAR

Bu calismaya 2000-2008 yillari arasinda Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
ic Hastaliklari Hematoloji polikliniginde ve Erciyes Universitesinde izlenen 54 Ph
(+) KML hastasi alindi. Hastalarin 12’si kadin 42’si erkek olup medyan yas 44.5'dur
(19-78). Tanida 35 (%64.8) hastada splenomegali olup medyan splenomegali 4
cm’dir (0-18). Medyan hemoglobin (Hg) degeri 10.7 gr/dL (6.7-15.2) olup, Hgb
degeri 11 gr/dL’nin altinda olan hasta sayisi 28'dir (%51.8). Medyan |6kosit degeri
73210 /uL (4290-335000) olup, I6kosit degeri 10000/ pL’nin Gzerinde olan hasta
sayisl 53 (%98.1) ve I6kosit degeri 100000/pL’nin Gzerinde olan hasta sayisi 13’dlr
(%24.1). Medyan trombosit (Plt) degeri 451x10%uL (58-1400) olup, Plt degeri
450x10%uL’nin Gzerinde olan hasta sayisi 28 (%51.9) ve plt dederi 100x10%/uL’nin
altinda olan hasta sayisi 13’'dir (%24.1). Sokol risk siniflamasina gore; hastalarin
12’si (%22.2) dusuk riskli, 26’s1 (% 48.1) orta riskli ve 16’sI (%29.6) ylUksek riskli
grupdadir. Hastalarin %16.6’sinda periferik eozinofil sayisi >%3’Un Ustindedir.
Periferik promyelosit sayisi medyan %5 (1-30) olup, periferik blast sayisi medyan
%2.5'dur (0-5). Kemik iligi blast sayisi medyan %2.5°dur (0-5). Retikdlin I[if
derecesine gore hasta sayisi sirasi ile; 1 olan 12 (%60), 2 olan 6 (%30), 3 olan 2
(%10)’dir. imatinib dncesi hidroksiiire tedavisi alan hasta sayisi 26 (%48.1),
hidroksilre ve interferon alan hasta sayisi 8’dir (%14.8). Tanidan sonra ilk imatinib
tedavisi alan hasta sayisi 20’dir (%37.1). Hastalarin imatinib tedavisine yanit
degerlendirmesinde hedef (optimal) yanit saglanan hasta sayisi 24 (%44.5),
yetersiz (suboptimal) yanit saglanan hasta sayisi 10 (%18.5) ve yanitsiz hasta
sayisi 20’dir (%37.1). Taranan mutasyonlar hastalarin 18’'inde (% 33.3) belirlenmis
olup sirast ile T3151 11 (%20.3) (Resim 3) ve F317L 9 (%16.6) (Resim 4) hastada
saptanirken,Y253H ve E255K (Resim 5) mutasyonlari saptanmamistir. Mutasyon
belirlenen hastalarin 2’sinde (%3.7) T3151 ve F317L mutasyonu birlikteligi
gb6zlenmistir (Tablo 14).



Tablo 14: Kronik faz kronik myelositer |6semili hastalarin tanida klinik ézellikleri

N
Hasta sayisi 54
Yas (medyan) 44.5 (19-78)
Cinsiyet Erkek/Kadin 12 /42
Splenomegali cm* 35 (% 64.8) 4 (0-18)
Hemoglobin gr/dL* 10.7 (6.7-15.2)
<11 gr/dL 28 (%51.8)
Lokosit pL* 73210 (4290-
335000)
>10000/pL 53 (%98.1)
>100000/uL 13 (%24.1)
Trombosit 10%/uL* 451 (58-1400)
>450x10°/uL 28 (%51.9)
<100x10%/uL 2 (%3.7)
Sokol Risk 0 (DusUk risk) 12 (%22.2)

Siniflandirmasi

1 (Orta risk)
2 (YUksek risk)

26 (%48.1)
16 (%29.6)

Periferik Eosinofil >3% n=18 3 (%16.6)
Periferik Promyelosit %* n=24 5 (1-30)
Periferik blast %* n=24 2.5 (0-5)
Kemik iligi blast %* n=54 2.5 (0-5)
Kemik iligi retikdlin lif n=20
derecesi

1 2 (%60)

2 %30)

3 %10)
imatinib éncesi tedavi Hidroksilre

Hidroksilre+interferon
Yok

imatinib tedavisine yanit
(hematolojik, sitogenetik
ve

Hedef (optimal)
Yetersiz (suboptimal)

molekdler yanit birlikte) Yanitsiz 20 (%37)
BCR-ABL nokta T315I 11 (%20.3)
mutasyonlari

F317L 9 (%16.6)

E255K 0

Y253H 0

* =medyan

35

Hastalarin 54’0 kronik fazdadir. imatinib tedavisi alan hastalarda medyan izlem
siresi 1.8 yildir (0.3-7.2). imatinib tedavisi sonrasi 7 yillik total sagkalim olasilig
%97'dir. imatinib sonrasi 7 yillik progresyonsuz sagkalim olasiligi %80’dir (Sekil 8).
Toplam mortalite 1 hastada goriildi. imatinib tedavisi altinda 6 hastada progresyon
gbrulirken, imatinib tedavisi altinda tam ve yetersiz yanith izlenen hasta sayisi 35,
yanitsiz izlenen hasta sayisi 19'dur (Tablo 15).



36

Tablo15: imatinib tedavisi alan kronik myeloid I6semili hastalarin klinik 6zellikleri

%

imatinib 6éncesi Hastalik Durumu
Kronik faz
7 Yillik Total Sagkalim Olasihgi
imatinib alanlarda izlem Siiresi (yil)
imatinib sonrasi 7 Yillik Total Sagkalim Olasihg
imatinib sonrasi 7 Yillik ilerlesiz Sagkalim Olasiligi
Toplam Mortalite (imatinibden 1.7 yil sonra beyin édeminden)
Progresyon
Optimal suboptimal yanitl izlenen
Yanitsiz yasayan

54 100
%97

1.8 (0.3-7.2)

%97

%80

]

6

35

19

1% 7 yillik total sagkalim olasilig1 97 % (n=54)

%

7 xji‘7 yillik progresyonsuz sagkalim olasilig1 80 %
81 LB 5 -3¢0

Ve

.61

\5

Sagkalim olasilig1
o

o
(=

1 2 3 4 5 6 7

Imatinib kullanim siiresi (Y1l)

Sekil 8: imatinib kullanan hastaiarda 7 yiiiik sagkaiim oiasiigi iligkisi

54 hastada 7 yillik total sagkalim %97, 7 vyillik progresyonsuz sagkalim

%80’dir. Sokol risk siniflamasina gére disik ve orta riskli 38 hastada 7 yillk

progresyonsuz sagkallm %100 olup, yuUksek riskli

hastalarda ise %83'dlr

(p=0.1245). Erkek grubunda 7 yillik toplam sagkalim %100, kadin grubunda ise
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%96°dir. (p=0.3384). Periferik eosinofil sayisi <%3 altinda ve >%3 Ustiinde olan
gruplarda 7 yillik total sagkahm %100’dir. Kemik iliginde retikdler lif derecesi 1 ve
>1olan gruplarda 7 yillik total sagkalim %100’d(ir. imatinib tedavisi altinda optimal
ve yetersiz yanit elde edilen gruplarda 7 yillik total sagkalim %100, yanitsiz grupta
ise %92dir. (p=0.5004) imatinib tedavisi éncesi hidroksiiire tedavisi alan grupta 7
yillik total sagkalim %94 olup imatinib tedavisi éncesinde hidroksitre ve interferon
tedavisi alan grupta 7 yillik total sagkallim %100°dir. (p=0.6969). T315] nokta
mutasyonu olan grupta 7 yillik total sagkallm %100 olup, T315] mutasyonu
olmayan grupda ise %96’dir. (p=0.6610). F317L nokta mutasyonu olan grupta 7
yilhk total sagkalim %100 olup, F317L mutasyonu olmayan grupta ise %96’dIr.
(p=0.6610). T315l ve F317L mutasyonu olan gruplarda 7 yillik total sagkalim %100
olup, nokta mutasyonu olmayan grupta ise %95'dir. (p=0.4902).

Sokol risk siniflamasina gére dasitk riskli grupda 7 yillik progresyonsuz
sagkalm %80’dir. Orta riskli grupta %85’dir. YUksek riskli grupta ise %66°dir.
(p=0.6070). Erkek hastalarda 7 yilik progresyonsuz sagkallm % 88, kadin
hastalarda ise %77'dir. (p=0.5106). Periferik eosinofil sayisi <%3 altinda olan
grupta 7 yillik progresyonsuz sagkalim %72 olup, =%3 Ustliinde olan grupta
%100°ddr. (p=0.7518). Kemik iliginde retikiler lif derecesi 1 olan grupda 7 yilhk
progresyonsuz sagkalim %67 olup, >1 olan grupta ise 7 yillik progresyonsuz
sagkalim %100’dir. (p=0.8055). imatinib tedavisi altinda optimal yanit ve yetersiz
yanit elde edilen gruplarda 7 yillik progresyonsuz sagkallm %100 ve yanitsiz
grupda ise %54’dir. (p=0.009). imatinib tedavisi éncesi hidroksilire tedavisi alan
grupda 7 yilhik progresyonsuz sagkalim %75 olup imatinib tedavisi éncesinde
hidroksitire ve interferon tedavisi alan grupda 7 yillik progresyonsuz sagkalim
%83’dur. (p=0.7946). T315] nokta mutasyonu olan grupta 7 yillik progresyonsuz
sagkalim %50 olup, T315] mutasyonu olmayan grupta ise %86’dir. (p=0.0470)
(Sekil 9). F317L nokta mutasyonu olan grupta 7 yillik progresyonsuz sagkalim %66
olup, F317L mutasyonu olmayan grupta ise %83’dlr. (p=0.208). T315] ve F317L
mutasyonu olan grupta 7 vyillik progresyonsuz sagkallm %62 olup, nokta
mutasyonu olmayan grupta ise %90’dir (p=0.0610) (Tablo 16 ).



Tablo 16: KF-KML'de klinik paremetrelerin sagkalim Uzerine etkisi (Logrank test)
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N 7-yTY (%) Log Rank 7-y PY (%) Log Rank
P P

Hasta Sayisi 54 97 80
Sokol
0 (Diistik risk) 12100 0.1245 80 0.6070
1 (Orta risk) 26 100 85
2 (Yiiksek risk) 16 83 66
Cinsiyet
Kadin 42 96 0.3384 77 0.5106
Erkek 12 100 88
Periferik eosinofil
<%3 15 100 72 0.7518
>%3 3 100 100
Kemik iliginde retikiler lif derecesi
1 12 100 67 0.8055
>1 8 100 67
imatinib tedavisine yanit
Hedef (optimal) 24 100 0.5004 100 0.0095
Yetersiz (suboptimal) 10 100 100
Yanitsiz 20 92 54
imatinib éncesi tedavi
Hidroksidre 26 94 0.6969 75 0.7946
Hidroksitire+interferon 8 100 83
Yok 20 100 86
BCR-ABL nokta mutasyonlari T315I
Yes 11 100 0.5892 50 (2 y)* 0.0470
No 43 96 86
BCR-ABL nokta mutasyonlan F317L
Yes 9 100 0.6610 66 0.2088
No 45 96 83
BCR-ABL nokta mutasyonlarn T315I
F317L
Yes 18 100 0.4902 62 0.0610
No 36 95 90

*(') median yil, Y:yil
TY: total yasam; PY: progresyonsuz yasam

Sokol: hasta yas, dalak biyUkligu, periferik kanda blast ylizdesi ve trombosit sayisi
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1,0 bttty
0 % T3151 (=) 7-yillik PY 86 % (n=43)
>7 Ve

a8‘
a7‘
’6<
T3151 (+) 7-yilik PY 50 % (n=11)
.54 R X----X

Sagkalim olasilig1
)

Imatinib kullanim siiresi (y1l)

Sekil 9: T3151 mutasyonunun progresyonsuz sagkalim tzerine etkisi.

Resim 5: T3151 BCR-ABL nokta mutasyonuna ait jel gérintisu. M: Marker N: Normal M:
mutant,1,3,4 nolu érneklerde normal primerlerle amplifikasyon var, mutant primerlerlr yok.
2 nolu 6rnekte hem mutant hem normal bélgede amplifikasyon var.
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2N 2ZM 3N 3M

Resim 6: F317L BCR-ABL nokta mutasyonuna ait jel gérintist. M: Marker N: Normal M:
mutant,1,2,3,4 nolu 6rneklerde normal primerlerle amplifikasyon var, mutant primerlerlr
yok.

M 1N 1M 2N 2M .3N 3M 4N 4M

Resim 7: E255K ve Y253H BCR-ABL nokta mutasyonuna ait jel gérintisi. M: Marker N:
Normal M: mutant,1,2,3,4 nolu érneklerde normal primerlerle amplifikasyon var, mutant
primerlerlr yok.

T3151 BCR-ABL nokta mutasyonu ile sokol risk derecelendirmesi, cinsiyet,
kemik iligi retikiler lif derecesi, hemoglobin, I6kosit ve tombosit sayilar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamigtir. T3151 BCR-ABL nokta
mutasyonu ile periferik eozinofil ylzdesi arasinda anlamli bir iliski bulunmustur
(p=0.011). Periferik eozinofil >%3’Un Uzerinde olanlarda T315] nokta mutasyonu
gorulme riski 28 kat artmistir. Beklendigi gibi T3151 BCR-ABL nokta mutasyonu ile
imatinib tedavisine yanit arasinda bizim hasta grubumuzda anlamli bir iligki
bulunmustur (p=0.002) (Tablo 17).
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Tablo 17: T3151 BCR-ABL nokta mutasyonu ile klinik paremetrelerin karsilastiriimasi

n |T3151 T3151 Risk 95% Interval Ki-Kare
negatif pozitif Testi
P

Hasta Sayisi 54
Sokal
0 (Diigiik risk) 12 |10 2 0.885
1 (Orta risk) 26 |20 6
2 (Yiiksek risk) 16 |13 3
Gender
Kadin 42 |35 7 0.400 0.94-1.703 0.206
Erkek 12 |8 4
Periferik eosinofil
<%3 15 |14 1 28.000 1.208-648.809  0.011
>%3 3 11 2
Kemik iliginde retikiiler lif derecesi
1 12 |11 1 6.600 0.543-80.235 0.110
>] 5 3
Imatinib tedavisine yanit
Hedef (optimal) 24123 1 0.002
Yetersiz (suboptimal) 10 |9 1
Yanitsiz 20 |11 9
Hemoglobin
<11 gr/dL 28 |24 4 0.452 0.115-1.777 0.249
>11 gr/dL 26 |19 7
Lokosit
<100x103/uL 41 |31 10 0.258 0.030-2.242 0.193
>100x10%/uL 13 |12 1
Trombosit
>450x103/“L 25 (21 4 1.833 0.468-7.188 0.381
<450x10°*/uL 29 |22 7

F317L BCR-ABL nokta mutasyonu ile sokol risk derecelendirmesi, cinsiyet,

periferik eozinofil ylzdesi, kemik iligi retikller lif derecesi, imatinib tedavisine yanit,

hemoglobin, I6kosit, trombosit sayilari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki

bulunamamistir (Tablo 18).




Tablo 18: F317L BCR-ABL nokta mutasyonu ile klinik paremetrelerin kargilagtiriimasi

n |F317L F317L Risk 95% Interval Ki-Kare
negatif pozitif Testi
P
Hasta Sayisi 54
Sokal
0 (Diisiik risk) 12 |10 2 0.960
1 (Orta risk) 26 |22 4
2 (Yiiksek risk) 16 |13 3
Cinsiyet
Kadin 42 133 0 1.273 1.087-1.490 0.084
Erkek 12 |12 9
Periferik eosinofil
<%3 15 |12 3 0.800 0.621-1.030 0.396
>%3 3 |3 0
Kemik iliginde retikiiler lif derecesi
1 12 |10 2 0.229 0.372-24.171 0.292
>1 5 3
Imatinib tedavisine yanit
Hedef (optimal) 24 122 2 0.320
Yetersiz (suboptimal) 10 |8 2
Yanitsiz 20 |15 5
Hemoglobin
<11 gr/dL 28 21 5 0.066 0.166-2.952 0.626
>11 gr/dL 26 |24 4
Lokosit
<100X103/P-L 41 |35 6 0.096 0.370-8.270 0.477
>100x10%/uL 13 10 3
Trombosit
>450x103/“L 25122 6 0.130 0.465-9.409 0.330
<450x10%/uL 29 |23 3
Mutasyonlar ile sokol risk derecelendirmesi, cinsiyet, periferik eozinofil

yUzdesi, kemik iligi retiktler lif derecesi, hemoglobin, I6kosit, trombosit sayilari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamistir. Mutasyonlar ile
imatinib tedavisine yanit arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur

(p=0.004) (Tablo 19).




Tablo 19: Mutasyonlar ile klinik paremetrelerin kargilastiriimasi

n |Mutasyon Mutasyon Risk 95% Interval Ki-Kare
yok var testi
P

Hasta Sayisi 54
Sokal
0 (Diisiik risk) 12 |8 4 0.975
1 (Orta risk) 26 (17 9
2 (Yiiksek risk) 16 |11 5
Cinsiyet
Kadin 42 128 14 0.000 0.256-3.960 1.000
Erkek 12 |8 4
Periferik eosinofil
<%3 15 |11 4 0.302 0.385-78.573 0.180
>%3 3 |1 2
Kemik iliginde retikiiler lif derecesi
1 12 19 3 0.351 0.720-34.726 0.094
>1 8 |3 5
Imatinib tedavisine yanit
Hedef (optimal) 24 |21 3 0.004
Yetersiz (suboptimal) 10 |7
Yanitsiz 20 |8 12
Hemoglobin
<11 gr/dL 28 21 7 0.180 0.143-1.445 0.178
>11 gr/dL 26 |15 11
Lokosit
<100x103/uL 41 |26 15 0.112 0.123-2.191 0.368
>100x10%/uL 13 10 3
Trombosit
>450x103/;,1L 28 |17 11 0.130 0.555-5.556 0.336
<450x10°*/uL 26 |19




5. TARTISMA

imatinib esas olarak cABL-ATP baglanma bélgesinin bir inhibitéridir. Bu
nedenle BCR-ABL kinaz bdlgesinde ki mutasyonlar imatinib baglanmasini engeller.
BCR-ABL'de kinaz bdlgesi mutasyonlari, kazaniimig imatinib direngi olan
hastalarin %50-60’in1 olusturur (4).

Bu galismada tanida Sokol risk siniflamasina gére; hastalarin 12’si (%22.2)
disUk riskli, 26’s1 (% 48.1) orta riskli ve 16’s1 (%29.6) yuksek riskli gruptadir. Bu
calismada sokol risk siniflamasi ile mutasyon sikligi arasinda iligki
gbsterilememigtir (p=0.975).

imatinib tedavi yaniti degerlendirildiginde; hastalarin 24’0 (%44.4) optimal
yanith, 10'u (%18.5) suboptimal yanith 20’si (%37) ise yanitsiz olarak
degerlendirilmistir. Hess G ve arkadaslarinin calismasinda Ph + kronik faz 59 KML
hastasinda sitogenetik, molekiler ve hemotolojik olarak yanitsiz olan hasta sayisi
28 (%51) bulunmustur (44). Lehaye T ve arkadaslarinin calismasinda Ph + 300
KML hastasinda kronik faz hastalarin %29 yanitsiz olarak degerlendirilmistir (45).

BCR-ABL mutasyonlari medyan 1.8 yillik izlemde hastalarin 18’inde (% 33.3)
belirlenmistir. Lehaye T ve arkadaslarinin ¢alismasinda Ph+ 300 KML hastasinin
imatinib tedavisi altinda 4.5 yillik izlem sonucunda hastalarin %45’'inde mutasyon
saptanmistir (45). Yapilan diger calismalarda %13.4-48 arasinda mutasyon sikigi
gbsterilmistir (37,46). LitartUrler ile sonugumuz benzerlik géstermektedir.

KF KML hasta grubumuzda T315] nokta mutasyonu gdésterilen hasta
%20.3'dir (11). Yanitsiz 20 hastanin 9’unda (%45) T315] mutasyonu gésterilmistir.
Litarattrlerde T315l nokta mutasyonu orani %16.6-26 arasindadir (32,47,48).

Sonucumuz litaratirlerle uyumludur. T315] mutasyonunda yeni tirozin kinaz
inhibitérleri tedavide etkili degildir. Bu mutasyonda allogenik k&k hicre
transplantasyonu énerilmektedir (5).

F317L nokta mutasyonu %16.6 hastada goOsterilmistir. Litaratlrlede F317L
mutasyon sikligi %4-8'dir (46,47,49). Bizim grupta F317L mutasyonunun siklig
yUksektir.
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E255K ve Y253H nokta mutasyonuna sahip hastalar saptanmamistir. Branford
S ve arkadaslarinin galismasinda 18 KML hastasinin 4’Unde (%22.2) E255K
mutasyonu ve 1’inde (%5) Y253H mutasyonu saptanmistir (47). Ouyang Z ve
arkadaslarinin ¢aligsmasinda 23 KML hastasinin 1’inde (%4) E255K mutasyonu ve
1’inde (%5) Y253H mutasyonu saptanmigtir (49).

Mutasyon belirlenen hastalarin 2’sinde (%3.7) T3151 ve F317L mutasyonu
birlikteligi saptanmistir. Litaratirlerde T315]1 ve F317L mutasyonu birlikteligi
bulunmamaktadir

imatinib tedavisine yanitsiz hastalarin %60’\n da mutasyon saptanmigtir
(p=0.004). Lehaye T ve arkadaslarinin calismasinda Ph + 300 KML hastasinin
kronik faz hastalarinin 35'inde kazaniimis direng gelistigi bildiriimektedir.
Kazanilmig direnc gelisen 35 kronik faz hastanin %50’sinde mutasyon saptanmistir
(45). Ernst T ve arkadaslarinin ¢galismasinda imatinib tedavisine yetersiz yaniti olan
ve yanitsiz olan 911 KML hastanin %50’sinde mutasyon saptamislardir (50).
Soverini S ve arkadaslarinin calismasinda imatinib tedavisine yanitsiz 297 KML
hastasinin %43’lnde mutasyon saptanmistir (51). Blastik faz hastalarin %75’inde
mutasyon saptanmistir (51). Sonucumuz litaratirlerle uyumluluk géstermektedir.

Medyan total ve progresyonsuz yasam sirelerine hentz ulasilmamis olup, 7
yilda beklenen total sagkalim %97, progresyonsuz sagkalm %80 bulunmustur.
Lehaye T ve arkadaslarinin calismasinda 300 KML hastasinda kronik faz
hastalarin beklenen total sagkalimi %88 bulunmus, blastik faz hastalarinda ise 2
yillik total sagkalim %17’dir (45). IRIS calismasinda akselere ve blastik faz
hastalarinda 5 vyillik total sagkallm %83, progresyonsuz sagkallm %93
bulunmustur. 5 yillik total sagkalim KML hastalarinda %89'dur (27). Rosti G ve
arkadaslarinin ¢alismasinda 158 KML hastasinda akselere (hizlanmig) ve blastik
fazda 5 yillik total sagkalim %91, progresyonsuz sagkalim %95 bulunmustur (52).
Yasam olasiliklari litaratlrlerle benzer bulunmustur.(5).

T3151 mutasyonu saptanan hastalarda 2 vyillk PFS %50, saptanmayan
hastalarda ise %86’'dir (p=0.0470). Nicolini FE ve arkadaslarin calismasinda
imatinib’e direncli 89 KML hastasinda T315] mutasyonunda yasam siireleri kisa
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bulunmustur (48). Sonucumuz litaratlrle benzerdir. T315l mytasyonunda yeni

tirozin kinaz inhibitérleri tedavide etkili degildir. Bu mutasyonda allogeneik kok
hiicre transplantasyonu énerilmektedir (5). P-loop bélgesi mutasyonlari ile non-P-
loop bdélgesi mutasyonlari arasinda yasam siresi acgisindan anlamh bir farklilik
bulunmaktadir (37). P loop bdlgesi mutasyonlarinda yasam slresi daha kisadir
(37). T3151 mutasyonu KML hastalarinda kéti prognostik faktérdir (53).

Sokol risk siniflamasina gére dustk riskli 12 hastada 7 yillik toplam sagkalim
%100°dir. Orta riskli 26 hastada %100°ddr. Yiksek riskli 16 hastada ise %83
(p=0,1245). Baccarani M ve arkadaslarinin calismasinda sokol risk siniflamasina
g6re dusuk, orta ve yuksek riskli grupta 54 aylik toplam sagkalim sirasi ile; %94,
%88, %81’dir (p<0.001) (54). Lehaye T ve arkadaslarinin ¢calismasinda 124 kronik
faz KML hastasinda sokol risk siniflamasina gére disuik, orta ve ylksek grupta 2
yillik toplam sagkalim sirasi ile; %98, %91 ve %100’dir (45). Sonucumuz
litarattrlerle benzerdir.

imatinib tedavisi altinda hastalarin ortalama izlem siiresi 1.8 yildir. Bu imatinib
kullanim  suUresinde hastalarin  18'inde (%33.3) mutasyon saptanmigtir.
Litaratlrlerde 4 yildan az imatinib kullanan hastalarin %18’inde mutasyon
gelismigtir 4 yildan fazla imatinib kullanan hastalarin %41’inde mutasyon gelisimi
olmustur (p<0.001) (46). imatinib kullanim siresi arttikga mutasyon gériilme
sikhgida artmaktadir.

Hastalarin %37’si imatinib tedavisine yanitsizlik olarak degerlendirilmistir.
Yapilan calismalarda hastalik evresi ilerledik¢e direnc gelisimi artmaktadir. Lehaye
T ve arkadaslarinin calismasinda hastaligin evresine gbre direng gelisimine
bakildiginda Kronik faz (n=139) hastalarin %29’u, akselere faz (n=80) hastalarin
%45'’i ve blastik faz hastalarin (n=76) %92’sinde diren¢ gelisimi saptanmigtir (45).
Stone MR ve arkadaslarin calismasinda 387 KML hastasinin 127’sinde (%32)
yanitsizlik gelismistir (41). Galismamizla litarattrler arasinda uyumlu sonuglar elde
edilmistir.

Yanitsiz 20 hastadan 1’i (%5) imatinib kullanimina bagh beyin 6demi gelismesi

sonucu kaybedilmigtir. 300 KML hastasi ile yapilan bir ¢aligsmada kronik fazda
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yanitsiz olan 41 hastadan 4’0 (%10) imatinib kullanimi sirasinda kaybedildigi
bildirilmektedir (45). Ayni calismada akselere fazda yanitsiz hastalarda mortalite
%28, blastik faz hastalarda mortalite %32 olarak bildiriimektedir (45). Hastalik fazi
ilerledikce 6lUm oranlari artmaktadir. Kaybedilen 1 hasta tedaviye yanitsiz olup
hastada incelenen 4 mutasyonda tespit edilememistir. Hastada yanitsizliga neden
olan durum diger bdlge mutasyonlari ya da ikincil diren¢ gelisimine neden olan
BCR-ABL gen amplifikasyonu, alfa-1 asit protein, MDR-1 olabilir (29).

19 hastada sitogenetik inceleme yapildi ve 1’inde (%5) trizomi 8 saptandi.
imatinib tedavisine yanitsiz 66 KML hastas! ile yapilan bir calismada hastalarin
6’sinda (%9) trizomi 8 bildirilmistir (29). 342 Ph + KML hastasinda 30 aylik izlem
sonucunda 25 hastada cesitli kromozomal anomali belirlenmis olup trizomi 8
bulunan hasta sayisi 8'dir (55).



6. SONUC VE ONERILER

Bu calismanin sonucunda BCR-ABL nokta mutasyonlarindan en sik T315l
nokta mutasyonu goéralmustar. T3151 mutasyon sikhgi litarattrlerle uyumludur.
T3151 mutasyonlarinda yeni trozin kinaz inhibitérleri etkili degildir. Bu mutasyonda

hastalar allogenik kok hicre transplantasyonuna yonlendirilmelidir. yo53H, E255K

mutasyonlarinda dasatinib nilotinib'den daha etkili, F317L mutasyonunda ise
nilotinib dasatinib'den daha etkili oldugu bildirilmektedir. F317L nokta mutasyonu

olan hastalarda nilotinib’e gecilmesi planlanmistir. T315 mutasyonu gordlenlerde
progresyonsuz sagkalim dusuktir (p=0.0470). Hastalarin imatinib kullanma slresi
ortalama 1.8 yil olup imatinib kullanma sdresi arttikga direng gelisiminin arttigi
unutulmamalidir. Bu calismada imatinib tedavisine yanitsiz hastalarin %60’inda
mutasyon saptanmistir. Yanitsiz hastalarda progresyonsuz sagkalim orani
disuktir (p=0.004). KML’de sokol prognostik bir faktér ve KML'de hastalik evresi
ilerledikce mutasyon sikligi artmaktadir. Calismamizda sokol risk siniflamasi ile
mutasyon sikhdi arasinda iliski bulunmamistir. Bu nedenle BCR-ABL nokta
mutasyonlart KML'de sokol’a gére daha énemli bir prognoz belirleyicisidir. Optimal
tedavi seklinin belirlenmesi agisindan; KML hastalarinda direng erken dénemde
tanimlanmali, mutasyon tipi belirlenerek mutasyona goére rasyonel tedavi sekli
planlanmalidir.  Bu calisma ile Gaziantep Universitesi Tip Fakiltesinde 4
mutasyona rutin olarak bakilmaya baslanmistir. Bu durum KML hastalarinin

tedavisinin planlanmasinda énemli olacaktir.
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