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OZET

Kronik Myeloid Losemi ile IL-3, IL-6 ve IL-11 Gen Ekspresyonlari
Arasindaki Tliski

Giris ve Amac: KML hematopoetik kok hiicrelerin transformasyonundan
koken alan hematopoetik bir malignensidir. KML hastalarinin ¢ogunda 9. ve 22.
kromozomlar arasinda bir translokasyon sonucu olusan BCR-ABL geni saptanir. IL-
3, IL-6 ve IL-11 myeloid seri hiicrelerinin gelisimini etkileyen sitokinlerdir.
Calismamizin amact KML gelisimi ile IL-3, IL-6 ve IL-11 arasinda bir iligski olup
olmadiginin degerlendirilmesidir.

Materyal ve Yontem: Bu calismada Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklari Anabilim Dali’na bagli Hematoloji Poliklinigi’nde takip
edilen 26 ile 82 yaslar1 arasinda 33 KML hastasindan ve hastanemiz poliklinik
bilinyesinde yapilan muayene ve tetkikler sonucu saglikli oldugu tespit edilen, yaslar
29 ile 81 arasinda degisen 34 bireyden kan alinmistir. Bu kanlardan RNA izole
edilerek cDNA’lar sentezlendi. Bu ¢cDNA’lar kullanilarak IL-3, IL-6 ve IL-11 gen
ekspresyon analizleri yapildi.

Bulgular: ilk tan1 aninda gelen ve BCR-ABL ekspresyonu yiiksek olan KML
hastalarindaki IL-3, IL-6 ve IL-11 gen ekspresyonlari, saglikli bireylere oranla
onemli derecede azalmisti. BCR-ABL ekspresyonu olmayan, major molekiiler yanit
tespit edilen KML hastalarinda ise ilk tani anina gore IL-3, IL-6 ve IL-11 gen
ekspresyonlarinda artig s6z konusuydu.

Tartisma: Elde ettigimiz sonuglara goére KML’deki BCR-ABL
ekspresyonunun artisi normal hematopoezde etkili olan IL-3, IL-6 ve IL-11 gen
ekspresyonuna  ihtiya¢  duymadan, neoplastik  hiicrelerin  ¢ogalmasini
saglayabilmektedir. KML hastalarimizda BCR-ABL ekspresyonu ile IL-3, IL-6 ve
IL-11 ekspresyonu arasinda ters oranti mevcuttur. IL-3, IL-6 ve IL-11 gen
ekspresyonlarinin; BCR-ABL ekspresyon seviyesi ile iliskisini belirlemek ve KML

hastalarinin takibinde kullanilmak iizere daha ileri calismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Kronik Myeloid Losemi, IL-3, IL-6, IL-11
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SUMMARY

Correlation between Expressions of IL-3, IL-6 and IL-11 Genes and Chronic
Myeloid Leukemia

Introduction and Aim: Chronic myeloid leukemia (CML) is a hematopoietic
malignancy originating from transformation of a hematopoietic stem cell. BCR-ABL
gene that resulted from a translocation between chromosomes 9 and 22 is detected in
the majority of CML patients. IL-3, IL-6 and IL-11 are cytokines that affects the
development of myeloid cells. The aim of this study to evaluate the relationship
between IL-3, IL-6 and IL-11 and CML development.

Material and Methods: This study was perfomed using peripheral blood
from 33 patients followed in our hematology clinic at Karadeniz Technical
University Medical School obtained with a diagnosis of CML. We get peripheral
blood from 34 healthy people that examined in Karadeniz Technical University
Medical Schools clinics. RNA was isolated from peripheral blood and cDNA is
synthesized. Then cDNA expression analysis was performed.

Results: 1L-3, IL-6 and IL-11 gene expressions significantly decreased in
CML patients with high expression of BCR-ABL gene compared to healthy
individuals. After major molecular response IL-3, IL-6 and IL-11 gene expressions
increased compared with the initial diagnosis of CML.

Conclusions: According to the our results; increase of BCR-ABL gene
expression in CML patients may provide the proliferation of neoplastic cells without
effective IL-3, IL-6 and IL-11 gene expressions in normal hematopoiesis. Inverse
relationship in our CML patients are available between BCR-ABL expression and
IL-3, IL-6 and IL-11 expressions. Studies for IL-3, IL-6 and IL-11 gene expressions
are needed to determine the relationship with BCR-ABL expression level and to be

used follow up of patients with CML.

Key Words: Chronic Myeloid Leukemia, IL-3, IL-6, IL-11
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KISALTMALAR VE SIMGELER DiZIiNi

ABD : Aktin baglayic1 domain

BCL-2 : B-cell CLL/Lymphoma 2

BFU-E : Burstformingunits-erythroid

CalB. : Putatif kalsiyum bagimli lipid baglayic1 bolge

CC. : Coiled-coil

CFU-E : ColonyFormingUnits-erythroid

CFU-G : ColonyFormingUnits-granulocyte

CFU-GEMM : Colonyformingunit-granulocyteerythrocytemonocyte
megakaryocyte

CFU-GM : ColonyFormingUnit-Granulocyte/Macrophage

CFU-M : ColonyFormingUnits-macrophage

CRP : C-Reaktif Protein

CSF : Koloni stimiile edici faktor

CT. : Cycletreshold

DBD : DNA baglayic1 domain

DH : Dbl/CDC24 guanine-nuleotideexchangefactorhomology

DNA. : Deoksiriboniikleik asit

Epo : Eritropoetin

EUTOS : EuropeanTreatmentandOutcomeStudy

FDA : Amerikan Gida ve Ilag Dairesi

FL : F1t3 ligand

g : g kuvveti

GAB2 : GRB2-iligkili baglayici protein 2

G-CSF :Graniilositkoloni stimiile edici faktor

GM-CSF : GraniilositMakrofaj koloni stimiile edici faktor

GRB2 : Growthfactorreceptor-bound protein 2

HKHN : Hematopoetik kok hiicre nakli

ICSBP : Interferonkonsensus dizisi baglayici protein

IFN-a : Interferon-alfa

IFN-y : Interferon-gama
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1. GIRIS

Interldkin-3 (IL-3), interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-11 (IL-11) hematopoezde
Ozellikle myeloid hiicrelerin gelisiminde ¢ok etkili olan sitokinlerdir. Kronik myeloid
l6semi (KML) 9. ve 22. kromozomlar arasinda bir translokasyon sonucu BCR-ABL
onkogeninin olustugu ve buna bagl olarak myeloid hiicrelerin kontrolsiiz sekilde
asirt ¢gogalmasiyla seyreden bir hastaliktir. Lokositoz basta olmak tizere ¢esitli klinik
sonuglara sebep olabilmektedir.

Arastirmamizin amact saglikli bireylerdeki hematopoezde myeloid kok
hiicrelerin gelisimden baslayip, myeloid seri hiicrelerinin bir¢ogunda da geligimi
indiikleyen IL-3, IL-6 ve IL-11 genlerinin, KML gelisen hastalardaki ekspresyonunu
arastirarak; saglikli bireyler ile hastalar arasinda fark olup olmayacagini
gdzlemlemektir. Ik tan1 aninda gelen ve BCR-ABL translokasyonu pozitif olan
KML hastalarinin ve yine bu hastalarin ¢aligma siiresi iginde Major Molekiiler
Yanita (MMY) ulasanlarmin iki Ornegi arasinda da sozii edilen genlerin
ekspresyonunu gozlemlemektir. BCR-ABL onkogeni c¢esitli yolaklar iizerinden
malign hiicrelerin proliferasyonunu hizli bir sekilde arttirirken; normal
hematopoezde myeloid hiicrelerin gelisimi i¢in Onemli yer tutan sitokinlerin bu
KML’de bu yolaklar iizerinde yer alip almadigin1 aragtirmaktir. Iliskinin belirlenmesi
KML hastaligiin patofizyolojisi hakkinda bilgi saglanmasinin yanisira hastaliktaki
risk hesaplamalarinda ve tedaviye yamtta Onemi olan hiicrelerdeki sayisal
bozukluklarin nedenleri hakkinda da fikir yiiriitebilme imkan1 saglayacaktir. Anlamh
bir iliski bulmamiz halinde 6nlem alma ve tedavi noktasinda da daha ileri adimlarin

atilmasinin Onii agilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hematopoez

Hematopoez kanda mevcut bulunan tiim hiicre tiplerinin, primer olarak kemik
iliginde bulunan kok hiicreler tarafindan gelistigi, her giin yaklasik 4x10'" hiicrenin;
ihtiya¢ halinde 10 kat ve daha da fazla iiretildigi kompleks bir mekanizma biitiiniidiir
(1).

Hematopoez; replikasyon, proliferasyon ve farklilasma yeteneklerine sahip
pluripotent hematopoetik kok hiicre ile baslar. Daha sonra bu pluripotent kok hiicre
sitokin ve faktorlerin etkisiyle lenfoid veya myeloid kok hiicrelere diferansiye olur.
Sekil 1°de gosterildigi gibi Lenfoid kok hiicreler ¢ogalarak T, B ve natural killer
hiicrelere farklilasirken, myeloid kok hiicreler ise graniilosit, monosit, eritrosit ve
megakaryositleri olusturur (2).

Beyaz kan hiicreleri de denilen Iokositler, viicudun koruyucu sisteminin
mobil birimleridir. Bu birimler kismen kemik iligi (graniilositler, monositler ve
birka¢ lenfosit) ve kismen de lenf dokusunda (lenfositler, plazma hiicreleri)
olusturulmaktadir. Olustuktan sonra, kanda viicudun ihtiyaci olan farkli bolgelerine
tasiirlar (3).

Hematopoetik yolaktaki hiicrelerin boliinmesi i¢in sitokinler olarak bilinen
cok sayida faktoriin varligina ihitiyag duyulmaktadir. Sitokinler hematopoetik
hiicreler {izerinde stimiilatdr, kostimiilator, inhibitdr veya ¢ok sayida farkli aktiviteye

sahiptir. Aktif sitokinler Tablo 1 ve 2’de yer almaktadir (4).
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Tablo 1. Hematopoetik Sitokinler

Stimiilator Faktorler

e  Graniilosit koloni stimiile edici faktor (G-CSF)

e Graniilosit Makrofaj koloni stimiile edici faktor (GM-CSF)

e  Makrofaj koloni stimiile edici faktér (M-CSF)

o JL-3

e  Eritropoetin (Epo)

e  Trombopoetin (Tpo)

o Interlokin-5 (IL-5)

Kostimiilator Sitokinler

Hematopoetik Etkili Klasik Biiyiime Faktorleri

e Stem cell factor (SCF)

e FIt3 ligand (FL)

IL-6 Ailesi
e IL-6
o IL-11

e Loisemi inhibitor faktor (LIF)

e Oncostatin M (OSM)

Hematopoetik Etkili Diger Interlokinler

e [IL-1,IL-2,IL-4,1L-7, IL-9, IL-10, IL-12, IL-17, IL-20, IL-31

Tablo 2. Hematopoezdeki hiicrelere etkili sitokinler

Hematopoetik Siire¢ Aktiviteyi artiran 6nemli sitokinler
Eritropoez Epo, SCF, IGF-1", IL-9, IL-3, Tpo, IL-20, SDF-1""
Megakaryopoez Tpo, IL-3, IL-6, IL-11, LIF, SCF, Epo, SCF, FL™™"

Mast hiicre olusumu | IL-3, SCF, IL-10?

Eozinofil olusumu IL-5, IL-3, GM-CSF, SCF

Graniilopoez G-CSF, GM-CSF, IL-3, SCF, IL-6, FL""", SDF-1""

Makrofaj olusumu | M-CSF, GM-CSF, IL-3, FL™", SDF-1"

Lenfosit iiretimi IL-7, FL™, SCF, SDF-1"", IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-15, notch
ligands

*IGFl: Insiilin benzeri growth faktér-1
‘*fSDFl: Stromal derived factor-1
""FL: Flt3 ligand




2.1.1. interlokin 3

Ihle ve arkadaglarinin 1981 yilindafarelerde yaptig1 ¢alismalarda
hematopoetik hiicrelerde 20 alfa hidroksisteroid dehidrogenaz enzim sentezini
indiikleyen, daha sonra IL-3 olarak adlandirilacak olan T hiicre kaynakli bir faktor
bulmustur (5, 6). IL-3 agirlikli olarak aktif T lenfositlerde iiretilen bir sitokin
olmasma ragmen mast hiicreleri gibi diger hiicre tiplerinde eksprese edildigi
bildirilmistir. IL-3 multiple hemapoetik hiicrelerde genis etkiye sahip oldugu ig¢in
multi-koloni stimiile edici faktér (multi-CSF) olarak da adlandirilir. IL-3’iin
aktivitesi tek basina sinirlidir; hematopoetik hiicrelerin biiyiimesini stimiile etmek
icin birkag¢ sitokinin etki gdstermesi gereklidir. IL-3, multipotent progenitorlerin
proliferasyonunu uyarir ve erken hematopoetik progenitorlerin hayatta kalmasina
katkida bulunur. IL-3, lenfoid progenitdrlerin iizerinde olumsuz bir etki gosterir. I1L-3
Colony Forming Unit-Granulocyte Macrophage (CFU-GM)’1n direkt stimiilatortidiir.
IL-3; IL-5 ile birlikte eozinofil olusumunu, IL-11 ve SCEF ile birlikte megakaryosit
olusumunu indiikler. IL-3’lin bazofiller i¢in baslica biiylime ve gelisme faktori
oldugu diistiniilmektedir. IL-3, bazofilleri aktive eder ve histamin salinimina neden

olur (4).

2.1.2. interlokin-6 Ailesi

IL-6 aile iiyeleri birden fazla 6zelliklere sahiptir. Hematopoetik faaliyetleri bu
ailenin dort {yesi gerceklestirmektedir: IL-6, IL-11, LIF ve OSM. Erken
hematopoetik progenitorlerin aktivitesini stimiile ederler ve megakaryositik hiicreleri

indiiklerler (4).

2.1.2.1. interlokin 6

IL-6, immiinoglobulinleri iireten B lenfositleri indiikleyen sitokindir. IL-6;
IL-3 ve diger erken etkili sitokinlerle beraber erken hematopoetik progenitorlerin
proliferasyonunu destekler. Ayrica GM-CSF ve M-CSF ile birlikte sirasiyla

graniilosit ve makrofaj olusumunda gorev alirlar. IL-6, diger megakaryositik biiyiime



faktorlerinin varliginda olgunlasmamis megakaryositleri uyarir. IL-6 miyelom hiicre
cogalmast major sitokin olup ayrica hepatosit akut faz reaktani faktoriidiir (4). IL-6
diyabet, ateroskleroz, depresyon, Alzheimer hastaligi, sistemik lupus eritematozus,
multiple myelom, prostat kanseri, Behget hastaligi ve romatoid artrit gibi pek ¢ok

hastalikta inflamasyon ve oto-immiin siireci stimiile eder (7-15).

2.1.2.2. interlokin 11

IL-11 ilk olarak 1990 yilinda kemik iligi kaynakli stromal hiicrelerden izole
edilen multifonksiyonel bir sitokindir (16). IL-11, primer hematopoetik fonksiyonlari
olan bir sitokindir. IL-11’in tek bagina hematopoez tizerindeki etkisi minimaldir ama
GM-CSF, SCF, IL-3, IL-4, IL-6 ve Tpo gibi birkac sitokinle beraber hiicrelerin
olusumuna katki saglar. IL-11’in hematopoetik etkisi megakaryositik hiicrelerde en
belirgindir. Ayrica bu etkinlik colony forming unit-granulocyte, erythrocyte,
monocyte, megakaryocyte (CFU-GEMM), CFU-GM, burst forming units-erythroid
(BFU-E), colony forming units-graniilosit (CFU-G), colony forming units-erythroid
(CFU-E) ve colony forming units-macrophage (CFU-M) gibi diger hematopoetik
progenitdrlere kadar uzanir (4). IL-11 rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak
Oprelvekin  adiyla {iretilmis olup, agir trombositopeniyi Onlemek i¢in

kullanilmaktadir (17, 18).

2.2. Losemi

Myeloid veya lenfoid hiicrelerin gelisimi esnasinda ortaya c¢ikan
mutasyonlarin neden oldugu, 16kositlerin kontrolsiiz sekilde cogalmasina 16semi ad1
verilir. Dolagimda anormal l16kositlerin biiyiik 6l¢iide artmasiyla karakterizedir (3).

Lenfositik 16semiler genellikle lenf nodu ya da diger lenfoid dokulardan
baslayan ve viicudun diger bolgelerine yayilan, lenfoid hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasindan kaynaklanir. Miyeloid l6semi ise; kemik iliginde, gen¢ miyeloid
hiicrelerindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan, ozellikle lenf diigiimleri, dalak,
karaciger gibi bircok ekstrameduller dokuya ve viicuda yayilan bir 16semi tipidir.

Miyeloid 16semi, bazen parsiyel farklilasmis hiicreler sonucu nétrofilik 10semi,



eozinofilik 16semi, bazofilik 16semi veya monositik 16semi olarak sonuglanabilir.
Daha siklikla 16semi hiicreleri farklilasmamistir; morfolojik olarak siradist sekilli ve
normal l6kositlerle 6zdes degildir. Genellikle daha az farklilasan hiicreler; daha ¢ok
akut 16semidir. Tedavisiz kalirsa siklikla birkac¢ ay i¢inde Oliime neden olur. Daha
fazla farklilasan hiicrelerden bazilari ise 10-20 yila kadar yavas gelisebilen kronik

seyirli Iosemiler olabilmektedir (3).

2.3. Kronik Myeloid Losemi

2.3.1. Tanim

Kronik Myeloid Ldsemi (KML) primitif hematopoetik hiicrelerin
transformasyonundan koken alan hematolojik bir malignensidir (19). Kronik
miyelositik 16semi ve kronik graniilositik 16semi olarak da adlandirilan KML
miyeloid hiicre serilerinin agir1 iiretimi ile karakterize hematopoetik kok hiicrelerin

klonal miyeloproliferatif hastaligidir (20).

2.3.2. Tarihge

KML ilk defa 1845 yilinda farli bir antite olarak tanimlanmistir (21). John
Hughes Bennett ¢ok biiylimiis bir dalak ile kaybedilen gen¢ bir erkek hasta
tariflemistir (21). D. Craigie de yine ayni1 yil kanindaki piiriillan maddeye bagli dalak
hastalig1 sonucu olen bir vaka yaymnlamistir (22). Bu yillarda KML baska bulgu
olmaksizin sadece masif splenomegali ve l0kositoz ile agiklanmaya calisilmistir.
KML’nin modern tarihgesi 1960 yilinda Peter Nowell ve David Hungerford ile baslar
(19). Peter Nowell ve David Hungerford 1960 yilinda Ulusal Bilimler Akademisinde
calistiklar1 7 kronik graniilositik 16semi hastasinin her birinde diger I6semi
tiirlerinden farkli olarak 16semik hiicrelerin anormal kiigiik bir kromozom igerdigini
aciklamislar ve sonrasinda da yaymlamiglardir (23). Boylece insan neoplazilerindeki
ilk kromozom anomalisi tanimlanmistir (24). Daha sonra kesfedildigi sehirden
esinlenerek Philadelphia kromozomu olarak isimlendirilmistir (19). 1970’11 yillarda

kromozom bantlama teknikleri gelistikten sonra 1973 wyilinda Chicago



Universitesinden Janet D. Rowley Ph kromozomunun 9. ve 22. kromozomlar
arasinda meydana gelen resiprokal bir translokasyon sonucu oldugunu goéstermistir
(25). 1982 yilinda Abelson onkogeninin 9. kromozomdan 22. kromozoma transloke
oldugu gosterilmistir (26). 1990 yilinda da BCR-ABL geninin tirozin kinaz
aktivitesine sahip kimerik bir protein kodladigi, yine ayni yil i¢inde, olusan bu

fiizyon genin farelerde KML gelisimine neden oldugu yaymlanmistir (27,28).

2.3.3. Epidemiyoloji

KML en sik goriilen myeloproliferatif hastaliktir. Tiim l6semi vakalarinin
yaklasik  %15-20’sini  olusturur (19). KML’nin yillik insidanst ortalama
1,5/100.000°tur ve yasa gore goriilme sikligi erkeklerde kadinlara oranla daha
yiiksektir (E/K=1,1-1,9) (29). Yillik insidansi iilkelere gore degismekle birlikte
ABD’de bu oran 1,75/100.000’¢ kadar c¢ikarken birgok Avrupa iilkesinde 0,7-
1/100.000 ve baz1 dogu iilkelerinde ise 0,4/100.000 gibi daha diistiktiir (30). ABD’de
her yil 4000 yeni vaka bildirilmektedir (31). KML siklig1 40’11 yaglarin ortalarina
kadar yavas yavas artar, daha sonra yasla birlikte hizli bir yiikselme goriiliir (29).
Tan1 aninda ortalama yas 57-60’dir (30).

Cocuklarda ise KML 0,6-1,2 milyon ¢ocuk/y1l insidansi ile ¢ok nadir goériilen

bir hastaliktir (32). Tiim ¢ocukluk l6semilerinin sadece %3 iinii olusturur (19).

2.3.4. Etyoloji

KML insidans1 artan yas ve iyonize radyasyona maruziyet ile beraber
artmaktadir (33). Atom bombasi atilan yerlerdeki hayatta kalan kisilerde insidansin
arttigr bildirilmistir. Ancak Cernobil faciast sonrasi hayatta kalanlarda KML
insidansinda artis olmamasi, sadece yiiksek doz radyasyona maruziyetin KML
gelisimini indiikledigini diigiindlirmektedir. Ne sitotoksik ilaglara maruziyetle ne de
viral bir etyolojiyle ilgili kesin kanit bulunamamustir. Imatinibin tedavide
kullanilmadig1 onceki yillarda sigara kullaniminin blastik krize ge¢isi hizlandirdigi

ve hayatta kalma iizerinde olumsuz etki ettigi bildirilmistir (29). Ancak 2015 yilinda



Albertini ve arkadaglarinin yapriklar1 bir ¢alismada 1,3-butadiene olan maruziyetin

insanlarda KML ile iligkili olabilecegi gostermislerdir (34).

2.3.5. Patogenez

KML gelisiminde t(9;22) sonucu olusan fiizyon geninin roli biiyiiktiir (29).
KML’li birgok hastanin karyotipi ¢esitli bantlama teknikleriyle incelenmis ve
%92’sinde t(9;22) tespit edilmistir (35). Ayrica t(9;22) %25-30 eriskin ALL ve %?2-
10 c¢ocuk ALL vakalarinda ve nadir olarak da AML’de gozlenebilir (36). Ph
translokasyonunda, 9. kromozomdaki ABL geninin 3! kismi, 22. kromozomdaki
BCR geninin 5" kismina eklenir ve sonug olarak hibrid BCR-ABL geni olusur (37).

ABL1 geni farelerde l6semiye neden olan Abelson viriisin (v-ABL)
homologudur (20). ABL1 hiicre farklilasmasi, hiicre boliinmesi, hiicre adezyonu ve
stres yanit1 siireclerine dahil olan sitoplazmik ve niikleer tirozin kinaz proteini
kodlayan bir protoonkogendir (38). ABL1 geni 145 kD agirliginda bir protein olan
nonreseptOr tirozin kinazi kodlar (36). ABL1 geni ekzon la ve 1b’den olusan iki
alternatif spliced ekzonlar ile ortak olan 2-11 ekzonlarindan olusur (39). ABLI
geninden ilk ekzon altenatif splicinge ugrayarak 6 veya 7 kilobaz (kb)’lik mesajci
riboniikleik asit (mRNA) sentezleyebilir. Ekzon 1la ile kodlanan ABL proteini
(ABL1A) niikleusta lokalize olurken; ekzon 1b ile kodlanan ABL proteini plazma
membranina yonlendirilir (36).

BCR geni 22q11.23°de yer alan, 160 kD agirliginda serin-treonin kinaz ile
iligkili fosfoproteini kodlar (40, 41). BCR geni 23 ekzonludur ve 135 kb’lik bir yer
kaplar (42). BCR geninin 1. ve 2. ekzonlar1 alternatif olusturur (36). BCR geni birkag
protein substrat i¢in otofosforilasyon ve transfosforilasyon aktivitesine sahiptir.
Fosfotransferaz aktivitesi i¢in ilk ekzon gereklidir (43).

BCR-ABL translokasyonu sonucunda 185-230 kD arasinda fiizyon proteinleri
olusabilir (44). BCR-ABL translokasyonunun ii¢ baskin izoformu tanimlanmistir
(45). BCR-ABL’in bu ii¢ izoformu, kendi molekiiler agirliklarina bagl olarak p210,
p190 ve P230 seklinde tarif edilmistir (46). BCR geni genellikle ekzon 2 (a2)’nin 5!
ucundan kirilan ABL geni ile kaynasir. Yani BCR-ABL boyutunu BCR’1n kirilma
noktasi belirler (47). KML hastalarinin ¢ogunlugu, ALL hastalarmin 1/3’de BCR



kirilma noktast; major breakpoint cluster region (M-bcr) olarak da bilinen ekzon 12
(e12; eski kullanimiyla bl)’den ekzon 16 (e16; eski kullanimiyla b5)’ya kadar genis
bir bolgeyi kapsayabilir(48). Cogunlugundaki kirilma 13. ekzon (el3; b2)’dan veya
14. ekzon (el4; b3)’dan sonraki intronda meydana gelir. el3a2 (b2a2) veya el4a2
(b3a2) seklinde olusan BCR-ABL mRNA transkripti 8,5 kB biiyiikliigiinde diziyi ve
210 kD agirliginda fiizyon proteini kodlar (48). Olusan bu yeni proteine molekiil
agirhgindan dolayr p210°“®*BLad: verilir (20).

Ph pozitif ALL hastalarinin ¢ogunda, KML hastalarinin az bir kisminda ve
nadir olarak da AML hastalarinda goriilen BCR bolgesi kiriklart major-ber’in
upstream bolgesinde yer alan minér breakpoint cluster region (m-bcr) denilen
intronik bolgede goriiliir. m-ber’daki kirik bolgesi genellikle 1. ekzondan (el)
sonraki intronik bdlgede, ela2 olacak sekilde meydana gelir. Bu sekilde olusan
mRNA transkripti 7 kB uzunlugunda bir dizi ve 190 kD agirliginda fiizyon proteini
kodlar. Olusan bu proteine de p190°“®*PL adi verilir. Kronik nétrofilik 16semi
vakalarmin ¢oguyla iliskili olabilen daha nadir diger bir kirik bodlgesi 19. ve 20.
ekzon arasinda micro-bcr (p-ber)’da gergeklesir. e19a2 seklinde olusan transkript
230 kD agirhginda onkoprotein kodlar ve p230°“® P olarak adlandirilir (49, 50).
Sekil 2°de BCR-ABL translokasyonu sonucu olusan ii¢ izoform gosterilmektedir

(20).
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Sekil 2. BCR ve ABL Genlerindeki Kirilma Noktalarinin Lokalizasyonlar1 ve
Cesitli Kirilma Noktalarindan Elde Edilen Kimerik mRNA’larin Yapisi

ABL proteini hiicrenin hem ¢ekirdek hem de sitoplamasinda bulunmakta ve
bu ikisi arasinda da bir shuttle gibi iglev gérmektedir. Hiicre yiizey biiyiime faktor ve
adezyon reseptoriinden gelen sinyalleri hiicre iskelet yapisini diizenleyen sinyallere
cevirir (51, 52). Farelerde ABL geninin homozigot olarak hasar1 daha kiigiik boyutlu
olmalarina, lenfopeni, osteoporoz, perinatal mortalite insidansinda artigsa, anormal
bas ve goz gelisimi gibi degisken fenotiplere yol acabilir (53, 54). ABL geninin SH1
bolgesi (Tirozin kinaz domain, Y kinaz) ¢ogu dokuda eksprese olan non-reseptor
tirozin kinazi kodlamaktadir (19, 55). Tirozin kinazlar, ATP’den substrat proteinlere
fosfat gruplarinin transferini saglayarak biiyiime ve farklilasmada rol oynarlar.
Tirozin kinaz aktivitesinin sik1 kontrolii ¢ok dnemli olup; herhangi bir sekilde kontrol

kayb1 maligniteye yol agabilir (55).
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Birinci ekzonun alternatif sekilde kesilmesiyle olusan iki ABL izoformu (la
ve 1b) olusur ve bunlardan biri (1b) bir miristoilasyon modifikasyon alani (Myr)
igerir. Miristoilasyon, proteinlerin amino terminalindeki glisine 14 karbonlu doymus
yag asidi olan miristatin baglanma islemidir. Alternatif olarak kesilen dizilerin
yaninda ABL’in amino ucu SH3, SH2 ve tirozin kinaz (Y kinaz) domainleri igerir.
SH3 ve SH2 domainleri bir kelepge gibi tirozin kinazi kontrol altinda tutan
otoinhibitdr yapiya sahiptir (56, 57). ABL1b’de amino terminalinin en u¢ noktasinda
yer alan miristol grubu ayrica tirozin kinaz bolgesine baglanir ve SH2 ve SH3
kelepgesini tutan bir mandal gibi ¢alisir (56, 58). ABL1’in karboksi terminal bolgesi
prolinden zengin dort tane SH3 binding bolgesi (PPs), iic niikleer lokalizasyon
sinyali (NLSs), niikleer export sinyali (NES), DNA baglayict domain (DBD) ve aktin
baglayici domain (ABD) icerir. Aktin baglayict domain hem monomerik (G) hem de
filamento6z (F) aktin formlari i¢in baglanma bolgeleri igerir. Sekil 3°te ABL.1 ve BCR
genlerinin proteinleri gdosterilmektedir (59).

BCR geni multiple modiiler domainler igeren bir sinyal proteni kodlar (19,
59). BCR hasar1 olan farelerde gelisim normalken, nétrofiller aktivasyonu takiben
yiiksek miktarda oksijen metabolit iiretimine neden olur (60).

BCR geni sarmal bobin (coiled-coin, CC) oligomerizasyon domaini,
serin/threonin (S/T) kinaz domaini, Dbl/CDC24 guanin niikleotit degisim faktor
homolojisi (DH) domaini, plekstrin homology (PH) domaini, putatif kalsiyum
bagimh lipid baglayict bolge (CaLB) ve RAC guanozin trifosfataz aktive edici
protein (RAC GAP) domaini icerir. BCR ayn1 zamanda hem tirozin 177 (Y177)’de
bliylime faktor reseptoriine bagli protein 2 (GRB2) i¢cin hem de SH2 domainleri
yoluyla GRB-10, 14-3-3 ve ABL proteini i¢in baglanma bdlgeleri icermektedir.
(Sekil 3).
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Sekil 3. ABL1 ve BCR Genlerinin Proteinleri

BCR-ABL proteinleri CC domainleri ve transotofosforilat yoluyla dimerler
veya tetramerler olusturabilirler. Y177’deki fosforilasyon biiylime faktor reseptoriine
bagli protein 2 (GRB2) i¢in yiiksek afiniteli bir baglayict bolge meydana getirir.
GRB2 SH2 domaini araciligryla BCR-ABL’e ve SH3 domaini yoluyla da GAB2 ve
SOS’a baglanir. SOS RAS’1 aktif hale getirir. Fosforilasyonu takiben GAB2, PI3K
ve SHP2 proteinlerini aktive eder. ABL’in SH2 domaini SHC’ye baglanabilir ve
fosforilasyonu takiben GRB2’yi uyarabilir. ABL’in SH3 domaini ve karboksi
terminal bolgesindeki SH3 binding boélgeleri hiicre adezyon ve migrasyonunun
regiilasyonunu igeren birkag protein baglayabilmektedir. Interferon regiilator faktor 8
olarak da bilinen Interferon consensus dizisi baglayict protein (ICSBP) myeloid
hiicrelerin hayatta kalmasin1 ve proliferasyonunu negatif yonde regiile eder. JUNB de
RAS’1mn antagonisti gibi davranarak hiicrelerin hayatta kalmasini ve proliferasyonunu
inhibe eder. SIPA1 (signal-induced proliferation-associated gene-1) ise RAP1’i
inaktif halde tutar. BCR-ABL; RAS, SHP2 ve PI3K sinyal yollarii aktive ederek
hiicrelerin hayatta kalmasini ve proliferasyonunu kismen destekleyebilir. Aym
zamanda ICSBP ve JUNB’nin transkripsiyonlarin1 downregiile edebilir ve ayrica da
SIPAT1’1 inhibe edebilir (Sekil 4) (59).
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Sekil 4. p210 BCR/ABL’in Lokomojenik Sinyalleri

ABL’in SH3 domaininin delesyonu artan tirozin kinaz aktiviteli mutant bir
protein olusumuna yol agar ve in vitro olarak bu mutant protein fibroblast ve
hemapoetik hiicrelerde transformasyona neden olur. Ancak, yalnizca farelerde ¢ok
biiylik bir gecikme ile lenfoid l6semi/lenfoma olusumunu uyarmistir (61, 62). SH3
domaininin delesyonu olan BCR-ABL’in mutant formu fatal myeloproliferatif
hastaliga neden olur (62). Bu bulgular SH3 domaini kayb1 yoluyla ABL tirozin
kinazinin aktive olmasinin KML benzeri myeloproliferatif hastaliga neden olmak
icin yeterli olmadigini gostermekte ve KML benzeri hastaliklarin gelisimi i¢in BCR-
ABL’in diger domainleri de gereklidir (59).

BCR’in CC oligomerizasyon domaini ABL’in tirozin kinaz aktivitesi i¢in
onemli bir aktivatordiir ve aktin fibrilleriyle BCR-ABL’in birlesmesini de destekler
(63). CC domaini olmayan BCR’1n olusturdugu BCR-ABL’in mutant formu (ACC-
BCR-ABL) farelerde MPH olusturmada basarisiz olmus; daha ziyade uzun bir latent
periyodun ardindan T hiicreli 16semi/lenfoma olusumuna neden olmustur (64-66).

BCR-ABL’nin BCR bolgesindeki diger énemli bdlge GRB-2’nin baglanma
bolgesidir. GRB2 SOS (guanin-niikleotit exchanger of RAS)’un yani sira GAB2
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(GRB2 ile iliskili baglayict protein 2)’yi baglar. Bu kompleksin olusumu BCR’daki
Y 177’nin fosforilasyonuna baghdir (67, 68). Bu kompleks fosfatidilinozitol 3-kinaz
(PI3K)’in ve SHP2 aracilifiyla RAS’in aktive olmasina yol agar (67-69). BCR-
ABL’in Y177°deki Y177F (Tirozinl77Fenilalanin) mutasyonu GRB2’nin baglanma
yetenegini ortadan kaldirir; ancak ABL’in kinaz aktivitesini etkilemez (67, 68). KML
icin kemik 1iligi transplantasyonu yapilan BCR-ABL’in Y177F mutant formu olan
farelerde MPH gelisimi biiylik dl¢iide azalmistir. BCR-ABL Y 177F mutasyonu olan
farelerde uzun bir latent periyodun ardindan T-ALL veya abdominal T hiicreli
lenfoma gelisebilir (64, 65, 70). Bu sonuglar gosteriyor ki Y177 nin fosforilasyonu
MPH gelisimi i¢in gereklidir (59).

ABL’in kinaz domaininin aktivasyon alaninda lokalize olan diger tirozin
fosforilasyon bolgesi (bu p210 BCR-ABL bolgesindeki Y1294’e karsilik gelir)
ABL’in SH2 domaini ile birlikte RAS yolaginin aktivasyonuna katkida bulunur.
ABL’in SH2 domaininin SHC v GRB2 araciligiyla RAS’1 aktive ettigine
inanilmaktadir (71). RAS yolagmin aktivasyonunda Y1294’tin mekanizmasi
bilinmemektedir. ABL’in SH2 domainindeki mutasyonlar BCR-ABL’in farelerde
KML benzeri MPH’larin olusumunu azaltir (72, 73). Y1294F nokta mutasyonunda
da BCR-ABL’deki 16komojenik etki zayiflatilmistir (66, 74). Bu veriler ABL’in hem
SH2 domaini ve hem de fosforilasyon bolgesi olan Y1294’iin BCR-ABL’in genel
l6komojenik giiciine katkida bulundugunu gdstermektedir (59).

ABL’in karboksi terminal bolgesi hem normal ABL islevselligi i¢in hem de
lenfoid 16komogenez i¢in gereklidir (53, 75). Ayrica ABL’in aktin baglayan
domaininin veya ABL kinaz domainin downstream bdlgesindeki tiim karboksi
terminal bolgesi delesyonu BCR-ABL’in farelerde KML benzeri MPH gelistirmesini
etkilemedi (74, 76). Dolayisiyla bu alanlarin fonksiyonu BCR-ABL aracili
l6komogenez i¢in vazgecilebilir (59).

Birgok sinyal proteininin ¢esitli fonksiyonel domainler araciligiyla BCR-ABL
ile etkilesimde oldugu gosterilmistir. Bu proteinler RAS, PI3K, AKT, JNK, SRC
familyal kinazlar, protein and lipid fosfatazlar gibi c¢esitli sinyal yolaklarini ve
bunlarin hedefe ulasan STATSs, niikleer faktor-xB and MYC gibi transkripsiyon
faktorlerini aktive ederler (77). BCR-ABL ayrica 1L-3, G-CSF ve GM-CSF gibi

sitokinlerin ekspresyonunu da indiikler (78, 79).
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BCR-ABL’in KML fenotipi ile sonuglanan 6nemli sinyal yollar1 iizerinde
cesitli substratlart ve etkileri Sekil 5’te gosterilmektedir (80). Bunlarin net sonucu
bliylime faktoriinden bagimsiz hiicre proliferasyonu ve gelisimi, kemik iligi
stromasina losemik hiicrelerin adherensinin azalmasi ve mutajenik uyariya karsi

apopitotik yanitin azalmasidir (55).

Mitochondria

Sekil 5. BCR-ABL Pozitif Hiicrelerdeki Aktive Sinyal Yolaklar

2.3.6. KML Klinik Ozellikleri

2.3.6.1. Semptomlar

KML’nin kronik faz, akselere faz ve blastik faz olmak iizere 3 fazi vardir(81).
Hastalarinin yaklasik %90’1na kronik fazda tani1 koyulur (82). Kronik faz klinik
baslangict genellikle sinsidir (29). KML tanis1 alan hastalarin yaklasik %40-50
kadari, rutin fizik muayene ve kan testleri yapilana kadar asemptomatiktir (20).

Anemi ve splenomegali varliginda KML semptomlari, yorgunluk, kilo kaybu,

halsizlik, ¢abuk doyma hissi, sol iist kadranda dolgunluk veya agr1 seklinde kendini
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gosterir. Nadiren kanama (diisiik trombosit sayist veya trombosit disfonksiyonu ile
iligkili) veya tromboz (trombositoz veya belirgin 16kositoz ile iligkili) goriilebilir.
Diger nadir goriilen semptomlar; gut artriti ve iirat nefropatisi (yiiksek {irik asit
diizeyleri nedeniyle), priapizm (belirgin l6kositoz veya trombositoz ile iliskili),
kasinti, diare, flushing, retinal hemoraji, {ist gastroinestinal sistem iilser ve
kanamasidir (histamin yliksekligi ve bazofili nedeniyle). Bas agrisi, kemik agrisi,
artralji, dalak enfarktiisiine bagli agr1 ve ates kronik fazda yaygin degildir fakat KML
progresyonunda sik goriiliir. Pulmoner ve serebral damarlarin 16kositlerle
okliizyonuna bagli olarak 16kostaz semptomlar1 olan uyusukluk, koordinasyon kaybi,
konfiizyon ve dispne kronik faz KML’de WBC sayis1 50.000 hiicre/pl iizerinde
olmasina ragmen yaygin olmayan fakat blastik ve akselere fazda daha sik goriilen

bulgulardir (19, 20, 29).

2.3.6.2. Fizik Muayene Bulgular:

Fiziksel muayenede solgunluk ve splenomegali saptanabilir (19).
Splenomegali vakalarin yaklasik %50-60’inda goriillen en sik fizik muayene
bulgusudur (20). Tedaviye ragmen devam eden splenomegali hastaligin hizlanma
isaretidir (29). Hepatomegali daha az yaygindir (%10-20) ve genellikle hafiftir (sag
kostal kenardan 1-3 cm asagida). Deri ya da diger dokularin infiltrasyon gibi
lenfadenopati de yaygin degildir. Eger varsa bu bulgular Ph Negatif KML, akselere
veya blastik faz KML’yi destekler (20).

2.3.7. Laboratuvar Bulgulari

2.3.7.1. Hematolojik Bulgular

KML hastalarinin %40°1 sadece laboratuvar anormallikleri dayanilarak tespit
edilebilir (83). Tipik bir KML tanis1 zor degildir (20). Tedavi edilmeyen hastalarda
l6kosit sayis1 progresif bir sekilde artmaktadir (19). Tedavi edilmeyen KML

hastalarinda genellikle 10.000-500.000 hiicre/ul’de 16kositoz vardir. Baskin hiicreler

notrofillerdir ve belirgin sola kayma goriiliir. Eozinofili ve bazofili genellikle
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artmistir (20). Bazofiliye sekonder histamin {iretimi de artabilir (29). Periferik kanda
blast oran1 %0,5-10 arasindadir (19). Genellikle %5’in altinda blast, %10’un altinda
blast ve promyelosit gozlenebilir (29). Monositlerde de artis goriilebilir (20).
Trombosit sayis1 tan1 anindaki hastalarin %50’sinde yiiksektir ve kronik faz boyunca
trombosit sayisi artabilir (19). Trombositoz yaygin olarak goriiliirken trombositopeni
nadir olup kotii prognozla iliskilidir (20). KML izole bir trombositoz ile de ortaya
cikabilir (83). Hastalarin li¢te birinde hemoglobin seviyesi 11 gr/dL’nin altindadir
(20). Notrofil alkalen fosfataz aktivitesi hastalarin %90’indan fazlasinda diisiiktiir
veya yoktur (19). Serum B12 vitamini, laktat dehidrogenaz, iirik asit ve lizozim
seviyeleri siklikla artmistir (20).

Tan1 aninda kemik 1iligi hiperseliilerdir ve belirgin myeloid hiperplazi
gbzlenir. Myeloid: eritroid oran1 15-20:1 ile belirgin olarak artmistir. Kemik iligi
blast yiizdesi genellikle normal veya hafif yiikselmistir. Kemik iliginde veya
periferik kanda bazofili, eozinofili ve monositoz mevcut olabilir. Hastalarin yarisinda

kemik iliginde retikiilin boyasi ile goriilebilen fibrozis mevcuttur (20, 29).

2.3.7.2. Kromozomal Bulgular

Kromozomal olarak t(9;22)(q34;q11.2) varlign KML tanist koyar (29). Ph
kromozomu tanida goriilen hastalarin %20’si —Y ve trizomi 8 (+8) gibi ek
kromozomal anomaliler de igerebilir. Hastalarin %5’inde varyant Ph kromozomu
gozlenebilir. Hastalarin az bir kisminda goriillen gizli veya kompleks
translokasyonlar Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) veya polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) ile saptanabilir (19).

2.3.8. KML Simiflandirmasi ve Klinik Seyir

KMUL’nin kronik faz, akselere faz ve blastik faz olmak tizere 3 fazi vardir
(81). KML tipik olarak kronik faz ile baslar ve baslangigtan 3 veya 5 yil iginde akselere
veya blastik faza ilerleyebilir (84). Yeni tan1 alan hastalarin yaklagik %10’unda akselere
veya blastik fazda tan1 konur (29). Tedavi almayan hastalarin ¢ogunda I6kosit sayisi

progresif olarak artar (85). Ortalama yasam siiresi tedavilerle 6nemli oranda ytikselmistir
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(19). Progresyon siklikla trizomi 8, trizomi 19, i1(17q), Ph kromozom duplikasyonu, Y
kromozom kayb1 gibi sekonder kromozomal anomaliler ve p53 delesyonu/mutasyonu,
Rb, myc ve Ras gen upregiilasyonu gibi onkogenik degisiklikler sonucu meydana gelir

(86-92).

2.3.8.1. Kronik Faz

Hastalariin yaklasik %90’ina kronik fazda tan1 koyulur(82). Kronik faz
klinik baslangic1 genellikle sinsidir (29). Tedaviye yanitin iyi oldugu fazdir(93).
Kronik fazdaki hastalarda 6liim nadiren goriiliir (20). Tedavisiz kaldigi zaman
akselere faza ve sonunda blastik faza gecis olur (19).

2.3.8.2. Akselere Faz (Hizlanms Evre)

Diinya Saglk Orgiitii (WHO) tarafindan ileri siiriilen kriterlere gore akselere

faz tanis1 koymak i¢in asagidakilerden en az biri olmalidir (94, 95):

Tablo 3. Diinya Saglik Orgiitii (DSO-2008) KML Akselere Faz Tan1 Kriterleri

Akselere Faz

o Periferik kan 16kositlerinin ve/veya kemik iligi hiicrelerinin %10-19’unun blast olmasi

e Periferik kan bazofillerinin > %20 olmasi

e Tedavi ile iliskisiz persistan trombositopeni <100.000/mm’

e Tedaviye yamtsiz persistan trombositoz >1x10%/mm’

e Tedaviye yanit vermeyip giderek artan dalak biiyiikliigii ve 16kosit sayist

o Sitogenetik olarak klonal doniisim olmasi (Kronik faz KML tani1 aninda mevcut olmayan ek
anomali)

Ayrica biiyiik kiimeler halinde megakaryositik proliferasyon, retikiilin isaretli
veya kollajen fibrozis, agir graniilositik displazi akselere fazi diisiindiiren bulgulardir
(94, 95). Akselere faz siklikla semptomatiktir. Ates, gece terlemesi, kilo kayb1 ve

progresif splenomegali goriilebilir (96).
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2.3.8.3. Blastik Faz

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan ileri siiriilen kriterlere gore blastik

faz tanis1 koymak icin asagidakilerden en az biri olmalidir (94, 95):

Tablo 4. Diinya Saglik Orgiitii (DSO-2008) KML Blastik Faz Tami Kriterleri

Blastik Faz

e Periferik kan 16kositlerinin veya kemik iligi hiicrelerinin > %20 blast olmasi

o Ekstramediiller (kemik iligi dis1) blastik proliferasyon

o Kemik iligi biyopsisinde biiyiik odaklar veya kiimeler halinde blastlar olmasi

Blastik faz morfolojik olarak akut l6semilere benzer (96). Hastalarin
%70’inde myeloid kokenli blastlar, %20-30’unda da lenfoblastlar gortliir (97-101).
Blastik fazdaki hastalarda kilo kaybi, ates, gece terlemesi ve kemik agris1 gibi
belirtiler gorilebilir (96). Blastik fazda uzun siireli sagkalim nadirdir ve ortalama
yasam siiresi 2-6 ay arasindadir (84, 102, 103). Coklu ila¢ direnci ve antiapopitotik
sinyallerin upregiilasyonu nedeniyle allogenik kok hiicre transplantasyonu ile yiiksek
doz kemoterapi yanit1 kotidiir (84, 85). Daha uzun bir yasam siiresi umuduyla de
novo AML veya ALL’de kullanilan sitotoksik ila¢ kombinasyonlar1 blast krizindeki

hastalara verilse de gergekgei bir tedavi olmaktan uzaktir (104).

2.3.9. Ayirici Tam

Atipik kronik myeloid 16semi ilk tan1 aninda hem myelodisplastik hem de
myeloproliferatif 6zellikleri olan BCR-ABL1 negatif bir 16semidir (105). Gergek
insidansi tam bilinmemekle beraber her 100 BCR-ABLI1 pozitif KML hastasina kars1
1-2 vaka rapor edilmistir (106). Bu hastalarin prognozu kétiidiir (105). Kiiciik sayida
hastalar rapor edilmis olup ortalama yasam siiresi 14-29 ay arasindadir (106-109).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan ileri siiriilen tan1 kriterleri asagidadir (105).
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Tablo 5. Diinya Saglik Orgiitii (DSO-2008) Atipik Kronik Myeloid Lésemi Tam
Kriterleri

Atipik KML tam kriteleri

e Periferik kanda nétrofil ve prekiirsorlerinin arttigi Iokositoz (Lokosit>13x10%/L)
e Ph kromozomu veya BCR-ABL fiizyon geni olmamasi

e PDGFRA veya PDGFRB’da yeniden diizenleme olmamasi

e Lokositlerin >%10’s1nin notrofil prekiirsorlerden olusmasi

e Minimal absolute bazofili (Bazofiller genellikle 16kositlerin %2’sinin altinda),

e Monositoz olmamasi veya minimal absolut monositozis (Monositler genellikle 16kositlerin
%10’unun altinda)

o FEritroid ve megakaryositik seride displazinin oldugu veya olmadig1 granulositik proliferasyon
ve granulositik displazinin eslik ettigi hiperseliiler kemik iligi

e Periferik kan veya kemik iliginde <%20 blast

Lokomoid reaksiyondan ayrimi yapilmalidir; WBC < 50.000/ pl, toksik
graniilasyon, graniilositlerde Dd&hle cisimleri, bazofilinin olmamasi, normal veya
yiiksek LAP skoru, klinik 6zellikler ve fizik muayene bulgular1 genellikle 16komoid
reaksiyonu destekleyici niteliktedir (20).

KMML aneminin ve/veya trombositopeninin siklikla, displastik nétrofillerin
bazen eslik ettigi matiir monositik hiicrelerin asir1 ¢ogalmasi ile karakterize
myelodisplastik/myeloproliferatif neoplazmdir (110). KMML’de Ph kromozomu
ve/veya BCR-ABL filizyon geni yoktur ve bu tani kriteleri arasindadir (111). Ph
negatif KML’den ayrim1 yapilmalidir (20).

Kortikosteroidlere sekonder olarak goriilen nétrofili; kendini sinirlamasi ve
kisa siireli olmasi ile KML den ayrilmaktadir (20).

Juvenil myelomonositik losemi (JMML) eski adi juvenil KML olan
hepatosplenomegali, lenfadenopati, solgunluk, ates ve deri dokiintiisii ile karakterize
infantil ve erken ¢ocukluk doneminin nadir fatal hastaligidir (112-114). Monosit
kokenli hiicrelerin GM-CSF’ye kars1 artmis duyarliligi sonucu myeloid hiicrelerin
klonal ¢ogalmasiyla organ infiltrasyonuyla seyreden bir hastaliktir (115, 116).
KML’nin aksine bazen monozomi 7 goriilse de siklikla karyotip normaldir ve akut
16semiye gidis nadirdir. JIMML’1i hastalarin ¢ogu PTPN11, NRAS, KRAS2, CBL ve
NF1 gibi genleri de igerebilen GM-CSF sinyal iletim yolunda bir mutasyona sahiptir
(117-120).
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KML’yi diger miyeloproliferatif ve miyelodisplastik sendromlardan ayirt
etmek daha zordur. Polisitemia verada hastalarin cogunda normal veya artmis LAP

skoru, <25.000/ul 16kosit sayis1 vardir ve Ph kromozumu saptanmaz (20).

2.3.10. Prognostik Faktorler

Imatinib mesilat tedavisinden 6nce hastalarin yaklasik %10’unda 2 yil
igerisinde Olim goriilmekteydi. Sonraki yillarda bu oran %20 olurken ortalama
yasam siiresi yaklasik 4 yildi1 (29). Imatinib KML tedavisinde bir devrim olmustur.
Yeni tan1 konan KML vakalarinda, imatinib tedavisi ile 7 yillik tahmini sagkalim
oran1 %86°dir. Takipteki hastalarin ilk 7 yil boyunca yillik mortalite orani1 yaklasik
%2 olmustur (20).

En yaygin kullanilan evreleme sistemleri prognostik faktorlerin analizlerinden
elde edilmistir (29). Evreleme sistemleri hasta bireylerde kronik fazin uzunlugunu
tahmin etmek amaciyla gelistirilmistir (19). Halen kullanilan {i¢ risk skorlama sistemi
[Sokal, Hasford (Euro) ve EUTOS (European Treatment and Outcome Study)]
kronik faz KML’de klinik uygulamaya konulmustur (121). Sokal, Hasford (Euro) ve
EUTOS risk hesaplamasi tan1 sirasinda, herhangi bir tedavi baglamadan yapilmalidir.
Risk skorlamalarinda dalak biiytlikliigli kaburga yayindaki en uzak noktadan cm
olarak alinur; blast, bazofil ve eozinofil oranlar ise periferik kandaki yilizdelerdir
(122-124).

En iyi bilinen ve en eski olan sistem Sokal ve arkadaslari tarafindan
gelistirilmistir (19). Sokal skorunda bulunan dolasimdaki blast yiizdesi, dalak
boyutu, trombosit sayis1 ve yas gibi prognostik faktorler Tablo 6’da gosterilmistir.

Bu sistem tek veya kombine kemoterapi alan hastalarda gelistirilmistir (122).
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Tablo 6. Sokal Skor Hesaplamasi

Sokal Skoru

0,0116 x (yas-43.4)

+

0,0345 x [dalak boyutu (cm) - 7.51]

+

0,188 x [ (trombosit saylsl/700)2 —-0,563]

+

0,0887 x (blast —2,1)

Risk Siniflandirmasi
Diisiik Risk < 0,80
Orta Risk > 0,80 ve < 1,20
Yiiksek Risk > 1,20

Hasford sitemi dolasimdaki blast orani, dalak biiytikliigii, trombosit sayisi,

yas, eozinofil ve bazofilerin orani gibi 6nemli prognostik faktdrler mevcuttur (Tablo

7). Bu sistem IFN tedavisi alan hastalarda gelistirilmistir (123). Bu sistem eozinofil,

bazofil oranlarinin bulunmasi ile Sokal indeksinden ayrilir. Yapilan g¢alismlarda

Sokal ve Hasford sistemlerinin her ikisinin de imatinib ile tedavi edilen hastalarda

uygulanabilir oldugu gosterilmistir (29).

Tablo 7. Hasford (Euro) Skor Hesaplamasi

Hasford (Euro) Skoru

0,6666 x yas (<50 yas ise 0; digerleri 1)

+

0,0420 x dalak boyutu (cm)

+

0,0584 x blast (%)

+

0,0413 x eozinofil (%)

+

0,2039 x bazofil (%) (<%3 ise 0; digerleri 1)

+

1,0956 x trombosit (<1500 x 10°/L ise 0; digerleri 1) x 1000

Risk Siniflandirmasi
Diisiik Risk < 780
Orta Risk > 780 ve < 1480
Yiiksek Risk > 1480
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EUTOS skor hesaplamasinda sadece dalak boyutu ve bazofil oran1 mevcuttur

(Tablo 8). Bu skorlama sistemi imatinib alan hastalarda gelistirilmistir (124).

Tablo 8. EUTOS Skor Hesaplamasi

EUTOS Skoru
= Risk Smiflandirmasi
7 x bazofil (%) Diisiik Risk < 87
+ Yiiksek Risk > 87
4 x dalak boyutu (cm)
2.3.11. Tedavi

KML’nin ilk tedavisi 19. ylizyilda arsenik igeren bilesiklerin kullanimi ile
gerceklesmistir (125). 20. yilizyilin baslarinda splenomegali derecesini azaltmak icin
kullanilan dalak 1sinlama tedavisi, busulfan verilen hastalarda yasam siiresinin
arttiginin - gosterilmesinin ardindan 1960’11 yillarda yerini alkilleyici ajanlara
birakmistir (126). Daha sonra busulfanin kan degerlerini her zaman
normallestiremedigi ve daha da Onemlisi mutajenik olabilecegi ve blastik krizi
indiikleyebilmesi nedenleriyle yerini riboniikleotit rediiktaz inhibitorii olan
hidroksiiire (hidroksikarbamid)’e birakmistir (127). Hidroksitlire busulfana gore daha
az toksiktir ve major yan etkisi reversibl kemik iligi supresyonudur. Hidroksitire
giintimiizde 16kosit sayisin1 hizli bir sekilde disiiriip 10kostaz komplikasyonlarini
onlemek amaciyla kullanilmaktadir (128, 129). Busulfan ve hidroksitire kan sayimini
diizeltmis ve semptomatik iyilesme saglamis olmalarina ragmen hastaligin
progresyonunu geciktiremediler (127). Ayrica sitogenetik ve molekiiler yanit da
olusturamadilar ve uzun siireli sagkalim iizerinde anlamli bir etkileri saptanmadi
(130).

1970'1 yillarda, tamamen farkli iki tedavi stratejisi olan, interferon-alfa (IFN-
a) ve allogeneik kok hiicre transplantasyonu sadece Ph negatifligi basarisi ile degil;
aym zamanda daha uzun yasam siiresi ile iliskidir (131). Imatinibden 6nceki
donemde allogeneik kok hiicre transplantasyonu miimkiin olmadigi zaman, IFN-a
tedavisi tercih edilen tedavi oldu (29). Ph pozitif KML tanis1 olan erken kronik
fazdaki IFN-a kullanan hastalarin %80’inde komplet hematolojik yanit ve %10-
38’inde de major sitogenetik yanit saptanmistir (132, 133). Daha sonra cesitli
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randomize klinik caligsmalar; busulfan, hidroksiiire ya da her ikisi ile IFN-a
karsilastirildiginda IFN-a’da 6-7 yil daha fazla ortalama yasam beklentisi oldugunu
gosterdi (134-136). IFN-a subkutandz olarak kullanilir ve yasam kalitesini etkileyen
yan etkiler eslik edebilecegi i¢in ¢ogu hastada uzun donem kullanimi miimkiin
olmamistir (127). IFN-a’ya subkutandz sitarabin eklenmesi hastalardaki sitogenetik
remisyon oranini arttirmistir ve bir ¢alismada sitarabin eklenmesinin yasam siiresini
artirdig1 fakat toksisiteyi de artirdigi gosterilmistir (137). IFN-a etki mekanizmasi
tam olarak anlagilamamistir ama bir miktar immiinmodiilator etkisi oldugu
distiniilmaktedir (127). KML hastalarinin modern tedavisinde IFN-o kullanimi
imatinib ve diger tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanimiyla degistirilmesi
tartisilmaktadir (19). 1845-2012 yillar1 arasindaki KML tedavisindeki gelismeler
Sekil 6°da gosterilmistir (138).
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Sekil 6. Kronik Fazdaki KML Hastalarinin Tedavisindeki Tarihsel (1845-
2012) Gelisim

2.3.11.1. Allogeneik Hematopoetik Kok Hiicre Nakli

Allogeneik Hematopoetik Kok Hiicre Naklinin (HKHN) KML’1i hastalar i¢in
kiiratif tedavi olma sans1 vardir ama tirozin kinaz inhibitdrleriyle alinan miikemmel
sonu¢ allogeneik HKHN’nin ilk basamak tedavideki yerini degistirmistir (139, 140).
KML’deki allogeneik HKHN ilk 6nce singeneik dondrlerde sonrasinda kardes ve



daha sonra da akraba olmayan goniillii dondrlerde yapilmistir (141-143). Total viicut
1sinlamasi veya busulfan gibi hazirlayict myeloablatif rejimleri takiben normal dondr
kok hiicre inflizyonu hastalarin ¢ogunda uzun Omiirlii sitogenetik remisyon saglar
(127). Allogeneik HKHN kronik faz KML hastalarinda gerceklestirilirse olas1 tedavi
ve daha uzun siireli sagkalim ile sonuglanir (140). Transplantasyonla iliskili mortalite
tam HLA uyumu olan geng hastalarda daha diigiiktiir. 1980'lerde, infiizyon 6ncesinde
nakli tiriinden donor T lenfositlerinin ¢ikarilmasi, alloimmun aracili greft versus host
hastalig1 insidansin1 ve siddetini azaltti (127). Kisa vadede son derece basarili
olmasina ragmen, bu yaklasimda relaps riski artmistir (144). Bunun iizerine donor
lenfositlerinin ufak pargalar halinde infiizyonu daha kalici remisyon saglamistir
(145). Fakat dondr lenfositlerinin parcalar halinde inflizyonu, greft versus host
reaksiyonunu riskini arttirdigi bildirilmistir (146, 147). Dondr lenfosit infiizyonuna
bagli nakil sonrasi erken relapsi anlamak icin; transplantasyon sonrasi sitogenetik ve
RT-PCR analizleri izlenmelidir (127).

Transplantasyon ile kiir saglanan hastalarin basarisindaki temel etken sadece
yiiksek doz kemoterapi kullanimina bagli degil ayn1 zamanda donér kaynakli immiin
sistem tarafindan rezidii kalan Iosemik hiicrelerin harabiyetine baghdir (127).
Yogunlugu azaltilmig tedavi rejimleri, ileri yas ve komorbiditesi olan allogeneik
HKHN yapilan hastalara toksisiteyi diisiirmek ve daha fazla yararli olmak agisindan
bir yelpaze sunar (148, 149). 1990’lara gelindiginde allogeneik HKHN, kronik faz ve
erken akselere fazdaki tim uygun hastalar icin ilk basamak tedavi olmustu.
Normalde akut 16semi tedavisinde kullanilan intravendz  kemoterapi
kombinasyonlari, blast krizindeki hastalar1 transplantasyon oncesi tekrar kronik faza
sokmak igin kullanilirdi (127). Avrupa Kan ve Kemik iligi Transplantasyonu Grubu
kapsamli kayitlarina gonderilen verilerle, Gratwohl ve arkadaslar1 Tablo 9'da
siralanan parametrelere dayali KML icin miyeloablatif transplantasyon sonucu i¢in
bir risk skoru gelistirdi (150). Diisiik Gratwohl puanlar1 (0-1) olan hastalarda 3 yillik
genel sagkalim oran1 %90’dan fazladir (151).
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Tablo 9. KML’de Transplantasyon Sonucunu Etkileyen Faktorler

Skor
Yas
<20 0
20-40 1
>40 2
Hastahigin Fazi
Kronik Faz 0
Akselere Faz 1
Blastik Faz 2
Kok Hiicre Kaynagi
HLA Uyumlu Kardesler 0
Akraba olmayan goniillii dondr/uyumsuz aile iiyesi 1
Donér-Alici Cinsiyetleri
Erkek - Erkek 0
Erkek - Kadin 0
Kadin - Kadin 0
Kadin - Erkek 1
Tanmidan Transplantasyona kadar gecen zaman
<12 Ay 0
> 12 Ay 1

Tirozin kinaz inhibitér (TKi)lerinin tedavide kullanilmaya baslamasiyla,
KML i¢in yapilan kemik iligi nakli sayis1 biiyiikk Olclide azalmistir. Erken
transplantasyon i¢in baslica engellerden birisi nakil ile iligkili mortalite korkusudur
ve oral ilag¢ tedavileri, nakillere gore daha tercih edilebilir goriinmektedir. Cogu hasta
igin TKI’lerine duyulan giiven hakhidir ve allogeneik HKHN multipl TKI’lerinin
basarisiz oldugu veya hastalik progresyonunun arttigi simurli hastalarda ikinci
basamak hatta tigiincii veya dordiincii basamak tedavi haline gelmistir. Son veriler
diizenli molekiiler takiple TKI’lerinin basarisiz oldugu hastalarin, erken dénemde
fark edilebildigini gdstermektedir ve bu bilgiyle hastaligin seyri allogenik HKHN’a
donebilir (127).
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2.3.11.2. Otolog Hematopoetik Kok Hiicre Nakli

Otolog HKHN, hiicreler molekiiler remisyondayken toplanirsa eger KML
tedavisinde etkin olabilir. Ancak tedavi cevabi1 bu derece basarili hastalarda niiks

goriilmedigi icin cogu gruplar tarafindan terkedilmistir (29).

2.3.11.3. Tirozin Kinaz inhibitorleri

Imatinib mesilat BCR-ABL’in kinaz aktivitesini bloke eden bir tirozin kinaz
inhibitoriidiir ve bdylece Ph+ hiicrelerin proliferasyonunu da inhibe eder (152, 153).
Imatinib mesilat inaktif konformasyonda Abl kinazin ATP baglanma bélgesine
kompetetif inhibisyon gosterir ve boylece BCR-ABL sinyal yolagindaki proteinlerin
tirozin fosforilasyonunun inhibe ederek iglev goriir (29). Fosforilasyonu inhibe eden
imatinib KML’ye neden olan 16semik transformasyon siireglerini indiikleyen sinyal
yollariin aktivasyonu engellemektedir (20).

1996 yilinda, Druker ve arkadaslar1 KML hiicreleri iizerinde daha sonra
sinyal transdiiksiyon inhibitorii 571 (STI571) olarak da bilinen son derece selektif 2-
fenilaminopirimidinin in vitro etkisinin verilerini ilk defa rapor etmislerdir (153).
Simdi imatinib olarak bilinen STI571’in caligmalarinda hastalarin 6nemli bir
boliimiinde kronik fazin diizelmesi ve kan sayiminin kontroliiniin yaninda sitogenetik
cevabin da alindig1 gosterilmistir (154). Yapilan ¢aligmalarda daha 6nce IFN-o’nin
basarisiz oldugu kronik faz KML hastalarinda yiiksek oranda tam sitogenetik
remisyon gosterildi (155).

Imatinibe verilen yanitlar kronik fazdaki hastalarda daha énemli ve uzun
Omiirli ragmen KML nin tiim agamalarina kars1 kullanilmaktadir (154-159).

Imatinib genellikle iyi tolere edilir. Sik bildirilen hematolojik toksisiteler
nétropeni ve trombositopeniyi igerir (160). En sik bildirilen non-hematolojik yan
etkiler ise gastrointestinal rahatsizliklar, ©6dem, kasinti, kas-iskelet sistemi
sikayetleridir ancak bunlarin hicbiri tedavinin kesilmesine neden olmaz (161).
Imatinib kullanan KML hastalarinda yasam kalitesini etkileyen major faktor
cogunlukla kas-iskelet agris1 ve kas kramplari ile iligkili kronik yorgunluktur (162).

Hastalarin bazilarinda hipofosfatemi ve kemik mineral dansisitesinde azalma
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goriildiigii icin imatinib alan hastalar bu yonden gozetim altinda tutulmalidir (163,
164). Calismalarda uzun donem imatinib tedavisinin konjestif kalp yetmezligi ve
kardiyotoksisiteye ile iligkilisi bulunmustur (165). Ancak bunun ¢ok nadir goriildiigii
ortaya konmustur (166).

TKi'leri giinliik oral olarak kullanilir ve kademeli olarak maksimum etkiyi
olustururlar. Tiimér yiikii zamanla azalir ve diizenli olarak izlenmelidir. imatinibi;
dasatinib, nilotinib, bosutinib gibi ikinci jenerasyon ve son zamanlarda ponatinib gibi
ticiincii jenerasyon TK1’leri hizlica takip etmistir (127).

Dasatinib oral yoldan kullanilabilen SRC kinaz ailesinin ve ABL1’in giiclii
inhibitoérii olan bir molekiildiir. Dasatinibin 6nemli bir avantaji;, ABL1 kinaz
domainine hem aktif hem de inaktifken baglanabilmesidir (160). Bunun bir sonucu
olarak dasatinib, T3151 haric neredeyse biitiin imatinibe rezistan BCR-ABLI1
mutasyonlarina karsi etkilidir (167). Kronik evredeki KML hastalarinda dasatinib ile
yapilan bir ¢alismada imatinibe direcli hastalarda 6. aydaki tam sitogenetik yanit
%?22, imatinibi tolere edemeyenlerde ise %56 olarak bulunmustur (168). 2010 yil1
Ekim ayinda, DASISION calisma sonuglarina gdére, FDA yeni teshis Ph-pozitif
kronik fazdaki eriskin KML hastalarinin ilk basamak tedavisi i¢in dasatinibi (100 mg
giinde bir kez) onayladi (169). CA180-034 calismasinin sonucuna dayanarak FDA
tarafindan, imatinibe direnci veya intoleransi olan kronik fazdaki KML hastalarinda
Onerilen baslangi¢ dozu, giinde 1 kere 100 mg olarak onaylandi (170).

Nilotinib, imatinibe gore daha giiclii olan ¢ok selektif BCR-ABLI tirozin
kinaz inhibitoriidiir. Nilotinib imatinib rezistan hiicrelerde 20-50 kat, imatinib sensitif
hiicrelerde ise 3-7 kat daha kuvvetlidir (160). Kronik evredeki nilotinib verilen KML
olgularinda ile 6. ayda tam sitogenetik yanit orani imatinibe diregli olgularda %30
bulunurken, imatinibi tolere edemeyen olgularda da %35 bulunmustur (171). 2010
haziran ayinda sonuc¢lanan ¢ok merkezli ENESTnd calismasi sonuglarina gére FDA
yeni tani konulan Ph-pozitif kronik evre KML eriskin hastalarinin ilk basamak
tedavisi i¢in Nilotinib (300 mg giinde iki kez) kullanimin1 onaylad1 (172). Ayrica
imatinibe rezistansi veya intoleransi olan kronik ve akselere faz KML hastalarinin
tedavisi (400 mg giinde iki kez) i¢in de FDA tarafindan onay almistir (160).

Bosutinib SRC ailesi ve ABL1 kinazlarinin ve minimal olarak da KIT ve

PDGEFR (platelet derived growth factor receptor) inhibitoriidiir ve imatinib, dasatinib,
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nilotinibe rezistan T3151 hari¢ birgok BCR-ABLI kinaz domain mutasyonlarina
kars1 etkilidir (173, 174). Bosutinib yeni tan1 konmus kronik faz KML hastalarinda
ilk basamak tedavi segenegi olarak heniiz tavsiye edilmemektedir (160). Bosutinible
ilgili Gambacorti-Passerini ve arkadaslarinin 2015°te yayinladigi ¢aligmanin sonucu
olarak FDA onceki tirozin kinaz inhibitorlerine intoleransi veya rezistansi olan ii¢
fazin tamamindaki KML hastalarinin tedavisi i¢in bosutinibi (500 mg giinde bir kez)
onayladi (175).

Ponatinib, T3151 da dahil olmak {izere, BCR-ABLI1 kinaz mutasyonlarinin
coguna kars1 giiglii etkili, oral yoldan alinabilen, ¢ok hedefli kinaz inhibitoriidiir
(176). PACE c¢alisma sonuglarina gére FDA 0Onceki tirozin kinaz inhibitorlerine
intolerans1 veya rezistansi olan ii¢ fazin tamamindaki KML hastalarinda tedavi i¢in

ponatinibi onaylad1 (177).

2.3.11.4. Yeni Ajanlar

Mevcut tiim TKI’lerinin basarisiz oldugu ve T3151 mutasyonu olan KML’li
hastalar i¢in gelistirilen bir¢ok yeni ajan Tablo 10’da gosterilmistir (29).

Tablo 10. Mevcut TKi’lerinin Basarisiz Oldugu T3151 Mutasyonu Olanlarda Yeni

Gelistirilen Ajanlar
Ajanlar Etki Mekanizmasi
Omacetaxine Protein translasyon inhibitorii
(homoharringtonine)
X1.228 T3151 mutasyonu karsi potansiyel etkisi ile Src/Abl1 inhibit6rii

FTY720 (fingolimod) | ABL1 aracili Ickomogenez i¢in gerekli olan protein fosfataz 2A aktivasyonu

AP24534 T315I dahil BCR-ABL1 inhibitorii

DCC-2036 ATP dis1 kompetetif ABL1 inhibitorii

PH-739358 T3151 mutasyonunu karsi da etkili Aurora kinaz inhibitdrii

Sorafenib Birgok tirozin kinaz proteinlerinin (EGFR ve PDGFR) ve Raf kinazlarin

inhibitoriidiir
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2.3.11.5. Tedavisine Cevabin Takibi

KML tedavisinde TKI’lerinin yanitini izleme énemli ydnetim stratejilerinden
biridir (178-180). TKI tedavisine yamit hematolojik, sitogenetik ve molekiiler
yanitlarin Sl¢iimii ile belirlenir. TKI tedavisinin amaci; tedavinin baslangicindan
itibaren 12 ay icinde tam sitogenetik yanit (TSY)’a ulasmak ve hastaligin akselere
veya blastik faza ilerlemesini engellemektir (160).

Tam hematolojik yanit (THY) i¢in kriteler Tablo 11°de verilmistir (178, 179).

Tablo 11. Tam Hematolojik Yanit Kriterleri

Tam Hematolojik Yamt

Trombosit sayis1 < 450 x 10°/L
Lokosit sayis1 < 10 x 10°/L

Periferik kanda graniilosit goriilmemesi
Bazofiller < %5

Palpabl olmayan dalak

Kromozom bantlama analizi ile kemik iligi hiicrelerinden elde edilen en az 20
metafaz alan1 ile sitogenetik yanit (cytogenetic response-CyR) derecesinin
degerlendirilebilecegi kabul edilmistir (178, 179).

e TSY i¢in Ph + metafazin olmamasi gereklidir.

e Kismi (parsiyel) sitogenetik yanit (KSY) i¢in de Ph + metafaz oram % 1-

35 arasinda olmalidir.

Molekiiler cevap ise BCR-ABLI1 transkriptinin ABL1 transkriptine ya da
uluslararast kabul goriis diger transkriptlere oranina bakilarak; en 1iy1 sekilde
Uluslararas1 Olgege (International Scale-1S) gére degerlendirilir. BCR-ABL1/ABLI1
oraninin < % 0,1 olmasi major molekiiler yanit (MMY)’a karsilik gelir. Derin
molekiiler yanit (MR) tanimlari i¢in kriterler agagidadir.

MY*" asagidakilerden biridir;

e Tespit edilebilen hastalik, BCR-ABL1" degeri < %0.01 veya

e Tespit edilemeyen hastalik, ABL1 transkript cDNA > 10.000 kopyadir.
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MY*’ da asagidakilerden biridir;

e Tespit edilebilen hastalik, BCR-ABL1" degeri < %0.0032 veya

e Tespit edilemeyen hastalik, cDNA >32.000 ABL1 kopyadir.

KML nin her ii¢ fazindaki 1. basamakta kullanilan TKI’lerin ve intolerans
sebebiyle 2. basamak TKI’lerini kullanan hastalarda tedaviye verilen yanitlar ve bu

yanitlarin ne anlama geldigi asagidaki tablolarda verilmistir (178).

Tablo 12. KML’nin Her Ug¢ Fazindaki Hastalarda 1. Basamak TKi ve intolerans
Nedeniyle 2. Basamak TKIi’lerine Yanit Tanimlari

Optimal Uyan Yanitsiz
Yiiksek risk
Baslangi¢ x
KKA/Ph+
BCR-ABL" < %10 BCR-ABL™ > %10 THY yok
3 Ay ve/veya ve/veya ve/veya
Ph+ < %35 (KSY) Ph+ %36-95 Ph+ > %95
BCR-ABL" < %1 BCR-ABL"® %1-10 BCR-ABL" > %10
6 Ay ve/veya ve/veya ve/veya
Ph+ %0 (TSY) Ph+ %1-35 Ph+ > %35
" BCR-ABL" > %1
BCR-ABL”™ < %0,1 Is
12 Ay BCR-ABL"™ %0,1-1 ve/veya
(MMR)
Ph+ > %0
- THY kaybi
Daha sonra o KKA/Ph- - TSY kaybi B
herhangi bir | MMR veya daha iyisi 7 74 - Onaylanmis MMR kaybi
-/ V€ya - seoksk
Zaman vard - Mutasyonlar
- KKA/Ph+
“: KKA/Ph+: Ph+ olan hiicrelerde yeni ortaya ¢ikan klonal kromozomal anomali. Trizomi 8, ikinci
Ph+’ligi [+der (22)t (9;22) (q34;q11)], izokromozom 17 [i (17) (q10)], trizomi 19 ve ider (22)
(q10)t (9;22) (q34;q11) gibi yeni olusan anomaliler.
. Ardisik iki testten birinde BCR-ABL' > %1.
" BCR-ABL kinaz domaindeki nokta mutasyonlari.

Tablo 13. Tedaviye Alinan Cevaplarin Tanimlar1

Tedaviye cevabin tamimlari

Optimal En iyi uzun vadeli sonug
Tedaviyi degistirmek i¢in endikasyon yoktur.
Uyan Hastalar, 6liim ve progresyon riskinin sinirlandirmak i¢in farkli tedavi almalidir.
Yanitsiz Hastalik ve tedaviye cevabin 0Ozelligi; tedavi basarisizligi durumunda tedavinin
degismesine olanak vermeyi ve daha siki monitdrize etmeyi gerektirir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali tarafindan gergeklestirilmistir. Calismanin protokolii KTU Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Karar No: 2015/72). Calismaya
alinan biitiin hasta ve saglikli goniillii bireyler arastirma oncesinde ayrintili olarak

bilgilendirilip, yazil1 olarak onamlar1 alindu.
3.1. Gereg

3.1.1. Hasta Grubu

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari
Anabilim Dali’na bagli Hematoloji Poliklinigi veya Servisine gelen KML tanisiyla
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na Major
BCR-ABL" caligilmast i¢in gonderilip sonucu pozitif gelen ve takip donemlerinde
de MMY alinan hastalarin her iki zamanda gelen 33 adet riboniikleik asit (RNA)

ornekleri alinarak yapilmistir.
3.1.2. Kontrol Grubu

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi poliklinik biinyesinde yapilan
muayene ve tetkikler sonucu hematolojik olarak saglikli oldugu tespit edilen, yaslar

arasinda degisen 34 goniillii birey kontrol grubu olarak ¢alismaya katilmistir.
3.1.3. Orneklerin Toplanmasi

KML tanisiyla rutin tetkik islemleri sirasinda Major BCR-ABL" calisilmast
icin Tibbi Genetik Anabilim Dali’na gonderilen hasta materyallerinden Qiagen
RNeasy Mini Kit ile RNA izolasyonu yapildi. Yapilan izolasyon sonucu 50
mikrolitre (pul) RNA elde edildi. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlar

spektrofotometre Ol¢iiliip, yogunluklarina gore sulandirilarak konsantrasyonlar
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esitlenmeye calisildi. Daha sonra Ipsogen RT Kit 33,V1 ile en fazla 10 ul RNA
koydugumuz her hastadan 25 pl komplementer DNA (cDNA) elde edildi. cDNA
asamasindan sonra Ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR 24,V 1 kiti ile Qiagen Rotor-
Gene Q’da her hastadan duplike olarak calisildi. Calisma sonucunda elimizde kalan
RNA 6rnekleri -80 °C” lik derin dondurucuda saklandi.

Kontrol hastalarindan EDTA’]1 tiiplere 3 ml kan 6rnekleri alindi. Ayni giin

icinde RNA izolasyonu yapildi.

3.1.4. Kullanilan Aletler

e LightCycler® 480 II Real time PCR

e Spektrofotometre (NanoDrop 2000 UV-Vis Thermo Scientific)
e PZR Cihazi (Applied Biosystems Veriti)

e 4 °C’lik buzdolab1 (Vestel)

e -20 °C’lik derin dondurucu (Vestel)

e -80°C’lik derin dondurucu (Thermo Scientific)

e Sogutmali santrifiij (Beckman Coulter Allegra® X-15R)
e Mikrosantrifiij (Hettich Mikro 200)

e Flash spindown (My Fuge by Benchmark)

e Vorteks (Boeco)

e I[sitict Blok (Benchmark)

e Ayarlanabilir otomatik pipetler (Eppendorf)

3.1.5. Kimyasal Malzemeler

e RNA izolasyon kiti (Qiagen RNeasy Mini Kit)

e cDNA sentez kiti (Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche)
e Real time PCR miks kiti (LightCycler® 480 Probes Master)

e JL-3 Primer (RealTime ready Roche)

e ]L-6 Primer (RealTime ready Roche)

e JL-11 Primer (RealTime ready Roche)
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¢ GAPDH Primer (RealTime ready Roche)
e Etanol (J. T. Baker)

e 2-Mercaptaethanol (for synthesis Merck)

3.2. Yontem

3.2.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Kontrol hastalarindan EDTA’l1 tiiplere 2-3 ml periferik kan 6rnekleri alindi.
Hastalarin hemogram sonuglarindaki 16kosit sayilari dikkate alinarak her hastadan
10/16kosit sayis1 boliinerek RNA izolasyonu i¢in ne kadar kan kullanacagimiz
hesaplandi. Kan geldigi giin RNA izolasyonunun ilk asamasi1 yapilip -20°C’lik derin
dondurucuya kaldirildi. Daha sonra toplanan grupla beraber ikinci asama yapildi ve
elde dilen RNA’lar hasta RNA’larinin da bulundugu -80°C’lik derin dondurucuya
kaldirildu.

3.2.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Qiagen RNeasy Mini Kit kullanildi. Baglamadan 6nce;

e Konsantre halde bulunan Buffer RPE, ilk kullanimdan 6nce iizerine 4 kat1
hacimde %100’liik etanol eklenir ve karistirilir.

e Kullanimdan o6nce Buffer RLT igerisinde presipitatlar olusmamasi igin
37°C ’ye 1sitilarak ¢oziilmelidir.

e 2-merkaptoetanol (2-ME) kullanimdan hemen 6nce Buffer RLT igerisine
eklenmelidir. Ornek bagma 1 mililitre (ml) (1000ul) RLT igerisine 10 ul
2-ME eklenir. Bu solusyon oda sicakliginda 1 aya kadar saklanabilir.

Periferik kan ilk geldigi giin yaptigimiz ilk agama;

e 50 ml’lik etekli falcon tiip icine periferik kan konuldu ve {izerine 5 kat1
kadar Buffer EL eklenir.

e 4°C’lik buzdolabina kalidirilir ve burada 10-15 dk kadar bekletilir, arada 2
kez hafifce altiist edilerek karistirilir.
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400 g kuvveti (g)’de 10 dakika (dk) siireyle, 4°C’de santrifiij edildi,
stipernatan kisim tamamen alinir.

Kan miktarinin 2 kat1 kadar Buffer EL eklenip, hiicrelerin iyice ¢oziilmesi
saglanir.

400 g’de 10 dk siireyle, 4°C’de santriflij edildi ve siipernatan kisim
tamamen atilir.

Kullandigimiz kan miktar1 < 0,5 ise 350 ul, > 0,5 ise 600 ul 2-ME ile
hazirlanmis Buffer RLT eklenir.

Lizat tamamen homojen olmalidir, beyaz kiireler parcalanip lizat
stvilagincaya kadar pipetle karistirilir.

-20°C’de saklanmak istenen lizat bu asamada saklanabilir.

-20°C’lik derin dondurucuda ilk asamasi yapilip bekleyen materyaller bir
grup (6-10) olduktan sonra ikinci agamaya gegcilir.

Son basamakta eklenen 2-ME eklenmis Buffer RLT miktar1 kadar
%70’lik etanol eklenir ve pipetaj yapilir.

Pipetaj sonrasi lizat, QIAamp Spin kolona yiiklenir. Kolonun maksimum
kapasitesi 700 pl’dir. Gerekirse iki seferde lizat yiiklenebilir.

1 dk siireyle mikrosantrifiijde 13.000 dakikadaki devir sayis1 (rpm)’nda
santriflj edilir.

QIAamp spin kolon temiz bir tiipe aktarilir. 700 pl Buffer RW1 eklenir.

15 saniye (sn) boyunca mikrosantrifiijde 11.000 rpm’de santrifiij edilir.
QIAamp spin kolon temiz bir tiipe aktarilir. Uzerine 500ul Buffer RPE
eklenir.

15 sn boyunca mikrosantrifiijde 11.000 rpm’de santrifiij edilir.

QIAamp spin kolon temiz bir tiipe aktarilir ve 500ul Buffer RPE eklenir.

3 dk stiresince mikrosantrifiijde 11.000 rpm’de santrifiij edilir.

QIAamp spin kolon temiz bir tiipe aktarilir. Maksimum hizda 1 dk bos
olarak gevrilir.

QIAamp spin kolon 1.5 ml’lik eppendorf tiipe aktarilir. 50 pul Rnase free

water eklenir.
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1 dk boyunca mikrosantrifiijde 11.000 rpm’de santrifiij edilir. Santrifiij

sonrasi elde ettigimiz iirtin RNA’dur.

3.2.3. cDNA Sentezi

Elde ettigimiz RNA’dan cDNA elde etmek i¢cin Roche Transcriptor First

Strand

cDNA  Synthesis Kit kullanildi. Kit igerisindeki malzemeler

numaralandirilmig olup igerikler metinde belirtilmistir.

Ilk asamada 10 pl RNA, 2 pl Random Hexamer Primer (6) ve 1 ul
Anchored oligo (dT);s Primer (5)’den toplam 13 pl per tiiplerine konur.
RNA konsantrasyonuna gore RNA miktar1 azaltilip yerine su konabilir.
Hazirlanan per tiipleri 65°C’de 10 dk per programina koyulur.

PCR devam ederken her hasta icin 4 pl Transcriptor Reverse
Transcriptase Reaction Buffer (2), 2 pl Deoxynucleotide Mix (4), 0.5 pl
Protector RNase Inhibitor (3) ve 0.5 pl Transcriptor Reverse
Transcriptase (1)’dan olusan miks hazirlanir.

10 dk sonra icinde 13 pl olan pcr tiipline, hazirlanan miksden 7 pl
konulur.

Hazirlanan per tiipleri agagidaki per programina koyulur.

25°C’de 10 dk 1 dongii

50°C’de 60 dk 1 dongii

85°C’de 5 dk 1 dongii

PCR program bittiginde elimizde 20 pul cDNA olur ve -20°C’de dolaba
kaldirilir.

3.2.4. Ekspresyon Analizi

IL-3, IL-6, IL-11 ve houskeeping gen olarak sectigimiz GAPDH

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) genleri ilgili primerler kullanilarak
cDNA’dan cogaltildi. Kantitatif Real time PZR (LightCycler® 480 II Real time

PCR) ile gen ekspresyonu tayinleri yapildi. IL-3, IL-6, IL-11 ve G6PDH primerleri

icin RealTime ready, real time PZR master miksi i¢in LightCycler® 480 Probes

37



Master kullanildi. Kit igerisindeki malzemeler numaralandirilmis olup igerikler
metinde belirtilmistir.
e LightCycler® 480 Probes Master icindeki; LightCycler® 480 Probes
Master’dan 10 pl ve sudan 3 pl konularak 6rnek+No Template Control
(NTC) sayis1 kadar miks hazirlanir.
e RealTime ready kitindeki ¢aligmamiza ait primerden de her 6rnek basina 2
ul konulur.
e Hazirlanan miks 96’lik plate iizerinde ¢alistigimiz say1 kadar kuyucuklara
dagitilir.
e Dagitilan kuyucuklarin iizerine 6nceki asamada elde ettigimiz cDNA’dan
5 wul konulur.
e Plate’in lizeri kapatilarak asagidaki pcr programi hazirlanip LightCycler®
480 II Real time PZR’a koyulur.

95°C’de 10 dk 1 dongi
95°C’de 10 sn

60°C’de 30 sn 45 dongii
72°C’de 1 sn

40°C*de 10 sn + 1 dongii

3.3. istatistiksel Analiz

Hasta ve kontrol grubundan elde edilen veriler SPSS 20.0 (USA) programi
kullanilarak istatistiksel —analiz yapildi. Gruplar arasindaki dagilimlarinin
karsilastirilmas1 ki-kare (X?) testi ile yapildi. Gruplar arasinda yas ve cinsiyet
acisindan degerlendirme sonrasi sonuglar 6nemli olarak kabul edildi (p<0.05). Ayrica
gruplar arasinda IL-3, IL-6 ve IL-11 gen ekspresyon diizeylerinin kantitatif olarak
belirlenmesi amaciyla nisbi kantitasyon metodu kullanilarak kantitatif real time PZR
analizi yapildi. Sonuglarin anlamlilhk derecesi 27" Livak metodu kullanilarak

gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

KML hastalarinda IL-3, IL-6 ve IL-11 gen ekspresyonlarinin c¢alisilmasi i¢in
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 15/07/2015 tarih ve
2015/72 no’lu etik kurul onay1 alindiktan sonra Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Hematoloji Bilim Dalinda KML tanis1 konulup, rutin
tetkikleri ¢alisilmasi i¢in periferik kan veya kemik iligi 6rnekleri Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina génderilen yaslar1 26 ile
82 arasinda degisen, yas ortalamasi 57,21 (+17,53) olan 15 erkek ve 18 kadin
toplamda 33 hasta ve Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Polikliniklerinde
yapilan muayene ve tetkikler sonucu hematolojik acidan saglikli olduklar1 anlasilan
yaslar1 29 ile 81 arasinda degisen, yas ortalamasi 54,85 (+13,68) olan 17 erkek ve 17
kadin toplamda 34 saglikli kontrol grubu olarak ¢aligmaya dahil edildi.

Elimizde bulunan 3 gruptan saglikli olanlarina S grubu, ilk tani1 aninda major
BCR-ABL’1 yiiksek olanlar H grubu ve ayn1 hastalarin MMY ’a ulasan 6rneklerinin
oldugu grup ise D grubu olarak adlandirildi.

S Grubu: Saglikli goniilliiler, Kontrol Grubu

H Grubu: Ilk tan1 anindaki major BCR-ABL’i yiiksek olan hastalar

D Grubu: H grubundaki hastalarin MMY ’a ulasan 6rnekleri

Tablo 14. Gruplardaki Cinsiyet, Yas ve Lokosit Sayis1 Dagilimi

Cinsiyet
Kadin (n) Erkek (n) Yas (=SD) Lokosit sayis1 (£SD) (/nl)
S Grubu 17 17 54,85 (+13,68) 7859 (£1918,45)
H Grubu 18 15 57,21 (£17,53) 25576 (£26445,84)
D Grubu 18 15 57,21 (£17,53) 7168 (£2407,78)
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Houskeeping gen olarak segtigimiz GAPDH i¢in LightCycler® 480 II Real
time PZR sonucunda elde ettigimiz amplifikasyon egrileri Sekil 7 ve 8’de

gosterilmistir.

Amplification Curves

113.664
103664

Fluorescence (465-510)
z2 88588388
o

§

Sekil 7. S Grubu icin GAPDH Amplifikasyon Egrileri

Amplification Curves

114,543
104,545
94.543
84,543
74.543]
64.543
54,543

445431

Fluorescence (465-510)

345431
245431
14.543]

45431

Cycles

Sekil 8. H ve D Grubu i¢in GAPDH Amplifikasyon Egrileri
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Calisma sonucunda houskeeping genimiz olan GAPDH i¢in amplifikasyon
egrilerinin yaninda elde ettigimiz cycle treshold (CT) degerlerini aldik. GAPDH igin
elde ettigimiz CT degerleri Tablo 15°de verilmistir.

Tablo 15. S, H ve D Grubu GAPDH CT Degerleri

GAPDH GAPDH GAPDH
S1 18,9 H1 14,36 D1 21,8
S2 27,98 H2 19,63 D2 18,16
S3 18,99 H3 14,53 D3 18,07
S4 20,92 H4 13,92 D4 19,01
Ss 19,67 H5 15 D5 20,03
S6 18,08 He 14,76 D6 23,92
S7 28,19 H7 20,79 D7 17,9
S8 18,88 HS8 19,29 D8 20,04
S9 19,57 H9 16,31 D9 18,27

S10 25,13 H10 17,19 D10 20,65
S11 21,23 H11 17,91 D11 18,03
S12 22,88 H12 17,7 D12 26,09
S13 25,63 H13 15,88 D13 26,92
S14 28,26 H14 21,97 D14 19,89
S15 19,62 H15 16,38 D15 17,57
S16 19,34 H16 15,8 D16 16,19
S17 19,03 H17 15,28 D17 16,36
S18 17,15 H18 14,45 D18 19,74
S19 18,49 H19 16,37 D19 17,16
S20 18,67 H20 13,34 D20 18,21
S21 19,65 H21 13,89 D21 18,87
S22 20,22 H22 15,12 D22 18,65
S23 24,31 H23 17,42 D23 17,68
S24 21,3 H24 18,83 D24 17,78
S25 23,16 H25 17,9 D25 19,9
S26 19,31 H26 14,42 D26 18,64
S27 22,7 H27 18,68 D27 21,94
S28 22,85 H28 19,08 D28 21,18
S29 22,93 H29 15,64 D29 21,46
S30 24,8 H30 18,83 D30 18,76
S31 23,44 H31 17,35 D31 21,4
S32 23,55 H32 19,67 D32 19,21
S33 23,88 H33 18,68 D33 22,72
S34 23,81 ORT. 16,86 | ORT. 19,76
ORT. | 21,84
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IL-3 i¢cin LightCycler® 480 II Real time PZR sonucunda elde ettigimiz
amplifikasyon egrileri Sekil 9 ve 10°da verilmistir.

Amplification Curves

119.451
109,451
99.451
89,451
79.451
69,451
59,451
49,451

Fluorescence (465-510)

39.451
29,451
19.451

9.451

-0.545

5 10 15 20 % 30 35 40 45
Cycles

Sekil 9. S ve H Grubu i¢in IL-3 Amplifikasyon Egrileri

Amplification Curves

118,443
108.445|
98,449
88,449
78,449
68,449
58.4491
48,4491

Fluorescence (465-510)

38,449
28,449
18.443

8,445

-1.551

[3 10 15 20 % 30 35 40 45
Cycles

Sekil 10. D Grubu i¢in IL-3 Amplifikasyon Egrileri
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Calisma sonucunda IL-3 i¢in amplifikasyon egrilerinin yaninda elde ettigimiz

CT degerleri Tablo 16’daki gibidir.

Tablo 16. S, H ve D Grubu IL-3 CT Degerleri

IL-3 IL-3 IL-3
S1 34,09 H1 34,16 D1 26,34
S2 26,43 H2 27,95 D2 28,31
S3 32,85 H3 28,17 D3 29,3
S4 31,36 H4 32,72 D4 27,86
S5 32,91 H5 36,46 D5 28,05
Sé 31,98 He 33,51 D6 27,36
S7 28,18 H7 30,25 D7 34,05
S8 28,7 H8 35,57 D8 28,39
S9 28,88 H9 35,49 D9 35,74
S10 26,83 H10 35,66 D10 30,13
S11 29,86 H11 23,26 D11 34,54
S12 32,93 H12 36,26 D12 26,73
S13 28,02 H13 34,75 D13 27,4
S14 29,71 H14 27,94 D14 35,85
S15 28,48 H15 34,11 D15 30,92
S16 27,7 H16 35,84 D16 35,66
S17 28,61 H17 35,22 D17 35,63
S18 31,38 H18 35,71 D18 40

S19 31,2 H19 36 D19 28,15
S20 29,85 H20 33,57 D20 27,96
S21 32,59 H21 34,26 D21 28,68
S22 31,37 H22 35,14 D22 28,64
S23 27,99 H23 28,2 D23 36,17
S24 32,06 H24 35,76 D24 36,57
S25 27,79 H25 38 D25 27,95
S26 29,62 H26 32,43 D26 36,14
S27 31,03 H27 35,96 D27 27,55
S28 27,22 H28 36,27 D28 27,32
S29 30,74 H29 35,65 D29 28,53
S30 28,62 H30 36,49 D30 34,34
S31 30,12 H31 34,42 D31 27,55
S32 26,87 H32 35,55 D32 33,39

S33 33 H33 37,62 D33 27,76
S34 28,98 | ORT. | 33,89 | ORT. | 30,88
ORT. | 29,94
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IL-6 icin LightCycler® 480 II Real time PZR sonucunda elde ettigimiz
amplifikasyon egrileri Sekil 11 ve 12°de gosterilmistir.

Amplification Curves
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5.776|

-2.224 |

5 10 15 20 75 30 £ 40 45
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Sekil 11. S Grubu i¢in IL-6 Amplifikasyon Egrileri

Amplification Curves
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; 48.047

=
=]
=1
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32.047

Fluorescence (465.
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8.047
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Sekil 12. H ve D grubu i¢in IL-6 amplifikasyon egrileri
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Calisma sonucunda IL-6 i¢in amplifikasyon egrilerinin yaninda elde ettigimiz

CT degerleri Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17. S, H ve D Grubu IL-6 CT Degerleri

IL-6 IL-6 IL-6
S1 30,3 H1 28,58 D1 27,59
S2 26,01 H2 29,91 D2 27,8
S3 30,67 H3 28,53 D3 27,36
S4 27,65 H4 28,92 D4 27,67
Ss 28,68 H5 28,57 D5 27,23
Seé 28,73 He 28,56 D6 28,33
S7 28 H7 33,02 D7 27,98
S8 28,88 H8 30,67 D8 29,56
S9 29,83 H9 27,52 D9 28,91
S10 27,86 | H10 | 2943 D10 31,39
S11 30,87 | HI11 | 29,92 | D11 29,6
S12 3295 | H12 | 2895 D12 | 29,87
S13 28,42 | H13 | 31,43 D13 | 28,31
S14 30,76 | H14 28,7 D14 | 29,27
S15 26,83 | H15 | 33,12 | D15 30,31
S16 26,74 | H16 | 2741 D16 | 26,37
S17 28,33 | H17 | 26,38 | D17 | 27,14
S18 28,53 | H18 | 28,54 | D18 31,73
S19 28,87 | HI19 28 D19 | 27,54
S20 27,24 | H20 | 29,16 | D20 | 28,02
S21 28,03 | H21 | 29,14 | D21 27,98
S22 31,54 | H22 27,1 D22 | 28,07
S23 28,2 H23 | 27,73 D23 | 27,75
S24 31,67 | H24 | 28,54 | D24 | 27,59
S25 28,89 | H25 | 28,58 | D25 | 28,11
S26 28,68 | H26 | 29,71 D26 | 28,67
S27 31,06 | H27 | 29,81 D27 | 29,23
S28 27,69 | H28 | 31,63 D28 | 28,69
S29 32,65 | H29 | 29,29 | D29 | 29,82
S30 30,99 | H30 | 29,37 | D30 | 28,67
S31 31,11 H31 | 29,12 | D31 28,93
S32 28,13 | H32 | 2994 | D32 | 29,44
S33 3422 | H33 | 29,53 D33 | 29,96
S34 29,85 | ORT. | 29,24 | ORT. | 28,63
ORT. | 29,38

45



IL-11 i¢in LightCycler® 480 II Real time PZR sonucunda elde ettigimiz
amplifikasyon egrileri Sekil 13 ve 14°te verilmistir.

Amplification Curves
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2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 25 28 30 32 34 3/ 38 40 42 44
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Sekil 13. S ve H Grubu icin IL-11 Amplifikasyon Egrileri

Amplification Curves
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Sekil 14. D Grubu i¢in IL-11 Amplifikasyon Egrileri
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Calisma sonucunda IL-11 ig¢in amplifikasyon egrilerinin yaninda elde

ettigimiz CT degerleri Tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18. S, H ve D Grubu IL-11 CT Degerleri

IL-11 IL-11 IL-11
S1 31,64 H1 32,06 D1 26,4
S2 24,57 H2 25,17 D2 26,54
S3 30,01 H3 25,13 D3 27,38
S4 29,06 H4 31,84 D4 26,28
S5 30,39 HS 31,49 D5 26,73
S6 30,42 He 30,71 D6 24,59
S7 26,88 H7 28,12 D7 30,93
S8 27,38 H8 33,11 D8 28,26
S9 27,79 H9 31,93 D9 32,5
S10 26,65 H10 31,57 D10 30,22
S11 29,77 H11 21,27 D11 32,86
S12 32,25 H12 31,72 D12 27,17
S13 27,32 H13 32,68 D13 27,14
S14 28,51 H14 27,59 D14 33,67
S15 26,84 H15 30,92 D15 28,36
S16 25,38 H16 31,54 D16 30,67
S17 25,69 H17 31,87 D17 30,57
S18 29,17 H18 31,75 D18 34,06
S19 28,66 H19 31,07 D19 25,71
S20 28,2 H20 32,06 D20 25,98
S21 30,6 H21 31,56 D21 27,06
S22 30,59 H22 31,57 D22 27,32
S23 27,21 H23 26,75 D23 32,51
S24 31,53 H24 33,4 D24 31,27
S25 26,76 H25 33,11 D25 28,74
S26 28,62 H26 29,9 D26 32,4
S27 29,55 H27 32,17 D27 27,82
S28 26,37 H28 33,36 D28 26,38
S29 30,21 H29 33,03 D29 27,52
S30 27,52 H30 33,41 D30 32,1
S31 29,63 H31 32,49 D31 26,89
S32 27,58 H32 33,58 D32 32,34
S33 31,67 H33 33,86 D33 27,72
S34 28,55 | ORT. | 30,96 | ORT. | 28,97

ORT. | 28,62
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Yeni tan1 alan, major molekiiler yanit gelisen ve saglikli kontrol gruplarinin

2-AACT

rolatif gen ekspresyon analizi Livak metodu kullanilarak hesaplandi.

Hesaplamada once her grup i¢in GAPDH, IL-3, IL-6 ve IL-11 CT degerlerinin

ortalamasi alinda.

ACT= (Hedef gen ortalama CT) — (Houskeeping gen ortalama CT)
AACT= (Hasta grup ACT) — (Kontrol grup ACT)

2-AACT

Iki grup arasindaki farklilik ile hesapland1 ve gruplar arasindaki iliski

arastirildi.

Elde ettigimiz verilere gore H grubundaki hastalarin kontrol grubuna (S
grubu) gore IL-3 ekspresyon diizeyleri 476,19 kat azalmis olarak bulundu. D
grubundakilerin ise S grubuna gore IL-3 ekspresyon diizeylerinde 8,11 katlik azalma
saptanmistir (Tablo 19). D grubundaki hastalarin H grubuna gore IL-3 ekspresyon
diizeylerinde 58,71 kat artis saptanmustir.

Tablo 19. S, H ve D Gruplar1 Arasindaki IL-3 Ekspresyon Oranlari

-AACT

IL-3 Ort. CT | GAPDH Ort. CT | ACT | AACT | 2 Ekspresyondaki Degisiklik
S Grubu 29,94 21,84 8,1
H Grubu 33,89 16,86 17,03 | 8,93 |0,0021 476,19 kat azalma
D Grubu 30,88 19,76 11,12 | 3,02 [0,1233 8,11 kat azalma

IL-6 i¢in H grubundaki hastalarin ekspresyon diizeyleri ise kontrol grubuna
gore 28,65 kat azalmis olarak bulunmustur. D grubunun IL-6 diizeyleri ise kontrol
grubuna gore 2,51 kat azalma gostermistir (Tablo 20). D grubundaki hastalarin H
grubuna gore IL-6 ekspresyon diizeylerinde 11,41 kat artis saptanmaistir.

Tablo 20. S, H ve D Gruplar1 Arasindaki IL-6 Ekspresyon Oranlari

IL-6 Ort. CT | GAPDH Ort. CT | ACT | AACT | 2" |Ekspresyondaki Degisiklik
SGrubu | 2938 21,84 7,54
HGrubu| 2924 16,86 12,38 | 4,84 |0,0349 28,65 kat azalma
D Grubu | 28,63 19,76 887 | 133 | 03978 2,51 kat azalma
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IL-11 ekspresyon ¢alismamizin sonucunda da H grubunda kontrol grubuna

gore 158,73 katlik azalma saptandi. D grubunda ise kontrol grubuna oranla 5,39

katlik bir azalma elde edilmistir (Tablo 21). D grubundaki hastalarin H grubuna gére

IL-11 ekspresyon diizeylerinde 29,45 kat artis saptanmaistir.

Tablo 21. S, H ve D Gruplar1 Arasindaki IL-11 Ekspresyon Oranlari

IL-11 Ort. CT | GAPDH Ort. CT | ACT | AACT | 2"**“" | Ekspresyondaki Degisiklik
S Grubu 28,62 21,84 6,78
H Grubu 30,96 16,86 14,1 | 7,32 |0,0063 158,73 kat azalma
D Grubu 28,97 19,76 921 | 2,43 |0,1856 5,39 kat azalma
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5. TARTISMA

KML hematopoetik kok hiicrelerin  neoplastik  transformasyonundan
kaynaklanan klonal myeloproliferatif bir hastaliktir (183-185). KML vakalarinin
%90’ 1ndan fazlast 9 ve 22 nolu kromozomlar arasinda resiprokal translokasyon
sonucu olusan Philadelphia kromozomu varlig: ile iliskilidir (49). Bu translokasyon
sonucunda 22. kromozomdaki BCR geni ile 9. kromozomdaki ABL geni birleserek
BCR-ABL onkogenini olusturur (28, 186). BCR-ABL ¢ok sayida proteinle
etkilesime giren ve birden fazla sinyal iletim yolunu aktive edebilen bircok
fonksiyonel domain igerir (187-189).

IL-3 hematopoetik hiicrelerin proliferasyonunda rol oynayan uyaranlardan
biridir. Pluripotent kok hiicrelerden baslayarak myeloid serideki hiicrelerin
tamamina, hemen hemen her basamakta etkilidir (4).

IL-6’nin sinir sistemi, immiin ve endokrin sistem basta olmak tlizere ¢ok
sayida sistemde biyolojik rolii olan genis bir yelpazeye sahiptir (190, 191). IL-6 hem
akut hem de kronik inflamasyonun primer diizenleyicisidir, bu sayede bir¢ok
hastaligin tedavisi i¢in de hedef halini almistir (192). Bizim i¢in daha énemli olan
kismi IL-6’nin hematopoez 6zellikle hematopoetik kok hiicrelerin ve trombositlerin
gelisimindeki rolidiir (4).

IL-11’in aktivitesi i¢in uzun bir liste yazilmasina karsin hematopoetik
progenitorlerin  proliferasyon ve diferansiyasyonunda, ayrica trombositlerin
gelisiminin hemen her basamaginda etkili olmasi, c¢alismamiz agisindan daha
degerlidir.

Yapmis oldugumuz calismanin sonucunda yeni tani almis hasta grubunda IL-
3, IL-6 ve IL-11 gen ekspresyonlarinda saglikli kontrol grubuna gére anlamli azalma
goriilmistiir (sirastyla 476,19; 28,65; 158,73 kat azalma). Benzer sekilde major
molekiiler yanitin oldugu grupta saglikli kontrollere gbére ayni genlerin
ekspresyonlarinda azalma goézlemlenmistir (sirasiyla 8,11; 2,51; 5,39 kat azalma).
Major molekiiler yanitin oldugu grup hasta grubuna gore karsilastirildiginda
grubunda IL-3, IL-6 ve IL-11 gen ekspresyonlarinda anlamli bir artis tespit edilmistir
(swrasiyla 58,71; 11,41; 29,45 kat artis).
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IL-3 icin belirli patolojik kosullara yanit olarak iiretilen bir sitokin oldugunu
ve normal hematopoez i¢in gerekli olmadigini gosteren yayinlarda mevcuttur (193).
IL-3 bazal hematopoez i¢in gerekli degildir. Ancak hematopoetik hiicrelerin
proliferasyonunu, hayatta kalmasini ve farklilasmasini desteklemek i¢in etkili olan
sitokindir. IL-3’tin anormal ekspresyonu hematopoezde bir dengesizlige neden
olabilir (78). Farelerde artmis IL-3 ekspresyonunun miyeloproliferatif bozukluklara
neden olabilecegi gosterilmistir (194).

Hariharan ve arkadaslarinin 1988 yilinda yaptigi bir ¢caligmalarinda KML’de
BCR-ABL onkogeninin myeloid hiicre hatti iizerinde otokrin olarak salgilattig
faktorleri arastirmislardir. Caligma sonucunda myeloid 16semik hiicrelerin tamamen
bagimsiz olarak biiyiimesinin altinda bu hiicrelerden az miktarda da olsa salgilanan
IL-3’iin roliiniin olabilecegi diisiiniilmiistiir (195).

KML’nin gelisiminde BCR-ABL’in kritik roli oldugunu ve molekiiler
mekanizmasinin daha fazla aydinlatilmasi gerekliligini vurgulayan bir c¢alisma
farelerde yapilmistir. Bu calismada farelerdeki 16semik hiicrelerin asir1 miktarda IL-3
ve GM-CSF eksprese ettigi bulunmustur. Ayrica KML gelisiminde rol oynayan
molekiiller mekanizmalardan olan IL-3 ve GM-CSF gibi hematopoetik biiyiime
faktorlerinin, KML’deki klinik fenotipe de katki sagladigi gosterilmistir (78).

Veronika Sexl ve arkadaslarinin yaptig1 calismalarinda transkripsiyon faktori
olarak myeloid ve lenfoid tiimor gelisimde STATS5a/b’nin zorunlu bir faktor
olmadig1 ortaya konmustur. Calismada in vivo ve in vitro orneklere IL-3 ve IL-6
eklenmis ve bu faktorlerin etkilerinin géz oniine alinmas1 gerektigi vurgulanmistir
(196).

Anderson ve arkadaslarimin yaptigi c¢aligmada farelerde BCR-ABL
onkogeninin sitokin sekresyonunu indiiklediginin anlatildigi calismada farelerdeki
myeloid hiicre serisinde BCR-ABL geninin IL-3 sekresyonunu arttirdig
gosterilmistir. Ayrica BCR-ABL onkogenindeki SH2 bdlgesinin delesyonunda IL-3
sekresyonun olmadigi da gosterilmistir. Yine aym ¢alismada BCR-ABL’in 16semi
gelisimini birden fazla yolakla aktive ettigine deginilmistir (197).

Ote yandan BCR-ABL genindeki SH2 bdlgesiyle ilgili yapilan baska bir

calismada SH2 bolgesine nokta mutasyonu ve komplet delesyon uygulanarak
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sonuclar degerlendirilmistir. Intrensek ABL kinaz aktivitesi iizerinde olumsuz
etkisine ragmen her iki SH2 bolge mutasyonlar1 hematopoetik faktdr bagimli ve
biiylime faktoriinden bagimsiz hiicre hatlarinda hala transformasyona neden olabilir.
Beklenmedik bir sekilde bu iki mutasyon da, yabanil tip P210 BCR-ABL’den daha
fazla transforme edici aktiviteye sahiptir. Bu ¢alismanin sonucuna goére SH2 domaini
fibroblastlarin transformasyonu i¢in daha zorunlu iken, hematopoetik faktdr bagimli
hiicre hatlarinin transformasyonu i¢in vazgecilebilir durumda oldugu gosterilmistir
(198). Anderson arkadaslarinin yaptigr calismada BCR-ABL onkogenindeki SH2
bolgesinin delesyonunda IL-3 sekresyonun olmadigi gosterilmistir (197). SH2
bolgesinin delesyonunda da losemik transformasyon olmasi gosteriyor ki IL-3
sekresyonu olmadigi zaman da I6semi gelisebilir. Nitekim bizim yaptigimiz
calismada da IL-3 ekspresyon seviyesinin yeni tani alan hastalarda normale gore ¢ok
diistik ¢cikmasi IL-3’iin myeloid 16semi i¢in elzem olmadigini géstermektedir.

Ayrica yiiksek miktarda eksprese olan BCR-ABL proteininin IL-3’den
bagimsiz hiicre hatlarindaki etkisini ortaya koyan bir ¢calisma da George Q. Daley ve
David Baltimore tarafindan yapilmistir. IL-3’den bagimsiz p210 BCR-ABL ile
enfekte edilmis hiicrelerde kisa latent doneme sahip, regrese olmayan ve letal
olabilen tiimér olusumu izlenmistir. Bu calismada p210 BCR-ABL’in timor
olusumunu indiikledigi ve bu hiicre hatlarinda IL-3 i¢in otokrin bir salinimin kaniti
olmadig1 vurgulanmistir. IL-3’den bagimsiz hiicre hatlarinda her zaman yliksek
oranda ABL ekspresyon olmas1 IL-3’den bagimsiz hiicrelerin ABL ekspresyonunun
yiiksek olmas1 gerektigini destekler (199). Bizim yaptigimiz ¢alismamizda da BCR-
ABL ekspresyonu yiliksek oldugu zaman hiicrelerin IL-3 ekspresyonunun cok
azaldigin1 bulduk. Tedavi alan hastalarda ise yeni tani alanlara gbre artmis IL-3
ekspresyon seviyeleri, BCR-ABL ekspresyonunun diisiik oldugu zamana denk
gelmekte ve bu durum George Q. Daley ve David Baltimore’un yaptig1 calisma ile
uyumludur.

Li ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢calismada IL-3 geni, GM-CSF geni ve her ikisi
de homozigot olarak inaktive edilmis farelerde BCR-ABL’e bagli KML benzeri
hastaliklarin gelisimine bu sitokinlerin etkisinin olup olmadigi arastirilmistir. P210
BCR-ABL’e bagli KML benzeri 16semi i¢in alici, donor ve her ikisi i¢in de ne IL-3
ne de GM-CSF’nin gerekmedigi ortaya konmustur. IL-3 ve GM-CSF genleri inaktif
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olan farelerin kullanimi1 I6komogenezisin bu hematopoetik biiylime faktorlerine bagh
olmadigin1 gostermistir. Bu ¢aligmanin sonuglari farelerde BCR-ABL’in indiikledigi
KML benzeri 16semi i¢in IL-3 ve GM-CSF gerekli olmadigini gdstermistir. Bu
durum insanlarda saptanan kronik faz KML’de IL-3’lin otokrin iiretiminin rolii
olmadigin1 desteklemektedir (200). Calismamizda elde ettigimiz sonu¢ da yine bu
calismayla uyumludur; IL-3 ekspresyonunun yeni tani alan hastalarda saglikli
kontrollere gore cok diisiik, major molekiiler yanita giren hastalarda da saglikli
kontrollere gore yine diisilk olarak ¢ikmasi KML ile IL-3 arasindaki iliskiyi
zayiflatmakta, KML i¢in IL-3’lin gerekli olmadig1 goriisii agirlik kazanmaktadir.

Ren ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismalarinda kemik iligi hiicrelerinde BCR-
ABL ekspresyonu gosteren STATSa, STATSb, CBL, GM-CSF ve IL-3 genleri
yoniinden homozigot inaktive edilmis farelerde buna ragmen KML benzeri
myeloproliferatif hastalik gelistigi izlenmigtir. Bu da BCR-ABL aracili 16semi
olusumda bu proteinlere gerek olmadigini gostermektedir (59). BCR-ABL
ekspresyonu gosterdikten sonra KML gelismesi i¢in IL-3’lin varligina bile gerek
olmadiginin gosterilmesi bizim ¢alismamizdaki ekspresyon seviyesinin normale gore
cok diisiik ¢cikmasi Ruibao Ren’in kaleme aldig1 ¢aligmanin sonucuyla uyumluluk
gostermektedir.

BCR-ABL ekspresyonu Ornek olarak fare myeloid hiicre serisi ve insan
megakaryositik hiicre hatlarinda hematopoetik hiicrelerin sitokinden bagimsiz olarak
bliylimesini ve gelismesini tesvik eder. Zaten imatinib tedavisi de bu hiicre
hatlarindaki IL-3 ve GM-CSF varliginda bu hiicrelerin proliferasyonunu inhibe
etmedigi; sitokinlerin yoklugunda BCR-ABL’in eksprese oldugu hiicreleri apopitozi
aktive ettigi gosterilmistir (59).

Anand ve arkadaslarinin yaptigi calismada, IL-6 icin daha once yapilan
caligmalara bakacak olursak; proinflamatuar sitokinlerden olan IL-1, IL-6 ve TNF-a
(Timor nekrozu faktorii alfa)’nin KML’deki rolii arastirilmistir. Serum 1L-6
seviyesinin, KML kronik ve blastik fazdaki hastalarin serum IL-6 seviyesi normale
oranla belirgin derecede arttigi bulunmustur. IL-6’daki bu artig blastik fazdaki
hastalarda ¢ok daha belirgindir. Serum IL-6 seviyesinin periferik kan monosit sayisi,

kemik iligi blast sayist ve bazofil sayisi ile Onemli derecede iliskili oldugu

53



bulunmustur. Elde edilen sinirlt veriler 1s18inda serum IL-6 seviyesinin KML i¢in bir
prognostik faktor olarak rol oynayabilecegi diistiniilmustiir (201).

Welner ve arkadaglar1 16semili hiicrelerin, rutin devam eden hematopoezin
normal paternini de bozdugu ve bunun nasil olustugunu agiklamaya calistiklari
caligmalarinda, KML’ye maruz kalan fare hematopoetik progenitor hiicrelerin
boliinmeye daha hazir hale geldigi, farklilasmasinin degistigi ve kendini yenileme
potansiyelinin azaldigini tespit etmislerdir. Bu degisiklerin ¢ogundan IL-6’nin
sorumlu oldugu ve dahasi IL-6’nin nétralizasyonunun bu degisiklikleri 6nlemede ve
hastaligin tedavisinde dnemli bir rolii olabilecegi dngoriilmiistiir (202).

Pehlivan ve arkadaglarinin kronik faz KML’de IL-6, IL-10, TGF-B1
(Transforming growth factor beta 1), IFN-y (interferon-gama) ve TNF-a genleri
polimorfizmlerinin prognostik 6nemini arastirdiklar1 ¢aligmada, IL-6 i¢cin KML
hastalarinda kontrol grubuna gore artmis olan GG genotipi tespit edilmistir. GG
genotipinin de IL-6 i¢in artmis ekspresyonla iligkili oldugu belirtilmigtir. Caligsma
sonucunda da IL-10’un KML prognozunda yararli bir marker olabilecegi ve IL-6 GG
genotipinin de duyarlilik ile iliskili olabilecegi vurgulanmistir (203).

Humlova ve arkadaglarimin tedavi sirasinda immiinolojik profildeki
degisimleri analiz ettikleri ¢caligmada, KML hastalarinda tedaviye bagli CRP (C-
Reaktif Protein) ve IL-6’nin azalma egilimine girdigini gostermislerdir. IL-6’daki
azalma daha yaygin ve anlamli bulunmustur. Bu veriler 1s18inda IL-6 diizeylerinin
azalmasi basarili bir tedavinin oldukga giivenilir bir gostergesi olabilecegi fikrini 6ne
siirmislerdir (204).

Ote yandan, Chen ve arkadaslarinin IFN-a ve IFN-a ile IL-6
kombinasyonunun, KML hastalarinin kemik iligindeki mononiikleer hiicreleri
tizerindeki biiylime ve BCR-ABL, BCL-2 (B-cell CLL/Lymphoma 2) ve C-MYC
gen ekspresyonu tlizerindeki etkisini arastirdiklar1 calismada, hiicre biiytimesi IFN-a
ile belirgin sekilde inhibe edildigini gostermislerdir. Fakat inhibisyon derecesi, IFN-
a ile IL-6 bir araya getirildiginde azalmistir. Yine bu ¢aligmaya gére BCR-ABL ve
BCL-2 geninin ekspresyon seviyesi, IFN-o ve IFN-a ile kombine IL-6 tarafindan
azaldig bulunmustur (205). Bizim c¢alismamizdaki IL-6 ekspresyon seviyesi de
hastalarin tan1 anindaki yani BCR-ABL yiiksek oldugu zaman daha diisiiktiir.

Caligmamizdaki major molekiiler yanit alinan hasta grubunda IL-6 ekspresyon

54



seviyesi ilk tam1 anma gore yiikksek oldugunu gostermis olmamiz Chen ve
arkadaglarinin bulgularin1 desteklemektedir.

Yine KML’de T hiicrelerin fonksiyonunu degerlendirmek i¢in IL-10, IL-2,
IL-3, IL-4, IL-6, TNF-a ve GM-CSF gen ekspresyonunun degerlendirildigi bir
calismada, diger Orneklerde sonug¢ alinirken IL-3, IL-6 ve GM-CSF mRNA’si
orneklerde tespit edilememstir (206). Bizim yaptigimiz ¢alismada hastalarimizin IL-3
ve IL-6 RNA’s1 tespit edilmis olup saglikli bireylere gore anlamli seviyede azalma
meydana geldigi gosterilmistir. Liu ve arkadaglarinin yaptig1 ¢calismada IL-3 ve IL-6
gen ekspresyonunu bulamamalari yiiksek oranda kullandiklart metod ile ilgilidir.

Aralarinda 6 KML hastasinin da oldugu 42 myeloproliferatif hastanin yer
aldigi Li ve arkadaslarinin yaptigi calisgmada IL-3, IL-6 ve GM-CSF’ye karsi
antikorlar kiiltiirlere konulup, trombosit kolonilerinin gelisimi izlenmistir. Degisen
konsantrasyonlarda anti-IL3, anti-IL6 ve anti-GMCSF antikorlar kiiltiirlere eklenmis
ve herhangi bir ekzojen bliylime faktorii eklenmemistir. Sonug olarak antikorlarin
varliginda trombosit kolonilerinin sayisinda 6nemli bir azalma meydana gelmemistir
(207). Bu sonu¢ da gosteriyor ki; IL-3 ve IL-6’nin hematopoezdeki énemli olan
rolleri, KML ve benzeri hastaliklarda degerini kaybediyor ve yokluklar: hiicrelerin
gelisimi i¢in pek de onemli bir sorun teskil etmiyor. Calismamizda da yeni tani
almis, BCR-ABL ekspresyonu yiiksek olan hastalarda IL-3 ve IL-6 ekspresyon
seviyelerinin saglikli bireylere oranla ¢ok diisiik olmasi (sirastyla 476,19; 28,65 kat
azalma), c¢ogalan hiicrelerin bu sitokinlere olan ihtiyacimin da azaldigim
gostermektedir. Major molekiiler yanit diizeyine ulasan hastalarda da IL-3 ve IL-6
ekspresyonunun yine normale gore diisiik fakat yeni tani alanlara gore ytliksek olusu
(swrasiyla 58,71; 11,41 kat artma); BCR-ABL eksprese eden hiicrelerin ¢ok azalip,
normal hiicrelerin ve normal hematopoezin arttigin1 ve bu yonden bakinca IL-3 ve
IL-6 ihtiyaciyla beraber bu sitokinlerin ekspresyonunun da arttig1 diisiiniilmektedir.

Kobayashi ve arkadaslar1 in vitro olarak normal hematopoezi tesvik ettigi
gosterilen IL-11’in, anormal mekakaryopoez iizerindeki iyi bilinmeyen etkisini
arastirilmiglardir. KML blastik faz ve akut mekakaryoblastik 16semi hastalarindan
alman mekakaryoblastik hiicre hatlarina konulan IL-11’in doza bagimli olarak
cogalmayr tesvik ettigi goOriilmiis ve bu hiicre hatlarinda yapilan ekspresyon

caligmasinda IL-11 varligi gosterilmistir. Bu hiicrelerin biiylimesi, anti-IL-11
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antikoru ve IL-11 antisens oligoniikleotitleri ile inhibe edilmistir. Bu sonuglar IL-
11’in otokrin dongli ile kismen de olsa malign mekakaryositik hiicre hatlarim
diizenledigi diistiniilmiistiir. Ayrica IL-11 transkripti akut myeloid 16semi
hiicrelerinden kurulan hiicre hattinda da tespit edilmis fakat bu hiicrelerin
biiyiimesinin IL-11 ile stimiile olmadig1 ve IL-11 antisens oligoniikleotitleri ile de
inhibe olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar IL-11’in otokrin dongii ile kismen de olsa
malign mekakaryositik hiicre hatlarini diizenledigi diistiniilmiistiir (208).

Einat ve arkadaglarinin normal bireyler ile KML’de Sitosin Arabinozid veya
Eilatin tedavisine direncli hastalarda hematopoetik hiicreler iizerine IL-11’in diger
bliylime faktorleriyle beraber sinerjik etkisini arastirmislardir. Caligmadan elde
edilen sonuca gore IL-11 verilmesi malign klondan ziyade normal myeloid
hiicrelerin biiylimesini artirabilir bu da kemateropik ajanlarla tedavi edilen KML
hastalart i¢in klinik 6neme sahip olabilir (209). Bu da gosteriyor ki kemateropik
ajanlara bagli gelisen sitopenilerde IL-11’in klinik olarak kullanilmasi malign
hiicrelerden ziyade normal hematopoezdeki hiicrelerin biiyiimesini tesvik edecektir.
Bizim c¢aligmamizda da yeni tani KML hastalarinda IL-11 ekspresyonu kontrol
grubuna gore ¢ok azalmis bulunmustur (158,73 kat azalma). Bu da malign hiicrelerin
gelisimi i¢in IL-11’e¢ duyulan ihtiyac1 gdstermektedir. Major molekiiler yanit
seviyesine ulasan hastalarda ise yine IL-11 ekspresyon seviyesi hafif azalmis (5,39
kat azalma) olup yeni tan1 anina gore ¢ok artmistir. Burada da BCR-ABL ekspresyon
seviyesi diislip, malign hiicreler tedaviyle azalmis olup normal hematopoezde etkili
IL-11 ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir.

Calismamizda yer alan sitokinler IL-3, IL-6 ve IL-11 i¢in farkli caligmalarda
benzer veya farkli sonuclar elde edilmistir. Sonuglarimizin literatiirdeki bazi ¢alisma
sonuclariyla celisiyor gozlikmesi, hasta se¢imi kriterlerinin farkli olmasindan,
hastalarin bulundugu evre veya tedavide kullanilan ilag se¢imlerinin farkliligindan
olabilecegi gibi cografik faktorlerin de etkili olabilecegi akilda tutulmasi gereken
hususlardir. Yaptigimiz tezin Dogu Karadeniz Bolgesinde yapilan ilk ¢alisma olmasi
sonraki yapilacak tezler i¢in bir 6n ¢aligma niteliginde olmasi, ortaya koydugu

sonuclar agisindan 6nem arzetmektedir.
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6. SONUC

Kronik myeloid 16semi BCR-ABL onkogeninin olusmasina bagli olarak
myeloid hiicrelerin kontrolsiiz sekilde asir1 ¢ogalmasiyla seyreden bir hastaliktir.
BCR-ABL bir¢ok yolagi aktive ederek KML olusumunu tetikler.

Normal hematopoezde hiicrelerin gelisimi i¢in IL-3, IL-6 ve IL-11 gibi
sitokinler pek ¢ok basamakta etkili olmaktadir.

Yeni tani almigs KML hastalar1 ve aynmi hastalarin MMY’a girmis olan
ornekleri tizerinde IL-3, IL-6 ve IL-11 ekspresyon calismast yapip saglikli
kontrollerle karsilastirarak, sonucunda bir oran elde ettik. Sonuca gore yeni tani
almig hastalarin IL-3, IL-6 ve IL-11 ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gore
cok azaldig gosterildi (IL-3 i¢in 476,19 kat; IL-6 i¢in 28,65 kat ve IL-11 i¢in 158,73
katlik azalma). MMR’a ulasan hastalarin da IL-3, IL-6 ve IL-11 ekspresyon
seviyeleri kontrol grubuna gore azaldigimi gosterdik (IL-3 i¢in 8,11 kat; IL-6 igin
2,51 kat ve IL-11 i¢in 5,39 katlik azalma). Bu sonucglara gore BCR-ABL’in
indiikledigi KML hastalarinda malign myeloid hiicrelerin gelisiminde IL-3, IL-6 ve
IL-11’nin roliiniin normale oranla ¢ok az oldugu, BCR-ABL’in baska yolaklari
aktive ederek bu hiicrelerin proliferasyonunu sagladigi diisiiniilmektedir. Nitekim
BCR-ABL ekspresyonu diisiik olan MMY’a giren hastalarda bu sitokinlerin
ekspresyon seviyesinde artis; normale yaklasma dikkati ¢ekmektedir. Bu da normal
hematopoezin aktivitesinin arttig1 hiicrelerde bu sitokinlerin ihtiyacinin da arttiginin
gostergesidir. KML hastalarinda BCR-ABL ekspresyonu ile IL-3, IL-6 ve IL-11
ekspresyonu seviyeleri arasinda ters orant1 oldugunu gosterildi.

KML hastalarinda malign transformasyonu BCR-ABL’in hangi yolaklari
aktive ederek gerceklestirdigini gostermek icin daha ileri calismalara ihtiyag
duyulmaktadir. IL-3, IL-6 ve IL-11 i¢in de BCR-ABL ekspresyon diizeyini,
hastalarda normal hematopoez gelisimini ve KML hastalarinin takibini yapmak tizere
daha ileri diizeyde c¢alismalara ihtiya¢ olup gelecekte hastalarin takip ve tedavi

planlamasinda alternatifler olusturabilecektir.
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