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OZET

KML ve ALL TANILI HASTALARDA BCR/ABL FUZYON
GENI MUTASYONLARININ TARANMASI

KML, pluripotent kok hiicrenin myeloid progenitor hiicrelerde
artmis proliferasyon ve azalmis apoptozu ile karakterize klonal bir
bozukluktur. Kromozom 9 ile 22 arasinda karsilikhh translokasyon
sonucu BCR/ABL fiizyon geni olusmaktadir. ABL ve BCR genleri
iizerindeki kirillma noktasi degisebilmektedir. Bu nedenle degisik
molekiiler kiitlelere sahip fiizyon protein kinaz ilriinleri meydana
gelmektedir. Hastalarda BCR/ABL gen fiizyonunun yani sira ABL ve
BCR genlerinde farkhh yapida biyiik delesyonlar ve mutasyonlar
rapor edilmistir. Saptanan delesyonlarin, hastanin prognozu ile
iliskili oldugu gosterilmistir. BCR/ABL geni lizerindeki mutasyon
tiplerinin belirlenmesi, tani, tedavi ve tedaviye yanitta onemlidir.
KML ve ALL’li hastalarda direncin erken donemde tanimlanmasi ve
optimal tedavi seklinin belirlenmesi agisindan onemi bilinmektedir.
Bu calismada, Ph+ olan elli dokuz hasta Minisekans metoduyla
BCR/ABL fiizyon genindeki en sik goriilen 6 mutasyon taranmistir.
Yirmi dokuz Ph+ KML hastasi direngli grup, yirmi Ph+ KML kontrol
ve 10 Ph+ ALL hasta grubu, negatif kontrol olarak Philadephia (-)
DNA ornegi kullanilmistir. Nokta mutasyon analizi igin olgularin
kan ve/veya kemik iligi orneklerinden izole edilen BCR/ABL fiizyon
geni DNA’sI lizerinde toplam 6 mutasyon incelenmistir. Bir hastada
G250E (%1.69) mutasyonu saptanmis, Y253H, T315I, E255K,
F317L ve M351T mutasyonlari ise saptanamamistir. Hic mutasyonu
olmayan hastalarin oranmi %98.30 (58) olarak bulunmustur.
Ilaglara direncin molekiiler temelinin anlasilabilmesi icin dzellikle
BCR /ABL fiizyon genindeki mutasyonlarin daha ayrintili ve genis
populasyonlarda arastirilmasi gerekmektedir. KML ve ALL'li
hastalarda mutasyon tipinin belirlenmesiyle, mutasyona uygun
tedavi seklinin planlanmasina katki saglanacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: KML, ALL, BCR/ABL, Ph kromozomu, TKI,
Minisekans



SUMMARY

In Patients with ALL and CML, BCR/ABL Fusion Gene Mutations
Screening of

CML, of pluripotent stem cells, at myeloid progenitor cells of
increased poliferation and deceased apoptosis is characterized by
a clonal disorder. Of BCR/ABL fusion gene the reciprocal
translocation of chromosomes 9 and 22 is caused. Of BCR and ABL
genes breaking point can vary on. Therefore kinase fusion protein
products having different molecular mass is formed. In patients
with BCR/ABL of gene fusion as well as of BCR and ABL genes in
different structures large deletions and mutations have been
reported. Deletions detected, has been shown to be related to
patient prognosis. BCR/ABL gene mutations on the identification
of the types, diagnosis, treatment and response to treatment is
important. In CML and ALL patients, of the resistance diagnosed
early identification and determination of the optimal treatment for
planning plays an important role. In this study, fifty-nine patients
with Ph+, BCR/ABL fusion gene by the method of minisequence
most common six mutations were screened. Twenty-nine Ph+
CML patients resistant group, twenty Ph+ CML patients control
group and ten Ph+ ALL patients was used. For point mutation
analysis of patients blood or bone morrow sample isolated from
BCR/ABL fusion gene on the total six DNA mutations were
examined. Mutations were detected in one of fifty-nine patients
(%1.69), this mutation is G250E. Y253H, T3151, E255K, F317L and
M351T mutations were not detected. Ninety-eight percent of
patients without the mutation. For an understanding of the
molecular basis of drug resistance, particularly BCR/ABL fusion
gene mutations in large populations need to be studied in more
detail. In patients with CML and ALL with determining the type of
mutation, mutations that contribute to the planning of appropriate
treatment is considered.

Key Words: CML, ALL, BCR/ABL, Ph chromosome, TKI,
Minisequence
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1. GIRIS VE AMAC

Amerika'nin  Philadelphia eyaletinde 1960 vyilinda Nowell ve
Hungerford tarafindan kanserli hilcrelerde anormal bir kromozom
kesfedildi. Arastirmacilar bulunduklari sehre atfen bu kromozoma
Philadelphia kromozomu (Ph) adini verdiler (O'Brien S, Cortes ], 2009).
Rowley 1973 vyilinda, 9.ve 22.kromozom arasinda bir t(9;22) sonucu
olustugunu bulmustur (Saglio G., Kim D.-W., Issaragrisil S. vd. , 2010).
Bu anormal kromozom KML tanili erigkin hastalarin yaklasik %95'inde, ALL
tanisi almis cocuklarin %5'inde ve erigskinlerin %30'unda bulunmaktadir
(Maekawa T, Ashihara E, Kimura S. 2007, Rosti G., F. Palandri, F.
Castagnetti vd. , 2009). Daha sonralari yapilan birgok calisma ile Ph
kromozomunun molekdiler yapisi aydinlatiimistir. Bu kromozom BCR/ABL
flzyon geninin olusmasina neden olur. Bu genin en dénemli 6zelligi Grettigi
proteinin tirozin kinaz (TK) aktivitesine sahip olmasidir. Bu hastalarda
hedefe yonelik tedavi stratejisi olarak TK aktivitesini inhibe edici ajanlarin
(TKI) kullanimi gindeme gelmistir. Bunun sonucunda da Imatinib (IM) adl
bir TKI gelistirilmistir. IM'in ticari olarak onay almasi kanser tedavisinde
bir donim noktasi olmustur. Ama c¢esitli nedenlerle bir slire sonra IM
tedavisi alan hastalarda TKI'ne karsi direng gelisimi ortaya c¢ikmistir. Bu
durum BCR/ABL flizyon geninin molekdiler olarak daha ayrintili incelenmesi
ihtiyacini dogurmustur. Hastalarda dirence neden olan mekanizmalar
incelendiginde 6ntimize iki ana mekanizma c¢ikmaktadir. Bunlar
BCR/ABL'ye bagli ve bagdimsiz mekanizma olarak adlandirihr. BCR/ABL'ye
bagimli mekanizmada genin amplifikasyonu, duplikasyonu ve nokta
mutasyonlari olusumu s6z konusudur. Nokta mutasyonlari BCR/ABL kinaz
domain ve nonkinaz domainin her ikisinde de tanimlanmistir. Calismalarin
codu kinaz domaindeki nokta mutasyonlari (zerine yogunlasmis ve
simdiye kadar yuzun Uzerinde nokta mutasyonu tespit edilmistir. Direnci
asabilmek, remisyonu saglayabilmek ve hastalarin sag kalim oranini
artirabilmek icin bu mutasyonlarin molekiler anlamda taranmasi 6nem arz
etmektedir. Bu nedenle biz de yaptigimiz bu calisma ile KML ve ALL tanili
hastalarda direng gelisiminin nedenini tespit etmek ve buna goére
hastaligin tedavisinde izlenecek algoritmayi belirleyebilmek igin klinige
yardimci olmayi amacliyoruz. Mutasyon tipine bagh olarak tedavi seklinin
belirlenmesi ve direng gelisiminin erken safhada tespit edilmesine katkida
bulunulabilecegi umulmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kronik Myeloid Losemi (KML) ve Akut
Lenfoblastik Losemi (ALL)'nin Ozellikleri

2.1.1. Kronik Myeloid Losemi (KML)

KML pluripotent koék hlcrenin myeloid progenitor hlcrelerde artmis
proliferasyon ve azalmis apoptozu ile karakterize klonal bir bozukluktur
(Albano vd. , 2013). KML vyetiskinlerde gérilen I|6semilerin yaklasik
%?20'sini olusturur. Genelde orta ve ileri yasta goérulir. KML'nin dlnya
capinda insidansi 1-2/100.000'dir. Erkek/Kadin orani:3/2'dir (Faderl S.
vd., 1999 ).

KML ilk olarak 19. ylzyilda tanimlanmis olup, UG¢ farkl klinik evre ile
karakterizedir. Bu evreler KML hastaliginin siniflandiriimasinda kullanilir ve
bu sayede hastaligin asamalari belirlenerek izlenecek tedavi yonteminin
secilmesi sadlanir. Bu fazlar asadida anlatiimaktadir (Sardas OS, Koc H,
Beksac M. 1991):

1. Kronik Faz (KF): Olgunlasma gdsteren myeloid hcrelerin artisi s6z
konusudur. Hastalara tani en sik KF'da konur. KF'daki hastanin
kaninda veya kemik iliginde lokosit sayisi oldukga artmistir. Ayni
zamanda blast sayisi %10’dan daha azdir. Diger fazlara gore
semptomlari daha hafiftir (Talpaz M, Guilhot F. 2005).

2. Akselere Faz (AF): Hastalarin yaklasik %10’u bu evrede tani alirlar.
AF'da blast sayisindaki artis %10-30 arasinda goéralar ve
trombositopeni ortaya cikar. Dalak buyumesi géralir (Talpaz M,
Guilhot F. 2005).

3. Blast Faz (BF): Blast sayisi %30’dan fazladir. Kemik iligi ve kandaki
blast hlicre sayisi artar, eritrosit ve trombosit sayisi azalir (Talpaz M,
Guilhot F. 2005). BF'ye giren hastalarin ortalama yasam slreleri
oldukca kisalmistir. Hastallk BF’ye gectiginde olgularin yaklasik
%85’inde Ph kromozomunun yaninda ek kromozomal anomaliler
gelistigi yapilan calismalarla gosterilmistir. Bu anomalilerden en sik
rastlanilanlar, trizomi 8, trizomi 17, trizomil9, izokromozom 17, Y
kromozom delesyonu ve ekstra Ph kromozomudur (Von Bubnoff N,
Schneller F, Peschel C, Duyster J. 2002, Yuksel ve ark, Mayis 2005).
KML evrelerinde kan dederlerinin  miktarlari  Tablo.2.1'de
gosterilmektedir (The Leukemia & Lymphoma Society,2003).



Tablo.2.1.KML'li hastalarda, hastalidin fazina gore vicuttaki kan degerleri (The Leukemia
& Lymphoma Society,2003).

KML evrelerinde kan tablosu

Kronik Akselere | Blast
Lokosit = 20x10°/L 1 )
Blast < %15 %10-%30 | >%30
Bazofil ) =20 ---
Trombosit Normal ya da 1 ! i l
Kemik iligindeki 7 1 T
hicre miktan
Sitogenetik £(9;22) t(9;22) t(9;22)

KML'de hastalarin fazlara goére ortalama yasam sireleri farklihk
gostermektedir. Hastalarin sag kalim siresi KF'de ortalama 5-6 yil, AF'de
6-9 ay, BF'de ise 3-6 aydir (Tablo.2.2.) (Ren R., 2005).

Tablo.2.2.KML'nin tipik klinik seyri (Ren R., 2005 kaynaktan degistirilerek

alinmistir.)
Kronik Faz Akselere Faz | Blastik Faz
Ortalama Ortalama Ortalama

yasam suresi | yasam suresi | yasam suresi
5-6 vil 6-9 ay 3-6 ay

KML tanisi almis hastalarin %95‘inde Ph kromozomu (Ph+)
mevcuttur. KML'li hastalarin %50-90'Inda dalak buyumesi (splenomegali),

%10-20'sinde karaciger blylumesi (hepatomegali) go6zlenir (Corbin A.S.
vd., 2011, Puttini M. vd. , 2006).

Lésemiler icinde en yavas ve belirtisiz seyreden hastalik KML'dir.
KML'ye sebep olan major etken kan veya kemik iliginde Ph kromozomunun
varhgidir. Kromozom 9 ile kromozom 22 arasindaki karsilikh translokasyon
sonucu Ph kromozomu olusur. Olusan bu kromozom yeni bir kimerik
flzyon genin ortaya ¢cikmasina neden olur. Bu gen BCR/ABL genidir. Bu
genin Urund tirozin kinaz aktivitesine sahiptir ve hlicrede proliferasyonu,
farkhlasmayi, hicresel sinyal yolaklarini ve buylUme faktérlerini uyarir
(Arthur C, JF, Joske D, Lynch K, Hughes T. 2003).
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2.1.2. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

Normal lenfoid hicre toplulugu, imminglobin ve T hiicre reseptori
genlerinin farkli ve klonal yeniden yapilanma surecini gegirerek, B ve T
hicrelerine prolifere olma ve farklilasma slrecini tamamlar. Bu slrecin
herhangi bir safhasinda meydana gelen somatik genetik degisiklikler
proliferasyonun bozulmasina, klonal olarak hilicre populasyonunda artisa
ve ALL'ye neden olur. ALL’lerin yaklasik % 75’'inde kromozomal
translokasyonlar mevcuttur (Haznedaroglu IC, 2010).

ALL, cocukluk cadinda en sik rastlanilan kanser tartdir. Ancak
yetiskinlerde de goérulebilir. Yetiskin ALL hastalarinin yaklasik %30’unda Ph
kromozomu varligi séz konusudur, daha zayif bir prognoz gorultr. ALL'li
cocuklarin yaklasik %5’inden daha azinda Ph kromozomu vardir
(Sekil.2.1.) (Druker BJ. vd., 2006).

Hyperdiploid — No recurrent BCR-ABL" Hyperdiploid
>50 chr omosomes chromosomal 1(9;22) ‘ - _ | >50 chromosomes
abnormalities A =,

TCR translocations ) / \

‘ L 7q35/TCRB Iz* =} 41% ‘
TCR translocations 1:"7 BCR-ABL 14qH/TCRad~ % "
7q35/TCRB ~ /
/ 1(9:22) Hypodiploid /
14q11/TCRad S <45 chromosomes 3 |
29 4 |
MYyc 7 4 No recurrent
o M;YC - \ /’ EL-AML1 IG translocations 3%/ 79 | chromosomal
translocations 3/ 5%] t(12;21) 1(8;14), 1(28), 1(8:22) ~L_ | abnormalities
1(8;14), 1{2;8), 1(8:22) J’ ] / { =4 [_L —
E2A-PBX1 T LL tusions E2A-PBX1’
11:19) t(4;11), 4(1:11), 4(11,19) (1;19)  MLL fusions TEL AMU
14;11) 1(12;21)
19%— L—1% K1:11)
E2A-HLF  Near-haploid/ (11;19)
1(17;19)  very hypodiploid
A <38 chromosomes B

Copyright @ 2005 Elsevier Inc. (USA) All rights reserved

Sekil.2.1.ALL'de gorilen kromozomal translokasyonlar ve sikliklar (A. Cocukluk
cadl, B. Eriskin yas grubu) (Robinson LL. , 1987)

2.2. KML ve ALL'nin Genetik Mekanizmasi

Nowell ve Hungerford adli iki arastirmaci 1960 vyilinda, KML
hastalarindan elde ettikleri timorlli hucreleri incelediklerinde kulglk bir
kromozomun varligini kesfettiler. Daha sonra bu kromozoma bulunduklari
sehre atfen Philadelphia (Ph) kromozomu adini verdiler (Nowell P. C. ,
Hungerford D. A. ,1960). Rowley adli arastirmaci ise 1973 vyilinda,
Philadelphia adh bu anormal kromozomun, kromozom 9 ile kromozom 22
arasinda gerceklesen bir resiprokal translokasyon sonucu olustugunu
kesfetmistir (Rowley J. D. ,1973). Olusan bu translokasyonun kromozom 9
Uzerinde bulunan, tirozin kinaz aktivitesine sahip olan Abelson (ABL)
onkogeni ile kromozom 22 uzerinde bulunan fonksiyonu tam olarak
bilinmeyen, ¢ok sayida kirilma noktasi iceren Breakpoint cluster region
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(BCR) geninin, bir araya gelmesi ile sonuglandigi 1985 vyilinda
gosterilmistir (Sekil.2.2.) (Abelson, HT, Rabstein LS, 1970, Jabbour E.,
Cortes J. E. , Kantarjian H. M. , 2009).

ST =

g EERAR i

n el ||
Ph |

- ﬁ d = SN

[ | L]

ER I e

der () =

=]

L SR RN —

5B, b " -

N b n

9 22

192 2

Sekil.2.2.Philadelphia kromozomu, t(9;22) (q34;q11) (Abelson, HT, Rabstein LS.
1970, Litzow, M., 2006)

Bu translokasyon sonucunda BCR/ABL adi verilen yeni bir flizyon
onkogen ortaya c¢ikar. BCR/ABL adini Breakpoint Cluster Region-Abelson
Leukemia’dan alir. Bu onkogen 210 kDa (8.5 kb) blyukliglinde kimerik bir
Bcr-Abl proteini Uretir. Bu proteine p210°“R“8L adi verilir (Akcora Dilara,
2007, Arthur C, JF, Joske D, Lynch K, Hughes T. , 2003) ve en énemli
Ozelligi aktive olmus bir tirozin kinaz bélgesine sahip olmasidir. Bu nedenle
strekli eksprese olma egilimindedir. KML'nin malign bir forma
dénidsmesinin altinda yatan temel mekanizma da budur (Nardi, V., Azam,
M., Daley, G.V., 2004).

2.2.1. ABL Geninin Yapisi ve Fonksiyonu

ABL geni 9g34'de yerlesmistir. Bu genin eksprese olmasi sonucunda
145 kDa biylkliginde, 11 ekzonlu ve 230 kb genisliginde Ab/ adh bir
protein olusur. Ab/ proteini, nonreseptor tirozin kinaz o6zelligine sahip,
sinyal iletimi ve hicre buylumesinin dizenlenmesinde gdérevli bir
proteindir. ABL1 geni, v-ABL (Abelson murin Lé6semi Virls) adli onkogenin
insandaki homologudur ve reseptdre baglanmayan bir tirozinkinaz kodlar
(Apperley JF., 2007, Ito T,2013, Jamieson C. H. M., Ailles L. E., Dylla S. J.
vd. , 2004). ABL'nin N-terminal ucu U¢ tane SRC Homoloji bélgesi (SH)
icerir. Bunlar SH1, SH2 ve SH3'tlir. ABL'nin Tirozinkinaz (TK) o6zelligini bu
bolgeler dizenler (Laneuville P. , 1995). Bunlarin icinde en 6énemlisi SH1
bolgesidir. Bu bélge TK aktivitesine sahiptir. SH2 bdlgesinin fonksiyonunda
eksiklik oldugunda fosfotirozine baglanma ilgisinde azalma gérilir
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ve ABL’min transforme olma kapasitesinde disme meydana gelir. SH3
bolgesi ise, TK fonksiyonunun negatif dlzenleyicisidir (Deininger, M.,
Vierra, S, 2000). ABL geninde ekzon 1 alternatif splicinge ugrar ve
sonucunda iki farkl Ab/ proteini olusur. Bunlar; Tip 1a ve Tip 1b’dir. Tip 1a
izoformu 1b’den daha kisadir (Cilloni D, Saglio G, 2012, Khorashad vd. ,
2008, O'Hare T., Eide C. A. , Deininger M. W. N. , 2007). ABL geninin
merkezinde PxxP adl prolinden zengin bir dizi bulunur. Bu bélge sayesinde
SH3 bolgelerine, DNA badglanma bolgelerine (DNA-BD), nlkleer
lokalizasyon sinyallerine (NLS), nukleer export sinyallerine (NES), G-
(monomerik) ve F- (filamentous) aktin- baglanma bodlgelerine badlanir.
ABL geninin C-terminal ucunda Ug¢ tane NLS, G¢ tane DNA-BD, bir tane
NES, bir tane G-Aktin BD ve bir tane F-Aktin BD bdlgeleri yer alir.
Fosforilasyon bdélgeleri ise; Ataxia teleangiectasia muated (Atm), cdc2,
protein kinaz ¢ (PKC) ve tirozin 393 (Y393)'dir (Sekil.2.3.) (Coémert Melda,
Baran Yusuf, Saydam Guiray, 2013). ABL geni BCR genine go6re daha
kararhdir.

pl45 ABL
2 AT™ edc2 PRC odcz PKC
£ Sy 0 v
NH, - L g oo

NLS
NLS
NLS

G-Actin

1 13

Sekil.2.3. Ab/ proteininin molekuler yapisi (Coémert Melda, Baran Yusuf, Saydam
Garay, 2013)

2.2.2. BCR Geninin Yapisi ve Fonksiyonu

BCR geni 22qg11'de yerlesmis, 23 ekzonlu, 130 kb uzunlugunda,
ekspresyon aktivitesi slirekli ve 160 kDa buyukliginde sitoplazmik bir
protein Uretir. Bir serin-treonin kinaz olarak goérev alir (Cowan-Jacob SW,
Guez V, Fendrich G, vd. , 2004) (Sekil.2.6.). Insanda en ¢ok beyin
dokusunda ve hematopoetik hlcrelerde eksprese olmaktadir.
Hematopoetik hilcrelerde 6zellikle myeloid farklilasmanin erken
evrelerinde etkin oldugu, hlicre olgunlastikga ekspresyonunun azaldigi
gosterilmistir. BCR geninin ayrica 130 kDa adirhdinda ikinci bir protein
Urettigi de bilinmektedir. Bcr proteininin NH, ucundaki ilk ekzon, 14-3-3
protein ailesindendir ve serin treonin kinaz kodlar. BCR'nin N-terminal
ucunda ‘coiled-coil’ in vivo ortamda dimerizasyona olanak sadlar.
Merkezde dbl benzeri ve pleckstrin-homoloji (PH) bélgelerini igerir.
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PH bdlgesi, Rho guanidin exchange faktérleri Uzerindeki guanidin
trifosfatin (GTP) guanidin difosfata (GDP) donusimuind uyarir. Rho
guanidin exchange faktorleri, nlkleer faktér kapa beta (NF-KB) gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu saglar. CaB adli kalsiyum lipid
baglanma bolgesi yer alir. C-terminal ucu ise, Ras-GTPaz aktivitesine
sahiptir ve Ras guanozin trifosfat-aktivatér protein (RAC-GAP) bdlgesi
olarak adlandirihr (Sekil.2.4.). U¢ ana kirik noktasina sahiptir; makro-bcr
(M-bcr), minér-bcr (m-bcr) ve mikro-bcr (u-becr) (Hanfstein B. vd. , 2011)
(Sekil.2.5.).

Oligomerizasyon
bolgesi

Serin-Treonin
Kinaz Bélgesi GEF bolgesi RacGAP bdlgesi
.

R v . .

1 a 13 4 S 67 8 9 M M2 IIMES KATIS 1Y N 2 M
bl 4 Aok dnnnd "

o =
x S ‘ XPB
SH2 baglanma

|

Y1 77‘(T yri77) Fosfoserin

&
Grh2 | BAP1
=

Sekil.2.4. BCR geninin molekiler yapisinin sematik gosterimi (Hanfstein B. vd. ,
2011)

pl160 BCR

A
- P190 (1-426) P210(1502927)  P230(1-1176)
NH, - coon
|

RHOGEE

DRI B H

Sekil.2.5. Bcr proteininin molekuler yapisi (Hanfstein B. vd. , 2011)

2.2.3. BCR/ABL Fuzyon Geni ve Molekiiler Mekanizmasi

9.kromozomun uzun kolunun 34 bdlgesi (9g34) ile 22.kromozomun
uzun kolunun 11 boélgesi (22g11) arasinda bir mutasyon sonucunda
resiprokal translokasyon meydana gelir. BCR/ABL flzyon geni kromozom
9g34 lokusundaki ABL onkogeninin 3’ ucu ile kromozom 22'deki BCR
geninin 5’ ucunun bir araya gelmesiyle olusur
7



(Walz, C., and Sattler, M. , 2006). ABL1 geninde kirik 5" ucunda 300 kb’hk
bdlgede herhangi bir yerde gerceklesebilir. Bu kirik genelde alternatif 1.
ekzonlar arasindaki intronda olusur (Reddy Premkumar E. , Aggarwal K.
Aneel, 2012). BCR geninde Ug farkli kirik noktasi olusabilir (Sekil.2.6.) :

1. KML’li hastalarin yaklasik %95’‘inde ve Ph+ ALL hastalarinin yaklasik
1/3’iUnde Major-BCR (M-BCR) bodlgesinde kirik olusur. Genelde 13.
ekzondan ya da 14. ekzondan sonraki intronda meydana gelir. Her iki
durumda da olusan hibrid transkript 210 kDa agiri§indadir ve p2108R“5t
adli bir fizyon proteini olusur.

2. KML ve AML'lilerin ¢cok azinda, Ph+ ALL'lilerin 2/3'inde minér-BCR (m-
BCR) bdlgesinde kirik olusur. Kirik 1. ekzondan hemen sonra meydana
gelir. Olusan hibrid transkript 190 kDa agirlidindadir ve p190%R“8L adli bir
protein kodlar.

3. KML ve nétrofilik KML vakalarinda dginci kirik noktasi mikro-BCR (M-
BCR)'dir. 19. ekzondan sonra olusur. Olusan hibrid transkript 230 kDa
agirhgindadir ve p230 BR7BL proteinini kodlar.

Normal genler

AL Yo o va all

i3

E 4_'L‘;_:‘:“<—,‘;‘:_,‘_' B meber Mber  peber
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| | | ere ( \ ﬂ telomere
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Sekil.2.6. A)BCR ve ABL1 genlerindeki farkh kirik noktalari ve olusan mRNA’larin
sematik gosterimi B)BCR ve ABL genlerinin kirilma noktalan (Melo, V. 1., Deininger
W.N.M. 2004, Quintas-Cardama A, Cortes J. 2009).

Bazi ALL ve KML hastalarinda en sik gdézlenen (¢ kirilma noktasi
haricinde farkli ve nadir goérilen noktalar da bildirilmistir (Arthur C, JF,
Joske D, Lynch K, Hughes T. , 2003) (Sekil.2.7.)
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Sekil.2.7. BCR, ABL1 ve BCR-ABL genlerinin ve proteinlerinin sematik gésterimi.
Farkli kirik noktalarina gore olasi flizyon genleri sol tarafta, olusacak proteinler ise sag
tarafta gosterilmistir (Arthur C, JF, Joske D, Lynch K, Hughes T. , 2003).

Translokasyon sonucu olusan kimerik gene (BCR-ABL) bagli olarak
gelisen ilk yeniden didzenlenme Ph kromozomudur ve kuguk bir
akrosentrik kromozom yapisindadir. KML’li hastalarin yaklasik %95‘inde bu
kromozom go6zlenir (Baccarani vd. , 2006). Olusan BCR/ABL geni TK
aktivitesi kazanarak, anormal hicre lokalizasyonuna sahip bir Ab/1 proteini
Uretir (p210 flizyon proteini) (Hochhaus A, La Rosee P, Muller MC, Ernst T,
Cross NC, 2011) (Sekil.2.8.).

ALL'li hastalarin yaklasik %Z20’sinde BCR/ABL fiizyon geni go6zlenir.
KML hastalarindaki BCR/ABL geninden farklilik gdsterir. Translokasyon
olusurken BCR genindeki kirik farkli bir bélgede meydana gelir ve olusan
BCR/ABL flizyon proteini (p185) p210 proteininden daha kuaguktir
(Hochhaus A., Kreil S., Corbin A.S. , 2002).

Philadelphia kromozomu
1(9,22)(g34,911)

5 ‘\8 a
BEA BCR-ABL
q34
tra nSlOkaSyOn

ABL

9. kromozom 22. kromozom

BCR-ABL

BCR > ABL >

N VNN NN B GHEEN | OB OB

oD Ser/Thr GEF SH3 SH2 Tyr kinaz NLS DNA Actin
kinaz BD BD

Sekil.2.8. Philadelphia kromozomunun yapisi (Ph ) t(9;22) translokasyonunun kirik
noktalarinin, Ph kromozomunun ve BCR/ABL1 flzyon molekilinin sematik gdsterimi
(OD: Oligomerizasyon bdlgesi, Ser/Thr kinaz: Serin-Treonin kinaz bélgesi, GEF: Guanin
exchange factor, SH3: Src Homology 3, SH2: Src Homology 2, NLS: Nukleer lokalizasyon
sinyalleri bolgesi, DNA BD:DNA badlanma boélgesi, Actin BD: Aktin baglanma bodlgesi
(Jabbour E, Kantarjian H, 2012)
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Sentezlenen p210 5“R4BL onkogenik flizyon proteini sirekli kinaz

aktivitesine sahiptir. Bu aktivite hlcre proliferasyonu, apoptozis ve
adezyon ile ilgili kontrolstz sinyal iletimlerine neden olur.

BCR/ABL proteininin 4 yoldan malignite olusumunu tetikledigi
belirlenmistir (Capdeville R, Silberman S., 2003).

1. Hicrenin adezyon 0Ozelliklerini degistirir.

2. Mitojenik aktivasyona yol acar.

3. Apoptozu inhibe eder.

4. ABL TK aktivitesini inhibe edici proteinlerin yikimina yol acar.

2.2.3.1. BCR/ABL’nin Adezyon Ozelliklerinin Degismesi

KML 6ncll hicrelerinin kemik iligi stroma hiicrelerine ve ekstraselller
matrikse adezyonu azalir. Stroma hicreleri adezyon hiicre gogalmasini
negatif olarak dizenler (Sekil.2.9.). KML hiicreleri ise degdisen adezyon
Ozellikleri ile bu dizenden kacis gdsterirler. Yapilan calismalar stroma ile
oncil hicreler arasindaki etkilesimde B-integrinlerin énemli roli oldugunu
gbstermistir. KML hacreleri normal 6ncil hicrelerde bulunmayan B1-
integrinin adezyon inhibitér varyantini eksprese ederler (Deininger, M.,
Vierra, S, 2000, Moraes G. Nestal de , Souza P. S., 2012).

&> /<+> N
Sekil.2.9. KML kdk hiicre nesli ve malign yeniden diizenlemenin sematik diyagrami
(Corbin A.S. vd. , 2011).

2.2.3.2. Mitojenik Sinyalizasyonun Aktivasyonu

BCR/ABL'nin karistigi sinyal yolaklari Ras, mitojen-activatér protein
(MAP) kinazlar,"'signal transducers and activators of transcription” (STAT),
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3-K), ve Myc’dir. Etkilesimlerin bircogu tirozin
fosforilasyonu araciligiyla ve GRB- 2, DOK, CRK, CRK benzeri protein (CRK
like protein; CRKL), SRC homoloji iceren protein (SHC) ve casitas-B-
lineage lymphoma protein (CBL) gibi adaptér proteinlerin BCR/ABL'ye
baglanmasi ile saglanir (Cilloni D, Saglio G, 2012).
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BCR/ABL onkoproteini, Ras, Jak/STAT, PI3-Kinaz ve Myc sinyal yolaklari
gibi bircok mitojenik sinyal yolaginin aktivasyonuna sebep olur ve
hicrenin c¢ogalmasini indikler (Franks, L. M., Teich, N. M., 2001)
(Sekil.2.10.).

Enhanced proliferatior

e RAD51
DNA-PKcs
BCL-XL RAD2 ~—, DMd uble
and bre k
J self
| Cn
ROS Ry Chromosomal
abberations and
MLH1, W ot mttons
msz

BCR/ABL

s N

| SHP-1

Sekil.2.10. BCR/ABL geni; bliyime, godalma, genomik istikrarsizlik, kansere donlisim ve
sag kalim gibi birgok hticresel faaliyette rol alan sinyal yolaklarini etkilemektedir (Nardi,
V., Azam, M., Daley, G.V., 2004).

2.2.3.2.1. Ras ve MAP Kinaz Yolagi

Tirozin 177'nin otofosforilasyonu ile Ras, inaktif GDP bagh durumdan
aktif GTP bagll duruma gecer. Ras'In aktivasyonu Ph+ Ilésemilerin
patogenezinde dnemlidir. IL-3 gibi sitokin reseptorlerinin uyarilmasi Ras’in
aktivasyonuna neden olur ve aktif Ras proteini serin-threonin kinaz Raf’a
baglanir ve Raf proteini hicre membraninda toplanir. Burada serin-
threonin amino asitlerinden fosforillenen Raf proteini aktif hale gecer. Raf,
gen transkripsiyonunun aktivasyonuna neden olan Mekl/Mek2 ve Erk
Uzerinden sinyal yolagini baslatir. MAP kinaz yolaginin Uglincl kolu p38’in
BCR/ABL transforme hicreler ve diger mitojenik potansiyeli olan
yolaklarda aktif olduguna dair kanitlar vardir (Sekil.2.11.) (Yokoyama T,
Kanno Y, Yamazaki Y, Takahara T, Miyata S, Nakamura T, 2010).

BCR-ABL

v
| —

4 -

)

Sekil.2.11. Potansiyel Mitojenik BCR/ABL Sinyal Yollar (Yokoyama T, Kanno Y,
Yamazaki Y, Takahara T, Miyata S, Nakamura T, 2010)
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2.2.3.2.2. Jak-Stat Yolagi

Normal hlcre sinyalizasyonunda sitokinlerin non reseptér TK'a
baglanmasi ile reseptor aktive olur ve hiicre ici bdlgesi ile iliski kuran
Janus ailesi kinazlari (JAKs) tirozin fosforilasyonu ile aktiflesir. Jak’in
fosforile olmus bdlgelerine Stat (Signal transducer and activator of
transcription) proteini badlanir ve fosforillenir. Fosforillenmis Stat
proteinleri birbirine baglanarak dimer olusturur, nukleusa gecer ve DNA'ya
baglanarak transkripsiyonu baslatir. Stat transkripsiyon faktérlerinin
(Statl ve Stat5) surekli fosforilasyonu birkac BCR/ABL pozitif hlcre
serisinde ve primer KML hlcrelerinde rapor edilmistir ve Stats
aktivasyonunun malign donlisidm ile iliskili oldugu gdsterilmistir. BCR/ABL
transforme hiicrelerde Stat5’'in etkisinin anti-apoptotik oldugu ve Bcl-xL’in
transkripsiyonel aktivasyonuna karistigi gortlmistir. Fizyolojik uyari
tarafindan Jak/Stat yoladinin aktivasyonunun aksine BCR/ABL, Jak
proteinlerinin fosforilasyonu olmadan dogrudan Statl ve Stat5'i aktive
edebilir. P2105%R*BL1n aksine P190 BR*Bl'da &zellikle Stat6 aktivasyonu
s6z konusudur (Sekil.2.12.). JAK/STAT vyolagi, hicre g¢ogalmasini,
farkhlasmayi ve hicre gogunu stimile eder. Jak/STAT ve transkripsiyon-5-
aktivator, BCR/ABL downstream etki gosterir. Bcr-Abl nin
fosforilasyonundan dolayi yapi aktive olur. STAT 5'in yoklugunda farelerde
KML gelismedigi kesfedildikten sonra KML icin STAT 5 tedavi edici gegerli
bir hedef olmustur. STAT 5 fosforilasyonunun inhibe olmasi l6semik kdk
hiicrelerin elimine edilmesi igin ilging bir hedef olarak gdsterilmektedir
(Wang X. , Zeng J. , Shi M., 2011).

Sekil.2.12. KML'de SRC ve JAK/STAT Aktivitesi (Baran Y. , 2007).

2.2.3.2.3. PI3- Kinaz Yolag:

BCR/ABL pozitif hicrelerin ¢ogalmasi igin PI3-kinaz aktivitesi
gereklidir. PI3 kinaz yoladinin aktivasyonu bir serin-threonin kinaz olan
Akt kaskadini aktiflestirir. Akt anti-apoptotik sinyalizasyona karisir ve
aktive Akt, Bad, MDMZ2, IkB-kinaz a gibi transkripsiyon faktoérlerinin
aktivasyonunu ve hucre ici lokalizasyonu diuzenler (Sekil.2.11.) (Ito T. ,
2013).
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2.2.3.2.4. Myc Yolagi

Bircok insan malignitesinde Myc onkoproteininin asiri eksprese oldugu
gOsterilmistir. Myc'in transkripsiyon faktort gibi etki yaptigi disinidlmekte
ancak hedef genleri genis capta tam olarak bilinmemektedir. Myc’'in
aktivasyonu BCR/ABL'nin SH2 bdlgesine baglanmasiyla saglanir. v-abl-
transforme hiicrelerde elde edilen sonuclar goéstermistir ki Ras/Raf sinyali,
siklin bagimli kinazlar (cdck) ve E2F transkripsiyon faktdrl tzerinden Myc
promotorunu aktive etmektedir (Jorgensen HG, Holyoake TL, 2007).

2.2.3.3. Apoptozis Inhibisyonu

BCR/ABL pozitif hicre dizileriyle yapilan calismalarda, bu hiicrelerin
DNA hasari tarafindan indlklenen apoptozise karsi direngli olduklar
gbzlemlenmis, ancak altinda yatan mekanizmalar tam anlamiyla
anlasilamamistir. Bu konuyla ilgili ©6ne sdrtlen iki goéris vardir.
Goruslerden biri BCR/ABL''n kaspazlari aktive ederek mitokondriden
sitokrom ¢ salinimini engellemesidir. Kaskad seklinde gerceklesen kaspaz
aktivasyonuna Bcl-2 ailesi Uyelerinin aracilik ettikleri dustnutlmektedir.
Baf3 hicre dizisinde BCR/ABL''n Ras yolagi Uzerinden Bcl-2 proteinini
arttirdigi yine 32D hiicrelerinde de BCR/ABL'In PI3-kinaz yolagi Uzerinden
Bcl-2 proteinini arttirdigi belirlenmistir. Diger bir goris ise, pro-apoptotik
bir protein olan Badin fosforilasyonudur. Bad'in iki serin aminoasidinden
Akt, Raf ve Ras proteinleri tarafindan fosforile edildigi, ayrica “Interferon
consensus sequence binding protein” (ICSBP)'in  regulasyonunu
degistirerek apoptozisi inhibe ettigi distnilmektedir (Sahli Ahmad Hamad
Zeyad, Maya El Sabban, Maha Mouterik , Nasr Rihab, 2013).

2.3. KML ve ALL’'de Tedavi YOontemleri

On dokuzuncu vyuzyilda KML igin sadece arsenik kullanimi s6z
konusuydu. Bazi toksik etkilerine ragmen arsenik 1900’lerin baslarinda
radyoterapi yéntemi uygulanincaya kadar kullanilmaya devam etti. Daha
sonra radyoterapinin yerini 1960'larda busulfan ve hidroksilire aldi. Ancak
bu tedavilerin Ph (-) olusturma ya da sag kalimi iyilestirme kapasitesi
yoktu. Allojenik kdk hicre nakli 1980’lerde, KML icin édnemli bir 6lim
oraniyla tek kiratif tedavi sekli olmustur. Interferon a, nakil icin uygun
olmayan hastalarda kullanilmaya baslandi. IF- a giderek KML tedavisinde
busllfan ve hidroksitreanin yerini aldi. Bu tedavi ile hastalarin yaklasik
1/3’Unde sag kalim ve uzun sireli sitogenetik yanit elde edilmistir. KML
icin iki ana tedavi secenegi 1998 vyilinda, degistirilerek Tirozin Kinaz
Inhibitérlerinin (TKI) dénemi baslamis oldu.
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Bu hedefe vyoOnelik tedavilerin gelistirilmesi ile ©6ncesinde uygulanan
geleneksel tedavilerin karsilastigi sinirlamalar da asiimis oldu. TKI'lerin
kesfi sadece KML hastalarin sag kalimi {zerinde etkili olmamis ayni
zamanda diger kanserlerin tedavisinde de etkili olmustur (Bitencourt
Roberta, Zalcberg Ilana, Iuri Drumond Louro, 2011) (Sekil.2.13.).

1900’lerin basi- 1960’lar- 1980’'ler
Biisiilfan-

Radyoterapi interferon a
Hidroksiiire

19.yy-arsenik

1?80 Ifr- Allojenik 2001 -imatinib 2006- 2.Nesil
Kok Hiicre TKI Yaklasimi
Transplantasyonu

Sekil.2.13. KML Tedavisinin Tarihgesi. Yillar boyunca KML hastalarinin tedavisinde
kullanilan yontemler gosterilmektedir (Bitencourt Roberta, Zalcberg Ilana, IGri Drumond
Louro, 2011).

2.3.1. KML'de Geleneksel Kemoterapi

1. Busilfan: KML tedavisinde ilk kullanilan kimyasaldir,
Ozellikle dénlist olmayan yan etkileri fazladir. Hidoksilireye gére en
blylk dezavantaji, etkisi ge¢ baslar ve gec sonlanir. Hidroksilire ve
busilfan hastalarin  %50-80‘inde tam hematolojik remisyon
saglarken sitogenetik remisyon nadirdir ve hastaligin dogal seyrini
degistirmez.

2. Hidrositire: Ribonukleotid rediktaz inhibitéridir. Hcre
siklusunda DNA sentezi sirasinda spesifik inhibitér olarak gdérev
yapar. Ilac kesilince etkisi hemen sonlanir, Ph kromozomunu
negatiflestirmez (Banerji L, Sattler M. , 2004).

2.3.2. Kiiratif Tedavi

Guncel ilag tedavileri ile KF KML tanisi alan vakalarin godu kaliteli bir
yasam sudrdurebilirler. KML hastalar Gzerinde yapilan calismalarin hedefi
kUratif tedaviler gelistirmek ve tedavinin yan etkilerini azaltmaktir. Tani
anindaki KML fazina, test sonuclarina ve yasa goére 6zellikle kdk hucre
naklinin mimkidn olup olmamasina bagl olarak her bir hastaya yonelik
tedavi yaklasimi 6zel olarak belirlenir (Branford S. vd. , 2002) .
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Glnimuzde KML tedavisinde (g segenek vardir: Interferon-alfa (IFN-
a), tirozin kinaz inhibitéri (Imatinib) ve allojenik hematopoietik kdk hticre
nakli (AHKHN).

2.3.3. Allojenik Hematopoietik Kok Hiicre Nakli (AHKHN)

AKHN ozellikle geng hastalar icin uygundur ki bu hastalarda
hastaliktan bagimsiz yasam sliresi %60-70, nakil ile ilgili 6lim %10 ve
relaps olusma ihtimali %?20’dir. Yash hastalarda ise tedaviyle iliskili
O6limun artmasindan dolayr durum daha kétl olup tedaviden 5 yil sonra
hastaliktan badimsiz yasam silresi %230'dur. Hastalarin c¢odunda
hematolojik remisyon ve TSY sadlanir. Ayrica hastaligin fazi tedavinin
basarisinda 6nemlidir (Bixby D, Talpaz M., 2009).

2.3.4. Interferon-alfa (IFN-a)

Interferonlar, malign hastaliklar ve viral enfeksiyonlar gibi antijenik
uyarilara cevap olarak Okaryotik hilcreler tarafindan retilen
glikoproteinlerdir.  Antiviral, immuinomodulatdér, antiproliferatif ve
antianjiyogenik aktiviteye sahiptirler. Hem solid hem de hematolojik
malign timérlerde en yaygin interferon a kullaniimaktadir. Interferon a
(IFN) ile tedavide hastalarin %46-80'ninde tam hematolojik yanit (THY),
hastalarin %13-32'sinde tam sitogenetik yanit (TSY) ve %11-16'sinda
kismi sitogenetik yanit (KSY) saglar (Faderl S, Talpaz M, Estrov Z,
Kantarjian HM, 1999). AKHN planlanmayan hastalarda tedavi
seceneklerinden biridir. IFN'nin KML'deki etki mekanizmasi tam
bilinmemektedir. Antiproliferatif, immun modilatér, antianjiyogenetik ve
stromal hicreler ile adezyon molekllleri arasindaki iliskiyi dtzenler.
Sardas ve arkadaslari IFN'nin KML tedavisinde ¢ok etkili bir ajan oldugunu
gbstermiglerdir (Sardas OS, Kog H, Beksag M. , 1991).

ALL’li hastalarda tedavinin amaci, hastaligin remisyona girmesini
saglayarak, hastaligin seyrini korumak ve tamamen ortadan kalkmasini
saglamaktir. EgJer hastalik relaps olursa tekrar remisyona girmesi icin
cesitli tedavi ydntemleri uygulanmaktadir. Tedavi sirasinda [6semili
hicrelerin yaninda saglikh hiicreler de zarar goérir ve hastada tedavi
sirasinda cesitli yan etkiler bas gosterir. Ilag tedavisi basarili olmaz ve
hastalik tekrar ortaya ¢ikarsa kok htcre nakline gidilir (Cortes J. E. , Kim
D-W, Pinilla-Ibarz J. vd. , 2012).

KF KML hastalarinin tedavisinde hedef, hastalarin kan sayimini normal
seviyeye getirmek ve KML hicrelerini elimine etmektir. Tedavi kan hticresi
sayimini genellikle normal dederlere geri cevirir ve normal veya normale
yakin seviyede tutar. Dalak normal boyutlarina ulasincaya kadar kagalr.

15



2.3.5. Tedavide Uygulanan TKI'lere Verilen Yanitin
Degerlendirilmesi

KML tanil hastalarda hastaligin kontrol edilebilmesi icin uygulanan
tedavinin basarili olup olmadigini anlamak igin (ic asamada bir algoritma
izlenir (Castagnetti F. , Palandri F. , Amabile M. vd. , 2009):

1. Tam Hematolojik Yanit (THY), kan hlcre sayimi normal
degerlerdedir ve splenomegali gelismemistir.

2. Sitogenetik Yanit (SY), incelenen kemik iligi 6rneklerinde
ortalama yirmi metafaz plaginda gorilen Ph+ hicrelerin oranina
gbre gruplandirma yapilir.

() Tam Sitogenetik Yanit (TSY): Ph kromozomu
yoktur (Ph= %0_0).

(i) Kismi Sitogenetik Yanit (KSY): Ph kromozomu
varhigi orani % 1-35 arasindadir (Ph= %1-35).

(iii) ~ Minér Sitogenetik Yanit (MSY): Ph kromozomu
varhigi orani % 35-95 arasindadir (Ph=%35-95).

3. Molekdiler Yanit (MY), Uluslararasi skala temel alinip,
Real-Time PCR(RT-PCR) kullanilarak olusan bcr-abl transkriptinin
kantitatif olarak dizeyinin 6élgilmesi yontemine dayanir.

(i) Major Molekiler Yanit (MMY): Olusan bcr-abl
transkriptinin dlizeyi %0.1 veya daha azdir (bcr-abl transkript
>3 log azalma).

(i) Tam Molekdler Yanit (TMY): Yapilan Real-Time PCR
yontemiyle bcr-abl transkriptine rastlanmaz (Tablo.2.3.).
European LeukemiaNet (ELN)'nin 2009 vyilinda yayinladigi skalaya

gbre;

(i) Imatinib uygulandidinda THY ilk yanit alma siresi
optimum 3 ay; KSY 6 ay icinde ve TSY 12 ayda, MMY ise 18 ayda
ortaya cikar.

(ii) Imatinib tedavisi basarisiz oldugunda 3 ayda THY
goériulmez, 12 ayda daha az KSY gorilir ve 18 ayda MMY
gorulmez.
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Tablo.2.3.KML tanisinda kullanilan testler ve sonuglari
(www.kronikmyeloproliferatifhastaliklar.com, 30.12.2013)

Yanit Turd Test Testin Anlami Ornek
Hematolojik Tam Kan Sayimi (TKS, | BK Kan
yanit CBQ) Kirmizi Kire
Platelet
Sitogenetik FISH Philadelphia  (Ph) | Kan ya da
yanit Klasik Sitogenetik kromozomu kemik Iligi
tasiyan hcreler
Molekdiler RT-PCR BCR-ABL Kan ya da
yanit transkripsiyonu Kemik 1ligi

2.3.6. BCR/ABL iInhibitorleri (Tirozin Kinaz Inhibitorleri, TKI)

2.3.6.1. Birinci Nesil TKI

Imatinib mesilat (ST1571, CGP57148B,IM), élumcil ve kronik bir
hastalik olan KML'yi tedavi edebilen bir ilk nesil TKI'dir (Golemevic M. vd. ,
2005). IM bir 2-fenil aminopirimidin bilesigi olan, KML hiicrelerinde
bulunan BCR/ABL onkoproteinini inhibe eden ticari bir ilactir. IM, BCR/ABL
otofosforilasyonunun ve substrat fosforilasyonunun inhibisyonunu
gerceklestirip, hucrelerin proliferasyonunu engelleyerek, apoptozisin
indiklenmesi aracihidiyla BCR/ABL onkoproteinini bloke eder (Corbin AS,
Rosee PL, Stoffregen EP, Druker BJ, Deininger MW, 2003). Etkisini ABL
Kinazin katalik bdlgesine baglanan Adenozin trifosfatin (ATP) yerine
baglanarak gosterir (Sekil.2.14.). IM, ABL kinaz domainindeki amino
asitlere baglanir ve ATP'nin baglanmasini engelleyerek BCR/ABL
proteininin inaktif konformasyonda kalmasini indikler. Bu durumda
ATP’den fosfat transferini engeller ve downstream sinyal iletim yolaklarini
bloke ederek buylUmenin duraklamasina ya da apoptozise neden olur
(Sekil.2.15.) (Cortes J. , Goldman J. M. , Hughes T. , 2012).
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Imatinib mesylate
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Sekil.2.14. Imatinib’in kimyasal yapisi (Walz, C. , Sattler, M. , 2006)

Oldukca etkili bir oral ilag tedavisidir ve tedavi edilen bircok kiside
istikrarli remisyon saglar. IM yeni tani almis Ph+ KF-KML hastalar ile BF,
AF ya da IF-a tedavisine cevap vermeyen KF-KML hastalari icin Faz I ve II
klinik denemelerinin ylksek basari gdstermesinden sonra FDA tarafindan
Mayis 2001 vyihinda onay almistir. Yeni tanii KF-KML hastalarinda
International Randomized Study of Interferon and STI571 (IRIS)
calismalari, IF ile karsilastirildiginda IM’in KML'nin BF ya da AF'ye ilerleme
sikhdinda azalma ve hematolojik ve sitogenetik yanit olusmasinda daha
Ustiin oldugunu ve iyi tolere edilebildigini géstermistir (Haznedaroglu IC,
2010). Bu basarinin altinda yatan neden, ilacin hedefe ydnelik olmasidir.
IM, normal hucrelere minimal dlzeyde zarar verir. Bu yldzden yasam
kalitesi acisindan 6nemli bir avantaj saglar (Hughes T. P. vd. , 2010).

Ber-Abl Ber-Abl

L. P Imatinib  Subsirate
PP mesylate

Effeciy ?« Effector
ATP \ 9

P 5 Signaling ATP
- Pp
P

Sekil.2.15. Imatinib Mesilatin etki mekanizmasi (Haznedaroglu IC. Kronik
Myelofibrozis. www.thd.org.tr. 12.12.2013).

2.3.6.2. Ikinci Nesil TKI

Baslangicta IM ile tedavi edilen bazi hastalarda zamanla ilac
almalarinin  kisitlayacak veya tedaviyi sonlandirmayi gerektirecek
(intolerans) yan etkiler gelisebilir ya da IM yeterli cevap vermez veya
tedaviye direng olusabilir. Bu durumu asabilmek icin 2.nesil ajanlarin
gelistirilmesi gundeme gelmistir. Yapilan c¢ok sayidaki calismalar
(ENESTnd, ASISION, BELA) IM tedavisi alan KML hastalarinda 2.nesil
TKIerin daha etkili ve Ustin oldugunu gostermistir (Goldman J. M. ,
2007) (Tablo.2.4.).
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2. Nesil TKI'ler daha hizli ve daha iyi yanit olusmasina izin vermekte ve
sonucta hastaligin ilerleme oraninda o©6nemli derecede azalma
saglamaktadir. Bu nedenle glnimizde yeni tani almis KML hastalarina
uygulanacak ilk tedavide IM ek olarak Ikinci Nesil TKI secenekler arasinda
gosterilmektedir (National Cancer Institue [homepage on the Internet].
Accessed July 23, 2013).

Tablo.2.4. ENESTnd, DASISION ve BELA klinik denemelerinin 12 ay sonraki
sonuglarn 2.nesil TKI'lerin Tam Sitogenetik Yanit (TSY) ve Major Molekiiler Yanit (MMY)
oraninin 1.nesil TKI olan IM’e karsi basarisini gostermektedir (National Caner Institue

[homepage on the Internet]. Accessed July 23, 2013).

Sonuglar DASISION trial ENESTNd trial BELA trial

Dasatinib  Imatinib | Nilotinib Imatinib | Bosutinib Imatinib
TSY(12 ay | 83 72 78 65 70 68
sonra%)

46 28 44 22 41 27
MMY(12
ay
sonra%)

Ikinci nesil TKI, Dasatinib (DA), Nilotinib (NI) ve Bosutinib (BO)'tir.
DA (BMS-354825), bir 2. nesil TKI'dir. FDA tarafindan 2007 yilinda, KF-
KML hastalarinda IMten sonra ikinci asamada kullanilabilecek bir ilag
olarak onay almistir. Dasatinibin avantajlari, ATP baglanma boélgesine
daha kuvvetli ve kolay baglanmasi ve ABL Kinazin hem inaktif hem de
aktif formuna baglanabilme yetenegine sahip olmasidir. Ayni zamanda Src
ailesi, c-Kit, Platelet Derived Growth Factorreceptor (PDGFR) ve efrin-A-
reseptér gibi diger onkogenik kinazlari da etkiler (Muller M. C. vd. , 2009)
(Sekil.2.16.). DA, en ¢ok IM’e direng olusturan ABL mutasyonlarina etki
eder. Ama T315I mutasyonuna etki edemez. START-C denemelerinde KF-
IM direncli hastalarda DA kullanimi degerlendirilmis. Yapilan calismalarda
DA kullanimin bir yan etkisi olarak hastalarin bazilarinda plevral eflizyon
gelismis ama basarili bir sekilde bu durum duzeltilmistir. DA’e kars! direng
gelisimine neden olan mutasyonlar; V299L, T315A, F317L/N/C ve T315I
mutasyonlandir (Nicolini FE vd., 2013).
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Dasatinib etki mekanizmasi

" | Dasatinib
Aktivasyon

halkass

Inaktif durum Aktif Durum

Sekil.2.16. Dasatinib etki mekanizmasi (O'Hare T. , Eide C. A. , Deininger M. W. N. ,
2007’'den degistirilerek alinmistir.)

Nilotinib (AMN107) bir ikinci nesil TKI’dir. FDA tarafindan 2007
yilinda KF-KML hastalarinda ikinci asamada kullanilabilecek bir tedavi
secenegi olarak onay almistir. BCR/ABL’nin sadece inaktif formuna
baglanir (Sekil.2.17.). ATP baglanma bodlgesine IMten daha kuvvetli
baglanir ve TK aktivitesini inhibe etme yetenegi 20-50 kat daha fazladir.
Rosti ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada yeni tanili KF-KML'lilerde 12
ay sonra TSY %96 oldugu saptanmistir. Molekdiler yanitin ise 12 ay sonra
%85 ulastigr goérilmiastir. NI T315I, E255K/V, F359V/C ve Y253H
mutasyonlari hari¢ diger IM direng mutasyonlarina karsi etkilidir (Saglio G.
, Kim D-W. , Issaragrisii S vd, 2010 ). Onemli bir yan etkisi ise,
hiperglisemiye neden olmasidir. Bu nedenle diabetik hastalarda bu ilaca
baslanmadan 6nce dnlem alinmalidir (Rosti G. , F. Palandri, F. Castagnetti
vd., 2009).

Aktif BCR-ABL sinyalizasyonu Inaktive edilmis BCR-ABL sinyalizasyonu

BCR-ABL BCR-ABL

‘Substrat

¢ éb\% e

Sekil.2.17. Nilotinib etki mekanizmasi (Rosti G. , F. Palandri, F. Castagnetti
vd., 2009).

Bosutinib (BO-SKI-606) yeni bir 2. nesil oral yoldan Src/Abl etkili
TKIdir. Hulcre kalturd calismalarinda KML hicre dizilerinde IM’e karsi
daha etkili oldugu gosterilmistir. BO’nin klinik sonuclari birinci, ikinci ve
Uglncl asama KML tedavisinde Umit verici bir ajan olarak gérinmektedir.
IM ile karsilastirildiinda 12 ay sonra olusan TSY benzer oranlarda
olmasina ragmen ilk TSY olusumu BO kullanilan hastalarda daha erken
ortaya ¢ikmaktadir.
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MMY olusumu ise 12 ay sonra IMte %27, BOte %41'dir. IM, direng
mutasyonlarindan V299L ve T315I hari¢ digerlerinde oldukga etkilidir
(Tablo.2.5.). Yan etkileri ise, ishal ve karaciger enzim dlzeylerinin
yukselmesidir (Ohanian M. , Cortes J. , Kantarjian H. , Jabbour E., 2012).

Tablo.2.5.Tirozin Kinaz Inhibitérlerinin isimleri ve T315I mutasyonuna etkileri
(Ohanian M., Cortes J. , Kantarjian H. , Jabbour E., 2012, kaynaktan degistirilerek

alinmistir).

TKI Orijinal ismi | TKI nesli T315I
mutasyonuna
etkisi

Imatinib STSI571 Birinci Yok

Dasatinib | BM-354825 | Ikinci Yok

Nilotinib AMN107 Ikinci Yok

Bosutinib | SKI-606 Ikinci Yok

Ponatinib | AP24534 Uglincl Var

2.3.6.3. Uciincii Nesil TKI

Ponatinib (PO-AP24534) oral yoldan alinan bir TKI'dir. Ozellikle bitiin
TKI'lere (IM, DA, NI ve BO) direng gelistiren T315I mutasyonunu hedef
alan bir ajandir. PO, M244V, G250E, Q252H Y253F/H, E255K/V, F317L
M351T ve F359V mutasyonlarini da inhibe etme 06zelligine sahiptir. PO ile
IM’in BCR/ABL baglanma mekanizmasi benzerdir. Ancak PO, yapisinda
metilfenil ve pirin gruplari arasinda karbon-karbon Ugli badina sahiptir.
Bundan dolayl T315I mutasyonunun olusumunu inhibe eder (O'Hare T. ,
Zabrikie M. , Eiring A. vd. , 2012) (Tablo.2.6.).
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Tablo.2.6.KML tedavisinde kullanilan ilaglar ve hedefleri (O'Hare T. , Zabrikie M. ,
Eiring A. vd. , 2012’ kaynaktan degistirilerek alinmistir).

Ajan Hedefi Calisma alani

FDA onayi alan

Imatinib Bcr-Abl,Kit,PDGFR-A,PDGFR-B
Dasatinib Bcr-Abl,Src  kinaz ailesi,Kit,PDGFR-
Nilotinib A,PDGFR-B

Bcr-Abl,PDGFR, c-Kit, EPHB4

Arastirma adi

SKI-606[100] Bcr-Abl, Src Faz I,II
INNO-406[100] Bcr-Abl, PDGFR, c-Kit, Lyn kinazlar Faz I
MK-0457[100] Aurora kinaz, Jak-2, Bcr-Abl Faz I,1I
LBH589[100] Histon deasetilaz Faz I,II, III
XL-228[100] Aurora kinaz Faz I
PHA739358[100] | Aurora kinaz Faz II

Klinik dncesi

SGX70393[96] In vivo (mice)
WP1130[98] In vivo (mice)

2.3.6.4. Imatinib’e Karsi Direng Gelismesi

Antibiyotikler, antiviral ajanlar ve antilésemik ilaglara karsl vicut
tarafindan direng gelisebilir. Elde edilen klinik raporlardan IM’ e karsl da
direng gelisebildigi gérilmektedir (Ray A. , Cowan-Jacob S.W. , Manley P.
W. , Mestan J. and Griffin J.D. , 2007). Hastalarin yaklasik %25'inde IM
karsi direng gelisir. Bunun sebebi, BCR/ABL’nin asirni ekspresyonu,
BCR/ABL’nin amplifikasyonu, P-glikoproteinin (P-gb) dahil olmasi, Lyn
tirozin kinaz aktivasyonu, serumdaki a-asit glikoprotein (orosomukoid) ve
hOCT1'in (insan organik gecis transport sistemi 1) artisi, 9934 gen
bolgesindeki blylk submikroskobik delesyonlar ve nokta mutasyonlaridir.
Bunlardan en dnemlisi nokta mutasyonlaridir (Von Bubnoff N, Schneller F,
Peschel C, Duyster J. , 2002).

IM’e direncgte primer ve sekonder olmak Uzere iki tip direng gelisimi
goérulur. Bazi hastalarda ilk IM tedavisine karsi hi¢c yanit gdérilmez, bu
primer direnctir. Primer direncte, 3 ay iginde THY, 6 ayda TSY ve 12 ayda
MSY alinamaz.
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Uygulanan tedaviye ilk cevaptan sonra yanit alinamadigi, THY, MSY ve TSY
kaybedilmesi; AF ve BF'ye gecis durumunda ise sekonder ya da kazanilmis
direng ortaya cikar (Talpaz M, Guilhot F. , 2005).

KML hicrelerinde TKI direnci olusmasi iki ana mekanizma ile agiklanir
(Reddy Premkumar E. and Aggarwal K. Aneel , 2012) (Sekil.2.18.).
BCR/ABL’den bagimsiz mekanizma ve BCR/ABL’ye bagimli mekanizma.
BCR/ABL’den bagimsiz mekanizmada, farmokokinetik nedenler, MDR1
geninin asirt ekspresyonu sonucunda yuksek P-glikoprotein seviyesi,
serum proteini olan al asid glikoprotein (AGP) 'inin artmis ekspresyonu,
sitogenetik klonal evrim ve Src kinaz ailesinin asiri ekspresyonu séz
konusudur. BCR/ABL onkogeninden bagimsiz olarak
Src/Ras/Raf/MEK/Lyn/, STAT, Wnt/B-katenin, Hedhegog, FoxO ve SIRTI1
gibi sinyal yolaklarinin aktivasyonu KML'nin ilerleyisi ve direng olusumunda
onemli bir rol oynayabilir (Reya T, vd., 2003). Bagiml mekanizmada ise;
BCR/ABL onkogeninin asirni amplifikasyonu veya duplikasyonu, BCR/ABL
Kinaz bdlgesindeki nokta mutasyonlari sonucu meydana gelir ve ABL kinaz
aktivitesinin yukselmesine yol agar. BCR/ABL mutasyonlari IM-direng
gelisiminde 6nemli bir yere sahiptir ve direngli hastalarin yaklasik %40-
90'inda mutasyon gorilebilir. IM sadece ABL enzimindeki ATP baglama
bélgesi ile etkilesime girebilir (ABL inaktif oldugunda). BCR/ABL baglama
alaninda mutasyonlar meydana gelir ve IM badlanmasini etkileyerek
direng gelismesine neden olur. Bcr/Abl onkoproteininde yuzin Uzerinde IM
baglanmasini etkisiz kilan mutasyon tipi saptanmistir. Bu mutasyonlar IM-
baglanma vyerinde konformasyona neden olarak aktif formdaki
onkoproteini degistirir ve IM baglanamayabilir (Tablo.2.7.) (Druker BJ, vd.
, 2006).

Tablo.2.7. Imatinib direng¢ mekanizmalarn (Druker BJ, vd. , 2006’ kaynaktan
degistirilerek alinmistir).

Kinaz-domain | Mutasyon-bagimsiz | Duplikasyon Diger
mutasyonlari hedefler
T3151 PI3K/Akt Abl dizisinin | P53
P-loop MD-1, Pgb amplifikasyonu | Bcl-2
-M244V HIF-1 Jak2/STAT-
-G250E Ceramide 5
-Y253F/H metabolizmasinda hOCT-1
-E255K/V degisiklik

M351T

F359V

SH2,SH3

Cap
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Direnc

f Mekanizmalari

BCRABLK ‘ Ek On k] nik
utas y nla (BCRABLA; ) XYolla

Ekspresyon I

Edinsel/lPrimer Mutasyonlar SRC Aktivasyonu
P 100p

-Aktivasyon loop

Diger balgeler

LYN ve HCK
Kinazlarda
Upregulation

imatinib Baglanmasinda Bozukluk

Sekil.2.18. Imatinib Direncinin Bilinen Mekanizmalari (Kocabiyik Vasfiye Betiil, 2011 )

Mutasyonlar 4 grup seklinde kategorize edilir. ilk grup IM baglanma
bolgesidir. ABL 1a proteinin 315. pozisyonunda, 1b proteinininde 334
pozisyondaki treonin (Thr,T) amino asidinin izolésine (Ile,I) dénisumi
direncli hastalarda saptanan ilk mutasyondur ve bu mutasyonun varhgi
tedaviye diren¢ gelismesine neden olmaktadir (Sekil.2.19.). Ilacin
baglanma ilgisini azaltan bu déntsimin iki sekilde etki yapabilecedi 6ne
surtlmektedir. Ilkinde, Thr 315%n yan zinciri tarafindan saglanan oksijen
atomunun bulunmamasi ve bu durumun da IM’n ikinci amino grubu ile
ABL arasindaki hidrojen bagdinin olusmasini engellemesi; ikinci olarak da
Izolésinin (Ile) yan zincirinde ekstra hidrokarbon grubu icermesi nedeniyle
IM’e baglanmay! engellemesi seklindedir. Sonugta 73151 mutasyonu IM’in
baglanabilme yetenedine zarar vermekte ancak ATP’nin baglanmasini
etkilememektedir (Hanfstein B. vd. , 2011).

Hasta %

Sekil.2.19. Imatinib direnci olan hastalarda ABL kinaz bélgesinde mutasyonlarin
gorilme sikhdi (Hanfstein B. vd. , 2011).

IM baglanma bolgesindeki diger mutasyon ise ABL proteininin 317.
pozisyonundaki fenilalaninin (Phe, F) l6sine (Leu, L) ddénismesine neden
olan F317L mutasyonudur. F317L orta derecede IM direncine neden olup
daha az siklikla gorulirken T3151 daha genis ila¢c duyarsizligina neden olur
(Izzo B, Pane F, Saglio G, Baccarani M, Martinelli G, 2006)
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Ikinci grup mutasyonlar ATP baglanma bélgesinde (fosfat ya da P-
loop) bulunur. Bu bdélge asiri derecede esnek, oldukca korunmus glisince
zengin, 248-256 aminoasit genisliginde olup, IM ile hidrojen ya da van der
Waals baglar ile etkilesime girer. Burada meydana gelen mutasyonlar P-
loop’un esnekligini modifiye eder ve IM’'in baglanmasi icin gerekli
konformasyonun kararlihgini  bozar. Burada goérilen mutasyonlar
tirozin253fenilalanin/  histidin  (Y253F/H), glutamikasit255lizin/ valin
(E255K/V), glisin250glutamik asit / alanin/ fenilalanin (G250E/A/F ) ve
glutamin252histidin/ arjinin ( Q252H/R ) 'dir. IM tedavisi alan P-loop
mutasyonlarina sahip olan hastalarin, P-loop mutasyonlarina sahip
olmayan hastalara gore daha kotli prognoza sahip oldugu distnilmekte
ve bunun ispati icin daha genis serilerle calisma yapilmasi dnerilmektedir
(Jabbour E, Cortes J. E, Kantarjian HM, 2009).

Uglinci grup mutasyonlar aktivasyon bdlgesinde yer alirlar. ABL
kinazin aktivasyon loop’u oldukga korunmus 3 aminoasit rezidlsu
(aspartat-fenilalanin-glisin) ile 381.aminoasitten baslar. Kinazin bu bdlgesi
inaktif ya da aktif konformasyonu adapte eder ve flexible aktivasyon-
loop’u katalitik aktiviteyi kontrol eder. Moleklulin aktif veya inaktif
durumuna badgli olarak konformasyonu degisir. IM, ABL’yi inaktif
konformasyonda stabil kilar ve ABL aktif durumdayken baglanamaz.
Aktivasyon loop’daki mutasyonlar; fenilalanin38216sin (F382L),
glisin383aspartik asit (G383D), 16sin384metiyonin (L384M),
16sin387fenilalanin / metiyonin (L387F/M), metiyonin388/6sin (M388L),
histidin396arjinin / prolin (H396R/P), alanin397prolin (A397P) loopun
kapali konformasyonunun istikrari igin gerekli enerji dengesini bozar ve
boylece aktif konformasyon meydana gelir (Sekil.2.20.) (Kantarjian H,
Shah N. P, Hochhaus A, vd. , 2010).

E453G/KIANV

E450G/Q/K

Q447R mazai

SMI 7Y | F486‘S

C-Tevm‘nal Loop
V' D276G || varal
T277AIN E355G/D | L3641
241G E279K / Fasovic/on

E281A A

M2371 K285N

Sekil.2.20. Imatinib’e karsi klinik direng ile iliskili BCR-ABL kinaz bélge
mutasyonlarinin haritalanmasi. Yesil ile gbsterilmis amino asit yer dedisimleri mutasyon
goriilen hastalarin 2-10% taranmis; kirmizi ile gésterilmis amino asit yer degisimleri ise

mutasyon gériilen hastalarin >10% ‘unda saptanmistir (Ramirez P, Dipersio J. F. , 2008).
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Dérdinci grup mutasyonlar ise katalitik bdlgede yer alir. Katalitik
boélge, molekllin P-loop ile aktivasyon boélgesi arasinda yer alip,
aktivasyon loop ile kapal topolojik iliski icindedir ve 351-359 rezidullerini
kapsar. Katalitik bolge molekllin IM ve diger kiglk molekllli TKI'nin
baglandigi aralikta yer alir. Hem ABL hem de SRC; in aktif konformasyon
ve katalitik olarak aktif konformasyon arasinda yer degistirir. Bu in
aktiften aktif duruma yer degistirme, otoinhibisyon islemi olarak bilinen
kinazin kendini regiile etmesi ile gerceklesir. In aktif durumda, aktivasyon
loop katalitik bdlgeye dogru ice katlanir; aktif durumda ise bu aktivasyon
loop katalitik bdlgeden uzaklasir. Buradaki mutasyonlar
Metiyonin351treonin/lésin (M351T/L), glutamikasit355glisin/ aspartik asit
(E355G/D), lizin357arjinin (K357R), fenilalanin359valin/sistein/aspartik
asit/izolésin (F359V/C/D/I) 'dir. M351T, ABL SH2 bélgesi ile iliski
halindedir. Katalitik bdlgede meydana gelen mutasyonlar IM’n
baglanmasini etkiler. Ilging olarak M351T mutasyonu kinaz aktivitesinde
onemli dususle sonuglanir (Sekil.2.21.) (Schindler T. vd. , 2000).

Sekil.2.21. Imatinib (yesil renk) ile kompleks halde bulunan ABL kinaz bélgesinin
yapisi ve BCR/ABL’ye imatinib direncini kazandiran mutasyonel hot spot noktalar
(Schindler T. vd. , 2000).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Calismamizda ESOGU Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali’'nda tanisi
konmus, Ph+ olan ve TKI tedavisi uygulanan yirmi dokuz KML ve Ph+ olan
10 ALL hastasi olgu grubu olarak dederlendirilmistir. Ayni bélime gelen
KML hastalarindan rastgele secilmis Ph+ yirmi KML hasta ise kontrol grubu
olarak secilmistir. Toplam elli dokuz tane KML ve ALL hastasi calismaya
dahil edilmistir. Bu hastalardan yirmi dokuzu KML direngli hasta grubu
olarak secilmistir. Saglkl bir bireyden elde edilen DNA 6rnegi de negatif
kontrol olarak kullanilmistir. Hastalarin yirmi yedisi kadin (%45.76), otuz
ikisi erkek (%54.24). Hastalarin yas araligi 21-77 arasinda degdismekte
olup, ortalama yas 55.95tir. Hastalarin hepsi kronik fazdadir. Calismamiz
ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Ana Bilim Dali Molekiler Genetik
Laboratuvari’'nda gercgeklestirilmistir. Calismada BCR/ABL flizyon geninde
en sik gozlenen 6 farkli mutasyon 3130 Dizi Analiz Cihazinda Minisekans
(SNaPshot) ydntemi ile taranmistir. Calisilan mutasyonlar; T315I, G250E,
Y253H, F317L, M351T ve E255K mutasyonlaridir.

3.2. Geregler

Mini sekans analizlerinde kullanilan cihaz ve sarf malzemeler asagida
maddeler halinde belirtilmistir.

3.2.1. Kullanilan Geregler

v Magna Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu (Roche)

v Nanodrop 1000 (peqglLab)

v Mikrosantriflj (Eppendorf)

v 3130 Applied Biosystems Multiwell 96-well plate

v 3130 Applied Biosystems Multiwell 96-well septa

v Thermal cycler (PE GeneAmp PCR System 9700)

v Vorteks (Heidolph)

v Deep-freeze (Arcgelik)

v Buzdolabi (Arcelik)

v Mikro pipet takimi (2-20-100-1000 pl) (Gilson)

v 0.2 ml’lik micro amplifikasyon strip tlipl ve kapaklar (Greiner
bio-one)

v Ependorf Tupl (1,5 ml'lik)
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3.2.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

ABL1 PCR Primer Mix

ABL1 MSQ Mix

PCR Master Mix

DMSO

Taq DNA Polimeraz

Ultra distile su (ddH,0)

dNTP

ddNTP

MSQ Mix (SNaPshot Miks)

MSQ Primer Mix (ABL1 Primer Miks)

HI-DI Formamide

Polimer Tampon Solisyonu (Pop-7)

Exonuclease I + Sap (Shrimp Alkaline Phosphatese)Enzimi
Distile su (ddH»0)

DNA Izolasyon Kiti (MagNA Pure Compact Nucleic Acid
Isolation Kit I)

AN NN VAN N N YN N N N N N

3.3. Yontemler

Minisequencing (SNaPshot) Analiz Yontemi

Minisekans teknigi, isaretlenmemis oligonukleotid primerleri ve tek bir
ddNTP'nin uzamasina dayali bir tekniktir. Primer uzama reaksiyonu
amplifiye olmus hedef boélgenin purifiye edilmesinden sonra bagslar.
Spesifik mini sekans primerleri, incelenecek her bir mutasyon igin ayri ayri
mutasyonun yanindaki tek bir baza uygun tasarlanmistir. Primerler Taq
DNA Polimeraz ve floresan isaretli ddNTP’lerin varliginda komplementer
oldugu DNA bolgesine badlanir. Polimeraz enzimi hedef diziye
komplementer olarak her bir primerin 3’ ucuna tek bir ddNTPyi ekler.
Reaksiyon isaretlenmis ddNTP’leri icerir, dNTP’leri icermez. Reaksiyon
sirasinda diziye ddNTP’ler eklendiginde dizi sonlanir. Sonucta farkli
uzunluklarda farkli renklerde DNA fragmentleri olusur. Bu fragmentler
kapiller elektroforez cihazinda analiz edilir (Sekil.3.1). Mutasyonlu bdélgeye
komsu baza uygun primer tasarlanir. Primerlerde 5’ ucunda nonspesifik
poly (dA) veya poly (dGACT) kuyruklari vardir. Bu poly kuyruklar farkl
uzunluklardadir ve nonspesifik background piklerin olusumunu 6nlemek ve
diziyi uzatmak icin kullanilir. Cihazda analiz sirasinda olusan pikler farkli
renkte ortaya cikar. Ilgili bdlgede 3 farkh pik gérme olasiligi vardir.
Homozigot wild piki, homozigot mutant piki ve heterozigot wild-mutant
piki. Gérilen bu piklere gére yorum yapllir.
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Minisekans yonteminin diger mutasyon tarama yontemlerine gore
onemli avantajlan vardir. Mutasyon bdlgesindeki tek nlikleotid degisimini
tam olarak saptayabilir. Heterozigot ve homozigot ayrimini ayni
reaksiyonda her bir mutasyon bdlgesinde piklerin sayisini ve rengini temel
alarak tam olarak yapabilmektedir. Basit, kolay, hizhdir ve mutasyon
bélgeleri genin farkli bolgelerine dagdiimis olsa bile kullanilan primerlerin
sayisina gobre multipleks olarak ayni anda arastirilabilir. Multipleks
reaksiyonlarda birden fazla primer/sablon kombinasyonlari, tek bir tipte
reaksiyona girebilir ve olusan Urtnler tek bir elektroforez cihazinda analiz
edilebilir.  Minisekans analizini dizi analiziyle karsilastirildigimizda bu
teknik daha hizlidir. Ayni zamanda bu teknikte cihazda verilerinin analizi
dizi analizine gére basit, kolay bir yazilimla yapilabilmektedir.

Yontemin dezavantaji ise iyi optimize edilmesi, diger tekniklerle
konfirme edilerek sonuglarin daha sadlikli hale getirilme ihtiyacinin s6z
konusu olmasidir.

Minisequencing Single Base Extension

Frmplaie "

oy
\ M CCATGACTGATTCC
NNNNANAGCCTGGTACTGACTAAGC '\‘\.\_\\\\

Ready Reaction mix: | Hedef baz
AmplTag* DNA Polymerase, FS
Reaction BufTer Primer sonlanmasi ve uzama
dAGTE + ddCTP « ddUTE « ddAT P

CCATGACTGATTCC

NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGONNNNNNN
lC Tekrar

Elektroforez

Genotiplendirme

Sekil.3.1.Minisekans tekniginin sematik agiklamasi

3.3.1. Kan ve Kemik 1ligi Orneklerinden DNA Elde Edilmesi

Calismamizda olgu ve kontrol grubu kemik iligi ve periferik kan
orneklerinden DNA elde edilmesinde robotik DNA ekstraksiyon sistemi
“MagNA Pure Compact” ekstraksiyon robotu ve “MagNA pure Compact
Nucleic Acid Isolation Kit” kitleri kullaniimistir. Kan ve kemik iligi 6rnekleri
icin robotik sistemdeki Uretici firmanin protokolt aynen uygulanmistir. Kan
ve kemik iligi 6rnekleri dogrudan robotik sisteme ylklenmistir.
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“Sample volime” 400 pl, “Elution volume” 200 ul ve “DNA isolation blood”
protokolii secilmistir. Ornek tiiplerine kan ve kemik ili§i 6rnekleri
doldurularak robot sistemine ylUklenmistir. Robotik sistemde proteinaz K,
ylkama sollsyonlari ve DNA'y1 tutmak icin manyetik boncuklarin ve pipetaj
icin bos kuyucuklarin bulundugu bir kartus sistemi, pipet uclarinin
yerlestirilmesi igin tip trayler, 6rnek ve elisyon tlpleri igin bir rak
bulunmaktadir. Robotik sisteme kartus ve pipet uclari yerlestirilip 6rnek ve
elisyon tilpleri koyulduktan sonra butin islemler otomatik geceklestirilir.
Islem yaklasik 25 dakika stirer. Cihazin islemi bittikten sonra elde edilen
DNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -20°C’de saklanir.

3.3.2. PZR Icin Orneklerin Hazirlanmasi

e PZR Miks ve Primer Miks -20°C’de saklandi§i dolaptan cgikarilir, oda
Isisinda erimesi sadlanir, vorteks ve spin attirilarak malzemelerin
tam olarak karismasi saglanir.

e PZR Miks, ddH,0O (distile su), DMSO, ABL 1 Primer Miks, Tag DNA
Polimeraz ve DNA 6rnegi asadida belirtilen oranlarda 0,2 ml’lik PZR
tiplerine  konulur, vortekslenip, spin attinlir ve drdnlerin
homejinazyonu saglanir.

Tablo.3.1.1 Ornek icin PZR Karigiminin Hazirlanma Protokolii

Bilesen Miktar (ul)
ddH,0 15,6

PCR Master Mix 4,2

DMSO 2

ABL1 Primer Mix 1

TagDNA Polimeraz 0,2

DNA (~10-100 ng) 2

Toplam volime: 25

o Hazirlanan PZR tlpleri PZR cihazina ylklenir ve asadidaki program

protokoll uygulanir. PZR islemi icin Thermal cycler (PE GeneAmp PCR
System 9700) cihazi kullaniimistir.
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Tablo.3.2. PCR programi

94° C | 5 dk.
94°C [ 30sn. |35
55°C | 30 sn. | dbngu

72°C | 30 sn.
72° C | 10 dk.
4° C 00

3.3.3. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PZR reaksiyonu sonrasi UrlUnlerin saflastiriimasi icin Exonuclease I +
SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) kullanilmistir. Her bir érnek igin ayri
PZR tidplerinde 0,5 pl Exonuclease I, 1 pl SAP ve 8 pl PZR Grina
karistirilarak kisa bir pipetaj yapilir. Tupler PZR cihazina yerlestirilir ve
asagidaki program uygulanir. PZR islemi icin Thermal cycler (PE GeneAmp
PCR System 9700) cihazi kullanilmistir. Plrfikasyon islemi yaklasik 1,5
saat surer.

Tablo.3.3. Saflastirma Programi

37°C 70 dk.
72° C 20 dk.
4° C o0

3.3.4. Mini Dizileme Reaksiyonu

ABL1 Mini Dizileme Kiti sik rastlanan 6 mutasyonu igerir. Bu bdlgeler:
ABL1 geni ekzon 4'te bulunan G250E (G>A), Y253H (T>C), E255K
(G>A); ekzon 6’da bulunan T315I (C>T), F317L (T>C) ve M351T (T>C)
degisimleridir. Test, multipleks mini dizileme prensibine dayanir. ABL1
panelindeki mutasyon bdlgeler multipleks PZR ile codaltiir. PZR
drtnlerinin  saflastirilmasini  takiben, test sistemi icerisindeki ABL1
mutasyon primerleri mini dizileme reaksiyonuna alinir. Ortamda bulunan
floresan isaretli ddNTP’ler, her bir mutasyon igin ayri ayrn dizayn edilen
spesifik mutasyon primerine polimeraz enzimi sayesinde eklenir ve primer
uzama reaksiyonu sonlanir. Primerlere eklenen ddNTP’ler, mutasyonun
varligl ya da yokluguna gore normal veya mutant nikleotide ait floresan
sinyali verir. Sinyallerin goérintilenmesi ve analizi Kapiller Elektroforez
cihazinda yapilir.
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Saflastirilan PZR Urunleri Mini Dizileme (SNaPshot) Reaksiyonuna tabi
tutulur. Reaksiyon igin her bir érnek igin ayri ayri PZR tlplerine 1 pl ABI
PRISM® SNaPshot™ Mix, 9,5 ul ABL1 MSQ Primer Mix ve 1 ul saflastiriimis
PZR urdnlu konularak kisa bir pipetaj yapilir. Thermal cycler (PE GeneAmp
PCR System 9700) cihazina yuklenir. Cihazda islem yaklasik 30 dakika
surer.

Tablo.3.4. Mini Dizileme Reaksiyonu

Bilesen Miktar (ul)
ddH,0 1,5
MSQ MIKS(SNaPshot Mix) 0,5
MSQ Primer Miks(ABL1 1
Primer Mix)
Pirifiye PCR Ornedi

Toplam volume: 4

Tablo.3.5. Mini Dizileme PZR Programi

96°C | 10sn. |25
50°C | 5 sn. déngl
60°C | 30 sn.

4°C | o

3.3.5. Kapiller Elektroforez (Dizileme Cihazi) Cihazina
Orneklerin Yiiklenmesi

Mini Dizileme reaksiyon Urunleri Applied Biosystems 3130 cihazina
asadida belirtilen kosullara gore yiklenir:

Tablo.3.6. Kapiller Elektroforez Programi

Bilesen Miktar (pl)
HI-DI Formamide 12
Mini Dizileme Urini 2
Toplam volume: 14
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3.3.6. Yiiriitillen Orneklerin Analiz Edilmesi

Kapiller elektroforez cihazinda yuritilen DNA 0&rneklerinden elde
edilen sinyaller asagidaki tabloya gobre analiz edilmistir.
Elektroforogramdaki mutasyonlar tablodaki siraya gore siralanmistir.

Tablo.3.7. Elektroforogramdaki mutasyonlar (Not: G: Mavi renk, C: Siyah renk,
T:Kirmizi renk, A:Yesil renk)

Bolge Nikleotid Degisimi Degerlendirme

G250E G>A G= Normal A= Mutant
Y253H T>C T= Normal C= Mutant
E255K G>A G= Normal A= Mutant
T315I T C= Normal T= Mutant
F317L T>C T= Normal C= Mutant
M351T T>C T= Normal C= Mutant
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4. BULGULAR

4.1. Arastirma Grubunun Prognostik Ozellikleri

Calismamizda toplam Ph + elli dokuz KML ve ALL hastasi
incelenmistir. Bunlardan 10'u ALL olgu ve yirmi dokuz KML hastasi TKI
karsi direncli grup olarak dederlendirilmistir. Ph+ yirmi KML hastasi
kontrol grubu ve 1 normal DNA o6rnedi negatif kontrol olarak secilmistir.
Toplamda otuz dokuz hasta KML-ALL olgu, yirmi hasta KML kontrol grubu
olarak calisiimistir. KML direncli grubunda E/K orani:13E/16K, ALL hasta
grubunda E/K orani:7E/3K, kontrol grubunda E/K orani:12E/8K. Calisma
gruplarimizin ozellikleri asagidaki tabloda gdsterilmektedir.

Tablo.4.1. Calisma Grubunun Karakteristikleri

Calisma Olgu E/K orani | Yas Aralidi | Yas
Grubu Sayisi Ortalamasi
KML direngli | 29 KML 13/16 38-72 54.14
ALL hasta 10 ALL 7/3 22-69 45.5
KML kontrol | 20 KML 12/8 21-85 53.6
Negatif 1 normal | - 30 30
kontrol (Ph-) | DNA
ornegi
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Tablo.4.2. KML Direngli Olgu Grubunun Klinik Bilgileri (Not: TBY; TKI tedavisine
baslama yili (2005 ve sonrasi baz alinmistir), DA:Dasatinib, NI: Nilotinib, IM: Imatinib,
TKI:Tirozin kinaz inhibitéri)

H. No | Cinsiyet | Yas | TKI Faz TBY
K1 E 51 | DA K -
K2 E 69 | NI K | 2010
K3 E 69 | NI K | 2008
K4 K 43 | DA K -
K5 K 70 | Ni K | 2007
K6 E 48 | DA K -
K7 K 51 | Ni K | 2006
K8 E 54 | Ni K | 2011
K9 K 38 | DA K | 2006
K10 K 65 | DA K -
K11 K 67 | IM K -
K12 E 39 | DA K -
K13 E 41 | NI K | 2008
K14 K 63 | NI K -
K15 E 59 | Ni K | 2006
K16 K 63 | NI K | 2008
K17 K 57 | Ni K | 2007
K18 K 44 | NI K | 2009
K19 E 58 | Ni K | 2010
K20 K 55 | IM K | 2010
K21 K 52 | DA K | 2010
K22 E 45 | NI K | 2005
K23 K 72 | DA K | 2005
K24 E 57 | IM K -
K25 E 72 | NI K -
K26 E 60 | DA K -
K27 K 32 | NI K | 2011
K28 K 55 | DA K | 2006
K29 K 50 | NI K | 2007
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Tablo.4.3. KML Kontrol Grubunun Klinik Bilgileri (Not: IM: Imatinib; TBY; TKI
tedavisine baslama yili (2005 ve sonrasi baz alinmistir), TKI: Tirozin kinaz inhibitor()

H. No | Cinsiyet | Yas TKI Fazi | TBY
KK1 K 39 imM K -
KK2 E 21 imM K |2013
KK3 K 31 imM K -
KK4 E 23 imM K |2012
KK5 E 80 imM K -
KK6 E 52 imM K -
KK7 E 42 imM K | 2005
KK8 K 53 imM K -
KK9 E 42 imM K |2011

KK10 K 76 imM K -

KK11 E 59 imM K |2009

KK12 K 75 imM K -

KK13 K 60 imM K |2005

KK14 E 61 imM K -

KK15 E 53 imM K -

KK16 E 75 imM K -

KK17 K 55 imM K |2008

KK18 E 50 imM K |2005

KK19 K 60 imM K |2006

KK20 E 65 iM K |2008
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Tablo.4.4. ALL Hasta Grubunun Klinik Bilgileri (TBY: TKI tedavisine baslama vyil,
2005 ve sonrasi baz alinmistir)

H. No | Cinsiyet | Yas | TBY
Al K 64 -
A2 E 69 -
A3 E 22 | 2006
A4 E 60 -
A5 E 30 2005
A6 E 55 -
A7 K 40 2005
A8 E 60 -
A9 E 25 -
A10 K 30 2010

4.2. Kan ve Kemik 1ligi Orneklerinde Elde edilen Bulgular

Tablo.4.5. Hastalarda Incelenen Mutasyonlarin Ozellikleri (Not: ND: Niikleotid
dedisimi AD: Amino asit degisim)

ABL-Kinaz ND Protein AD Mutasyon

Domainindeki Lokusu

P-loop Cc.749G>A p.G250E | Glisin>Glutamik G250E
G749A asit

P-loop c.757T>C p.Y253H | Tirozin>Histidin Y253H
T757C

P-loop Cc.763G>A p.E255K | Glutamik E255K
G763A asit>Lizin

ATP baglanma bdlgesi €.944C>T p.T3151 | Treonin>Izolésin T3151
Cco44T1

ATP baglanma bdlgesi €.949T7>C p.F317L | Fenil alanin>Lésin | F317L
T949C

Katalitik bélgede €.1052T>C | p.M351T | Metiyonin>Treonin | M351T
T1052C
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Tablo.4.6. KML Direngli Grubun Sonuglari(TKI: Tirozin kinaz inhibitori)

H. No | Cinsiyet Sonug TKI
K1 E wild DA
K2 E wild NI
K3 E wild NI
K4 K G250E Heterozigot | DA
K5 K wild NI
K6 E wild DA
K7 K wild NI
K8 E Wwild NI
K9 K Wwild DA
K10 K Wwild DA
K11 K Wwild IM
K12 E Wwild DA
K13 E Wwild NI
K14 K Wwild NI
K15 E Wwild NI
K16 K Wwild NI
K17 K wild NI
K18 K wild NI
K19 E wild NI
K20 K wild IM
K21 K wild DA
K22 E Wild NI
K23 K wild DA
K24 E Wild IM
K25 E wild NI
K26 E wild DA
K27 K wild DA
K28 K wild DA
K29 K wild NI
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Tablo.4.7. KML Kontrol Grubunun Sonuglarn (TKI: Tirozin kinaz inhibitor()

H.No Cinsiyet | Sonug | TKI
KK1 K wild IM
KK2 E wild IM
KK3 K wild IM
KK4 E wild IM
KK5 E Wild IM
KK6 E Wild IM
KK7 E Wild IM
KK8 K Wild IM
KK9 E Wild IM
KK10 K Wild IM
KK11 E Wild IM
KK12 K Wild IM
KK13 K Wild IM
KK14 E Wild IM
KK15 E Wild IM
KK16 E Wild IM
KK17 K Wild IM
KK18 E Wild IM
KK19 K Wild IM
KK20 E Wild IM
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Tablo.4.8. ALL Hasta Grubunun Sonuglari

H. No | Cinsiyet | Sonug
AH1 E wild
AH2 K wild
AH3 E wild
AH4 E wild
AH5 K Wild
AH6 K Wild
AH7 E Wild
AHS8 E Wild
AH9 E Wild
AH10 E Wild

4.2.1.G250E Mutasyonu Ile ALL ve KML Hastalarinin Iliskisi

KML hastalarinda BCR/ABL kinaz domainde P-loopta lokalize olan
G250E mutasyonu kotu prognostiktir. Bu mutasyon ekzon 4’te meydana
gelir. Mutasyon ile guanin nikleotidinin adenin nikleotidine degismesi
sonucu glisin glutamik aside (glisin250glutamik asit (G250E) (G>A)
dénusmastir. Calismamiz sonucunda elli dokuz hastadan 1‘inde (%?1.69)
G250E mutasyonu saptadik. Literatirde G250E mutasyonunun goérilme
sikhgi vyaklasik % 4-6 arasindadir. Sonucumuz literatlir ile uyumlu
ctkmamistir.

G250E

Sekil.4.1. KML Direngli Grubundan G250E Mutasyonu Saptanan Olguya Ait
Minisekans Goruntusu
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4.2.2.Y253H Mutasyonu Ile ALL ve KML Hastalarinin Iliskisi

Y253H mutasyonu P-loopta lokalizedir ve koétl prognostiktir. Y253H
mutasyonu ekzon 4’te meydana gelir. Mutasyon sonucu timin nukleotidi
sitozin nUkleotidine dediserek tirozin histidine (tirozin253/ histidin
(Y253/H) (T>C) doénusmdustur. Calismamizda Y253H mutasyonu tespit
edilemedi. Bu mutasyonun goérilme orani yaklasik % 10-12 arasindadir.
Sonucumuz literatlr ile uyumlu cikmamistir.

4.2.3. E255K Mutasyonu Ile ALL ve KML Hastalarinin Iliskisi

E255K mutasyonu P-loopta lokalizedir ve kotl prognostiktir. E255K
mutasyonu ekzon 4’te meydana gelir. Mutasyonla guanin ntkleotidi adenin
nikleotidine degiserek glutamik asit lizine (glutamikasit255lizin
(G>L,E255K) (G>A) donusmustir. Yapilan calismada E255K mutasyonu
tespit edilemedi. Bu mutasyonun goérilme sikligi yaklasik % 14-16
arasindadir. Sonucumuz literatlr ile uyumlu degildir.

4.2.4. T3151 Mutasyonu Ile ALL ve KML Hastalarinin Iliskisi

T315I mutasyonu ATP baglanma bolgesinde lokalizedir ve koti
prognostiktir. T315I mutasyonu ekzon 6’da meydana gelir. KML ve ALL
Ph+ hastalarda TKI direng olusumunda en etkili mutasyondur. IM, DA, NI
ve BO’e karsi direncglidir. Son zamanlarda gelistirilen 3.nesil TKI olan
Ponatinib diger TKI gore oldukga etkilidir, gatekeeper mutasyon olarak da
adlandirilhir. Mutasyon sonucunda treonin amino asidi izolésine (Thr>I) ve
nokta mutasyonu neticesinde sitozin nulkleotidi timin nukleotidine
donusmdastir (C>T). Calismamiz  sonucunda T315I mutasyonu
saptanmamistir. Gértlme orani yaklasik % 20-25 arasindadir. Sonucumuz
literatlr ile uyumlu degildir.

4.2.5. F317L Mutasyonu Ile ALL ve KML Hastalarinin iliskisi

F317L mutasyonu ATP badglanma bdlgesinde lokalizedir. F317L
mutasyonu ekzon 6'da meydana gelir. 317.pozisyonundaki fenilalaninin
(Phe, F) lésine (Leu, L) ddénlismesine neden olan F317L mutasyonunda
Phe>Leu s6z konusudur. Nokta mutasyonu sonucunda timin ntkleotidi
sitozin nukleotidine déntusmustir (T>C). Calismamizda F317L mutasyonu
tespit edilemedi. Gorllme orani yaklasik % 2-10 arasindadir. Sonucumuz
literatlr ile uyumlu degildir.
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4.2.6. M351T Mutasyonu Ile ALL ve KML Hastalarinin Iliskisi

M351T mutasyonu Kkatalitik bdlgede lokalizedir. M351T mutasyonu
ekzon 6’da meydana gelir. Nokta mutasyonu sonucunda 351.pozisyonda
Metiyonin amino asidi Treonin amino asidine ve timin nulkleotidi sitozin
ntkleotidine doénusmustir (T>C). Go6ridlme orani yaklasik % 12-14
arasindadir. Calismamizda M351T mutasyonu saptanmamistir. Sonucumuz
literatdr ile uyumlu degildir.
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5. TARTISMA

Tirozin Kinaz Inhibitdrlerine karsi gelisen direncin en 6nemli
sebeplerinden biri ABL kinaz domainde olusan nokta mutasyonlaridir. Bu
nokta mutasyonlarindan P-loopta; G250E/A/F, Q252H/R, Y253H/R ve
E255K/V, baglanti bolgesinde; T315I/A/D, F317L/I, katalitik bolgede;
M351T/L, F359V/C/D/I, F311L/1/V, aktivasyon bélgesinde H396/P, A397P
en sik gbzlenen mutasyonlardir. Nokta mutasyonlari IM direnci gelisen
hastalarin yaklasik %35-70’inde gérulmektedir (Nicolini vd., 2013). T315I
mutasyonu simdiye kadar gelistirilmis butlin tirozin kinaz inhibitorlerine
karsi direng gelistirmektedir (%25). Eger mutasyonlar oOnceden fark
edilebilirse klinik olarak IM direng olusumu ve gelisimi Onceden
dgrenilebilir ve 6nlem alinabilir. Biz calismamizda olgu grubumuzdaki, en
sik gézlenen 6 mutasyonun sikligini incelemeyi amagladik. Bu 6 mutasyon;
G250E, Y253H, T315I, E255K, F317L ve M351T mutasyonlaridir.

GUnumuzde vyaklasik yuzin Uzerinde BCR/ABL kinaz domain
mutasyonlari saptanmistir. Soverini ve ark, butin IM direngli hastalarin
yaklasik %85’'indeki mutasyonlarin 7 yerde amino asit degisimi ile iliskili
oldugunu gostermistir. Bu 7 yerdeki mutasyonlarin, P-loopta: M244V,
G250E, Y253H/F ve E255K/V, badlanti bolgesi: T315I, katalitik bodlge:
M351T ve F359V mutasyonlari oldugu rapor edilmistir (Soverini S, 2011).

Soverini ve ark, tani anindaki KML hastaliginin fazina gore
mutasyonlarin  frekansini  rapor etmiglerdir. Calismada, hastalarin
%27'sinin KF-KML, %52'sinin AF-KML ve %?75'inin BF-KML oldugu tespit
edilmistir. Bu durum godstermektedir ki, hastalidin fazi KF'den BF'ye
ilerledikge mutasyonlarin gorilme sikligi ve direng gelisimi artmaktadir
(Soverini S. vd. , 2011). GIMEMA c¢alismasinda hastalarin yaklasik
%43’Unde P-loop mutasyonlari saptanmistir. KML hastalar bu fazlarda IM
direng¢ mutasyonu gelisimine KFa go6re daha yatkindirlar. P-loop
mutasyonlarinin direng gelismeden 2.8 ay 6nce, T315I mutasyonu 6.3 ay
once, M351T mutasyonu 10.8 ay oOnce saptanabildigi rapor edilmistir
(Sahli Ahmad Hamad Zeyad, Maya El Sabban, Maha Mouterik, Nasr Rihab,
2013). Turkiye'de yapilan bir calismada otuz hastanin on altisinda (%53)
mutasyon saptanmistir (Akcora Dilara, 2007). Zhang ve ark.’nin yaptiklari
calismada altmis sekiz hastanin kirk dérdinde (%65) mutasyon
bulunmustur (Zhang J, Adrian FJ, Jahnke W, vd. , 2010). Soverini ve
ark.’nin 2006 yilinda yaptigi calismada iki ylz doksan yedi hastanin ylz
yirmi yedisinde (%43) (Soverini S vd. , 2006), bizim calismamizda ise
toplam elli dokuz KML ve ALL'li hastasinin 1‘inde (% 1.69) mutasyon tespit
edilmigtir.
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Houchhaus, Shindler ve ark, ilk kez IM baglanma bdlgesine spesifik
mutasyonlarin BCR/ABL kinaz bolgesinde 4 bodlgede toplandigini
gb6stermislerdir (Hochhaus A, La Rosee P, Muller MC, Ernst T, Cross NC,
2011, Schindler T vd. ,2000). Bunlardan P-looptaki mutasyonlar direng
gelisimi icin 6nemlidir. P-loop mutasyonlarinin hastaligin ilerleme siresi ve
toplam yasam siresinin  kotl  sonuglanmasindan sorumlu oldugu
disinldlmektedir. Boylece P-loop mutasyonlari daha erken saptanabildigi
takdirde tedavi edici ajanlarin yeniden gbézden gecirilmesiyle hastalar icin
klinik yarar saglanabilir.

T3151 mutasyonunun IM ile BCR/ABL'nin inhibisyonundan kismi
sorumlu, korunmamis bir rezidiide yer aldigi rapor edilmistir (Gorre M. E.,
Mohammed M., Ellwood K. vd. ,2001, Rosti G., F. Palandri, F. Castagnetti
vd. , 2009). IM direngli KML hastalarinda goérilen mutasyonlardan en sik
rastlanilani T315I mutasyonudur. T315I mutasyonu koétl prognostiktir.
Onkogenik aktivite artisi ve hastaligin ilerlemesi ile iliskilidir (Laneuville P.
1995, Moraes G. Nestal de, Souza P. S. , 2012).

Hochhaus ve ark yaptiklari baska bir calismada ise, hastaliin ilerleme
suresine gdére mutasyonlu ve mutasyonsuz hastalar arasinda hematolojik
direng koyma arasinda herhangi bir fark bulamamiglardir (Hochhaus A, La
Rosee P, Muller MC, Ernst T, Cross NC, 2011).

Capdeville ve ark, calismalarinda ge¢ KF-KML'de IM tedavisi sonucu
hastalarin yaklasik %40'Inda MSY ve hastaligin sitogenetik remisyona
girmesinden sonra BF’a ilerlemesinin daha hizli oldugunu rapor etmislerdir.
Bu durumun, hastalik icin koétl prognozla sonuglandidini ve sag kalim
sliresini azalttigi gosterilmistir (Capdeville R, Silberman S. , 2003).

In vitro calismalar, IM direncinin farkli mutasyonlarda farkl
derecelerde ortaya ciktiini 6ne surmektedir. In vitro calismalarla kinaz
domainin disindaki komsu bdélgelerde SH2, SH3 ve Cap domainlerindeki
mutasyonlarin IM direnci olusturabildigi gosterilmistir. Bu domainler
otoinhibitér etkiye sahiptir ve mutasyonlar bu bdlgede enzimi aktive
edebilirler. BCR/ABL geninin C-terminal loop, A-loop, C-helix ve substrat
baglama bolgesinde bazi ek mutasyonlar olusabilir (Puttini M. , Coluccia A.
M. L., Boschelli F. vd. , 2006).

Direngc mekanizmalarindan bir digeri de BCR/ABL genini aktive
edebilen c¢esitli sinyal vyolaklarinin indiklenmesidir. Burchet ve ark,
heterojen bir  Akt-sinyal-kaskad  aktivasyonunun  BCR/ABL-kinaz
mutasyonlarindan bagimsiz olarak IM-direng gosterdigini
gozlemlemislerdir (Burchert A., 2007). PI3-K/Akt sinyal yolaginin
aktivasyonu KML'de l6semik hicrelerin cogalmasi ve sag kalimi igin
onemlidir. PI3-K/Akt aktivasyonu BCR/ABL'ye badl olarak bir kinaz
mutasyonu gibi glcgli IM-direnci gdsterir. Erken fazda IM-direnci
gelisiminden 6nce sag kalim igin 6énemlidir. PI3-K/mTOR sinyalinin aktive
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olmasi reaktif oksijen tdrlerinin formasyonunu arttirarak BCR/ABL
transformasyonuna katkida bulunur. MDR-1 geninin ekspresyonu ile goklu
ilac direnc proteini olan P-glikoproteinin (Pgp) kemoterapilerin ¢ogunda
ilag direnc mekanizmasi olusturur (Bitencourt Roberta, Zalcberg Ilana, IUri
Drumond Louro, 2011). Mahon ve ark, BF-KML hastalarinda bu durumu
gbéstermislerdir (Mahon FX vd. ,2000). Sun ve ark, JAK2/STAT-5 sinyal
kaskadinin BCR/ABL'den bagimsiz aktivasyonu ile antiapoptotik etki
olusturdugunu ve IM-direncinin ortaya ciktigini ileri sirmektedir (Sun X,
Layton JE, Elefanty A, Lieschke GJ. , 2001).

Malezya’da KF-KML IM direngli kirk hasta ile calisiimis. BCR/ABL
geninin amplifikasyonu FISH yoéntemi ile BCR/ABL kinaz domain
mutasyonlari DHPLC ve sekanslama ydntemiyle goésterilmis. Hastalarin on
Uclinde (%32,5) mutasyon saptanmis. 5 farkh tipte mutasyon tespit
edilmis. Bunlar; T315I, E255K, Y253H, M351T, V289F. Hastalarin yirmi
yedisinde BCR/ABL gen amplifikasyonu bulunamamistir (Elias M. H. vd. ,
2012). Khorashad ve ark vyaptigi calismada iki ylz on sekiz farkl
mutasyon saptamislardir. Bu mutasyonlarin  ¢ogunlugu missense
mutasyonlardir. Hastalarin  %5,4'Unde F317L, %4,9'unda T315],
%3,5'inde G250E, %3,2'sinde M351T, %2,7'sinde F359 ve %2,4'Unde
V299 mutasyonu saptanmis. Mutasyonlarin %90’ transisyon seklinde ve
en yaygin nikleotid degisimi A>G ve T>C'dir (Khorashad vd. , 2008).

Yapilan bir calisma sonucunda T315I mutasyonu on (¢ hastada,
E255K mutasyonu 3 hastada, M351T mutasyonu ise 9 hastada
saptanmistir. Bu (¢ mutasyonun gorilmedigi hasta orani ise %43,3 olarak
saptanmistir (Akgora Dilara, 2007). Bulunan mutasyonlardan, T315I ve
E255K mutasyonunun koétl prognostik oldugu bildiriimektedir.

Lange T ve ark’'nin yaptigi calismada ylz yetmis yedi hastadan %
20,9'unda T315I mutasyonu bulunmustur. Bu orani %19,2 ile E255K ve
%15,3 ile de M351T izlemektedir (Lange T. vd. , 2013). Turkiye'de yapilan
calismalardan birinde toplam altmis yedi vakadan on dérdinde mutasyon
saptanmistir. Hastalarin 3’GUnde F311I, 7'sinde F317L, 2'sinde M351T,
3’inde F359V ve 1'inde T315I mutasyonu saptanmistir. ki hastada iki
mutasyon birlikte bulunmus, 1 kiside M351T ve F317L, 1 kiside T315I ve
F317L mutasyonlari tespit edilmistir (Kocabiyik Vasfiye Betll, 2011).
Birden fazla mutasyona sahip olgularda prognozun daha koétl seyrettigi
bildirilmektedir.

Urdiin'de toplam yiiz seksen bes KML hastasi ile yapilan calismada,
IM tedavisi sirasinda, yirmi bir hastada on iki farkli mutasyon saptanmis
(%11.35), T315I (4), L248V (3), G250E (3), F317L (3), M244V (2), T277A
(2), H396R (29), M318T (1), Y326H (1), Q252H (1), F311I (1), F359A (1),
F359I (1).
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Yirmi bir hastanin 3’Unde birden fazla mutasyon bulunmus. M244V+G250E
(1), F317L+M318T+Y326H (1), T277A+F359A/P. Calismaya katilan
hastalarin yirmisi KF, 1’i BF'dadir (Awidi vd. , 2012).

Jabbour ve ark, yaptiklari calismada yirmi ¢ amino asidi etkileyen
altmis alti mutasyon saptamistir. Hastalarin % 36 IM tedavisine direnclidir.
YUuz yetmis bir hastanin altmis ikisinde direng gelismistir. P-loop
mutasyonlari en sik rastlanan mutasyonlar olmustur (%36) (Jabbour E.,
Cortes J. E. , Kantarjian H. M. , 2009). Bu durumda gostermektedir ki, P-
loop mutasyonu goérilen olgularda direng gelisimi gbzlenmekte ve
hastaligin seyrinin aklere veya blast faza dogru ilerledigi goérilmektedir.

Gorre ve ark IM direncli 9 KML hastasindan 3’Unde BCR/ABL
amplifikasyonu tespit etmistir (Gorre M. E. vd. , 2001). Hochhaus ve ark,
otuz yedi IM direngli KML hastasinin 4’Unde BCR/ABL’'de mRNA'nin
overekspresyonu gdsterilmistir (Hochhaus A, La Rosee P, Muller MC, Ernst
T, Cross NC, 2011). BCR/ABL geninin amplifikasyonu ve asiri ekspresyonu
ile IM direnci arasinda iliski oldugu gosterilmistir.

Bir faz II cgalismasinda IM direngli ve intoleransh hastalarda 2.
asamada NI kullanildiginda hastalarda T3151 mutasyonu gdzlenmemistir.
Y253H, E255V ve F359C/V mutasyonu olan hastalarda TSY elde edilmistir.
NI tedavisi sirasinda hastaligin ilerlemesi ile iliskili en yaygin mutasyonlar;
E255K/V, F359C/V, Y253H ve T3151 mutasyonlaridir (Santos F.P.S,
Kantarjian H.,Quint as-Cardama A. , Cortes J]. , 2011). Bir faz III
calismasinda KF-KML hastalarda yeni gelismis mutasyonlar ile DA verilen
yanitin kaybi arasinda iliski bulunmus. Bu mutasyonlar; T315I, F317L,
V299L ve E255K’dir (Cortes J. E. , Kim D -W, Pinilla-Ibarz J. vd. , 2012).
Bir bagka calismada bin kirk Ug kiside DA klinik etkileri incelenmis. T3151
mutasyonu saptanmamis. Sadece %?7'sinde F317L mutasyonu gdzlenmis
ve TSY elde edilememistir (Melo, V. J. , Deininger W.N.M., 2004). Branford
ve ark yaptiklari calismada direncli KML hastalarinin %43’Unde klinik ile
ilgili mutasyon saptamiglardir. Saptanan mutasyonlarin %28’i DA ve NI ile
ilgilidir (Baran Y. , 2007). Muller ve ark yaptigi 3 klinik calismada, toplam
kirk dokuz amino asidi etkileyen altmis G¢ farkh Bcr-Abl kinaz domain
mutasyonlari saptanmistir. Saptanan bu mutasyonlarin dagdilimi; G250
(61), T315I (21), M351T (54), Y253H (26), E255K (25), M244 (46), F359
(42), H396 (37) (Muller M. C. , Cortes J. E. , Kim DW. vd. , 2009).

Hochhaus ve ark, toplam sekiz ylz kirk alti KF-KML hastasina IM ve
NI tedavisi uygulamiglar. Hastalar 3 gruba ayrilmis. 1l.grupta yirmi (g
kisiye gunde 2 kez 300mg NI, 2.grupta yirmi kisiye glinde 2 kez 400 mg,
3.grupta on yedi kisiye glinde 1 kez 400 mg IM uygulanmis. Hastalar 3 yil
takip edilmis. IM tedavisi alan yirmi bir hastada ve NI uygulanan on bir
hastada mutasyon saptanmistir. Toplamda on ¢ amino asit rezidlstnde
on alti farkh mutasyon tespit edilmis. NI uygulanan hastalarin 3’Unde, IM
uygulananlarin ise 2’sinde birden fazla mutasyon bulunmus. Bu hastalarin
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%66,7'sinde IM direng gelisimine neden olabilecek mutasyonlar énceden
saptanmis. NI tedavisi alanlarin %20’sinde mutasyon saptanmis. Bunlar;
Y253H, E255K ve F359C/V mutasyonlandir. T315I mutasyonunun
insidansi IM ve NI alanlarda benzer oranda saptanmis (Hochhaus A, La
Rosee P, Muller MC, Ernst T, Cross NC, 2011).

Farkh mutasyonlarin direng dlzeyleri de farkhdir. Bu yuzden, Tirozin
kinaz domain mutasyonlarinin tanimlanmasi ve belirlenmesi KML
hastalarinin tedavisinde izlenecek yol icin ¢cok dnemlidir. Kinaz domain
mutasyonlart KF-KML hastalarin yaklasik %30-50'inde IM’e ikincil direng
gelisimi ortaya cilkmaktadir. Bu mutasyonlarin frekansi AF ve BF
hastalarinda artis go6stermektedir. Mutasyonlarin frekansi KML ile
karsilastirildiginda Ph+ ALL hastalarinda ¢ok daha yliksek oranda relaps
gorulir (%80-90). KF-KML'de Ph+ iyi prognostikken, ALL, AF veya BF-
KML'de Ph+ kotl prognostiktir. Yapilan birgok calismada KML hastalarinda
T3151 mutasyonunun varhiginin kot prognostik oldugu gosterilmistir.
Mutasyonlar klinik ile birlikte dederlendirilmelidir. TUm mutasyonlar ayni
klinik ve biyokimyasal 6zellik gdéstermez. Bazi mutasyonlar fonksiyonel
olmayabilir. Elde edilen verilere gére KML ve ALL’li hastalarda IM’e direng
olusturan mutasyonlarin ve klinik yéninin belirlenmesinin 6nemli oldugu
disunidlmektedir.

Yapilan arastirmalarin birinde IM tedavisi sirasinda relaps olan yirmi
U¢ hastadan 6’sinda (%26) T315I, 3'Unde (%13) E255K ve 4'sinde (%17)
M351T mutasyonlart saptanmistir. Yine bu c¢alismada klinik olarak
uygulanan IM dozlarina T315I ve/veya E255K mutasyonu tasiyanlarda
yanit alinamazken M351T mutasyonu tasiyanlarda orta derecede yanit
alindigi saptanmistir. T315I ve/veya E255K mutasyonuna sahip hastalarin
tasidiklari mutasyon nedeniyle, hastaliklarinin KF'dan AF’a hatta BF'a
ilerlemesinde yakin iliski oldugu bildiriimektedir (Corbin A.S. vd., 2011).
Hem AF hem de KF hastalarinda, kétli prognoz ile P-loopta yer alan
mutasyonlar arasindaki gugla iliski ilk olarak Branford ve ark tarafindan
gOsterilmistir. Avustralya’da yapilan bu calismada P-loop mutasyonlari
saptanan IM tedavisi alan on ¢ KML hastasindan on ikisinin 6ldigi ve
mutasyon saptandidi tarihten itibaren ortalama yasam slresinin 4.5 ay
oldugu ve mutasyonlarla AF ya da gec¢ KF evreleri arasinda dnemli bir fark
olmadigi bildirilmistir. Bu on g hastadan 5‘inde P-loop bdlgesinde yer alan
E255K mutasyonu saptanmistir. P-loop mutasyonlarindan ézellikle E255K’|
tasiyan hastalarin yiksek IM direncine sahip oldugu bildirilmektedir
(O'Brien S, Cortes J, 2009). Zhang ve ark. 2006 yilinda yayinladiklari
calismada bir hastada T315I ve E255K mutasyonunu beraber
saptadiklarini bildirmiglerdir (Zhang J, Adrian FJ], Jahnke W, vd., 2010).
Birden fazla mutasyona sahip hastalarin hastalik seyrinin tek mutasyona
sahip hastalarin hastalik seyrine gére daha riskli oldugunu gostermektedir.
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Literatlrl inceledigimizde yapilan calismalardan elde edilen bulgular
arasinda farkhhklar gézlenmektedir. Gdézlenen bu farkliliklar, hastalarin
Ozelliklerinden, calisma grubunu olusturan hasta sayilari arasindaki
farklardan ve mutasyonlari saptamada kullanilan ydntemlerden
kaynaklanabilir. Elde edilen verilere gbére KML ve ALL’li hastalarda IM’e
direnc olusturan mutasyonlarin ve klinik yéninun belirlenmesinin édnemli
oldugu dusinidlmektedir.

Bizim calismamizda saptanan mutasyon missense mutasyonudur.
Hastalarin elli dokuzundan 1'inde (%1.69) mutasyon saptanmistir. Bu
mutasyon G250E %1.69'dir. Calismamizda 6 farkli mutasyonun sikligini
taramayl amacgladik. Ama E255K, Y53H, T315I, F317L ve M351T
mutasyonlarini tespit edemedik. Mutasyon saptayamadigimiz hastalarin
orani % 98.30. Elde edilen bulgular mutasyon oranlarinin genel olarak
literatlr ile uyumlu olmadigini géstermektedir. Yaptigimiz galismada olgu
ve kontrol grubundaki ornekleri iki kez calistik. Clinkud ilk analizde hem
olgu hem de kontrol grubumuzda yilksek oranda Y253H ve T315I
mutasyonu tespit ettik. Hastalarin klinik seyrine baktigimizda durumlarinin
stabil oldugunu ve buldugumuz sonuglar ile uyumlu olmadigini gordik.
Bunun sonucunda da ornekleri konfirme etme ihtiyaci ortaya ciktigindan
tekrar analiz yaptik ve sadece bir hastada G250E mutasyonunu bulduk. Bu
durum da gostermektedir ki kullandigimiz SNaPshot tekniginin baska
tekniklerle konfirme edilmesi ve tekrar optimize edilmesi gerekmektedir.
Mutasyon saptama oranimizin disltk olmasinin sebepleri arasinda; calisma
populasyonumuzun sayisinin az olmasi, olusturulan olgu gruplarinin
randomize olmamasi, klinik faz acisindan heterojen bir grup
olusturulamamasi ve kullandigimiz mutasyon tarama tekniginin tam
optimize olmamasi  sayilabilir. Mutasyonlar  klinik ile  birlikte
degerlendirildiginde hem direngli grupta hem de kontrol grubunda
hastalarin durumunun stabil devam ettigi belirlenmistir. Hastalarda
mutasyon tespit edilmemesine ragmen, hastalarin takibinde belirli
araliklarla mutasyon taramasi yapilmasi o6nerilir. Calismamizin ileride
yapilacak arastirmalara i1sik tutmasi, direng gelisimini en disuk seviyeye
cekerek ortadan kaldirilmasina yardimci olunmasi umulmaktadir.

Tablo.5.1. Direncli Olgu Grubu Bulgularinin Literatiir Ile
Karsilastiriimasi

Calisma Olgu Mutasyon Yontem
Sayisi Saptama Orani
Soverini vd., 2006 127/297 %43 DHPLC-Sekanslama
Akgora, 2007 16/30 %53 RFLP-DHPLC
Zhang vd., 2010 44/68 %65 DHPLC-Sekanslama
Kocabiyik, 2011 14/67 %20.8 DHPLC-RFLP
Awidi vd., 2012 21/185 %11.35 DHPLC-Sekanslama
Calismamiz 1/59 %1.69 SNaPshot (Minisekans)
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6. SONUC VE ONERILER

Optimal tedavi seklinin belirlenmesi acisindan KML hastalarinda direng
erken donemde tanimlanmali, mutasyon tipi belirlenerek mutasyona gore
gercekci tedavi sekli planlanmalhidir. BCR/ABL mutasyonlari KF-KML ile AF-
KML karsilastirildiginda IM direngli hastalarda daha yiksek frekansta
meydana gelir. Mutasyonlar klinik ile birlikte degerlendirilmelidir. Tum
mutasyonlar ayni klinik ve biyokimyasal 0&zellik gdstermez. Bazi
mutasyonlar fonksiyonel olmayabilir. Mutasyonlar hastalarda klinik direng
gelismeden 0&nce saptanabilir. TKI tedavisi mutasyon dinamiklerini
degistirebilir. Bazi hastalarda IM tedavisi sirasinda mutasyon varhgi
ylksek oranda saptanirken, IM tedavisi sonlandirildiginda mutasyon
oraninin azaldigi saptanmis.

Yaptigimiz calismada Ph (+) KML ve ALL tanilh hastalarda BCR/ABL
geninde olusan 6 mutasyon agisindan analiz ettik. Arastirma sonucunda
G250E mutasyonu %1.69 oraninda bulunmus, Y253H, E255K, T315I,
F317L ve M351T mutasyonlar ise bulunamamistir. Literatirde G250E
mutasyonunun goridlme sikligi %4-6, Y253H %10-12, E255K %14-16,
T3151 %16.6-26, F317L % 4-8 ve M351T %12-14'tir. Goruldigu lzere
bulgularimiz literatirle benzer bulunmamistir. Hastalarda mutasyon
saptama orani %1.69 ve mutasyon saptanmayan hastalarin orani ise
%98.30 olarak bulunmustur. Literatirl inceledigimizde yapilan galismalar
arasinda tam bir birliktelik bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢ok daha genis
spektrumlu populasyonlarla mutasyon taramalarinin yapilmasi ve
minisekans (SNaPshot) tekniginin bir baska teknik ile konfirme edilmesi
daha dogru bir yaklasim olacaktir. Hastalarda mutasyon tespit
edilmemesine ragmen, hastalarin takibinde belirli araliklarla mutasyon
taramasi yapilmasi onerilir.

BCR/ABL nokta mutasyonlart ALL ve KML'de 6nemli bir prognoz
belirleyicisi olarak gérinmektedir. KML hastalarinda direng erken dénemde
tanimlanmali, mutasyon tipi belirlenerek mutasyona goére rasyonel tedavi
sekli planlanmalidir. Bu galisma ile Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Faklltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda 6 mutasyona rutin olarak
bakilmasi planlanmaktadir. Bu durum Ph(+) KML ve ALL hastalarinin
tedavisinin planlanmasinda énemli olacaktir. Bu galisma ile 6zellikle ALL ve
KML Ph (+) hastalarinda klinige yardimci olmak amaclanmaktadir. Bu
mutasyon taramalari sayesinde TKI karsi direng gelisimini dnceden tahmin
etmek mimkin olabilecektir. Bu da hastaligin prognozunda 6nemli bir
biyomarker olma 6zelligini glclendirmektedir. Calismamizin yapilacak
daha genis arastirmalara 1sik tutmasi umulmaktadir.
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