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OZET

BCR/ABL Fiizyon Proteininin K562 Hiicre Serisinde In Vitro Olarak
Immunolojik Metodla Akim Sitometride Tayini ve Sonu¢larin RT-PCR ile
Karsilastirilmasi

Kronik myeloid 16semi (KML) genellikle Philadelphia (Ph) kromozomu adi
verilen 6zel bir kromozomal anormallik ile karakterize hematopoietik 6ncii hiicrenin
neoplastik donilisiimii ile ortaya ¢ikan klonal myeloproliferatif bir hastaliktir. Ph
kromozomu 9. ve 22. kromozomlar iizerinde bulunan BCR ve ABL genlerinin
translokasyonu ile meydana gelmektedir. KML hastalarinda minimal kalintili hastalik
takibi RT-PCR ile BCR/ABL mRNA’simin gosterilmesine dayanir. RT-PCR ile
BCR/ABL onkogeninin gdsterilmesi, ¢cok fazla teknige dayali ve teknisyen bagimlidir.
RT-PCR tekniklerindeki gligliikler ve standardizasyonundaki zorluklar nedeniyle KML
hastalarinin tan1 ve takibinde yeni metodlarin gelistirilmesi ve kullanilmasi rutin
pratikte 6nem arzetmektedir. Bu ¢aligmada K562 hiicre hattinda, BCR/ABL fiizyon gen
proteinin akim sitometri cihazi kullanilarak immunolojik boncuk yOntemiyle
gosterilmesinin stanardizasyonu ve sonuclarin altin standart olan molekiiler yontem ile
karsilastirilmas1 amag¢lanmistir. Calisma 2 koldan olusturuldu. Birinci kolda K562 hiicre
hattinda dogrusal olarak artan miktarlarda 9 farkli hiicre grubu (1x10°, 1x10% 5x10%,
7.5x10%, 1x10°, 5x10°, 1x10¢, 1.5x10¢, 2x10°) kullanilarak RT-PCR ve akim sitometrik
yontemler istatistiksel olarak karsilastirild. Ikinci kolda ise, her bir grup icin ayri ayr
1x107 K562 hiicresi, 1 kontrol grubu ve 5 farkli dozda imatinib grubu ile 72 saat inkiibe
edildi. Sonrasinda hiicre canlilik analizleri yapildi ve RT-PCR sonuglar ile akim
sitometrik yontem ile analiz sonuglar1 karsilagtirildi. Calismanin 1. kolunda RT-PCR ile
tiim hiicre gruplarinda BCR-ABL/ABL orani pozitif olarak saptandi. Akim sitometrik
yontemler kullanildiginda hiicre sayis1 1.000 ve 10.000 olan grupta BCR/ABL fiizyon
proteini tespit edilemedi, 50.000 ve {izerinde hiicre sayilarinin bulundugu gruplarda
BCR/ABL proteini pozitif bulundu (p<0,05). 50.000 hiicre ve tizerindeki gruplarin akim
sitometri sonuglarinin RT-PCR ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6zgiilliik ve
duyarliligt %100 olarak bulundu. Calismanin 2. kolunda tiim gruplarda RT-PCR ve
akim sitometri sonuglar1 pozitif bulundu. Canliligin azaldig1 gruplarda akim sitometrik
yontemler ile ortalama floresan yogunlugun azaldigi (MFI) goriildii. Ancak RT-PCR ile
BCR-ABL/ABL oranlarinin, canlilik sonuglarindan etkilenmedigi goriildii. Sonug
olarak, akim sitometrik yontemler ile canli ve 50.000 ve/veya lizerinde hiicre ile
calisildiginda BCR/ABL fiizyon proteini gosterilebilir.

Anahtar Sozciikler: KML, BCR/ABL, RT-PCR, akim sitometri.
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ABSTRACT

In Vitro Detection of BCR/ABL Fusion Protein Immunologically with Flow
Cytometry in K562 Cell Line and Comparison of Results with RT-PCR

Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative disease arising
from a neoplastic transformation of hematopoietic progenitor cells, usually
characterized with a specific chromosomal abnormality called Philadelphia (Ph)
chromosome. Ph chromosome occurs with reciprocal translocation of BCR and ABL
genes located on chromosomes 9 and 22, respectively. Follow up of minimal residual
disease in CML patients is based on the detection of BCR/ABL mRNA by RT-PCR.
Showing BCR/ABL oncogene by RT-PCR is a difficult and technician dependent
method. Development and use of novel methods for diagnosis and follow up of CML
patients are of importance in routine practice due to the difficulties in RT-PCR
technique and its standardization. In this study, we aimed to standardize detection of
BCR/ABL protein using a flow cytometric method in K562 cells, and to compare the
results with the molecular method which is the gold standard. The study consisted of
two arms. In the first arm, RT-PCR and flow cytometry methods were compared using
nine different cell groups with gradually increasing amounts (1x10°, 1x10% 5x10¢
7.5x10%, 1x10°, 5x10°, 1x10°, 1.5x10°% 2x10°) in K562 cells. In the second arm, 1x10’
K562 cells were incubated for 72 hours with each of the 6 groups (1 control group and 5
different concentration of imatinib applied groups). Afterwards, cell viability analysis
was performed and the results of the RT-PCR and flow cytometric analyses were
compared. While BCR-ABL/ABL ratio was found to be positive in all groups with RT-
PCR in the first arm of the study, BCR/ABL fusion protein could not be detected by
flow cytometry in groups with 1.000 and 10.000 cells. BCR/ABL protein was found to
be positive in the groups that contain 50.000 or more cells (p<0.05). Specifity and
sensitivity were 100% when flow cytometry results of the groups thatcontain 50.000 or
more cells as compared with RT-PCR. RT-PCR and flow cytometry results were
positive in all groups in the second arm. The mean fluorescence intensity was observed
to decrease in flow cytometry methods in those groups with reduced viability. However,
RT-PCR and BCR-ABL/ABL ratios were not affected by the viability. In conclusion,
BCR/ABL fusion protein can be detected by using flow cytometry method, when a
minimum of 50.000 viable cells are studied.

Key Words: CML, BCR/ABL, RT-PCR, flow cytometry.
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1. GIRIS ve AMAC

Kronik myeloid 16semi (KML) beyaz kan hiicrelerinin miktarindaki artis ile
karakterize edilen hematolojik bir kanserdir. KML’de graniilositlerin ve 6zellikle de
nétrofillerin tiretiminde 6nemli bir artis gézlenir. KML tiim 16semi tiirlerinin % 20’sini
teskil eder'. KML, genellikle Philadelphia (Ph) kromozomu adi verilen 6zel bir
kromozal anormallik ile tespit edilmektedir. Ph kromozomu 9. ve 22. kromozomlar
tizerinde bulunan BCR ve ABL genlerinin translokasyonu ile meydana gelmektedir. Bu
hibrid gen, hiicrenin kontrolsiiz biiyiimesini ve boliinmesini saglayan ve apoptozu
baskilayan sinyal ileti yollarin1 aktif hale getiren tirozin kinaz aktivitesine sahip bir
proteini kodlar’. Diger kinazlarda oldugu gibi, BCR/ABL ATP’ye baglanarak fosfat
gruplarini bir¢ok sinyal ileti yollarmin aktivasyonuna yol agabilecek substratlara tasir.
BCR/ABL fiizyon proteini tarafindan gerceklestirilen malign transformasyonun 4 temel
mekanizmas1 vardir. Bu mekanizmalar, hiicrelerin adhezyon 6zelliklerini kaybetmesi,
mitotik boliinmeyi saglayan sinyal ileti yollarinin stirekli aktif tutulmasi, apoptozun
engellenmesi ve proteozomlarca ABL gen aktivitesini engelleyen proteinlerin
pargalanmasidir. BCR/ABL geni tarafindan kontrol edilen bu mekanizmalar nedeni ile
BCR/ABL proteini KML’nin tedavisi i¢in ideal bir hedef olarak goriilmektedir. KML
hastalarinda tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanilmasi ile hedefe yonelik tedavide yeni
bir donem baslamustir.

Kronik myeloid 16semi hastalarinda minimal kalintili hastalik takibi RT-PCR ile
BCR/ABL mRNA’smin gosterilmesine dayanir. RT-PCR ile BCR/ABL onkogeninin
gosterilmesi, cok fazla teknige dayali ve teknisyen bagimlidir. Tanimlanmis en iyi
metod yoktur. Laboratuvarar arasi karsilastirma ve metodlarin validasyonunu yapmak
zor ve zahmetlidir. RT-PCR tekniklerindeki giigliikler ve standardizasyonundaki
zorluklar nedeniyle KML hastalarinin tan1 ve takibinde yeni metodlarin gelistirilmesi ve
kullanilmasi rutin pratikte 6nem arzetmektedir.

Bu c¢alismada KML hiicre hatti olan K562 hiicrelerinde BCR/ABL fiizyon
proteininin tayini i¢in akim sitometrik yontemler kullanild1 ve tespit edilen sonuglar

standart RT-PCR teknikleriyle elde edilen sonuglar ile karsilastiriimas1 amaglandi.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Kronik Myeloid Losemi

Kronik myeloid 16semi hematopoietik bir oncii hiicrenin neoplastik doniistimii
ile ortaya ¢ikan klonal myeloproliferatif hastaliktir. Bagta myeloid ve monositik olmak
lizere, eritroid, megakaryositik, B-lenfositer ve nadiren de T-lenfositer serileri
etkilemektedir*®. Kronik Myeloid Ldsemi; Polisitemia Rubra Vera (PRV), Esansiyel
Trombositoz (ET) ve Idiyopatik Myelofibrozis (IM) ile birlikte kronik myeloproliferatif
hastaliklar ad1 verilen bir grup i¢inde yer alir ve eriskin ¢agdaki tiim I6semilerin %15-
20’sini olusturur'. Hastalik siklig1 ve mortalitesi yas ile beraber artis gosterir. 20 yasin
altindaki hastalar tiim hastalarin %10’dan daha azimi olusturur. Erkeklerde kadinlara
oranla 1,5-2 kat daha fazla izlenmektedir. Ancak hastalik seyri her iki cins icin de
aynidir**. Ph kromozomu KML’ye 06zgii bir kromozomal anormallik olarak
bilinmektedir. Kromozom 9 (ABL1) ve kromozom 22 (BCR)’nin uzun kollar
arasindaki par¢a degisimi sonucunda t(9;22) (q34;qll) olusur, bu kromozomal
bozukluk tiim hastalarin % 90-95’inde izlenir. Translokasyon sonucu BCR/ABL fiizyon
geni ortaya c¢ikar’. % 10 civarindaki hastada Ph negatiftir ve bu vakalarin yaklasik
yarisinda BCR/ABL fiizyon geni molekiiler incelemelerle saptanabilmektedir’. Bazi
hastalarda nadir goriilmekle birlikte hem Ph kromozomu, hem de BCR/ABL negatif
saptanir. Bu vakalar atipik ve kotii prognoza sahiptirler”.

Kronik myeloid 16semi, myeloid elemanlarin artmis proliferasyonu ile
karakterize bir klonal kok hiicre bozuklugudur®. KML kronik, akselere ve blastik olmak
tizere 3 klinik faza ayrilir. Olgulrin biiylik ¢ogunlugu kronik fazda tani almaktadir’.
Klinik olarak baslangicta asemptomatik olmakla birlikte hastalar genellikle ates,
halsizlik, istahsizlik, kilo kaybi gibi yakinmalarla basvururlar ve fizik muayenede
splenomegali belirgin bir 6zelliktir. Tant Ph kromozomunun varligi ile konulur.
Tedavide onceleri allojenik kok hiicre nakli (Allo-SCT), interferon temelli rejimler,
hidroksitire ve busulfan gibi konvansiyonel kemoterapiler seklinde iken, bir BCR/ABL

tirozin kinaz inhibitorii olan imatinibin kesfi ile tedavide yeni bir donem baglamistir.

2.1.1. Tarihce
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Kronik myeloid 16semiye ilk olarak 1848 yilinda rastlanmasina ragmen bugiinkii
anlamda ilk olarak 1924’te tanimlanmistir. 1960 yilinda Nowell ve Hungerford
tarafindan KML’li hastalarda anormal bir kromozom saptanmistir. Bu kromozom insan
kanserleri ile iliskili olan ilk kromozomal bozukluktur ve daha sonra kesfedildigi sehrin
ismiyle Philadelphia kromozomu olarak anilmistir. 9. ve 22. kromozomlar arasindaki bu
translokasyon, kromozomal bantlama teknigindeki ilerlemeler sayesinde 1973’te
Rowley tarafindan gosterilmistir. 1980°li yillarda yapilan arastirmalarda, karsilikli
translokasyona bagli olarak 9. kromozom iizerindeki “ABL” proto-onkogeni ile 22.
kromozom {iizerindeki “BCR” geninin birlesmesi sonucu olusan “BCR/ABL” fiizyon
geninin, KML hastalarinda kok hiicre ¢ogalmasini arttiran ve apoptozisi inhibe eden
tirozin kinaz aktivitesine sahip bir proteini kodladigi saptanmistir. Bu bilgiye
dayanilarak 1990’11 yillarin ortalarindan itibaren tirozin kinaz inhibisyonuna yonelik
aragtirmalar ve gelistirilen ilaglarla, glinlimiizde KML daha iyi tedavi edilebilir bir

hastalik haline gelmistir’.

2.1.2. Epidemiyoloji

Kronik myeloid 16semi yaklasik olarak tiim l6semi vakalarinin % 15-20’sini
olusturmaktadir. Hastalik siklig1 ve mortalitesi yas ile artis gdsterir. 20 yasin altindaki
vakalar tiim hastalarin % 10’dan daha azin1 olusturur. Erkek cinsiyette kadinlara oranla
1,5 kat daha fazla izlenir, hastalik seyri her iki cins i¢in de farkli degildir. Identik ikizler
icin hastalifin konkordans: yoktur. KML spesifik bir karyotip anormalliginin (Ph
kromozomu) I6komogenez patogenezi ile iliskili olabileceginin kanitlandigi ilk

hastaliktir.

2.1.3. Etiyoloji ve Patogenez

Yiiksek doz radyasyona maruziyet KML insidansinda artisa yol acar’. Her ne
kadar benzen ve alkilleyiciler gibi kimyasal 16komojenlerin Akut myeloid 16semi
(AML) ile doz bagimh iliskileri olsa da, KML’ye yol agtiklar1 gdsterilememistir.
Bununla birlikte deoksi riboniikleik asit (DNA) topoizomeraz II inhibitorlerinin
KML’ye neden olusu tanimlanmistir. KML’ nin belirgin ailesel bir paterni yoktur.

Kronik myeloid losemiye 6zgii olan kromozomal anormallik Ph kromozomu

olarak anilmaktadir. 9 ve 22 no’lu kromozomlarin uzun kollar1 arasindaki parca
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degisimi sonucunda t(9;22) (q34;ql1) olusan bu bozukluk tiim olgularin % 90-95’inde
izlenmektedir®. Translokasyon BCR/ABL fiizyon genini ortaya ¢ikarir. % 10 civarindaki
Ph negatif olgunun yaklasik yarisinda ise BCR/ABL fiizyon geni molekiiler
incelemelerle saptanabilmektedir’. Hem Ph kromozomu, hem de BCR/ABL negatif
olanlar ise oldukc¢a nadir, atipik ve kotii prognoza sahip vakalardir’.

ABL geni Abelson murine 16kemia virus (A-MuLV) tarafindan tasman v-ab/
onkojeninin insandaki homologudur'®. BCR’nin etkisi ile bir proto-onkojen olan ABL,
stirekli tirozin fosfokinaz aktivitesi gosteren bir onkojene doniislir*'. Bu yiiksek ve
strekli tirozin fosfokinaz aktivitesi ile olugsan hastalik biiyiime faktorlerinden,

adhezyondan bagimsiz ve apoptozise direngli 6zelliklerle tanimlanmigtir''.

2.1.4. Patofizyoloji

Kronik myeloid 16semide sitogenetik anormalligin baslangici ile tan1 arasinda 6-
8 yillik preklinik donem olarak adlandirilan sessiz bir donem bulunur. Bu siire i¢inde Ph
pozitif kok hiicreden gelisen neoplastik klonun yani sira normal kok hiicre klonlar1 da
hematopoezde rol oynar. Bu donemde bazi diizenleyici mekanizmalar tarafindan kontrol
edilebilen pluripotent neoplastik kok hiicrelerin zaman i¢inde nasil otonomi kazandig:
ve klonal istiinliik sagladigi halen bilinmemektedir. Ancak BCR/ABL fiizyon geninin
iriinii olan ve gii¢lii tirozin kinaz aktivitesine sahip P210 proteininin, neoplastik kok
hiicrelerde proliferasyonu arttirarak ve apoptozisi inhibe ederek Ph pozitif klona
cogalma Onceligi kazandirdigir diistiniilmektedir. P210 proteini farklilagsmay1
engellemeden myeloid seri elemanlarinin ¢ogalmasini indiikkler ve yasam siirelerini
uzatir. Neoplastik klona ait hiicre sayisindaki artisa yol agan bu durumun yam sira
l6semik kok hiicrelerin kemik iligi stromasi ile etkilesimleri de anormaldir. Hiicrelerin
adhezyon yeteneklerinin kaybolmasinin, olgunlasma ve proliferasyon bozukluguna yol
actigr ve immatiir hiicrelerin kemik iliginden cevre kanina ge¢mesiyle karakterize
anormal bir myeloid hiicre trafiine sebep oldugu ileri siiriilmektedir. Immatiir myeloid
hiicrelerin periferik kana gegtigi bir baska hastalik olan AML’den farkli olarak KML’de
l6semik  kok hiicreler farklilasma ve olgunlagsma yeteneklerini tamamen
kaybetmemislerdir. Bu nedenle KML’de hem kemik iliginde hem de periferik kanda
sayica artmis halde farklilagsma ve olgunlasma siirecindeki tiim myeloid seri elemanlari

goriilebilir (Sekil 1).
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Sekil 1. Periferik kan myeloid seri elemanlar1”

Hastalik, hemen daima birbirini izleyen ii¢ klinik evreye sahiptir: Kronik faz,
akselere faz ve blastik faz. Hastalarin % 80’1 ilk evre olan kronik evrede taninir.
Hastalarin yaklasik % 10’u akselere fazda ve diger % 10’u blastik fazda bulunur. Bazi
olgularda akselere faz goriilmeksizin kronik fazdan blastik faza ge¢is olabilir".

Kronik evrede myeloid hiperplazi sonucu graniilosit sayisi artmis olmakla
birlikte 16semik hiicrelerin olgunlagsmalar1 ve yasam siireleri normale yakindir. Myeloid
ve eritroid seriye ait elemanlarin fonksiyonlarinin genellikle normal olmasina karsin
bazi olgularda trombosit fonksiyonlar1 bozulmustur. Hastaligin dogal seyrinde kronik
evre ortalama 3-4 yil siirer. Kronik evredeki hastalarin % 5’1 tanidan sonraki ilk yil
icinde blastik evreye doniisiir. Sonraki her yil i¢in bu oran yaklasik % 20-25
civarindadir'.

Akselere faz, hastaligin hizlanarak kronik evreden ¢iktig1 ve blastik doniisiime

dogru seyrettigi ara donemdir. Bu donemde periferik kanda ve kemik iliginde

16



myeloblastlarin orani artar. Ates, kilo kaybi, gece terlemesi gibi sistemik semptomlar
ortaya c¢ikar ve lokosit sayisim1 kontrol altinda tutabilmek i¢in artan dozlarda ilag
kullanilmas1 gerekebilir. Akselere faz genellikle kisa siirer ve hastalar birka¢ ay i¢inde
blastik faza doniislim gosterir.

Blastik faz hastaligin terminal donemidir. Bu donemde hastalik akut 16semi
tablosuna benzer. Blastik doniisiim genellikle myeloid fenotipte gerceklesir ancak bazen
lenfoid fenotipte de gorilebilir. Her iki durumda da prognoz kotiidiir ve yogun
tedavilere ragmen hastaligin kronik faza geri doniisli nadiren gergeklesir. Remisyon
saglanamayan olgularda sag kalim 3-6 ay civarindadir.

Hastaligin kronik fazdan akselere ve blastik faza ilerlemesinin mekanizmasi tam
olarak anlasilmamakla birlikte trizomi 8, izokromozom 17 ve ikinci bir t(9;22) gibi ek
sitogenetik anormallikler genellikle kronik fazdan akselere faza ya da blastik faza
gecildigi zaman ortaya ¢ikmaktadir. Myeloid tip blastik doniisiim esnasinda daha yaygin
olarak goriilen ve hastaligin progresyonu ile iliskilendirilen bu sekonder sitogenetik
anormalliklerin farkli bir kok hiicre grubunda gelismedigi ve Ph pozitif hiicrelerde
olustugu gosterilmistir. KML hastaligin gelisimi ve evreleri géz oniine alindiginda, ¢ok

basamakli neoplastik olusum kurami igin tipik bir 6rnektir.

2.1.5. Klinik

Kronik myeloid 16semi; kronik faz, akselere faz ve blastik faz olmak lizere 3
klinik faza ayrlilir. Olgularin biiyiik ¢ogunlugu (>%85) kronik fazda tan1 almaktadir. Bu
fazda myeloid progenitor hiicre sayisi artig gosterir ve diferansiyasyon devam ettikce
matiir graniilositler periferik kanda izlenmeye devam eder. Kronik faz yaklasik olarak
3-5 yil stire ile devam eder. Kronik fazi hiicre diferansiyasyonunun hizli bir sekilde
kayboldugu, bazofili ve trombositozun ortaya ciktig1 akselere faz takip eder. Hastaligin
son donemi olan blastik fazda (blast krizi) ise immatiir blastik hiicreler periferik kanda
izlenirken, kemik iliginde 16semi hiicreleri %30 ve lizeri oranlarda bulunmaktadir. Bu
faz icin ortalama yasam beklentisi 3-6 ay olarak kabul edilir®.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan akselere fazdaki hastalar, KML tanisi
olan ve asagidaki Ozelliklerden bir veya daha fazlasina sahip olanlar olarak
tanimlanmastir.

e Periferik kanda veya kemik iliginde %10-19 oraninda blast mevcudiyeti
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e Periferik kanda bazofillerin >%20 oraninda bulunmasi

e Tedaviden bagimsiz olarak trombosit sayisinin 100,000/mikroL degerinden
az olmasi

e Tedaviye yanitsiz olarak dalak boyutu ve beyaz kiire sayisinin artis
gostermesi

e Ph kromozomuna ilave yeni kromozomal bozukluklarin geligsmesi
(sitogenetik evrimlesme)

Kronik myeloid 16semi seyrinde hi¢ istenmeyen ve tedavisi olduk¢a zor olan son
donem ise blastik fazdir".

Bu fazdaki hasta asagidaki 6zelliklerden en az bir tanesine sahiptir.

e Periferik kanda veya kemik iliginde blast oraninin >%20 olmasi

e Kemik iligi biyopsisinde biiyiik odaklar ya da kiimeler halinde blastlarin
mevcudiyeti

e Kemik iligi disinda blastik infiltrasyonlarin varlig1 (6rnegin; myeloid
sarkomlar ya da kloromalar)

Kronik myeloid 16semi’de hastalarin yaklasik % 30’u tant aninda asemptomatik
olup, rutin medikal incelemeler sirasinda rastlantisal olarak saptanmaktadirlar.
Semptomatik hasta grubunda ise yakinmalar spesifik olmayip, yavas gelisim
gostermektedir. Halsizlik, yorgunluk, istahsizlik, dalak biiyiimesine bagli abdominal
rahatsizlik ve erken doyma hissi, metabolizma artisina bagli gece terlemesi ve kilo
kaybi, hiperiirisemiye bagli akut gut artriti, l6kosit sayisinin asir1 artmasi ve lokostaz
sonucu tinnitus, stupor ve priapizm, dalak enfarktr ve perisplenite bagli olarak sol iist
kadran ve sol omuz agrisi, notrofillerin dermisteki perivaskiiler infiltrasyonuna baglh
akut febril notrofilik dermatoz (sweet sendromu), hiperhistaminemiye bagli akne ve
uirtiker, vazopressine yanithi diyabetes insibitus karsilasilabilen semptomlardir. Fizik
muayenede en ¢ok dikkati g¢eken bulgular hastalarin % 90’inda goriilebilen
splenomegali disinda palor ve sternal hassasiyettir'.

Tam kan saymmi ve periferik yayma incelemesi KML tanisini biiylik 6lgiide
ongormeyi saglar. Serum hemoglobin konsantrasyonu hastalarin hemen tamaminda
azalmistir. Bununla birlikte eritrosit morfolojisinde belirgin anormallikler izlenmez.
Hafif seviyede bir retikiilosit artis1 olagandir. Interferon (IFN) tedavisi alan hastalarda

pozitif direkt antiglobulin testi saptanabilir.
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Tan1 aninda lokositoz (>25x109/L) hastalarin tamaminda mevcut olup, %50
hastada 16kosit sayis1 100x10°/L’y1 asmaktadir. Tedavi uygulanmadig1 takdirde total
16kosit sayilar1 progresif olarak artis gosterir. Hastalik gelisiminin her evresinde kanda
graniilositler mevcuttur ve genel olarak normal goériiniimdedirler. Ortalama blast hiicre
prevalanst %3 olup (%0-10), prograniilositler % 4, myelosit, metamyelosit ve ¢gomak
formlar1 % 40 oraninda izlenir. Pargali nétrofiller ise tiim 16kositlerin yaklagik % 35’ini
olusturur.

Kronik myeloid 16semi hastalarimin % 90’indan fazlasinda nétrofil alkalen
fosfataz (LAP) aktivitesi yoktur ya da yok denecek kadar diisiik seviyededir. Bununla
birlikte tedavi ile 10kosit sayilar1 normale yaklastikca, siddetli enfeksiyon veya
enflamasyon varliginda aktivite yiikselir. Paroksismal nokturnal hemoglobiniiri,
hipofosfatazya, IM hastalarinin yaklasik olarak dortte birinde ve androjen kullanan bazi
hastalarda notrofil alkalen fosfataz aktivitesi belirgin olarak azalmistir. Enfeksiyon,
enflamasyon, gebelik ve yine IM hastalarinin yaklasik olarak dortte birinde notrofil
alkalen fosfataz aktivitesi artig gosterir'.

Eozinofil oranm1 artmasa da mutlak eozinofil sayis1 hemen daima artis gosterir.
Bununla birlikte nadiren eozinofillerin hakim oldugu Ph pozitif eozinofilik KML
olabilmektedir. Mutlak bazofil sayisi hemen her hastada artmistir. Kanda bazofilik
progenitor hiicreler artmig olarak bulunur. Genellikle kronik fazda bazofilik hiicre orani
% 10-15’in ilizerine ¢ikmaz. Bununla birlikte, nadiren total 16kosit sayisinin % 30-80
kadarin1 bazofillerin olusturdugu Ph kromozomu pozitif KML vakalar1 da vardir. Boyle
olgularda siddetli pruritus, lrtiker ve gastrik hiperasidite olabilir. KML hastalarinin
bazofilleri, normal bazofillerden farkli olarak mast hiicre a-triptaz igerirler.

Kronik myeloid 16semi hastalarinin tam1 aninda mutlak lenfosit sayilar1 da
artmistir (ortalama 15x10°/L). Ancak bu artis T hiicre artis1 seklinde olup, B hiicre
sayilart korunmustur. KML’de natural killer (NK) hiicre aktivitesi bozulmus ve
dolagimdaki mutlak NK hiicre say1s1 azalmigstir.

Tan1 aninda hastalarin yaklasik yarisinda platelet sayilar1 artmistir. Kronik fazin
seyri sirasinda da platelet sayisi artarak 500.000/puL’nin {iizerine ¢ikabilmektedir.
Nadiren platelet sayilari azalmis olabilir ve boyle bir bulgu hastaligin akselere faza
progresyon gostermesinin, ya da sekonder myelofibrozis gelisiminin bir isareti olabilir.

Fonksiyonel noétrofil bozukluklar1t hafif seviyede olup, firsat¢i organizmalara
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predispozisyon ortaya ¢ikarmaz. Trombositoza bagli trombohemorajik komplikasyonlar
beklenmez.

Kemik iligi belirgin olarak hiperselliilerdir. Graniilopoiezis ¢ok belirgin olup,
eritropoiezis azalmistir. Eozinofil, bazofil ve megakaryositler ise normal veya artmis
olarak bulunabilmektedir. Artmis hiicresel dongliye baglh olarak makrofajlarda
glukoserebrozid yiikii ve bu hiicrelerin gaucher hiicrelerine benzer bir goriinlim almasi
ya da lipid birikimine baglh polikrom boyamada deniz mavisi goriinmesi olasidir.
Kemik iliginde retikiilin fibrozis artmistir ve bu artis megakaryosit miktar1 ile
baglantilidir. Gerek kemik iligi, gerekse periferik kanda nétrofil, makrofaj veya
eozinofil kolonileri olusturan hiicreler (CFU) belirgin olarak artmistir'®,

Tedavi edilmemis KML olgularinda, artmis iirik asit iiretimi, hiperlirisemi ve
hiperiirikoziiriye neden olur. Agresif tedavi yapildiginda ise, hizli hiicre yikimi ilave
plirin yiikii ve hatta {rik asit presipitasyonuna bagli {iriner tiibiil blokaji ortaya
¢ikarabilir. Urat taslar1 olusumu ve gut gelisimi diger komplikasyonlardir.

Notrofiller transkobalamin I ve III olmak {lizere vitamin B12 baglayici proteinler
icerirler. Myeloproliferatif hastaligi olan kisilerde serum BI12 baglama kapasitesi
artmistir ve bunun temel kaynagi da matiir nétrofilik graniilositlerdir. KML olgularinda
B12 baglayicilarinin bir gostergesi olarak serum B12 seviyesi artmistir ve normalin on
katina kadar yiikselebilir. Hastalar tedavi gordiikce ve total 16kosit sayilart normale
yaklastik¢a, normal seviyelere dogru gerileme izlenir.

Kronik myeloid losemide serum laktik asit dehidrogenaz (LDH) seviyesi
yiikselmistir. Serum kolesterolii azalmis olarak saptanir. Hastaligin akut 16semiye
transformasyonu ile hiperkalsemi veya hipokalemi gelisebilir. KML hastalarinin serum
orneklerinde anjiyogenin, endoglin (CD105), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF), B-fibroblast biiylime faktorii ve hepatosit biiyiime faktorii gibi anjiyogenik

faktorler belirgin olarak artmigtir'.

2.1.6. Sitogenetik

KML hastalarinin kemik iligi ve ¢ekirdekli kan hiicrelerinin % 90’1mndan fazlasi
Ph kromozomu (t[9;22][q34;q11]) igerir. Yaklasik olarak hastalarin % 5’inde varyant
Ph kromozomlar1 (kompleks rearanjmanlar) bulunmaktadir. Boyle durumlarda iki degil,

lic kromozom parga aligverisine dahil olur ve y kromozomu disindaki herhangi bir
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kromozomun parga degisimine katilmasi olasilik dahilindedir. Bazi nadir kompleks
varyant olgularda parca degisimi sonrasi 22 nolu kromozomun uzun kolunda beklenen
kisalma gergeklesmez. Bu durum maskelenmis Ph kromozomu, ya da maskelenmis
translokasyon olarak adlandirilir. Bu olgularda mikroskopik incelemede maskelenmis
olan t(9;22) bantlama teknikleri veya molekiiler problar ile saptanabilir. Bu yardimci
testler arasinda southern blot analizi ile BCR rearanjmaninin gosterilmesi, anormal
mRNA’nin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) amplifikasyonu bulunur. PCR
yonteminin yiiksek duyarliligi, islem sirasinda 6zen gosterilmesi gerekliligi ve bir

miktar yanlis negatifligi akla getirir®.

2.1.7. Molekiiler

Kronik myeloid 16semi hastalarinda BCR/ABL flizyonunun floresan insitu
hibridizasyon yontemi (FISH) ile saptanmasi, southern blot ve PCR bagimli yontemlere,
duyarli bir alternatif olusturur®. Tanmisal amacli FISH basit, dogru ve duyarli bir
metoddur ve ¢esitli molekiiler fiizyonlar1 saptayabilir. Interfaz FISH sitogenetik
incelemeye gore (Ph kromozomunu tanimlamada) daha duyarli ve daha hizlidir, ancak
KML hiicreleri konsantrasyonunun diisiik oldugu minimal rezidiiel hastalik
durumlarinda sinirh kullanima sahiptir. Hastalar kantitatif southern blot, FISH,
kantitatif western blot, ya da yarismali ters transkriptaz RT-PCR gibi metodlarla takip
ediliyorsa, sitogenetik incelemelerin sikligi azaltilabilir. Molekiiler yontemler kan
orneginde calisilabildiginden, ilik hiicreleri gerektiren sitogenetik incelemelerden ¢ok
daha pratik uygulamalardir. Southern blot, western blot ve FISH kantitatif ve duyarlidir.
Kantitatif RT-PCR ise rezidiiel hastalik ya da kemik iligi transplantasyonu sonrasi niiks

olan hastalarin takibi i¢in uygun olan yontemdir*.

2.1.8. Tam

Klinik ve laboratuvar bulgular1 ile KML’den siiphelenildigi durumlarda tan
periferik kan yaymasi ve kemik iliginin incelenmesine dayanir. Splenomegali, periferik
kanda graniilositik 10kositoz, kemik iliginde myeloid hiperplazi ve LAP skorunda
diisiikliik gibi bulgular KML Ilehine olmakla birlikte kesin tani i¢in yeterli degildir.
Karyotip analizi yoluyla Ph kromozomunun ya da molekiiler yontemlerle BCR/ABL

translokasyonun gosterilmesi tan1 koydurucudur. KML diisiiniilen biitiin hastalarda tani
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koymak i¢cin BCR/ABL translokasyonu varligi kanitlanmalidir™. Sitogenetik analiz veya
diger molekiiler yontemlerle Ph kromozomu ya da BCR/ABL filizyonu gdsterilememesi

KML tanisindan uzaklastirir.

2.1.9. Ayiric1 Tam

Kronik myeloid 16semi ayirici tanisinda Oncelikle, enfeksiyon veya neoplazma
baglh lokomoid reaksiyonu diisiinmek gerekir. Bakteriyel enfeksiyonlara yanit olarak
ortaya ¢ikan ve genellikle notrofilik karakterdeki 16kositozdan farkli olarak 16komoid
reaksiyonda, hem l6kosit sayisi artar hem de periferik kanda immatiir hiicrelere
rastlanir. Myeloid ya da lenfoid tipte ortaya cikabilen 16komoid reaksiyonun daha sik
goriilen myeloid tipinde, periferik kanin goriiniimii 16kosit morfolojisi yOniinden
KML’ye benzer. Ozellikle periferik kanda myeloid &nciillerinin izlendigi sola kayma
durumlarinda 16komoid reaksiyon KML ile karisabilir. Ancak l6komoid reaksiyonda
16kosit sayisi genellikle KML’den daha disiiktiir. Ayrica splenomegali, bazofili,
eozinofili ve trombositoz gibi bulgularin olmayis1 l6komoid reaksiyonu destekler.
Yiiksek LAP skoru ve Ph kromozomu negatifligi de l6komoid reaksiyon lehinedir
(Tablo 1).
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Tablo 1. KML ile Lokomoid Reaksiyonun Ayirimi*

Ozellik KML Liokomoid Reaksiyon

Ldkomoid reaksiyon i¢in bilinen Yok Var

neden

Lokosit sayist Siklikla >70x10°/L Genellikle <70x10°/L

Lokosit diferansiyasyonu Graniilosit onciilleri .Genellikle Olg..un gotroﬁl, nadir
immatiir graniilositler

LAP skoru Azalmig Normal veya artmig

Bazofili Var Yok

Splenomegali Var Yok

Kemik iligi infiltrasyonu ya da ekstramediiller timor invazyonu gibi kemik
iliginde yer kaplayan durumlar sonucu olusan lokoeritroblastik reaksiyon da bazen
KML’ye benzer bir tabloya yol agabilir. Lokoeritroblastik tabloda periferik kanda geng
myeloid ve eritroid seri elamanlari bulunur. On planda ¢ekirdekli eritrositler ve gdzyasi
hiicreleri goriiliir, eritrositlerde anizositoz ve poikilositoz dikkati ¢eker. Az sayida
myelosit ve metamyelosit tabloya eslik eder. Klinik degerlendirme ile ayirici taniya
gidilemeyen durumlarda kemik iligi incelemesi yapilmalidir. KML’nin diger kronik
myeloproliferatif hastaliklardan ayirimi1 da 6nem tasir. PRV’de de KML’de oldugu gibi
l16kositoz, trombositoz, kemik iligi fibrozisi, splenomegali ve serum vitamin B12
diizeyinde yiikseklik beklenir. Bununla birlikte artmis eritrosit kitlesi ve yiiksek LAP
aktivitesi bulunan PRV’de Ph kromozomu negatiftir. ET ayirici tanida diisiiniilmesi
gereken bir diger kronik myeloproliferatif hastaliktir. Her ne kadar KML’de ET’ye
nazaran lokosit sayis1 daha yiiksek ve trombosit sayis1 daha diigiik olsa da bazi KML
olgularinda yiiksek trombosit sayisi ve belirgin olmayan bir 16kositoz goriilebilir.
Kemik iligi fibrozisi ve splenomegali ile karakterize bir tablo olan IM’de 16kositoz,
KML’de oldugu olgiide c¢arpict degildir. Periferik kan yaymasinda; polikromatofili,
gozyasi seklinde eritrositler ve normoblastlar gibi diseritropoetik bulgularin varligi daha
cok IM’yi diisiindiiriir. Kemik iliginde fibrozisin belirgin oldugu IM’de KML’den farkli
olarak LAP skoru artmistir ve Ph kromozomu negatiftir. Ancak KML seyri esnasinda da
kemik iligi fibrozisi goriilmesi seyrek degildir. Bu nedenle kronik myeloproliferatif
hastalik siiphesi olan tiim hastalarda KML ayirici tanist i¢in kemik iligi incelemesi ile
sitogenetik veya molekiiler testlerin yapilmasi Onerilmektedir. Myelodisplastik
sendromlar i¢inde degerlendirilen Kronik Myelomonositik Losemi (KMML), 16kositoz

ve splenomegali yoniinden KML ile karisabilir. Daha ¢ok ileri yaslarda goriilen bu
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hastalikta periferik kanda myeloid hiicrelerin yan1 sira monositler dikkati g¢eker.

KML’den farkli olarak bazofili ve Ph kromozomu yoktur.

2.1.10. Prognoz

Kronik myeloid 16semili hastalarin klinik gidisi ve prognozu degiskendir.
Imatinib mesilat tedavisinden 6nce 6liim, tanidan sonraki 2 yil i¢inde hastalarin %
10’unda, sonraki her yil i¢in de yaklasik % 20’sinde beklenirdi ve ortalama sagkalim
stiresi 4 yil idi. Bu nedenle KML’de farkli risk gruplarini tanimlayan birka¢ prognostik
model gelistirilmistir. En yaygin kullanilan evreleme sistemleri prognostik faktdrlerin
cok degiskenli analizlerinden kaynaklanir. Konvansiyonel kemoterapi uygulanan
hastalar temel alinarak hazirlanmis olan Sokal indeksinde; dolasimdaki blast yiizdesi,
dalak boyutu, trombosit sayisi, sitogenetik klonal degisim ve hastanin yasi en 6nemli
prognostik faktérlerdir. interferon-alfa tedavisi alan hastalara dayanilarak gelistirilen
Hasford sisteminde ise; yas, dalak boyutu, dolasimdaki blast yiizdesi, trombosit sayist
ile eozinofil ve bazofil ylizdeleri en dnemli prognostik faktorler olarak tanimlanmaistir.
Sokal indeksinden farkli olarak bu sistemde sitogenetik degisim g6z ardi edilmis, bunun
yerine eozinofil ve bazofil yiizdeleri risk skorlamasina ilave edilmistir. Interferon-alfa
tedavisi alan hastalara uygulandigi zaman Hasford sistemi, Sokal indeksine gore sag
kalim stiresini 6ngérmede daha basarili bulunmustur (Tablo 2). Ancak Hasford sistemi,
kemik iligi ya da kok hiicre nakli yapilan hastalar i¢in heniiz gegerli degildir®. Bununla
birlikte ilk sonuglar, bu sistemin imatinib tedavisi alan hastalar i¢in uygulanabilir
oldugunu diisiindiirmektedir. Tura’nin ve Kantarjiyan’in prognostik modellerinde; yas
>60, kot kenarii asan dalak >10 cm, kandaki blast oran1 >% 3 veya kemik iligindeki
blast oran1 >% 5, kandaki bazofil oran1 >% 7 veya kemik iligindeki bazofil oran1 >% 3,
trombosit sayist >700.000/mm?® ya da akselere doneme ait karakteristik bulgulardan
herhangi birinin varlig1 negatif prognostik faktorlerdir ve bunlarin sayisina gore hastalar
gruplandirilir. Bu olumsuz faktérlerin varliginda kisa donemli prognoz ¢ok katiidiir ve
ilk yilda 6liim orani 3 kat yiiksektir. Tedaviye sitogenetik yanit alinmas1 ve buna bagl
olarak sag kalim siiresinde tatmin edici bir uzama saglanmasi, hastaligin
baslangicindaki risk kategorisiyle onemli &lgiide iliskilidir. Ozellikle Sokal risk skoru
kullanilarak, kisa siirede sitogenetik yanit elde edilen hastalarda uzun bir siire i¢in sag

kalim ihtimalinin yiliksek oldugu 6ngdriilebilir*.
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Tablo 2. KML’de Prognozu Belirlemede Kullanilan Risk Skorlari***

Sokal indeksi (24):

SI=EXP [ 0.0116 (yas—43.4) +0.0345 (dalak biyiikligi*— 7.51) +0.188 (trombosit
say1s1/700] 2 — 0.563) +0.0887 (pereiferik blast yiizdesi — 2.10)]

*kot alt1 uzunluk (cm)

Yeni skorlama sistemi (Hasford) (25):

Yeni skor: (0.6666 x yasg [eger yas< 50, 0; aksi halde 1] +0.420 x dalak biiyiikliigii [cm kot

alt1] +0.0584 x blast [ % ] +0.0413 x eozinofil[ % ] +0.2039 x bazofil eger bazofil <3% , 0;

aksi halde 1] +1.0956 x trombosit sayisi [ eger trombositler<1500 x 10°/L, 0; aksi halde 1] ) x 1000
Disiik risk <780; Orta risk 781 — 1479; Yiiksek risk >1480

2.1.11. Tedavi

Hiperiirisemi ve hiperiirikozliri KML’nin tani ve relaps durumlarinda sik
rastlanilan bulgulardir. Asir1 hiicre yikimi 6ngoéren durumlar varliginda (yiiksek 16kosit
sayisi, belirgin splenomegali) kemoterapi 6ncesi 300 mg/giin allopurinol ve uygun
hidrasyon saglanmalidir. Allopurinol allerjik deri reaksiyonlar: ile iligkili oldugundan,
yiiksek 16kosit sayis1 ve dalak biiytlikliigii ortadan kalkinca ilag kesilmelidir. Siddetli
hiperiirisemi durumunda ise sodyum bikarbonat ve idrar alkalinizasyonu ve trik asiti
allantoine doniistiiren rekombinant bir iirikaz olan rasburikaz kullanilabilir.

Kronik myeloid 16semi tedavisi, gegmiste allojenik kok hiicre transplantasyonu,
interferon temelli rejimler ve hidroksiiire, busulfan gibi diger konvansiyonel
kemoterapiler seklinde iken, bir BCR/ABL tirozin kinaz inhibitérii olan imatinib
mesilatin kullanima girmesi ile tamamen degisim gostermistir.

Gilinlimiizde imatinib, kronik fazdaki tim KML olgularimin baslangig
sitorediiktif tedavisidir. Beyaz kiire sayilarinin ¢ok belirgin oldugu vakalarda imatinib
oncesinde veya es zamanli olarak hidroksiiire kullanilabilir. Hiperlokositik sendrom
belirtileri nedeniyle hizli sitorediiksiyon gerekli ise hidroksiiire l6koferez ile kombine
edilebilir. Lokoferez KML’yi gegici bir siire kontrol altinda tutabilmektedir. Bu nedenle
sadece iki endikasyonu mevcuttur. Bunlardan birisi, stupor, hipoksi, tinnitus, papilla
0demi, priapizm gibi 16kostaz bulgulari olan ve hizli sitorediiksiyon ile geri doniisiimii
olabilecek hiperlokositik hastalardir. Digeri ise, kemoterapinin fetiis i¢in yiiksek riskler
ortaya koydugu gebeligin ilk aylarindaki hastalardir. Gebe olmayan hiperlokositik
hastalarda 16koferezin hidroksiiire ile birlikte kullanilmas1 bagariy1 yiikseltir. Imatinib
mesilat baglandiktan sonra halen belirgin trombositopenisi olan hastalarin tedavisine

anagrelide eklenebilir.
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BCR/ABL tirozin kinaz aktivitesinin inhibisyonu KML hiicrelerini de inhibe
edecektir. imatinib ilk kez 1998 yilinda, o donemdeki ismi ile STI571 olarak klinik
calismalarda yer almis bir 2-fenilaminopirimidin derivatidir®®. Imatinibin BCR/ABL
iliskili abelson tirozin kinazla baglanmasi fosforilasyonu engelleyerek aktivasyonu
ortadan kaldirir (Sekil 2). Diger bir deyisle imatinib BCR/ABL’nin selektif
inhibitoridiir. 2001 yilinda FDA onay1 alan imatinib, giinimiizde KML’nin standart
baslangi¢ tedavisidir. Yapilan ¢alismalarda imatinib genel olarak, daha once IFN ile
tedavi edilen hastalarda % 55 major sitogenetik yanit (MSY) ve yeni tani alan
hastalarda % 74 tam sitogenetik yanit (TSY) gostermistir. Eldeki veriler IFN ile
kiyaslandiginda, imatinib i¢in uzun donem tolerabilite ve ortalama siirvinin ¢ok daha
yuksek olacagini diisiindiirmektedir. IRIS isimli (Randomized study of IFN and
STI571) ¢alismada yeni tani almis 1106 KML hastasi1 standart doz olan 400 mg/giin
imatinib veya IFN ile birlikte diisiik doz sitarabin kollarindan birisine randomize edildi.
Kollar arasinda gecise olanak saglandi. 18 ay sonra yapilan degerlendirmede, imatinib
kolunda tam sitogenetik yanit % 76 olurken, IFN art1 sitarabin kolunda % 14,5 olarak
saptandi. Takip sirasinda IFN intolerans1 nedeniyle bircok hasta tedavi kolunu
degistirdi. Imatinib koluna transfer olan hastalarin ¢oklugu nedeniyle her iki kol
arasinda siirvi farki gosterilmesi miimkiin olmadi. IRIS ¢alismasinda 60 aylik izlem
sonunda imatinib alan hastalarda % 98 tam hematolojik yanit (THY), % 92 MSY, % 87
TSY saptanmistir?’.
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Sekil 2. imatinib aracih BCR/ABL inhibisyon mekanizmasi**
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Imatinib yapilan calismalar sonucunda yeni tami almis KML hastalarinin
tedavisinde ilk secenek olmustur. Imatinib tedavisi ile varyant Ph kromozom
translokasyonu olan hastalarin prognozu, klasik Ph kromozom translokasyonu olanlar
ile benzerdir. Yaslt ve geng hastalar tedavi yanit1 agisindan degerlendirildiginde, kronik
fazdaki hastalarda yasin tedavi yanitin1 etkilemedigi gozlemlenmistir.

Imatinib, basta IFN olmak iizere diger KML tedavi segenekleri ile
kiyaslandiginda ¢ok daha iyi tolere edilmektedir. Imatinib ile sik karsilasilan sorunlar
arasinda siiperfisiyal 6dem, bulanti, kas kramplari, dokiintli, halsizlik ve diyare
sayilabilir. Transaminaz yiiksekligi ve ondan daha sik goriilen myelosiipresyon ise
onemli yan etkileridir. Bunlardan myelosiipresyon, yeni tani almis hastalardan ziyade
IFN’ye refrakter hastalar icin ciddi sikint1 olusturabilir. Imatinib ile periorbital 6dem
nadir olgularda bildirilmistir. imatinib i¢in potansiyel teratojenite mevcuttur. Imatinibe
bagli deri reaksiyonlar1 % 7-21 hastada izlenmektedir ve genellikle hafif seyirlidir. Kisa
sire ile tedaviye ara verip, daha sonra yavas ve kademeli olarak doz artirimi
yapildiginda dokiintiilerin ¢ogu tekrarlamamaktadir.

Kronik myeloid 16semi hiicre infiltrasyonuna bagli sweet sendromu olgulari
rapor edilmistir. Gastrointestinal stromal tiimér nedeniyle imatinib tedavisi alan
hastalarda ¢ok ender rastlanan bir yan etki olan kemik iligi slipresyonu, malign klonun
hematopoiezin ¢ok biiylik bir kismint olusturdugu KML hastaklarinda sik
goriilmektedir. Kemik iligi siipresyonu gelisen bu hastalarda 300 mg/giin ve altindaki
dozlar1 uygulamadan once, kan sayimlar1 diizelinceye kadar ilaca ara verilir. Notropeni
durumunda graniilosit koloni stimiilan faktér (G-CSF) ve graniilosit makrofaj koloni
stimiilan faktor (GM-CSF) gibi biiyiime faktorleri, trombositopeni varliginda ise
interlokin-11 (IL-11) ve trombosit transfiizyonlar1 kullanilabilir. Imatinib ile
myelosiipresyon gelismesi sitogenetik yanitin elde edilmesine olumsuz etki eden
bagimsiz bir risk faktoriidiir. KML’de imatinib kullanimi ile kemik iligindeki fibroziste
azalma, VEGF sekresyonunda azalma ve kemik iligi anjiyogenezinde azalma
gorilmiistiir.

Imatinibe olan yamitin tamimlanmasinda THY, Iokosit sayismin <10x10%/L
olmasi, platelet sayisinin <450.000x10°/L olmasi, kanda immatiir myeloid hiicrelerin
bulunmamasi ve splenomegali dahil 16semi iligkili tim 16semi bulgularimin ortadan

kalkmasi anlamina gelirken, TSY, standart sitogenetik inceleme ile Ph kromozomu
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pozitif hiicrelerin bulunmamasini ifade eder. MSY, kemik iligi hiicrelerinin sitogenetik
analizinde Ph kromozomu pozitif hiicrelerin % 35’den az olmasi anlamina gelir. Major
molekiiler yanit, BCR-ABL/ABL degerinin <% 0.05 olmasi1 iken, tam molekiiler yanit
ise, RT-PCR ile BCR/ABL’nin saptanamamasidir.

Ug aylik bir tedavide en azindan minér sitogenetik remisyon gostermeyen ya da
ndtropeni gelisen hastalar yanitsiz olarak kabul edilir. Yeterli imatinib yanit1 3 ay i¢inde
tim kan sayimlarinin normalizasyonu (tam hematolojik yanit) ve 18 aya kadar tam
sitogenetik yanmitin (30 metafaza kadar olan incelemede Ph kromozomu pozitif
hiicrelerin bulunmamasi) elde edilmesi demektir. Potansiyel yanit kavrami ise 6 aya
kadar minér sitogenetik yanit (% 35’den az Ph kromozomu pozitif metafaz), ya da 12
aya kadar major sitogenetik yanit (% 65°den fazla Ph kromozomu negatif metafaz) elde
edilmesinin karsiligidir. 6 aylik tedavi sonrasi % 100 Ph kromozomu pozitif hastalig
olanlara allojenik kok hiicre naklinin 6nerilmesi uygun olabilir.

Tam hematolojik yanitin veya sitogenetik yanitin kaybi; 3 aylik bir siire zarfinda
Ph kromozomu pozitif metafaz oraninda % 30’dan daha fazla bir artma gozlenmesi,
yeni sitogenetik anormalliklerin ortaya ¢ikmasi veya seri RT-PCR testinde BCR-
ABL/ABL oraninda 1 logaritma veya daha fazla artis olmasi tedaviye yanitin kaybi
anlamina gelir.

Tam molekiiler remisyon veya uzamis sitogenetik remisyon elde edildikten
sonra imatinib tedavisinin ne zaman kesilecegine dair yeterli veri yoktur. Zorunlu bir
durum olmadikc¢a tedavinin kesintisiz olarak devam etmesi Onerilir.

Kronik myeloid 16semi tedavisinde ilk se¢im ilag ve ilk tirozin kinaz inhibitorii
olan imatinibin ardindan dasatinib ve nilotinib gibi yeni ikinci jenerasyon tirozin kinaz
inhibitdrleri de kullanima girmistir. Bu ilaglarin Ph kromozomu pozitif ALL olgularinda
(KML blastik faz lenfoid varyant) etkili oldugu goriilmiistiir.

Ikinci kusak tirozin kinaz inhibitorleri, imatinib kulanan KML hastalarinda
imatinib tedavisinin etkili olmadigi durumlarda (6 ay sonra MSY, 12 ay sonra TSY,18
ay sonra 3-log altinda yiik azalmamasi) diisiiniiliir*. Yeni tirozin kinaz inhibitorlerinden
nilotinib imatinibden 30 kat daha fazla etkin bir aminoprimidindir. Dasatinib ise
imatinibe gore 300 kat daha giiclii bir ¢ift kinaz (Scr/Abl ) inhibitoriidiir’’. Ph pozitif
KML’li imatinib direnci olan hastalarda 70 mg nilotinib verilerek yapilan bir calismada

% 90 THY, % 51 MSY, % 40 TSY elde edilmistir®. Dasatinib imatinib direncli ya da
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intoleranst olan 387 kronik faz KML hastasina uygulanmis ve hastalarin % 91’inde
THY, % 59’unda MSY, % 49’unda TSY eclde edilmistir. Yan etki olarak 3.ve 4. derece
trombositopeni ve ndtropeni hastalarda sirasiyla % 48 ve % 49’unda bildirilmistir.
Hastalarda non hematolojik toksisitelerinden diyare % 37, basagris1 % 32, yorgunluk %
31 ve plevral effiizyon % 27 oraninda gozlemlenmis®. 400 mg ve 600 mg imatinibe
direncli hastalarda yapilan randomize calismalarda dasatinib 70 mg giinde 2 kez
kullanim1 ile allojenik kok hiicre nakli yapilan hastalar karsilastirildiginda 2 yillik
sagkalim dasatinib alanlarda % 100, allojenik kok hiicre nakli yapilanlarda ise % 72
bulunmug*.

Dasatinib: imatinib direnci sz konusu oldugunda kullanilmak {izere yeni tirozin
kinaz inhibitorleri gelistirilmistir. Bu amagla kullanima giren ikinci kusak tirozin kinaz
inhibitorlerinin ilki, imatinib direnci ya da intoleransi durumunda Tiirkiye’de de
kullanim izni bulunan dasatinib molekiiliidiir. Dasatinib, c-Kit ve PDGF-f reseptoriinii
de igeren bazi onkogen kinazlar ile birlikte BCR/ABL kinaz ve Src ailesi kinazlarinin
(SFKs) aktivitesini inhibe eden giiclii bir tirozin kinaz inhibitoriidiir. Inaktif durumdaki
BCR/ABL kinaza baglanan imatinibe karsilik dasatinib; hem aktif hem de inaktif
durumdaki ABL kinaza baglanarak etki gosterdigi icin, yapisal olarak imatinib ile ¢cok
fazla benzerlik gostermese de 100 ila 300 kat daha yiiksek aktiviteye sahiptir.
Dasatinibin BCR/ABL kinaz mutasyonlarindan, Src ailesi kinazlarini tutan alternatif
sinyal yollarinin aktivasyonundan ve c¢oklu ila¢ direng (MDR) geninin asir
ekspresyonundan kaynaklanan imatinib direncini yenebilecegi gosterilmistir. Klinik
calismalarda, imatinib direnci bulunan ya da yan etkiler nedeniyle imatinib tedavisini
birakmak zorunda kalan hastalarin ¢ogunda dasatinib tedavisi ile remisyon elde
edilmistir. Oral yolla alinan ve biiyiik 6l¢lide karacigerde metabolize edilen dasatinibin
yan etkileri imatinibe benzerdir ve genellikle geri doniisiimliidiir. Genellikle olusan yan
etkiler doz azaltilmasiyla kontrol edilebilir. Gelisebilecek hipokalsemi ve/veya
hipofosfatemi hemen her zaman oral tedavi ile diizeltilebilir. Nadiren kalbin elektriksel
iletisisteminde gecikme (Q-T mesafesi uzamasi gibi) ve myelosiipresyona bagl ciddi
trombositopeni goriilebilir®.

Nilotinib: Yeni gelistirilen bir diger ikinci kusak tirozin kinaz inhibitorii, yapisal
olarak imatinibe benzeyen nilotinib molekiiliidiir. Nilotinib, imatinibden yaklasik 30 kat

daha giiclii bir imatinib tiirevidir’*®. Dasatinib gibi nilotinib de, ¢esitli mutasyonlar
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sonucu imatinib direnci gelisen hastalarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bazi mutasyon
tiplerinde dasatinib, bazilarinda nilotinib molekiiliiniin daha etkili oldugu diisiiniilmekle
birlikte her iki ilacin da T3151 mutasyonu olan KML hastalarinin tedavisinde etkili
olmadig1 bilinmektedir. Heniiz arastirma agamasinda olan bir takim yeni tirozin kinaz

inhibitorleri (bosutinib gibi) bu mutasyona kars1 da etkili goriinmektedir.

2.1.12. Akselere Faz ve Blastik Faz KML Hastalarinin Tedavisi

Bilindigi gibi KML ii¢ klinik faz1 (kronik, akselere, blastik) olan bir hastaliktir.
Basta imatinib olmak iizere giincel tedavi yontemleri ile hastalarin artik ¢ok az bir kismi
akselere ve blastik fazlara ilerlemektedir. Yine de bu iki faz tiim hastalar i¢in hastaligin
son donemini olusturur. Bununla birlikte hastalarin % 10 kadarinin akselere veya blastik
faz doneminde tan1 aldig1 untulmamalidir.

Akselere faza ilerleyen hastanin tedavisinin amaci, 60 yasin altinda olan, kontrol
edilemeyen, enfeksiyonu ve organ disfonksiyonu olmayan hastalart Allo-SCT’ye
hazirlamaktir. Bunun i¢in hastalara Allo-SCT yapilana kadar normal dozdan daha
yiiksek bir dozda imatinib (400 yerine 600 mg/giin peroral) tedavisine devam edilir.
Boylelikle hastalar miimkiin oldugunca kronik fazda tutularak Allo-SCT’nin basari
sans1 artirilir. Kisa donem mortalite ve morbidite risklerine ragmen Allo-SCT akselere
fazdaki hastalar icin kiiratiftir. Allo-SCT i¢in uygun olmayan hastalar i¢in ise tekrar
kronik faza donme ihtimalleri diisliniilerek 600 mg/giin peroral dozunda imatinib
tedavisine devam edilmesi dnerilmektedir'.

Akselere fazda tani alan ve imatinibden fayda gdrmeyen hastalar ile imatinib
tedavisi devam ederken akselere faza ilerleyen hastalar tedaviye direncli hastalar olarak
adlandirilirlar. Akselere faz ve blastik fazdaki bazi hastalarda imatinib ile ancak kisa
stireli remisyonlar gozlenmis ve relaps gelisen bu hastalar incelendiginde ilag direncine
etki eden mutasyonlar saptanmistir. T3151 mutasyonu imatinib ile hedef baglanma
bolgesi arasinda degisiklige neden olmaktadir’. Iste bu mutasyonun varligi veya
yoklugu direngli hastalar icin tedavi stratejisini belirler. T3151 mutasyonu bulunan
hastalar tirozin kinaz inhibitorlerinin hi¢ birisinden fayda gérmeyecektir. Bu hastalari
icin Allo-SCT denenebilir. T3151 mutasyonu negatif olan hastalar icin ise segilecek
tedavi ikinci kusak bir tirozin kinaz inhibitorii (dasatinib veya nilotinib) olmalidir.

Imatinibe direngli olan hastalarda denenmis olan bu ilaglara yanit oranlar1 % 30-40
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civarindadir. Yanit alinmasi durumunda hastanin Allo-SCT’ye hazirlanmasi Onerilir.
Dasatinib imatinibe direncli olan akselere fazdaki hastalara 70 mg dozda, giinde iki kez,
imatinibi tolere edemeyen kronik fazdaki hastalara ise 100 mg dozda, giinde bir kez
verilir. Ilacin 6nemli yan etkileri notropeni ve plevral eflizyondur. Nilotinib igin
onerilen doz giinde iki kez olmak iizere 400 mg’dir*. Ilk gdze carpan yan etkileri ise
trombositopeni, ndtropeni, bilirubin ve lipaz yiiksekligidir.

Blast krizindeki (blastik faz) ve Allo-SCT icin uygun olan hastalar i¢in onerilen
tedavi, akselere hastalarda oldugu gibi 600 mg/giin tirozin kinaz inhibitorii (imatinib)
kullanim1 ve hastanin daha erken bir faza dondiiriilmesini takiben Allo-SCT’dir. Hasta
tan1 aninda blastik fazda ise idame edilebildigi siirece imatinib ile devam edilmesi
uygundur. Blast krizinde olan ve imatinibi tolere edemeyen veya ilaca direng gosteren
hastalar i¢in ikinci jenerasyon bir tirozin kinaz inhibitorii kullanmak ve hastay1 kronik

faza dondiirerek Allo-SCT’ye hazirlamak tavsiye edilmektedir.

2.1.13. Kok Hiicre Nakli

Allojenik kemik iligi ya da kok hiicre nakli, KML’de kiir sagladig: bilinen tek
tedavi seklidir. Bununla birlikte transplantasyon sonrast erken donemdeki yiiksek
mortalite riski, uygun verici bulma gii¢liigli ve uygulanmasi i¢in 6zel tibbi donanim
gerektirmesi nedeniyle bazi giicliikkleri barindirmaktadir. Ancak uygun vericisi olan
geng hastalarda en seckin tedavi yontemidir. Kemik iligi nakli yapilan hastalarin analizi,
en iyi sonucglarn tanmin ilk yili i¢inde kronik evrede nakil yapilan hastalarda elde
edildigini gostermektedir®. Hastaligin ileri evrelerinde yapilan nakiller kronik evrede
yapilanlar kadar basarili degildir. Allojenik kok hiicre nakli, kronik evre KML
hastalarinin yaklasik % 70’inde kiir saglayabilir fakat graft-versus-host hastaligi
(GVHD) ve firsat¢1 enfeksiyonlara bagl komplikasyonlar ve 6liim riskiyle birliktedir®.
Hastalarin yaklasik % 20’sinde transplantasyon sonrasi hastalik niikseder, bu durumda
yapilan verici 16kosit infiizyonlartyla muhtemelen ‘graft versus losemi’etkisiyle ikinci
kez remisyon elde etmek miimkiindiir. Akraba dis1 nakillerde transplantasyona baglh
mortalite oranlar1 ylikselse de hastalarin 2 yillik niikssiiz sag kalim oranlar1 % 40
civarindadir. Transplantasyon basarisint etkileyen faktorler; hastanin yasi, hastaligin
evresi, kemik iligi dondrii (akraba olup olmadigi), hazirlama rejimleri, GVHD gelisimi

ve transplantasyon sonrasi tedavidir. Oncesinde interferon alfa (IFN-a) tedavisi almis
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olanlarda transplantasyon basarisinin daha diisiik oldugunu bildiren ¢aligsmalar olmasina
ragmen bu durum tartismalidir. Transplantasyon ile iligkili mortalite riski, yas
ilerledikce arttigindan dolay1 hasta yas1 6nemli bir prognostik faktordiir. Allojenik kok
hiicre nakli i¢in iist yas sinir1 65 olmakla birlikte en iyi sonuglarin 40 yasin altindaki
hastalarda alindig1 bildirilmektedir. Yasin yani sira hastanin HLA uygun saglikli bir
vericisinin olmasit da basarili bir nakil i¢in 6nemlidir. Transplantasyon bagarisini
etkileyen hasta ile ilgili diger bir faktor ise hastaligin evresidir. En iyi sonuglar erken
kronik evrede elde edilir. Akselere ve blastik fazda yapilan nakillerde sagkalim
diisiiktiir ve relaps sik goriiliir. Ideal dondr adayr homozigot ikiz kardes olmakla
birlikte, Allo-SCT i¢in en uygun verici profili HLA uygunlugu yiiksek (tam uyumlu ya
da tek lokusta uyumsuzluk olan) akraba dondrlerdir. Akraba dis1 nakillerde, graft
yetersizligi, akut ve kronik GVHD oranlar1 akraba vericilerden yapilan nakillere gore
daha yiiksektir ve transplantasyon sonrasi iyilesme donemi daha uzundur. Kok hiicre
kaynag1 olarak periferik kanin kullanilmasi ile verici i¢in daha disiik risk saglanir ve
engraftman daha hizli olusur. Akraba olmayan vericilerde yapilan bazi ¢aligmalarda,
periferik kan ve kemik iligi kok hiicreleri karsilagtirildigi zaman hastaliksiz sag kalim
ve GVHD yoniinden fark olmadigi gosterilmistir®. Transplantasyon Oncesi hazirlama
rejimleri myeloablasyon amaciyla uygulanir. Bu sekilde hem 16semi hiicreleri yok
edilir, ayn1 zamanda da graftin reddini 6nlemek i¢in immunsiipresyon saglanmis olur.
Sitotoksik hazirlama rejimi i¢in genellikle siklofosfamid ve busulfan kombinasyonu
tercih edilir. Busulfana alternatif olarak tiim viicut i1sinlamasi da kullanilmistir.
Sitotoksik rejimi gelistirme cabalar1 daha iyi etkinlik yerine toksisiteyi arttirmistir'.
Transplantasyon sonrast GVHD gelisenlerde niiks sikliginin azaldigi ancak ciddi
GVHD goriilenlerde buna paralel olarak mortalite riskinin arttigi saptanmistir. Niiks
oraninin azalmasmin graft versus losemi (GVL) etkisinden kaynaklandigi ileri
stiriilmektedir.

Transplantasyon sonrasi niiks eden olgularda ek tedaviye gerek duyulmadan,
donor lenfosit inflizyonlariyla (DLI) hematolojik ve sitogenetik remisyon elde edilebilir.
Bu durumun immiinolojik yolla olusan GVL etkisiyle olmasi muhtemeldir. Erken
kronik evrede IFN-a tedavisinin etkinligi nedeniyle, transplantasyon sonrasi hastaligi
niikseden olgularda remisyon saglamak i¢in ya da ileri evrede transplantasyon yapilmis

olan niiks riski yiiksek olgularda relaps1 6nlemek amaciyla IFN-a kullanilmaktadir.
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Kord kani zengin bir hematopoetik kok hiicre kaynagidir ve kemik iligi
transplantasyonunda kullanilmistir”?. {lk sonuglar graft versus host hastaliginin daha az
goriildiigli ve daha hafif siddetli oldugu bildirilmistir, bu nedenle daha uyumsuz
vericilerden faydalanmaya olanak saglar®.

Kronik myeloid 16semi hastalarinin kemik iliklerindeki primitif kok hiicreler Ph
pozitif ve Ph negatif olmak iizere iki hiicre popiilasyonundan meydana gelir. Eger Ph
negatif olan normal kok hiicreler ayrilabilirse, bu hiicrelerle uygulanan otolog kok hiicre
naklinin kiir saglama potansiyeli olacaktir. KML hastalarinin ¢ogunda nakil i¢in uygun
bir vericinin bulunmamasi ve ileri yaslarda, akraba olmayan vericilerden yapilan
nakillerde toksisitenin fazla olmasi alternatif bir tedavi yaklagimi olarak otolog kdok
hiicre naklinin gelistirilmesine yol agmistir. Periferik kok hiicre nakli igslemi igin genel
anestezi gerekmemesi ve engraftmanin daha hizli olmasi nedeniyle kok hiicre kaynagi
olarak periferik kan, kemik iliginden daha uygundur. Kemoterapi ve G-CSF
uygulandiktan sonraki iyilesme doneminde periferik kanda normal hematopoetik kok
hiicreler artmis sayida bulunacagindan, bu donemde aferez yontemiyle hiicreler toplanir.
Ph pozitif hiicrelerin in vitro olarak ayiklanmasinin ardindan kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan
Ph negatif kok hiicreler, myeloablatif tedavi uygulandiktan sonra hastaya verilir. Bazi
vakalarda uzun bir sag kalima sahip elde edilebilmesine ragmen, genellikle gecici
olarak normal hematopoez saglandigi disiiniilmektedir*. Otolog kok hiicre nakli
uygulanan hastalarda niiks orani yiiksektir. Otolog hiicrelerin kullanilmasina ragmen,
sitomegalovirus (CMV) enfeksiyonlar1 ve ebstein bar virus (EBV) lenfoproliferatif
sendromlarinin aktivasyonu gibi siddetli immiin regiilasyon bozukluklar1 ortaya
cikabilir®. Otolog kok hiicre nakli, allojenik nakil i¢in uygun vericisi olmayan
hastalarda gecici kiir saglayabilir. Allo-SCT sonrasi relaps durumundaki tedavi
secenekleri ise, birinci ve ikinci jenerasyon tirozin kinaz inhibitorleri ile DLI

uygulamasidir.

2.2. Philadelphia Kromozomu

Kanser ile iligkisisi bulunan ilk kromozom anomalisi Ph kromozomudur.
Sitogenetikte uygulanan tekniklerin gelismesi ile kromozomlarda daha detayli bant
boyama teknikleri sonucu bu iki kromozomdaki kirik noktalari tespit edilerek 9

numarali kromozomun uzun kolu ile 22 numarali kromozomun uzun kolu arasindaki
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karsilikli translokasyon oldugu anlagildi. Bunun sonucunda kiigiikk bir 22 numaral
kromozom 1ile daha uzun 9 numarali kromozom ortaya c¢ikmaktadir (Sekil 3). Ph
kromozomu 5’ber ile 3’abl dizilerinin birlesmesiyle olusan BCR/ABL (229-)
onkogenini tasir. Kromozom 9 iizerindeki diger translokasyon paterni olan ABL-BCR
(9g+) KML hastalarimin yaklasik % 60’1nda eksprese edilir ama bunun higbir biyolojik

fonksiyonu yoktur ve heniiz fenotipi bilinmemektedir.

CML, t{9;22){q34;q11.2)

= T .
i B -
Eﬁqlu —= = A
. . [ .
Ph 22 9 der(9) Ph 22

Sekil 3. Philadelphia kromozomu*

Kronik myeloid l6semiye neden olan faktorler hala bilinmemekle birlikte
epidemiyolojik caligmalar iyonize edici radyasyonun (IR) etken oldugunu
gostermislerdir. Cilinkii IR ¢ift zincirli DNA kiriklarina yol agabildigi en iyi bilinen
ajanlardan biridir. Kromozom 9 ve 22’nin hiicre ¢ekirdegindeki topografik yerlesimleri
de resiprokal translokasyonlarini kolaylastirmaktadir. insan hematopoetik hiicrelerinde
ABL ve BCR genlerinin konfokal mikroskopi ve FISH teknikleri ile gosterilmesi
sonucu hiicre siklusunun S fazindan G2 fazina gegiste yanyana geldiklerini gostermistir.
ABL ve BCR genlerinin birlesmelerinin en kritik aninin hiicre dongiistiniin bu periyodu
oldugunu digiindiirmektedir. 2002 yilinda Saglio ve arkadaglar tarafindan kromozom
22 iizerindeki BCR genine ve kromozom 9 iizerinde ABL genine ¢ok yakin yerlesimli
duplike olmus biiyiik genomik segmentler gosterilmistir”’. Bu segmentlerin fonksiyonel

bir BCR/ABL fiizyon geni olusturmak tizere her iki kromozom arasindaki homolog
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rekombinasyonu kolaylastirdig1 diistinilmektedir. KML vakalarimin % 90’indan
fazlasinda, erigkin ALL vakalarinin 1/3 {inde ve ¢ocuk ALL ile AML vakalarinin %
6’sinda t(9;22)(q34.1;q11.7) goriilmektedir*.

2.2.1. BCR ve ABL Genlerinin Yapisi

ABL geni Abelson murine 16semi virusunda bulunan viral ABL geni ile benzer
bir yap1 gosterir. 9. kromozom iizerinde bulunan ABL geni, 145 kD agirliginda bir
proteini iiretir. ABL proteinleri nonreseptor tirozin kinazlar olup sinyal iletimi ve
hiicre biiylimesinin diizenlenmesinde Onemli role sahiptirler. ABL’nin N terminal
segmenti li¢ Src homoloji bolgelerini (SH1, SH2 ve SH3) igerir, bu bdlgeler ABL’nin
tirozin kinaz fonksiyonunu diizenler. SH1 bdlgesi olduk¢a 6nemli olup tirozin kinaz
aktivitesine sahiptir. SH2 fonksiyonunun tamaminin eksikliginde fosfotirozin
baglanmasinda azalma ve ABL’ nin transforme kapasitesinde diigiis goriiliir. SH3 tirozin
kinaz fonksiyonu iizerinde negatif diizenleyici etkiye sahiptir. Myr dizileri ABL
proteinin plazma zar1 proteinleri ile etkilesimini saglar. Normal ABL proteini hiicre
siklusunun diizenlenmesine, genotoksik strese karsi hiicresel cevaba ve integrin
sinyalizasyonu aracilifiyla hiicresel ¢evre hakkinda bilgi iletilmesine karisir. ABL
proteini hiicresel 6l¢ii birimi gibi kompleks rol saglayarak ¢esitli hiicre dist ve hiicre igi
kaynaklardan sinyalleri bir biitiin olarak toplar, hiicre siklusu ve apoptozise gelince
kararlar etkiler. 22. kromozom {izerinde bulunan BCR geni, siirekli eksprese edilerek
160 kD agirliginda bir protein iiretir (Sekil 4). BCR proteinin NH2 ucundaki ilk ekzon,
14-3-3 protein ailesinin bir {iyesi olan Bap-1 proteini ve BCR proteinin kendisini
hedefleyen serin treonin kinazi kodlar. BCR’nin N-terminal bolgesinde ‘coiledcoil’in
vivo ortamda dimerizasyona olanak saglar. Molekiilin merkezi dbl benzeri ve
pleckstrin-homoloji bolgelerini icerir. PH bdlgesi, Rho guanidin exchange faktorleri
tizerindeki guanidin trifosfatin (GTP) guanidin difosfata (GDP) doniisiimiinii uyarir.
Rho guanidin exchange faktorleri, niikleer faktor kappa beta (NF-kB) gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu saglayabilir. PH bolgesinden sonra kalsiyum
bagimli lipid baglanma boélgesi (CalLB) yer alir. C-terminal bolgesi Ras i¢in GTP’az
aktivitesine sahiptir ve Ras guanozin trifosfat-aktivatdr protein (RAC-GAP) bolgesi
olarak gecer. Ras siiper ailesinin kiiciik GTP’az1 aktin polimerizasyonunu ve fagositik

hiicrelerde NADPH oxidase aktivitesinin diizenleyicisidir. BCR birkag tirozin rezidiisi
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tizerinden ozellikle tirozin 177 (Y177) 6 iizerinden fosforlanabilir. Y177, Ras yolaginin
aktivasyonuna karisan 6nemli adaptor molekiil olan growth factor receptor-bound
protein 2’ye (Grb-2) baglanir. ilging olarak ABL’nin COS1 hiicrelerinde BCR’yi
fosforile ettigi, bunun sonucunda da BCR kinaz aktivitesinin diistiigii gosterilmistir.
Buna ragmen BCR’nin sinyal iletimindeki rolii tartismalidir. BCR -/- farelerin
yasayabildigi ve normal kan iiretimine sahip olduklar1 ancak noétrofil siiperoksit

iretiminde artig oldugu gézlemlenmistir®.
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Sekil 4. BCR ve ABL1 genleri®

2.2.2. BCR/ABL Fiizyon Geni
BCR ve ABL genlerinin 6zel bolgelerinden kirilmasi ve birlesmesi sonucu

ortaya ¢ikan BCR/ABL fiizyon geni, hematolojik malignitelerle birlikte s6z
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edilmektedir. ABL’deki kirilma noktalari, ABL geninin iizerinde 300 kb’den uzun olan
5’segmentinin herhangi bir yerinde meydana gelebilir. Kirilma noktalari, siklikla ekzon
1b ve ekzon 1la arasindaki intronik dizide, ekzon 1a’nin 3’ucunda yeralan dizide, ya da
ekzon 1b’nin 5’ucunda yeralan intronik dizide yer alabilirler. Bu nedenle BCR/ABL
fiizyon genleri 1b ve la ekzonlarmi veya tek basina ekzon 1a’y1 ya da her iki alternatif
ekzonu da bulundurmayabilir. Fiizyon geninin yapisi ne olursa olsun BCR/ABL
mRNA’s1 1. ekzonu icermez ve BCR ekzonlarini igeren transkript direkt ABL ekzon
a2’ye baglanir. BCR’deki kirilma noktalari, BCR geninde, baslica ii¢ tanimlanmis
bolgede kirilma noktalart yer alir. KML hastalarinin % 95’inde ve ALL hastalarinin
yaklagik 1/3’iinde BCR geni ‘Major breakpoint cluster region’(M-bcr) adi verilen 5.8
kb’lik bolgenin iginde kisalmaya ugrar. Bu bolge orjinal adi b1-b5 olan ve giiniimiizde
ise el2-el6 olarak adlandirilan bes ekzondan olusur. Kirilmalarin biiylik ¢cogunluguya
ekzon 13’ilin (b2) ya da ekzon 14’ilin (b3) 3’bdlgelerindeki intronlarda olusur. Olusan
hibrid transkriptler ya el13a2 (b2a2) ya da el4a2 (b3a2) birlesmesine sahiptirler. Her iki
durumda da mRNA 210 kD’lik p210 BCR/ABL fiizyon proteinini kodlayan 8,5 kb’lik
bir diziden olusur. KML hastalarinin % 99’unda b2a2 ve b3a2 olarak iki tip BCR/ABL

bileskesi gdzlenmektedir™.

2.2.3. BCR/ABL Fiizyon Proteininin Yapisi ve Hastalik Fenotipi

BCR/ABL proteinleri, ABL ekzon 1’in BCR’nin farkli kisimlariyla yer
degistirdigi fiizyon geninden kodlanir. Fiizyon geninde yer alan ABL igerigi
degismediginden hastalik fenotipindeki degiskenlik BCR geni tarafindan kodlanan
protein dizilerinden kaynaklanmaktadir.

P210 BCR/ABL Ekspresyonu: Klasik tipte KML’nin ilgili oldugu
onkoproteindir. Hastaligin kronik fazindaki belirgin 6zelligi graniilositik ve
megakaryositik serilerdeki asir1 artigtir. Mekanizmas1 iyl bilinmese de p210
BCR/ABL’nin graniilositik farklilasma ve maturasyonla ilgili hiicre sinyal yolaklarini
bozdugudiistiniilmektedir. Genede bu bozulma ¢ok agir degildir. Hiicrelerin bir kismi
olgun notrofiller, eozinofiller ve bazofiller olusturmak iizere gelisimlerinin son
basamaklarina ulasabilirler. P210 BCR/ABL onkoproteininin el3a2 (b2a2) ve el4a2
(b3a2) bileskelerini tasiyan iki farkli formu bulunur. Ekzon el4, 75 niikleotid igerir,

sonug olarak el4a2 birlesmesine sahip fiizyon geninin kodladig1 onkoproteinde fazladan
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25 aminoasit bulunur. M-ber kirilma noktasi pozisyonunun hastalik fenotipine etkisinin
arastirlldigr ilk calismalar sonucunda el3a2 birlesmesine sahip onkoproteinlerin yer
aldigi KML tipinde akut fazin daha ge¢ donemlerde basladigi 6ne siiriildii. Fakat daha
biiyiik orneklerle yapilan c¢alismalar sonucunda, bu goriisiin yanlis oldugu ve p210
BCR/ABL’yi kodlayan transkript tipinin herhangi bir prognostik deger tagimadigi
gosterilmistir.

P190 BCR/ABL Ekspresyonu: Siklikla ALL’de goriiliirken belirgin bir
monositozun oldugu bazi KML hastalarinda da goriilebilir. P190 BCR/ABL mRNA’s1
ela2 birlesimini icerir ve proteinin toplam onkojenik potansiyeli yalnizca BCR ekzon
el’den gelen dizilerle sinirhidir. Bu tip proteinin eksprese oldugu dominant hastalik
tipinin ALL olmasi, myeloid onciillerinden ¢ok lenfoid dnciillerindeki belirli metabolik
yolaklarin segici olarak bozulmasi demektir.

P230 BCR/ABL Ekspresyonu: BCR/ABL filizyon proteinlerden en biiyiigii
olan bu protein, el9a2 birleskesine sahip mRNA transkriptlerince kodlanir, el19a2
transkriptine sahip hastalarda nadir goriilen myeloproliferatif bir hastalik olan nétrofilik
KML’ye ait oOzellikler gozlenmistir. Notrofilik KML’yi klasik KML’den ayiran
Ozellikler; daha hafif ve yavas klinik seyirin olmasi, daha az splenomegali varligi,
hastaligin blastik transformasyona doniisiimii gecikmis olmasidir. Dolagimdaki baskin
16semik myeloid hiicre tipi olgun graniilositlerdir. Ayrica p-ber bolgesi kiriginin M-
ber’den farkli oldugundan, iyi huylu fenotipten sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. P230
BCR/ABL, BCR’nin peptid dizisinin % 90’mdan fazlasin1 igerir. Sadece C-
terminalindeki GAP homoloji bdlgesinin 2/3’{inli bulundurmaz. Kalan 1/3’lik kisim
fonksiyonel olarak aktiftir ve GAP aktivitesi i¢in gereklidir. Bu onkoproteinini eksprese
eden KML onciillerinin, hem normal hem de transloke BCR alleleri fizyolojik olarak
normal GAP aktivitesi gOsteren bir protein eksprese edebildiklerinden, graniilositik
diferansiyonun normal basamaklarindan gegebildigi one siiriilmiistiir. Bu goriis, p230
BCR/ABL’deki ek BCR dizilerinin diger iki flizyon proteinine gore daha hafif seyirli
bir myeloproliferatif hastalikla sonuglanan bir fonksiyona yol agtigi goriisii ile
uyumludur®.

Yiiksek hassasiyetteki‘Kantitatif Revers Transkriptaz- Polimeraz Zincir
Tepkimesi’(RT-PZT) metodu kullanildiginda, hiicrelerinde M-ber kirilma noktasi
bulunan ve eksprese edilen flizyon proteini p210 BCR/ABL olan hastalarda ela2
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bileskesine sahip transkriptlerde saptanabilir. Erken donemlerde, p210 BCR/ABL
kodlayan mRNA’ya ek olarak BCR/ABL’nin p190 formunu kodlayan BCR/ABL
mRNA’smin bulunmasi, bu durumun bir sekilde akut faza ya da blast krizine olan
ilerlemeyle iliskili oldugu diisiiniilmiistiir. Sonraki ¢alismalarda ise, p190 tipi BCR/ABL
mRNA molekiillerinin, tek ve klasik M-bcr kirilma noktas: bulunan KML hastalarinin
% 90’indan fazlasinda, hastaligin fazindan bagimsiz olarak saptanabildigini ortaya
cikarmistir. Daha baskin olan p210 BCR/ABL mesajina karsin diisiik diizeylerdeki
ekspresyonlari, ela2 transkriptlerinin biiylik olasilikla el3a2 ya da el4a2

transkriptlerinden birinin alternatif kesilmesiyle olustugunu diistindiirtir.

2.3. Akim Sitometri

Akim sitometri, hiicre veya partikiillerin akmakta olan bir akiskanin i¢indeyken
karakteristiklerinin dl¢lilmesidir. Akim sitometresi ile bir siispansiyon halindeki hiicre
ya da partikiiller lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden gegcirilir; hiicrelerin
15181n Onilinden gecerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin
kaynag1, hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi gibi; hiicreye
baglanan cesitli florokromlar da olabilir. Bdylece hiicre ya da partikiilin immun
fenotipi, DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potanasiyeli, canlilig1 gibi
cesitli dzellikleri hakkinda bilgi toplanabilir*. Olgiim sirasinda hiicreler canli veya sabit
olmalidir, ayrica sivi i¢inde hiicreler tek tek askida olmalidir. Hiicreleri iceren
siispansiyon siirekli bir akigla lazer 1sin1 i¢inden ge¢melidir. Her bir hiicre lazer 151ginin
bir kismin1 saptirir ve ayn1 zamanda lazer tarafindan uyarildiklarindan yani ekstra enerji
yiiklenmis oldugundan, floresan 15181 yayarlar.

Akim sitometri ayn1 zamanda hiicreler arasi serbest kalsiyum, zar potansiyeli, Ph
veya serbest yag asitlerindeki hizli degisiklikleri de izleyebilir. Akim sitometriler;
akiskanlar, lazer optikler, elektronik dedektorler, analog dijital c¢evrimciler ve
bilgisayarlar1 igerir. Optik kisim lazer 15181 yayar ve 1smi1 birkag hiicre capinin
olusturdugu demet iizerine odaklar®.

Akim sitometrisinin Hematoloji’de en ¢ok kullanildig: alanlar arasinda:

* Losemik hiicrelerin immunfenotiplemesi

* Hiicrenin DNA igeriginin ve hiicre dongiisiiniin analizi

* Hematopoetik kok hiicrelerin sayilmasi ve alt gruplariin belirlenmesi
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* Hiicre canliliginin tespit edilmesi, apoptozis ile ilgili arastirmalar

* MDR’nin tespit edilmesi

* Hiicresel immun yanitin belirlenmesi

* Trombosit ¢aligsmalari

* Trombosit iirlinlerine bulagmis l6kositlerin sayilmasi

» Hedef olarak secilen hiicrelerin floresanla igaretlenerek saflagtirilmasi ve diger
uygulama alanlar1 sayilabilir.

Akim sitometri ¢aligmalart i¢in periferik kan Ornegi, kemik iligi aspirasyon
materyali ve biyopsileri, ince igne aspirasyon materyalleri ve tiim viicut sivilarindaki

hiicreler (Bronkoalveolar lavaj (BAL), beyin omurilik sivisi (BOS) gibi) kullanilabilir*.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Asamalari

3.1.1. K562 Hiicrelerinin Cogaltilmas1 ve Calisjmada Kullanilacak Hiicre
Miktarlarinin Standardizasyonu

Kryoprezerve olarak temin edilen K562 KML hiicre hattt (American Type Cell
Culture (ATCC), USA) 37 °C su banyosunda ¢6ziildii. Bu hiicreler kryoprezervasyon
sonrast adaptasyon i¢in % 10 fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen, UK), penisilin-
streptomisin (StemCell Technologies, Vancouver, Canada) ve L-glutamin (StemCell
Technologies, Vancouver, Canada) igeren RPMI-1640 (HyClone, Thermo Scientific,
Utah, ABD) besiyerinde T-75 flask icerisinde % 95 nem % 5 CO,, 37 °C sicaklikta
inkiibator (HeraCell, Thermo Scientific, Utah, ABD) igerisinde 5 giin kiiltiire edilerek
cogaltildi. Akim sitometrik testin duyarlilik ve 6zgiilligiiniin gosterilebilmesi amaciyla
K562 hiicre hattinda 9 farkli hiicre grubu kullanilarak iki yontem istatistiksel olarak
karsilastirildi. Bu amagla K562 hiicre hatlarinin artan hiicre sayilar1 kullanildi. Hiicreler
kiiltiir sonras1 santrifiij edilerek yikandi ve 9 farkli hiicre porsiyonlanarak, akim
sitometri ve molekiiler genetik laboratuvarina teslim edildi. Her agsamada hiicre sayimi
ve canlilik analizleri yapildi. Calismanin bu kisminda canliligin % 99-% 100 olmasina
dikkat edildi. Hiicre miktarlar1 asagidaki gibi diizenlendi.

Calisma gruplari: 1x10°, 1x10% 5x10% 7.5x10% 1x10°, 5x10°, 1x10°, 1.5x10°,
2x10°.

Tiim doz gruplarinda ¢alisma 3 kez tekrar edildi.

3.1.2. in Vitro imatinib ile Inkiibasyonu

Calisma i¢in kullanilan K562 hiicre hatt1 i¢in Imatinib Mesylate (Sigma Aldrich,
Germany) ICs, konsantrasyonu 250 nM olarak tespit edildi¥’. Imatinib mesylate icin 10
mM DMSO i¢inde stok soliisyonu hazirlandi ve kullanilacagi zamana kadar -20 °C' de
saklandi. Bu asamadan sonra ilag etkilerinin 6l¢iilmesi amactyla bir kontrol grubu ve 5
farkli doz grubu i¢in 6 adet T-25 flask i¢ine ekim yapildi. Her flask i¢ine baslangicta
toplam 1x10” miktarinda K562 hiicre ekildi. Kontrol grublarina imatinib eklenmedi.

Imatinib konsantrasyonlar1 birinci doz grubu i¢in 50 nM, ikinci doz grubu i¢in 100 nM,
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ticlincli doz grubu 250 nM (IC, degerini temsit edebilmesi amaciyla), dordiincii doz
grubu i¢in 500 nM ve besinci doz grubu i¢in 1000 nM olarak ayarlandi ve her bir grup
kendi i¢inde {i¢ 6rnek-1, 6rnek-2 ve ornek-3 olarak diizenlendi (Tablo 3). Gruplara ait
flasklar % 95 nem, % 5 CO,, 37 °C sicaklikta inkiibator icerisinde 72 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda flasklar molekiiler biyoloji ve akim sitometri ma teslim
edildi. Her bir 6rnekte 1x10° K562 hiicresi olacak sekilde ayarlandi. Bu ¢alisma {i¢ defa
tekrar edildi.

Tablo 3. imatinib Gruplar

Imatinib Gruplar K562 Hiicre Miktarlar:

Kontrol 10x10° K562 K-1,K-2,K-3

50 nm Imatinib 10x10° K562 50-1, 50-2, 50-3

100 nm Imatinib 10x10° K562 100-1, 100-2, 100-3
250 nm Imatinib 10x10° K562 250-1, 250-2, 250-3
500 nm imatinib 10x10° K562 500-1, 500-2, 500-3
1000 nm imatinib 10x10° K562 1000-1, 1000-2, 1000-3

3.1.3. Hiicre Sayim

Pasajlar sonrasi elde edilen KML hiicre hatlarinda final hiicre siispansiyonu
icinden 1 ml 6rnek alindi ve hiicre sayimi ile canlilik analizleri yapildi. Hiicre sayimi
icin Thoma sayim kamaras1 kullanildi ve tiim sayimlar 2 bagimsiz kisi tarafindan
sayilarak ortalamasi alindi. Thoma laminin esas1 0,1 mm® hacimde sayim yapilmasidir.
Lamin sayim alan1 0,1 mm yiiksekliginde bir ¢ukur icerisinde bulunmaktadir ve alan
cam ylizeyindeki ¢izgilerle belirlenmistir. Thoma laminda 16 biiyiik kare, her biiyiik
karede 25 kiigiik kare olmak tizere toplam 400 kii¢iik kare vardir. Sayim bu karelerde
yapildi.

Hesaplama

mL'deki hiicre sayis1= A x K x 10.000

A = 16 alanda sayilan hiicre sayis1

K = Diliisyon katsayis1

10.000 = 0,1 mm*deki sayim sonucunu 1 mL’deki sayiya doniistiirmek ve

standart sonug elde etmek i¢in kullanilan bir degismezdir.
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3.1.4. Canhilik Analizleri

Phosphate Buffered Solution (PBS, Sigma Aldrich, Germany) veya Hank’s
Balance Salt Solution (HBSS, HyClone, Utah, USA) ic¢inde hiicre siispansiyonu
hazirlandi. 100 pL % 0.4°liik trypan blue soliisyonu (Sigma), 40 uL PBS ya da HBSS
ve 40 pL hiicre siispansiyonu eppendorf tlipe aktarildi ve 5-10 dakika beklendikten
sonra hazirlanan soliisyondan 10’ar pL. 6rnek alindi, thoma laminda 2 ayr1 bolgeye
aktarildi ve 151k mikroskobunda (Olympus, BX51, Tokyo, Japan) incelenerek hiicre
sayimi yapildi. Boya almayan hiicreler canli, mavi boyanan hiicreler 6lii olarak
degerlendirildi.

Canli hiicrelerin miktar1 agagidaki formiil yardimiyla hesaplandi:

Canhlik (% )= Canli hiicre / Total hiicre x100

3.2. BCR/ABL Molekiiler Calismasi

3.2.1. Hiicrelerden RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Elde edilen hiicrelerin iizerine 200 pl fosfat tampon serumu (PBS) eklendi. RNA
izolasyonu i¢in filtre-kolon yontemi ve High Pure RNA Isolation Kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) kullamldi. izolasyonun son asamasinda 50 pl
eliisyon tamponu (Elution Buffer) eklenerek RNA elde edildi. Her bir 6rnekteki RNA
miktart NANODROP 2000 UV spektrofotometre (Thermo Scientific, USA) ile
Olctilerek not edildi. RT-Dx kiti (Ipsogen, Marseille, France) kullanilarak elde edilen
RNA' lardan complementer DNA (cDNA) sentezi yapildi. Asagidaki siklus ve
derecelerde Palm Cycler Genetix Brand Light Cycler (Genetix Biotech Asia, New
Delhi, India) cihazi ile ¢cDNA elde etme islemi gergeklestirilmistir (Tablo 4). Calisma

gerceklesene kadar 6rnekler +4 °C’de saklanmistir

Tablo 4. cDNA*’nin Palm Cycler Cihazindaki Dongiisii

Sicaklik Siire

1. asama 25 °C 10 dakika
2. asama 50 °C 60 dakika
3. asama 85 °C 15 dakika
4. asama 4°C Sonsuz

*cDNA: komplementer DNA
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3.2.2. RT-PCR Asamasi

MBCR-IS MMR kit (Ipsogen, Marseille, France) kullanilarak RT-PCR
aplikasyonu yapildi. Kit icerisinde IS-MMR kalibrator, yiiksek pozitif kontrol, ABL
geni icin 4 adet kontrol, BCR geni icin 5 adet kontrol ve H20O bulunmaktadir.
Standartlar, kopya sayis1 belli olan pozitif kontrollerdir. BCR/ABL Mbecr IS-MMR Kit
ile b3a2 ve b2a2 varyantlarini tastyan KML hastalarinin kemik iligi veya periferik kan
orneklerinden izole edilmis RNA’dan BCR/ABL p210 (Mbcr) transkriptinin kantitatif
olarak tespit edilmesini saglar. Kit ile hastada «Major Molekiiler Yanit (MMR)» varligi
ve «Minimal Rezidiiel Hastalik (MRD)» takibi yapilabilmektedir. Kit i¢erisinde Mbcr
kopya degerlerinin «Uluslararast Birime (IS)» ¢evrilmesini saglayan WHO tarafindan
kalibre edilen IS RNA Kalibrator bulunmaktadir®.

BCR ve kontrol gen ABL ig¢in iiretici firmanin tarifledigi sekilde primer prob ve
master mix hazirlandi. Ornek sayis1 kadar 0,2 ml’lik ependorf tiipler BCR ve ABL igin
hazirlanarak soguk bloga dizildi ve hazirlanan karisimdan her bir ependorfa dagitildi.
Her gen ekspreyonunun 6l¢iimii i¢in gene 6zgli protokolle hazirlanan karigimdan 20 pl
calisma plate’indeki galisilacak tiim kuyucuklara ilave edilip iizerine 5 pL. cDNA’lar1 eklendi
(20pL karigim + Spl K562 6rnegi). Daha sonra dikkatlice 72- well rotora RT-PCR
cihazina (Rotor- Gene Q, Corbett Research, Australia) yerlestirildi ve calismaya

baglanildi.

3.2.3. Orneklerde BCR-ABL/ABL Degerlerinin Kantitatif Olarak
Hesaplanmasi

Tim oOrneklerin ve IS Kalibratoriin Normalize Kopya Degerinin (NCN)
Hesaplanmasi

NCN = (Mbcrey /ABLcy) x 100

Ornek:

NCNxonrroni = (297132 /209911) x100

NCNKONTROL, =141,55

NCNisgavar = (154 /85867 ) x100

NCNis katibraisr = 0,179
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Orneklerin Uluslararas: Ol¢ek (IS) Degerinin Hesaplanmasi

IS-NCNernex - = NCNorzx X IS-Cal Degeri /NCNiajipratr

IS-NCN sk = Hasta BCR/ABL yexdegerinin IS karsiligi

NCN 6rmek = Ornegin ¢alismada elde edilen BCR/ABL oy degeri

[S-Cal Degeri = IS-MMR Kalibratoriin setifikali degeri

NCN e = Calismada elde edilen IS-MMR Kalibrat6riin normalize kopya degeri

CN = Kopya sayisi

Asagidaki Sekil 5’te BCR-ABL/ABL oranmin IS' deki sonuglarinin bir dnceki
sonuca ihtiya¢ duyulmadan yorumlanmasi gosterilmistir. Sekil 6 ve sekil 7°de ise ABL

ve BCR genlerinin standart egrileri gosterilmistir.

I5* iizerinde MMR** degeri

0.0s 0.15
IS-NCN <0.05 ¢ ¢ IS-NCN -=0.15
: |
MMR —— 0.1 —— MMR yok
‘h-_v_--"'

Gri hilge

S"ékil 5. BCR-ABL/ABL orammn IS*’deki sonuclarinin bir dnceki sonuca ihtiya¢ duyulmadan
yorumlanmasi. *IS: uluslararasi birim, **MMR: major molekiiler yamt, ***IS-NCN:
uluslararasi birim - normalize kopya degeri.
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Sekil 6. Negatif kontrol ve kontrol gen ABL'nin 4 farkh (10° 10¢ 10° 10°) diliisyonu ile yiiksek
pozitif kontrol ve IS-MMR Kkalibratoriin RT-PCR egrileri.
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Sekil 7. Negatif kontrol ve BCR' nin 6 farkh (10-10°) diliisyonu ile yiiksek pozitif kontrol ve IS-
MMR kalibratoriin RT-PCR egrileri.

Kantitasyon hesaplamalarinda en az 3 standart kullanilarak korelasyon egrisi
cizilmigtir. Standart egrinin slope degeri -2 ile -4,7 araliginda, korelasyon katsayisinin

(r) degerinin de 0,95 ile 0,999 araliginda olmasi gereklidir.
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3.3. Akim Sitometri Asamasi

Akim sitometri asamasi, immunolojik boncuk yontemiyle {iretici firmanin
onerdigi sekilde uygun boncuklar kullanilarak yapildi. Hiicre kiiltiirtinden elde edilen
hiicreler falkon tiiplere konup 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernanatant
dikkatlice atild1 ve % 5’lik FBS igeren PBS ile 500 g’de 5 dakika +4 °C de santifijj
edilerek yikama yapildi. Pellet icindeki hiicreler resiispanse edilip hiicre sayimi yapildi.
On ¢alisma olarak hiicre sayilar1 1x10°, 5x10°, 1x10°, 1,5x10°, 2x10°¢ ve 2,5x10° olarak
ayarland1 ve c¢alisilacak hiicre sayist 1x10°¢ olarak karar verildi. Beckton-Dickinson
BCR/ABL protein kite (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) ait pretreatment A ve
pretreatment B soliisyonlarindan 6rnek basma 5' er pL alinip % 5°lik FBS iceren PBS
ile 50 kat seyreltilerek pretreatment tampon hazirlandi. Hiicreler 500 g’de 5 dakika +4
°C de santrifiij edildi. Ependorfun i¢ine ayarlanmis sayida hiicre sayis1 ve 250 pL taze
hazirlanmis pretreatment tampon eklenip buz iistiinde 10 dakika inkiibe edildi. Siire
sonunda % 5’lik FBS iceren PBS ile 500 g' de 5 dakika +4 °C’de santrifiij edilerek
yikama yapildi. Beckton-Dickinson lizat treatment solusyonundan her 6rnek i¢in 2 ul
almip BD pharmingen lizis tampon ile 50 kat seyreltilerek lizis soliisyonu hazirlandi.
Hiicreler 500 g’de 5 dakika +4 °C’de santriflij edilerek siipernatant atildi. Taze
hazirlanmig lizis solusyonundan 100 pL her 6rnege eklenip buz lstiinde 15 dakika
inkiibe edildi. Siire sonunda 20.000 g' de 10 dakika +4 °C santrifiij edildi. Bu asamada
siipernatant atilmaz. Siipernatant ependorflara aktarildi. Cihaza okutacagimiz BD
tiiplerine BCR/ABL protein kite ait 'capture beads' ve 'detector reagent' den ve hiicre
lizatindan 50 ser pL eklendi. Karanlikta, oda sicakliginda ve karistirarak 2 saat siire ile
inkiibe edidi. Siire sonunda oda sicakligina gelmis BD sitometrik boncuk dizisi (CBA;
Cytometric Bead Array) yikama tamponundan 1 mL eklenerek 500 g’de 5 dakikada
santrifiij edildi. Siipernatant boncuklar bozulmadan dikkatlice atildi ve 300 uL. CBA
tampon eklenerek FACS Canto II akim sitometri (Beckton-Dickinson, San Jose, CA,
USA) cihazinda okuma yapildi. Yiizde baglanma (% baglanma) ve ortalama floresan
yogunluk (MFI) degerleri her bir ornek icin not edildi. Analizler FACS DIVA
(Beckton-Dickinson, San Jose, CA, USA) yazilimi kullanilarak ¢6ziimlendi. Asagidaki
Sekil 8’de BCR/ABL immunolojik analiz i¢in BD FACS DIVA (Beckton-Dickinson,

San Jose, CA, USA) analiz sablonu 6rnegi gosterilmistir.
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Sekil 8. BCR/ABL immunolojik analiz icin BD FACS DIVA analiz sablonu érnegi. A ve B boncuk
secimi, C pozitif kontrol, D negatif kontrol

3.4. Istatistik

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 17.0 paket programi kullanildi. Kategorik
Olclimler say1 ve ylizde olarak, siirekli dl¢limlerse ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde ortanca, minimum ve maksimum) olarak 6zetlendi. Calismamizda iki yontem
karsilagtiridi. BCR/ABL tayininde altin standart olarak kabul edilen RT-PCR ydntemi
ile akim sitometrik yontemler duyarlilik (sensitivite) ve ozgiilliik (spesifite) degerleri
hesaplanarak ve ROC egrisi altinda kalan alan incelenerek degerlendirildi. Tim

testlerde istatistiksel 6nem diizeyi 0.05 (p<0,05) olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. K562 Hiicre Hattinda BCR/ABL Fiizyon Proteininin Gosterilmesinde
Akim Sitometrik Yontemlerin Standardizasyonu ve Molekiiler Yontemle
Karsilastirilmasi

4.1.1. K562 Kiiltiirii, Hiicre Sayimi ve Canlilik Oranlar

K562 hiicre hatlar1 basarili sekilde kiiltiire edildi ve ¢ogaltilarak ¢alisma igin
kullanild1 (Sekil 9). Calisma iki ayr1 asamadan olusturuldu. Birinci asamada 9 farklh
dozda hiicre slispansiyonu kullanilarak BCR/ABL proteini molekiiler ve akim
sitometrik yontemlerle tayin edildi. Hiicre sayimlar1 iki bagimsiz kisi tarafindan

yapilarak ortalamalar1 alindi. Tiim gruplarda canlilik % 99-100 olarak tespit edildi.

Sekil 9. K562 hiicrelerinin inverted mikroskota x20 biiyiitmede goriintiisii

4.1.2. Molekiiler Calismanin Sonuclar:

RT-PCR ile tiim hiicre gruplarinda BCR-ABL/ABL oran1 pozitif olarak
saptandi. Hiicre sayist1 1000 olan grupta ABL konsantrasyonu 287 kopya (<5000)
saptandigindan, bu gruptaki BCR/ABL tespitindeki molekiiler hassasiyet diisiik kabul
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edildi. Diger gruplarda ise ABL konsantrasyonu analiz yapabilmeye izin verecek olciide

(>5000) saptandi (Tablo 5).

Tablo 5. Tiim K562 Hiicre Gruplarinda BCR/ABL Gen Kopya Sayisinin RT-PCR** Sonuclari.

K562 NCN* BCR- NCN* BCR- .
Hiicre Sayist BCR-ABL | ABL ABL/ABL A(BL/ABL)XIOO IS Degeri SONUC
1.000 95 287 0,331010453 | 33,1010453 33,580482 Pozitif
10.000 10.715 31.295 | 0342386963 | 34,23869628 | 34,73461076 | Pozitif
50.000 51.322 58.591 | 0,875936577 | 87,59365773 | 88.86236734 | Pozitif
75.000 58.253 72.076 | 0,808216327 | 80,82163272 | 81,99225609 | Pozitif
100.000 63.126 42740 | 1,476977071 147,6977071 149.8369658 | Pozitif
500.000 96.502 360.524 | 02676715 26,76715004 | 27,15484638 | Pozitif
1.000.000 197.223 | 672.184 | 0,29340327 2934062697 | 49,51531814 | Pozitif
1.500.000 350.943 | 650.230 | 0,539721329 | 53,9721329 91,08351147 | Pozitif
2.000.000 444.063 | 615.530 | 0,721431937 | 72,1431937 121,7490407 | Pozitif
Yiiksek Pozitif 11.882 66.950 | 0,177475728 17,74757282 13,00462928 ;

IS-MMR CALL 57 53.051 | 0,001074438 | 0,107443781 - -

*NCN: Normalize kopya degeri, **RT-PCR: Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

4.1.3. Akim Sitometri Sonuclari

Akim sitometrik yontemler kullanildiginda hiicre sayist 1000 ve 10.000 olan
grupta BCR/ABL flizyon proteni tespit edilemedi ve bu gruplarda sonu¢ negatif kabul
edildi. 50.000 ve iizerinde hiicre sayilarinin bulundugu gruplarda BCR/ABL proteini
pozitif olarak gosterildi. Hiicre sayisindaki artig ile birlikte MFI diizeylerinin orantilt
olarak arttig1 tespit edildi (p<0.05). 50.000 hiicre ve iizerindeki gruplarin akim sitometri
sonuglarinin RT-PCR ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6zgiilliik ve duyarlilifi
% 100 olarak bulundu. Tiim gruplar géz 6niine alindiginda akim sitometrik yontemler
icin MFI esik degeri 797 ve true prelansi (dogru pozitiflik) ise % 100 olarak tespit
edildi. Asagidaki sekilde (Sekil 10) ROC egrisinde 6zetlendigi gibi buldugumuz esik
degerinin giivenilirligini gostermektedir. ROC egrisindeki yesil ¢izgi istatistikte referans
cizgisi olarak kullanilmaktadir. Bu yesil egrinin altinda kalan alan % 50’yi temsil
etmektedir. Bizim buldugumuz egrinin altinda kalan alan ise referans ¢izgiyi gecmekle
birlikte % 100 dogru sonucu bulacagimizi gostermektedir. Yani biz K562 hiicrelerinde
calisirken 50.000 ve iizerinde K562 hiicresi aldigimizda BCR/ABL proteinini pozitif

gosterme ihtimalimiz % 100°diir, MFI degeri 797 iistiinde olmas1 beklenmektedir.
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Sekil 10. Akim sitometri sonuclarinin esik degerinin ROC egrisi ile gosterilmesi. Renkli ¢izgiler
olarak gosterilen egrilerin altindaki alan 6l¢iilerek kesim degerleri hesaplanmstir.
Ortadaki capraz egri, alanin %50’sini ifade eden referans egridir.

Asagida tiim gruplara ait akim sitometrik yontem sonuglar1 Tablo 6 ve Tablo 7’
de, tiim hiicre gruplarinda BCR-ABL proteinin akim sitometrik yontem ile gdsterilmesi

ise Sekil 11°de verilmistir.
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Tablo 6. Tiim Gruplardaki Akim Sitometrik Yontemle Elde Edilen MFI* Degerleri.

K562 Hiicre Sayilari MFT* degerleri Sonu¢
1000- 1 123 Negatif
1000- 2 132 Negatif
1000- 3 124 Negatif
10.000 - 1 308 Negatif
10.000 - 2 339 Negatif
10.000 - 3 341 Negatif
50.000 - 1 1657 Pozitif
50.000 - 2 1253 Pozitif
50.000 - 3 1681 Pozitif
75.000 - 1 2420 Pozitif
75.000 - 2 2237 Pozitif
75.000 - 3 1923 Pozitif
100.000 - 1 3983 Pozitif
100.000 - 2 6494 Pozitif
100.000 - 3 6022 Pozitif
500.000 - 1 19385 Pozitif
500.000 - 2 23305 Pozitif
500.000 - 3 19074 Pozitif
1.000.000 - 1 30447 Pozitif
1.000.000 - 2 30494 Pozitif
1.000.000 - 3 30749 Pozitif
1.500.000 - 1 36022 Pozitif
1.500.000 - 2 39611 Pozitif
1.500.000 - 3 36267 Pozitif
2.000.000 - 1 43825 Pozitif
2.000.000 -2 38031 Pozitif
2.000.000 - 3 41949 Pozitif

*MFTI: Ortalama floresan yogunluk

Tablo 7. Tiim Gruplardaki Akim Sitometrik Yontemlerle Elde Edilen MFI* Degerlerinin
Istatistiksel Analizi
Hiicre Sayisi N Ortalama Standart Sapma Ortanca | Minimum Maksimum
1.000 3 126,3 4,9 124,0 123 132
10.000 3 3293 18,5 339,0 308 341
50.000 3 1.530,3 240,5 1657,0 1253 1681
75.000 3 2.1933 2514 22370 1923 2420
100.000 3 5.499.,7 1344,5 6022,0 3983 6494
500.000 3 20.588,0 2358,1 19.385,0 19.074 23.305
1.000.000 3 30.563,3 162,5 30.494,0 30.447 30.749
1.500.000 3 37.300,0 2005,1 36.267,0 36.022 39.611
2.000.000 3 41.268,3 2956,4 41.949,0 38.031 43.825
Toplam 27 15.488,7 16.446,6 6.022,0 123 43.825

*MFTI: Ortalama floresan yogunluk
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Sekil 11. Tiim hiicre gruplarinda BCR-ABL proteinin akim sitometrik yontem ile gosterilmesi.
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Hiicre sayis1 50.000’in altinda olan gruplarda (A ve B) negatif, 50.000 ve iizerindeki

gruplarda (C, D, E, F, G, H ve I) pozitif olarak analiz edilmistir.

4.2. In Vitro imatinib Inkiibasyonu Sonuclari

4.2.1. imatinib ila¢ Konsantrasyonu ve Hiicre Canlihg: Sonuclar

Tiim gruplarda her bir alt grup i¢in toplamda 1x10” hiicre ile ¢aligmaya basland.

Kontrol ve diger gruplarda hiicre canlilik analizleri yapildi. Buna gore; ilag ile inkiibe

edilmeyen kontrol gruplarinda canlilik % 99-100 olarak tespit edilirken; diger gruplarda

asagidaki sonuglara ulasildi:

e 50 nM-1 grubu:
e 50 nM-2 grubu:
e 50 nM-3 grubu:
e 100 nM-1 grubu:
e 100 nM-2 grubu:
e 100 nM-3 grubu:

% 94
% 94
% 94
% 93
% 93
% 93
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e 250 nM-1 grubu: % 79
e 250 nM-2 grubu: % 79
e 250 nM-3 grubu: % 79
e 500 nM-1 grubu: % 50
e 500 nM-2 grubu: % 50
e 500 nM-3 grubu: % 50
e 1000 nM-1 grubu: % 36,5
e 1000 nM-2 grubu: % 36,5
e 1000 nM-3 grubu: % 36,5

Canlilik sonuglar1 degerlendirildiginde; 50 ve 100 nM ilagla inkiibe edilen

gruplarda canlilik kontrol grubuna yakin iken, 250 nM ve iizerinde azaldig izlendi.

4.2.2. Molekiiler Calisma Sonuclari

Tiim gruplarda final 1x10° hiicre siispansiyonundan 6nce RNA izolasyonu sonra
ise uygun konsantrasyonda RNA ile cDNA sentezi yapildi. RT-PCR ile tiim hiicre
gruplarinda bcer-abl/abl orami pozitif olarak saptandi (Tablo 8). Tiim gruplarda BCR-

ABL/ABL oranlarinin, canlilik sonuglarindan etkilenmedigi gosterildi.

4.2.3. Akim Sitometri Sonuclari

Tim gruplarda hiicre sayisi 1x10° olarak standardize edildiginden; akim
sitometrik yontemler kullanildiginda BCR/ABL flizyon proteini pozitif olarak tespit
edildi (Sekil 12). Ancak canliligin diisiik oldugu gruplarda, 6zellikle ilag dozu 500 ve
1000 nM olan gruplarda, MFI degerlerinin, canliligin yiliksek oldugu gruplara goére daha
diisiik oldugu tespit edildi (Tablo 8). Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.001).
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Sekil 12. Imatinib ile Kkiiltiire edilen K562 hiicre hatlarindaki akim sitometri sonuclari. Biitiin
gruplarin sonuclar1 pozitif bulundu.
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Tablo 8. Kontrol ve Farkli Dozlarda imatinib ile Kiiltiire Edilen K562 Hiicre Hatlarindaki RT-PCR* ve Akim Sitometri Sonuclar

AKim

% AKkim

NCN** Uluslararasi Ol¢iim Molekiiler Sitometri . .

GRUPLAR BCR-ABL ABL NCN BCR-ABL/ABL BCR- A(BL /ABL)x100 as) Degerig Sonug¢ BCR/ABL Sitometri

MFT#** Sonuclar:
K-1 117.068 198.489 0,589795908 58,97959081 63,6740193 Pozitif 24.558 Pozitif
K-2 76.801 164.445 0,46703153 46,70315303 50,42044929 Pozitif 25.557 Pozitif
K-3 197.223 672.184 0,29340627 29,340627 49,51531814 Pozitif 22.017 Pozitif
50-1 85.629 369.130 0,231975185 23,19751849 25,04390451 Pozitif 23.787 Pozitif
50-2 198.139 220.033 0,900496744 90,04967437 97,21709874 Pozitif 34.021 Pozitif
50-3 180.670 282.213 0,640190211 64,01902109 69,11455859 Pozitif 27.586 Pozitif
100-1 227.796 311.203 0,731985232 73,19852315 79,02469501 Pozitif 25.283 Pozitif
100-2 166.534 308.388 0,540014527 54,00145272 58,2996507 Pozitif 25.621 Pozitif
100-3 139.106 374.597 0,371348409 37,13484091 40,09055581 Pozitif 22.848 Pozitif
250-1 173.547 283.769 0,611578432 61,15784318 66,02564774 Pozitif 23.827 Pozitif
250-2 108.718 101.433 1,071820808 107,1820808 115,7131439 Pozitif 21.346 Pozitif
250-3 73.073 105.199 0,694616869 69,4616869 74,99042858 Pozitif 13.805 Pozitif
500-1 84.554 89.500 0,94473743 94,47374302 101,9932972 Pozitif 10.610 Pozitif
500-2 18.969 45.709 0,414994859 41,49948588 44,80260084 Pozitif 11.118 Pozitif
500-3 16.050 44.258 0,362646301 36,26463012 39,15108136 Pozitif 11.989 Pozitif
1000-1 40.851 126.017 0,324170548 324170548 21,37464475 Pozitif 1.696 Pozitif
1000-2 53.845 88.838 0,606103244 60,6103244 39,9642768 Pozitif 1.738 Pozitif
1000-3 32.542 93.890 0,346597082 34,6597082 22,85337002 Pozitif 1.234 Pozitif

Yiiksek pozitif 3.711 103.466 0,035866855 3,586685481 3,872164547 - - -
IS-MMR CAL 34 28.020 0,001213419 0,121341899 - - - -

*RT-PCR: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, **NCN: Normalize Kopya Degeri, ***MFI: Ortalama floresan yogunluk




5. TARTISMA

Yirmi birinci ylizyilin biyoloji i¢in 6zellikle heyecan verici bir donem olacagi
kesindir. Proteinleri, DNA ve RNA’y1 incelemeye yarayan yeni yontemler bilgi
patlamas1 yaratmakta ve bilim adamlarinin hiicreleri ve makromolekiilleri bugiine kadar
akla gelmeyen sekillerde incelemesine olanak vermektedir. Teknolojinin klinik pratige
katkis1 pek ¢ok alanda olmustur ve klinik bilimler i¢inde laboratuvar ile en ¢ok iliskide
olan bilim dali Hematoloji’dir. Molekiiler Hematoloji; genel olarak tanisal siirecte
uygulanan metodlardan, tedavinin degerlendirilmesi ve hasta takibine kadar pek cok
alanda klinik uygulamalara girmistir.

Molekiiler tekniklerin siklikla kullanilmaya basladigi son 20 yilda, hematolojik
hastaliklar bu durumdan nasibini almistir. Hematolojik hastaliklarin gerek tanisinda ve
gerekse takibinde ve tedaviye yanitlarin irdelenmesinde PCR bazli molekiiler teknikler
rutin olarak kullanilmaktadir.

Kronik myeloid 16semi letal ve klonal bir kok hiicre hastaligidir. KML’nin
diinya capindaki insidansi1 yiizbinde 1-2’dir. Hastalik genellikle ii¢ fazli bir seyir
gosterir. Baslangic asamasi kronik faz olarak adlandirilir. Zaman igerisinde akselere
faza ve bir terminal blastik kriz fazina ilerler. Vakalarin yaklasik % 90’1na kronik fazda
tant konur. KML, 9 ve 22 kromozomlar arasindaki resiprokal translokasyon ile
karakterizedir. Bu translokasyon sonucu kisalmig kromozom 22, Philadelphia (Ph)
kromozomu olarak adlandirilir ve Nowell ve Hungerford adli arastirmacilar tarafindan
kesfedilmistir. Ph kromozomu insan kanserleri ile iligkili ilk 6zgiil genetik degisikliktir.
Ph kromozomu KML vakalarinin % 90’indan fazlasinda bulunmaktadir. Dokuz ve 22.
kromozomlar arasindaki dengeli translokasyon 9. kromozomdaki ABL geninin 22.
kromozomdaki BCR genine flizyonu ile sonuglanir. ABL geninin iirlinii bir tirozin
kinazdir ve aktivitesi siki bir sekilde kontrol edilir. ABL, bir non-reseptor tirozin kinaz
olup ¢ogu dokuda eksprese edilir. Hiicre igerisinde hem sitoplazmada hem da ¢ekirdekte
yer alir ve iki kompartman arasinda etkilesim igerisindedir. Normal ABL proteini,
cesitli hiicre i¢ci ve dig1 kaynaklardan gelen sinyallere gore hareket ederek hiicre
dongiisiinii, hiicre yapigmasini, programli hiicre Oliimlerini, hiicrenin biiylime ve

¢ogalmasini ve ayrica hiicrelerin stres ortamina verdigi yaniti kontrol eder™.



Yirmi ikinci kromozomdaki kirilmalar 5 ila 6 kilobazlik ¢ok sinirli bir DNA
bolgesinde meydana geldigi icin kirilma noktalarinin yogunlastigi bolge ‘breakpoint
cluster region’anlaminda BCR geni olarak isimlendirilir. BCR/ABL fiizyon geni ve
kodladig1 p210 kD proteini KML patogenezinde kritik bir role sahiptir. BCR/ABL
fizyon geninden sentezlenen yapisal olarak aktif tirozin kinaz, diferansiasyonu
bloklamaz fakat miyeloid seri hiicrelerinin proliferasyonunu artirir ve yasam siiresini
uzatir. Bu genin iirliniiniin tek basina KML olusumuna neden olabildigi
diistiniilmektedir. ABL geni lizerindeki kirilma noktasi, 9q34 kromozomunda 300 kb’lik
bir bolgenin 5’ucundaki herhangi bir bolgesinde meydana gelebilir. Kirilma noktasi Ia,
Ib veya daha siklikla 2 ekzonun arasindaki bir noktada olusabilir. Kirilmanin farkl
noktalarda olugmasi, ABL geninin BCR geni ile translokasyonununda herhangi bir
probleme neden olmaz. ABL geninin aksine, BCR geni iizerindeki kirilmalar farkl
noktalarda olusabilir. Birgok KML hastasinda ve akut lenfoblastik l6semili (ALL)
hastalarin 1/3’tinde, kirilma noktasit 5,8 kb uzunlugunda olan 12. ve 16. ekzonlar
arasinda meydana gelmektedir. Bu bolge major-BCR (M-BCR) olarak
adlandirilmaktadir. Kirtlmanin bu bolgede meydana gelmesi ile 210 kD molekiiler
agirhiginda BCR/ABL filizyon preteini kodlayan, b2a2 veya b3a2 genleri olusur. ALL
hastalarmin 2/3’tinde ve nadiren KML hastalarinda kirilma noktasi e2 ekzonunda
olugmakta ve 190 kD molekiiler agirliginda BCR/ABL proteini kodlayan e2a2 geni
olusur. e2 ekzon bolgesinde olusan kirilma noktast mindr-BCR (m-BCR) olarak
isimlendirilir. Kirllma noktasinin ABL’de sabit, BCR’de ise degisken olmasi ABL
geninin saglikli hiicreleri degisime ugratarak kanser hiicresine doniismesini saglarken,
BCR geninin hastaligin fenotipini etkiledigi ortaya c¢ikmistir. Nitekim bazi ALL
hastalarinda BCR/ABL fiizyon proteininden farkli olarak olusan TEL/ABL fiizyon
geninin de 16semiye neden oldugu gosterilmigtir™*'.

BCR/ABL gen iirlinli; Ras, Jak2, STATS, fosfatidil inozitol 3 kinaz/AKT ve
niikleer faktor-kappa B (NF-kB) gibi stimule edici sinyal yolaklar1 ile de iligkilidir.
KML nin standart tedavi yontemleri igerisinde allojeneik kok hiicre transplantasyonu ve
IFN-a tedavileri yer almaktadir. Son yillarda gelistirilen bir ila¢ olan imatinib mesilat
(Glivec, Gleevec, STI-571; Novartis, Basel, Switzerland) KML’de 6nemli bir etkinlik
gostermektedir. Imatinibin iiretilmesi kanser tedavi mekanizmalarinin filozofisini

degistirmistir. Imatinib bir 2-fenilaminopirimidin bilesigidir. BCR/ABL, c-ABL,



TEL/ABL, platelet kokenli biiylime faktorii (PDGF) reseptor tirozin kinaz ve c-kit
tirozin kinazlarin potansiyel inhibitoriidiir. Diger tirozin kinazlarda oOnemli bir
inhibisyon gdzlenmez. Ozgiil terapétik bir ajan olan imatinib, BCR/ABL nin enzimatik
aktivitesini inhibe etmek icin tasarlanmistir. BCR/ABL proteinin tirozin kinaz aktivitesi
transformasyon i¢in zorunludur ve bu nedenle ideal bir terapdtik hedeftir. Imatinib,
ABL kinazin ATP baglanma bolgesine ATP’nin baglanmasini yarismali olarak
bloklayarak BCR/ABL eksprese eden hematopoetik hiicrelerin biiylime ve gelisimini
engeller ve bu hiicrelerde apoptozisi indiikler. imatinib kronik fazda oldugu kadar
akselere ve blastik kriz fazinda da uzun siireli hematolojik ve sitogenetik remisyona
neden olabilmektedir. Imatinib ile yapilan klinik denemeler iyi tolere edilen ve giivenli
bir ajan oldugunu gostermektedir. Uzun siireli etkinlik ve toksisite ile ilgili veriler ise
heniiz ¢cok sinirhidir.

Rutin sitogenetik analizler KML hastalarinin tanisinin konulmasinda ve tedaviye
yanitlarinin degerlendirilmesinde halen altin standart olarak goriilmektedir. Yeni tedavi
alternatifleri ile birlikte, hastalarin pek ¢ofu tam sitogenetik yanita ulastigi igin,
minimal rezidiiel hastaligi (MRD) tespit etmek i¢in, daha hassas, dogru ve pratik
tekniklere ihtiyag vardir. Molekiiler takipte hassasiyeti arttirmak, hastaligin prognozunu
anlamada giivenilirlik getirecektir. Molekiiler ¢calismalar 10 diizeyine varan artmis bir
hassasiyet ile hastalikli hiicre miktarini tespit edebilmektedir. Iyi molekiiler yantlar,
yilesme ile korelasyon gostermektedir. PCR ydnteminin standardizasyonu i¢in yapilan
calismalara ragmen, BCR/ABL sonuglarinin validasyonu miimkiin olamamistir. PCR
teknikleri zor, zahmetli, zaman alic1 ve maliyeti yiiksek testler olup, yiiksek donanim ve
teknolojiler gerektirir. Bu calismanin amac1 KML hiicre hatt1 olan K562’ de akim
sitometrik teknikleri kullanarak BCR/ABL gen iirlinii olan protein miktarini
immunolojik boncuklar yontemi ile géstermek ve mevcut molekiiler yontemle sonuglari
karsilagtirmaktir ve verilerin klinik pratige uygulanmasinda ilk basamagi olusturmasi
saglamaktir. BCR/ABL gen {irlinii olan proteinin akim sitometri ile tayininin standart
kabul goren bir yontem olup olamayacagini ve hastalarin tan1 ve tedaviye yanitlarinin
degerlendirilmesi konusunda kullanilip kullanilamayacagi amaglanmustir.

RT-PCR yontemi, son yillarda BCR/ABL transkriptlerinin izleminde tercih
edilen ve hassasiyeti yiiksek bir yon tem haline gelmistir. Bu yontemde hasta

materyalleri arasinda, PCR reaksiyonunun verimini etkileyen degiskenler (RNA ve



cDNA kalitesi gibi), bir kontrol gen (ABL, BCR, G6PDH) araciligi ile normalize
edilmektedir. Kantitatif PCR birgok akademik ve ticari laboratuvarlarda yapilmakla
beraber standardize degildir ve merkezler aras1 kalite degiskendir. Hasta materyallerinin
kalite ve miktarina dayali olarak yapilan bu testler de, ¢alisilan bir Ornegin test
hassasiyetini gosterecek, standart calisma materyalleri bulunmamaktadir. Ornegin
hastaya ait materyalin laboratuvara nakli sirasinda gegen uzun siire ve uygun olmayan
tasima kosullari, degradasyon problemlerine ve buna bagli olarak da yanlis negatif
sonuclara neden olacaktir. Bir baska problem de halen sonuclarin laboratuvarlar
arasinda karsilastirilabilir olmamasidir. 2005 yilinda National Institutes of Health
(NIH), Bethesda’da yapilan bir toplantida uygun RNA kalitesi, PCR metodolojisi,
revers transkripsiyon ve PCR amplifikasyonunun yeterliligi, normalizasyon i¢in uygun
kontrol genleri, standardizasyon, testlerin hassasiyeti ve negatif sonuglarin
yorumlanmasi, testin kalite degerlendirmesi, uluslaras1 referans ve kontrol materyali ve
son olarak da sonuclarin uluslararasi bir 6l¢ek icinde verilmesi konusu goriisiilmiistiir.
Uluslararas1 birim (IS) olarak tanimlanan terim, % 0.1 diizeyinde standardize
edilmis major molekiiler yanit degerine karsi gelen, mutlak BCR/ABL degeridir.
BCR/ABL degerlerinin raporlamasinda onerilen IS, bugiin majoér molekiiler yaniti

2

tanimlamada kullanilan “standart baseline ” ve log azalmasi gibi kavramlarindan da
kurtulmay1 amaglamaktadir. Laboratuvara 6zgli doniisiim faktorlerinin dontistim faktori
(CF:conversion factor) uygulanmasi ile IS sistemine gecilmesi miimkiindiir. Sertifikali
referans materyallerinin yoklugunda, alternatif sistem referans laboratuvar ile perifer lar
arasinda Ornek degisimi seklinde olabilir®*". Tiirkiye’de ise BCR/ABL gercek zamanh
kantitatif PCR ile BCR/ABL diizey tayini yapabilen merkezlerin sayisi, ihtiyacin altinda
kalmaktadir. Bu durum bu hastalarin tan1 ve MRD takibinde alternatif, giivenilir, hizl
ve standardize bir baska yontemin gelistirilmesi gerekliligini dogurmaktadir.

Kronik myeloid l6semide molekiiler yanitin dl¢iilmesi, hastaligin ilerlemesinin
Onlemesi agisindan yararli ve duyarh bir 6l¢ctimdiir. Sitogenetik yanit alindiktan sonra
ileri degerlendirmeler icin de molekiiler izlem gereklidir. Yapilan ¢alismalar, erken
molekiiler yanitlarin degerlendirilmesinin, uzun soluklu hastaliksiz sag kalim siirelerini
arttirdigini gostermektedir. Artan BCR/ABL diizeyleri, hastanin imatinibe direncli hale
geldiginin ya da ABL mutasyonunu tasidiginin en erken gostergesidir. Bu sebeple

molekiiler takip ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde ve zamaninda kararlar



verilmesinde de onemli role sahiptir®®. Son 15 yil i¢inde BCR/ABL transkriptlerinin
ozellikle allojeneik kemik iligi nakli, interferon alfa ve tirozin kinaz inhibitdrlerinin
kullanildigt KML’li hastalarda gosterilmesi ve bu transkriptlerin kantitatif olarak
tayinleri ile daha ayrmtili bir takip olanagi dogmustur.

BCR/ABL transkript sayisinin kontrol geni transkript sayisina orani en sik
kullanilan yontemdir. BCR/ABL transkript sayisinin mikrogram RNA’ya oranlanarak
verilmesi RNA konsantrasyonunun tayini giivenilmez oldugu i¢in yanlis sonuglar
verebilir. Uygun bir kontrol geni su 6zelliklere sahip olmalidir: 1) Tan1 esnasinda tespit
edilen BCR/ABL diizeyine yakin bir ekspresyon diizeyi gostermelidir. 2) BCR-
ABL’nin stabil oldugu kadar stabilitesi olmaldir. 3) Ilgili geni amplifiye etmek igin
kulanilan primerler genomik DNA’dan psddogen gibi nonspesifik amplifikasyonlara yol
acmamalidir. RNA stabilitesi hem kontrol geni hem de BCR/ABL i¢in benzer olmalidir.
Ormegin calisma zamanindaki gecikmeler degisik sonuglara yol agabilir. BCR/ABL
kantitasyonu i¢in arastiritlmis ve uygun bulunmus 3 kontrol geni BCR, ABL ve -
glukuronidazdir. Bunlardan ABL en yaygin kullanilanidir. Calismamizda kontrol geni
olarak ABL kullanilmistir.

Molekiiler ¢alismada 5-10 ml periferik kan 6rnegi i¢inde 1-2x107 cekirdekli
hiicre olmas1 hedeflenir. Hiicre ayiriminda ficoll kullanimi yerine eritrosit lizisi tercih
edilir. Kronik fazdaki hastalarda klinik yanitin arastirilmasinda periferik kan
orneklerinin kullanilmasi uygundur. EDTA kullanimi1 PCR reaksiyonu i¢in daha uygun
olmakla birlikte, RNA ekstraksiyonu oncesi hiicrelerin yikanmast heparinli kanin
kullanimina da olanak verir. Transkriptlerin degradasyonunun 6nlenmesi i¢in 6rnekler
36 saat icinde calisilmali, transkript diizeyi az olan vakalarda bu siire 24 saati
asmamalidir. Bu konu molekiiler ¢alismalarda pre-analitik donemde karsilasilan ve
standartizasyonu etkileyen 6nemli problemlerden biridir.

Kontaminasyonun onlenmesi i¢in 1) Plazmid diliisyonlarinin hazirlandig: alan,
2) RNA ekstraksiyonunun yapildigi ve PCR “master mix”-line cDNA eklenen ¢alisma
alanlari, 3) PCR “master mix” inin hazirlandig1 ¢alisma alan1 ve 4) PCR amplifikasyon
ve {Uriinlerin goriintiilendigi alanlar birbirinden kesinlikle ayrilmalidir. Calisma
alanlarina ait Onliik ve eldiven kullanilmalidir. Aerosole direngli pipet uglar
kullanilmalidir. Dekontaminasyon amaciyla ¢aligma alanlar1 ve kullanilan aletler % 2

veya % 10’luk hipokloritle diizenli olarak silinmelidir®. Standart egrinin korelasyon



katsayist testin lineer oldugunun gosterilmesi agisindan 0.98 veya daha iizeri olmalidir.
Testin tespit ettigi deger aralifindaki onda birlik standart diliisyonlar1 hazirlanmalidir.
Bu sayede ayni primer ve prob karisimi ile yapilan reaksiyonda degradasyona ait veya
kullanilan reaktiflere ait farkliliklar dengelenmis olacaktir®. Sonuglarin “reproducible”
oldugunun gosterilebilmesi icin RNA ekstraksiyonundan RQ-PCR’a kadar tiim
reaksiyon agamalar1 farkli kigiler tarafindan tekrarlanmalidir. Biitiin bunlar ileri
teknoloji gerektirir ve testin c¢alisilmasinda maliyeti 6nemli Olglide etkilerken, zaman
alicidir.

Genel duyarlilik, primer hiicre soliisyonundaki hiicre sayisina, kontrol gen
transkriptlerinin sayisina ve PCR reaksiyonuna baglidir ve yapilan her PCR reaksiyonu
icin degiskenlik gosterir.

IRIS c¢aligmasinda saptanan standart baz degerin uluslarasi skalada % 100’i
temsil etmesi benimsenmistir. Bu standart degerden 3 log asagis1 ise % 0.10 olarak
kabul edilmigtir vee MMR varligin1 gosterir. Bu amag¢ i¢in her in kendisine ait
“uluslararast Olgek doniisiim faktoriinii” belirlemesi  gerekmektedir”’. Bu faktor
hesaplanirken BCR/ABL transkript degeri onceden bilinen bir 6rnek kullanulir. Bu
ornek plazmid, liyofilize hiicreler, hiicre ekstraktlar1 veya in vitro olarak stabilize
edilmis RNA olabilir. Hazirlanmis olan bu materyellerin kullanimi ile her laboratuvar
kendisi icin MMR’a uygun BCR-ABL/kontrol geni orani yiizdesi saptayabilecektir.
Hesaplanacak olan doniisiim faktérii bu degerle baglantili olacaktir. BCR/ABL diizeyi
ile doniisiim faktoriinlin ¢arpimi1 da uluslararasi Olgcek olarak BCR/ABL diizeyini
verecektir. Ancak IS’de sonug verilebilmesi i¢in laboratuvarin CF almasi gereklidir.
Tiim ¢abalara ragmen Tiirkiye’de CF’ ye sahip yalnizca bir referans vardir.

Her tedavi edilmemis hastalarda saptadigit BCR/ABL transkript seviyelerine
dayanarak hesaplanan baz bir degere gore tedavi alan hastalarda izlemeler esnasinda
sirasinda logl0 Olcegine gore kag logaritmalik diistisler oldugunu bildirmelidir. Bazi
hastalarin takipleri sirasinda ¢ok farkli merkezlerden refere ediliyor olmalar1 nedeniyle,
BCR/ABL takibinde sikintilar yasanmaktadir. Bu kit iginde ABL kontrol genine ait 4
adet standart, BCR genine ait 6 adet standart ve yiiksek pozitif kontrol bulunmaktadir.
Kit icerisinde ayrica Mbcr kopya degerlerinin «Uluslararast Birime (IS)» ¢evrilmesini

saglayan «Diinya Saglik Orgiitii (WHO)» tarafindan kalibre edilen IS RNA Kalibrator



bulunmaktadir. Akim sitometrik sonuglar, molekiiler olarak IS-MMR kit ile (Ipsogen,
Marseille, France) elde edilen sonugclar ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Akim sitometrik yontemler ise, ileri diizeyde donanim gerektirir ancak daha az
teknige dayali ve daha az teknisyen bagimli olmasi yaninda hizli sonug¢ alinan
yontemlerdir. KML 6n tanili veya hiperlokositozla takip edilen hastalarda akim
sitometrik yontemlerin kullanilmasi KML tanisinin konulmasi agisindan hizlica sonuca
ulasilmasi yoniinden 6nemli olabilir. KML tanisinda akim sitometrik yontemler tarama
testi niteligi kazanabilir. Ayrica KML’de tedaviye yanit ve MRD takibinde standart yeni
metodlarin gelistirilmesi, bilimsel birikime katki saglamas1 agisindan énemlidir.

Akim sitometrik calismanin standardizasyonu ve kullanilmasi gereken hiicre
sayisinin tespit edilmesi i¢in yapilan c¢aligmamiz sonucunda; hiicre sayist 1.000 ve
10.000 olan grupta BCR/ABL fiizyon proteninin akim sitometrik olarak gosterilemedigi
sonucuna varildi. Hiicre sayis1 50.000 ve {izerinde ise BCR/ABL fiizyon proteini pozitif
olarak gosterildi. MFI degerleri ise hiicre sayisina paralel olarak artis gosterdigi
saptandi. Jilani ve arkadaglarinin g¢alismasinda imatinib ile tedavi edilen 54 KML
hastasindan, tedavi oncesi, tedavinin 3. ay (n=33), 6. ay (n=13), 9. ay (n=13) ve 12.
aylarinda (n=6) plazma Ornekleri alinarak hem RT-PCR hem de akim sitometri ile
analiz edilmistir. Yapilan analizlerin sonucunda immunolojik analiz ile RT-PCR
sonuglar1 paralellik gosterdigi tespit edilmistir. Hasta serum orneklerinde calisilmasi,
daha kolay ve pratik bir yontem olarak kabul edilebilir. Yine ayni ¢alismada K562
hiicreleri (hiicre sayist 1x10°¢ olacak sekilde) icerisine 5 ile 0,005 mikromolar imatinib
ve AMNI107 eklenmis, % 5 CO, i¢inde 37 °C’de 18 saat siireyle inkiibe edilmis.
Hiicreler daha sonra PBS ile iki kez yikanmuis, lizis ve lizatlar1 boncuk esaslit BCR/ABL
yontem ile analiz edilmistir. Sonugta hiicre sayisi ile saptanan boncuk orani lineer
saptanmis ve sonuclar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmus
(p<0,01). Ayrica ¢alismada boncuk bazli immunolojik yOnteminin sensitivitesi ve
spesifitesi gosterilmis ancak istatistiksel olarak analiz edilmemistir™.

D’alessio ve arkadaslarinin calismasinda santral sinir sistemi tutulumu olan 1
KML ve 2 B-ALL hastast ile santral tutulumu olmayan 1 B-ALL hastasi ¢alismaya
dahil edilmis. Oncelikle beyin omurilik sivisinda akim sitometri ile sirasiyla % 88, %
42, % 78 ve % 0 oranlarinda blast saptanmis ve ilk 3 hastada BCR/ABL proteini pozitif,
4. hastada negatif saptanmis (MFI degerleri sirasiyla 11.118, 1.718, 109 ve 50) ve



yontemin sensitivitesi yliksek olarak degerlendirilmistir”. Ancak vaka sayisinin azligi
nedeniyle istatistiksel analiz yapilmamaistir.

Lucas ve arkadaslariin yaptigi diger bir calismada, 110 trombositozu ve/veya
notrofilisi meveut KML siiphesi olan hasta ornekleri ile 47 saglikli kontrol grubunun
ornekleri calismaya dahil edilmis ve gRT-PCR ile BCR/ABL1 mRNA ile akim
sitometrik yontemle BCR/ABLI1 proteini tespit edilerek analiz edilmistir. Biitiin
orneklerde qRT-PCR ile saptanmis BCR/ABLI durumu ile akim sitometride
BCR/ABLI proteini tespitinin % 100 uygunlugu teyit edilmistir. MFI esik degeri (cut-
off) 99 olarak belirlenmis ve QRT-PCR <% 1 olan grupta immunoassay ile BCR/ABLI
proteini ¢ok diisiik oranda saptanmis veya hig tespit edilememistir. qRT-PCR <% 1-10
olan grupta BCR/ABLI1 proteini kolayca tespit edilmis. Ayrica qRT-PCR >% 10
saptanan yeni KML tanis1 alan grupta ise BCR/ABL1 proteini son derece yiiksek
saptanmistir. Bununla birlikte bu calismada tirozin kinaz inhibitorleri ile tedaviye
baslanan hastalarda akim sitometrik yOntemin spesifitesi ve = sensitivitesi
dogrulanmistir™. Biz ¢alismamizda MFI esik degerini 797 oldugunu istatistiksel olarak
gosterdik.

Raponi ve arkadaglarinin ¢aligmasinda boncuk ydntemi ile akim sitometride
BCR/ABL fiizyon proteini gosterilmis. Caligmaya 89 akut 16semi tanist olan hasta (53
B-ALL, 5 T-ALL, 30 AML, 1 akut bifenotipik 16semi), 5 relaps hastaligi olan hasta (1
T-ALL, 3 B-ALL, 1 AML) ve 7 KML blastik krizde olan hasta gruplarindan alinan taze
kemik iligi veya periferik kan 6rnegi dahil edilmistir. Bu 6rnekler hem akim sitometride
analiz edilmis hem de PCR’da calisilmis ve karsilastirilmistir. BCR/ABL akim
sitometride 30 hastada (23 B-ALL, 7 KML blastik kriz) pozitif bulunmus ve bu
orneklerin hepsi RT-PCR’de de pozitif saptanmis. 2 vakada akim sitometride negatif
olmasina ragmen RT-PCR’de pozitif bulunmustur. Bu iki hastanin ¢aligma sirasinda
sirastyla analiz edilen 16semi hiicre miktarlar1 5,9x10° ve 5,1x10° oldugu ve bu hastalar
steroid tedavisi aldig1 rapor edilmistir. Bu calismada BCR/ABL proteininin akim
sitometrik immunoassay ile BCR/ABL fiizyon transkriptlerinin molekiiler yontemler ile
belirlenmesi arasinda, analiz edilecek preparatlarin 16semi hiicre miktar1 8x10° olmasi
kosuluyla % 100 korelasyon bulunmustur™. Bizde ¢calismamizda K562 hiicre hatlarinda
hiicre sayisinin en az 50.000 ve iizerinde oldugu durumda akim sitometrik yontem ile %

100 o6zgiilliik ve duyarlilikta pozitiflik gosterdik.



Calismamizda hiicre sayisi en diisiik olan (1000 hiicre) grupta molekiiler olarak
BCR-ABL/ABL oran1 gosterilebildi. Ancak hiicre sayis1t 1000 ve 10.000 olan grupta
akim sitometrik yontemler BCR/ABL fiizyon proteini gosterilemedi. Akim sitometrik
yontemle BCR/ABL proteininin gosterildigi ilk hiicre miktar1 50.000 olarak
degerlendirildi. Ancak 10.000-50.000 arasindaki herhangi bir degerde c¢alisma
yapilmadi. Bu durum c¢alismamizin zayif taraflarindan biri olarak degerlendirildi.

Calismamizda akim sitometrik yontemlerin yeterli sayida ve canli hiicre ile
kullanilarak uygulanmasi sonucuna ulagsmaktayiz. Caligmada kullanilacak canli hiicre
sayisi arttikga, akim sitometrik yontemlerin hassasiyeti artmakta ve MFI degerleri
yiikselmekedir. Literatiirde akim sitometrik yontemler kullanildigi esnada canli
hiicrelerle  calisilmas1  gerekliliginden  bahseden  herhangi  bir  caligmaya
rastlanilmamustir.

Diger losemilerde goriilebilen bazi translokasyonlarin immunolojik ydnteme

dayal1 akim sitometrik gosterilmesi de saglanabilir.



6. SONUCLAR ve ONERILER

1. KML hastalarinin tan1 ve takibinde BCR/ABL geninin molekiiler olarak
kantitasyonu altin standartdir. Ancak yontemdeki giicliikler standardizasyonu
zorlagtirmaktadir. Yeni, kolay ve ucuz baska yontemlere ihtiyag¢ vardir.

2. Akim sitometrik olarak BCR/ABL fiizyon proteninin immunolojik
yontemle gosterilmesi bu hastalarin tanisinda kullanilabilir.

3. Akim sitometrik yontemler kolay ulasilabilir ve daha az teknige dayanir.
Ancak molekiiler ¢alismalarda oldugu gibi, her ¢calismada mutlaka negatif ve pozitif
kontroller kullanilmalidir.

4. Akim sitometrik yontemler kulanilarak BCR/ABL flizyon proteini
gosterilmek istenirse pozitif hiicre sayist en az 50.000 olmalidir. Hiicre sayisi
arttirtldikga MFI degerleri orantili olarak artar.

5. Akim sitometrik yontem ile BCR/ABL fiizyon proteini gosterirken, hiicrelerin
mutlaka canli olmas1 gerekir. Hiicre canlilig1 azaldik¢a MFI degerleri azalir. Bu durum
6l¢tim tekniginin hiicre canliligindan etkilendigini gdstermis olup, drneklerin canli ve
optimal sartlarda yapilmasi gerektigini ortaya koymustur. RT-PCR metodu canliliktan
etkilenmemektedir.

6. Akim sitometrik yontemler ile gergek esik (cut-off) degerini tespit edebilmek
amactyla 10.000 ve 50.000 arasindaki hiicre sayilar1 yeniden analiz edilebilir.

7. Canli ve uygun sayida (50.000 ve iizeri) hiicre ile calisildiginda akim
sitometrik yontemler BCR/ABL tayininde % 100 duyarlilik ve % 100 6zgiilltiktedir.
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