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1. GIRIS VE AMAC

Akut lenfoblastik 16semi (ALL) g¢ocukluk c¢aginda en sik goriilen malign
hastaliktir. Yaklasik 150 yi1l Once tanimlanmasina ragmen hastaligin tedavisinde
%90’lara varan basarili sonuclara yavas yavas ulagilmistir. Bu iyi sonuglara risk
grubuna uygun g¢oklu kemoterapilerin yani sira, santral sinir sistemi profilaksisi ve
destek tedavileri sayesinde gelinmistir. Ote yandan hastalarin bir kisminda &zellikle
idame tedavisi sirasinda, ilag toksisitesi nedeniyle dozlar azaltilmakta veya tedaviye
zaman zaman ara verilmektedir. Cocukluk ¢agi ALL idame kemoterapisinde ana
ilaglar olarak, giinliik 6-merkaptopiirin (6-MP) ve haftalik metotreksat (MTX)
bulunmaktadir. Bu ajanlara bagli yan etkilerin sebepleri arastirilmakta ve bir

kisminin genetik polimorfizmlerden etkilendigi bilinmektedir (1).

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Bilim Dali’nda takip
edilen hastalarin 6nemli bir kismini ¢ocukluk cagi akut 16semisi olusturmaktadir.
Boliimiimiizdeki akut 16semi hastalarinin idame tedavisinin ana ilaglar1 olan 6-MP ve
MTX’1 uluslararas1 protokolde onerilenden daha diisiik dozlarda tolere ettikleri
gdzlenmistir. Ote yandan, hastaligin niiks etmesini 6nleyecek, ayn1 zamanda ilaglarin
agir yan etkilerinden koruyacak en uygun doz; hasta 6zelinde ayarlanmakta ve
hastalar basarili bir sekilde tedavi olmaktadir. Bu gozleme dayanarak tez
kapsaminda, hastalarin farkli ila¢ yanitlarinin genetik temellerini aragtiran bir

caligsma planlanmustir.

[lag etkinliginin bireyler arasinda farklihk gosterdigi yaklastk 60 yildir
bilinmektedir (2). Sitma ilaci iliskili hemoliz, izoniazide bagli norotoksisite, enzim
aktivitesindeki farkliliklardan kaynaklanan Orneklerdir. Ilaca verilen yamt;
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerden, ¢evresel, fizyolojik faktorlerden ve
hasta uyumundan etkilenmektedir. Coklu faktérler s6z konusu oldugu igin, ilacin
hastada yaratacagi etkileri dnceden tahmin etmek zorlagsmaktadir. Bu baglamda,
klinik farmakolojinin bir alt dali olan farmakogenetik alanindaki geligmeler umut
vericidir. Farmakogenetik, bireylerdeki farmakokinetik ve farmakodinamik

farkliliklarin genetik temellerini arastiran bilim dalidir. Hastanin genetik semasina



gore tedavinin Ozellestirilmesine yol gosterir. Ozellikle insan genom projesinin

tamamlanmasindan sonra bu alandaki ¢alismalar biiyiik ivme kazanmustir (3).

[lag metabolizmasinda yer alan proteinleri kodlayan genlerin dizilimindeki
varyasyonlara farmakogenetik polimorfizm adi verilir. DNA dizisinde en sik goriilen
varyasyon, tek baz degisimi seklindeki tek niikleotit polimorfizmlerdir (TNP). Bu
polimorfizmlerin en Onemli sonucu ilacin azalmis attlimmna veya hizli
metabolizmasina bagli olusan toksisitedir. Polimorfizmlerin etkisine en onemli
orneklerden biri tiyopiirinlerdir. Tiyopiirinlerden 6-MP ve ilag Onciilii olan
azatiyoplirin (AZT), hematopoetik dokularda tiyopiirin S-metiltransferaz (TPMT)
enzimi tarafindan inaktive edilir. TPMT genindeki varyantlara bagh diisiik enzim
aktivitesine sahip hastalar i¢in, klasik dozda 6-MP kullaniminin yasam tehdit edici
miyelotoksisite ile sonuclandigi, 2004 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan, ila¢ kilavuzuna eklenmistir. Bu ilaglar1 kullanacak hastalar i¢in 6nceden
TPMT’ye yonelik genotip veya fenotip incelemesi oOnerilmistir. Béylece TPMT
genotiplendirmesi, rutin klinik uygulamaya giren ilk test olmustur. Ayn1 zamanda
cocukluk c¢ag1 losemilerinde Kklinik rehberlerde bulunan tek farmakogenetik
belirtectir (4).

Bu bilgiler 1s1ginda, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji
Bilim Dali’nda takipli ALL hastalarinin, idame tedavisinde kullanilan 6-MP ve
MTX’1 uluslararasi protokollerde belirtilenden daha diisiik dozda tolere etmelerinin
farmakogenetik polimorfizmler ile iligkili olabilecegi hipotez edilmistir. Calismaya;
boliimiimiizde 2007-2014 yillarinda tan1 almis, idame tedavisi siiren veya tedavisi
tamamlanmis 48 tane ¢ocuk ALL hastast dahil edilmistir. Tezde, hasta ve saglikli
gruptaki ¢cocuklarda 6-MP ve MTX metabolizmasinda yer alan 8 gendeki toplam 15
TNP’e, rekabetc¢i allele 6zgli polimeraz zincir reaksiyonu (KASP) yontemi ile
bakilmistir. Calisilacak olan genler biiylik 6l¢iide genom boyu iliskilendirme

calismalarindan secilmistir. Bu genler:
e TPMT (tiyopiirin S-metiltransferaz),
e ITPA (inozin trifosfat pirofosfataz),

o MTHFR (metilen tetrahidrofolat rediiktaz),



SLCO1BL1 (solute carrier organic anion transporter family),

IMPDH2 (inozin monofosfat dehidrogenaz),

PACSIN2 (Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 2),

ABCC4 (ATP binding cassette 4) ve

PYGL (glycogen phosphorylase liver) olarak siralanabilir.

Bu tez calismasinda,

e ALL hastalarimizin idame tedavisinde kullandiklar1 6-MP ve MTX dozlari

ve protokol ile uyumunu,

e Hastalarda goriilen farmakogenetik polimorfizmlerin, 6-MP ve MTX

dozlaryla iliskisini,
e Farmakogenetik polimorfizmlerin ilag yan etkileri ile iliskisini,

e Hastalarin idame tedavisinde diisik dozlar kullanmasina karsin tedavi

basarisini arastirmak amag¢lanmustir.

Hastalarin genetik semasina 6zel daha giivenli ve etkili ilaglarin kullanilmasi,
tek tip geleneksel tedaviye kiyasla kulaga umut verici gelmektedir. Genetik
belirtecler, tek genle gecis gosteren hastaliklarda biliyiik basar1 saglamakla beraber,
ilag yanitinin belirlenmesi ve bu testlerin klinikte uygulanabilir olmas1 i¢in heniiz
uzun bir yol kat edilmesi gerekmektedir (5). Bu yolda atilacak onemli adimlardan
biri, toplumun kendi genetik yapisina uygun belirteglerin saptanmasi olabilir.
Bilindigi kadariyla, bizim c¢aligmamiz Tiirkiye’de c¢ocukluk cagi 16semisi idame
tedavisinde ilag iliskili 15 farkli polimorfizmin, hastalarin klinik 6zellikleri ile

degerlendirildigi ilk ¢aligmadir.



2. GENEL BILGILER

Tezin bu bolimiinde c¢ocuklardaki akut 16semi klinigi, tedavisi; 16semideki
farmakogenetik ¢alismalar ve tezde calisilan genetik polimorfizmlere iliskin literatiir

Ozetlenmistir.

2.1. Akut Losemi Tanmimi ve Epidemiyolojisi

Akut 16semi, kemik iliginde bulunan lenfoid ve miyeloid onciilii hiicrelerin
hematopoezin belli bir evresinde farklilasmasinin durmasi ve klonal olarak ¢ogalmasi
sonucu, kemik iliginde fonksiyon bozukluguna sebep olan malign bir hastaliktir. S6z
konusu 16semik hiicreler, hem kemik iligindeki normal hiicrelerin yerini alarak, hem
de ekstramediiller bolgelere hematojen yolla yayilarak akut 16semilerin klinik

tablosunu olusturur (6).

On bes yas altt gocuklarda goriilen malignitelerin yaklasik %30’unu akut
l6semiler olusturur (Sekil 2.1). Akut 16semilerin %80’ ALL’dir ve gocukluk ¢aginin
en sik kanseridir. Her yi1l Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) yaklasik 2400
cocuk ALL tanisi almaktadir. Yillik insidans ABD’de 4/100 000’dir (7). ALL
insidansi 2-5 yaslarinda artar ve erkeklerde (erkek/kiz:1,3/1) daha sik goriiliir. Saglik
Bakanligi verilerine gore Tirkiye’de ALL insidanst 0-14 yas grubunda
41,4/1000 000°tiir (8).

2.2. Akut Losemi Etyopatogenezi

Akut losemilerin kesin nedeni bilinmemektedir. Losemi egilimini arttiran
durumlar genetik ve g¢evresel faktorler olarak Ozetlenebilir. Genetik faktorler
arasinda; 16semili kardese sahip olma, Down sendromu, Fanconi anemisi, Diamond
Blackfan anemisi, Bloom sendromu, Li Fraumeni sendromu, ataksi telenjiektazi,
norofibromatozis tip 1 ve agir kombine immiin yetmezlik bulunur. Cevresel
faktorlere drnek olarak; iyonize radyasyon, bazi ilaglar (6zellikle alkilleyici ajanlar
ve epipodofilotoksinler), kimyasal maddeler (benzen ve metabolitleri fenol,
hidrokinon, katekol vb.) ve Ebstein-Barr viriisii (EBV) verilebilir (9).
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Sekil 2.1. Tirkiye’de 0-14 yas grubundaki kiz ve erkek cocuklarinda en sik goriilen
kanserlerin bu grup icindeki dagilimi (Tirkiye Birlesik Veri Tabani,
2011)

Giliniimiizde 16semi olusumunu, prognozu, relapsi ve tedavi hedefini etkileyen
50’den fazla DNA bolgesinde degisiklik tespit edilmistir. Genom sekanslama
sayesinde 16semideki bu degisikliklerin ayrintili olarak tespit edilmesi miimkiin hale
gelmigtir. ALL, kemik iligindeki dnciil T ve B lenfoid kok hiicrelerde meydana gelen
spontan mutasyonlar sonucunda, malign transformasyon ve klonal g¢ogalma ile
olusur. Spontan mutasyon riski klinik 16semiden yillar 6nce normal lenfoid dokunun
olusumunda, o6zellikle immiinglobulin ve T-hiicre reseptorii gen rearanjmanlari
sirasinda artmaktadir. Patogenezde tek bir mutasyondan ¢ok, ardisik birkag mutasyon
sonrasi olusan hiicrelerin ¢ogalmasi sorumlu tutulmaktadir. Bu mutasyonlar, timor
baskilayici genlerde fonksiyon kaybi ve proto-onkogenlerde fonksiyon kazanimina
sebep olur. Apopitoza kars1 direng kazanan tek bir hiicrenin farklilasma yetenegini

kaybederek ¢ogalmasi sonucu 6liimsiiz 16semik klon gelisir (10).

Heniiz klinikte rutin genetik testler arasina girmemekle beraber B hiicre
gelisiminde onemli transkripsiyon faktorlerinden PAXS, IKZF1, EBF1, B-ALL
vakalarinin tigte ikisinde; INK4/ARF tiimor baskilayict proteini T-ALL’li hastalarin
%80’inde degisiklige ugramustir. Ozellikle IKZF1 mutasyonunun kétii prognozla
iligkisi  gosterilmistir. Genetik diizenlemelere gore yeni I6semi alt tipleri
tanimlanmaktadir. Ornegin B-ALL’lerin %10-12’sinde BCR-ABL1 negatif olmasina
karsin BCR-ABL1 pozitif hastaliktaki gen ekspresyonu profiline benzeyen bir alt
grup (BCR-ABLL1 like disease) tanimlanmustir. Siklikla bu grupta IKZF1 degisikligi
saptanmis ve kotii prognozla iligkilendirilmistir (Sekil 2.2) (10).



Losemiyi baslatan hiicrelere, 16semi kok hiicreleri adi verilir. Losemi kok
hiicreleri kendini yenileyebilme, multipotansiyel farklilagma ve immiin baskili
durumda tiimor olusumunu baslatma yetenegine sahiptir. Tiimor hiicreleri igerisinde
az sayidadir, genelde hiicre dongiisiinde sessiz evrede olur ve farkli immiinfenotipe
sahiptir. Konvansiyonel kemoterapi 16semi kok hiicrelerini hizla ¢ogalmadigr igin
yok edemeyebilir. Idame tedavisinde kullanilan 6-MP ve MTX ilaclarmin 16semi kok

hiicrelerini yok eden anahtar tedavi oldugu distintilmektedir (11).
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Sekil 2.2. B-ALL olusumu ve relapsin genetik patogenezi (10)



2.3. ALL Tamsi
2.3.1. Klinik Bulgular

Aileden alinan ayrintili anamnez ve dikkatle degerlendirilen fizik muayene
16semi tanisinda dnemli yer tutar. Semptomlarin siiresi giinler veya aylar1 bulabilir.
Klinik bulgular kemik iligi infiltrasyonu, lenfoid ve ekstramediiller sistemin
tutulmasi sonucu ortaya ¢ikar. Kemik iliginde ii¢ serinin etkilenmesine bagl olarak
anemi, notropeni ve trombositopeni goriiliir. Solukluk, ¢abuk yorulma, tagikardi ve
dispne anemiye bagl goriiliir. Atesin nedeni nétropenidir. Firsatci bakteriler, viriis ve
mantarlar da dahil olmak tizere enfeksiyon gelisimine yatkinlik artmistir. Miimkiin
olan en kisa siirede gerekli kiiltirler alinmali ve uygun antibiyoterapi
diizenlenmelidir. Trombositopeni, petesi, purpura, ¢abuk morarma ve mukozada
kanamaya neden olur. %1-2 olgu pansitopeni ile bagvurur. Yanlislikla aplastik anemi
tanisi alabilir (12).

Losemi hiicrelerinin kemik iligi disinda en sik tuttugu organlar lenf nodlari,
karaciger, dalak, testisler, santral sinir sistemi (SSS) ve bobreklerdir. Losemik
blastlarin lenfoid sistem yayilimi sonucu lenfadenopati (LAP), hepatomegali ve
splenomegali saptanir. Ozellikle T hiicreli 16semide mediastinal tutulum siktir;

solunum sikintis1 ve superior vena kava sendromuna neden olabilir (12).

Ekstramediiller sistem bulgular1 arasinda %35’ten az olguda bas agrisi, kusma,
papilla 6demi, hipotalamik sendrom (polifaji, davranis degisikligi), santral diabetes
insipidus, fokal norolojik bulgular, kafa ¢iftleri felci bulunmasi SSS tutulumu ile
iliskilidir. Beyin omurilik sivisinin (BOS) bulgularia gére SSS tutulumu belirlenir.
Olgularin %25’inde kemik ve eklem tutulumu goriiliir. Cocuklar ekstremite agrist ve
yirliyememe sikayetleri ile bagvurup artrit tanisi ile izlenebilir. Tanida erkeklerin
%1-2’sinde testiste agrisiz sislik saptanir. Testis biyopsisi yapilan ALL’li olgularin
%20’sinde testis tutulumu gosterilmistir (Tablo 2.1) (12).

Akut 16semi ayiric1 tanisinda 16komoid reaksiyon, enfeksiyonlar, ndroblastom
gibi kemik iligini tutan c¢ocukluk c¢agi maligniteleri, jlivenil idyopatik artrit,
miyeloproliferatif hastaliklar, idiyopatik trombositopenik purpura ve aplastik anemi

gibi diger hematolojik hastaliklar yer alir (13).



2.3.2. Laboratuvar Bulgular:

Hastada tanisal olarak yapilacak ilk incelemeler, tam kan sayimi ve periferik
kan yaymasidir. Olgularin ¢ogunda anemi ve trombositopeni gézlenir. Lokosit sayist

artmis, azalmis veya normal sinirlarda saptanabilir.

Tablo 2.1. Cocukluk ¢ag1 ALL hastalarinin tan1 aninda goriilen klinik ve laboratuvar
ozellikleri (14)

Ozellikler Goriilme sikhig: (%)

Klinik Bulgular
Ates 61
Halsizlik 50
Solukluk 40
Kanama 48
Kemik agrist 23
Lenfadenopati 50
Splenomegali 63
Hepatosplenomegali 68
Mediastende kitle 5-10
SSS tutulumu 5
Testis tutulumu 2

Laboratuvar bulgular:

Lokosit sayis1 (/mm?)

<10,000 53

10,000-49,000 30

>50,000 17
Hemoglobin (g/dL)

<7 43

7-11 45

>11 12
Trombosit sayis1 (/mm?)

<20,000 28

20,000-99,000 47

>100,000 25




Periferik kan yaymasi, blastlarin goriilmesi ve hiicre morfolojisinin
belirlenmesi igin ¢ok degerlidir. Her I6semi diisiiniilen olguda kemik iligi
aspirasyonu yapilmalidir. Kemik iliginde %25 ten fazla lenfoblast goriilmesi ile ALL
tanist konulur. Hiicre tipini belirlemek igin ayrica kemik iliginden histokimyasal
boyama, immiinfenotipleme ve genetik inceleme yapilir. Tanida BOS’da hiicre
varligit SSS tutulumu acisindan degerlendirilmelidir. Ilk BOS &rnegi dikkatle
alimmali, travmatik islemlerden SSS relapsini arttirabilecegi icin kag¢inilmalidir.
Mediasten ve kemik tutulumu i¢in direk akciger ve kemik grafileri, kan biyokimyasi,
koagiilasyon parametreleri, tedavi oncesi durumun belirlenmesi i¢in kardiyak
fonksiyonlar, enfeksiyon profili ve immiinolojik tarama diger tan1 aninda yapilmasi

gereken incelemelerdir (14).

2.4. ALL Smmiflandirmasi

Losemide smiflama, hematopoezin hangi evresinde malign doniisiimiin
gerceklestigini - belirlemeye  yoneliktir.  Blastlarin  morfolojik, histokimyasal,
immiinfenotipik ve molekiiler genetik 6zelliklerine dayanarak 16semi alt gruplar
belirlenir. Cocuklarda 16semilerin %97’sini akut 16semiler, bu vakalarin %75-80’ini

ise ALL olusturur.

2.4.1. Morfolojik Simiflama

Degisik siniflamalardan en sik olarak FAB (French-American-British) skalasi
kullanilir. ALL’ler bu siniflamaya gore 3’e ayrilir (Sekil 2.3) (13):

e FAB L1 tipi: Cocukluk ¢agi ALL’lerinin %85’ini olusturur. Blastlar kiigiik,
birbirine benzer ve dar sitoplazmaya sahiptir. Niikleusun sitoplazmaya orani

yiiksektir. Cogunda niikleolus yoktur. Vakuol igermez.

e FAB L2 tipi: ALL’lerin %14’inii olusturur. Blastlar farkli biiyiikliikte,
daha genis sitoplazmalidir. Niikleoluslar1 vardir. Vakuolleri olabilir. AML’den ayirt

etmek zor olabilir.



e FAB L3 tipi: ALL’lerin %1’ini olusturur. Biiyiik boyutlu, koyu mor
bazofilik sitoplazmali, bol vakuollii ve niikleoluslu hiicrelerdir. Burkitt lenfomanin

l6semik seklidir.

Losemi tanist  konulduktan sonra lenfoid-miyeloid blast ayrimi ig¢in
histokimyasal boyalar ve akim sitometri ¢alismalar1 yapilir. ALL’de 16semik hiicreler
periodic acid Shiff (PAS) ve terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) ile
boyanirken; AML’de miyeloperoksidaz (MPO), non-spesifik esteraz ve Sudan black
ile boyanma tespit edilir (13).

;‘ﬁb
A4
L2

Sekil 2.3. Akut lenfoblastik 16semide FAB siniflamasi (13)

L1

2.4.2. immiinolojik Siiflama

Immiinfenotipleme, 16semik hiicrenin gelisimin hangi asamasinda durdugunu
anlamaya yarayan testtir. Akim sitometrisi ile yapilir. ALL, lenfoblastlarin hiicre
yiizeyinde ve sitoplazmasinda bulunan farklilagsma sathasina 6zgii antijenlere (CD:
Cluster of Differentiation) gore dort ana gruba ayrilir (Tablo 2.2). Bu alt gruplarin
birbirinden ayirt edici klinik ve prognostik 6zellikleri vardir (13):

I.  Onciil B hiicreli ALL: Cocukluk ¢agi ALL hastalarmin %80’ini olusturur.
B hiicre iligkili antijenlere 6zgii monoklonal antikorlar ile reaksiyon verir. Matiir B
hiicreli ALL’den yiizey immiinglobulinin (Ig) olmamas: ile ayirt edilir. Bu grubun
¢ogunda common ALL antijen (CALLA) olarak da bilinen CD10 mevcuttur.
%90’dan fazla vakada Ig gen rearanjmanlar1 bulunur. Lésemiye 6zgii immiinglobulin
gen rearanjmanlarinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile tespiti, mikroskopla

fark edilemeyen rezidii 16semi hiicrelerinin fark edilmesini saglar. Yiizey belirtecleri
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ve hiicre i¢i Ig’lerine gore Onciil B hiicreli ALL {i¢ alt gruba ayrilir: pro-B ALL,
erken pre-B ALL ve pre-B ALL.

e Pro-B ALL: Cok immatiir B hiicrelerden olusur, CD 10 negatiftir. Siklikla
infant ALL’sinde tespit edilir ve MLL geninde (kromozom 11g23)
bozuklukla iliskilidir.

e Erken pre-B ALL: Pro-B ALL’ye gore daha olgunlasmis hiicrelerden
olusur. CD 10 pozitiftir.

e Pre-B ALL: Sitoplazmik lg icermesiyle diger ikisinden ayirt edilir; ancak
ylizey 19’1 bulunduracak kadar olgunlasmamistir. %25 vakada t(1;19)

translokasyonu bulunur.

. Olgun B hiicreli ALL: Hastalarin %1-2’sini olusturur. Yiizey 1g’e sahiptir.
Kromozom translokasyonlarindan t(8;14), t(2;8) veya t(8;22)‘ye rastlanir. Burkitt

lenfomadan ayrimi giigtiir ve lenfoma tedavisine daha iyi yanit verir.

I11. T hiicreli ALL: Vakalarin %10-15’ini olusturur. Daha ileri yasta goriiliir.
Bagvuruda beyaz kiire sayisi yiiksektir. Ekstramediiller hastalik ve sik relaps ile
iligkilidir.

IVV. Miyeloid antijen koekspresyonu: %20 vakada 16semi hiicreleri, lenfoid ve
miyeloid yiizey antijenlerini ayni anda bulundurur. Infant ALL, pro-B hiicre ve bazi
kromozom anomalileri ile iliskilidir. Yapilan son g¢alismalar ile prognoza iliskin

Onemi gosterilememistir.

Tablo 2.2. ALL’de immiinfenotip siniflandirma (13)

ALL alt tipi SIklik (%) Yiizey Belirteci (CD) ‘
Onciil B hiicre 70 10, 19, 20, 22, 24
Onciil B hiicre (miyeloid i Ayni zamanda 11, 13, 14, 15, 33,
varyant +) 34, 31, 42 eksprese eder
Olgun B hiicre 2-5 104, 19, 20, 22, 25, yiizey Ig
T hiicre 16 2,3,4,5,7,8
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2.4.3. Sitogenetik Siniflama

Hastaligin seyri agisindan 6nemli veriler elde edilen bir smiflamadir. ALL
hastalarinin %90’mda karyotipte bozukluk bildirilmistir. Kromozomdaki bozukluk

sayisal veya yapisal olabilir (10):

e Kromozom sayisal bozukluklari: Sitogenetik c¢alisma veya akim
sitometri ile tespit edilir. Akim sitometri ile 6lgiilen normal hiicre ve blast ig¢indeki
DNA miktarinin birbirine oranlanmasiyla DNA indeksi hesaplanir. Bu oran >1,16 ise

hiperdiploidi, <1 ise hipodiploidi denir.

e Kromozom yapisal bozukluklari: Karyotip analizi ile tespit edilemeyen
bozukluklar floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve PZR gibi daha duyarl
yontemler ile saptanabilir. ALL’lerin  %75’inde translokasyon saptanir.
Translokasyon genellikle, protein kinaz veya transkripsiyon faktorlerinin

aktiflesmesine neden olur.

e lyi prognoz belirtecleri: Yiiksek hiperdiploidi (51-65 kromozom), TEL-
AML (ETV6-RUNX1) fiizyonudur. Hiperdiploidi olan hastalarda trizomi 4,10 ve 17
olmasi hastalik seyrini daha da olumlu etkilemektedir. TEL-AML flizyonu pre-B ALL

vakalarinin %25’inde saptanir ve flizyon protein, transkripsiyonu baskilar.

e Kotii prognoz belirtecleri: Hipodiploidi (<45 kromozom), BCR-ABL
fiizyonu ve MLL gen yeni olusumudur. BCR-ABL flizyonu olgularin %3-5’inde
bulunur. ALL’de olusan {iiriin hiicreyi apoptoza direncli hale getirir. Biiylik yas,
yiiksek 16kosit sayis1 ve SSS tutulumu ile birliktedir. Bu hastalarda tirozin kinaz
inhibitdrleri, yogun kemoterapi ve ilk remisyonda hematopoetik kok hiicre nakli ile
daha iyi sonuglar elde edilmektedir. MLL gen yeni olugumu siit gocugu ALL’lerinin

%380’1ni olusturur ve yogun tedaviye ragmen prognoz kaotiidiir.

Bahsedilen kromozom anomalileri belli immiinfenotiple birliktelik gosterir

(Tablo 2.3).

2.5. ALL’de Prognoza Etki Eden Faktorler

Tan1 aninda hastalik seyrine etki eden risk faktorlerinin belirlenmesi, modern

tedavi protokollerinde tedavi basarisini arttiran temel unsurdur. Hastalar prognozla
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iliskili belirteclere gore gruplandirilir ve buna uygun yogunlukta kemoterapi verilir.
Hastalik gidisine etki eden faktorler; tan1 aninda hastanin klinik 6zellikleri, hastaliga

iliskin 6zellikler ve tedaviye ilk cevap olarak 6zetlenebilir (15):

e Yas: <1 ve >10 yas olan hastalarda hastalik seyri kotiidiir. Bir yas alti

hastalarda yogun tedaviye karsin relaps riski yiiksektir.

e Lokosit sayisi: Baslangic 16kosit sayist >50 000/mm?® ise daha kotii
seyirlidir.

e Immiinfenotip: T-ALL’de prognoz pre B-ALL’ye gore olumsuzdur. Olgun

B hiicreli ALL, yaygin Burkitt lenfoma gibi davranmaktadir.

e Kromozom sayis1 ve DNA indeksi: Hiperdiploidi (50 veya daha fazla
kromozom) iyi, hipodiploidi (46’dan daha az kromozom) kotii prognoz belirtecidir.

DNA indeksi >1,16 ise prognoz daha iyidir.

Tablo 2.3. Cocukluk ¢agi ALL’de sik goriilen kromozom bozukluklar1 (9)

ALL alt tipi Kromozom Genetik Prognoz Insidans
anomalisi degisiklik

B-ALL Trizomi 4,10 ve 17 - Iyi %25
AL 1(12;21) E(TT\SSL'_RAUI\;\'Sl fyi 9%20-25
B-ALL t(1,19) E2A-PBX Yok %5-6
BALL t(4;11) MLL-AF4 Kot %2
BALL t(9;22) BCR-ABL Kétii %3
Matiir B 1(8;14) IGH-MYC Yok %1-2
hiicreli 16semi
B-ALL Hiperdiploidi - Iyi 9%20-25
B-ALL Hipodiploidi - Kotii %1
L t(10;14) TLX/HOX11 Iyi %5-10
infant ALL LG Mlz)ll_uzli;ieni Kotu %2-10
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e Sitogenetik: Prognoza etki eden sitogenetik degisiklikler ETV6-RUNXZ,
trizomi 4, 10, 17, BCR-ABL; hipodiploidi, iAMP21 amplifikasyonu ve MLL
translokasyonu olarak belirlenmistir. MLL gen yeni olusumunda, FLT3 adli tirozin
kinaz ekspresyonu artmakta ve bu nedenle FLT3 inhibitorleri (lestaurtinib) tedavide

kullanilabilmektedir.

e SSS hastahgi: Tami sirasinda SSS tutulumu olmasi kotii prognozla
iliskilidir.

e Tedaviye erken yamt: Prognoza etki eden en énemli faktordiir. Indiiksiyon
tedavisinin sonunda kemik iliginde <%35 blast saptanirsa remisyon olarak kabul
edilir; ancak bu hastalarin pek ¢ogunda az miktarda 16semi blastlar1 kemik iliginde
bulunmaktadir. Morfolojik olarak tespit edilemese de, akim sitometride 10* ve PZR
yontemi ile 10%® oraninda blastlar saptanabilir. Buna “minimal rezidiiel hastahik”
(MRH) denir. indiiksiyon tedavisi sonrasinda 28. giin blast oraninin >%0,1 (1000
¢ekirdekli hiicre arasinda 1’den fazla 16semi hiicresi) olmasi erken relaps ile kuvvetle
iligkilidir. MRH tespit edilmeyen olgularin prognozu ise %90’1n iistiindedir. MRH
bakilamayan merkezlerde indiiksiyonun 15 ve 29. giiniinde yapilan kemik iligi

incelemesindeki blast sayis1 risk grubunu etkilemektedir.

Ayrica erkeklerde ve bazi etnik gruplarda hastalik daha olumsuz
seyretmektedir. Farkli ¢alisma gruplarinin smiflandirmalari  degisken olmakla
beraber burada bolimiimiizde uygulanmakta olan COG (Children’s Oncology
Group)’un protokollerindeki risk smiflamas1 esas alinmstir (16). indiiksiyon sonrasi
kemik iliginde morfolojik degerlendirme, SSS tutulumu, testis tutulumu, énceden
steroid verilmesi, sitogenetik ozellikler ve MRH’a gore hastalar diisiik, standart,
yiiksek ve ¢ok yiiksek risk olmak tizere dort gruba ayrilir (Tablo 2.4). Kemik iligi

incelemesine gore:
e M1: <%S5 lenfoblast
e M2: %5-25 lenfoblast
o M3:>%?25 lenfoblast1 tanimlar.

Buna gore 15. glin kemik iligi M1 veya 29. giin kemik iliginde MRH negatif
olan hastalar hizli erken yanit veren (RER: rapid early responder) ve M2-M3 kemik
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iligi veya MRH pozitif olanlar yavas erken yanit veren (SER: slow early responders)

olarak iki kola ayrilir ve protokolde farkli yogunlukta tedaviler uygulanir.

Tablo 2.4. ALL hastalarinda risk siniflamasi (16)

Ozellikler 5 yillik olaysiz

sag-kalim

Diisiik Tiimii varsa: %15 >0095

1. NCI standart risk*

2. Disiik riskli sitogenetik:
Trizomi 4 ve 10
veya
ETV-RUNX1
veya
Hiperdiploidi

3. Tedaviye hizli yanit**

Standart | Ikisinden birisi varsa: %36 %90-95

1. NCI standart risk

ve

Tedaviye hizli yanit

2. NCI standart risk

ve

Diisiik riskli sitogenetik

ve

Tedaviye yavas yanit***

Yiiksek Herhangi birisi varsa: %25 %88-90

1. NCI yiiksek risk”

ve
Tedaviye hizli yanit
2. NCI standart risk
ve
Tedaviye yavas yanit

3. SSS tutulumu

4. Testis tutulumu

Cok Herhangi birisi varsa: %24 <%80

yiiksek 1. 29. ginde MRH

2. Indiiksiyon basarisizlig:

3. MLL rearanjmanm1 veya iAMP21

amplifikasyonu

4. Yas <l (veya COG protokolii ile

tedavi olmugsa >13)

Ozel T hiicreli ALL %66-80

gruplar Philadelphia kromozom t(9;22) %70

NCI: National Cancer Institute, MLL: mixed lineage leukemia gene, iIAMP21: intrachromosomal
amplification of chromosome 21

*NCI standart risk: Lokosit <50 000/mm?® ve yas >1, <10

**Tedaviye hizli yanit: MRH 8 ve 29. giin negatif

***Tedaviye yavas yanit: MRH 8. giinde pozitif, 29. giinde negatif

ANCI yiiksek risk: Lokosit >50 000/mm?3 ve yas >10 (COG protokoliinde 13 yas)
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2.6. ALL Tedavisi

ALL’de en Onemli prognostik faktor tedavidir. Losemi tedavisi; standart
aragtirma protokollerinde yer alan indiiksiyon, konsolidasyon ve idamedeki ¢oklu
kemoterapi ajanlari, SSS profilaksisi ve destek tedavilerinden olusur. Tedavi

rejimleri risk grubuna gore belirlenmekte ve genel olarak 2-3 yil siirmektedir (10).

Bu alandaki pek ¢ok ila¢g 1970’ten once gelistirilmistir. Ancak dozlar1 ve
kombinasyon kemoterapi halinde verilme semasi; 16semi hiicresinin biyolojik
ozelliklerine, tedavi yanitina, hastalarin farmakokinetik ve farmakodinamik
ozelliklerine gore iyilestirilmektedir. SSS profilaksisi ile relaps Onlenirken,
hematopoetik kok hiicre nakli ¢ok yiiksek riskli hastalar i¢in bir se¢enek haline
gelmistir (10). Bu sayede ALL hastalarinda bes yillik sag-kalim orani 1980’lerden
beri dramatik olarak artmis ve %90’1 bulmaktadir (7). ALL tedavisinde amag klinik
ve hematolojik remisyon saglamak, remisyonu devamli kilmak, hastalik ve tedavi

komplikasyonlari ile bas etmektir.

Indiiksiyonda amag¢ kemik iligini remisyona sokmaktir. Remisyon; klinik ve
fizik muayene bulgularinin normale donmesi, hematolojik olarak normal bir kan
tablosuna sahip olunmasi ve periferik kan yaymasinda blast olmamasi demektir.
Kemik iliginde normal erken onciil hiicreler varken, blast sayis1 <%5 olmalidir.
Indiiksiyon tedavisi haftalik vinkristin, kortikosteroid ve asparaginazdan olusan dort
haftalik siireci kapsar. Yiiksek riskli hastalarda antrasiklin tiirevi bir ilag bu iiclii
tedaviye eklenebilir. BCR-ABLL1 pozitif hastalik, kotii seyirli olmakla beraber tirozin
kinaz inhibitorlerinden (imatinib, dasatinib) fayda gormektedir. Bu yaklasimla
hastalarin yaklasik %90°1 tamamen remisyona girer. Indiiksiyon tedavisi sirasinda
kemik iligi degerlendirilerek tedaviye ge¢ ve hizli yanit veren hastalar belirlenir.
Lenfoblastlarin kemik iliginden erken temizlenmesi ve 15. giinde negatif MRH, en
olumlu faktorlerdir (13).

Normalde hastalik baglangicinda SSS tutulumu nadirdir. Hastalarda ge¢ donem
SSS relapsini Onlemek icin sistemik tedaviye ek olarak tekrarlayan dozlarda
intratekal kemoterapi verilmektedir. Boylece ge¢ donem SSS relaps riski %80°den,

<%5’e digtirtiliir. Kranial radyoterapi, SSS 16semisini onlemek i¢in etkili olmakla
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beraber, ciddi toksisite nedeniyle Ozellikle diisiik riskli hastalarda yerini intratekal

kemoterapiye birakmustir (13).

Indiiksiyon tedavisiyle remisyon saglandiktan sonra, 4-5 ay kadar siiren
konsolidasyon veya intensifikasyon donemi gelir. Indiiksiyon sonrasi tedavideki
amagc, losemi hiicrelerinin tekrar ortaya cikisini onlemek, rezidii kanser hiicrelerini
azaltmak ve ila¢ direncini Onlemektir. Sitarabin, metotreksat, antrasiklinler,
alkilleyici ajanlar ve epipodofilotoksinler bu donemde kullanilir. Yiiksek riskli
hastalara yasama sansini arttirmak icin dort-alt1 haftalik, indiiksiyon tedavisindeki
ilaclara benzer, ge¢ intensifikasyon tedavisi verilir. Indiiksiyon ve ge¢

intensifikasyon tedavisi arasinda daha az yogun tedaviler tercih edilir (13).

Konsolidasyon sonrasinda, giinliik oral 6-MP, haftalilk MTX ve periyodik
vinkristin, kortikosteroid ve intratekal tedaviden olusan idame tedavisi gelir.
Losemide tedavi basarist kizlarda 2, erkeklerde 3 yil kadar siiren yeterli idame
tedavisi ile remisyonun siirdiiriilmesine baghdir. ilag iliskili toksisitenin azaltilmasi
ile daha basarili sonuglar alinabilir. Genom teknolojisindeki gelismeler sayesinde
hastalarin ilag yanitlarindaki farkliliklar kesfedilmekte ve kisiye ozel tedaviler

hedeflenmektedir (10).

Losemi, her ne kadar en iyi tedavi edilen ¢ocukluk ¢agi kanseri olsa da
hastalarin %15-20’sinde niiks etmektedir. Niiks en sik kemik iliginde daha nadiren
SSS, testis ve diger organlarda goriilebilir. Erken relaps olanlarda prognoz daha
kotidiir (13).

2.7. ALL Idame Tedavisinde Kullamlan 6-MP ve MTX ilaclar1 ve

Metabolizmasi

Folat analogu MTX ve tiyopiirin analogu 6-MP yaklasik 50 yildir kanser ilac1
olarak kullanilmaktadir. Yapilan calismalar ALL hastalarinin giinlik 6-MP ve
haftalik MTX sayesinde daha uzun siire remisyonda kaldigini ve sag kalim1 uzattigini
gostermistir. Iki ilacin birlikte kullanilmas1 pek ¢ok deneysel ve klinik calismada

tanimlanan sinerjistik etkiye dayanmaktadir (17).
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2.7.1. 6-MP Metabolizmasi ve Mekanizmasi

Tiyopiirinler; ALL, otoimmiin hastaliklar (inflamatuar bagirsak hastaligi,
romatoid artrit gibi) ve organ nakli alicilarinda sik  kullanilan  piirin
antimetabolitleridir. Bu grupta 6-MP, tiyoguanin ve azatiyopiirin (AZA) yer alir. 6-
MP, yapisal olarak endojen piirinler olan adenin, guanin ve hipoksantine benzeyen
bir molekiildiir (Sekil 2.4). 6-MP viicuda alindiktan sonra bagirsaklardan hizla emilir
ve viicutta yarilanma dmrii 1-2 saat kadardir. Besinlerle verildiginde emilimi azaldig1

icin, aksamlar1 a¢ karnina alinmasi onerilir.

SH o) NH; o)

N)\/IEN\> HN Jk”/:N\> N)IN\> HN | N\>
e e LI I
6-MP Guanine Adenine Hypoxanthine

Sekil 2.4. 6-MP kimyasal yapisi (17)

Metabolizmasinda {i¢ tane temel yol yer alir (18) (Sekil 2.5):

e Birinci yol: Ik ge¢is metabolizmasi ile 6-MP’nin biiyiik bir kismi ksantin
oksidaz enzimi ile inaktif bir molekiil olan 6-tiyotirik aside (ATU) donisiir. Tiyotirik
asit idrarla atilir. Ksantin oksidaz, allopurinol tarafindan inhibe edilir ve bu ilacin

kullaniminda 6-MP biyoyararlanimi artar.

e ikinci yol: Anabolik bir yoldur. Bir ila¢ énciilii olan 6-MP; ¢ok basamakli
enzim reaksiyonlarindan sonra aktif molekiil olan 6-tiyoguanine (6-TGN) doniisiir.
Bu islem sirasinda, hipoksantin guanin fosforibozil transferaz (HGPRT) enzimi, 6-
MP’nin 6-tiyoinozin monofosfata (6-TIMP) déniismesini saglar. Inozin monofosfat
dehidrogenaz (IMPDH) enziminin de yer aldigi birka¢ basamaktan sonra 6-TGN
olusur. 6-MP esas mekanizmasi olarak, ¢ekirdekli hiicrelerde 6-TGN, DNA ve RNA
ile birlesir. Boylece replikasyon sonrasi onarim sistemleri bozularak DNA kiriklari

ve apoptoz meydana gelir.
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e Uciincii yol: 6-MP’i tiyometilasyon ile inaktive eden yoldur. TPMT enzimi
tarafindan katalizlenir ve 6-TGN olusumunu azaltir. Bu yolakta olusan metilli 6-MP
metabolitleri piirin de novo sentezini engeller. Lenfoblastlarda piirin kurtarma yolagi
diisiik seviyede olup piirin de novo sentezine daha ¢ok bagimli olduklari i¢in bu
yolak onemlidir. Inozin trifosfat pirofosfataz (ITPA) enzimi ile toksik metilli

metabolitlerin bir kismi inaktive edilir.

Birka¢ hafta oral 6-MP tedavisinden sonra eritrositlerde dengeli 6-TGN
seviyesi elde edilir. Bu seviye hastanin ilag uyumunu ve TPMT aktivitesini
yansitmakta ve hastalar arasinda degismektedir. TPMT aktivitesi diisiik olan kisiler
tiyoplirinleri katabolize edemezler ve TGN artarak ciddi miyelotoksisiteye neden
olur. Metilli metabolitler ise hepatotoksisiteye neden olur (18). Merkaptopiirine baglh
goriilen diger yan etkiler; erken donemde kusma, ishal, allerjik dokiintiidiir. Birkag
hafta icerisinde mukozit, hepatit ve kemik iligi baskilanmasi gelisebilir. Geg

donemde pulmoner fibroz, oligospermi ve sekonder maligniteler goriilebilir.

A 2. yolak

1. yolak I
X0 [ )

’ HGPRT _ N _IMPDH )\ GMPS
6-MP 6-TIMP 6-TXMP 6-TGN
o Y q - k
/ Kinase

(==

6-TIDP ITPA '

TPMT
Kinase
L 6-MMPM TPMT
— 6-TITP b

Sekil 2.5. 6-MP hiicre igindeki metabolizmasi (4)

TPMT

yolak

(6-MMPM: 6-metilmerkaptopiirin metabolitleri, 6-TGN: 6-tiyogiianin niikleotit, 6-TIDP: 6-tiyoinozin
difosfat, 6-TIMP: 6-tiyoinozin monofosfat, 6-TITP: 6-tiyoinozin trifosfat, 6-TXMP: 6-tiyoksantin
monofosfat, ATU: tiyoiirik asit, GMPS: Guanozin monofosfat sentataz, HGPRT: hipoksantin guanin
fosforiboziltransferaz, IMPDH: inozin monofosfat dehidrogenaz, ITPA: Inozin trifosfat pirofosfataz,
TPMT: Tiyopiirin-S-metiltransferaz, XO: ksantin oksidaz)
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2.7.2. MTX Metabolizmasi1 ve Mekanizmasi

MTX, 6-MP gibi bir antimetabolittir. Kimyasal olarak folik aside ¢ok benzer
(Sekil 2.6). Viicutta yarilanma omrii diisiik doz tedavide 3-10 saat, yiiksek doz igin 8-
15 saattir. Hiicre icine SLCOI1BI1 adli tasiyici protein vasitasiyla girer. MTX
maksimum sitotoksik etkisini, poliglutamasyon ile aktif molekiile ¢evrilerek gosterir.
Folik asidin aktif formu olan tetrahidrofolat (THF), dihidrofolat rediiktaz enziminin
dihidrofolat (DHF) ile reaksiyonu sonucu olusur. Tetrahidrofolat, DNA ve RNA
niikleotitlerin sentezi i¢in gerekli tek karbonlu molekiillerin transferinde yer alir.
Dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enziminin metotreksat tarafindan inhibisyonu, THF’1n

azalmasina yol agarak 6zellikle hizli ¢ogalan hiicreler lizerine sitotoksik etki gosterir

(Sekil 2.7) (19).

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) folat metabolizmasinda yer alan
onemli bir enzimdir. THF 1n, folat molekiiliiniin dolasimda bulunan formu olan
metil-THF’a rediiksiyonunu saglar. Metil-THF ayn1 zamanda, homosisteinden
metiyonin olusumunda karbon vericisidir. S-adenozil metiyonin (S-AdoMet),
metiyoninden sentezlenir ve viicutta TPMT’ nin de yer aldig1 pek ¢ok yolda metil
vericisi olarak gorev yapar. MTX, folat metabolizmasini bozarak MTHFR enzimini

de inhibe eder (20).

HaN N N
Ty s ?
MTX N 7 N—OG—NH \|/\/COOH
NH»o

COOH

HoN N N
Y/ I e 0o
Folic acid Nao = NH-@—(@—NH COOH
N \I/.\/
OH

COOH
Sekil 2.6. MTX kimyasal yapisi (17)
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Diisiik doz oral MTX biyoyararlanimi >%90’dir; ancak >40mg/m? dozlarda
biyoyararlanim 6nemli Olgiide azalir. Konsolidayon tedavisinde verilen yliksek doz
MTX, DHFR enzimini inhibe ederken, idame tedavisindeki haftalik diisiik doz oral
MTX, kemik iligindeki eritroid hiicre Onciillerine baglanir ve miyelotoksisite ile

iligkilidir. MTX esas olarak bobreklerden atilir (11).

_>(Methionine |
(5-Methyl-THF ) I
MTX |DHER T (Homocysteine)

B Y MTHEFR
( DHF ) (5,10-Methylene-THF )
( MTX(Glu), ) —ITS

(DNA synthesis J¢ - {dTMP s<—dUMP)

Sekil 2.7. Folat ve metotreksat metabolizmasi (TS: timidilat sentaz)

Metotreksata bagl yan etkilere bakildiginda erken donemde bulanti, kusma,
transaminaz yiiksekligi ve allerjik reaksiyonlar goriiliir. {lact aldiktan 2-3 hafta sonra
kemik iligi baskilanmasi, gingivit, stomatit, alopesi, nefrotoksisite, hepatotoksisite ve
norotoksisite  gelisebilir. Ge¢ donem etkileri arasinda oOgrenme giigliigi,
l6koensefalopati, pulmoner fibroz, hepatik fibroz, osteonekroz, perikardit ve

tirnaklarda hiperpigmentasyon yer alir (11).

2.8. Idame Tedavisinde Kullanilan 6-MP ve MTX Dozlarinin Ayarlanmasi ve

Onemi

Ilag dozlar ile ilgili uluslararasi ortak bir karara varilamamistir. Protokollerde
yer alan ila¢ dozlar1 kanittan ¢ok, geleneksel dozlar1 yansitmaktadir. Avrupa’nin pek
¢ok iilkesinde 6-MP icin &nerilen baslangic dozu 50 mg/m?/giin iken; Ingiltere,
kuzey iilkeleri ve ABD’de 75 mg/m?/giin kullanilmaktadir (21). Agizdan verilen
MTX icin baslama dozu 20-40 mg/m%hafta olarak degismektedir. Bazen ilaca
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uyumu arttirmak icin parenteral yol tercih edilse de bu yolun daha etkili olduguna
dair veri yoktur ve MTX’a bagh norotoksisiteyi arttirmaktadir. idame tedavisi
sirasinda hastanm 16kosit sayist 2000-3000/mm? olacak sekilde agizdan verilen
giinlik 6-MP ve haftalik MTX dozlar1 ayarlanir. Kemoterapi sirasinda karaciger
fonksiyonlarinda bozulma izlenebilir. Ancak biliriibin diizeyi 5g/dL {izerine

¢ikmadigi siirece tedaviye devam edilir (12).

6-MP/MTX dozlarmin 6nemi ilk kez 1960 yilinda, idame tedavisini 50
mg/m?/giin 6-MP ve 20 mg/m?/hafta MTX alan ¢ocuklar ile yar1 dozda alan gocuklar
randomize edildiginde, tam doz alanlarin daha uzun siire remisyonda kalmalar ile
gosterilmistir. 6-MP/MTX ilaglarinin bireyler arasinda farmakokinetik o6zellikleri
farkli oldugu i¢in metrekare basina ayni1 dozu alsalar bile ilag konsantrasyonu dokuda
degismektedir. Bu nedenle, ALL protokollerinde belirtilen dozlarin baslangi¢ dozu
olarak kullanilmas1 ve hastada gozlenen miyelotoksisiteye gore doz ayarlanmasi
Onerilmektedir. Baslangic 6-MP ve MTX dozlarin1 tolere eden; ancak ilerleyen
donemde doz artis1 yapilmayan hastalarda prognozun, 16kopeni nedeniyle doz
azaltilan veya hedef miyelosiipresyon saglanana kadar doz arttirilan hastalara gore
daha kotii oldugu gosterilmistir. Karaciger enzimlerindeki artis nedeniyle tedaviye
verilen aralar relaps agisindan risk olusturmaktadir. Ote yandan yeni yapilan bir
calismada, miyelosiipresyon ve enfeksiyonlar nedeniyle tedaviye ara verilme siiresi

ile relaps riski arasinda bir iligki gosterilememistir (11).

2.9. lla¢ Yamtina Farkhhiklarin Arastinnlmasinda Kullamlan Molekiiler
Belirtecler

Insan genom sekansmin 2003 yilinda tam olarak belirlenmesinden sonra
hastaliklarin genetik 6gelerini inceleyen arastirmalarda biiyiik bir artis yasanmuistir.
Hastalik seyrini, tedavi etkinligindeki farkliliklari, bireylerin sosyodemografik ve
klinik 6zellikleri ile tek basina aciklamak yeterli olmamaktadir. Bu nedenle bilim
adamlart molekiiler belirteclerin hastalik etyopatogenezini, prognozunu ve tedavi

etkinligini nasil degistirdigini anlamaya ¢alismaktadir (22, 23).

DNA dizisi tizerinde bireysel varyasyonlar goriilmektedir. Bu varyasyonlar

DNA dizisini olusturan adenin, guanin, sitozin, timin baz ¢iftinden birini i¢eren tek
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niikleotit polimorfizmi  (TNP) olabilecegi gibi binlerce, milyonlarca baz
biiyiikliigiindeki kopya sayis1 degisimi (CNV) olabilir. Bu alanda sik kullanilan bazi

terimler sunlardir (9):

e Genetik polimorfizm: Populasyon iginde belli bir gende farkli
niikleotitlerin yer almasidir. Bir genetik varyasyonun polimorfizm olarak

tanimlanabilmesi i¢in popiilasyondaki sikliginin en az %1 olmas1 gerekir.

e Tek niikleotit polimorfizm (TNP): Insan genomunda en sik goriilen
genetik varyasyondur. Belli bir gendeki tek baz degisimidir. iki insan genomu
kiyaslandigi zaman her 1000 baz giftinde bir TNP bulunur. Pek ¢ok TNP’in biyolojik
bir 6nemi yokken, bir kismu insanlar arasindaki islevsel farkliliklarin temelini
olusturur. TNP tespit caligmalar1 ikiye ayrilir. Birincisi, onceden bilinmeyen bir
polimorfizmin kesfedilmesi icin DNA diziliminin taranmasidir. Ikincisi, bireylerin
bilinen polimorfizmler i¢in taranmasi yani genotiplendirilmesidir. Polimeraz zincir

reaksiyonu genotiplendirme ¢aligsmalari ig¢in yaygin kullanilan bir yontemdir (24).

¢ Kopya sayisi1 degisimi (CNV): DNA dizilimlerinin binlerce, milyonlarca
baz biiyiikliigiinde delesyon veya duplikasyonudur. TNP’den daha nadirdir. Insan

genomunun %1 ini olusturur.
e Allel: Belli bir genle ilgili alternatif DNA dizilimidir.
e Haplotip: Allelik varyasyonlarin tiimiidiir.

e Homozigot-heterozigot: Ayni gen lokusundaki aleller ayni ise homozigot,

farkli ise heterozigot durum olarak tariflenir.

Son yillarda yapilan calismalarla yeni TNP’lerin tanimlanmasi, genomda sik
bulunmalart ve kararli bir sekilde dagilim gostermeleri nedeni ile iliskilendirme
calismalarinda da yaygmn olarak kullamlmaktadir (25). iliskilendirme calismalars,
genis populasyonda genetik varyantlar ile hastaliklar arasindaki iliskiyi tespit etmek
icin kullanilir. Genetik varyasyonlarin incelenmesinde iki genel yaklasim vardir.
Bunlar genom boyu iligskilendirme ¢aligmalari ve aday gen iliskilendirme
caligsmalaridir. Birincisinde arastirict bilinmeyen bir polimorfizmin kesfedilmesi i¢in
calisir. Ikincisinde biyolojik yolak ile ilgili en olasi genetik varyasyonlarm rolii

aragtirilir.
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2.10. Farmakogenetik Tanim ve Calismalar

[lag metabolizmasina ve yanitindaki farkliliklara genetik, epigenetik, ¢evresel
(beslenme, ek ila¢ kullanimnt gibi) ve fizyolojik (yas, cinsiyet, hastalik durumu, 1rk)
faktorler etki etmektedir. Ilag yamtindaki farkliliklari arastiran bilim dali klinik
farmakolojidir. Farmakokinetik ve farmakodinamik alt dallarindan olusur (26).

e Farmakokinetik: Ilacin emilimi, dagilimi, metabolizmasi ve atilim
sirasindaki reaksiyonlardir. Temel olarak karacigerde gerceklesen faz 1 ve faz 2
reaksiyonlarindan olusur. Faz 1°deki oksidasyon, rediiksiyon ve hidrolizden sitokrom
P450 enzimleri sorumludur. Ilact daha hidrofilik hale déniistiiriir. Faz 2 reaksiyonlart
ilacin asetat, glukuronik asit gibi molekiillerle konjugasyonudur. Klinikte siklikla bir
ilacin atilimmin gecikmesi sonucu konsantrasyon bagimli toksisite goriiliir. Ilacin

hizla metabolize edilmesi ise toksik metabolitlerin viicutta birikmesine neden olur.

e Farmakodinamik: Bir ilacin viicutta yarattigi istenilen ve istenmeyen
etkilerdir. Ilag reseptérleri ve sinyal iletiminde yer alan proteinler ilacin viicuttaki

etkilerini belirler.

e Farmakogenetik: ilaglarin bireyler arasinda gosterdigi farmakokinetik ve
farmakodinamik farkliliklarin ~ genetik  temellerini aragtiran bilim dalidur.
Farmakogenetik farkliliklara 6rnek olarak; siiksinilkoline bagli uzamis solunum kasi
paralizisi, malarya tedavisine bagli hemoliz, izoniazide bagli norotoksisite, kodeine

bagli solunum yetmezligi verilebilir.

e Farmakogenomiks: Genom teknolojilerinin hastalik olusumunu, ilag

yanitlarint anlamak ve yeni ilag gelistirilmesi i¢in kullanilmasidir.

e Bireysellestirilmis tip: Hasta ve hastaliklarin, genom teknolojilerini
kullanarak kategorize edilmesidir. Boylece dogru zamanda, dogru ilacin, uygun hasta
icin kullanilmasi1 amaglanir (9). Hastalarin serumlarinda ilag diizeylerine bakilmasi
ile ilag konsantrasyon-zaman egrisinin her hastada degisken oldugu gosterilmistir.
Bireysellestirilmis tibbin ilk uygulamalari olmasina karsin, rutinde ilag diizeyine

bakmak her durumda hastalik sonucunu degistirmemektedir.

e Farmakogenetik polimorfizmler: Tek bir gen lokusunu ilgilendirir,

kalitsaldir ve ilag kullanimi sonrasi farkli fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden olur.
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Cogu farmakogenetik polimorfizm gen kodlayan bolgerdeki DNA nokta
mutasyonlarin1 (TNP), delesyonlari, rearanjmanlari ve amplifikasyonlar1 igerir.
Ancak intron bolgelerindeki mutasyonlarin da ila¢g metabolizmasindaki farkliliklara
yol agtig1 gosterilmistir. Yetigkin yas grubunda yapilan genis ¢apli calismalara karsin
cocuklarda farmakogenetik c¢alismalar az sayidadir. Aslinda hastaliklar ¢ocuklarda
farkli seyretmekte ve c¢ocugun bilylimesi, gelismesi gen ekspresyonunu
etkilemektedir. Bu durum yasla beraber degisen farkli fenotiplere sebep olmaktadir.

Bu nedenle yasa 6zgii ilag doz semalar1 gelistirilmelidir (4).

Farmakogenetik iizerine yapilan caligmalar her gegen yil artmaktadir. Su an
kullanilan 100 kadar ilacin prospektiisiinde farmakogenetik bilgilendirme vardir.
Bazi ilaglarin sik kullanimlart ve 6nemi nedeniyle bu bilgilendirme daha 6n
plandadir. Su ana kadar cocuklarda, klinik rehberlere girmis ila¢ Oncesi rutin
genotiplendirme gerektiren iki ila¢ vardir: atomoksetin ve pimozid (26). Ote yandan
genetik degiskenler ve tedavi oOncesi genotiplemenin tedaviye kattigi deger
tartistlmaktadir. Arastirmalarin halen klinik uygulamalara tam yansimamasi soyle

siralanabilir (5):

e (Caligmalarin kiigiik 6l¢ekli olmast,

Yeterli klinik rehberlerin olmamasi,

Hekimlerin yeterli bilgisinin olmamasi,

Kanita dayali bilgilerin azlig1,

Testlerin pahalli olmas1 ve geg siirede sonuglanmasidir.

2.11. Pediatrik ALL Uzerine Farmakogenetik Calismalar

Bugiin farmakogenetik c¢alismalardan elde edilen bilgiler 1s1ginda
“bireysellestirilmis” tedaviden en ¢ok fayda gorecek gruplardan birisi ¢ocukluk cagi
16semisidir. Kemoterapideki gelismelere bagli olarak tedavi basarisi %80’leri assa
da, halen tedaviye yanit vermeyen bir grup hasta vardir. Ayni zamanda bazi

hastalarda tedavi sirasinda veya sonrasinda ciddi yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir.
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6-MP ve MTX’a baglh yan etkiler poligenik olarak diizenlenmekte ve fenotipin
ortaya c¢ikisinda degiskenlerin birlesik rolii bulunmaktadir. Bundan dolayi,
giiniimiizde hangi hastalarin tedaviye direngli olacagini veya ciddi yan etkiler
yasayacagini tespit eden belirtegler arastirilmaktadir. Boylece tedavi en bastan buna
uygun olarak diizenlenebilecektir. Bu baglamda, farmakogenetik ¢aligsmalarin
cocukluk c¢ag1 ALL’sinde faydali olacagina iliskin sebepler asagidaki gibi
siralanabilir (27):

e ALL tedavi protokolleri genis ve homojen bir grup hasta iizerinde belirli bir
diizen i¢inde uygulanmaktadir. Bu grupla yapilacak caligmalar istatistiksel

olarak daha giiclii olacak ve sonuglarin giivenilirligi artacaktir.

e ALL tedavisinde kullanilan MTX ve 6-MP gibi kemoterapi ilaglarinin ¢ok
dar bir terapétik araligr vardir. Yani etkili doz ile toksik doz arasinda gok
ufak bir fark bulunur. Bu nedenle toksisiteyi onleyecek dozu ayarlamak

zordur ve doz azaltimi yetersiz tedavi ile sonuglanabilecegi igin tehlikelidir.

e ALL tedavisinde kullanilan ilaglarin metabolik yolagindaki proteinleri
kodlayan pek ¢ok gen bulunmaktadir. Bu yolaklardaki proteinlerin diizeyi ve
aktivitesinde bireyler arasinda degiskenlige sebep olan pek g¢ok genetik
varyant tanimlanmustir. Bu varyasyonlar, dokulardaki ila¢ konsantrasyonunu

ve ila¢ aktivitesini etkileyip tedavi yanitin1 degistirmektedir.

2.12. Tez Calismasinda incelenen Farmakogenetik Polimorfizmler

Bu tez kapsaminda, cocuk ALL hastalarinin idame tedavisinde kullandiklar
farkli ila¢ dozlarim1 ve yan etkilerini agiklamak iizere 6-MP ve MTX metabolizma
yollarinda yer alan su aday genetik polimorfizmler analiz edilmistir: TPMT geninde
rs1142345, rs1800462 ve rs1800460; ITPA geninde rs1127354 ve rs7270101;
MTHFR geninde rs1801131 ve rs1801133; SLCO1B1 geninde rs4149056 ve
rs11045879; IMPDH2 geninde rs11706052; PACSIN2 geninde rs2413739; PYGL
geninde rs7142143 ve ABCC4 geninde rs3765534, rs146708960 ve ¢.1667A>G. Bu
genlere iligkin ¢aligmalar asagida 6zetlenmistir (Tablo 2.5):
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e TPMT (tiyopiirin  S-metiltransferaz):  Tiyopiirin  ilaglarmin  S-
metilasyonundan sorumlu sitoplazmada yer alan bir enzimdir. Bu enzim igin
viicuttaki normal substrat veya kofaktoér bilinmemektedir. Tiyopiirinler olmaksizin,
TPMT eksikligi olan saglikli bireyler klinik ve biyokimyasal parametreler agisindan
normaldir. Eritrositlerdeki TPMT aktivitesi bireyler arasinda ¢ok degisken olup iiglii
dagilim gosterir: giiclii, orta ve zayif metabolize edenler. TPMT aktivitesinin diisiik
olmasina bagli olarak sitotoksik 6-TGN artar (Sekil 2.5). Buna bagl olarak orta veya
diisiik metabolize edenlerde, doz bagimli miyelotoksisite goriilmekte ve muhtemelen

ikincil kanser siklig1 da artmaktadir (18).

TPMT geninde su ana kadar tanimlanmis 30’dan fazla varyant bulunmaktadir.
Normal alleli TPMT*1 ifade eder. Irktan bagimsiz olarak bu gendeki ti¢ TNP,
proteinin katalitik aktivitesinin kaybi ile sonuglanan en sik mutant alelleri olusturur.
Bunlar: TPMT*2 (G238C), TPMT*3A (G460A-A719G), TPMT*3B (G460A) ve
TPMT*3C (A719G). TPMT*3A alleli, TPMT*3B ve TPMT*3C mutasyonlarinin bir
arada bulunmasindan olusur. Mutant alellere, TPMT geninin yer aldigi 6.
kromozomda sirastyla 5,7 ve 10. ekzonlardaki yanlis anlamli mutasyonlar sebep olur.
Otozomal ko-dominant kalitim gosterir. Beyaz irkta diisiik aktiviteye sahip bireylerin
%90’inda TPMT*3A, *3B ve *3C goriilmektedir. TPMT heterozigot bireyler %5-10
siklikta goriiliir. TPMT homozigot bireyler ise 1/300 sikliktadir. Bu hastalarda
normal 6-MP dozlarinda bile yasami tehdit eden miyelosupresyon gelisebilir (28,
29). Baz1 ALL galisma gruplarinda idame tedavisindeki baslangi¢ 6-MP dozu TPMT
genotipine bakilarak karar verilmektedir. Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium (CPIC) klinik rehberine gore 6-MP normal dozunun, heterozigot
mutasyona sahip hastalarda %50’si, homozigot mutantlarda ise %10’u olacak sekilde
tedaviye baslanmasi Onerilmektedir (30). Yapilan ¢aligmalarda, TPMT varyantina
sahip hastalarda doz azaltilarak tedavi verilmesinin tedavi basarisini etkilemedigi ve
normal hastalar ile benzer toksisite sikligina sahip oldugu gdosterilmistir.
Eritrositlerdeki TPMT aktivitesinin 6l¢iimii genotiplemeye alternatif olabilir. Ancak
TPMT aktivitesi eritrosit yasi ile ters orantilidir. ALL’de eritrosit omrii tedavi
boyunca degisken oldugu i¢in, hastalarin TPMT aktivitesinin belirlenmesinde

giivenilir degildir (31).
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Tirkiye’den TPMT polimorfizmi {izerine yapilmis ¢alismalardan bir tanesine
tiniversitemiz de katilmis olup mutant allel siklig1 %0,9 olarak bildirilmistir. Sadece
TPMT *3A ve *3C mutant alelleri goriilmiis ve TPMT*3A siklig1 diger gruplara
gore diisiik saptanmistir. Heterozigot veya homozigot mutant hastalar, 6-MP tedavisi
sirasinda  daha agir notropeni  ve enfeksiyon gelistirmistir  (32). Gazi
Universitesi’nden yapilan ¢alismada ise mutant TPMT allel sikli1 %8,6 olarak diger
etnik gruplarla benzer oranda bulunmustur. ilk ¢alismaya gére allel sikliginin fazla
olmasi, TNP’lerin farkli bir teknoloji (DNA mikroarray) ile ¢alisiimasiyla
aciklanmustir (33). Ayni grup, TPMT homozigot varyanta sahip 15 yasindaki bir T-
ALL hastasinda, 6-MP doz azaltimina karsin agir pansitopeni saptamis Ve bu hastaya

steroid vererek kemik iliginin hizli bir sekilde toparlamasi saglanmustir (34).

e ITPA (inozin trifosfat pirofosfataz): Piirin geri doniisiimiinii saglayarak
hiicreyi toksik molekiillerden korur. 20. kromozomda yer alan gendeki varyantlara
bagl diisiik enzim aktivitesi, metilli tiyopiirin metabolitlerinin artmasina neden olur
(Sekil 2.5). Bu durum hepatotoksisite ve kemik iligi baskilanmasi ile iliskilidir.
Bunun sonucunda febril notropeni sikliginda ve relaps riskinde artis gozlenebilir
(35). Beyaz rkta iki tane varyant nedeniyle enzim aktivitesi etkilenmektedir: ekzon
2’de yer alan ¢.94C>A (rs1127354) ve intron 2’deki IVS2+21A (rs7270101).
Rs1127354 varyantinin tek basina klinik etkisi tartismaliyken, TPMT varyanti ile
birlesince daha belirgin olmaktadir (36).

o MTHFR (metilen tetrahidrofolat rediiktaz): Bu genle ilgili en sik caligilan
iki polimorfizm C677T (rs1801133) ve A1298C (rs1801131)’dir. MTX’a bagh
toksisite ile polimorfizm iliskisi pek ¢ok kez arastirilmig; ancak farkli gruplar
celiskili sonuglar elde etmistir. MTHFR varyantinin, miyelosiipresyon ve mukozit
riskini arttirdigin1 gosteren calismalar vardir (37). MTHFR mutasyonunun TPMT
aktivitesini etkiledigi, 6zellikle TPMT varyant ile bir aradaysa MP iliskili toksisiteye
sebep olacag diistiniilmektedir (38).

e SLCO1B1/OATPB1B1 (solute carrier organic anion transporter family):
Hepatositlerin membraninda yer alir ve MTX’in kandan karacigere ge¢mesini
saglayarak safra yolu ile atilmasinda gorev alir. Yiiksek doz MTX tedavisi alan

hastalarda, SLCO1B1’deki polimorfizmler MTX’in atilmmi etkilemektedir.
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SLCO1BI1 geninde islev kaybma neden olan rs4149056 ve rs11045879 kodlu
mutasyonlar MTX’1n viicuttan ge¢ atilmasina neden olur ve gastrointestinal toksisite

ile iligkilidir. (39, 40).

e IMPDH2 (inozin monofosfat dehidrogenaz): IMPDH enzimi farkli genler
tarafindan kodlanan iki izoform IMPDH1 ve IMPDH2 olarak bulunur. IMPDH
viicutta piirin sentezinde hiz kisitlayici basamakta yer alir. Tiyoplirinlerin aktif
molekiillere dontistiiriilmesinde rol alir (Sekil 2.5). Bu enzimle ilgili inflamatuar
bagirsak hastaligi (IBH) iizerine galismalar yapilmigtir. IBH nda tiyopiirinler yaygin
olarak kullanilmaktadir; ancak hastalarin  %30’u tedaviye uygun yanit
vermemektedir. Losemide oldugu gibi IBH’nda da, tiyopiirin tedavisi ciddi
hematotoksisiteye sebep olmakta, %40 hastada tedavi kesilmekte ve hastalik tekrar
etmektedir. TPMT normal varyanta sahip hastalardaki yan etkileri agiklamak igin 6-
MP metabolizmasindaki diger enzimler arastirilirken énemi fark edilmistir. IMPDH
enzimindeki diisiik aktivite, tiyopiirinlerin etkinligini diisiirlip ila¢ direnci ile iligkili

olabilir (41, 42).

e PACSIN 2 (protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 2):
TPMT geninde mutasyon olmayan bazi hastalarin 6-MP’e bagli toksisiteye yatkin
oldugu gozlenmistir. TPMT aktivitesine etki eden TNP’ler arastirildiginda
noronlarda genel olarak eksprese olan PACSIN2 genindeki rs2413739 kodlu
polimorfizmin TPMT aktivitesi ile en ¢ok iliskili oldugu gosterilmistir. Losemi
hiicrelerinde PACSIN2 mRNA’s1 etkisizlestirildiginde, TPMT aktivitesinin 6nemli
Olgiide azaldigir gosterilmistir. Bu TNP ayn1 zamanda konsolidasyon tedavisi

sirasinda gastrointestinal toksisite ve mukozit ile iliskilidir (43).

e PYGL (Glycogen phosphorylase liver): Adenozin monofosfat (AMP)
molekiiliiniin hedefidir ve 6-MP ve MTX yanitinda rol alir. Relaps olan ¢ocuk ALL
hastalarinda yapilan bir ¢alismada, rs7142143 bolgesindeki C allelinin, T alleline
gore 3,6 kat artmus relaps ile iliskili oldugu gosterilmistir (44).

e ABCC4/ MRP4 (ATP binding cassette 4, multidrug resistance protein 4):
MTX ve 6-MP’nin taginmasindan sorumludur. Hematopoetik hiicrelerde yiiksek
oranda eksprese olmasi nedeniyle ilaglarin fizyolojik ve toksik -etkilerinden
sorumludur. ABCC4, 6-TGN’lerin hiicreden atilmasini saglayarak hiicreyi 6-MP’nin
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toksik etkilerinden korur. ABCC4 genindeki rs3765534 mutasyonu tasiyici proteinde
islev kaybina yol agtig1 i¢in miyelotoksisite ile iligkilidir (45).
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Tablo 2.5. Tez kapsaminda ¢alisilan 6-MP ve MTX metabolizmasinda yer alan genetik varyantlar ve potansiyel klinik etkileri (Allel sikliklar:

Hapmap verisinden veya referanslardan elde edilmistir.)

Gen bolgesi

Genetik
varyasyon

Farkh etnik

gruplardaki allel

Gen ekspresyonu veya

protein iizerine etkisi

Genetik varyantin ila¢ cevabi iizerine
klinik etkisi

TPMT

6p22.3

rs1800462

rs1800460

rs1142345

(*2) ¢.238G>C

(*3B) C.460G>A

(*3C) c.719A

sikhig1
Avrupa: %0.5
Afrika: %0.3
Asya: %0
Avrupa: %0-3
Afrika: %0
Asya: %0
Avrupa: %1-3
Afrika: %3-5
Asya: %1-3

Protein yapisini1 bozarak
proteolitik yoldan hizla
yikimina sebep olur.

6-TGN konsantrasyonu artar.
Ciddi miyelostipresyon riski (30)

ITPA

20p13

rs1127354

rs7270101

c.94C>A

1VS2+21A>C

Avrupa: %7-8
Afrika: %3-5
Asya: %11-15
Avrupa: %13
Afrika: %11
Asya: %0

Enzim aktivitesi azalir.

Febril nétropeni, hepatotoksisite ve
trombositopeni riskinde artig (35, 36)

MTHFR

1p36.22

rs1801133

rs1801131

c.677C>T

€.1298A>C

Avrupa: %30
Afrika: %10
Asya: %35-50
Avrupa: %35
Afrika: %10
Asya: %15-20

Enzim aktivitesi azalir.

TPMT heterozigot olan ¢ocuk ALL
hastalarinda 6-MP iliskili toksisite riskinde
artis (46)

SLCO1B1
(OATP1B1)

12p12.1

rs4149056

rs11045879

c.521T>C

€.1865+4846T>C

Avrupa: %15
Afrika: %0.7
Asya: %11-13
Avrupa: %16
Afrika: %15
Asya: %38-45

MTX atilim1 uzuyor (39).

6-MP etkisi lizerine ¢aligma
yok.

MTX atilimini etkileyen en 6nemli varyant
(39)

Idame tedavisindeki 6-MP dozu daha diisiik
kullanilmas: ile iliskili (47)

IMPDH2

3p21.31

rs11706052

1IVS7+10T>C

Avrupa: %11
Afrika: %2
Asya: %4-8

Calisma yok

Bobrek nakli alicilarinda akut rejeksiyon riski
(48)

PACSIN2

22413.2

rs2413739

C.-78+13991G>A

Avrupa: %39
Afrika: %44
Asya: %3-5

Calisma yok

TPMT aktivitesine etki eder
GIS toksisitesi ile iliskili (43)

PYGL

14922.1

rs7142143

€.345+923A>G

Avrupa: %0
Afrika: %11
Asya: %0-7

Calisma yok

ALL relapst iligkili (44)

ABCC4
(MRP4)

13g32.1

rs3765534

rs146708960
Yok

€.2269G>A

€.2326G>A
€.1667A>G

Avrupa: %1
Afrika: %1

Asya: %2-8
Yok

Yok

Calisma yok

Yiiksek 6-TGN konsantrasyonu ile l16kopeni
riskini arttirir (45).




3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Bilim
Dali’'nda 2007-2014 yillar1 arasinda tani alip takip edilen ¢ocuk ALL hastalarinda
yapilmistir. Arastirma, Ankara Universitesi Cocuk Genetik Hastaliklar1 ve

Biyoteknoloji Enstitiisii ile birlikte yiiriitilmustiir.

Arastirmanin yiriitiildiigii yerlerde yapilan islemler:

e Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Bilim Dal1
o Hasta ve kontrol olgularina ait hasta bilgilerinin toplanmasi, diizenlenmesi
ve analizi
o Hasta ve kontrol olgularina ait kan 6rneklerinin toplanmasi
o Hasta ve kontrol olgularina ait kan orneklerinin Cocuk Genetik
Hastaliklar1 Bilim Dali, Molekiiler Genetik Laboratuvar’’ na uygun
sartlarda saklanmasi ve deneylerde kullanilmasi i¢in iletilmesi
e Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Genetik Hastaliklar1 Bilim Dals,
Molekiiler Genetik Laboratuvari:
o Hasta ve kontrol olgularma ait kan oOrneklerinin uygun sartlarda
saklanmas1
o Hasta ve kontrol olgularina ait kan 6rneklerinden DNA izolasyonu
o KASP (Kompetetive Allele Specific PCR) Genotipleme yontemi ile
hedeflenmis TNP deneylerinin tasarimi, reaksiyona girecek Orneklerin
hazirlanmasi, sonuglarin analizi
e Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii, Genom Bilim Laboratuvari:
o KASP Genotipleme yontemi ile hedeflenmis TNP deneyleri ig¢in

hazirlanmis 6rneklerin ilgili demirbag kullanimi ile yapilmasi

3.1. Olgularin Sec¢imi

Calismaya, 1 Mayis 2014 ve 1 Haziran 2015 tarihleri arasinda poliklinikte
degerlendirilen 48 ¢ocuk ALL hastast ve 101 saglikli ¢ocuk belirtilen kriterlere
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uygun olarak alinmistir (Sekil 3.1). Kontrol grubu, genetik varyantlarin sikliklarinin

hasta grubu ile kiyaslanmasi i¢in segilmistir. Calisma oncesinde c¢ocuklar ve

ebeveynlerinden bilgilendirilmis goniillii onam alinmustir.

Gruplar
e Kontrol grubu
(101 saghkh
(48 cocuk ALL) —
AUTF Cocuk - -
Hematoloji BD | Genetik
2007-2014 varyantlarin
yillarinda izlenmis sikliklarinin
. . kiyaslanmasi
Idame tedauvisini

almakta olan veya —
tamamlamis

KIT yapilmamis

Sekil 3.1. Arastirma gruplari

Arastirmaya dahil olma kriterleri:

1
2
3.
4

. ALL tanis1 almis olmak

. ALL tedavisi géormekteyken 1 ay — 18 yas arasinda olmak

ALL protokoliiniin idame tedavisini altyor veya tamamlamig olmak

. Kontrol grubundaki bireylerin herhangi bir kronik hastaliginin veya

malignitesinin olmamasi

Arastirmaya dahil olmama kriterleri:

1
2

. ALL tedavisi sirasinda 1 aydan kiigiik, 18 yastan biiyiik olmak

. Kemik iligi transplantasyonu yapilmis olmak
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3. ALL tedavisi sirasinda veya sonrasinda hastanin 6lmesi
4. ALL protokoliine gore heniiz idame tedavisine baglamamis olmak

5. Kontrol grubundaki bireylerin kronik hastaliginin veya malignitesinin olmasi

3.2. Metod
3.2.1. Hasta izlem Formunun Doldurulmasi

Uygun ALL olgularinin se¢imini takiben, her bir hasta i¢in hasta izlem formu
doldurulmustur (Sekil 3.2). Hasta bilgilerine, diizenli kayitlarin yer aldigi hasta
dosyalarindan ulasilmistir. Hastaya ait demografik ozellikler, 16semi tani bilgileri,
idame tedavisinde kullanilan 6-MP ve MTX ila¢ dozlari, idame tedavisi sirasinda
gozlenen ilag yan etkileri, tedaviye ara verilme sayisi, siiresi ve hastanin son durumu

kaydedilmistir.

3.2.2. Hastalarda idame Tedavisinin Diizenlenmesi ve Tolere Edilen 6-

MP/MTX Dozlarinin Belirlenmesi

Hastalar tedavi edilirken esas olarak Children’s Oncology Group (COG)’un
hazirladig1 arastirma protokolleri (COG AALLO0331, AALL0232, AALLO0434,
CCG1952 ve CCG1961) kullanilmistir. Hastalar genel bilgiler kisminda bahsedilen
risk gruplarina gére smiflandirilip tedavi kolu belirlenmistir. Indiiksiyon ve

konsolidasyon tedavilerinden sonra idame tedavisine ge¢ilmistir (Sekil 3.3).
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HASTA iZLEM FORMU

Hastaya ait genel zellikler:
Ad-soyad:

Dosyang;
Dogum tarihi

Idame tedavisi sirasindaki yas:
Cinsiyet

Yasadid1 sehir

Lésemiye ait genel ozellikler:
Lbsemiye yatkinlik yaratan durum (gevresel fakicr, eslik eden hastalik, aile hikayesi)

Tani tarihi
Protokol

Losemi tamisina yonelik 6zellikler:
Bagvuru gikayeti:
» Afes

Vicutta morluklar/burun kanamas
Kemik-eklem agnsi

Nefes dariigi

Boyunda sislik

Fizk muayene
» Solukluk
Petesi. purpura

Solunum sikintisi

Eklem sisligi

Testiste kitle
Santral sinir sistemi bulgulan

Kan degerleri:
Hb:
MCV:
BK:
TNS:

LDH
Urik asit.

Periferik yayma blast oran
Kemik iligi (KI) blast orani

Ozel boyalar
« PAS (peryadik asit Shiff)
+ MPO (miyelopercksidaz)

+ ANAE (Alfa pafiil asetat esteraz)

» Dual esteraz
Mediastende kitle:
BOS tutulumu:
Akim sitometri;
T-hiicre B-hiicre
CD2: CD5: CD10 CD22 CD7%a:
CD3 CDT. CD19 CD34: Tgh!
CD4: CD8 CD20 CD7%a: CD22
HIADR o
Akim sitometri sonut

c
+ B-ALL (alt grubu belitiniz)
TALL

Sitogenetik

Molekiler genetik analiz:

o T{221)(p13:922)
T(9.22)(q34:q112)
11q23MLL mutasyonlan
Tizomi 4
Trizomi 10
Tid11)(q21:923)
T(1:14)(q24:932)
13914.3 delesyonu.

Risk grubu
« Disiik
» Ora
v Yiksek

DNA indeksi

29. gun KI blast orani:

Tedavi yant ve kolu

« Baslangc
. Jay
.+ Bay
« 9ay
. 12ay
. 1Bay
o Jtay

MTX dozu
Baslangic
Jay

. Gay
. 9ay
o 12y
o 18ay
. ay

Idame ted; ilaglanmin yan etkilerinin dederlendirilmesi
[dlame tedavisi boyunca ortalama tam kan sayimi degerleri

o Hol

+ BK

* Tombosit

{dame tedavisine ara verilme sayist
. 6P
o MTX

Ara verilme nedeni
+ Enfeksiyon

o GIS yan etkileri
o Kemikiligi baskianmasi
+ Diger (belitiniz)

{dame tedavisi sirasnda enfeksiyan

k)
« Tipi (derecesini belirtin)
Febril natropeni
Kateter iliskili
Sepsis
Odag belli olan enfeksiyon
Idame tedavisi srasnda hepatatoksisite (derecesini” belirtin)

.
o ALP, bilirubin, ALT, AST, GGT yiksekligi
o Albumin dustkluga

Karaciger yetmezligi

Diger

o
o
o
o

idame tedavisi srasinda kargilagilan gastrointestinal sistem yan etkiler (derecesini” belirtin)
o Mukozit (oral, anal balge)
o Bulanti/ kusma
o Kabizlik/ ishal

*+ GIS inflamasyonu (gastrit, enterekoli, tifilt gibi)

o Pankrealit

.

Radyoterapi
o Eyet (nedeni ve dozu)
o Hayr

= Amerika Ulusal Kanser Enstitisi'ndn Yan Etki Ortak Terminaloji Kilavuzu Versiyan 4 gore belirtiniz.

Tedavi bitis tarihi (sona erdiyse):

Hastanin son durumu

+ Tedavisiz remisyonda izlem (Sire: )
Relaps.

.
. KT
.
.

Diger

Sekil 3.2. Hasta izlem formu
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reSearch

Children's Oneology Group

AATIL0331

413.1 Maintenance (All Patients)
All patients receive common Maintenance therapy. Lencovorin will NOT be given after IT MTX to patients with Down
syndrome.

Patient name or initials

DOB

Maintenance begins when peripheral counts recover to ANC = 750/uL and plts

= 73,000/uL. This count recovery applies to Maintenance Cycle 1. For

subsequent cycles, please follow the dose madifications for low ANC or low plts. Maintenance occurs in 12-week cycles (84 days per cycle). Repeat 12-week
Maintenance cycles unfil total duration of therapy is 2 yrs from start of IM1 for female pts (start of AIMI for SR-High pts) and 3 yrs from start of IM1 for
male pts (start of AIM 1 for SR-High pis). May stop therapy on anniversary date if the 3-day dex is completed for the cyele (i.e. complete all 3 days of dex
before ending therapy), otherwise continue currvent cycle through dex administration. This Therapy Delivery Map is on one (1) page.

DRUG ROUTE |DOSAGE DAYS IMPORTANT NOTES OBSERVATIONS
VinCRIStine (VCR) v pmh over | 1.5 mg/m’/dose every 4 | Days 1, 29 & 57 + Or mfusion via mnibag as per mstitutional a Hx, phys wgt (BSA)
1 min® wks policy b. CBC/diffiplts
Maximum dose: 2 mg c. CSF cell count,
Dexamethasone (DEX) PO 3mg/m'/dose BIDx 5 |Days 1-3,29-33 & 37-61 |Total daily dose: 6 mg/m"/day, divided BID cytospin
days every 4 wks (do not taper) See Sec 413 for administration suidelines d  ALT, creatinine, bili
Mercaptepurine (MF) PO 75 mg/m’/dose/day  |Days 1-84 See Section 4.13 & Appendix IIl for e. HRQOL®
istation guidelines ! Obtain with each IT
Methotrexate (MTX) PO 20 mg/m’/dosefweek | Days 8, 13,72, 29, 36, 43, |Omit Day 1 dose as it coincides with IT MIX administration
a0. 57.64. 71 & 78 .
Intrathecal Methotrexate I |Azc(m)  Dose |Daylofeach Dweek [See Sechond 13 for admmisiaion sudelies | motn oos Sevvon1o0)
(ITMTX) 1-199 Smg |course Naote: For SR-High or CNS3 patients, the . ’
2299 10mg maximum mmnber of IT treatments is imited to | OBTAIN OTHER
3-899 12mg 23 for females and 26 for males. STUDIES AS REQUIRED
=9 15mg FOR GOOD PATIENT
Note age-based dosing CARE
(A) COG-AALLO0331 idame tedavisi
r'e'S e a I, Cll THIS PROTOCOL IS FOR. RESEARCH FURPOSES ONLY, SEE PAGE 1 FOR USAGE POLICY AATT 0434
Children's Oncology Group
Reg# Accession # Reporting Period Regimen Page 1 of 3
4.8 MAINTENANCE Arms A (CMTX) and C (HDMTX) (NO Nelarahbine) Week 30 until End

of Therapy

Maintenance begins when peripheral counts recover with ANC = 750/uL and platelets = 75.000/uL. Only
Mercaptopurine and Methotrexate will be interrupted for myelosuppression as outlined in Section 5.9.

481 Maintenance Therapy Arms A (CMTX) and C (HDMTX) (84 davs PER. COURSE)
Drug Route Dose Days
Vincristine (VCR) IV Push 1.5 mg/'m” (maximmm dose 2 mg) q 4 weeks Days 1, 29, 57
Over 1 minute
Dexamethasone (DEX) PO 6 mg/m’/day x 5 days q 4 weeks dose divided | Days 1-5, 2033, 57-61
BID
Mercaptopurine (MP) PO 75 mg/m’ Days 1-84

milk of citrus products. Ad_]lu;t dose
doses on altematmg da)s in order to at'tm.u a \teekl\ cumulative dose as close to 525 mg/m™ week
for details. See Section 5.9 for dose escalation during Maintenance).

using %: tablets and different
as possible. See Appendix I

Methotrexate (MTX) PO 20 mg/m® Weekly (See Section 5.9 for dose | Days 8, 15, 22, 20 36, 43,
Tt during Maintenance) 50, 57. 64, 71, 78
Intrathecal Methotrexate IT Age{vis) Dose Day 1
(IT MTZX) 1-1.99 8 mg Also at Day 20 of first 4
(note age-based dosing) 2-209 10 mg cycles of Maintenance
3-899 12 mg therapy (Low Risk pts
=9 15 mg ONLY)

(B) COG-AALLO0434 idame tedavisi
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’ THIS PROTOCOL IS FOF. RESEARCH PURPOSES ONLY, SEE PAGE 1 FOR USAGE POLICY AATI0232
reSearch

en's On og
Reg #w” o e Al::‘cuélssmn# Reporting Period Regimen Page 1 of 4
48a MAINTENANCE
Maintenance begins when peripheral counts recover to with ANC = 750/uL and platelets = 75,000/pL. Oanly
Mercaptopurine and Methotrexate will be interrupted for myelosuppression as outlined in Section 5.8.
Maintenance consists of repeated 12 week courses. The total duration of therapy is 2 vears from the
start of Interim Maintenance I for Female patients and 3 years from the start of Interim Maintenance I
for Male patients. May stop therapy on anniversary date if dexamethasone is completed for the course.
Otherwise continue current course through dexamethasone administration.

Drug Rite Dase Days
Vincristine (VCR) IV Push 1.5 mg/m’ (maximum dose 2 mg) every 4 weeks Days 1. 29, 57
Dexamethasone (DEX) PO 6 mg/m” divided bid daily x Sdavs every 4 weeks Days 1-5. 29-33. 57-61
Mercaptopurine (MP) PO 75 mg/m’ D'l}‘; 1-84

ilk or citrus products. Adj ust dose using % tablets and different
doses on 11termtmg days in order to ana.u.l a weekly cumulative dose as close to 525 mg/m’/week as possible. See Appendix I
for details. See Section 5.8 for dose escalation during Maintenance).

Intrathecal Methotrexate IT Age(vrs) Duose Day 1
(IT MTX) 1-199 8 mg (RER pts, Day 29 also for
(note age-based dosing) 2-200 10 mg first 4 courses ONLY)
3-890 12 mg
=90 15 mg
Methotrexate (MT) PO 20 mg/m” Weekly (See Section 5.8 for dose Omit Day 1 dose as it
£scalation during Maintenance) coincides with IT MTX.
Days 8. 15, 22,20, 36. 43,
50.57.64.71. 78

(C) COG AALL0232 idame tedavisi
Sekil 3.3. COG protokolleri idame tedavisi semalari

(A) AALL0331, (B) AALL0434, (C) AALL0232

Bu protokollere gore idame tedavisi, total notrofil sayis1 >750/uL ve trombosit
>75,000/uL olunca baslatilmistir. Idame tedavisi 12 haftahk (84 giinliik)
dongiilerden olusmaktadir. Risk grubuna gore tedavinin toplam siiresi degismektedir
(49). Sekil 3.3’te isaretlendigi gibi, idame tedavisinde baslangic 6-MP dozu
75mg/m?/giin ve MTX dozu 20mg/m?/hafta po olarak belirtilmistir. Merkaptopiirinin
aksam yemeginden en az iki saat sonra veya yemekten bir saat once alinmasi
hastalara soylenmistir. Hastalar idame tedavisi sirasinda diizenli araliklarla
poliklinikte degerlendirilmistir. Ila¢ dozlari; agir ve uzun siireli ndtropeniye girmeyip
agir enfeksiyonlara yol agmayacak sekilde ayarlanmustir. Yani hastalarin tolere

edebildigi maksimum dozlardir. Protokole gore:

e TNS 500/uL’nin veya trombosit sayist 50 000/pL’nin altina diiserse idame
MP ve MTX bu degerlerin iistiine ¢ikana kadar kesilmistir.

e Kan degerleri idame sirasinda ilk kez diisliyorsa tekrar baslandigi zaman

ayni dozdan tedaviye devam edilmistir.
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Eger ikinci veya tekrarlayan kez miyelosiipresyon yasanirsa MP ve MTX;
TNS >750/uL ve trombosit:>75 000/uL olana kadar kesilmistir. Ilaglara
kan degerleri uygun olup tekrar baslandiginda, eski doza 2-4 haftalik
periyodlarla ¢ikilmaya caligilir.

Idamenin ilk dongiisiinde doz arttirimi &nerilmez. 2 hafta ara ile bakilan
tam kan sayiminda TNS>1500/uL olmasi halinde MP veya MTX

donigiimlii arttirlir.

Dozlar arttirillmasina karsin TNS diismiiyorsa akla tedaviye uyumsuzluk

gelmelidir.

Ucgiincii derece mukozit gelisirse MTX dozu %50 azaltilir, 4. derece

mukozit olmasi halinde MTX tedavisine hasta dizelene kadar ara verilir.

Karaciger toksisitesi ile 1ilgili olarak direk bilirubin >2mg/dL veya
ALT/AST >x20 ULN (evre 4 toksisite) olmadig siirece tedaviye tam dozda

devam edilir.

Kemik iligi baskilanmasi, 2 haftadan uzun siirerse veya tedavi dozundan
orantisiz olursa TPMT genotiplendirmesi Onerilmektedir. Hastalarin
%90’1nda varyantlar1 tespit etmek miimkiindiir. Kan iiriinii almis olsa bile
genotipleme sonucu, metabolitlerin kanda oOlgiilmesinden farkli olarak
degismemektedir. Eger hasta TMPT homozigot varyanta sahipse, MP 10-20
mg/m?/giin olarak haftada ii¢ giin verilmelidir. Heterozigot hastalarin kemik
iligi baskilanmasi yasamasi halinde doz %30-50 azaltilmaktadir. TNS
yiikksek gelmesi halinde, ilag diizeyi kararli hale gelene kadar 4 hafta

boyunca doz arttirimi yapilmamaktadir (30).

Hastalarin tolere ettikleri 6-MP/MTX dozlar1 idame tedavisinin baslangici, 3.,

6., 9. ve 12. aylardaki dozlarin ortalamasi alinarak belirlenmistir. Belirtilen aylarda

tedaviyi aldiklar1 siradaki kan sayimi degerleri kaydedilip ortalamasi1 hesaplanmistir.

Idame tedavisine ara verilme sayisi, siiresi ve nedeni kaydedilmistir. Ilaca bagh

toksisiteler Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii'niin Yan Etki Ortak Terminoloji

Kilavuzu Versiyon 4’e¢ (O=toksisite yok — 4=en yiiksek derecede toksisite) gore bes

basamakli derecelendirme semasi ile degerlendirilmistir. Bu kilavuza gore:
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e Derece 1: Hafiftir; klinik miidahele gerekmez.
e Derece 2: Orta; lokal tedavi yeterlidir. Yagam kalitesini bozmaz.
e Derece 3: Agir; hastane yatis1 gerektirir. Kisisel bakimi aksattirir.

o Derece 4. Yasamu tehdit eden sonuglara sebep olabilir, acil miidahale

gerekir.
e Derece 5: Yan etkiye bagli 6liim.

Hasta ve kontrol olgularindan rutin poliklinik basvurusu sirasinda alinan
periferik kan 6rneklerinden arta kalan kanlar kullanilmistir. Bu arastirma sirasinda

hicbir ek tedavi, kan veya idrar tetkiki yapilmamuistir.

3.2.3. Periferik Kan Orneklerinde Genetik Polimorfizmlerin Calisilmasi

Hasta ve kontrol grubunun periferik kan 6rnekleri toplanarak ¢alisilana kadar -
20°C’de saklanmistir. DNA izolasyonu Nucleospin Genomic DNA from Blood
(Macherey-Nagel, Clontech, ABD) kiti kullanilarak AUTF Cocuk Genetik
Laboratuvari’nda yapilmigtir. TPMT geninde rs1142345, rs1800462 ve rs1800460;
ITPA geninde rs1127354 ve rs7270101; MTHFR geninde rs1801131 ve rs1801133;
SLCO1B1 geninde rs4149056 ve rs11045879; IMPDH2 geninde rs11706052;
PACSIN2 geninde rs2413739; PYGL geninde rs7142143 ve ABCC4 geninde
rs3765534, rs146708960 ve ABCC4(C-1667A>G) polimorfizmleri KASP ile AU

Biyoteknoloji Enstitiisii’'nde genotiplendirilmistir.

3.2.4. KASP Protokolii

KASP (Kompetitive Allele Specific PCR), floresan temelli son nokta
genotipleme  teknolojisi  olarak  tanimlanmaktadir. KASP  sistemi TNP
genotiplendirmede genomik DNA i¢indeki belli bir lokustaki allelin belirlenmesinde
kullanilan “Rekabetgi Allele Ozgii PZR” ‘nun yeni bir formudur. Basit, maliyet
etkin, esnek bir sekilde TNP tespitini saglar (50).

Sistemde, arastirilan bolgedeki degisimlere 6zgii kuyruklu “forward primerler”

ile birlikte ortak kullanilan bir “reverse primer” bulunmaktadir. 5’ ucu floresan ile
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isaretli 2 adet primer bulunur, ki bu primerlerden biri FAM digeri de HEX ile
isaretlidir. Bu oligo dizileri allele 6zgii primerlerin kuyruklarina baglanacak sekilde
dizayn edilmistir. Bu iki primerin sinyali 3’ uc¢ta bulunan baskilayici florokrom
tarafindan engellenmektedir. Bu sekliyle primerler “FRET kasedi” olarak
nitelendirilirler (Sekil 3.4A).

Polimeraz zincir reaksiyonun baslangic asamasinda uygun allele 06zgii
primerler, ilgili TNP’in bulundugu bdélgenin 6ncesinde yer alan tamamlayict diziye
baglanir. Ortak olarak kullanilan “reverse primer” ’in de baglanmasiyla PZR
baslamis olur. Bu faz boyunca baskilayic1 florokrom hala bagli oldugundan sinyal
alinmaz. Beklenilen PZR iiriinii olusunca FRET kasedi tamamlayicis1 oldugu allele
0zgli primerlerin kuyruk bolgelerine baglanir ve baskilayici boya ayrilir. Boylece
floresan sinyal olusur. Ilgili TNP acisindan genotip homozigot ise homozigotluk
durumuna gore mavi ya da kirmizi sinyal alinir. (HEX; kirmizi: homozigot/ FAM;

mavi: homozigot). Eger birey heterozigot ise iki boyanin karigimi bir floresan sinyali
almir (HEX/FAM; yesil: heterozigot) (Sekil 3.4B).

Homazigat Srnek
‘g
¥ § f
—— ' L

/ Kuyruklu Allele Ozgli Primer

‘ oyt &
5 Ortak

(Reverse) Primer % g Heteru:nzigo‘t
5 : % Cirmek
5 3 "
%
% =
Homozigot Srnek
Evrensel FRET Kaseti

Sekil 3.4. (A) KASP teknolojisi FRET kaset sematik goriintisi, (B) KASP

teknolojisi sonug penceresi

Reaksiyonlar 384’liik plate’lerde yapilmustir. Ornek stoklanmasi i¢in derin
kuyulu plate’ler ve 6rnek dagitilmasi igin 16’11 ¢ok kanalli pipet (Sekil 3.5A) ve
reaksiyon karisimi dagitilmasi igin “repeater dispenser” pipetleri kullanilmigtir

(Sekil 3.5B). Ornek ve reaksiyon karisimi eklenen plate’ler K-seal cihazi yardimu ile
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iizeri naylon tabaka ile kapatilmistir (Sekil 3.6). PZR amplifikasyonu igin yiiksek

islem hacimli 4 tane 384°liik plate bir arada reaksiyon yapabilecegimiz Hydrocycler
cihazi kullanilmustir (Sekil 3.7).

(A) (B)
Sekil 3.5. (A) 384’liik derin kuyulu stok 6rnek plate’den siyah-beyaz zebra ¢aligma
plate’lerine Orneklerin  dagitilmasi  (B) Ornek dagitilmis  calisma
plate’lerine “repeater dispenser” pipet ile reaksiyon karigimmin

dagitilmasi

Sekil 3.6. KASP deneylerinde plate {izerini kapatmak i¢in kullanilan K-seal cihazi
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Sekil 3.7. KASP deneylerinde kullanilan su banyosu temelli PZR’da kullanilan
Hydrocycler cihazi

3.3. Arastirmanin Biitcesi

Ankara Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Koordinasyon birimi

tarafindan 1410230004 proje kodu ile desteklenmistir.

3.4. Etik Kurul Onay1

Caligmamiz 10.03.2014 tarihinde 04-164-14 sayili kurul karar ile etik kurul

onay1 almistir.

3.5. istatistiksel Analiz

Ankara Universitesi Biyoistatistik Anabilim Dali’nda veriler analiz edilmistir.
Veriler degerlendirilirken istatistiksel analizler icin SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) for Windows 23.0 programi kullanildi. Calisma verileri, tanimlayici
istatistiksel metotlar (ortalama, ortanca, standart sapma, minimum, maksimum) ile
diizenlendi. Gen sikliklar1 Fisher exact testi ile hesaplanmistir. Genetik
polimorfizmler ve ilag dozlar1 arasinda iligskiye bakilirken nonparametrik testlerden

Mann Whitney U ve Kruskal Wallis testleri kullanildi. Tedavi sirasinda karsilasilan
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yan etkiler ile polimorfizmler arasinda iliski kurulurken ki-kare testi uygulandi.

Sonuglar %95’lik giiven araliginda, anlamlilik p <0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismaya 1 Mayis 2014 ve 1 Haziran 2015 tarihleri arasinda Cocuk
Hematoloji polikliniginde izlenmis olan 48 ¢ocuk ALL hastasi alimmustir. Once
hastalarda 16semiye iliskin tanimlayici istatistiklere yer verilmistir. Sonrasinda
genetik polimorfizmler ve idame tedavisindeki roline iliskin  bulgular

degerlendirilmistir.

4.1. Hastalarin Demografik ve Losemi Tanisina Iliskin Tanimlayic1 Ozellikleri

Calismaya alinan 48 hastanin 17°s1 (%35) kiz, 31°1 (%64) erkektir. Hastalarin
tan1 anindaki ortalama yasi 5,6 (+4,1) idi. Losemiye yatkinlik yaratan durumlarla
iligkili olarak; bir hasta Down sendromudur, iki hastanin ailesinde ise yogun kanser
Oykiisii bulunmaktadir. Losemi tanist konulan hastalarin ilk bagvuru sikayetlerinden
en sik olarak ates ve halsizlik, 35 hastada (%72) goriilmekteydi. Diger yakinmalar;
12 hastada (%25) viicutta morluk, 16’sinda (%33) ekstremite agris1 ve 3’linde (%6)
boyunda sislikti. Bagvuru fizik muayenesinde en sik bulgu, 40 hastada (%83)
hepatomegali ve 31’inde (%64) splenomegali idi. Diger fizik muayene bulgulari; 13
hastada (%27) petesi-purpura, birinde (%2) solunum sikintis1 ve birinde (%2) artritti.
3 hastada (%6) mediasten ve bir hastada santral sinir sistemi tutulumu bulunmaktaydi
(Tablo 4.1).

Hastalarin 16semi tanisina yonelik yapilan tetkiklerinde basvurudaki ortalama
hemoglobin (Hb): 8,2 g/dL; I6kosit: 31 246/uL. ve trombosit: 104 950/uL; LDH
(Laktat dehidrogenaz): 1114 U/L ve iirik asit: 4,2 mg/dL idi (Tablo 4.2). Akim
sitometri ile saptanan l6semi alt gruplarindan 7 hastada (%35) erken pre B-ALL,
9’unda (%18) pre B-ALL, 4’iinde (%8) T-ALL ve 18’inde (%37) miyeloid varyant
bifenotipik ALL goriilmekteydi (Tablo 4.3). ilk basvuruda kemik iliginden yapilan
immiinohistokimyasal boyamada 29 vakada PAS, 16 vakada asit fosfataz pozitifti.
PAS sadece lenfoid hiicreleri boyarken, asit fosfataz hem lenfoid hem miyeloid
blastlar1 boyayabilir. Miyeloid varyant ALL olan bir vakada ise MPO ile boyanma

saptandi.
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Tablo 4.1. Hastalarin akut 16semi bagvurusundaki tanimlayici 6zellikleri

Toplam hasta sayisi 48
Tam anindaki ortalama yas (yil) 5,6 (4,1)

n %
Cinsiyet
Kiz 17 35
Erkek 31 64
Basvuru yakinmasi
Ates 35 72
Halsizlik 35 72
Viicutta morluk 12 25
Ekstremite agrisi 16 33
Boyunda sislik 3 6
Fizik muayene
Solukluk 31 64
Petesi-purpura 13 27
Lenfadenopati 28 58
Solunum sikintisi 1 2
Hepatomegali 40 83
Splenomegali 31 64
Eklem sisligi 1 2
Mediasten tutulumu 6
SSS tutulumu 1 2

Tablo 4.2. Hastalarin ilk bagvurudaki tam kan sayimi ve biyokimyasal degerleri

Bulgu Ortalama +SS Ortanca (min-max)
Hb (g/dl) 8,2+2,4 8,3 (3,0-13,5)
Lokosit (/ul) 31246 + 133 832 8850 (2400-346000

Trombosit (/ul) 104 950 £ 1679 64 500 (11 000-791 000)
LDH (U/L) 1114 £ 1679 557 (139-9526)
Urik asit (mg/dL) 42 +23 3,5(1,1-12,8)

Kemik iliginden yapilan sitogenetik incelemede 23 hastada yeterli metafaz elde
edilememis olup 11’inde (%22) anomali saptandi. Sitogenetik anomaliler arasinda
MLL gen rearanjmani, IGH (immunglobulin heavy chain) ve AML1/RUNX1 gen
amplifikasyonu; trizomi 4, 8, 10, 17; t(12;21); t(1;19) ve t(9;22) yer almaktaydu.
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Sitogenetik test ile saptanamayan bozukluklar, molekiiler genetik inceleme ile tespit
edilmistir. Genetik bozukluk saptanan 31 hastada (%64) goriilen anomaliler:
kromozomdaki sayisal ve yapisal bozukluklar olarak o6zetlenebilir. Iyi prognoz
iligkili olan sitogenetik degisiklikler hiperdiploidi, tri 4,10,17 ve t(12;21); koti
prognozla iliskili olanlar hipodiploidi, t(9;22), t(4;11) ve MLL gen rearanjmanidir.
Buna gore hastalarin 20’sinde (%41) olumlu, 8’inde (%16) olumsuz sitogenetik

degisiklik saptanmistir (Tablo 4.4).

Indiiksiyon tedavisi sonrasi 14. giin yapilan kemik iligi incelemesine gore
hastalarin 21°1 (%43) RER ve 27’si (%56) SER koluna dahil edilmistir. Risk
gruplandirmas1 kemoterapi planinin belirlenmesi i¢in yapilmistir. Buna gore
hastalarin 28’1 (%58) standart, 18’1 (%37) yiiksek ve 2’si (%4) cok yiiksek risk
grubuna dahil edilmistir (Tablo 4.3). Cok yiiksek risk grubundaki hastalardan birinde
t(9;22), digerinde MLL amplifikasyonu mevcuttur.

Tablo 4.3. Hastalarin 16semi prognoz 6zelliklerine iligkin tanimlayici istatistikler

Ozellikler n %
AKim sitometri

Erken pre B-ALL 17 35
Pre B-ALL 9 18
T-ALL 4 8
Bifenotipik (my+) 18 37
Sitogenetik

Yeterli metafaz saptanmadi 23 47
Normal 14 29
Anormal 11 22
Genetik degisiklikler

Olumlu 20 41
Olumsuz 8 16
Risk grubu

Standart 28 58
Yiiksek 18 37
Cok yiiksek 2 5
Tedavi kolu

RER 21 43
SER 27 56
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Tablo 4.4. Hastalarda tespit edilen genetik degisiklikler ve prognozla iliskisi

Kromozom sayisal Kromozom yapisal Olumlu Olumsuz
bozukluklari bozukluklari sitogenetik sitogenetik
belirtecler belirtecler
Psddohipodiploidi, t(1;19), t(4;11), 1(9;22), Hiperdiploidi Hipodiploidi
hipodiploidi, t(12;21)
hiperdiploidi,
tetrazomi 4, 21 MLL, IGH, RB1, ABL, | tri4,10ve17 | t(9;22), t(4;11)
monozomi 10, 13 BCL2 amplifikasyonu t(12;21) MLL gen
der3 (derivative), rearanjmant
derl0
trizomi X, 4, 8, 9, 10,
14,17, 18

4.2. Hastalarm Lésemi Idame Tedavisi ve Ilac Yan Etkilerine Tliskin

Tammlayic1 Ozellikler

Hastalara uygulanan tedavi protokolleri arasinda COG AALLO0331,
AALL0232, AALL0434, CCG1952 ve CCG1961 yer almaktaydi. Idame tedavisi
sirasinda hastalarin ortanca yas1 6 (min-max: 1-18) idi (Tablo 4.5). Idame tedavisine

kadar gecen ortalama stire 11,4 aydu.

Tablo 4.5. idame tedavisine iliskin tanimlayici 8zellikler

Idame tedavisi Ortalama £SS Ortanca (min-max)
Yas 7,0+4,2 6 (1-18)
Bagslayana kadar gecen siire (ay) 11,4+26 12 (5-17)

Idame tedavisine gecen hastalarin tolere ettikleri MP ve MTX dozu ilk bir y1l
icinde ¢ aylk peryodlarla tolere ettikleri dozlarin ortalamasi alinarak
hesaplanmistir. Buna gore hastalarin idame tedavisi sirasinda kullandiklar1 ortalama
MP dozu 39 mg/m?%giin ve MTX dozu 11,7 mg/m%hafta idi. Standart tedavi
semasina bakildiginda idame tedavisinde 6nerilen baslangic MP dozu: 75 mg/m?/giin

ve MTX dozu: 20 mg/m?/hafta’dir (Tablo 4.6). Hasta grubumuzun ila¢ dozlarin1 daha
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diisiik dozda tolere ettikleri belirlenmistir. Sekil 4.1°de hastalarin kullandiklar1 6-MP
ve MTX dozlarmin standart dozlara bdoliinmesiyle hesaplanan (sirasiyla
75mg/m?/giin ve 20 mg/m?/hafta) doz yogunluklar1 gdsterilmistir. Doz yogunlugu 6-
MP i¢in %28-92 ve MTX i¢in %27-99 arasindadir.

Tablo 4.6. idame tedavisinde hastalarin  kullandiklari ve COG AALL0331
protokoliinde 6nerilen 6-MP ve MTX tedavi dozlar1

Ortalama SS Ortanca Min-max COG
AALLO331
6-MP
(mg/m?/giin) 39,0 10,6 37,8 20,8-69,2 75mg/m?/giin
mg/me/giin
MTX
(mg/m?/hafta) iR 31 11,3 5,3-19,8 | 20 mg/m*/hafta
mg/m¢/hafta
100%
90% o
&0 80% e © - S
T 0% 4
& 60% '.. 0““ o® ° o o o
> 50% O e ° e%e
S 400 e oo oo o
& 30% % et% °
. o0
E 20%
10%
0%
0 10 20 30 40 50 60
Hastalar
(A)
100% ° -
= 90% [ ) °
20 80y
e 700/2 ° * oo .,
B 60% ... e® ©o°% o, '® * .
1 7 il e o.“..." ..00
% 30% ® o U
B 20%
= 10%
0%
0 10 20 30 40 50 60
Hastalar
(B)

Sekil 4.1. idame tedavisindeki (A) 6-MP ve (B) MTX yogunluklar
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Idame tedavisinin ilk bir yilinda {i¢ aylik periyodlarla 6-MP ve MTX ile es
zamanli olarak tam kan sayimi1 degerleri kaydedilip ortalamasi1 hesaplanmistir (Tablo
4.7). Buna gore idame tedavisi sirasinda hastalarin ortalama Hb: 11.7 g/dL, 16kosit:
3467/mm3 ve trombosit: 255 600/mm3 “tiir.

Tablo 4.7. Idame tedavisindeki tam kan sayimi degerleri

Ortalama SS Ortanca Min-max
Hb (g/dI) 11,7 0,8 11,8 9,6-14,5
Lokosit (/uL) 3467,8 1004,6 33225 1920-7040
Trombosit (x103/uL) 255,6 65,1 253,9 101,7-452,2

Idame tedavisi sirasinda karsilasilan yan etkiler enfeksiyon, hepatotoksisite ve
GIS toksisitesidir. Toplam 48 hastadan, 44’iinde (%85) enfeksiyon, 30’unda (%65)
hepatotoksisite ve 11’inde (%23) GIS toksisitesi goriilmiistiir. Enfeksiyonlar en sik
olarak febril notropeni ve odagi belli enfeksiyon olarak saptanmistir. Amerikan
Kanser Enstitiisi'niin  Ilag  Yan Etki Kilavuzu Versiyon 4’e  gore
derecelendirildiginde iiglincii derece ve {istiinde yan etki; 23 hastada enfeksiyona, 12

hastada karaciger ve 2 hastada GIS toksisitesine bagli gdzlenmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Idame tedavisi sirasinda karsilasilan yan etkiler

Idame sirasindaki yan etkiler ve dereceleri n %
Enfeksiyon 44 85
Derece 1-2 16 34
Derece 3-4 23 48
Hepatotoksisite 30 65
Derece 1-2 18 38
Derece 3 12 25
GIS toksisitesi 11 23
Derece 1-2 9 19
Derece 3 2 5
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Idame tedavisine 7 hasta haricinde tiim hastalarda, ila¢ yan etkileri sebebiyle
zaman zaman ara verilmistir. Idame tedavisine hasta basina ortalama 2 (min-max: 0-
7) kez ara verilmistir. Ara verilme siiresi ise hasta bagina ortalama 20 giindiir (min-
max: 0-78 giin). Idame tedavisine hastalarin 38’inde (%79) kemik iligi baskilanmasi,
23 hastada (%47) enfeksiyon, 8’inde (%19) hepatotoksisite sebebiyle ara verilmistir.
Idame tedavisine en sik ara verilme sebebi, enfeksiyonlar ve kemik iligi
baskilanmasina bagli sitopenilerdir. Enfeksiyonlardan en sik febril nétropeni ve bir
hastada kateter iliskili sepsis, tedaviye ara verilmesine sebep olmustur.

Gastrointestinal sistem toksisitesi ise ara vermeye sebep olmamistir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Hastalarin idame tedavisine ara verilmesine iliskin tanimlayici

istatistikler
Ozellikler Ortanca Min-max
Tedaviye ara verme say1st 2,0 0-7
Tedaviye ara verme siiresi (giin) 20,5 0-78
n %
Ara verme sebepleri
1. Kemik iligi baskilanmasi 38 79
2. Enfeksiyon 23 47
Febril nétropeni 17 35
3. Hepatotoksisite 8 19
4, GIS toksisitesi 0 0

Kullanilan ilag dozlari cinsiyetler arasinda farklilik gostermezken; erkek
hastalarda idame tedavisine yan etkilere bagli olarak daha sik ara verildigi (Mann
Whitney U testi; p=0,006 Tablo 4.10); erkek hastalarin daha sik febril notropeni
gecirdigi saptanmustir (Ki-kare testi; p=0,011) (Tablo 4.11).
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Tablo 4.10. Ilag¢ dozlar1 ve idame tedavisine ara verme durumunun cinsiyete gore

dagilimi
Cinsiyet n Ortalama | Standart sapma p-degeri
MP dozu kiz 17 38,95 10,64 0,923
mg/m?/giin erkek 31 39,13 10,85
MTX dozu kiz 17 11,81 3,05 0,698
mg/m?/hafta erkek 30 11,68 3,21
Araverme kiz 17 15,41 15,12 0,052
siiresi (giin) erkek 31 25,81 18,34
Ara verme kiz 17 1,59 1,50 0,006
Saylsi erkek 31 3,16 1,92

Tablo 4.11. idame tedavisi sirasinda gériilen yan etkilerin cinsiyetlere gore dagilimi

Yan etki Kiz Erkek Ki-kare
p- degeri
) yok 15 16 0,011
Febril nétropeni
var 2 15
yok 4 6 0,733
Odagi belli enfeksiyon
var 13 25
o yok 4 12 0,309
Hepatotoksisite
var 12 18
) yok 14 21 0,185
GIS toksisitesi
var 2 9

Tedavi siiresince 12 hasta kranial radyoterapi almistir. On bir hastaya
profilaksi, tanida SSS tutulumu olan bir hastaya ise tedavi amagh radyoterapi
verilmistir. Hasta grubunun son durumu degerlendirildiginde 13’iiniin (%27) tedavisi
devam etmekte, 35’1 (%73) ise hastaliksiz izlenmektedir (Sekil 4.2). Remisyonda
olan hastalar ortalama 29 + 22 aydir (ortanca:24 min:2, max:80) tedavisiz takip
edilmektedir. Hastalardan biri relaps olmus, tekrar tedavi sonrasi remisyonda

izlenmektedir.
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27%

® Remisyonda

B [dame tedavisi siiren

73%

Sekil 4.2. Losemi hastalarinin son durumu

4.3. Genetik Polimorfizmlere iliskin Tanimlayic1 Analizler

Calismamizin ikinci asamasinda hasta ve kontrol grubunda 6-MP ve MTX
metabolizmasinda yer alan 15 tek niikleotit polimorfizm KASP ile
genotiplendirilmistir. KASP ile yapilan genotiplendirmenin saglamasi agisindan
tiniversitemizde RT-PZR (real time-polimeraz zincri reaksiyonu) ile calisilmakta
olan MTHFR genotiplendirmesi ile hasta grubumuz karsilastirilmistir. Cocuk Genetik
BD’nda, 33 hastanin MTHFR rs1801133 (C677G) genotiplendirmesine bakildig1 ve

bunlarin ¢alismamizdaki sonuglarla ortiistiigii goriilmiistiir.

Allel ve genotip frekanslari hesaplanirken SHEsis programi kullanilmistir (51).
P degeri Fisher exact testi ile hesaplanmistir. Tablo 4.12°da belirtildigi gibi allel
sikliklart belirlenmistir. Hasta ve kontrol grubunda allel dagilimlari bakimindan

farklilik saptanmamustir.
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Tablo 4.12. Hasta ve kontrol grubundaki allel sikliklar1

TNP Allel Hasta Kontrol P degeri MAF*
1) rs1800460 A 86 (1,0) 196 (1,0) -
TPMT*3B G 0 0 0,027
2) rs1142345 A 89(0,94) | 197 (0,98) 0,06
TPMT*3C G 5 (0,053) 3(0,015) 0,036
3) rs1800462 G 94 (0,97) | 197 (0,99) 0,20
TPMT*2 C 2 (0,021) 1 (0,005) 0,0014
4) rs11706052 A 84 (0,93) | 171(0,86) 0,08
IMPDH2 G 6 (0,06) 27 (0,13) 0,052
5) rs1801133 C 67 (0,71) | 145(0,72) 0,82
MTHFR T 27 (0,28) 55 (0,27) 0,30
6) rs1801131 A 48 (0,54) | 133(0,66) 0,053
MTHFR C 40 (0,45) 67 (0,33) 0,29
7) rs11045879 i 84 (0,91) | 164 (0,82) 0,056
SLCO1B1 C 8 (0,087) 34 (0,17) 0,21
8) rs4149056 T 80(0,88) | 171(0,85) 0,43
SLCO1B1 C 10 (0,11) 29 (0,14) 0,087
9) rs1127354 C 89 (0,96) | 187(0,93) 0,25
ITPA A 3(0,03) 13 (0,06) 0,089
10) rs7270101 A 80(0,88) | 182(0,91) 0,57
ITPA C 10 (0,11) 18 (0,09) 0,059
11) rs2413739 C 51(0,55) | 113(0,58) 0,65
PACSIN2 T 41 (0,44) 81(0,41) 0,362
12) rs3765534 C 89 (0,94) | 197 (0,98) 0,06
ABCC4 T 5 (0,05) 3(0,015) 0,312
13) rs146708960 C 94 (0,97) | 199 (0,99) 0,20
ABCC4 T 2 (0,02) 1 (0,005) -
14) c.677A>G A 93(0,98) | 199 (0,99) 0,58
ABCC4 G 1(0,01) 1(0,05) -
15) rs7142143 (PYGL) T 94 (1) 200 (1) 0,03

*MAF (Minor allele frequency): Bir populasyonda en nadir goriilen allelin siklig1. Eger ikiden fazla
allel varsa ikinci en sik goriilen alleli isaret eder. Populasyon genetiginde sik ve nadir goriilen
varyantlar hakkinda bilgi verir. HapMap, 1000 genome gibi projelerle ortaya konmustur (52).
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Allel sikliklarinin yani sira genotip sikliklarina da bakilmistir. Hardy Weinberg
(HWE) kuralina gore genotip dagilimi degerlendirilmistir. Tablo 4.13’te hasta ve
kontrol grubundaki genotip dagilimlar1 ve Hardy-Weinberg kuralina goére dengede

durumu degerlendirilmistir.

e Hasta ve kontrol grubunda genotip dagilimi bakimindan rs11706052
(IMPDH2) (p=0.006) ve rs3765534 (ABCC4) (p=0.01) varyantlarinda fark
mevcuttur. Kontrol grubunda rs11706052 varyanti, hasta grubunda ise

rs3765534 varyant1 daha siktir.

e Diger genotiplerin dagiliminda hasta ve kontrol grubunda farklilik

saptanmamuistir.

e Hasta ve kontrol grubunda HW dengesi degerlendirildiginde rs1142345
(TPMT) ve rs11706052 (IMPDHZ2) varyantlarinda denge korunmamaktadir.
Kontrol grubunda ayrica rs2413739 (PACSIN2), rs3765534 (ABCC4)
varyantlar1 dengede degildir. Diger varyantlarin hepsinde hasta ve kontrol

grubunda HW dengesi vardir.
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Tablo 4.13. Hasta ve kontrol grubunda tek niikleotit polimorfizm genotiplerinin

dagilimi ve Hardy-Weinberg dengesi

TNP Genotip Hasta Hasta Kontrol Kontrol | P-degeri
grubu HWE-P | grubu HWE-P
degeri degeri
l) rs1800460 AA 43 (1,0) 98 (1,0)
TPMT 0 0
2) 151142345 AA 44 <0,001 98 <0,001 0.36
IS
TPMT AG 1(0,02) 1(0,01)
GG 2(0,04) 1(0,01)
TPMT GC 2(0,04) 1(0,01)
4) rs11706052 AA 41(0,91) | <0001 | 73(0,73) | <0,001 0,006
IS
IMPDH AG 2(0,04) 25 (0,25)
GG 2(0,04) 1(0,01)
5) rs1801133 cC 23 (0,48) 053 | 51(0,51) 0,43 0,97
IS
MTHFR &l 21 (0,44) 43 (0,43)
T 3 (0,06) 6 (0,06)
6) rs1801131 AA 13 (0,29) 095 | 46(0,46) 0,42 0,15
IS
MTHFR AC 22 (0,50) 41 (0,41)
cC 9 (0,20) 13 (0,13)
7) rs11045879 T 39 (0.84) 022 | 68(068) | 095 0,11
IS
SLCO1B1 TC 6 (0,13) 28 (0,28)
cC 1(0,02) 3(0,03)
8) rs4149056 il 36 (0.80) 050 | 71(0,71) | 0,08 0,12
I'S
SLCO1B1 TC 8(0.17) 29 (0,29)
cc 1(0,022) 0
9) rs1127354 cC 43 (0,93) 081 | 87(0:87) 048 024
ITPA AC 3(0,06) 13 (0,13)
10) rs7270101 AA 36(080) | 050 | 84(084) | 014 0,83
Is
ITPA AC 8(0,17) 14 (0,14)
cC 1(0,02) 2(0,02)
11) 152413739 cC 16 (0,34) 0,26 38 (0,39) 0,03 0,87
s
PACSIN2 cT 19 (0,41) 37 (0,38)
T 11 (0,23) 22 (0,22)
12) 53765534 cC 42(084) | 070 | 98(098) | <0001 0,01
IS
ABCC4 cT 5(0,10) 1(0,02)
1T 0 1(0,01)
13) rs146708960 cc 46 (0,95) 088 | 99(0,99) 0,95 0.20
ABCCA CT 2(0,04) 1(0,01)
14) c677A>G AA 46(097) | 094 | 99(099) | 095 0.58
ABCC4 AG 1(0,02) 1(0,01)

PYGL

55




4.4. Genetik Polimorfizmlerin idame Tedavisindeki 6MP/MTX Dozlar ile
Tliskisi

Calismamizdaki en onemli amacglardan biri hastalarin kullandiklar1 6-MP ve
MTX doz farkliliklart ile farmakogenetik polimorfizmlerin iliskisini arastirmakti.
Tablo 4.14’te hastalarin kullandiklar1 ila¢ dozlarmin genotiplere gore dagilimi
verilmistir. P degeri Mann Whitney U testi ile hesaplanmistir (p<0,05). Rs1800460
ve 157142143 genlerinde varyasyon saptanmadigi icin tabloya alinmamistir. Buna
gore bakilan 15 TNP’den iki tanesi arasinda iliski bulunmustur. SLCO1B1 geninde
yer alan rs4149056 ve rs11045879 varyantlarina sahip hastalarin anlamli olarak daha
diisiik dozda 6-MP ve MTX’1 tolere ettikleri gosterilmistir (Sekil 4.3 ve 4.4).
SLCO1B1 geninde rs4149046 varyantina sahip hastalarin kullandiklar1 ortalama 6-
MP dozu 31,9 mg/m?%giin iken, normal allele sahip olanlarin 41,4 mg/m?%/giin’diir
(p=0,014). SLCO1B1 geninde rs11045879 varyantina sahip hastalar ortalama 31,4
mg/m?%/giin 6-MP alirken, normal bireyler 40,7 mg/m?giin dozda ilac1 tolere
etmektedir (p=0,036). Benzer sekilde MTX’1, rs11045879 varyantina sahip hastalar 9
mg/m?/hafta’dan; rs4149056 varyantina sahipse 8,9 mg/m?hafta olarak daha diisiik
dozda tolere etmektedir (p=0,013 ve p=0,001).

Baglant1 dengesizligi katsayist (D), bir lokusta bulunan genotipin, bir baska
lokusta bulunan genotip ile ne kadar rastgele olmadan iligkili oldugunu hesaplamay1
saglayan bir degerdir. Yani iki allelin tesadiifi olmayan birlikteligidir. Buna gore
SLCO1B1 rs4149056 ve rs11045879 arasinda baglanti dengesizligi (LD: linkage
disequilibrium) (D*: 0.99 ve r?:0.78) saptanmustir.
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Tablo 4.14. Farmakogenetik polimorfizmlerin 6-MP ve MTX dozlart ile iliskisi

Ortalama MP dozu

Ortalama MTX dozu

TNP/Gen Genotip n mg/m?/giin | p-degeri | mg/m*hafta p-

degeri

rs1142345 AA 44 39,27 0,69 11,80 0,67

TPMT AG,GG 3 36,81 10,99

rs1800462 GG 46 39,50 0,11 11,81 0,26

TPMT GC 2 29,25 9,77

rs11706052 AA 11 39,56 0,76 11,64 0,055

IMPDH2 AG, GG 4 39,43 13,78

rs1801133 cc 23 40,01 0,43 11,79 0,93

MTHFR CT,TT 24 38,65 11,70

rs1801131 AA 13 37,97 0,709 11,40 0,802

MTHFR AC, CC 31 40,17 12,02

rs11045879 TT 39 40,78 0,036 12,26 0,013

SLCO1B1 CT,CC 7 31,47 9,05

rs4149056 TT 36 41,46 0,014 12,57 0,001

SLCO1B1 TC,CC 9 31,90 8,99

rs1127354 cc 43 39,56 0,894 11,83 0,649

ITPA CA 3 36,45 10,83

rs7270101 AA 36 39,97 0,465 11,75 0,950

ITPA AC 8 37,12 12,07

rs2413739 cc 16 40,91 0,273 11,76 0,463

PACSIN2 TC, TT 30 38,53 11,76

rs3765534 cc 42 39,53 0,427 11,94 0,341

ABCC4 cT 5 35,58 10,13

rs146708960 | CC 46 39,50 0,110 11,81 0,268

ABCC4 CT 2 29,25 9,77

C.677A>G AA 46 39,36 0,210 11,76 0,735

ABCCA AG 1 27,70 11,06

57




@ 25

TT cT.cC
1511045879

T‘T TC ;(f C
rs4149056

Sekil 4.3. SLCO1B1 genindeki rs4149056 ve rs11045879 varyantlarinin 6-MP dozu

ile ilgkisinin kutu grafigi
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Sekil 4.4. SLCOIBI genindeki rs4149056 ve rs11045879 varyantlarinin MTX dozu

ile iligkisinin kutu grafigi

Diger yapilan analizlere gore, 6-MP/MTX dozlar ile:

e Yas ve cinsiyet,

e {lk basvuru sikayetleri, fizik muayene bulgular1 ve kan degerleri,
e Losemi alt tipi, risk grubu ve tedavi kolu,

e Idame tedavisi sirasinda karsilasilan yan etkiler ve tedaviye ara verme

siireleri arasinda iliski saptanmamustir.
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4.5. Genetik Polimorfizmlerin idame Tedavisinde Karsilasilan Yan Etkiler ile

Tliskisi

On bes adet TNP ile l6semiye ait Ozellikler ve idame tedavisi sirasinda
karsilagilan yan etkiler (enfeksiyon, kemik iligi baskilanmasi, karaciger ve GIS

toksisitesi) degerlendirilmistir. Buna gore:

e TMPT varyantina sahip hastalarda, normal genotipe gore daha uzun siire
idame tedavisine ara verilmistir. TPMT rs1142345 varyantina sahip olanlar
ortalama 47 giin (p=0,02), rs1800462 varyantina sahip olanlar ise 27 giin
idame tedavisine ara vermistir (Tablo 4.15). Tedaviye ara verme siklig1 ve

stiresi ile ilgili olarak diger varyantlar arasinda iligski saptanmamustir.
¢ Bu sonuglar disinda genetik polimorfizmler ile (tablo 4.15):

Yas ve cinsiyet,

O

o Basvuru kan degerleri,
o Idame tedavisine ara verme siiresi,
o Idame tedavisi sirasindaki ortalama tam kan sayimi degerleri,

o Idame tedavisi sirasinda gozlenen yan etkiler arasinda anlamli iliski

bulunmamustir.
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Tablo 4.15. Hastalardaki genetik polimorfizmler ile idame tedavisi 6zellikleri*

Idame tedavisi sirasindaki ortalama tam kan saymm

idame

degerleri tedavisine ara
] verme siiresi
Hb LoKkosit Trombosit (giin)
TNP/Gen | Genotip | n | gdL | 2 | L |p-degeri| X10%uL| P | Gin -
degeri degeri degeri
rs1142345 AA 44 11,7 0,711 3560,8 0,107 261,0 0,139 | 20,25 0,020
TPMT AG,GG 3 11,7 2560,0 219,9 47,00
rs1800462 GG 46 | 11,7 | 0,278 | 3498,6 | 0,340 258,2 | 0,071 | 21,91 | 0,605
TPMT GC 2 12,5 2760,0 197,1 27,00
rs11706052 AA 41 11,7 0,705 3549,7 0,780 262,6 0,577 | 22,15 0,749
IMPDH2 AG, GG 4 11,6 3325,0 2457 17,50
rs1801133 cC 23 | 118 | 0,725 | 3717,2 | 0,205 266,6 | 0,496 | 17,65 | 0,153
MTHFR CT, TT 24 11,6 3284,2 2477 25,75
rs1801131 AA 13 11,7 0,787 3555,4 0,918 2475 0,487 | 23,15 0,424
MTHFR AC,CC | 31 11,8 3525,7 267,1 20,55
rs11045879 TT 39 11,7 0,611 3515,8 0,834 255,8 0,765 | 19,97 0,106
SLCO1B1 CT, CC 7 11,8 3585,7 282,1 30,71
rs4149056 TT 36 | 11,7 | 0,820 | 35904 | 0,356 2564 | 0,590 | 19,53 | 0,132
SLCO1B1 TC,CC 9 11,6 3286,7 280,1 30,56
rs1127354 cC 43 | 11,7 | 0,136 | 35534 | 0,449 260,8 | 0,463 | 20,86 | 0,135
ITPA CA 3 12,2 3140,0 2453 32,33
rs7270101 AA 36 | 116 | 0273 | 35285 | 0,223 258,8 | 0,447 | 22,03 | 0,532
ITPA AC 8 12,3 3738,8 262,9 17,00
rs2413739 cC 16 | 11,6 | 0,773 | 35832 | 0,917 259,9 | 0,972 | 22,00 | 0,808
PACSIN2 TC, TT 30 11,8 3496,2 259,7 21,40
rs3765534 cc 42 | 11,7 | 0,468 | 3566,6 | 0,152 2630 | 0,098 | 20,76 | 0,178
ABCC4 CT 5 12,1 2912,0 219,8 32,00
rs146708960 CcC 46 11,7 0,278 3498,6 0,340 258,2 0,071 | 21,91 0,605
ABCC4 CT 2 12,5 2760,0 197,1 27,00
C.677A>G AA 46 | 11,7 | 0,121 | 35264 | 0,122 259,8 | 0,161 | 21,61 | 0,284
ABCC4 AG 1 13,3 2140,0 194,4 38,00

*1s1800460 ve rs7142143 polimorfizmlerinde varyant allel olmadig1 i¢in tabloya alinmamistir. Mann

Whitney U testi; p<0,05
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o Genel bilgilerde de bahsedildigi gibi ayn1 metabolik yolda yer alan genetik
polimorfizmler bir araya geldiklerinde olusan haplotipler, ila¢ yan etkilerinin
siddetini arttirip azaltabilmektedir. Bu nedenle 6-MP ve MTX metabolizma
yollarinda ortak yer alan genler ikili olarak eslestirilmistir (Sekil 2.5). Olusan
kombinasyonlar: SLCO1B1-MTHFR, SLCO1B1-TPMT, TPMT-ITPA, TPMT-
IMPDH2, TPMT-PACSIN2, TPMT-ABCC4, ITPA-IMPDH2 ve ITPA-ABCC4 olarak
olusturulmustur. Bu kombinasyonlara ait hastalarda goriilen genotipler dort gruba

ayrilmustir:
e 1. Grup: birinci gen normal/ikinci gen normal genotip
e 2. Grup: birinci gen varyant/ikinci gen normal genotip
e 3. Grup: her iki gen de varyant genotip
e 4. Grup: birinci gen normal/ikinci gen varyant genotip

Dort grup arasinda hastalar yas, cinsiyet, risk grubu, tedavi alt kolu, 6-
MP/MTX ila¢ dozlari, idame tedavisine ara verme siiresi ve ilag yan etkileri
bakimindan karsilastirilmistir; ancak gruplar arasinda anlamhi  bir iligki

saptanmamaigtir.

e En disiik dozda 6-MP kullanan hasta (44 numarali) ortalama 6-MP: 20,8
mg/m?/giin ve MTX: 7,8 mg/m?hafta almaktadir. Hastada 5 polimorfizm
(rs1801131, rs4149056, rs11045879, rs7270101 ve rs2413739) heterozigot

saptanmistir.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasi ¢ocuk ALL hastalarinin idame tedavisinde tolere ettikleri 6-
MP ve MTX dozlarindaki farkliliklar1 agiklamak i¢in yapilmistir. Bu amagla,
hastalarda 6-MP/MTX metabolizmasinda yer alan 8 farkli gendeki 15 genetik
polimorfizm analiz edilmis; genotipler ile bu ilaglarin klinik toleransi
degerlendirilmistir. Bu c¢alismada elde edilen bulgular birka¢ acidan Onemlidir.
Oncelikle, genetik polimorfizmlerin etnik gruplar arasindaki degisgenligi goz oniinde
bulundurulursa Tiirkiye’den ¢ocuk ALL hastalarinda tiyopiirin metabolizmasi ile
iliskili 15 TNP analiz edildigi ilk ¢alismadur. ikinci olarak, Tiirkiye’de TPMT varyant
allel sikligim1 Tiimer ve ark. %2,7; Albayrak ve ark. %8,6 ve bizim ¢alismamiz %3,8
olarak hesaplamistir (32, 33) (Tablo 4.12). Ote yandan calismamizdaki hastalarin
hepsinde tiyopiirin yan etkileri sebebiyle tedaviye ara verilmis veya ilag dozu
standart dozdan diisiik tolere edilmistir. Bu durum Tirk hastalarda, TPMT
varyantlarindan baska polimorfizmlerin ilag toleransinda etkili oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu baglamda g¢alismamizda daha diisik 6-MP/MTX dozu kullanan
hastalarda SLCO1B1 varyant alellerinin sik saptanmis olmasi énemlidir. Ciinkii bu
gendeki rs4149056 ve rs11045879 polimorfizmleri varyant allel sikligi bizim
caligmamizdaki hastalarda da saptandigi gibi (sirasiyla %11 ve %8,7), ozellikle
TPMT varyantlarinin nadir goriildiigi Asya toplumlarinda yiiksektir (sirasiyla %15-
20 ve %38-45) (Tablo 2.5).

Calismaya alinan 48 cocuk ALL hastasinin klinik 6zelliklerine bakildiginda
literatiir ile benzer bulgular saptanmigtir (14). Buna gore, erkeklerde ALL kizlara
(erkek/ki1z:1,8) gore daha sik goriilmektedir (Tablo 4.1). Losemi baslangicinda en sik
basvuru sikayeti ates, halsizlik ve ekstremite agrisidir. Fizik muayenede en sik
saptanan bulgular solukluk, hepatosplenomegali ve LAP’dir. Mediasten tutulumu 3
hastada mevcuttur ve bu hastalarin hepsi T-ALL’dir. Bagvuruda anemi ve
trombositopeni sik goriilmektedir. Lokosit sayisi normal, diisik veya yiiksek olan
hastalar vardir (Tablo 4.2). Losemi alt tiplerine bakildiginda onciil B-hiicreli
ALL’nin daha sik oldugu goriilmiistiir. Hastalar tan1 anindaki yas, lokosit sayisi,

16semi alt tipi ve sitogenetige gore risk gruplarina ayrilmistir. Hastalarin ¢ogunun
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literatiirdeki gibi standart risk grubunda oldugu goriilmistiir (Tablo 4.3). Cok yiiksek
risk grubundaki iki hastada t(9;22) ve MLL gen yeni olusumu vardir.

Calismaya baslarken idame tedavisinde goriilen yan etkilere sebep olan ilaglar
degerlendirilmis ve literatiirde idame tedavisinin bel kemigini olusturan 6-MP, MTX
tizerinde duruldugu gorilmiistiir (11). Her iki ilag da kemik iligini baskiladigi ve
dozlar paralel ayarlandig: i¢in ¢alismaya birlikte dahil edilmistir. Literatiirde tolere
edilen 6-MP/MTX dozlar1 farkli sekillerde hesaplanabilmektedir. Suzuki ve ark.
kiimiilatif ila¢ dozunu (mg/m?), 6-MP igin giin cinsinden ve MTX i¢in hafta olarak
toplam idame tedavisi siiresine bolmiislerdir (47). Moriyama ve ark. en az 9 haftalik
idame tedavisi sonrasinda son 14 giiniin ortalamasini1 almiglardir (53). Bhatia ve ark.
yaptiklar1 298 cocuktan olusan ¢ok uluslu ¢alismada ise, 6 ay boyunca aylik olarak
kaydedilen dozlardan yola c¢ikarak ortalama dozu oOngérmislerdir (54). Bizim
calismamizdaki 48 hastanin 13’linde tedavi halen siirdiigii i¢in, ilk bir yildaki 3 aylik

periyodlar halinde kaydedilen dozlarin ortalamasi1 alinmistir.

Calismada ¢arpict olarak higbir hastanin protokolde onerilen tam dozda 6-MP
ve MTX’1 tolere etmedigi gosterilmistir (Tablo 4.6). Bu durum, baska merkezlerde
de gozlenmistir. Ma ve ark., 133 gocuk ALL hastasinin idame tedavisi sirasinda
tolere ettigi ortanca 6-MP dozlarini degerlendirmistir (55). Buna gore; 72 hastanin
(%54) Pekin Cocuk Hastanesi’nde kullanilan BCH-ALL-2003 protokoliinde dnerilen
standart doz olan 46mg/m?/giin, geri kalan 61 vakanin (%46) ise 25-30
mg/m?/giin’den 6-MP aldigim1 saptamistir. Ikinci grubun daha diisiik dozda 6-MP
tolere etmesi, kemik iligi ve karaciger toksisitesine baglanmistir. Standart dozun, her

zaman hastalarin tolere ettigi maksimum doz olmadigini belirtmislerdir (55).

St. Jude Universitesi'nden Yang ve ark. 2015 yilinda yaptiklari calismada,
COG protokoliiniin uygulandigi 657 ve 371 ¢ocuk ALL hastasindan olusan iki kohort
grupta 6-MP doz yogunlugunu hesaplamistir. 6-MP doz yogunlugu, hastanin
kullandigi dozun protokolde onerilen 75mg/m?/giin’e boliinmesi ile elde edilen
yiizdedir. Hastalar farkli etnik gruplara ayrilmigtir. Buna gore hastalarin ¢ogunda 6-
MP doz yogunlugunun %100’iin altinda oldugu ve 6zellikle Dogu Asya kdkenlilerin
daha diisiik dozu tolere edebildigi goriilmiistiir (56). Bhatia ve ark. tarafindan 2014
yilinda yapilan ¢alismaya; COG grubuna dahil olan 77 merkezdeki 298 ¢ocuk ALL
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hastas1 katilmistir. Giinliik 6-MP doz yogunlugunun %75-%84 arasinda degistigi
saptanmustir (54).

Tiirkiye’den Albayrak ve ark.,, 58 Tiirk ¢ocuk ALL hastasinda TPMT
polimorfizmleri ve 6-MP toleransini incelemistir (33). Calismaya alinan hastalara
ALL-BFM-95 protokolii uygulanmistir. Bu protokole gore, idame tedavisi standart
dozu 6-MP i¢in 50mg/m?/giin ve MTX i¢in 20mg/m?% hafta’dir. Bu ¢alismada TPMT
polimorfik varyanti olan hastalarin idame tedavisinin ilk 24 haftasinda kullandiklar1
giinliik ortalama 6-MP dozu 31+14 mg/m? iken, normal varyanta sahip olanlarin
5449 mg/m®’dir. Bu ornekler tiyopiirin yanitina etki eden faktorlerde 1irksal
farkliliklar olabileceginin altin1 ¢izmektedir. Bizim c¢alismamizda da idame
tedavisinde kullamilan ortalama 6-MP giinliik 39+10,6 mg/m? ve haftalik MTX
11,7+3,1 mg/m?’ dir (Tablo 4.6). Doz yogunlugu ise 6-MP i¢in %28-92 ve MTX i¢in
%27-99 arasindadir (Sekil 4.1). Normal varyant TPMT polimorfizmine sahip olan 44

(%92) hastamizin da, standart dozlar1 tolere edemedigi saptanmustir.

Yan etkiler sebebiyle idame tedavisine ara verilitken veya ilag dozlar
azaltilirken hastalarin yetersiz tedavi edilmemesi en 6nemli husustur. Son yillarda
tedavideki gelismeler sayesinde 16semide 5 yillik sag kalim %90’lar1 bulmustur (7).
Idame tedavisi acisindan baslangic 6-MP ve MTX dozlarimi tolere eden; ancak
ilerleyen donemde doz artis1 yapilmayan hastalarda prognozun, 16kopeni nedeniyle
doz azaltilan veya hedef miyelosupresyon saglanana kadar doz arttirilan hastalara
gore daha kotii oldugu gosterilmistir. Karaciger enzimlerindeki artis nedeniyle
tedaviye verilen aralar ise relaps agisindan risk olusturmaktadir. Ote yandan,
miyelosupresyon ve enfeksiyonlar nedeniyle tedaviye ara verilme siiresi ile relaps
riski arasinda bir iligki gosterilememistir (11). Bizim calismamizda ilag dozlar
ayarlanirken hastalarin belli bir 16kopeni sinirinda tutuldugu saptanmistir. Hastalarin
idame tedavisi  sirasindaki  ortalama  16kosit  sayist  3467/ulL+1004’tiir
(ortanca:3322/uL, min:1920, max:7040; Tablo 4.7). Literatiirdekine benzer olarak
hastalarimizda idame tedavisi sirasinda ilag yan etkilerine bagli olarak en sik
enfeksiyon, karaciger ve GIS yan etkileri gdzlenmistir (Tablo 4.8) (11). idame
tedavisine de en sik ara verilme sebebi agir miyelosupresyon ve enfeksiyonlar (en sik
febril nétropeni) olmustur (Tablo 4.9). Metod boliimii 3.2.2. kisimda belirtildigi gibi,

karaciger enzimleri ciddi derecede yiikselmedigi siirece tedaviye ara verilmemistir.
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Bizim hastalarimizdaki tedavi basarisina bakildiginda 13 hastanin idame tedavisi
stirmekle beraber tiim hastalarin remisyonda izlendigi gortilmektedir (Sekil 4.2).
[laglar, hastalar1 belli bir 16kopeni smirinda tutacak, agir enfeksiyonlardan koruyacak
maksimum dozlarda ayarlanmaya calisilmigtir. Boylece tedavi basarisindan 6diin

verilmemesi saglanmistir.

Farmakogenetik arastirma agisindan ALL 6rnek hastalik modelidir. TPMT
genotiplendirmesi,  hastanin  tedaviden  gorecegi  faydayr  kisitlamadan,
karsilagilabilecek yan etkileri azaltacak 6-MP dozunun, tedavinin en basindan
ayarlanmasina yol gostermektedir. Ancak tiyopiirin iligkili miyelosupresyonu sadece
TPMT geninde goriillen varyasyonlarla agiklamak miimkiin olmamaktadir; ¢ilinkii
miyelosupresyon yasayip tedaviye ara verilen hastalarin dnemli bir kisminin TPMT
mutasyonuna sahip olmadigi bilinmektedir (56). Benzer sekilde, bizim hastalarimizin
cogunda idame tedavisine yan etkiler sebebiyle ara verilmis ve ila¢ dozu azaltimina

gidilmistir; ancak sadece 4 hastada TPMT varyanti1 vardir (Tablo 4.13).

[lag metabolizmasinda yer alan enzimlerde gorillen pek ¢ok genetik
polimorfizmin sikliklar1 etnik gruplar arasinda farklilik gostermektedir. TPMT
aktivitesinin genetik temelleri insanlarda pek ¢ok g¢alisma ile tanimlanmistir. Buna
gbre TPMT geninde islevsel olmayan protein olusumuna sebep olan ve diisiik TPMT
aktivitesi ile iliskili 3 mutasyon tanimlanmistir (G238C, G460A ve A719G). Bu
mutasyonlar 4 defektif alleli olusturur: TPMT*2 (G238C, rs1800462), *3A (G460A
ve A719G), *3B (G460A, rs1800460) ve*3C (A719G, rs1142345). Beyaz irkta
TPMT*3A en sik goriiliirken, Asya iwrkindan gelenlerde TPMT*3C daha sik
goriilmektedir. TPMT polimorfizmlerine dair Tiirkiye’den iki ¢alisma bulunmaktadir.
Timer ve ark. calismasinda, 106 ¢ocuk ALL hastasinda en sik goriilen TMPT
polimorfizmlerine PZR ile bakilmistir (32). Hastalarin %2,7’sinde varyant allel
saptanmigtir. En sik olarak TPMT*3A (%0,9) ve TPMT*3C (%0,9) varyanti
goriilmiistiir. Albayrak ve ark. calismasinda 58 ¢ocuk ALL hastasinin TPMT
polimorfizmlerine DNA mikroarray ile bakilmigtir. TPMT varyant allel siklig1 %8,6
olarak hesaplanmistir. TPMT*3A %3,4 ve TPMT*3C %0,9 siklikta bulunmustur.
TPMT*2 ve *3B her iki ¢alismada da saptanmamustir.
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Bizim calismamizda Asya 1rkinda en sik saptanan varyant TPMT*3C sikligi,
hasta grubunda %35, saglikli grupta %1 olarak bulunmustur ve hasta grubunda en sik
goriilen varyant alleldir (Tablo 4.12). Hasta grubunda varyant allel siklig1 %3,8dir.
Bir hastada TPMT*3C/*2 genotipi saptanmis olup bu hastanin 6-MP’1 27mg/m?/giin
ve MTX’1 11mg/m? hafta gibi ¢ok diisiik dozda tolere edebildigi saptanmustir.
Tiirkiye’deki diger ¢alismalardan farkli olarak TPMT*3A (TPMT*3B ve *3C’yi
iceren haplotip) bulunmamaktadir. Diger iki ¢alismada tespit edilmeyen TPMT*2 ise
hastalarda %2, kontrol grubunda %0,5 siklikta goriilmektedir. TPMT*3A ve *3B
varyantinin tespit edilmemis olmasinin sebebi vaka sayisimin azligi ve diger
toplumlarda da allel sikliginin diisiik olmasi olabilir (Tablo 2.5). Diger genetik
polimorfizmlerin sikliklar1 hasta ve kontrol grubunun kendi i¢inde kiyaslanmis ve

anlaml fark saptanmamustir.

Hardy-Weinberg dengesinin hasta grubunda iki polimorfizm i¢in bozuldugu
goriilmistiir. Hardy-Weinberg kuralina gore eseyli tireyen tiirlerin olusturdugu
populasyonlarda kosullar sabit kaldig1 siirece, hem allel frekanslart hem de fenotip

dolden dole sabit kalir. Bu kuralin uygulanabilmesi igin (57):

e Populasyon, sansin tek basmna allel genin frekansini1 degistirme olasiligini

yok edebilecek kadar biiyiik olmali,
e Mutasyon olmamali ya da mutasyonlar doniigiimlii olmal,
e I¢ ve dis gogler olmamal,
e (iftlesme rastgele olmali,
e Ureme basarisi farkli olmamalidr.

HW dengesinin iki allelde bozulmasi; hasta sayisinin az olmasi, gocler ve

akraba evliligi (4 hastanin ailesinde mevcut) ile agiklanabilir.

Tezin diger bir amaci hastalarin genetik polimorfizmleri ile ilag dozlar1 ve yan
etkileri arasindaki iliskiyi arastirmaktir. Sekiz farkli gendeki, 15 adet TNP’in
genotiplendirmesi sonucu SLCO1B1 genindeki rs4149056 polimorfizminden TC ve
CC varyanti ile rs11045879 polimorfizminden TC ve CC varyantina sahip hastalarin
idame tedavisindeki 6-MP ve MTX’1 anlamli olarak daha diisiik dozda tolere ettikleri

bulunmustur (Tablo 4.14, Sekil 4.3 ve 4.4). Her iki polimorfizm arasinda baglanti
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dengesizligi olmasi nedeniyle hastalarda iki polimorfizmin varyant alleli, bir hasta
hari¢ bir arada goriilmektedir. Hastalarin, SLCO1B1 genindeki iki farkli bolgede yer
alan polimorfizm agisindan birlesik heterozigot olmalar1t SLCO1B1 aktivitesini daha
fazla etkilemis ve ila¢ toleransina yansimis olabilir. SLCO1B1 geninde her iki
polimorfizm de homozigot mutant olan bir hasta, 6-MP 31,7 mg/m?%/giin ve MTX 9,4
mg/m?/hafta olarak kullanmaktadir. Homozigot varyant olmasina karsin bu hastanin,
ilaglar1 en diisik dozda tolere eden hasta olmamasinin birka¢ sebebi olabilir.
Oncelikle bu kosulu saglayan sadece bir hasta vardir; daha fazla vaka olsa ilag
dozuna etkisi daha belirginlesebilir. Ikinci olarak, hastada degerlendiremedigimiz
baska genetik polimorfizmler koruyucu olarak etki etmis olabilir. Ugiincii olarak
hastalarimizin protokole gore diisik doz ilag tolere etmesine etki eden bagka
polimorfizmler olmasi muhtemeldir. Yani tek bir TNP ile ila¢ dozu arasinda iliski

kurmak giictiir.

Asya ve Avrupa toplumlarinda SLCO1B1 genetik polimorfizmleri sik
goriilmektedir. SLCO1B1 rs4149056 varyantinin Asya’da %11-13 ve Avrupa’da
%15 siklikta goriildiigii bilinmektedir (Tablo 2.5). Benzer sekilde rs11045879
varyanti, Asya’da %38-35 ve Avrupa’da %16 siklikta goriilmektedir (Tablo 2.5).
Bizim ¢alismamizda hastalardaki SLCO1B1 varyant allel siklig1 rs4149056 icin %11,
rs11045879 i¢in %8,7 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubunda (n=101) ise
rs4149056 varyant sikligt %11, rs11045879 sikligt  %17°dir. SLCO1B1
varyantlarindan rs4149056’nin Tiirkiye’de analiz edildigi tek ¢alisma vardir. Ozhan
ve ark.’nin, kolorektal kanser ile SLCO1B1 polimorfizmlerinin iliskisini inceledigi
vaka-kontrol calismasinda rs4149056 varyant sikligi hastalarda (n=100) %13 ve
kontrol grubunda (n=150) %22 saptanmistir (58). Bizim olgularimizla benzer siklikta

oldugu goriilmektedir.

SLCO1B1 digindaki genlerde bakilan 13 polimorfizm ile ilag dozlari arasinda
iliski gosterilememistir (Tablo 4.14). Bunun birka¢ sebebi olabilir. Oncelikle
hastalarimizin diisiik dozlar1 tolere ettikleri bilindiginden, &nerilen 75mg/m?/giin’den
daha az bir doz ile tedaviye baslanmasi ve hastalar tolere edemedigi i¢in kolaylikla
arttirllamamasidir. Diger bir neden, yakin araliklarla yapilan hasta izlemi sayesinde
ilag dozlarmin hastalarda agir toksisite olugmasini engelleyecek sekilde erkenden

diizenlenmesidir. Buna karsin, tiyopiirine bagli miyelosupresyona sebep olan TPMT
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geni rs1800462 varyantina sahip hastalarda ila¢ yan etkisi sebebiyle tedaviye daha
uzun siire ara verildigi gosterilmistir (Tablo 4.15); ancak yan etki goriilme siklig1 ile

bir iliski saptanmamustir.

Farkl1 bir bulgu olarak, cinsiyetler aras1 idame tedavisi yan etki ve ara verme
sikligi arasinda kizlar lehine fark bulunmaktadir. Erkeklerde idame tedavisine daha
sik ara verilmis ve febril notropeni daha sik saptanmustir (Tablo 4.10 ve 4.11). Bu
durum idame tedavisinin erkeklerde daha uzun siirmesi ile iliskili olabilir. Ayrica ilag
metabolizmasina etki eden cinsiyete iligkin Ozellikler ve bakilamayan diger
faktorlerdeki cesitlilik de sebep olabilir. Ote yandan genetik polimorfizmler ile ilag
yan etkileri arasinda bir iliski bulunamamistir. Bu durum tipki ilag dozlarinda oldugu
gibi, agir yan etki olusmayacak sekilde hasta 6zelinde ila¢ dozlarinin ayarlandigini

desteklemektedir.

[lag yan etkilerinin ortaya ¢ikmasinda tek bir TNP’den ¢ok farkli TNP’lerdeki
etkilerin birlesik etkisi s6z konusudur. Arenas ve ark. c¢alismasinda MTHFR
mutasyonunun TPMT aktivitesini etkiledigi, 6zellikle TPMT varyant ile bir aradaysa
tiyopiirin iligkili toksisiteye sebep olacagi one siiriilmistiir (38). Kuzelicki ve ark. da
TPMT varyantlarn MTHFR varyant: ile bir arada ise tiyoplirin iligkili toksisitenin
artacagini saptamustir (46). Benzer olarak Stocco ver ark. ¢alismasinda TPMT ve
ITPA ayni yolakta yer aldigi icin, TPMT normal, ITPA varyanta sahip olan
hastalardaki metilli metabolitlerin en ¢ok arttig1 ve hepatotoksisiteye sebep olacagi
distintilmustir (35). Bizim g¢alismamizdaki hastalardan en diisiik dozda 6-MP
kullanan hasta (44 numarali) ortalama 6-MP: 20,8 mg/m?/giin ve MTX: 7,8
mg/m?/hafta almakta; hastada 5 polimorfizm (rs1801131, rs4149056, rs11045879,
157270101 ve rs2413739) heterozigot saptanmustir. Ote yandan aymi ilag
metabolizmasinda yer alan genlerin ikili kombinasyonlarindaki genotipler ile ilag
dozlar1 ve yan etkileri kiyaslandig1 zaman, bir iliski saptanamamistir (bulgular kismi

boliim 4.5).

Bu bilgiler 1s1¢inda, SLCO1B1 varyantina sahip bireylerde anlamli sonug elde
edilmesi degerli bir bulgu olarak kabul edilebilir. SLCO1BI1 hepatositlerin siniizoidal
membraninda eksprese olan, 692 aminoasitten olusan bir proteindir. Safra asitleri,

steroidler, eikozanoidler ve tiroid hormonlari endojen substratlarindandir. Statinler,
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anjiyotensin reseptdr antagonistleri ve metotreksat gibi pek cok ilacin kandan
hepatositlere tasinip safra yoluyla atilmasini saglar (59). SLCO1B1, MTX’ 1 hiicreye
girisinde rol alan bir protein iken, bu varyanta sahip hastalarda 6-MP dozlarinin da
diisiik olmasmin farkli sebepleri olabilir. Oncelikle 6-MP ve MTX beraber
kullanilmakta ve her ikisi de miyelosupresyon ve hepatotoksisiteye sebep oldugu
i¢in, ilag toksisitesi gozlendigi zaman doniisiimli olarak doz azaltilmaktadir. Bunun

yani sira, 6-MP ve MTX metabolizmasinda ortak yolaklar bulunmaktadir.

6-MP ve MTX ilaglarinin etkilesimi farmakokinetik veya farmakodinamik
olabilir. 6-MP’nin karacigerde ilk gegis etkisinden sorumlu XO enzimi, MTX
tarafindan engellenmektedir. Dolayisiyla iki ilag bir arada kullanilirsa 6-MP
konsantrasyonu artar; ancak bu etki daha ¢ok, yiliksek doz MTX ile kullanilirsa
belirginlesmektedir. Farmakodinamik olarak bakildiginda, her iki ilag da malign
lenfoblastlarda ¢ok aktif olan de novo piirin sentezini inhibe etmektedir. Bu yoldan
plirin sentezleyemeyen hiicreler piirin kurtarma yolagina yonelir. Ancak 6-MP
hipoksantin analogu oldugu i¢in endojen piirin bazlari ile yarisir ve DNA-RNA’ya
eklenmeyi basarir. MTX da de novo piirin sentezini engelleyerek piirin kurtarma yolu
ile 6-MP’nin niikleik asitlere eklenmesine katkida bulunur. Ayrica bu iki ilag birlikte
apopitozu da indiiklemektedir. MTX ve 6-MP arasindaki biyokimyasal sinerjistik

etkilesim, dozlarin paralel olarak etkilenmesine sebep olabilir (17).

MTX atilminin uzun siirmesi, 6-MP yan etkisini arttirmig olabilir.
Konsolidasyon tedavisinde MTX yiiksek doz verilirken, hastalarda gézlenen farkli
toksisiteler sebebiyle yapilan genom boyu iliskilendirme g¢alismalarinda SLCO1B1
polimorfizmi fark edilmistir (39). Idame tedavisindeki 6-MP/MTX dozu ile
SLCO1BL1 iliskisinin arastirildigi literatiirde tek bir ¢alisma bulunmaktadir. Suzuki ve
ark., 2015 yilinda yayinladiklar1 ¢alismaya 53 ¢ocuk ALL hastasini dahil etmistir.
Tagman PZR yontemi ile TPMT, ITPA, MRP4 (ABCC4), MTHFR, RFC1 (reduced
folate carrier 1) ve SLCO1B1 genlerinde yer alan 8 polimorfizm degerlendirilmistir.
Tokyo Cocuk Kanser Calisma Grubu (TCCSG) onerisine gore hastalar idame
tedavisinde giinliik 40mg/m? 6-MP ve haftalik 25mg/m? MTX almaktadir. flag dozu
16kosit sayist ve karaciger fonksiyon testlerine goére ayarlanmistir. SLCO1B1
genindeki rs4149056 polimorfizminde TC veya CC varyantina sahip hastalarin
25mg/m?/giin’den 6-MP kullandiklar1 gériilmiistiir. SLCO1B1 genindeki rs11045879
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polimorfizmi de degerlendirmeye alinmis; ancak klinik 6zellikler ve ilag dozlar ile
bir iliski saptanmamistir. MTX dozunun ise polimorfizmler ile iligkisi
gosterilememistir.  Bu  bulgu iizerine 102 hastalilk 6-MP ve SLCOI1B1
polimorfizminin iliskisinin arastirilacagi yeni prospektif bir calisma planlanmistir
(47). 6-MP metabolizmasinda SLCO1BI1 rolii, ileri ¢aligmalar ile incelenebilir. Bizim
calismamizda ek olarak SLCO1B1l’deki hem 1rs4149056, hem de rs11045879
varyantlar1 ile her iki ilag dozu arasinda iliski saptanmistir. Ileride daha genis

serilerde SLCO1B1’in idame tedavisindeki rolii aragtirilabilir.

Tez caligmamizda saptanan bulgular 1s1ginda, 16semi idame tedavisindeki
standart dozu tolere edemeyen ve agir yan etkilerle karsilasan hastalarda bu durumu
cogunlukla, TPMT polimorfizmleri ile agiklayamamaktayiz. Bu nedenle bu tiir
hastalarda sik goriilen diger polimorfizmlerin, SLCO1B1 gibi, etkili oldugu akla
gelmelidir. Klinikte sik karsilasilan bir durum olmasi sebebiyle ve heniiz rutin olarak
TPMT disinda baska genlerdeki polimorfizmler incelenmedigi icin, hastalara idame
tedavisine standart dozdan daha diisiik 6-MP ve MTX ile baslanabilir. MTX’1n 6-MP
etkisini arttirict 6zelligi sebebiyle; hastalara 6-MP’nin aksam alinmasi tavsiye
edilirken, MTX’in sabah saatlerinde verilmesi Onerilebilir. Miyelosupresyon
nedeniyle 6-MP dozunun azaltilmas1 gerektiginde, 6nce aralarindaki sinerjisitk etki
sebebiyle, MTX’1n alindig1 giin 6-MP atlanabilir. Bu etkili olmazsa, diger giinlerdeki
6-MP azaltilabilir. 6-MP/MTX konsantrasyonunu arttiran ilaglar gerekli halde,
dikkatle kullanilmalidir.

Genis vaka sayisina sahip serilerde, SLOC1B1’in idame tedavisindeki 6-MP ve
MTX toleransina etkisi tekrar calisilabilir. Tezimizde ve Suzuki ve ark. ¢alismasinda
saptanan bulgular tekrar dretilirse, idame tedavisini zor tolere eden segilmis
hastalarda SLCO1B1 polimorfizmleri genotiplendirilebilir. SLCO1B1’in MTX
metabolizmas: ile iliskisi bilindiginden, SLCO1B1 varyanti olanlarda doz azaltimi

yapilacagl zaman, dncelikle MTX 1n azaltilmasi tercih edilebilir.

Kanser tedavisinde ve immiinsiipresif olarak yaygin kullanilan tiyopiirinlerin
metabolizmasina etki eden yeni polimorfizmler tanimlanmaktadir. Bu baglamda
Moriyama ve ark. Asya kokenli 270 ¢cocuk ALL hastasinda yaptiklar1 ¢alisma ile

onemi yeni kesfedilen bir polimorfizm olan NUDT15’in tiyopiirin metabolizmasi ile
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iliskini aydinlatmistir. Avrupali toplumlardaki TPMT polimorfizminin Asya
toplumlarindaki karsiligi olarak disiiniilen NUDT15teki diistik aktivite, tiyopiirin
aktif metabolitlerini arttirip toksisiteye sebep olmaktadir (53). Biz de hastalarimizin
ila¢ dozlarindaki farkliliklar1 daha iyi agiklayabilmek i¢cin NUDT15 varyantlarinin

calisilmasini planlandik.
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6. SONUCLAR

Cocuklar ve ALL fizerine yapilan farmakogenetik arastirmalar; genom boyu
iliskilendirme ¢aligmalarinda saptanan aday genlerin, ila¢ yan etkisindeki roliiniin
degerlendirilmesine dayanmaktadir. Aday genler ve ila¢ yan etkisi arasindaki
iliskinin dogrulugunu kanitlamak igin, baska gruplarda da gegerliligi gosterilmelidir.
Sunulan bu tez, 6-MP/MTX metabolizmasinda yer alan 8 farkli gendeki, 15 tek
niikleotit  polimorfizmin ¢ocuk ALL hastalarinda klinik  ozellikleri ile

iligskilendirildigi Tiirkiye’den ilk ¢alismadir.

Tez calismasinda, klinikte sik karsimiza c¢ikan idame tedavisindeki ilag
intolerans1 ve yan etkilerinin genetik temelleri arastirilmistir. Cok sayida
polimorfizmin genotiplendirmesi i¢in KASP uygun ve maliyet etkin bir yontem
olmustur. Genotipler ile hastalarin tolere ettikleri ortalama 6-MP/MTX dozlar1 analiz
edildiginde, SLCO1B1 geninde rs4149056 vel/veya rs11045879 kodlu
polimorfizmlere sahip hastalarin protokolde Onerilenden daha diisiik dozlar
kullanabildigi saptanmistir. Bu bulguyla, ¢ocuklarda ALL idame tedavisindeki 6-MP
ve MTX dozlar1 ile SLCO1B1 polimorfizmleri arasindaki iliskinin gosterildigi

literatiirdeki ilk calisma olmustur.

Calismaya alinan 48 ¢ocuk ALL hastasinin 16semi tanis1 almadan once en sik
basvuru yakinmasi ates, halsizlik ve ekstremite agrisi; hastalarda en sik saptanan
bulgular anemi, hepatosplenomegali ve lenfadenopatidir. Hastalarin ¢cogunu 6nciil B-
hiicreli ALL ve standart risk grubu olusturmaktadir. Caligmadaki hastalarin idame
tedavisine baglarken ortanca yasi1 6 (1-18) ve lésemi tanisindan idame tedavisine

baslayana kadar gecen siire ortanca 12 (5-17) aydir.

Bu arastirmadan elde edilen bilgileri, ¢alismanin amaglar1 dogrultusunda

maddeler halinde siralarsak:

1) Hastalarin tamami idame tedavisinde protokolde Onerilen standart
dozlardan 6-MP igin 75 mg/m?/giin yerine ortalama 39 mg/m?/giin (£10,6)
ve MTX icin 20 mg/m?hafta yerine ortalama 11,7 mg/m?%hafta (£3,1)
olarak kullanmaktadir. Hastalarin iki ilac1 protokole gore onerilenden daha

diisitk dozda tolere etmesinin sebebi sik karsilasilan ilaca bagli yan
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2)

3)

4)

5)

etkilerdir. Yedi hasta haricindeki tiim hastalara siklik sirasina gére kemik
iligi baskilanmasi, enfeksiyonlar ve hepatotoksisite nedeniyle idame
tedavisine ara verilmis ve/veya doz azaltilmistir. Gastrointestinal sistem

yan etkileri ara vermeye sebep olmamustir.

Klinik rehberlerde 6-MP bagli agir yan etkilere yol agmasi sebebiyle
hastalarda Onceden doz ayarlamasi Onerilen TPMT polimorfizmleri,
hastalarimizin sadece 4’linde saptanmistir. Bu c¢ahsma, TPMT
polimorfizmlerinin diisiik ila¢ toleransim ac¢iklamakta yetersiz

kaldigim1 gostermektedir.

TPMT genindeki fonksiyonel olmayan TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3B ve
TPMT*3C alellerinden Tirkiye’deki diger iki pediatrik ALL ¢alismasinda
en stk TPMT*3A ve TPMT*3C varyantlar1 saptanirken, TPMT*2 varyanti
goriilmemistir. Bizim ¢alismamizda en sik varyant TPMT*3C iken, farkli
olarak TPMT*3A’ya rastlanmamis ve TPMT*2 varyant1 %2 siklikta tespit

edilmistir.

Bu c¢alismada, bazi ilaglar ve endojen maddelerin viicuttan atiliminda rol
alan hepatosit membranindaki tasiyici bir proteini kodlayan SLCO1B1 geni
ile idame tedavisinde tolere edilen 6-MP/MTX dozlar1 arasinda iliski
gosterilmistir. Calismada yer alan SLCO1B1 disindaki genler ile; idame
tedavisi sirasinda kullanilan ortalama 6-MP ve MTX dozlari, hastalarda
gozlenen kemik iligi baskilanmasi, enfeksiyonlar, karaciger ve GIS yan

etkileri arasinda bir iliski saptanmamustir.

6-MP/MTX metabolizmasinda ortak rol alan sekiz gene ait 15 genetik
polimorfizmden sadece 2 tanesinin (SLCO1B1 geni rs4149056 ve
rs11045879) ilag dozlarin1 etkiledigi gosterilmistir. Bu genler ilag
metabolizmasinda ortak rol aldigi i¢in bir arada degerlendirildiginde ilag
intoleransinda daha fazla etkili olabilecegi diislinlilmiistiir. Bu baglamda
secilen ikili gen kombinasyonlarin hastalardaki genotipleri; ilag dozlar
ve yan etkiler ac¢isindan analiz edilmistir. Ancak anlamlhi bir iliski

bulunamamustir.
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6)

Hastalar protokolde onerilene gore diisiik dozda 6-MP/MTX kullanmis ve
hastalarda ilag yan etkileri nedeniyle idame tedavisine zaman zaman ara
verilmistir. Buna karsin, tedavi basarisinin etkilenmedigi goriilmektedir.
Calismaya alinan hastalarin %73’ tedavisi bitmis ve hastaliksiz olarak
ortanca 24 aydir (2-80 ay), %27’si idame tedavisi altinda remisyonda

izlenmektedir.

Tez calismasinda elde edilen bilgiler 151¢1nda su onerilerde bulunabilinir:

1)

2)

3)

4)

ALL idame tedavisinde, protokoldeki standart dozu tolere edemeyen
hastalarla klinikte sik karsilagilmaktadir. TPMT varyantlar ilag yan etkileri
goriilen hastalarin ¢cok az bir kismini agiklamaktadir. Bu nedenle bu tiir
hastalarda sik goriilen diger polimorfizmlerin, SLCO1B1 gibi, etkili oldugu
akla gelmelidir.

Hastalarda SLCO1B1 genindeki polimorfizmler disinda diger galisilan
genetik polimorfizmler ile ilag intoleransi arasinda iliski gosterilememistir.
Bu durum klinikte gozlenen ilag yan etkilerine bagl olarak dozlarin erken
donemde dikkatlice ayarlanmasi ile agiklanmistir. Ayrica ilag yanmitindaki
farkliliklara tek bir polimorfizmden ziyade genetik polimorfizmlerin

birlesik etkisinin s6z konusu oldugu unutulmamalidir.

6-MP/MTX dozlarinin kisilere 0zel ayarlanmasi i¢in ¢alismamizda
gosterilen SLCO1B1 polimorfizmleri énemli bir genetik belirteg¢ olabilir.
Idame tedavisindeki diisiik ila¢ toleransi ile SLCO1B1 varyantlarinin

iligkisi daha genis seriler ile tekrar degerlendirilebilir.

SLCO1B1; MTX gibi bazi ilaglar ve endojen maddelerin viicuttan
atiliminda rol alan, hepatosit membraninda bulunan tastyict bir proteindir.
SLCOIBI’in MTX’in atilimindaki rolii bilinmekteyken, tiyopiirin
metabolizmas1 ile direk iliskisi gosterilmemistir. Bu baglamda,
SLCO1BI’in 6-MP metabolizmasindaki olast rolii fonksiyonel olarak

arastirilabilir.
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5)

6)

7)

Klinikte sik karsilasilan bir durum olmasi sebebiyle ve heniiz rutin olarak
TPMT disinda bagka genlerdeki polimorfizmlere bakilmadigi i¢in, idame
tedavisine protokoldeki standart dozdan daha diisiik, hastalarin tolere
ederken yetersiz tedavi edilmeyecegi 6-MP ve MTX dozlan ile

baslanabilir.

MTX’mm 6-MP etkisini arttiric1 6zelligi sebebiyle; hastalara 6-MP’nin
aksam almmmasi tavsiye edilirken, MTX’1n sabah saatlerinde verilmesi
Onerilebilir. Miyelosupresyon nedeniyle 6-MP dozunun azaltilmasi
gerektiginde de, once MTX’1n alindig1 giin 6-MP atlanabilecegi; bu etkili
olmazsa, diger giinlerdeki 6-MP azaltilabilecegi, seklinde Onerilebilir. 6-
MP/MTX konsantrasyonunu arttiran ilaglar (non-steroid antiinflamatuar
ilaglar, proton pompa inhibitorleri, trimetoprim-sulfametoksazol gibi)
gerekli halde, dikkatle kullanilmalidir.

TPMT varyant sikliginin diisiik bulundugu toplumlarda daha sik gériilen ve
onemi yeni kesfedilen NUDT15 varyantlarinin, ilag dozlarini etkiledigi bir
calisma ile gosterilmistir. Bu galismanin devaminda biz de benzer olarak

hastalarimizda, NUDT15 varyantlarinin bakilmasini planladik.
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OZET

COCUKLUK CAGI ALL HASTALARININ iDAME TEDAVIiSiNDE
KULLANILAN MERKAPTOPURIN FARMAKOGENETIGI VE ILAC
DOZLARI ARASINDAKI ILISKININ BELIRLENMESI

Akut lenfoblastik 16semi ¢ocukluk caginin en sik malignitesidir. Basarili bir
idame tedavisi ile remisyonun siirdiiriilmesi, 6-merkaptopiirin (6-MP) ve metotreksat
(MTX) ilaglarmin uygun dozlarda kullanilmasina baglidir. Ancak bu ilaglar ciddi
kemik iligi baskilanmasi yapip agir enfeksiyonlara sebep olabilmektedir. Klinik
uygulamada bunu Onlemek igin zaman zaman tedaviye ara verilmekte ve doz
azalttmmna gidilmektedir. Bu ilaglarin hastalarda gosterdikleri yan etkilere sik
rastlanmakta; ancak sadece bir kismu TPMT genetik polimorfizmleriyle
aciklanmaktadir. Yapilan ¢aligmalar farkli etnik gruplarda, baska polimorfizmlerin
etkili oldugunu gostermistir. Caligmaya alinan 48 tane ¢ocuk ALL hastasinin idame
tedavisi sirasinda tolere ettikleri 6-MP/MTX dozlarinin, standart protokollerde
onerilen 6-MP igin 75 mg/m?%/giin ve MTX i¢in 20 mg/m?/hafta’dan diisiik oldugu
goriilmiistiir. Hastalarin kullandiklar1 ortalama 6-MP: 37,8 mg/m?/giin ve MTX: 11,3
mg/m?/hafta’dir. Bunu agiklamaya yénelik 6-MP/MTX metabolizmasinda yer alan 8
adet gende; TPMT, ITPA, MTHFR, IMPDH2, PACSIN2, SLCO1B1, ABCC4 ve
PYGL, toplam 15 tek niikleotid polimorfizm KASP ydntemi ile genotiplendirilmistir.
SLCO1B1 genindeki rs4149056 ve rs11045879 polimorfizmlerinde en az bir varyant
allele sahip hastalarin normal genotipe sahip olanlara gére daha diisiik dozda 6-MP
ve MTX kullandiklar1 saptanmuistir. Diger analiz edilen polimorfizmler, 6-MP/MTX
dozlar1 ve yan etkileri ile iligskili bulunmamistir. Sonug olarak, idame tedavisi 6-
MP/MTX dozlarinin hasta 6zelinde ayarlanmasi i¢in SLCO1B1 polimorfizmleri

onemli bir genetik belirteg olabilir.

Anahtar Sozciikler: Cocukluk c¢agi, 16semi, merkaptopiirin, metotreksat,

polimorfizm, SLCO1B1
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SUMMARY

THE ASSOCIATION OF DRUG DOSAGES DURING CHILDHOOD ALL
MAINTENANCE THERAPY AND MERCAPTOPURINE
PHARMACOGENETICS

Acute lymphoblastic leukemia is the most common malignancy of childhood.
Successful maintenance therapy that prolongs remission, depends on usage of 6-
mercaptopurine (6-MP) and methotrexate (MTX) drugs at proper doses. However,
these drugs may cause severe myelosuppression and lead to life threatening
infections. In order to prevent such toxicities, the therapy can be discontinued and
drug doses are reduced during clinical practice. Although the side effects due to these
drugs are common, only few can be explained by TPMT genetic polymorphisms. It
has been shown by previous studies that, other polymorphisms can be effective in
different ethnic groups. In 48 pediatric ALL patients enrolled in this study, the
tolerated 6-MP/MTX doses are lower than the scheduled doses for 6-MP: 75
mg/m?/day and for MTX: 20 mg/m?/week. It has been observed that the patients used
6-MP: 37,8 mg/m?/day and MTX: 11,3 mg/m?/week on average. In order to explain
this, 15 single nucleotide polymorhisms in 8 candidate genes; TPMT, ITPA, MTHFR,
IMPDH2, PACSIN2, SLCO1B1, ABCC4 and PYGL, which have a role in the 6-
MP/MTX metabolism were genotyped by KASP. The average dose of 6-MP and
MTX were lower in patients who have at least one variant allele in rs4149056 and
rs11045879 polymorphisms of SLCO1B1 gene than in the patients with wild
genotype. The other analyzed genetic polymorphisms were not associated with 6-
MP/MTX doses or adverse effects. In conclusion, SLCO1B1 rs4149056 and
rs11045879 polymorphisms can be important genetic markers to individualize 6-

MP/MTX maintenance therapy.

Key words: Childhood, leukemia, mercaptopurine, methotrexate, polymorphism,
SLCO1B1
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