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OZET

BCR-ABL pozitif hicrelerin tespitinde, Floresan In Situ Hibridizasyon
(FISH) ve Kantitatif Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonunu
(QRT-PCR) iceren molekller tanisal yontemler, klasik konvansiyonel
sitogenetik analize gére daha sensitiftir. QRT-PCR, Ustin sensitivitesinden
dolayi, imatinib ile tedavi edilen Kronik Miyelositer Losemilerin (KML)
takibinde altin standart olarak dusunulmektedir. Bizim ¢alismamizin amaci,
KML hastalarinda farkl zamanlarda FISH ve QRT-PCR’in diagnostik ve klinik
faydalihginin karsilastiriimasidir.

Bu calismada, retrospektif olarak analiz edilen 78 KML hastasinin 135
sonucu Philadelphia (Ph) translokasyonu icin hem FISH hem de QRT-PCR
calismalar ile test ettik ve bu iki farkli teknigin avantaj ve dezavantajlarini
degerlendirdik.

Bizim g¢alismamiz, yeni tani konmus vakalarin timuanun her iki metotla
pozitif oldugunu goésterdi. Bir vakada, FISH pozitift, QRT-PCR negatifti; 61
vakada QRT-PCR pozititken FISH negatifti. FISH ve QRT-PCR’in tam uyumu
(her iki testte negatif veya pozitif olma) 73 vakada bulundu (%54,1) ve 62
vakada (%45,9) farkhlik tanimlandi. Ayni zamanda QRT-PCR degerleri ile
sitogenetik yanit kategorileri arasinda iyi bir uyum vardi.

QRT-PCR’In dugiUk seviyelerdeki BCR-ABL transkriptlerini tam olarak
Olgmeye izin verdigini ve minimal reziduel hastaligin (MRH) hassas bir
goOstergesi olarak hizmet verdigini dogruladik. Ek olarak, yeni tani konmus
KML hastalari arasinda BCR-ABL flizyon genini tespit etmede FISH ile QRT-
PCR ‘in %100 korele oldugunu gdsterdik. Ayni zamanda FISH’in minimal

reziduel hastaligin takibinde uygun olmadigi sonucuna vardik.

Anahtar kelimeler: Kronik miyelositer [6semi (KML), philadelphia (Ph)
translokasyonu, floresan in situ hibridizasyon (FISH), kantitatif revers
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR), minimal rezidiuel
hastalik (MRH).
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SUMMARY

Comparison of Qualitative and Quantitative Values of Fusion Gene by
FISH and Molecular Genetic Methods in Chronic Myelogenous

Leukemia

The molecular diagnostic methods including fluorescence in situ
hybridization (FISH) and quantitative reverse transcription-polymerase chain
reaction (QRT-PCR) are more sensitive than classical conventional
cytogenetic analysis for the detection of BCR-ABL positive cells. QRT-PCR,
due to its superior sensitivity, is considered the gold standard for the follow-
up of chronic myelogenous leukemia (CML) treated with imatinib. The
objective of our study was to compare the diagnostic and clinical usefulness
of FISH and QRT-PCR at different time points for CML patients.

In this study, we retrospectively analyzed 135 results of 78 patients
with CML tested by both FISH and QRT-PCR studies for Philadelphia (Ph)
translocation and evaluated the advantages and disadvantages of these two
different techniques.

Our study demonstrated that all newly diagnosed cases were positive
with both methods. In one case, FISH was positive and QRT-PCR was
negative; in 61 cases, FISH was negative while QRT-PCR was positive. An
overall concordance of FISH and QRT-PCR (being either negative or positive
in both tests) was found in 73 cases (54.1%) and a discrepancy identified in
62 cases (45.9%). Also, there was a good concordance between QRT-PCR
values and cytogenetic response categories.

We confirm that QRT-PCR allows precise measurement of low levels
of BCR-ABL transcripts and can serve as a sensitive indicator for minimal
residual disease. In addition, we demonstrate a 100% correlation of QRT-
PCR with FISH in detecting the BCR-ABL fusion gene among patients with
newly diagnosed CML. We also conclude that FISH is not suitable for

monitoring minimal residual disease.
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Key words: Chronic myelogenous leukemia (CML), philadelphia (Ph)
translocation, fluorescence in situ hybridization (FISH), quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction (QRT-PCR), minimal residual
disease (MRD).
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GiRiS

Lésemi terimi, 1845 yilinda ilk kez Virchow tarafindan kullanildi (1).
Ldsemi, hematopoezin herhangi bir asamasinda hicre farklilagsmasinin
durmasi ve hucrelerin klonal olarak ¢ogalarak kemik iligini ve/veya kemik iligi
disi dokulari sarmasidir (2, 3). Losemi hicreleri birincil olarak kemik iliginde
ve lenfoid dokularda cogalir, sonra periferik kana gecerek diger dokulara
yayilir (4, 5).

Hematopoetik kok hucreler, kendi kendini yenileme ve matur kan
hiicrelerine farklilasabilme yetenegine sahiptirler. ilk hiicreler, lenfoid ve
myeloid projenitdr olarak adlandirilan seriyi meydana getirir. Lenfoid dnculler
tekrar bolunadrler ve T, B lenfosit ve dogal oldurtcu hucrelere farkhlasirlar.
Myeloid o6ncul hacreler, granulosit-monosit prekursorler ve megakaryosit-
eritrosit prekirsérlerini ortaya cikarir. ilk hiicre soyundan graniilositler ve
monositler  geligirken, digerinden trombosit ve eritrositler gelisir.
Hematopoetik kok hilcreden olgun kan hdcrelerinin olusumu asagida
gOsterilmigtir (Sekil-1) (6). Losemilerde ise kemik iligi hicrelerinin gelisim
asamalari sirasinda bir nesilde hucrelerin gogalma hizinin arttigr gorular,
neoplastik klon kemik iliginde ¢ogalir ve diger kemik iligi hacrelerinin yerini
almaya baslar. Hicre hatlarinin sayisinda periferik kandaki kan hticrelerinin

yerini tutacak ol¢ude bir artig gorallr (7).
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Sekil-1: Hematopoetik hiyerarsi.

Morfolojik yonden hastaliga tutulan hucre dizisinin tipine gére (myeloid
ya da lenfoid) ve prolifere olan kan hilcresinin gen¢ ya da olgunlasmis
olmasina gore (akut ya da kronik) siniflandirmasi yapiimaktadir (8).

Akut l6semiler, olgunlasmamis kan yapici veya oncul hdcrelerin artigi
sonucu olugmaktadir. Akut I6semilerde kontrolsuz ¢cogalan hucreler lenfoid
oncul hicreler ise “akut lenfoblastik (lenfoid) I6semi”, myeloid 6éncul hiicreler
ise “akut myelositik (myeloid) I6semi” olarak tanimlanmaktadir.

Kronik I6semiler ise olgunlagsmis kemik iligi elemanlarinin artigi sonucu
ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Kronik I6semilerde kontrolstiz gogalan hucreler
lenfoid oncul hicreler ise “kronik lenfositik (lenfoid) 16semi”, myeloid 6ncil

hicreler ise “kronik myelositik (myeloid) I6semi” olarak tanimlanmaktadir (8).

Kronik Miyelositer Losemi (KML)

Tanimi

Kronik miyelositer I6semi (KML), kronik grandlositik [6semi olarak da
adlandirihr.  KML, primitif pluripotent kok hicrenin miyeloid projenitor
hicrelerde artmis proliferasyon ve azalmis apoptozu ile karakterize klonal bir

hastaligidir (9-12). Kemik iliginde asiri miyeloid hiperplazi, periferik kanda



olgun miyeloid hlcrelerden olusan ylksek I0kosit sayisi (bazofili ile birlikte)
ve splenomegali ile karakterizedir. Akut I6semide varolan patolojik tablonun
aksine, KML’de I16semi htcreleri farklilagsma yeteneklerini kaybetmemislerdir
(13). Kronik, akselere ve blastik olmak uUzere u¢ farkh klinik evre ile
karakterizedir: Kronik faz olarak adlandirilan ilk fazda olgunlagsma gosteren
miyeloid hucrelerin artigsi mevcut iken ardindan gelen ikinci ve Uguncu
fazlarda zamanla miyeloid olgunlagsma azalir ve akselere faz ve / veya blastik
faza gecis gozlenir (9).

KML, spesifik karyotipik anomalinin saptandidi ilk hastaliktir. Molekuiler
dizeyde en iyi karakterize edilmis I6semi tipidir (14). Ayni zamanda biyolojik
ajan olan interferon kullanilarak 16semik klonun baskilandigi ve sagkalimin
uzatildidi ilk neoplastik hastalik olma 6zelligini de tagimaktadir (15).

KML, kronik miyeloproliferatif hastaliklardan (KMPH) bir tanesidir
(Tablo-1). Miyeloproliferatif hastaliklarin hepsinde neoplastik kok hucrelerin
proliferatif kapasitesi kontrolstizdir ve asiri hemotopoesis meydana gelir.
Neoplastik kdk htcreler tam farklilasma gegirme yeteneklerini korurlar ve
sonug olarak kanda kemik iliginde matur ve immatur hicre sayisinda belirgin
bir artma gorular.

KMPH, neoplastik kdk hucrelerinin gegirdigi predominant farkhlasma
tard ile birbirlerinden ayirt edilirler. Ayrica KMPH ilerleyicidir ve iyi sekillenmis
ve islevli hucrelerin agiri Uretildigi bir hastaliktan, kemik iligi yetmezligi veya
akut l6semiye gegcisin eslik ettigi bir hastaliga donusme olasihigl tasirlar.
Benzer hlcre ve kaynak dokuya ragmen butin miyeloproliferatif hastaliklar
bir hastalik olarak gruplandirmak ve tedavi etmek mumkun degildir. En sik
gorulen KMPH’lar KML, esansiyel trombositemi, idiyopatik miyelofibrozis ve

polisitemia vera’dir (16).



Tablo-1: Kronik miyeloproliferatif hastaliklarin siniflandirilmasi (17).

* Tipik Kronik Miyeloid Losemi

Morfolojik varyantlari:

Kronik eozinofilik losemi

Kronik bazofilik losemi

Kronik notrofilik losemi

* Esansiyel trombositemi

* Polisitemia vera

« idiyopatik miyelofibrozis

* Kronik miyelomonositik I6semi, proliferatif tip

* Atipik kronik miyeloid lI6semi

Tarihge

ik bildirilen KML olgularinin 1848 yilina rastlamasina ragmen bugiinkii
anlamda ilk klinik tanim 1924’te yapilmistir (18). 1960 yilinda Nowell ve
Hungerford tarafindan Kronik Miyelositer Losemili hastalarda anormal bir
kromozom saptanmistir. insan kanserleri ile iligkisi tespit edilen ilk
kromozomal bozukluk olan ve daha sonra kesfedildigi sehrin ismiyle
Philadelphia (Ph) kromozomu olarak anilan 9. ve 22. kromozomlar arasindaki
bu translokasyon, kromozomal bantlama teknigindeki ilerlemeler sayesinde
1973’te Rowley tarafindan gosterilmistir. 1980’li yillarda yapilan arastirmalar,
karsilikli translokasyona bagli olarak, 9. kromozom Uzerindeki “ABL” proto-
onkogeni ile 22. kromozom uzerindeki “BCR” geninin birlesmesi sonucu
olusan “BCR-ABL” fuzyon geninin, KML hastalarinda kok hucre gogalmasini
arttiran ve programlanmig hicre oOlumunld inhibe eden tirozin kinaz
aktivitesine sahip bir protein kodladigini ortaya koymustur. Hastaligin
molekuler temeline 1sik tutan bu bilgiye dayanilarak 1990’h vyillarin
ortalarindan itibaren tirozin kinaz inhibisyonuna yonelik gelistirimeye
baglanan ilaglarla guinimizde KML, potansiyel tedavi edilebilir bir hastalk

olarak karsimizdadir (19).




Epidemiyoloji

Kronik Miyelositer Loseminin yillik gorulme sikhi@l, karakteristik
sitogenetik anormalligin tanimlandigi 1973 yilindan gunumuze dogru
gelindiginde hafifce azalmaktadir. 1973 yilinda 100.000 kiside 1,9 iken
1999’da 100.000’de 1,5 (19). Batih Ulkelerde gorilme orani 1/100.000°dir ve
erigkin l6semi olgularinin %15-20’sini olugturmaktadir. Tarkiye'de sikhgi
bilinmemektedir. Genellikle orta-yas hastaligi olup, erkeklerde kadinlara gore
daha siktir (1,5:1) (17). Ortalama gorulme yasi 45-55 olarak saptanmistir.
insidansi yagla artis gosterir, hastalarin %30’u 60 yas Ustiindedir, %3'l ise
cocukluk caginda gorulur (20-22).

Etiyoloji

Vakalarin ¢cogu sporadik olup, etiyolojide suglanan izole tek bir ajan
bulunmamaktadir. KML riskinin iyonize radyasyon maruziyetinden sonra
artabilecegi bildirilmigtir. Ankilozan spondilit nedeniyle radyoterapi alanlarda
artmis KML insidansi saptanmistir. Japonya’da 1945teki atom bombasi
patlamasindan sonra radyasyona maruz kalanlarda artmig KML insidansi
saptanmis ve maruziyetten 5 — 12 yil sonra bu riskin pik yaptigi ve doza
bagimli  oldugu gorulmustir. Bununla birlikte nukleer endustrilerde
calisanlarda artmis bir KML riski gosteriimemigtir. 1940 6ncesinde yeterli
korunma saglanmadan c¢alisan radyologlarda miyelositer 16semi gelisme
ihtimali varken son zamanlarda yapilan caligmalarda boyle bir birliktelik
gosterilememigtir. Benzen maruziyeti akut miyelositer 16semi riskinde artisa
neden olurken boyle bir risk artigsi KML i¢cin bulunmamaktadir. KML alkilleyici
ajanlarin kullanimi veya radyoterapi sonrasi sekonder bir lI6semi olarak
karsimiza gcikmamaktadir (14, 15, 23, 24).

Patogenez

KML, insanlarda bir spesifik kromozom anomalisi ile iligkisi tespit
edilen ilk hastalktir (13). KML’nin pluripotent hematopoetik bir kok hicrenin
BCR-ABL flizyon genini tasiyan Ph kromozomu edinmesi sonrasinda
proliferasyon avantajini kullanarak zaman igerisinde normal hematopoezi
baskilayacak sekilde ¢ogalmasi ile olustugu dusunulmektedir. Bu hipotezin

delili; elde edilen molekuler anomalinin hastalarin hemen hepsinde ayni



sekilde bulunmasidir. Fakat bu olusum mekanizmasinin hangi sitogenetik
veya molekuler degisiklikler sonrasi oldugu bilinmemektedir. Benzer sekilde
kok hlcre tarafindan elde edilen proliferatif avantajin molekuler temelleri de
henlz tamamen aydinlatlamamis olmakla birlikte l6semik progenitor
hicrelerin interlokin — 3 (IL - 3) ve granulosit koloni - stimulan faktor (G -
CSF) gibi buyume faktorleri ile surekli uyariimasi ile iligkili olabilecegi ileri
surtlmastur (9).

Ph kromozomu, 9. ve 22. kromozomlarin uzun Kollari arasindaki
resiprokal translokasyon 1(9;22)(q34;q11) sonucu olusan kisalmis kromozom
22 dir (Sekil-2). KML’nin en belirleyici 6zelligidir ve hastalarin %90 - 95’inde
bulunur. Ayni zamanda erigkin akut lenfoblastik I6semilerin (ALL) %15 -
30'unda ve c¢ocukluk cagr ALL’lerin %5’inde, yeni tani almig akut
miyeloblastik |6semilerin %2’sinde saptanir. Ph translokasyonu kromozom
9q34’teki 3° ABL gen segmentini, kromozom 22g11’deki 5’BCR gen
segmentine ekler. Bu translokasyon sonucunda messenger ribonukleik asid
(mRNA) trankripsiyonu olan hibrid BCR-ABL geni olusur (25).

Philadelphia Kromozomu
g nm
22 o P
i
w o= =

Sekil-2: Kronik miyelositer 16semide Philadelphia kromozomu. Kromozom 9
ve 22’nin uzun kollari arasinda genetik materyalin resiprokal dengeli
translokasyon 1(9;22)(q34;q11).

Translokasyon sonucu ortaya gikan BCR-ABL flzyon geninin arind,
molekul agirligi 210.000 dalton olan p210 proteinidir. Bu yeni protein, c-ABL

proto-onkogeninin Urunu olan p145 proteinine gore belirgin olarak daha guglu



tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. Hastaligin patogenezinde anahtar rol
oynadidi kabul edilen BCR-ABL flzyon proteinlerinin, normal proteinlerle
kargilastirildiginda artmis fosforilasyon kapasitesine sahip oldugu ve
hematopoetik kok hicrelerin  KML fenotipine ddnlsmesini sagladigini
kanitlayan calismalar vardir. Losemik donusume yol agan molekuler olaylar
tam anlasilmamis olmakla birlikte, BCR-ABL fuzyonuyla olugsan p210
proteininin, guclu tirozin kinaz aktivitesiyle, immatur hematopoetik hucrelerde
donusumu ve ¢ogalmayi indukledigi ve apoptozu suprese ettigi in vitro olarak
gosterilmigtir (26).

Hastaligin gelisimi icin BCR-ABL flzyon geni varhiginin yeterli olup
olmadidi belirsizdir. Son zamanlarda, |6semi gelistirmeksizin kanlarinda
dusuk seviyelerde BCR-ABL flizyon geni bulunduran normal kisiler
gosterilmigtir (27).

KML’li  hastalarin  fibroblast kdltirlerinde Ph  kromozomunun
bulunmamasi ve tek yumurta ikizlerinde sadece KML’li kardeste bu
kromozomun gorulmesi, bozuklugun edinsel oldugunun kanitlandir. Ph
kromozomu yalniz miyeloid seri hicrelerinde degil, megakaryositik ve eritroid
seri elemanlarinda, ayrica olgularin bir kisminda B lenfositlerde de bulunur.
Hatta bazi olgularda T lenfositlerin kiiguk bir bolimunde Ph pozitifligi tespit
edilmistir. Bu bulgular KML’deki neoplastik déndsimin pluripotent
hematopoetik kok hucre duzeyinde oldugunu gosterir. Hastaligin pluripotent
orijinine ragmen, kemik iliginde sadece myeloid, monositik ve megakaryositik
seri elemanlarinin artmasina yol agan selektif ekspansiyonun nedeni
bilinmemektedir (28).

KML’de sitogenetik anormalligin baslangici ile tani arasinda 6-8 yillik
sessiz bir donem bulunur (preklinik donem). Bu sure i¢inde Ph pozitif kok
hicreden gelisen neoplastik klonun yani sira normal kdk hicre klonlari da
hematopoezde rol oynar. Bu donemde bazi duzenleyici mekanizmalar
tarafindan kontrol edilebilen pluripotent neoplastik kok hicrelerin zaman
icinde nasil otonomi kazandidi ve klonal dstinlik sagladigr halen
bilinmemektedir. Ancak BCR-ABL flizyon geninin urinu olan ve guglu tirozin

kinaz aktivitesine sahip p210 proteininin, neoplastik kok hucrelerde



proliferasyonu arttirarak ve apoptozu inhibe ederek Ph pozitif klona gogalma
onceligi  kazandirdigi  duisundlmektedir. p210 proteini  farklilagsmayi
engellemeden miyeloid seri elemanlarinin ¢gogalmasini indukler ve yasam
surelerini uzatir. Neoplastik klona ait hidcre sayisindaki artisa yol agan bu
durumun yani sira l6semik kdk hicrelerin kemik iligi stromasi ile etkilesimleri
de anormaldir. Hucrelerin adezyon yeteneklerinin kaybolmasinin, olgunlagsma
ve proliferasyon bozukluguna yol ac¢tigi ve immatir hicrelerin kemik iliginden
cevre kanina gecmesiyle karakterize anormal bir miyeloid hicre trafigine
sebep oldugu ileri strtilmektedir. Immatiir miyeloid hicrelerin periferik kana
gectigi bir baska hastalik olan Akut Miyeloblastik Losemi (AML)'den farkli
olarak KML’de I6semik kok hicreler farklilasma ve olgunlasma yeteneklerini
tamamen kaybetmemislerdir. Bu nedenle KML'de, hem kemik iliginde hem de
periferik kanda sayica artmis halde farklilagsma ve olgunlasma surecindeki

tum myeloid seri elemanlari gorulebilir (28-31).
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Sekil- 3: KML’de miyeloid hlicre proliferasyonu.
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Sekil- 4: BCR-ABL’nin onkojenik aktivitesi.
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Klinik

Hastalik, hemen daima birbirini izleyen Gg¢ klinik evreye sahiptir: Kronik
faz, Akselere (hizlanmig) faz ve Blastik faz. Hastalarin %80’i ilk evre olan
kronik evrede taninir. Hastalarin yaklasik %10’u akselere fazda ve diger
%10’u blastik fazda bulunur (28). Bazi olgularda akselere faz gorulmeksizin
kronik fazdan blastik faza gegis olabilir.

Kronik evrede miyeloid hiperplazi sonucu granulosit sayisi artmig
olmakla beraber l6semik hucrelerin olgunlagmalari ve yasam sureleri
normale yakindir. Myeloid ve eritroid seriye ait elemanlarin fonksiyonlarinin
genellikle normal olmasina karsin bazi olgularda trombosit fonksiyonlari
bozulmustur. Hastaligin dogal seyrinde kronik evre ortalama 3—4 yil surer.
Kronik evredeki hastalarin %5’i tanidan sonraki ilk yil icinde blastik evreye
donugur. Sonraki her yil igin bu oran yaklasik %20-25 civarindadir (32).

Akselere faz, hastaligin hizlanarak kronik evreden ciktigi ve blastik
dontsime dogru seyrettigi ara donemdir. Bu dénemde periferik kanda ve
kemik iliginde miyeloblastlarin orani artmaya baslar. Sebebi agiklanamayan
ates, kilo kaybi, gece terlemesi gibi sistemik semptomlar ortaya c¢ikar ve
|I6kosit sayisini kontrol altinda tutabilmek ic¢in artan dozlarda ilag kullanimi
gerekir. Akselere faz genellikle kisa surer ve hastalar birkag ay iginde blastik
donugum gosterir.

Blastik faz hastaligin terminal dénemidir. Bu doénemde hastalik akut
l6semi tablosuna benzer. Blastik donusum genellikle miyeloid fenotipte
gerceklesir ancak bazen lenfoid fenotipte de gorulebilir. Her iki durumda da
prognoz kotlidir ve yogun tedavilere ragmen hastaligin kronik faza geri
donusu nadiren gergeklesir. Remisyon saglanamayan olgularda sag kalim 3—
6 ay civarindadir.

Hastaligin kronik fazdan akselere ve blastik faza ilerlemesinin
mekanizmasli tam olarak anlasiimamakla birlikte trizomi 8, izokromozom 17
ve ikinci bir t (9;22) gibi ek sitogenetik anormallikler genellikle kronik fazdan
akselere ya da blastik faza gecildigi zaman ortaya ¢ikmaktadir. Miyeloid tip
blastik donlisim esnasinda daha yaygin olarak goérulen ve hastaligin

progresyonu ile iliskilendirilen bu sekonder sitogenetik anormalliklerin, farkl
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bir kok hucre grubunda gelismedigi ve Ph pozitif hdcrelerde olustugu
gOsterilmisgtir.

Hastaligin gelisimi ve evreleri goz o6nune alindiginda KML, c¢ok
basamakli neoplastik olusum kurami igin tipik bir érnektir (28).

Yapilan gozlemler baslangic kromozom translokasyonundan
hastalarin semptomatik olduklari asamaya kadar gecen surenin Uzerinden
yaklasik olarak 6 yil gectigini gdstermekte ve beyaz kire sayisinin 100.000’e
ulasmasi yaklasik olarak 19 ay surmektedir. KML hastalarinn tanidan sonra
ortalama yasam sureleri yaklasik 4,5 yildir. Bu nedenle tipik bir vakada, KML
nin total strecinin baglangicindan itibaren 10 yil kadar oldugu goérular (33).

KML’de baslangi¢c semptomlari genellikle sinsidir. Hastalarin %40’
asemptomatiktir ve tani baska bir nedenle kan sayimi yapildigi esnada
konur. KML'de Kklinik bulgular asiri ¢ogalmis miyelositer hicre kitlesi ve
hipermetabolizma ile iligkilidir (19). Gorulebilen KML semptomlari; anemi
semptomlari (halsizlik, c¢abuk yorulma, efor intoleransi, fonksiyonel
kapasitede azalma gibi), splenomegaliye bagl semptomlar (karinda sislik ve
agri, dalagin mideye basisi sonucu ¢abuk doyma, hipermetabolik duruma
bagl semptomlar (ates, istahsizlik, kilo kaybi, gut), trombosit disfonksiyonuna
bagli semptomlar (hemoraji, ekimoz, hematom, tromboembolik olaylar, retinal
hemoraji), hiperlokositoz ve hiperviskositeye bagh bulgular (tinnitus, stupor,
gbérme bozuklugu, nefes darli§i, priapizm ve serebrovakiler olaylar) seklinde
kendini gosterebilmektedir.

Sternal hassasiyet, |I6kostaz varliginda olabilir. Blastik fazda kilo kaybi,
terleme ve kemik agrisi vardir. KML hastalarinin fizik muayenesinde %50-90
splenomegali, %10-20 hepatomegali vardir. Hastaligin  seyrinde
ekstrameduller hematopoez odaklari, cilt alti lezyonlar, lenfadenopati (LAP)
gelisimi nadirdir. Ancak ileri evrelerde veya lenfoblastik donusumde LAP
gorulebilir (34-36).
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Tablo-2: KML kronik faz baslangic semptom ve bulgulari (17).

Semptomlar (%)
Yorgunluk 83
Karinda sigkinlik hissi ve 38
istahsizlik

Kilo kaybi 61
Kolay berelenme veya 35
kanama

Ates 11
Bulgular

Splenomegali 95
Sternumda hassasiyet 78
Lenfadenopati 64
Hepatomegali 48
Purpura 27
Retinal Kanama 21

Fizik muayenedeki hemen hemen tek ve degismez bulgu
splenomegalidir. Tani esnasinda hastalarin yaklasik %50’sinde kostal
kenarin altina 10 cm’den fazla uzanan splenomegali vardir (28). Olgularin
%90’dan fazlasinda palpe edilebilen dalak bazen tim karni dolduracak kadar
blayUk olabilir. Ekstrameduller hematopoezin bir isareti olan splenomegali,
I6kosit sayisi ile dogru orantihdir ve splenik infarktus gelismedigi surece
genellikle agrisizdir.  Splenik infarktis oldugunda dalak Uzerinde
oskultasyonla frotman duyulabilir (19). Bazen blyumis dalakta olusan
infarktusler sol Ust kadranda ani ve siddetli bir agriyla kendini belli edebilir.
Hastaligin ileri evrelerinde, bazofiliye bagli olarak histamin Uretimi artmistir,
bu durum hastalarin bir kisminda kasinti, diyare ve flushinge yol acgabilir (28).

Ates, gece terlemesi, halsizlik, kilo kaybi, refrakter splenomegali ve
kemik agnlari akselere ve blastik fazda en sik gorulen semptomlar
arasindadirlar. Bu semptom ve bulgulara ilave olarak lenfadenopati ve
ekstrameddler blastik kloromalar blastik fazda daha sik goéraltrler (37).

KML’deki patoloji; miyleoid, monositik, eritroid, megakaryositik, B-
lenfoid ve nadiren de T-lenfoid serilerinin tumunu icerir. KML'de en belirgin
laboratuar bulgusu 6kositozdur (38, 39). Bircok c¢alismada ortalama
134.000/mm? ile 225.000/mm?® arasinda istatistiksel dagihm goéstermekle
birlikte I6kositoz, 20.000/mm¥*den 500.000/mm¥den daha fazlaya kadar
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degisir (28). Tedavi edilmeyen hastalarda I6kosit sayisi genellikle progresif
olarak artis gosterir. Bazen |0kosit sayisinda periyodik olarak azalma ve
artma olur (40). Hastalarda semptomlarin ortaya ¢ikigi I6kosit sayisinin 30 X
109/L Uzerindeki degerlerde gdzlenir (39). Normal veya yukselmis
hemoglobin seviyeleri bildirilmesine ragmen tani esnasinda ¢ogu hastanin
normokromik/normositik bir anemisi vardir (41). Baslangigta hafif-orta
derecede olan anemi, hastaligin ilerlemesiyle birlikte derinlegir. Tani
kondugunda hastalarin hemen tamaminda yukselmis olan trombosit sayisi
bazi hastalarda 1.000.000/mm®Uu asabilir. Diger Kronik Myeloproliferatif
Hastaliklarda oldugu gibi KML'de de trombosit fonksiyonlari siklikla
bozulmustur. Hastaligin daha sonraki evrelerinde trombositopeni ortaya
cikabilir (42). Bazofil sayisi belirgin sekilde artmistir ve prognostik éneme
sahiptir. Eozinofillerde de artis vardir. Periferik yaymada miyeloid serinin tim
hicreleri gorulir (Sekil-5). Ozellikle miyelosit, metamiyelosit, comak ve

parcall sayisi artmigtir. Kronik fazda blast ve promyelosit %10’u gegcmez.

Sekil-5: Kronik faz kronik miyelositer I6semide kemik iliginde belirgin
miyeloid hiperplazi.

Kemik iligi hipersellulerdir ve miyeloblastdan nétrofile kadar miyeloid

seriye ait tum seri elemanlar artmigtir. Maturasyon ve morfoloji normaldir
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(34). Kemik iliginde yag orani azalmistir. Myeloid/eritroid (M/E) orani normal
kemik iliginde 3:1 iken bu oran KML'de 15:1 — 20:1 olacak kadar artmistir.
Megakaryositler sayica artmistir (43).

Tani aninda ve kronik faz suresince fagositik fonksiyonlar normaldir.
Kemik iligi biopsilerinde ihmli bir fibrozis izlenebilir ve tani anindaki hastalarin
yaklasik %10-15’'inde mevcuttur (19).

Artan noétrofil sayisi ile birlikte nétrofiller tarafindan Uretilen
transkobalamin |, Il ve kobalamin baglayan glikoproteinlerin serum duzeyleri
artar, bu da yuksek serum kobalamin diuzeylerine neden olur (24).

Biyokimyasal incelemede serum laktik dehidrogenaz (LDH) ve Urik asit
seviyeleri genellikle yiksek bulunur. Tedavi esnasinda hucre yikimina bagli
olarak LDH seviyesi daha da artar, hiperurisemi ve hiperurikozuri
belirginlesir. Ozellikle hastahi@in ileri dénemlerinde, bazofilinin bir sonucu
olarak serum histamin duzeyi artmistir. Lokositozla dogru orantili olmak
uzere, vitamin B12 baglayici protein ve bununla birlikte serum vitamin B12
dizeyleri yUksektir. GranuUlositler tarafindan vitamin B12 baglayici protein
dretiminin artmasinin yol actigi bu durum, hastaligin tedavi edilmesiyle
normale doner.

Lokosit alkalen fosfataz (LAP) skoru (diger adiyla notrofil alkalen
fosfataz skoru) ayirici tanida yardimci bir testtir. LAP skoru, periferik yayma
Uzerinde uygulanan bir kimyasal reaksiyon ile alkalen fosfataz enzimi igceren
hdcrelerin granuiler bir boyanma gdstermesi ve bu boyanmanin semikantitatif
yontemlerle degerlendiriimesi esasina dayanir. Periferik yaymaya kimyasal
hazirlik sonrasi mikroskopla bakilarak granuler boyanmanin derecesi
skorlanir.  Olgun nétrofiller ve c¢omaklardaki granilasyon 0dan (hi¢
boyanmamig) 4+’e (yogun granuler boyanma) kadar derecelendirilir. Sayilan
100 hdcrenin derecelerinin toplami LAP skorunu verir. LAP skorunun normal
sinirlart 20-100 arasindadir. LAP skorunu dusurdugu bilinen iki ana klinik
durum KML ve Paroksismal Noktlrnal Hemoglobinuridir (PNH). Granulositler
morfolojik olarak normal goérilmekle birlikte farklilagmalari patolojik oldugu
icin KML'de LAP skoru karakteristik olarak dusuktir. Lokositoz yapan diger

durumlarda normal ya da artmis olabilir. Ancak KML’li hastalarda da
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infeksiyon varliginda, tedavi sonrasinda ve akselere/blastik evre esnasinda
LAP skoru yuksek bulunabilir (44).

3-5 yil stren benign kronik ve stabil fazi takiben hizli bir bigimde
olimcul olabilen blastik fazin gelisimi KML’nin dogal hikayesidir. Blastik kriz
genellikle notrofil sayisini dusurebilmek icin artmis hidroksitre ve busulfan
kullaniminin gerekli oldugu akselere fazi takiben ortaya gikmaktadir (45, 35).

Akselere veya blastik faza gidis riski ilk 2 yil icin %10 daha sonraki
yillarda ise her yil i¢cin %15 - 20 arasindadir (24). KML’nin blastik fazi kemik
iligi veya periferik kanda %20 ve uzeri blastin bulunmasi ile veya
ekstrameduller blastik hastalik varliginda teshis edilmektedir. Cogu hastada
blastik kriz dncesi akselere faz bulgulari ortaya ¢ikmaktadir (46). Fakat %20
kadar hasta hicbir semptom ve bulgu vermeden direkt olarak blastik faza
ilerleyebilir. Blastik fazdaki ekstrameduler blastik infiltrasyonlar dalak, lenf
nodlari, cilt, meninksler, kemik ve diger dokularda gorulebilir. KML'nin blastik
fazinda 5 ay gibi dusuk bir yagsam beklentisi vardir. Bu hastalarin %25 kadari
lenfoid blastik faza girerken 2/3 kadari ise akut miyeloblastik I6semiye benzer
fenotip gosterirler (24, 35).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) KML Evre Tanimlan (47)

Akselere Evre (DSO 2008 kriterleri)

o Periferik kan l6kositlerinin ve/veya c¢ekirdekli kemik iligi
hdcrelerinin %10-19’'unun blast olmasi

e Periferik kandaki bazofillerin 2%20

e Tedavi ile iliskisiz kalici trombositopeni < 100.000/mm?® veya
tedaviye yanitsiz kalici trombositoz > 1x10%/mm?

e Tedaviye yanitsiz ve giderek artan dalak boyutu ve lokosit
sayisl

e Sitogenetik olarak klonal dondgsim olmasi

Blastik Evre (DSO 2008 kriterleri)

o Periferik kan |6kositlerinin veya kemik iligindeki ¢ekirdekli
hdcrelerinin 2%20’sinin blast olmasi
e Ekstrameduller blastik proliferasyon

o Kemik iligi biyopsisinde gruplar halinde blastlarin olmasi
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Kronik Miyelositer Losemi Genetigi

KML’de molekuler duzeyde birincil olarak etiklenen genler ABL ve
BCR’dir. Ph translokasyonu simerik bir fizyon geni olan BCR-ABL olusumu
ile sonuglanir. Bu gen; hlcre proliferasyonunu hizlandiran, apoptotik
uyaranlara direng gosteren ve hicre adezyonununda dedisikliklere neden
olan yapisal bir kinaz aktivitesi saglar. Protein tirozin kinazlar ¢esitli protein
substratlarin tirozin kalintilarini fosforilleyerek bu enzimlerin aktivitelerini
duzenlerler. Fosforilasyonun hedefi kinaz enziminin kendisi (otofosforilasyon)
veya diger cesitli sinyal yolaklarindaki proteinler olabilir. Tirozin kinazlar
intraseltler sinyal - ileti yolaklarini diuzenlerler ve bu nedenle hucre
proliferasyonu ve diferansiasyonu Uzerinde dnemli role sahiptirler (48, 49).
Onkojenik tirozin kinazlar, translokasyon veya delesyon gibi kromozomal
rearanjman sonucu olusan simerik fuzyon gen Urunleri olabilecekleri gibi gen
mutasyonu veya gen amplifikasyonu sonucu da ortaya cikabilirler. Tirozin
kinazlar; stem cell factor reseptori C-KIT (CD117) gibi transmembranik veya
ABL gibi sitoplazmik olmak Uzere iki grupta incelenebilirler (50).

BCR ve ABL Genlerinin Hiuicresel Fonksiyonlari

ABL geni Abelson Murine Lésemi Virusunun tasidigi v-ABL (viral ABL)
geni ile homolog bir yapi gosterir. 9. kromozom Uzerine yerlesik olan ABL
geni, 145 kD agirliginda bir proteini Uretir. Bu protein ilk ekzonda olusan farkh
alternatif splicing sonucu olusur (16). ABL proteininin yapisinda farkli
domainler bulunur (Sekil-7). 3 SRC homoloji domaini (SH1-SH3), proteinin
NH2 ucunda yerlesmistir. SH1 domaini, tirozin kinaz fonksiyonuna sahip iken
SH2 ve SH3 domainleri ABL proteinin diger proteinlerle olan etkilesimini
saglar (51). Myr dizileri ABL proteinin, plazma zar proteinleri ile etkilesimini
saglar (Sekil-7). Molekulin merkezinde bulunan prolince zengin bdlgeler
diger proteinlerin SH3 domainleri ile etkilesimini saglarlar (52). ABL proteinin
3’ ucunda c¢ekirdek lokalizasyon sinyali (CLS), DNA baglanma (DBM) ve aktin
baglanma motifleri (ABM) bulunmaktadir (Sekil-7) (63). Normal ABL proteini,
hicre doéngusunu, programli hidcre olumlerini, hicrenin  buyime ve

cogalmasini ve hicrelerin stres ortamina verdigi yaniti kontrol eder (54).
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Bu gen 230 kb’lik bir alan kaplamakta ve 11 ekzon igermektedir.
Ekzonlar 5’tan sentromere dogru uzanmakta olup 1a ve 1b olarak
adlandirilan 5’ alternatif ekzon bulunmaktadir. iki adet 6 kb ile 7 kb’lik mMRNA
transkribe olmaktadir ve 145 kd’luk 2 adet niklear ve sitoplazmik c-ABL
proteini olugmaktadir (Sekil-6) (55).

t(9,22)-:F210
t(2;22)-P190

N

both

b 1a 23 5 67 8910
N N
A N ' LLl_ll_I-_
@TaTeE ialamere
first intron: 200kb 4—— tyrosine kinase — =

Sekil- 6: ABL1 geninin sematik yapisi.

CUHIEL

Sekil-7: Abl proteininin yapisi. la tip izoformu, plazma zarina baglanmayi
saglayan mristilasyon (myr) bdlgesini iceren Ib izoformundan biraz daha
kisadir. NH2 ucuna yerlesik 3 adet SRC homoloji (SH) domaini vardir. 393.
Tirozin (Y393) amino asidi, kinaz domaini icerisinde otofosforlisayonun en
fazla oldugu noktadir. 401. noktadaki fenilalanin (F401), SH3 domaini iceren
protein tirozin kinazlar (PTK) icerisinde en fazla korunmus bdlgedir. Abl
porteinin orta bolgesinde SH3 domainlerine baglanabilme o6zelligi olan
prolince zengin bdlgeler icermekte (PXXP) ve bu bolgeler cekirdege
yerlesme sinyallerini ayirmaktadir. Abl proteininin COOH ucunda DNA'nin
yanisira, G- ve F-aktin baglanma domainleri yerlesmistir. Atm, cdc2, ve PKC
tarafindan fosforlanabilen bolgeler gosterilmistir. Abl proteinin kirilma noktasi
bayuk ok ile gosterilmigtir.

|Estkin BE [0 e

Tk ]

“Breakpoint Cluster Region” olarak tanimlanan BCR geni 22q11.2°e
lokalizedir (56). Yuzotuz kb’lik bir bolgeyi kaplayan BCR geni 23 ekson
icermektedir. Transkripsiyon 5’ yoéninden 3’ yéniine dogru olmaktadir. iki
adet 4.5 kb ve 7 kb'lk mRNA transkribe olmaktadir. Translasyon urunu
olarak genellikle 160 kDa’'lhk (1271 aminoasitlik), 130 kDa'lik ve 190 kDa’lik
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proteinler olusmaktadir. Bolunme disinda olan hicrelerde sitoplazmada
lokalize olan bu proteinler, mitoz evresinde iken kromozom g¢evresinde
lokalize olmaktadir. Diger dokularda da eksprese olmakla beraber, en ¢ok
beyin ve hemotopoietik dokularda eksprese olmaktadir (55, 57).

22. kromozom Uzerine yerlesik olan BCR geni, surekli eksprese
edilerek 160 kD agirhiginda bir protein uretir (Sekil-8) (16). BCR proteininin
NH2 ucundaki ilk ekzon, 14-3-3 protein ailesinin bir Gyesi olan Bap-1
proteinini ve BCR proteinin kendisini hedefleyen serin treonin kinazi kodlar
(54). BCR proteninin merkezindeki Rho Guanidin degisim (exchange)
faktorleri Gzerinde, guanidin trifosfati (GTP) guanidin difosfata (GDP) geviren
dbl-like ve plekstrin homology (PH) domainleri bulunur (Sekil-8). Rho
Guanidin degisim faktorleri, NFKB gibi transkripsiyon faktorlerini aktif hale
getirir (53). BCR proteininin COOH ucu RAC-GTPaz aktivitesine sahiptir.
BCR proteini, 177. noktada yerlesik olan tirozin amino asidi basta olmak
Uzere birgok tirozinden fosforlanabilmekte ve bu durum BCR’nin RAS
yolaginin  aktivitesini  etkileyen = GRB-2 proteinine  baglanmasini
kolaylastirmaktadir (Sekil-8) (58, 59).

@
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Sekil-8: BCR Proteinin Yapisi. Proteinin NH2 ucunda dimerizasyon domaini
(DD) ve iki adet siklik adenozin mono fosfat (cCAMP) bulunur. 177. pozisyonda
bulunan tirozin (Y177) amino asidi, proteinin Grb-2 adaptor proteinine
baglanabilmesi icin otofosforilasyonun gergeklestigi noktadir. Proteinin
merkezinde Rho guanidin nukleotidi degisim faktorleri (RHO-GEF), dbl-like
ve plekstrin homoloji (PH) domainleri bulunur. COOH ucunda ise kalsiyuma
bagimli lipid baglanma (CalLB) bélgesi ve Rac-GTPazi aktif kilma fonksiyonu
bulunan Rac-GAP domaini yerlesikti. BCR geninin kirilma noktalari ok
isaretleri ile gosterilmistir.

BCR ve ABL Translokasyonunun Molekiiler Anatomisi
ABL geni Uzerindeki kirillma noktasi, 934 kromozomunda 300 kb’lik
bir bolgenin 5 ucundaki herhangi bir bolgede meydana gelebilir. Kirilma

noktasi la veya |b, veya daha siklikla 2 ekzonun arasindaki bir noktada
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olusabilir (60). Kirilmanin farkli noktalarda olusmasi ABL geninin BCR geni
ile translokasyonunda herhangi bir probleme neden olmaz. ABL geninin
aksine, BCR geni lzerindeki kiriimalar farkli noktalarda olusabilir.

ABL'nin tersine, BCR’deki kirllma noktalari 3 tanimlanmis bdlgede
bulunur. KML hastalarinin blyuk kisminda, BCR geni, ‘major breakpoint
cluster region’ olarak bilinen 5.8-kb buyukligundeki bir bélgededir. Bu bdlge,
gendeki gercek pozisyonlarina gore e12-e16 (eski isimleri ile ekzon b1-b5)
olarak adlandinimis 5 adet ekzondan olusmaktadir. Codu kirilma noktasi
ekzon 13 ve ekzon 14’e dogru kayar. BCR-ABL mRNA islemi, BCR
ekzonlarinin ABL ekzon 2a'ya katiimasi ile sonug¢landigindan; hibrit
transkriptler e13a2 (b2a2) veya e14a2 (b3a2) birleskelerinden Uretilir. Her iki
durumda da mRNA, 8.5 kb’lik bir sekanstan olusan ve 210-kd’luk bir flzyon
proteini olan p210 BCR-ABL’yi kodlayan sekanslardan olusur (31,61). Sekil-
9’da izlendigi Uzere klasik KML konfigirasyonunda, BCR-ABL, e13a2 veya
e14a2 birleskeleri ile mMRNA molekillerine kopyalanir ve p210 BCR-ABL
onkoproteinine cevirilir. Sekilde bu hibrit proteinin igerdigi BCR’nin amino
terminalinden (dimerizasyon [DD], SH2 baglanma bdlgesi ve Rho GTP-GDP
exchange factor [rho-GEF] domainleri) ve AblI'nin karboksi terminalinden
(sadece Src-homolog bdlgeler SH3, SH2, SH1 ve DNA ve aktin baglanma
bdlgeleri) fonksiyonel pargalar gosterilmistir. Ber'deki tirozin 177 ve Abl’deki
tirozin 412 pargalari ise sirasiyla adaptor proteinlerin baglanmasinda ve Bcr-
Abl otofosforilasyonunda 6nemli role sahiptir (9).

Bazi yetigkin Ph pozitif akut lenfoblastik 16semi (ALL) hastalarinin
I6semi hulcrelerinde, BCR-ABL fuzyon geni bulunur. Ph-pozitif ALL
hastalarinin Ugte birinde, BCR-ABL geninin molekuler o&zellikleri KML ile
aynidir, diger Ugcte ikisinde ise genomik kirilma noktasi BCR geninin ilk
ekzonunda yer alir. Bu bdlge minor kirilma nokta kimesi m-BCR olarak
adlandiriir. BCR-ABL geni BCR geninin ilk ekzonunun (e1), ABL geninin
ikinci ekzonu (a2) ile birlesmesinden meydana gelir. Bu genin mRNAsiI e1a2
olarak adlandinlir ve 190 kDa agirhginda p190 BCR-ABL proteinini kodlar
(62). KML hastalarinda ¢ok nadiren p210 yerine p190 proteini goralur. Kronik

notrofilik 16semili hastalarinda Ph kromozomunun bulunmasi da nadirdir, bu
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hastalarda daha ¢ok, e19a2 flzyon genine bagh p230 bcr-abl onkoproteini
olusur (Sekil-10).

Kirilma noktasinin ABL’'de sabit BCR’de ise dedisken olmasi, ABL
geninin saglikli hdcreleri transformasyona ugratarak kanser hucresine
donugmesini saglarken BCR geninin hastaligin fenotipini etkiledigini ortaya
koymustur. Nitekim bazi ALL hastalarinda BCR/ABL fuzyon proteininden
farkli olarak olugsan TEL/ABL flzyon geninin de lésemiye neden oldugu

gOsterilmigtir (63-65).

BCR-ABL Onkogen
= T(9:22)(q34:q11)
d 21q
' =
[

9q

i

-3 |'_"'

(]

+

BCR-ABL mRNA transkriptleri
el3a2
Birleskesi T T - -
eld4a
Birleskesi B B I R T
BCR-ABL mENA onkoproteini
p210 u I | | I
X Va1
DD P-S5/T Rho-GEF " o -, 8 2
SH? baglanma BE B S B
balgesi = 2
0 h o 3
<& £o
£ 23

Sekil-9: 1(9;22) translokasyonu ve urunleri.
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Sekil-10: KML'de 1(9;22)(q34;q11) translokasyonu. BCR ve ABL genleri ve
flizyon sonucu olusan transkriptler ABL ve BCR genlerin Uzerindeki kiriima
noktalari ve bu farkl kirilma noktalarindan ortaya ¢ikan transkriptler. p190
Ber/Abl proteini ALL’de, p210 Bcr/Abl KML'de, p230 Bcr/Abl ise KNL'de daha
cok rastlanmaktadir.

BCR/ABL Geni Tarafindan Tarafindan Kontrol Edilen Malign

Transformasyon Mekanizmalari

1- ABL Tirozin Kinaz Aktivitesinin Kontrolu

ABL tirozin kinaz aktivitesi normal sartlarda ¢ok iyi bir sekilde kontrol
edilir. SH3 domaini ABL proteinin aktivitesinin engellenmesinde énemli bir rol
oynar. SH3 domaininin delesyonu veya degisimi tirozin kinazi aktif hale getirir
(53). Abi-1 ve Abi-2 proteinleri SH3 domainine baglanarak, SH3’Un inhibitor
fonksiyonunu aktif hale getirir. Ote yandan aktif hale gelmis ABL proteinin,
Abi-1 proteinlerinin yikimini saglayan proteazomlarin aktivasyonunu arttirdigi
gOsterilmigtir (66). Alternatif olarak, SH3 domaini ABL proteinin prolince
zengin bolgesine baglanarak ABL kinazin substratlari ile olan etkilesimini

engelleyecek yapisal degisikliklere yol acabilmektedir (67).
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2- BCR/ABL Pozitif Hiicrelerin Biyolojik Ozellikleri ve Aktif Sinyal

ileti Yollari

BCR/ABL flzyon proteini tarafindan gergeklestirilien malign
transformasyonun 4 temel mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar, hlcrelerin
adhezyon oOzelliklerini kaybetmesi, mitotik bolinmeyi saglayan sinyal ileti
yollarinin surekli aktif tutulmasi, apoptozun engellenmesi ve proteazomlarca
ABL gen aktivitesini engelleyen proteinlerin parcalanmasidir (Sekil-11) (53).

3- Bozulmus Adhezyon Ozellikleri

KML projenitor hucreleri kemik iligi stroma hucrelerine ve ekstrasellller
matrikse dusuk adhezyon gosterirler. B-integrinlerin stroma ve progenitor
hicreler arasindaki etkilesimde onemli rolleri vardir (68). KML hcreleri
normal progenitér hiicrelerde bulunmayan ve adhezyonu engelleyebilen farkl
bir 1 integrin eksprese ederler. Ote yandan BCR/ABL tarafindan transforme
edilen hucrelerde bulunan Crkl proteini, hucrelerin hareketliligini ve integrin
tarafindan kontrol edilen hlcre adhezyonunu, paksilin, Fak, P130Cas ve
Hef1 gibi adhezyon molekdlleri ile etkileserek kontrol altinda tutar (53).

4- Mitoz Sinyal ileti Yollarinin Aktivasyonu

Ras ve MAP Kinaz Yolaklari. BCR/ABL ve Ras genleri arasinda farkli
badlantilar tanimlanir. 177. Pozisyonda bulunan prolin amino asidinin
otofosforilasyonu Grb-2 adaptér molekull igin bir baglanma bolgesi olusturur
(69). Sos proteinine baglanan Grb-2 proteini, Ras proteinini GTP baglh hali ile
stabilize eder. BCR/ABL proteinin substratlari olan ve SH2 ve SHS3
domainlerinden fuzyon proteinine baglanan Shc ve Crkl adaptor proteinleri
Ras’in aktivasyonunu saglarlar (70). IL-3 gibi sitokin reseptoérlerinin
stimulasyonu, Ras’in ve dolayisiyla serin treonin Raf’ in aktivasyonunu saglar.
Raf, Mek1/Mek2 ve Erk serintreonin kinazlar ile aktif hale getirdigi sinyal ileti
yollari gen transkripsiyonlarini aktif kilar (71). Ote yandan, BCR/ABL proteini
tarafindan aktif kihnan Jnk/Sapk yolagdi, malign transformasyona yol acar
(72).

JAK/STAT Yolag:l. Jak/Stat yolaginin BCR/ABL proteini tarafindan
aktif hale getirilmesi ilk olarak 1995 yilinda v-ABL ile transforme edilen B
hicrelerinde Danial ve ark.’1 (73) tarafindan gésterilmistir. BCR/ABL, STAT1
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ve STATS transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu direk ve surekli olarak
saglar (74). BCR/ABL transforme hucrelerde, STATS Bcl-XL geninin
transkripsiyonunu saglayarak anti-apoptotik bir fonksiyon goésterir (53).

Blyume faktorlerine gosterilen hicresel tepkideki Ras ve Jak/STAT
yolaklarinin rolleri, BCR/ABL flizyon proteininin hucrelerin bliyume faktor
bagimhh@ini nasil bagimsizlastirdigini ortaya koyar (75). liging bir sekilde,
BCR/ABL proteininin sitokinlerin yanisira blylime faktor reseptoérlerinin
ekspresyonunu da tetikledigi bilinmektedir (76).

PI-3 Kinaz Yolagi. PI-3 kinaz enzim aktivitesi BCR/ABL pozitif
hicrelerin cogalmasi icin gereklidir (77). BCR/ABL fuzyon proteini, Cbl, Crk
ve Crkl gibi adaptér molekullerle kompleks molekdller olusturarak PI-3 kinazi
aktif kilar. Bu yolakta bir sonraki hedef molekil, serin-treonin kinaz, Akt'dir
(77). Akt, IL-3 reseptorun hedef molekull olup, pro-apoptotik Bad proteinini
hedeflemektedir. Fosfat baglanan Bad proteini, sitoplazmik 14-3-3 proteinleri
ile kompleks olusturdugu ve Bcl-XL gibi anti-apoptotik proteinlere
baglanamadidi igin inaktif hale gelir (53).

Myc-Yolagi. Etkili bir transkripsiyon faktoru olarak bilinen Myc geninin
farkli malign kanserlerde asir eksprese edildigi bilinir. Myc geninin
aktivasyonu, BCR/ABL geninin SH2 domaini tarafindan saglanip kontrol
edilmektedir (53). SH2 domaininin myc geninin aktivitesini hangi yolak/lar ile
kontrol etti§i hala bilinmemektedir. Ancak v-Abl ile transforme edilen
hicrelerde, BCR/ABL tarafindan uretilen sinyalin Ras/Raf, cyclin bagimli
kinazlar (cdks) ve EZ2F transkripsiyon faktorleri yolu ile Myc geninin
promotorunu aktif hale getirdigi gosterilmistir (78). Bunun yanisira, Myc
geninin BCR/ABL pozitif hiicrelerdeki aktivitesi, diger timdr hicrelerinden de
farkh  olmayip  hdcresel  buyUmeyi, c¢ogalmayr ve  apopitozu
etkileyebilmektedir.

5- Apopitozun Engellenmesi

insan model hiicre hatlarinda BCR/ABL ekspresyonunun tirozin kinaz
aktivitesi ve Ras onkogeninin aktif hale getiriimesi ile buyume faktorleri
eksikliginden kaynaklanan apoptozu engelledigi gosterilmistir (79). Bunun

yanisira, BCR/ABL pozitif hicre hatlarinda DNA’da olusan zararlardan
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kaynaklanan apoptoza karsi bir direng gelistirildigi gosterilmigtir (80).
BCR/ABL fuzyon proteini, mitokondriden sitokrom-c’nin salinimini engelleyip
kaspazlarin aktivasyonunu engeller. Kazpazlarin aktivasyonu mitokondri
membran potansiyeli ve dolayisiyla Bcl-2 protein ailesi tarafindan kontrol
edilir. BCR/ABL fuzyon proteini, Bcl-2 geninin ekspresyonunu Ras ve/veya
PI1-3 kinaz yolu ile kontrol eder. Bunun yanisira, BCR/ABL pozitif hiicrelerde,
Bcl-XL gen ekspresyonu STAT-5 yolu ile kontrol edilir.

BCR/ABL pro-apoptotik Bad proteinini fosforile ederekte apoptozu
engeller. Akt'nin yanisira Raf-1 proteini de Bad proteinini serin amino
asidinden fosforile eder (81). BCR/ABL'’in baslattigi ve hicrelerin gogalmasini
tetiklerken apoptozu engelleyen kompleks sinyalleri tam anlami ile birbirinden
ayirmak gugctir. BCR/ABL, htcre i¢i dengeyi hicrenin blylimesi yonine
cevirirken apoptozuda engeller (53). Bu durum hicrenin g¢ogalmasini
indUkleyen bir sinyal aksi dengelenmedikge apoptozuda engeller kuramini
desteklemektedir. Ote yandan, BCR/ABL ile transfekte edilen hiicrelerde
BCR/ABL proteinin Fas reseptori/Fas ligand sistemi ile apoptozu engelledigi
gosterilmigtir (82, 83).

6- ABL Gen Aktivitesini Engelleyen Proteinlerin Pargalanmasi

BCR/ABL proteininin Abi-1 ve Abi-2 proteinlerinin proteazom
tarafindan pargcalanmasini kontrol ettigi gdsterilmistir (66). Abi-1 ve Abi-2
proteinlerinin pargcalanmasi, BCR/ABL pozitif akut I6semilerde gézlenirken
BCR/ABL negatif hlcrelerde gézlenmemistir (53). Her ne kadar bu veriler
simdilik sadece akut losemiler igin gegerli olsa da yikimlari protezom
tarafindan gercgeklestirilien diger proteinlerinde BCR/ABL tarafindan kontrol

edilebilecegini ortaya koymustur.
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Sekil-11: Sinyal iletim yollari. BCR-ABL onkoproteininin hicresel etkileri
cesitli proteinlerle olan etkilesim sonucunda meydana gelir. Etkilenen
proteinler transkripsiyonun aktivasyonu veya baskilanmasi, apoptoz
sinyallerinin mitokondri tarafindan islenmesi, hicre iskelet proteinlerinin
organizasyonu ve inhibitor proteinlerin degradasyonunda rol oynamaktadirlar.

Hastaligin Transformasyonunda Molekiiler ve Hiicresel

Degisimler

KML'nin akselere fazdan blast fazina gegislerde hastalarin %50-
80’inde sitogenetik ve molekuler degisiklikler gdzlenir. Minor degisimler 7, 17.
kromozomlarda gozlenen monozomiler ve Y kromozomu kaybi, 17 ve 21.
kromozomlarda gézlenen trizomiler, ve t(3;21)(q26;922) translokasyonudur
(84). Major degisimler ise 8 ve 19. kromozomlarda trizomi, 17. kromozomda
izokromozom i(17q) ve ekstra Ph kromozomudur (Double Ph) (84).

Molekuler anormallikler sitogenetik degisikliklere denktir. P53, RB1, c-
MYC, p16INK4A ve RAS genlerindeki ve 1(3;21) (q26;922) translokasyonu ile
olusan AML-EVI-1 fazyon proteininde anormallikler bunlardan bazilaridir.
P53'Un yapisinda meydana gelen delesyon, translokasyon ve nukleotid
mutasyonu gibi bozukluklar miyeloid transformasyon ile dogrudan ilgili olup
blast fazindaki KML hastalarinin %20-30’'unda gdézlenir (85). RB1 geninin
yapisinda meydana gelen bozukluklar ise lenfoid transformasyonda etkilidir.

P53'Un yapisinda meydana gelen mutasyonlarin KML hucrelerinin
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transformasyonun KML hucrelerinin anormal metilasyonu ile ilgilidir. KML
hicrelerinin kronik fazdan blast faza geciglerinde, metil grubu uygulamasi ile
kalsitonin geni ekspresyonunun engellenmesi oldugu bulunmustur (86).

KML Tani ve Takibinde Genetik Analizler

Klinik ve laboratuar bulgulari ile KML'den suphelenildigi durumlarda
tani, periferik kan yaymasi ve kemik iliginin incelenmesine dayanir.
Splenomegali, periferik kanda grantlositik I6kositoz, kemik iliginde miyeloid
hiperplazi ve LAP skorunda dusukluk gibi bulgular KML Iehine olmakla birlikte
kesin tani icin yeterli degildir. Karyotip analizi yoluyla Ph kromozomunun ya
da molekuler yontemlerle BCR-ABL translokasyonun gosterilmesi tani
koydurucudur (87).

Konvansiyonel Sitogenetik Yontem

Kaltsal bilgiyi tagsiyan DNA molekuld Okaryotlar da nukleusta
bulunmaktadir. Hicre interfaz asamasinda iken bu materyal, histon ve histon
olmayan proteinlerle kromatin yapiyi olugturur. Hucre bdlunurken kromatin
yap! kisalip kalinlagsarak kromozomlari meydana getirir. Kromozomlar
metafaz safhasinda incelemeye uygun hale gelirler (88, 89).

Karyotipleme, kromozomlarin yapisal olarak incelenmesi,
anomalilerinin belirlenebilmesi igin yapilan islemdir. Kromozomlarin yapisini
fonksiyonlarini, davraniglarini ve patolojilerini inceleyen bilim dal
sitogenetiktir. Genis bir uygulama alani bulunsa da sitogenetik analizinin
gerektiren kosullar olmalidir. Karyotipleme, tani ve takibinde belirleyici
kromozom anomalilerinin  goruldigu kanserler, 0Ozellikle hematolojik
kanserlerin belirlenmesi i¢in uygulanmaktadir (89-91).

Kromozomlarda meydana gelen yapisal ve sayisal anomalileri tespit
etmek ve / veya her kromozomu tanimlamak amaciyla g¢esitli kromozom
bantlama yodntemleri gelistiriimistir. Rutin incelemelerde genelde 450-550
band duzeyindeki metafazlar kullaniimaktadir. Band rezolisyonu, X
kromozomunu igeren bir haploid sette gorulen agik ve koyu renk bolgelerin
toplam sayisini ifade etmektedir. Band duzeyleri, kig¢lik kromozom
parcalarinin kayip ve artiglarinin saptanmasinda yeterli olmayabilir. Bu

durumda daha ylksek band seviyelerinde (550-850) inceleme yapilmasi
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gerekmektedir. Genel olarak G bantlama yontemiyle inceleme yapilir, amaca
yonelik olarak Q, R, C, HRB gibi yontemler de kullaniimaktadir.

KML tanisi Ph kromozomu ve/veya BCR-ABL flizyon transkriptinin
varliginin gosterilmesi ile dogrulanmaktadir. Ph kromozomunun varligi
genellikle konvansiyonel sitogenetik yontem olan G-bantlama metodu ile
kemik iligi materyalinde g0steriimektedir. Bu teknikte hucreler siklisun
metafaz evresinde incelenir. Genellikle 20 mitotik hlcrenin genetik analizi
yapillmaktadir bu nedenle sensitivitesi dusuktlr. Sitogenetik anomali
hicrelerin en az 2 - 5’'inde yoksa saptanamaz (89, 92, 93).

KML’deki tipik translokasyonda 9. kromozomun uzun kolu Uzerindeki
34.1 Dbolgesi ile 22. kromozomun uzun kolundaki 11.21 bolgesi yer
degistirdigi icin klasik Ph kromozomu t (9;22) (q 34.1;q 11.21) olarak ifade
edilir (Sekil-12). Bazi hastalarda, genellikle 9. ve 22. kromozomlarin da
katildigi, U¢ ya da daha fazla kromozomu igeren ve varyant translokasyon
olarak isimlendirilen  sitogenetik  anomaliler  bulunabilir.  Varyant
translokasyonlar sonucunda BCR-ABL flizyon geni ortaya c¢iksa da bazen 22.
kromozomda kisalma olmaz ve bu olgular karyotip analizinde yanlislikla Ph
negatif olarak degerlendirilebilir. Hastaligin klinik seyri ydonunden bakildiginda
klasik ve varyant translokasyonlu hastalar arasinda fark gértilmemekle

birlikte, molekuler 6zellikler bakimindan ayni olup olmadiklar tartismalidir.
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Sekil-12: Karyotip analizinde Ph kromozomunun gdsterilmesi.
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KML akselere ve blastik fazlarinda ek sitogenetik anormallikler ortaya
cikabilir. Hastalik blastik faza ilerlediginde vakalarin yaklasik %8%5’inde ek
kromozomal anormallikler gelistigi bilinmektedir. Bunlar arasinda en onemli
olanlari; ikinci bir t (9;22), 17. kromozomun iki uzun kolunun sentromerde
birlesmesi ile olusan izokromozom 17q ve trizomi 8dir. Ekstra Ph
kromozomu, KML'de blastik fazin geligsimiyle ortaya cikan en yaygin
sekonder degisikliktir (94).

Molekiiler Sitogenetik Yontemler-FISH (Floresan In Situ

Hibridizasyon) Uygulamalari

Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH), nukleik asit problarinin
hlucresel veya kromozom preparatlarindaki denature edilmis DNA ya da RNA
ile hibridizasyonuna dayanan bir tekniktir. ilk olarak 1991 yilinda tanimlanan
bu teknik, prob adi verilen hedef DNA veya RNA molekulline komplementer,
radyoaktif ya da nonradyoaktif olarak isaretlenmis olan nikleik asidin, sitolojik
preparatlar tzerinde hedef dizi ile olan hibridizasyonudur(Sekil-13) (95-97).

DNA’nin cift sarmal yapisi normal kosullar altinda stabildir. Bu yapi,
DNA'nin 1s1 veya formamid gibi kimyasal maddelerle etkilesimi sonucu
bozulmakta ve bazlar arasindaki hidrojen baglari koparak DNA tek iplikli hale
gelmektedir. Bu etkilesim ortadan kalktiginda DNA eski halini alir (98).

Belirli bir kromozomal bdlgenin veya DNA kesiminin FISH yontemi ile
gorunlr hale gelebilmesi icin o bdlgeye spesifik bir probun kullaniimasi
gerekir. FISH yonteminde hedef DNA/RNA molekuline komplementer isaretli
nakleik asit dizisine “prob” denir. Problar haptenler, florokromlar, enzimler
veya kolloidal altin ile isaretli olabilirler. Ancak bugun pratik olmalar ve ticari
olarak bulunabilmeleri nedeniyle direkt ve florokromlarla isaretli problar
kullaniimaktadir (99).
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Sekil-13: FISH (Fluoresan In Situ Hibridizasyon).

Aranan anomalinin dogru bir sekilde tespit edilebilmesi igin amaca
uygun prob secimi ¢ok 6onemlidir. Problar; hedef bolgelerine ve sinyal
paternlerine goére gruplara ayriimistir. Hedef bdlgelerine goére 4 sinifta
toplanir (Sekil-14) (99, 100).

1- Lokusa o0zgu problar: Yaklasik 15-500kb uzunlugundaki
problardir. Arastirilan genin bulundugu lokusa ait DNA dizisini igerir. interfaz
nukleusuna ve metafaz kromozomlarina uygulanabilir. Bilinen mikrodelesyon
ve duplikasyon sendromlarinin tanisinda ayrica translokasyon ve inversiyon
gibi kromozom anomilerindeki kirik noktalarinin tespitinde kullanilr.

2- Tekrarlayan dizilerden olusan problar (sentromerik veya
telomerik problar): Alfa satellitler; kromozomlarin sentromerlerine 6zgin
tekrarlayan dizilerdir. Bu dizileri tagiyan problar sentromerlerin tespitinde
kullantlir.

Beta satellit problar; perisentrik heterokromatin  bdlgelere,
akrosentrik kromozomlara ve 9. kromozoma o6zgudur. Klasik satellit problar

ise AATGG tekrar dizileri ile baglantili olarak 1, 9, 15 ve 16. kromozomlarin
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perisentrik heterokromatin bolgelerine ve Y kromozomunun uzun koluna
O0zgun dizilerdir.

3- Telomerik problar: Toplam 2-15 kb uzunlugunda 5-TTAGGG-3’
tekrarlarindan olugan telomer dizilerine 6zgu problardir.

4- Kromozomun tumunii veya belirli bir bolgesini boyayan problar
(painting veya whole chromosome painting): Belirli bir kromozomda
bulunan c¢esitli DNA dizilerine homolog olan prob karisimindan olugsmus
problardir. Ayrica kromozomun p ve g kolunu ayri renklerde gorunmesini
saglayan problarda bu gruba dahildir (92, 99, 100).

Sinyal paternine gore tasarlanmis problar ise lokusa 6zgu (tek spot),
translokasyon ve kirikk noktasi yeniden dizenlenme (break apart
rearrangement) problari olarak siralanabilir. Bu problar kullanim sekilleri ve
Ozelliklerine gore tek ve/veya cift renkli, prob setlerinde ise U¢ ve/veya bes
farkh renkle isaretli olabilirler (100). FISH yonteminin rezolusyonu

konvansiyonel sitogenetige gore daha yuksektir.

Lokusa 6zgli  Sentromerik Telomerik Kromozomun tiimiinii
prob prob prob boyavan prob

Tekrarlayan dizilerden
olusan problar

Sekil-14: FISH yonteminde kullanilan prob cesitleri: a) Ozel nikleotid
dizilerine baglanan lokusa 6zgu prob, b) Sentromerlerdeki tekrarlayan dizilere
bagdlanan sentromerik prob, c) Telomerdeki TTAGG tekrar dizilerine baglanan
telomerik prob, d) Kromozomun timine komplementer olan kromozomun
tumund boyayan prob.
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FISH yontemi I6semilerde baslica su amaglarla kullaniimaktadir:

- Lésemi tipine ait spesifik karyotip degisikliklerini tespit etmek.

- Tedaviye paralel olarak karyotip degisikliklerini izlemek.

- Klinik remisyon ile karyotip remisyonunun takibini kargilastirmak.

- Hastahgin relapsindaki karyotip degisikligini belirlemek.

- Kemik iligi nakli sonrasi, kemik iliginde olusan hicre populasyonunun
orjinini belirlemek.

- Hucre tiplerini belirleyerek I6semi tipine ait karyotip yapisini saptamak (95,
101).

Fluoresan in situ hibridizasyon, konvansiyonel sitogenetik analizde
mitotik indeksin dislk oldugu ya da metafaz eldesinin olmadidi durumlarda
yapilabildigi gibi, endike olgularda tani amaciyla tek basina uygulanir (102-
105). FISH, metafaz ya da interfaz kromozomlari Gzerinde uygulanir. FISH
yontemi ile daha fazla sayida hicrede (200 kadar) Ph pozitifligi saptamak
gerekir ve yanhs pozitiflik ylksektir (%5-10) (102-104). FISH, BCR-ABL
fluzyon geninin varhgini ve lokalizasyonunu tespit ederken Ph negatif BCR-
ABL pozitif vakalari da tespit eder. FISH probu kullanilarak yapilan diger bir
sitogenetik yontem ise hipermetafaz FISH teknigidir. Bu teknikte 400-500
metafaz incelenerek yalanci pozitiflik orani minimize edilir (103). Derivatif
kromozom 9 delesyonu [der(9q)] tespiti ancak FISH ile yapilabilmektedir ve
negatif etkili prognostik risk faktéri olarak degerlendirilir. Bu derivatif
kromozomu tagiyan hastalarda blastik faza gegis hizlanir, tedaviye kotu yanit
verirler ve sagkalim sureleri kisalir (106).

Molekiiler Genetik Yontemler

Tanida kullanilan molekller genetik analizier BCR-ABL flizyon
transkriptinin  gosterilmesine odaklanmaktadir (107). Molekiler genetik
yontemler arasinda bulunan PCR (Polimerase Chain Reaction\Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) teknigi, cok kugiuk miktardaki DNA’nin kullanimina imkan
verdigi ve oldukgca hassas oldugu igin fazlaca tercih edilmektedir. PCR
teknigi, bir DNA karisiminda bulunan belirli bir DNA dizisinin in vitro
kosullarda hizli ve etkin bir gsekilde c¢ogaltiimasina olanak saglamaktadir.

Bdylece calismalar icin uygun sayida kopya elde edilmektedir (101).
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PCR’In gesitli uygulama tipleri de vardir. Bunlardan biri olan RT
(revers transkriptaz) PCR 6zellikle mutasyon taramalari igin kullaniimaktadir.
Calisilacak dokudan mRNA izole edilmekte ve bu mRNA’dan revers
transkriptaz yardimiyla cDNA elde edilmektedir. Elde edilen cDNA, RT-PCR
icin kalip gorevi gormektedir. RT-PCR fuzyon genlerinin eksprese ettigi
transkriptlerin saptanmasinda; gerek konvansiyonel sitogenetik, gerekse
molekuler sitogenetik yontemlere gore ustun yonleri vardir. Bu ustunlagun
nedeni; 1 milyon hucreden bir tanesindeki degisimi bile saptama olanagina
sahip olmasidir (95, 101, 108).

Son zamanlarda, real time kantitatif PCR’'in gelistiriimesi ile RT-
PCR’da kantitatif dlgimlerin yapilabilmesi ve mikroarray yontemleri ile gen
ekspresyonlarinin ayni anda yuzlerce gen uzerinde bakilabilmesi bakimindan
onemli gelismeler olmustur. Bu durum; yeni tani, takip ve tedavi sureglerini
olumlu yonde etkilemektedir (95, 101).

““Real-time PCR”

Real-time PCR, DNA’nin c¢ogaltimini ve drunlerini tek bir tlapte
belirlemeyi mimkun kilan ¢ok yakin bir zamanda uygulamaya konulan
populer bir metotdur (109). Gen ekspresyonunun analizini degistiren bu
metot ile geleneksel PCR yontemi ve gen analizi birlegtiriimigtir. PCR
cogaltimini goérinlr hale getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli prob
ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak
arttig1 bir ¢ogaltma yontemidir. Birgok isimlendiriime yapilan bu teknoloji
yabanci yayinlarda “kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-time PCR”
gibi cesitli adlarla da isimlendirilmektedir (110).

Biyolojik orneklerden elde edilen DNA’'nin kopya sayisini sayisal
degerlere donusturme ve mRNA’nin dluizeyini sayisal olarak belirleyebilme en
¢ok kullanilan alanlarini olusturmaktadir. Bu amaglarla kullaniminin yani sira
tek nokta mutasyonlarini belirleme, patojen belirleme, DNA hasari belirleme,
metilasyon tespiti, SNP analizi, kromozom bozukluklarinin tespiti gibi
calismalarda da kullanim alanlari mevcuttur (111).

Bugln birgok arastirma ve tani laboratuarlarinda kullanilan real-time

PCR cihazlari mevcuttur. Bu cihazlar birbirlerinden reaksiyon sayisi
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kapasiteleri, eksitasyon-emisyon dalga boylarindaki farkliliklari, hizlarn ve
kanal sayilari ile ayrilirlar. Ticari olarak satilanlar; “Stratagene M x 3000p, M
x 3005p ve M x 4000”, “Applied Biosystems 7300 ve 7500”, “Chromo4”,
“Smart Cycler”, “Rotor-Gene”, “LightCycler” en fazla kullanilanlardir (112).

Cift zincirli DNA'ya baglanan“SYBR-Green |” floresan boya en basit
metotdur. “SYBR-Green |” boya ile belirleme ¢ok iyi isleyen bir metotdur fakat
reaksiyon ortaminda herhangi bir cift zincirli DNA bulundugunda floresan
ISima yapabilir. Bu primer-dimer olusumu da olabilir. Bunda bagka guvenilir
bir sekilde kullanilan U¢ adet floresan 1gsima yapabilen isaretli prob vardir.
Bunlar “TagMan ® probe” veya hidroliz prob, molekller boncuk yontemi ve
hibridizasyon problarini iceren problardir.

Ozgiil Olmayan Belirleme Sistemi

SYBR Green |

Spesifik olmayan cift zincirli DNA'nin ¢ogdaltiminda “SYBR Green I”
yontemi kullanilir. Bu yéntemde kullanilan floresan boya sadece c¢ift zincirli
DNA’ya baglandigindan ¢odalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak “real-
time” PCR cihazinda okunan floresanin miktari da es zamanli olarak artar.
“‘SYBR Green I” en fazla kullanilan boya cesitidir ve 497 nm dalga boyunda
yukseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir (Sekil-15). Cift sarmal
DNA’nin kiglk oluguna baglanan boya 30 amplifikasyon déngusu sonrasi
yalnizca aktivitesinin %6’sin1 kaybeder (111).

Cogaltimin basinda reaksiyon karigiminda ¢ift zincirli DNA molekald,
primerler ve “SYBR Green I” boyasi bulunmaktadir. Bagl olmayan serbest
DNA moleklli ¢ok az bir floresan 1sima yapar. Primerler baglanip uzama
basladiginda boya molekull ¢ift zincirli DNA’nin arasina girer ve floresan
yayllimi baslar. Bagslangigtaki dongl boyunca sinyal zayiftir; Grin miktan
arttikga floresan miktari hizla artar ve bu artis “real-time” cihazinin
monitérinden izlenebilir (111).

Bu yontem optimize edilmis PCR sartlarinda ve dizayni iyi yapiimis
primerler ile ¢ok fazla sayida hedef genin c¢ogaltiimasina olanak verir.
Floresan isaretli problara ihtiya¢ gostermedigi icin maliyeti ucuzdur. Bunun

yani sira ydntemin dezavantajlari da vardir. istenmeyen PCR riinlerin
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¢ogalmasi ile yine floresan agiga cikacagindan her zaman istedigimiz
DNA’nin g¢ogaldigini isaret etmez yanhs pozitif sonu¢ almak mumkuinddar.
Ortamda hedef DNA dizisi olmadiginda primerlerin birbiri ile baglanmalari
sonucunda “primer dimer’leri olarak adlandinlan ve cift zincirli DNA
bolgelerinin olusumu ile floresan 1g1Ima goézlenebilir. Cogaltilan DNA’nin
istenilen hedef bolge olup olmadigini anlayabilmek i¢cin DNA’larin erime egrisi
analizleri (“melting curve”, “dissociation”) yapilmasi gerekmektedir. Erime
egrisi analizi yapilmak istendiginde cihaz PCR tuplerini yavasca isitmaya
baslar. Cift zincirli DNA birbirinden ayrilmaya bagladiginda (melting
temperature= Tm) floresan boya serbest kalir ve okunan floresan miktari da
duser. Her bir DNA’nin belirli bir erime sicakligi (Tm) derecesi vardir. Bu
erime sicakhigi ¢odalan DNA pargalarinin uzunluguna ve icerdigi GC/AT
oranina baglidir. Spesifik olmayan Urunlerin ¢odalmasinda (primer
dimer’lerinde) aradigimiz DNA pargasinin Tm derecesi arasinda farkhlik
olacaktir. Tm derecesinin farkl olmasi her trinin kendine 6zgl uzunlugu ve
gen dizisi icermesindendir. Bu yuzden Tm sicakhgl her Urun igin ozeldir.
Codunlukla bu ybdntemle bilinmeyen iki DNA dizisi karsilastiriimak

istendiginde yontem guvenilir bir sekilde kullanilabilir (Sekil -16) (113).

s ™
SYBR Green

Sekil-15: Asimetrik siyanin boya SYBR Green I'in kimyasal yapisi.

35



"SYBR Green” boya DNA cift iplikli oldu-
gunda DNAva badlanabilir.

DNA nin iki zinciri birbirinden aynldiginda “SYBR
Green” bovya serbest hale geger

: ©

O

L

Polimerizasyon tfamamilandiginda “SYBR Green”
bovya cift iplikli DNA'ya baglanir ve floresan isima
yapar.

Sekil-16: “SYBR Green I” yontemi.

Ozgiil Belirleme Sistemi
DNA pargasinin g¢ogaltilmak istenilen bolgesi 6zel bir bdlge ise bu
bdlgenin saptanmasinda floresan isaretli problar kullanilir. Bu tekniklerin

basinda “TagMan” prob, “Molecular beacon”, “Light-up” prob, hibridizasyon
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prob ve “Scorpion” primer gibi floresan isaretli problar kullanilarak
yapilanlardir.

“TagMan® Probe” Yontemi

“TagMan® probe” yodntemi “Double-Dye Oligonucleotide”, “dual
labeled probe” veya “5' nuclease probe” olarak da adlandiriimaktadir.
“TagMan® probe” yontemi gogaltilmak istenilen DNA’ya komplementer olan
ve floresan isaretlenmis tek zincirli bir prob icerir. Floresan isaretli probun 5'
ucunda “fluorophore” (6-karboksifloresin= 6-FAM) ve 3’ ucunda “quencher”
(6- karboksitetrametil-rodamin= TAMRA) bulunur. 3’ ugtaki baskilayici
TAMRA Dboyasi 5 uctaki FAM boyasinin sinyal olugturmasini
engellemektedir. Prob hedef DNA’ya baglanma durumunda bile floresan
sinyal Olgimu duasuktir. Cogaltilma sirasinda hedef nikleik asit dizisi
uzerinde primerler baglanma bolgeleri arasinda “Taq Man” problar
baglanirlar. Primerlerin baglanmasinin ardindan yeni zincir olusmaya baslar.
Probun bagli oldugu bdlgeye gelindiginde Tag DNA polimeraz enzimi 5'—-3’
nikleaz aktivitesi ile FAM’1 probdan ayirir. Serbest hale gegen FAM sinyal
olusturur. DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir dongude urun
cogalimi arttik¢a floresan da ona bagli olarak artmaya devam eder (Sekil-17)
(114).

“TagMan® probe” ydnteminde mutasyon tespiti ile birlikte sayisal
degerlere de ulasilabildiginden arastiricilar igin avantaj saglar. Bu yontem
standart bir protokoli ve kolay bir dizayni ve ¢ok az bir optimizasyonla
gerceklestigi icin hem allelik diskriminasyon hem de ekspresyon profilinin

cikartilmasinda kolaylikla kullanilir (115).
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Sekil-17: TagMan prob yontemi.

Molekiiler Boncuk Yontemi

Molekuler boncuk yontemi hem yapisi hem de calisma prensibi ile
“TagMan® probe” ve “SYBR Green I” ydnteminden c¢ok farklhidir. Sa¢ tokasi
seklindeki yapinin yuvarlak u¢ kismi gogaltilacak DNA ile komplementer tek
zincirli DNA dizisini igerir. Bu yapinin duz olan u¢ kisimlarinda 2 adet
florokrom boya igcermektedir. Bunlardan baskilayici florofor diger boyanin
floresansini engeller. Molekller boncuk probu solisyon icerisinde serbest
halde iken i1sima yapmaz. Cogaltiimak istenilen DNA bolgesi PCR ile
cogalmaya basladiginda prob hedef DNA dizisine gore dizayn edildiginden
birbirleri ile karsilastiklarinda konformasyonu degisir ve dlz, cift zincirli hale
gecger. Cunkli bu yapi termodinamik olarak sa¢ tokasi seklinden daha

kararhdir. Molekiler boncuk hedef nikleik asit dizisi ile hibridize olur olmaz
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degistiginden ve boyalarda birbirlerinden

boncuk molekulinin yapisi
Bu teknikte olusan floresanin

uzaklastigindan floresan miktari
Olcimune dayanmaktadir (Sekil-18) (116).
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l Frimerin ve malekller
boncudun badlanmasi
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Sekil-18: Molekuler boncuk yontemi.

Molekuler boncuk yonteminin en fazla kullanildigi alanlar; genetik

tarama, SNP calismalari, farmakogenetik g¢alismalardir. Bu ydontemde prob
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dizayni ¢ok onemlidir ve optimal sartlar saglanmadiginda o6zellikle uygun
sicaklik  bulunamamigsa probun sa¢ tokasi  seklindeki  yapisi
degismeyeceginden ortamda hedef DNA dizisi bulunsa bile floresan isima
elde edilemeyebilir (110, 116).

Hibridizasyon Prob Yontemi

Bu yontem Roche tarafindan “LightCycler®” PCR cihazinda
kullanilmak Uzere gelistirilmistir. iki farkli prob dizayn edilmistir. 3 ucunda
floresans isaretli boya (donor), %' wucunda alici boya (acceptor)
bulunmaktadir. PCR reaksiyonu sirasinda bu iki prob hedef nuikleik asit
dizisine baglanip birbirine yaklastiginda bir enerji yayillimi olur (FRET:
Fluorescence Resonance Energy Transfer). Enerji “donor” boyadan
“acceptor” boyaya transfer olur. Bu enerji transferi sonucunda olusan
floresans miktari PCR suresince olusan drin miktari ile dogru olarak artar
(Sekil -19) (117, 118).

"y
3 m;:J;imz

Sekil- 19: Hibridizasyon prob yontemi.

“Real Time PCR” Hematolojide Kullanimi

A. isaretli Problar ve “Melting Curve Analizi” Kullanilarak Yapilan

Caligsmalar

Vendz tromboza yatkinlkta en sik karsilasilan koagulasyon anomalisi
aktive protein C (APC) direncidir. Faktér IV Leiden mutasyonu da APC
direncine neden olur. Genetik ¢calismalar populasyonda %85-95 bireyin APC
direnci tasidigini gostermistir. APC direnci ya da Faktor V mutasyonu tagiyan
bireylerin diger yaygin trombofili ile ortusen fenotiplerine de bakilmalidir.
Faktor Il (G20210A) populasyonda %1-2 sikhkta bulunur. MTHFRCG77T
polimorfik varyanti ailesel tromboemboli ve hiperhomosisteinemiye yatkinlk

enlerden bir digeridir. “Real time PCR” ile isaretli problar kullanarak ve
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“‘melting curve” analizi ile ¢ok kisa bir sure iginde Faktor V, Faktor Il ve
MTHFR C677T mutasyonlarinin tespiti mumkundur.

Hemoglobinopatilerde gobzlenen yaygin B-globin mutasyonlarinin
(HbS, Hb G (kodon 6) ve Hb E (kodon 26)) farkli problar kullanilarak, tek
reaksiyon tupl icinde (multipleks) tespiti mumkindir. “Real time PCR”
rutinde kullanilan HPLC ve izoelektrik fokus yontemlerine alternatif bir
uygulamadir. Ayni sekilde hemokromatoz mutasyonlarinin (C282Y ve H63D)
tespitinde en sik kullanilan PCR-restriksiyon enzim analizine alternatif bir
teknolojidir.

ALL ve AML tedavisinde kargilasilan toksisite, ilaca direng ve duyarhlik
kavramlarina aciklik getirmek amaciyla, bu ilaglari metabolize eden
enzimlerdeki polimorfizmlerin, dolayisi ile enzim aktivitelerinin aragtiriimasi
icin “real time PCR” hizli bir tarama yontemidir. TPMT ve CYP2D6 enzim
varyantlarinin bu teknikle aragtirlmasi mumkundur.

B. Gen Ekspresyon Calismalari

Kantitatif “real time PCR” yardimiyla minimal rezidlel hastaliklarla
baglantili 6zgun gen duzeylerinin saptanmasi kliniklere buyuk katki
saglayacak potansiyeldedir. Bu amagla ekspresyon duzeyleri saptanan
BCR/ABL, AML1/MTGS8, PML/RARalpha, CBFbeta/MYH11, TEL/AML1,
E2A/PBX1, MLL/AF4, MLL/AF9 gibi bir cok gen mevcuttur. Kantitatif “real
time PCR” ile ilgili karsilastirmali ¢calismalar gerek klasik RT-PCR gerek FISH
yontemine gore minimal reziduel hastalik takibinde bu teknolojinin
ustinligunid  kanitlamaktadir.  Ozellikle Kronik Miyelositer Lésemilerde
minimal rezidlel hastalik takibinde p210 ve p190 proteinlerini kodlayan
mRNA BCR/ABL duzeylerinin bu yontemle kantifikasyonu %100 spesifiklik ve
%0.0001 duzeylerine varan duyarlilik alani icinde mimkuin olabilmektedir.
Allojenik kemik iligi transplantasyonu hastalarda da remisyon izlemede rutin
kemik iligi takip islemlerinde tercih edilmesi gereken bir teknolojidir. Akut
promyelositik I6semi (APL)'nin tanisinda da t(15;17) fuzyon genine ait
MRNA’nin saptanmasi ATRA ve arsenik gibi tedavi edici ajanlara olan yanitin
Olculmesinde, minimal rezidUel hastalik takibinde ve relapslarin

belirlenmesinde guvenli ve hizli bir yardimcidir.
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AML ‘de WT1 gen ekspresyon anlatimi bir panldsemik belirte¢ olarak
aniimaktadir ve KML’de terapiye yanit dlgiminde de kantifiye edilmektedir.
Calismalar sonucunda bu genin anlatiminin AML’de ¢ok disik duzeylerde
izlenmesinin iyi progoz belirtisi oldugu anlasiimaktadir. MDS’ye ait risk
Olcimunde de guvenli bir belirteg olarak anilmaktadir.

Kantitatif “real time PCR” yardimiyla apoptozis kantifikasyonu da
apoptozisin su ana dek proteinden saptaniyor olmasina karsi getirilen onemli
bir gelismedir. bcl2, bax, dapk1, myc, bad, wt1, mcl1 gibi genlere ait
expresyon analizleri ve  RNA Y1 (hY1) gen kantifikasyonu bu amacla
uygulanan basarili c¢alismalardandir. Rutine yonelik uygulamalar iginde
Ozellikle ALL takibinde klona spesifik immunoglobulin (Ig) ve T-cell receptor
(TCR) genine ait uygulamalar dikkati cekmektedir. Ozellikle konvansiyonel
PCR iglemlerine goére PCR sonrasi basamaklarin olmamasi ve tanisal
duyarlilik nedeniyle kantitatif PCR bir tercih sebebidir. Benzer sekilde
immunoglobulin adir CDRII ave CDRIII bdlgelerini kantifikasyonu ile B
hicreli-KLL takibinde de kullanilabilmektedir. Bu olgimlerin 5x10 normal
hicre arasinda tek bir timor hicresini bile saptayabilerek relapslarda ¢ok

erken tani olanagi verdigi sdylenmektedir (119).

Tablo-3: Konvansiyonel sitogenetik, FISH ve molekller ydntemlerin

karsilastiriimasi (120).

Parametre Konvansiyonel sitogenetik FISH QR-PCR
Hassasiyel, % tmor %5-10 %1-10 0,001-0,01
Oletimtin dogrulugu %15 %05 +%2:5 at
Metafaz Gerekl Gerekmiyor Gerkmiyor
Kemik fii(Kl) Gerekl Germkmiyor Gerekmiyor
Kan/Ki omelerinin sonuglannin kargilastrimasi Blldirimemi Var Var
Yanls negatitik Var Var Var
Yanlss pozitifik Nadir Var, =%10 Var, = 0.1
Diger krz. anomallenn tesplt Var Yok Yok
Derivatif 9.krz tesptt Yok Var Yok

FISH: fluoresan in situ hibridizasyon, QR-PCR: kantitatif PCR.
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Tedavi

KML tedavisinde baslangigta hastaligin biyolojik seyrini degistirmeyen
hicre azaltici sitotoksik tedaviler (baslica hidroksiire (HU) ve busulfan)
kullaniimistir. Sonraki dénemde biyolojik yanit dizenleyici ilaglar (interferon
(IFN) ve IFN/ARA-C kombinasyonu) sitogenetik remisyon saglama amacli
olarak kullaniimigtir (34). Lokosit sayisi ¢ok yuksek KML hastalarinda
hiperviskozite sendromu bulgulari varsa I6koferez uygulanabilir. GUnimuizde
HU I6kostatik komplikasyonlari engellemek amaciyla miyeloid hiperplaziyi
azaltmak igin ya da allojeneik kok hucre nakli (KHN) dncesi kullaniimaktadir.

imatinib éncesi ddnemde IFN temelli rejimler 10 yildan uzun bir siire
ilk tedavi secene@i olmustur. Randomize kontrolli c¢alismalar IFN’un
konvansiyonel tedavi ile karsilastirildiginda sagkalimi uzattigini gostermistir.
IFN hastalarin yaklasik %80’'inde hematolojik, %50’sinde de sitogenetik
cevabi induklemistir. Sagkalimda anlamli bir uzama yalnizca sitogenetik
cevabl olan hastalarda gériilmustir (121,122). imatinib dncesi dénemde
uygulanabilen hastalar igin allojenik KHN uzun sudreli molekuler remisyon
saglamasi ve %50’ye varan kur orani ile dnemli bir tedavi segenegi olmustur.

1998 yilinda spesifik bcr/abl tirozin kinaz inhibitora imatinib mesilat
(STI571, Glivec) bir ilag olarak klinik uygulamaya girdikten sonra KML
tedavisinde “imatinib Dénemi” baslamistir. imatinib, p210 onkoproteinin ATP
baglanan bélgesine spesifik olarak baglanan bir fenilaminopirimidin ttrevidir.
400 mg/gun dozunda o6zellikle kronik fazda hematolojik, sitogenetik hatta
molekuler remisyon (BCR-ABL fluzyon transkriptinin  kaybolmasi)
saglayabilmektedir. imatinib, oral olarak ¢ok iyi tolere edilir. Tedavi, mevcut
verilere gére yasam boyu verilmelidir. Odem, cilt dékuntileri, sitopeniler gibi
yan etkileri vardir. Ancak diger KML tedavilerine gore bu yan etkiler ok daha
iyi tolere edilir. Bununla birlikte tedavi maliyeti oldukga ylksektir. ilaca bagl
yan etkiler nedeniyle tedavinin sonlandiriimasi hastalarin %5’inden daha
azinda gorulmustur. En sik gozlenen yan etkiler kas-iskelet sikayetleri ile
odemdir. Bulanti, kusma, ishal, makulopapuler cilt dékuntlusd, halsizlik,
basagrisi diger sik gozlenen yan etkileridir. Doza bagimli hepatotoksisite ve

miyelosupresyon izlenebilir. Bu yan etkiler siklikla tedavinin ilk 2-4 haftasi
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icinde ortaya cikarlar. Sivi retansiyonu tim c¢alismalarin ortak bir bulgusu
olmustur. Periorbital ya da pretibial gibi vicudun herhangi bir bdlgesinde
subkutan 6dem olarak kendini gosterebilir. Bazi hastalarda plevral efiizyon,
asit, kilo alimi gorulebilir. Yaygin eritematoz, makulopapuler, pruritik deri
dokuntileri de bildirilmistir. Nadiren bu sebeple ilaci birakmak zorunda kalan
hastalar olmustur. Karaciger fonksiyon testlerindeki bozukluk genellikle
transaminazlarda hafif yikseklik seklinde goérulir. Tedaviye bir ya da iki hafta
ara verildikten sonra duzeldikleri goralir. Miyelosupresyon kemik iligi
toksisitesini gosterebilir ya da imatinibin antildsemik etkisine baglh olabilir.
Kronik fazdaki hastalarda dusik kan degerleri tedaviye birkac gun ara
verildikten sonra siklikla diizelir. ileri evre hastalarda diizelme ise daha uzun
surede olur (123-132).

imatinib tedavisi altinda relaps olan hastalar arastirildiginda akkiz
imatinib direncine neden olan mekanizmanin esas olarak BCR-ABL'nin kinaz
domainindeki mutasyonlar oldugu gorulmustir (133). Dasatinib (Sprycel,
BMS- 354825) ve Nilotinib (AMN107) imatinib direncinin daha net
anlagiimasiyla gelistiriimis daha potent yeni tirozin kinaz inhibitoru
molekullerdir. Her iki ilagla yapilmis faz | ¢calismalar es zamanl olarak yakin
dénemde yayinlanmistir (134,135). Imatinibe rezistan kronik faz KML’si olan
hastalarda her iki ilagla da %92 oraninda hematolojik remisyon saglanmis,
%35 oraninda da tam sitogenetik yanita ulasiimistir. Ancak bu ilaglar T315I
mutasyonuna etki gosterememektedir. Dasatinib, yapilan faz Il ¢alismalarin
yayinlanmasiyla onay almigtir. Bu iki yeni ilagla ¢galismalar devam etmektedir,
uguncu jenerasyon tirozin kinaz inhibitorleri de gelistirme surecindedirler.

Tirozin kinaz inhibitorleri dncesi kronik faz KML allojeneik KHN igin en
sik endikasyonu olusturuyordu. 1999 yilindan sonra bu grup hastalarda
transplantasyon sayisinda ¢ok belirgin bir disus olmustur (136). IRIS
c¢alismasinin 5 yillik sonuglarinin agiklanmasiyla imatinib ilk basamak tedavi
olarak yerini pekistirmis ve KHN tedavide ikinci ve hatta yeni tirozin kinaz
inhibitorlerinin de kullanima girmesiyle belki de uglinci basamaga yer
degistirmistir. Hematopoietik KHN graft-versus-host hastahgr (GVHH) ve

infeksiydz komplikasyonlar nedeniyle tedaviye bagli yiksek mortalite riski
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tasimaktadir (137). Akraba digi HLA tam uyumlu olmayan dondrlerden
yapilan nakiller daha yuksek oranda tedaviye bagh mortalite ve GVHH'na
neden olmaktadir. Non-miyeloablatif allojeneik KHN de vericisi bulunan
hastalarda uygulanabilir. Allojeneik nakil sonrasi KML nukseden hastalarda
dondr lenfosit inflzyonu ile tekrar remisyon saglanabilmektedir (138-140).
Allojenik KHN imatinibe yaniti iyi olmayan hastalarda etkin bir tedavi
yontemidir.

Son yillarda yapilan randomize klinik c¢alismalara dayanarak
glnumuzde yeni tani almisg bir KML hastasinin standart tedavisi imatinib
olmustur (141-147). Tedavi 400 mg/gin dozunda baslanmaktadir ve
sureklidir. 300 mg/gln’an altindaki dozlar yeterli hlicre i¢i konsantrasyona
ulasmadigindan veriimemelidir. Daha ylksek dozlarin (600 mg veya 800 mg)
yuksek riskli kronik faz KML’de, ilerlemis hastalikta, baslangigta imatinibe
yaniti olmayan hastalarda, imatinibe yaniti kaybolan hastalarda veya imatinib
altinda hastalikta ilerleme olmasi halinde daha yuksek tedavi yaniti saglayip
saglamayaca@i sorularinin cevabi halen ydritilmekte olan prospektif
calismalarda gizlidir (148,149). Kontrolsuz, ortanca izlem suresi gorece kisa
olan galigsmalar secilmis yuksek riskli hasta gruplarinda daha ylksek dozlarin
daha etkili oldugu yonundedir (150-155).

imatinib mesilat, bir protein tirozin kinaz inhibitdrii olup, diger tedavi
stratejilerinden farkh olarak hastaligin patofizyolojisine, bir diger ifade ile
hedefe yonelik olarak gelistiriimis bir ajandir. imatinib mesilat, yapilan klinik
c¢alismalar sonucunda, yeni tani almig Ph+ kronik faz KML hastalarinin ilk
sira tedavisinde tercih edilen ajan haline gelmistir (156,157).

imatinib’in temel farmakodinamik dzellikleri:

1-) Ph+ KML hucrelerinde, proliferasyonun inhibisyonu, apopitozis
indUksiyonu ve in vitro yeni lIdsemik hlcrelerin potansiyel inhibisyonu (158,
159)

2-) Hayvan modellerinde, Ph+ timor hicrelerine kargi gdsterilmis anti-
tumor aktivite (160,161)

3-) Kok hicre faktor ve trombosit kaynakli baylime faktord (PDGF) igin

tirozin kinazlarin inhibisyonu
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4-) Telomeraz aktivitesinin azalmasi ve bu sayede telomeraz ifade
eden hucre serilerinde proliferasyonun inhibisyonu (162)

5-) Glikolitik aktivitenin inhibisyonu ve mitokondriyal glukoz
metabolizmasinin uyariimasi (163)

6-) Vaskuler endotelyal buyume faktor (VEGF) inhibisyonu (164)

7-) KML hastalarinda kemik iligi vaskularitesinin normalizasyonu
(165,166)

8-) KML hastalarinda miyelofibroziste azalma (167)

Imatinib, 6zgiin olmayan bir ABL inhibitériidiir. BCR-ABL'de bulunan
SH1 kismi onkojenik donusimde baslica rolU oynamasindan dolayi
molekuler bir hedeftir. ATP, burada bulunan tirozin kinaz kismina baglanir.
Arastirmalar izoflavinoid, genistein, ve bir antibiyotik olan herbimisin-A’in bu
katalitik etkiyi antagonize eden dogal Urunler oldugunu ortaya koymustur.
Daha sonraki cabalar adenozin trifosfat (ATP) ile ya da kinaz kismina
baglanan substrat ile yarisacak kimyasal yapida sentetik bilesik elde
edilmesine yonelik olmustur. Bu asamada gelistirilen en basarili sentetik
inhibitér, ATP’ye baglanarak etki gdsteren imatinib (isvigre, Novartis firmasi
urint STI571; Glivec ya da Gleevec) olmustur (168,169).

imatinib ABL’nin inaktif ve non-fosforile sekline baglanir. Abl kinaz
parcasinin inaktif sekli, imatinib selektivitesi icin dnemlidir. Her ne kadar aktif
protein kinazlarin katalitik parcalari yapisal olarak ¢ok benzerse de, inaktif
kinazlarin kristal yapilarinin dikkate deger olgude plastisite gosterdigi
bilinmektedir (170,171). Sterik sinirlamalar yuztunden, ABL’nin inaktif sekli,
ATP baglanmasi i¢in uygun degildir. imatinib’in BCR-ABL formlarina karsi
etkisi, muhtemelen kinaz molekullerinin dinamik dogasindan kaynaklanir. Bu
molekuller gegici olarak inaktif ve aktif formlari arasinda gegis yaparlar, bu da
imatinib’in molekile baglanabilmesi i¢in bir olanak olugturur (172). Protein
kinazlar, substrat proteinler Uzerinde vyerlesik spesifik aa’lere, adenozin
trifosfattan (ATP) bir fosfat transfer eden enzimlerdir. Bu proteinlerin
fosforilasyonu sonucu ¢esitli sinyal iletim yollari aktive olmakta ve hucre
bayumesi, farklilagsmasi, hicre 6lumua gibi biyolojik suregler tetiklenmektedir.

BCR-ABL aktivasyon mekanizmasinda, mevcut tirozin kinaz aktivitesi
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sayesinde, substrat tirozin rezidulerinden birinin fosforilasyonu ile aktive olur
ve ardindan gelen diger efektor molekulleri aktive ederek KML olusumuna yol
acan bir dizi basamagin ilerlemesine neden olmaktadir. Diger yandan
ortamda imatinib mevcut oldugunda, imatinib kinaz paketini isgal etmekte,
BCR-ABL aktivasyonunu inhibe ederek substratin fosforillenmesini
Onlemektedir. Bu sayede KML olusum basamaklari bloke edilmis olur. Sekil
20’de BCR-ABL aktivasyon mekanizmasi ve bunun imatinib ile inhibisyonu
gOrulmektedir (173).
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Sekil-20: BCR-ABL aktivasyon mekanizmasi ve bunun imatinib ile
inhibisyonu. Panel A'da kinaz paketi icerisindeki ATP molekuli ve BCR-ABL
onkoproteini izlenmektedir. Substrat tirozin rezidulerinden birini fosforilasyonu
ile aktive olur ve ardindan gelen diger efektdér moleklleri aktive eder. Ancak
imatinib kinaz paketini isgal ettiginde (Panel B) BCR-ABL aktivasyonu inhibe
olur ve substratin fosforillenmesi engellenir.
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imatinib Direnci

KML hastalarinin buyuk bir bolumu imatinib tedavisine mukemmel
yanit vermekte iken bir miktar hastada optimal veya yeterli cevap elde
edilemeyip bir kisim hastada da elde edilmis olan cevap kaybedilmektedir.
Bu durum sirasiyla tedaviye primer ve sekonder diren¢g olarak
yorumlanmaktadir.

Primer direng, imatinib ile tedavi baslandiktan sonra U¢ ay iginde tam
hematolojik yanit (THY) saglanamamasi, alti ay icinde sitogenetik yanitin
g6zlemlenmemesi ve oniki ay iginde parsiyel sitogenetik yanitin olmamasi
seklinde ifade edilmektedir. Hematolojik yanitin ve parsiyel sitogenetik yanitin
kaybedilmesi ya da tam sitogenetik yanitin (TSY) kaybedilmesi ile BCR-
ABL’In on kat artmasi durumunda sekonder direngten bahsedilir (174,175).
imatinib direncinde baslica dért mekanizma tanimlanmistir (174,176 -180).

ABL kinaz bodlgesindeki nokta mutasyonlar primer direngten ziyade
Ozellikle kazanilmisg direngte gorilmekte ve KML’nin tim fazlarinda
bulunmasina ragmen daha siklikla hastaligin ge¢ kronik veya akselere
fazinda goézlenmektedir. Bunlardan en ¢ok arastiriims olan ikisi T3151 ve
F317L mutasyonlaridir (181 -183).

imatinibe karsi gelisen direng mekanizmalari sunlardir;

1) Azalmis intraselller ilag dizeyleri

a. Plazmada alfa-1 asid glikoprotein tarafindan baglanmasi

b. P-glikoprotein (MDR-1) over ekspresyonu nedeniyle ilacin hiicreden
atilmasi

2) Genomik amplifikasyon nedeniyle BCR-ABL’nin artmis ekspresyonu

3) Klonal evrimlesme (BCR-ABL bagimsiz mekanizmalar)

4) BCR-ABL'nin ABL kinazinda mutasyonlar nedeniyle ila¢ veya kinaz
aktivitesinin etkilenmesi (6rn; T3151, F317L, F359V)

Tedaviye Yanit Tanimlari

imatinib déneminde yapilan KML tedavisinde hastanin hematolojik,

sitogenetik, ve molekuler olarak izlenmesinin dnemi ¢ok fazladir.
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Tam hematolojik yanit

e LOkosit sayisi < 10.000/uL

o Periferik kanda bazofil < %5

o Periferik kanda miyeloblast, promiyelosit, miyelosit gorulmemesi
e Trombosit sayisi < 450.000/uL

-Dalagin ele gelmemesi

Sitogenetik Yanit

e Tam sitogenetik yanit : Ph + metafazin olmamasi

e Parsiyel sitogenetik yanit : Ph + metafaz %1- %35

e Minor sitogenetik yanit: Ph + metafaz %36 - %65

¢ Minimal sitogenetik yanit: Ph + metafaz %66 - %95

o Sitogenetik yanitsizlik: > %95 Ph + metafaz

Konvansiyonel sitogenetik incelemede en az 20 metafaz
degerlendiriimelidir. Sitogenetik yanit, konvansiyonel olarak, metafazdaki
kemik iligi hucrelerinde kromozom bantlama yoOntemleri ile tespit
edilebilmektedir. Avrupa Losemi Agi protokollerine gore 24 ve 48 saatlik en
az iki farkl kaltarde, bir 6rnege ait kemik iligi hticrelerinde en az 20 Ph pozitif
hicre tanimlamak gerekmektedir. Kemik iliginde metafaz elde
edilemediginde tam sitogenetik yanit tanimi en az 200 g¢ekirdek skorlamasi
ile yapilmis interfaz FISH galismasina dayanabilir. Major sitogenetik yanit
tam ve parsiyel sitogenetik yaniti icerir (Ph + metafaz %0 - %35).
Konvansiyonel sitogenetik inceleme ; Ph’ disindaki kromozom anomalilerini
de saptar. Sitogenetik yanit FISH ile degerlendirildiginde laboratuvarin
raporunda belirtilen yanhs pozitiflik orani dikkate alinmahdir.

Molekiiler Yanit

Tam molekiler yanit: RT- PCR veya nested PCR yontemi
kullanildiginda ardisik iki Olgim ile BCR-ABL kimerik mRNA’sinin
saptanmamasi (10 duyarliliginda)

Major molekiler yanit (MMY): BCR-ABL/ABL oraninin uluslararasi

skalaya gore < %0.1 olmasi*
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* “National Comprehensive Cancer Network™un (NCCN) V.2 2010
KML kilavuzunda BCR-ABL kimerik mRNA’da baslangi¢ degerinden 3 log
veya daha fazla azalma olmasi major molekiler yanit olarak
tanimlanmaktadir (184, 185).

Tedavi Yanitinin izlenmesi

Hematolojik degerlendirme: Tani sonrasinda tam hematolojik yanit
saglanana kadar 15 gunde bir, daha sonra en az 3 ayda bir veya gerek
oldugunda yapilmalidir.

Sitogenetik degerlendirme: Tanida, 3. ve 6. ayda, tam sitogenetik
yanit elde edilmesine kadar 6 ayda bir, daha sonra 12 ayda bir (duzenli
molekuler takip yapilamiyorsa)

- Tedaviye yanitsizlik (primer veya sekonder direng) durumunda her
zaman

- Aclklanamayan anemi, |6kopeni, trombositopeni gelisiminde her

zaman yapilmaldir.

QRT-PCR ile Molekiiler takip: MMY elde edilmesi ve

dogrulanmasina kadar 3 ayda bir, daha sonra en az 6 ayda bir yapilmalidir.

Tablo-4: Erken kronik evredeki hastalarda imatinibe yanitin degerlendiriimesi
(184).

YANIT

Degerlendirme
zamani(ay) Optimal Suboptimal Yanitsiz Uyan
Baslangig - - - ylksek risk; KKA/Ph+
3 THY ve mindr SY SY yok (Ph+ = %95) THY'dan az

(Ph+ £9%65)
5 en az PSY(Ph+<%35) PSY'dan az (Ph+>%35) SY yok (Ph+ > %95) -
12 sY PSY (Ph+%1-35) PSY'dan az (Ph+ = %35) MMY'dan az
18 MMY MMY dan az TSY'dan az -
Tedavi stabil/MMYL MMY kaybi/mutasyonlare THY kaybi; TSY kaybi; ber/abl kopya sayisi T; KKA/Ph-

mutasyonlar¥; KKA/Ph+
sirasinda

KKA: klonal kromozomal anomali, KKA/Ph+: Ph+ hicrelerde ek KKA, KKA/Ph-: Ph-
hicrelerde KKA THY: tam hematolojik yanit, PSgY: parsiyel sitogenetik yanit, TSgY. Tam
sitogenetik yanit, MMY: majoér molekller yanmit, MMY: BCR/ABL 1/ABL1 < %0.1,
mutasyonlar€: imatinibe duyarl BCR-ABL1 kinaz domain mutasyonlari, mutasyonlar¥:
imatinibe duyarlihdi disik BCR-ABL1 kinaz domain mutasyonlari
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Molekiiler mutasyon analizi: Suboptimal yanit veya yanitsizlik
durumunda (Tablo-4) ve diger tirozin kinaz inhibitorleri veya bagka tedavilere
ge¢cmeden oOnce daima bakilmalidir. Akselere ve blastik evrede basvuran
hastalarda mutasyon analizi c¢alisiimasi 6nerilir (Calisma grubunun ortak
gorusu) (184).

KML’de tedavi ve molekuler yanitin duzenlenmesi, dikkatli planlama
stratejileri gerektiren bir surectir. Avrupa Lésemi Agi tarafindan tarif edilen
suboptimal yanit tanimi; tanidan itibaren 6 ay icinde major sitogenetik yanita
ulasamamak (MSY: £ %35 Ph pozitif hicre) ya da 12.ayda halen tam
sitogenetik (%0 Ph pozitif hicre) yanita ulasamamaktir. Bir hasta tam
sitogenetik yanita ulastiktan sonra, MRH takibi icin sitogenetik degerlendirme
yetersiz kalmaktadir. Periferik kandaki BCR-ABL mRNA dizeyleri, ancak
PCR ya da kantitatif PCR yodntemleri ile saptanabilecek miktardadir. KML
hastalarinda, molekuler takip 3 ayda bir yapiimalidir. Stabil tam sitogenetik
yanitta bulunan bir hasta, daha seyrek olarak (6 ayda bir) izlenebilir (105).

Major molekuler yanit kavrami, BCR-ABL transkript dizeyleri standart
bir “baseline ” ile karsilatirildiginda (6rnegin tani zamani BCR-ABL duzeyi) <
0.1 (ya da 3 log azalma) olarak tanimlanmaktadir. 18. ayda major molekuler
yanita ulagilamamis ise suboptimal yanittan bahsetmek miUmkindur. Hasta
orneklerinde, BCR-ABL transkriptlerinin tespit edilemedigi zaman, tam
molekuler yanita ulasiimig olarak kabul edilir. Molekuler ve sitogenetik
izlemler arasinda korelasyon bulunmaktadir. Soyle ki BCR-ABL/ABL
duzeyindeki %10 (1-log) azalma, major sitogenetik yanita ve %1 (2-log)
azalma ise tam sitogenetik yanita karsilik gelmektedir (186, 187).

Ph pozitif KML hastalarinin, imatinib ile tedavisi sonucu tam
sitogenetik yanita ulasma basarisi %65-85 ve major molekuler yanita ulasma
basarisi %40-70 ve remisyonda kalma oranida %10-40 olarak bildiriimektedir
(120, 187-189). Molekiller tani sadece BCR-ABL transkript dizeylerinin
belirlenmesi olarak algilanmamalidir. imatinibe yanitsizlik, suboptimal yanit
ve BCR-ABL transkript dizeylerinin artmasi durumunda ABL genindeki kinaz

bolgesi mutasyonlarininda degerlendirmeye alinmasi gerekir (190).
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Minimal Reziduel Hastalik (MRH) I6semi hucrelerine spesifik DNA,
RNA ya da antijenlerin taranmasi ile morfolojik olarak saptanamayan
blastlarin belirlenisi ile minimal rezidiel hastalik (MRH) kavrami dogmustur.
MRD icin en sik kullanilan iki metoddan ilki anormal immunfenotiplerin akim
sitometrisi ile tespiti, digeri ise l6semi ile iligkili molekuler hedefler
taranmasidir (191). Bu iki metodun duyarliliklari farkhdir: flow sitometri ile
%0.01 16semi hicresi saptanabilirken PCR bazli analizlerde ise I6semi
hiicresi saptama duyarliligi 10* ile 10° oranindadir. Bundan dolayi
uygulanmasi daha zor ve daha pahali olmasina ragmen arastiricilarin buyuk
gogunlugu PCR bazli metodlari kullanmaktadir (192, 193). Ozellikle kantitatif
MRH analizleri ile risk siniflamasi yapilabilmektedir. Tedavi suresince MRH
duzeylerinde duzenli dugus iyi prognozla iligkili oldugu gibi yluksek seyreden
MRH duzeyleri de klinik nuksun habercisidir (194).

Remisyon indlUksiyon tedavisinden sonra tam remisyon saglanan
hastalarda rezidlel hastalik %0.01‘den daha dusuk ise prognozun ¢ok iyi
olacagi ongorulebilir. Ancak remisyon indiksiyon sonunda %71’den daha
yuksek veya tedavinin sonraki her hangi bir doneminde %0,1’'den daha
yuksek MRH'’da relaps riski oldukca yuksektir. Pui ve ark.’nin (191) remisyon
indUksiyon tedavisinden 6 hafta sonraki herhangi bir ddonemde blast orani
%0.01’den yUksek ise yogun kemoterapi dnermekte ve bu tedavi degisiminin
tedavi basarisini artirdigini bildirmektedir (194).

Sitogenetik ve molekuler analizlerin kargilagtirmali olarak kullanildigt,
kronik fazdaki KML hastalarinda yapilan calismalarda, major molekiler
yanita ulasmis hastalarin ancak %50’sinde sitogenetik analizlerin, MRH
degerlendirmede kullanilabildigi gértlmektedir. Sadece kemik iligi aspirasyon
ornekleri ve rutin sitogenetik yontemler ile takip edilen hastalarin, major
molekuler yanita ulagamadiklari ya da major molekuler yaniti yitirdikleri
gorulmektedir (195). Molekuler analizler, hasta KML tanisi aldi§i andan
itibaren uygulanabilir. Tani aninda hastalarin buyuk bir ¢ogunlugu yuksek
p210 BCR-ABL transkript duzeylerine sahiptir. Eger p210 transkripti tespit
edilemezse diger transkriptler (p190 ve p230) aranmalidir. imatinib ile tedavi

edilen KML hastalarinda major molekuler yanita ulasmak tedavinin basarisi
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agisindan onemlidir. Molekuler takip sonucu BCR-ABL duzeylerinin dusuk
bulunmasi iyi prognostik godstergedir. Major molekuler yanita ulagsmak,
hastalarin  %50’den fazlasinda tam sitogenetik yanita ve hastaliksiz
sagkalima isaret etmektedir (106, 187). Rutin molekiler izlem ile allogeneik
kok hucre nakli sonrasinda gelisebilecek erken niks de saptanabilir.
Allogeneik kok hucre nakli sonrasi molekuler takip, tam sitogenetik yanita
sahip hastalarda, erken relapsi tespit icin 6nemlidir. BCR-ABL/ABL dizeyleri
belirli bir seviyenin altinda kalan, Ph pozitif degerlere sahip hastalar,
molekuler nuks gelistirmemektedirler. Buna ragmen israrli ve devamli olarak,
dusuk seviyede BCR-ABL transkripti saptanan hastalar, niks riski en fazla
olan hastalardir ve yakin takip gerektirirler (195).

Bu retrospektif calismada amacimiz, tani ve takip KML hastalarinda,
FISH ve QRT-PCR analiz sonuglarinin “sensitivite” ve klinik yararhlik
agisindan olasi korelasyonlari ve hastaligin seyri kargilastirilarak literattrlere

katki sunulmasi amaclanmaktadir.
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GEREG VE YONTEM

Bu calismada, Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Hematoloji Bilim
Dalinda 2007 -2008 yilllarn arasinda KML tanisi alan ve/veya KML tanisi ile
takip edilen 78 hastaya ait toplam 135 kemik iligi ve/veya periferik kan
materyallerine ait FISH ve QRT-PCR analiz sonuglari retrospektif olarak
degerlendirildi. Ayni zamanda hastalara yapilan genetik analizlerin uygulama
ve analiz ¢alismalarina katilindi. Calisma protokolti Uludag Universitesi Tip
Fakultesi Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Onay Tarihi: 04 Kasim 2008,
Karar No: 2008-18/18, Degisiklik Tarihi: 20 Temmuz 2010, Karar No: 2010-
5/18). Hastalardan kemik iligi ve periferik kan érnekleri molekiler sitogenetik
ve molekuler analizler igin es zamanh elde edildi. Hastalar galismaya dahil
edildikleri zaman FISH ve QRT-PCR analiz yontemlerinden en az biri ile Ph
kromozomu ve BCR-ABL kopyasi pozitif idi. Takip hastalarinin timu imatinib
mesilat tedavisi almaktaydi. Yapilan retrospektif incelemede, hastalarin yasi,
cinsiyeti, beyaz kire sayisi, tani ya da takip hastasi olmasi, hastaligin klinik
fazi, materyal tipi, FISH yontemi rapor sonucu ve QRT-PCR yontemi rapor
sonucu bilgileri degerlendirildi.

Hastalarin tedaviye yanitlari “National Comprehensive Cancer
Network™un klinik pratik klavuzuna goére degerlendirildi. Sitogenetik yanit
Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Genetik Molekiiler Sitogenetik
laboratuvarinda Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yéntemi kullanilarak
belirlendi. Bu ydntem icin Abbott Vysis LSI BCR/ABL translokasyon tespit
problari (Translocation® llinois USA prob) kullanildi. Sitogenetik yanit “Break
point cluster region/ Abelson murine leukemia” (BCR/ABL) pozitif interfazlarin

yuzdesine gore hesaplandi.

FISH protokoli

Bu teknikte; 9. ve 22. kromozomlardan sirasiyla floresan filtrelerinden

alinan yesil ve kirmizi (orange) renkli sinyaller ve derivatif kromozom 9 ve
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derivatif kromozom 22’den (Philadelphia kromozom) gelen yesil ve kirmizi
renkli sinyallerin kaynasmasiyla sari (S) renkte bir fluzyon sinyal
olusmaktadir. Birlesmis kirmizi ve yesil sinyaller bir veya iki sari flizyon
seklinde goruldugunde BCR/ABL yeni duzenlemeleri igin pozitif olarak
degerlendiriimektedir.

Heparinle yikanmis enjektore alinan hasta materyalinden (periferik kan
veya kemik iligi) 1-2 cc alinarak “Cell Star” marka 12 ml’lik hicre kultlr
tipine konur. Uzerine 0.075 Molarlik 5 cc KCL sollisyonu eklenir. “Niive EN
200” marka inkubatorde 20 dk 37°C’de bekletilir. “Hettich” marka santrifljde
2000 devirde 10 dk cevrildikten sonra stpernatan kismi atilir. Uzerine 1/3
oranindaki asetik asit/metanol solisyonu eklenerek santrifij edilir ve
supernatant kismi atilir. Bu fiksasyon igslemi en az 2 kez daha tekrar edilir.
Boylelikle interfaz asamasinda hicre elde edilmis olunur. Hicreler 6nceden
yikanip kurulanmis olan temiz lamlara yayilir. Hasta materyali yayilmis olan
lamlar kuruduktan sonra 5 dk oda isisindaki PBS Solisyonunda bekletilir.
Ardindan sicakhgi 37°C’ye ayarlanmis “Nive ST 402” marka su banyosunun
icine dnceden koymus oldugumuz 2XSSC solUsyonunun igerisine alinarak 30
dk bekletilir. 30 dk dolduktan sonra 37°C’deki pepsin ¢alisma solisyonuna
alinarak 10 dk bekletilir. Ardindan oda isisindaki PBS Solusyonuna alinarak
5 dk bekletilir. Sonrasinda formaldehit eklenmis PBS Sollisyonuna konarak 7
dk bekletilir. Stre dolduktan sonra tekrar PBS sollisyonuna alinan lamlar 5 dk
daha burada bekletildikten sonra sirasiyla %70, %80 ve %100’luk alkol
serilerinden gecirilerek kurumaya birakilir. Kuruyan lamlarin tGzerine ilgili prob
(BCR/ABL Lokus spesifik) konduktan sonra lamel ile kapatilip kenarlari
yapistirilir. Lamlar ‘Vysis’ marka Hybrite Uzerine konarak 73°C’de 8 dk
denatlirasyon ve sonrasinda 1 gece boyunca 39°C’de hibridizasyona
birakilir. 1 gece beklendikten sonra lamlarin Uzerindeki lameller kaldirilir ve
73°C’deki Sollsyon-1'de 10 dk bekletilir. Stre bitiminde oda sicakligindaki
Solusyon-2’ye alinarak 2 dk bekletilir ve sirasiyla %70, %80 ve %100’lUk
alkol serilerinden gecirilerek kurumaya birakilir. Kuruyan lamlarin Gzerlerine
DAPI solusyonu konularak buyuk boy lamel ile kapatilir ve Olympus BX 51

marka floresan mikroskopta incelenir. Her bir hastadan 200 interfaz hicresi
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incelenerek elde edilen sonuglar % olarak verildi. FISH analizinde cut-off
degeri %5 olarak kabul edildi (Sekil-21).

Viysis dual fusion BCR-ABL probu

Normal
Interfaz KML

Sekil-21: FISH yontemi ile hazirlanmis normal ve KML interfaz gortntuleri.

Molekiiler inceleme Prosediirii

Vakalarda BCR/ABL flizyon geninin p210 transkriptinin varligi ve
transkript oraninin belirlenmesi amaciyla gonderilen kemik iligi veya periferik
kan materyallerinden RNA izolasyonu yapilmakta ve daha sonra cDNA'ya
cevrilmektedir. QRT-PCR ile karsilastirmali analiz sonucu elde edilmektedir.
Molekiiler incelemeler Uludag Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali Molekuler Laboratuvarinda yapildi.

RNA izolasyonu

Messenger RNA (mRNA) veya total RNA izolasyonu EDTA’lI tlplere
alinan kan ve kemik iligi hucrelerinden RNA izolasyonu 6Ozelligine sahip kit
(QlAamp RNA Blood Mini Kit) kullanilarak gergeklestirildi.

1. Bir hacim kan (maks. 1,5 ml) tzerine 5 hacim buffer EL eklenir.
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Buz d(zerinde 10-15 dk bekletilir, arada 2 kez hafifge
vortekslenir. Kan gegirgen goérinmuyorsa 20 dakikaya
uzatilabilir.

400 g'de 10 dk 4°C’de santriflij edilir, sipernatant tamamen
alinir. Pellet beyaz kureleri igerir, hafif pembe renkliyse bir
sonraki ylkamada gececektir.

2 hacim Buffer EL eklenir, hafifce vortekslenir. Pellet kirmizi
gorunuyorsa 5-10 dk buzda bekletilir.

400 g'de 10 dk 4°C’de santriftj edilir, sipernatant tamamen
alinir. Kalan sivi cam pipetle toplanir.

Asagidaki oranlara gére Buffer RLT eklenir. Lizat tamamen

homojen olmalidir, pargaciklar varsa karistirilir.

Buffer RLT (pl) Kan Miktari (ml) Lokosit sayisi

<0,5 < 2x10°

0,5-1,5 2x10%-1x10"

10.

1.

12.

QlAshredder (lila) kolona lizat tek seferde yuklenir, 2 dk 13.000
rom’de santriflij edilir, kolon atihp lizat saklanir. Lizat c¢ok
yogunsa ikiye ayrilir ve Buffer RLT ile hacimleri 600 pl'ye
tamamlanir, yeni QlAshredder kolonlardan gegirilir.

Santriflj sonrasi alt tipte kalan lizat Gzerine buffer RLT miktari
kadar (350/600 pl) %70 EtOH eklenir ve pipetle karistirilir.
Presipitat olusabilir bu da kolona yuklenir.

QlAamp (beyaz) spin kolonun ortasina dikkatlice yuklenir, 15 sn
10.000 rpm’de sanrifij edilir. Hacim 700 ul'yi gegerse ayni
kolona tekrar yuklenir.

Kolon yeni bir 2 ml tape alinir, 700 yl Buffer RWI, 15sn 10.000
rpm’de santrifuj edilir.

Kolon yeni bir 2 ml tipe alinir, 500 pl Buffer RPE, 15 sn 10.000
rom’de santriflj edilir. SantrifGjden cikartilirken dikkatli olunur.
Buffer RPE, 500 pl eklenir, 13.000 rpm’de 3 dk santrifij edilir.
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13. Yeni bir 2 ml tupe alinir, 13000 de 1 dk santrifuj edilir.

14. QIAamp spin kolon eppendorf tupe aktarilir, 40 yl RNase free-
water ortaya gelecek sekilde eklenir, 1 dk 10.000 rpm’de
santrifdj edilir.

15. Baslangigta 0,5 mlI'den fazla kan kullanildiysa islem tekrarlanir.

cDNA Eldesi (IPSOGEN RT-Dx Yapimi)

Kit icerigi (RNase inhibitér ve MMLV disinda) buz Uzerinde ¢dézuldr.
Hafifgce vortekslenip kisaca santriflij (HERMLE 2300 K) edilir. RNase inhibitor
ve MMLV kullanilacagr zaman buz tzerine ¢ikartihr. RNA ornekleri (1-8 pl)
65°C’de 5 dk inkibasyondan sonra buz Uzerine alinir, mix hazirlanip RNA
orneklerinin Uzerine dagitilir.

Miks Hazirlanigi

- 5x Revers Transkriptaz Buffer (5 pl)x 6rnek sayisi

- dNTP (2,5 pl)x 6rnek sayisi

- Random Nonamer (5,25 ul)x 6érnek sayisi

- RNase inhibitor (0,5 pl)x érnek sayisi,

- Revers transkriptaz (0,5ul) x érnek sayisi

- H20 (3,25ul)x 6rnek sayisi olacak sekilde miks hazirlanir ve RNA
orneklerinin Gzerine dagitilir. 42°C 60 dk, 85°C 5dk, 8°C sonsuz olacak
sekilde PCR (GeneAmp® PCR System 9700) reaksiyonu gerceklestirilir ve

-20°C’de kullanima kadar saklanabilir.

QRT-PCR Yapilisi

Ipsogen PCR kiti kullanilarak miks hazirlanir. 2Xmiks (12,5ul) x 6rnek
sayisi, Primer-probe miks(1ul)xérnek sayisi, H20 (6,5ul)x 6rnek sayisi olacak
sekilde miks hazirlanir ve PCR tlplerine dagitilir. Hasta érnekleri, H2ZO(NTC),
standart kontrol genler ve standart fuzyon genler 5 uyl olmak Uzere hazirlanan
PCR tuplerine dagitihir. 50°C 2 dk, 95°C 10 dk, 95°C 15 sn, 60°C 1dk (50
siklus) olacak sekilde QRT-PCR yaplilir (Corbett marka RG 6000R040739).

QRT-PCR Analizi

Elde edilen, BCR-ABL fuzyon gen transkriptleri, ABL kontrol gen

transkriptleri miktarina oranlanmakta ve transkriptin ekspresyon orani
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belilenmektedir. Bu oran belirlenirken kontrol gen kopya sayisi 10%{n
altinda olan hastalarin analizi yapiimamakta ve PCR testi tekrar edilmektedir.

istatistiksel Analiz

Calismanin analizleri SPSS 13.0 (Chicago, IL.) programinda
yapilmistir. QRT-PCR ylzdesi, FISH yuzdesi ve beyaz kure sayisi ortalama,
standart sapma, medyan, minimum ve maksimum degerleri ile birlikte
verilmigtir. Yeni tani hastalarinin FISH ve QRT-PCR ydntemi analiz sonuglari
ile takip hastalarinin FISH ve QRT-PCR ydntemi analiz sonuglari arasinda,
FISH degerlerine gore yapilan sitogenetik yanit gruplarina ait QRT-PCR
degerleri arasinda, yeni tani ve takip hastalarinda kemik iligi kullanilarak elde
edilen FISH ve QRT-PCR vyontemi analiz sonuglari ile periferik kan
kullanilarak elde edilen FISH ve QRT-PCR yontemi analiz sonuglari
arasinda, FISH degerlerine gore yapilan sitogenetik yanit gruplarina ait
beyaz kiire sayilari arasinda istatistiksel analiz yapiimistir. Ilgili degiskenlerin,
FISH gruplari arasinda yapilan karsilastirmalarinda Kruskal Wallis, tani
gruplari ve materyal tipi gruplari arasinda yapilan karsilagtirmalarda ve yine
FISH gruplarina ait alt grup analizlerde gruplarin ikili kargilagtirmalarinda
Mann Whitney U testi kullaniimistir. Calismada p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmigtir.
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BULGULAR

Calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Hematoloji Bilim Dalinda
Kronik Miyelositer Losemi (KML) tanisi almis ve/veya takip edilmekte olan
toplam 78 hasta dahil edilmigtir. FISH yontemi veya QRT-PCR yontemi ile
elde edilen test sonuclarindan en az biri 1(9;22)(q34;911) pozitif olan takip
hastalari calismaya alinmigtir. Yetmis sekiz hastaya ait 135 materyal sonucu
degerlendirilmigtir. Degerlendirilen 135 materyalin 118’i (%87,4) kemik iligi,
17’si (%12,6) periferik kan idi. YUz otuz bes materyalden 21’i (%15,6) yeni
tani, 114’0 (%84,4) takip hastalarina ait test sonuglari idi. incelenen 135
materyalin 131’i (%97) kronik fazdaki , 2’si (%1,5) akselere fazdaki , 2’si
(%1,5) blastik fazdaki hasta orneklerine aitti. Calismada degerlendirmeye
alinan toplam 21 yeni tani hastasinin 11’i erkek (%52,4), 10°'u (%47,6)
kadindi. Calismada degerlendirmeye alinan toplam 21 yeni tani hastasinin
yaslari 13-81 arasinda degismekte olup ortalama yas 49,33+18,82 SS
(standart sapma) idi. Yirmi bir yeni tani hastasindan 1 hastaya ait beyaz kure
sayisi yoktu. Yirmi yeni tani hastasina ait beyaz kire sayisi 19800-518000
/mm? arasinda degismekte olup ortalama beyaz kire sayisi 145115+ 130794
SS/mm? ‘0.

Hastalarin FISH yontemi ve RT-PCR ydéntemi ile elde edilen sonuglari
Tablo-5'de belirtiimektedir.
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Tablo-5: Hastalarin yas, cinsiyet, beyaz kure sayisi, materyal tipi, hastalik

klinik seyri, hastalik fazi, FISH ve QRT-PCR yontemlerinin sonugclari.

BEYAZ

HASTA | MATERYAL | o | CiNsive | TN | KORE | FisH | QRL | HASTALIK
NO TiPi T oV | savisi | @) | R FAZI
u Imm? (%)
mm

KRONIK

1 Ki 43 E TAKIP 5680 0 0,8 FAZ
KRONIK

1 PK 43 E TAKIP 6690 0 0,23 FAZ
KRONIK

2 Ki 46 E TAKIP 6210 0 6,8 FAZ
KRONIK

2 Ki 46 E TAKIP 6770 0 1,18 FAZ
KRONIK

3 Ki 66 E TAKIP 4400 0 27 FAZ
YENI KRONIK

4 PK 48 E TANI 25700 96 0,19 FAZ
YENI KRONIK

5 Ki 39 E TANI 244000 98 218 FAZ
KRONIK

6 Ki 48 K TAKIP 4830 0 54 FAZ
YENI KRONIK

7 Ki 32 K TANI 42800 98 1817 FAZ
KRONIK

8 Ki 62 K TAKIP 4500 0 1 FAZ
YENI KRONIK

9 Ki 69 K TANI 19800 96 201 FAZ
KRONIK

10 Ki 65 K TAKIP 10800 97 1178 FAZ
KRONIK

10 Ki 65 K TAKIP 8240 7 288 FAZ
KRONIK

1 Ki 60 E TAKIP 7000 3 35 FAZ
KRONIK

11 Ki 60 E TAKIP 0 29 FAZ
KRONIK

1 Ki 61 E TAKIP 7920 0 1,5 FAZ
KRONIK

12 Ki 49 K TAKIP 5770 0 1,6 FAZ
KRONIK

13 Ki 42 K TAKIP 7700 87 140 FAZ
YENI KRONIK

14 Ki 35 E TANI 47000 100 1414 FAZ
YENI KRONIK

15 Ki 46 K TANI 205000 96 457 FAZ
KRONIK

15 Ki 47 K TAKIP 5700 0 2,7 FAZ

AKSELERE

16 Ki 59 E TAKIP 0 256 FAZ
KRONIK

17 Ki 34 K TAKIP 6000 0 2,61 FAZ
KRONIK

17 Ki 35 K TAKIP 7100 0 0,7 FAZ
KRONIK

17 Ki 35 K TAKIP 4600 0 0,24 FAZ
YENI KRONIK

18 K 13 E TANI | 386000 | 98 | 275 FAZ
KRONIK

18 PK 14 E TAKIP 7000 0 7 FAZ
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AKSELER

19 PK 53 TAKIP | 23900 97 731 E FAZ
KRONIK
20 Ki 64 TAKIP 6910 0 13,7 FAZ
YENI KRONIK
21 Ki 57 TANI 93400 100 1372 FAZ
YENI KRONIK
22 Ki 29 TANI 100 358 FAZ
KRONIK
22 Ki 29 TAKIP 49 131 FAZ
KRONIK
22 Ki 30 TAKIP 0 2 FAZ
KRONIK
22 Ki 30 TAKIP 0 2 FAZ
KRONIK
23 Ki 62 TAKIP 7290 4 0 FAZ
KRONIK
23 Ki 63 TAKIP 6110 0 0,34 FAZ
KRONIK
23 Ki 63 TAKIP 7090 0 0 FAZ
KRONIK
24 PK 29 TAKIP | 20570 84 231 FAZ
KRONIK
24 PK 29 TAKIP 38 72 FAZ
KRONIK
24 PK 29 TAKIP 4000 10 202 FAZ
KRONIK
25 Ki 56 TAKIP 5160 0 1,13 FAZ
KRONIK
25 Ki 56 TAKIP 4760 0 0,07 FAZ
KRONIK
26 Ki 58 TAKIP 4750 0 1,22 FAZ
KRONIK
27 Ki 28 TAKIP 4000 24 478 FAZ
KRONIK
27 Ki 28 TAKIP 4 10,2 FAZ
KRONIK
27 Ki 28 TAKIP 6040 0 6,76 FAZ
YENI KRONIK
28 PK 72 TANI 33900 92 382 FAZ
KRONIK
29 Ki 70 TAKIP 4000 0 0,9 FAZ
KRONIK
30 Ki 43 TAKIP 9790 92 239 FAZ
KRONIK
30 Ki 44 TAKIP 6570 76 198 FAZ
KRONIK
30 Ki 44 TAKIP 7340 82 22 FAZ
YENI KRONIK
31 PK 52 TANI | 518000 100 206 FAZ
KRONIK
31 Ki 53 TAKIP 6210 74 107 FAZ
TAKIP KRONIK
31 Ki 53 25200 0 10,9 FAZ
YENI KRONIK
32 Ki 63 TANI 136400 96 1325 FAZ
KRONIK
33 Ki 73 TAKIP 6290 90 341 FAZ
KRONIK
34 Ki 38 TAKIP 4570 0 0,13 FAZ
KRONIK
35 Ki 82 TAKIP | 112000 94 271 FAZ
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YENI KRONIK

36 PK 64 TANI 31200 98 1197 FAZ
KRONIK

36 Ki 65 TAKIP 6400 8 9 FAZ
KRONIK

36 Ki 65 TAKIP 3590 0 0,3 FAZ
KRONIK

36 Ki 65 TAKIP 54300 0 2 FAZ
KRONIK

37 Ki 60 TAKIP 6450 0 0,39 FAZ
KRONIK

38 Ki 30 TAKIP 5000 0 8,8 FAZ
KRONIK

39 Ki 51 TAKIP 8430 0 0,18 FAZ
KRONIK

40 Ki 46 TAKIP 7590 0 0,03 FAZ
KRONIK

41 Ki 45 TAKIP 0 0,5 FAZ
KRONIK

M1 Ki 46 TAKIP 3900 0 0,36 FAZ
YENI KRONIK

42 Ki 53 TANI 145000 100 1683 FAZ
KRONIK

42 Ki 54 TAKIP 10400 94 4322 FAZ
KRONIK

43 Ki 56 TAKIP 8940 43 114 FAZ
KRONIK

43 Ki 56 TAKIP 6450 0 11 FAZ
KRONIK

44 Ki 67 TAKIP 5020 0 36,1 FAZ
KRONIK

44 Ki 67 TAKIP 4040 0 0,37 FAZ
KRONIK

45 Ki 73 TAKIP 14800 0 0,386 FAZ
KRONIK

45 Ki 74 TAKIP 41600 0 0 FAZ
KRONIK

46 Ki 61 TAKIP 5100 0 0,68 FAZ
KRONIK

47 Ki 28 TAKIP 4000 46 449 FAZ
KRONIK

47 Ki 28 TAKIP 10000 16 211 FAZ
KRONIK

48 Ki 46 TAKIP 5640 46 363 FAZ
KRONIK

48 Ki 47 TAKIP 36 372 FAZ
KRONIK

48 Ki 47 TAKIP 5400 68 270 FAZ
KRONIK

48 Ki 47 TAKIP 60 111 FAZ
KRONIK

49 Ki 52 TAKIP 7090 0 0,0122 FAZ
KRONIK

50 Ki 74 TAKIP 9800 52 132 FAZ
KRONIK

50 Ki 75 TAKIP 4980 0 5,1 FAZ
KRONIK

50 Ki 75 TAKIP 7960 0 1,35 FAZ
YENI KRONIK

51 Ki 81 TANI 131000 100 1590 FAZ
KRONIK

51 PK 81 TAKIP 3100 41 1377 FAZ
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KRONIK

52 Ki 32 TAKIP 7600 0 0,3 FAZ
KRONIK
53 Ki 63 TAKIP | 233000 100 142 FAZ
KRONIK
53 Ki 64 TAKIP 5650 92 204 FAZ
KRONIK
53 Ki 64 TAKIP 7300 90 578,3 FAZ
KRONIK
54 Ki 75 TAKIP 3600 0 40 FAZ
KRONIK
55 Ki 54 TAKIP 4000 0 1,36 FAZ
KRONIK
56 Ki 55 TAKIP 4300 0 0 FAZ
KRONIK
56 Ki 56 TAKIP 3360 0 1,8 FAZ
KRONIK
57 Ki 63 TAKIP 5000 32 209 FAZ
KRONIK
57 Ki 63 TAKIP 6300 22 119 FAZ
KRONIK
57 Ki 63 TAKIP 4270 0 43 FAZ
KRONIK
58 Ki 48 TAKIP 3700 30 118 FAZ
KRONIK
58 Ki 48 TAKIP 5800 18 102 FAZ
KRONIK
59 Ki 62 TAKIP 5080 96 697 FAZ
KRONIK
60 Ki 65 TAKIP 2520 86 76 FAZ
KRONIK
60 Ki 65 TAKIP 70 50 FAZ
KRONIK
61 Ki 27 TAKIP 0 0,0048 FAZ
KRONIK
61 Ki 28 TAKIP 7700 0 0,07 FAZ
YENI KRONIK
62 Ki 32 TANI 104000 100 233 FAZ
_ BLASTIK
62 Kl 33 TAKIP 69600 88 442 FAZ
YENI KRONIK
63 PK 53 TANI 121.00 95 670 FAZ
KRONIK
64 Ki 28 TAKIP 7600 0 5,8 FAZ
KRONIK
65 Ki 37 TAKIP 3080 23 854 FAZ
KRONIK
65 Ki 37 TAKIP 8 116 FAZ
KRONIK
65 Ki 37 TAKIP 4000 0 137 FAZ
KRONIK
66 Ki 33 TAKIP 5320 27 11 FAZ
KRONIK
66 Ki 34 TAKIP 5020 0 0,42 FAZ
KRONIK
66 Ki 34 TAKIP 0 0,5 FAZ
KRONIK
67 Ki 67 TAKIP 800 58 81 FAZ
KRONIK
68 PK 47 TAKIP 3920 0 30,9 FAZ
BLASTIK
69 Ki 26 TAKIP | 112000 92 607 FAZ
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YENI KRONIK

70 PK 17 TANI 225000 88 576 FAZ
KRONIK

70 PK 17 K TAKIP 4960 68 68 FAZ
KRONIK

70 PK 17 K TAKIP 4510 0 1 FAZ
YENI KRONIK

71 Ki 55 E TANI 264000 100 1108 FAZ
KRONIK

71 Ki 55 E TAKIP 5440 68 775 FAZ
KRONIK

71 Ki 55 E TAKIP 6200 0 41,6 FAZ
KRONIK

72 Ki 61 E TAKIP 80000 92 265 FAZ
KRONIK

73 Ki 65 K TAKIP 7490 0 0,7 FAZ
KRONIK

74 Ki 42 K TAKIP 0 0,1 FAZ
KRONIK

75 Ki 47 E TAKIP 8260 0 1,16 FAZ
YENI KRONIK

76 Ki 80 E TANI 80100 97 848 FAZ
YENI KRONIK

77 PK 46 K TANI 49000 100 252 FAZ
KRONIK

77 Ki 46 K TAKIP 5820 0 55 FAZ
KRONIK

77 Ki 46 K TAKIP 4000 0 0 FAZ
KRONIK

78 Ki 52 K TAKIP 7260 40 432 FAZ

PK: Periferik Kan, Ki: Kemik Iligi, K: Kadin, E: Erkek, 0: Negatif

Yirmi bir yeni tani hastasinin FISH ydntemi ile elde edilen
1(9;22)(q34;911) pozitiflik yuzdesi 88-100 arasinda degismekte olup ortalama
yuzde 97,524+3,108 SS’dir. Yirmi bir yeni tani hastasinin QRT-PCR ydntemi
ile elde edilen t(9;22)(q34;911) pozitiflik ylzdesi 0,19-1817 arasinda
degismekte olup ortalama ylzdesi 770,581+582,957 SS’dir. Takip
hastalarina ait 114 materyalin FISH ydntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11)
pozitiflik yizdesi 0-100 arasinda degismekte olup ortalama ylzde 23,877+34,
768 SS dir. Takip hastalarina ait 114 materyalin QRT-PCR ydntemi ile elde
edilen 1(9;22)(q34;911) pozitiflik ylzdesi 0-4322 arasinda degismekte olup
ortalama yluzde 167,0981460,214 SS dir. Yeni tani hastalarinin FISH ve
QRT-PCR yontemleri ile elde edilen t(9;22)(q34;911) pozitiflik yuzdeleri ile
takip hastalarinin  FISH ve QRT-PCR yontemleri ile elde edilen
1(9;22)(q34;911) pozitiflik yluzdeleri arasinda anlamlh farklihk bulunmustur.
(p<0,001).
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Yuz otuz bes materyalin yeni tani ve takip degerlerine gore FISH ve
QRT-PCR yontemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q911) pozitiflik ylzdesi dagilimi
asagida gorulmektedir (Sekil-22,23).

FISH
YUZDESI

100 -

97,53

80
60 -

40 -
23,88

__ .

YENI TANI TAKIP

20 -

0 4

Sekil-22: Yeni tani ve takip hastalarinin FISH yontemi ile elde edilen
1(9;22)(q34;911) pozitiflik yuzde ortalamalari.

RT-PCR
YUZDESI

800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

0

770,58

167,1

=

YENI TANI TAKIP

Sekil-23: Yeni tani ve takip hastalarinin QRT-PCR ydntemi ile elde edilen
t(9;22)(q34;q11) pozitiflik ylzde ortalamalari.

66



Sekil-24: KML tanil bir olguya iliskin Ph pozitif interfaz FISH gorintisu.

135 materyalin FISH yontemi ile elde edilen 1(9;22)(q34;911) pozitiflik
yuzde degerine gore %48,1'i tam yanit, %11,1’i kismi yanit, %8,1’i minor
yanit, %16,3’'0 minimal yanit, %16,3’0 yanitsiz grubtadir. FISH ydntemine
gbre tam yanit grubunda yer alan hasta sonuglarinin QRT-PCR ydntemi ile
elde edilen pozitifik ylzdesi 0-256 arasinda olup ortalama ylzdesi
10,749+36,242 SS dir. FISH yontemine gore kismi yanit grubunda yer alan
hasta sonuglarinin QRT-PCR ydntemi ile elde edilen pozitiflik yuzdesi 0-854
arasinda olup ortalama yuzdesi 184,147+225,922 SS dir. FISH ydntemine
gOre mindr yanit grubunda yer alan hasta sonuglarinin QRT-PCR ydntemi ile
elde edilen pozitiflik ylzdesi 72-1377 arasinda olup ortalama yuzdesi
330,363+377,573 SS dir. FISH yontemine gére minimal yanit grubunda yer
alan hasta sonuglarinin QRT-PCR yontemi ile elde edilen pozitiflik ylizdesi
22- 4322 arasinda olup ortalama yuzdesi 492,468+882,048 SS dir. FISH
yontemine goére yanitsiz grubunda yer alan hasta sonuglarinin QRT-PCR
yontemi ile elde edilen pozitiflik yizdesi 0,19-1817 arasinda olup ortalama
ylzdesi 786,463+583,925 SS dir. Bu 5 grup (tam yanit, kismi yanit, minér
yanit, minimal yanit, yanitsiz) arasinda da QRT-PCR yuzdeleri agisindan

anlamli farkhlik bulunmustur (p<0,001). 5 gruba kendi arasinda ikili
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kargilastirma yapildiginda QRT-PCR yontemi ile elde edilen pozitiflik
yuzdeleri agisindan tam yanit grubu ile kismi yanit grubu arasinda, tam yanit
grubu ile mindr yanit grubu arasinda, tam yanit grubu ile minimal yanit grubu
arasinda, tam yanit grubu ile yanitsiz grubu arasinda, kismi yanit grubu ile
yanitsiz grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml farkhihk vardir (p<0,01).
QRT-PCR yontemi ile elde edilen pozitiflik yuzdeleri agisindan kismi yanit
grubu ile minimal yanit grubu arasinda anlamh farklihk bulunmustur
(p=0,026). QRT-PCR ydntemi ile elde edilen pozitiflik ylzdeleri agisindan
mindr yanit grubu ile yanitsiz grubu arasinda anlamli farkhlik bulunmustur
(p=0,019). QRT-PCR yontemi ile elde edilen pozitiflik ylzdeleri agisindan
minimal yanit grubu ile yanitsiz grubu arasinda anlamh farklilik bulunmustur
(p=0,002). QRT-PCR ydntemi ile elde edilen pozitiflik ylzdeleri agisindan
kismi yanit grubu ile minér yanit grubu arasinda, minimal yanit grubu ile
mindr grubu arasinda anlaml farkhlik bulunmamistir. QRT-PCR yontemi ile
elde edilen pozitiflik ylzdeleri agisindan majér yanit grubu (tam yanit+kismi
yanit) ile major grup haricindeki (minér yanit+minimal yanit+yanitsiz)
arasinda, major yanit grubu (tam yanit+kismi yanit) ile minér yanit grubu
arasinda, major yanit grubu ile minimal yanit ve yanitsiz grubu arasinda,
major yanit ve mindr yanit grubu ile minimal yanit ve yanitsiz gruplari

arasinda, anlamli farklilik bulunmustur (p<0,001) (Sekil-25).
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Sekil-25: FISH yontemi ile elde edilen sitogenetik yanit gruplarina gore QRT-
PCR vyuzdesi ortalamalari (Grup A: tam yanit+kismi yanit, Grup B: mindr
yanit+minimal yanit+yanitsiz, Grup C: tam yanit+kismi yanit+mindr yanit,
Grup D: minimal yanit+yanitsiz)

Yeni tani hastalarina ait 21 materyalin 14’G kemik iligi, 7’si periferik
kandir. Yeni tani hastalarina ait kemik iligi materyallerinin FISH yontemi ile
elde edilen 1(9;22)(q34;911) pozitiflik yuzdesi 96-100 arasinda degismekte
olup ortalama ylzde 98,5£1,699 SS dir. Yeni tani hastalarina ait periferik kan
materyallerinin FISH yontemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik ylzdesi
88-100 arasinda degismekte olup ortalama yizde 95,571+4,391 SS dir. Yeni
tani hastalarinda kemik iligi kullanilarak elde edilen FISH ydntemi analiz
sonuglari ile periferik kan kullanilarak elde edilen FISH yontemi analiz
sonuglari arasinda anlamh farkhlik yoktur. Yeni tani hastalarina ait kemik iligi
materyallerinin QRT-PCR ydntemi ile elde edilen 1(9;22)(q34;911) pozitiflik
yuzdesi 201-1817 arasinda degismekte olup ortalama yuzde
921,357+614,975 SS dir. Yeni tani hastalarina ait periferik kan
materyallerinin QRT-PCR ydntemi ile elde edilen 1(9;22)(q34;911) pozitiflik
yuzdesi 0,19-1197 arasinda degismekte olup ortalama yuzde
469,027+392,735 SS dir. Yeni tani hastalarinda kemik iligi kullanilarak elde
edilen QRT-PCR yontemi analiz sonuglari ile periferik kan kullanilarak elde

edilen QRT-PCR ydntemi analiz sonuglari arasinda anlamh farkhlik yoktur
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Takip hastalarina ait 114 materyalin 104°G kemik iligi, 10’u periferik kandir.
Takip hastalarina ait kemik iligi materyallerinin FISH yontemi ile elde edilen
1(9;22)(q34;911) pozitiflik ylizdesi 0-100 arasinda degdismekte olup ortalama
yuzde 22,923+34,504 SS dir. Takip hastalarina ait periferik kan
materyallerinin FISH yontemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik yuzdesi
0-97 arasinda degismekte olup ortalama yuzde 33, 8+ 37,844 SS dir. Takip
hastalarinda kemik iligi kullanilarak elde edilen FISH yontemi analiz sonugclari
ile periferik kan kullanilarak elde edilen FISH ydntemi analiz sonugclari
arasinda anlamh farkhlik yoktur. Takip hastalarina ait kemik iligi
materyallerinin QRT-PCR yontemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik
yuzdesi 0-4322 arasinda degismekte olup ortalama yuzde 157,01+462,337
SS dir. Takip hastalarina ait periferik kan materyallerinin QRT-PCR ydntemi
ile elde edilen 1(9;22)(q34;911) pozitifik ylzdesi 0,23- 1377 arasinda
degismekte olup ortalama yuzde 272,013+ 446,661 SS dir. Takip
hastalarinda kemik iligi kullanilarak elde edilen QRT-PCR ydntemi analiz
sonuglari ile periferik kan kullanilarak elde edilen QRT-PCR ydntemi analiz

sonuglari arasinda anlamli farkhhik yoktur (Sekil-26,27).
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Sekil-26: Yeni tani (A) ve takip hastalarina (B) ait kemik iligi ve periferik kan
materyallerinden FISH yontemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik
yuzde ortalamalari.
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Sekil-27: Yeni tani (A) ve takip hastalarina (B) ait kemik iligi ve periferik kan
materyallerinden QRT-PCR ydéntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;q11) pozitiflik
yuzde ortalamalari

FISH ydntemi ile elde edilen t(9;22)(q34;911) analiz sonucu %0
(negatif) olan 65 hastaninin 4’Unun (%6,2) QRT-PCR sonucu %0 (negatif),
61’inin (%93,8) QRT-PCR sonucu >%0 (pozitif)dir. FISH yontemi ile elde
edilen 1(9;22)(g34;911) analiz sonucu >%0 (pozitif) olan 70 hastaninin 1’inin
(%1,4) QRT-PCR sonucu %0 (negatif), 69’unun (%98,6) QRT-PCR sonucu
>%0 (pozitify'dir. FISH ve QRT-PCR’in tam uyumu (her iki testte negatif veya
pozitif olma) 73 vakada bulundu (%54,1) ve 62 vakada (%45,9) farklilik
tanimlandi.

FISH ydntemine gbre tam yanit grubunda yer alan hastalarin beyaz

kire sayilari 3360-54300/mm? (n=57) arasinda olup ortalama beyaz kire
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sayisi 7644,035+8456,622 SS/mm? dir. FISH yontemine goére kismi yanit
grubunda yer alan hastalarin beyaz kure sayilari 3080-10000/mm? (n=13)
arasinda olup ortalama beyaz kire sayisi 5856,154+1978,668 SS/mm? dir.
FISH yontemine gére mindr yanit grubunda yer alan hastalarin beyaz kire
sayllari 800-9800/mm?® (n=7) arasinda olup ortalama beyaz kure sayisi
5648,571+£3250,289 SS/mm¥dir. FISH yontemine gbre minimal yanit
grubunda yer alan hastalarin beyaz kire sayilari 2520-225000/mm? (n=21)
arasinda olup ortalama beyaz kure sayisi 40935,238+58563,771 SS/mm?3 dir.
FISH yontemine gdre yanitsiz grubunda yer alan hastalarin beyaz kuire
saylilarl 5080-518000/mm? (n=21) arasinda olup ortalama beyaz kure sayisi
133103, 81£134674,587 SS/mm?3 dir. Bu 5 grup (tam yanit, kismi yanit, minér
yanit, minimal yanit, yanitsiz) arasinda beyaz klre sayilari agisindan anlamh
farklihk bulunmustur (p<0,001). Bes gruba kendi arasinda ikili kargilastirma
yapildiginda beyaz kire sayilari agisindan tam yanit grubu ile kismi yanit
grubu arasinda, tam yanit grubu ile minér yanit grubu arasinda, kismi yanit
grubu ile minodr yanit grubu arasinda, minor yanit grubu ile minimal yanit
grubu arasinda anlamli farklik bulunmamistir. Beyaz kure sayilari agisindan
tam yanit grubu ile minimal yanit grubu arasinda, minimal yanit grubu ile
yanitsiz grubu arasinda anlamh farkhlik bulunmustur (p=0,001). Beyaz kure
sayilari agisindan tam yanit grubu ile yanitsiz grup arasinda, kismi yanit
grubu ile yanitsiz grubu arasinda, minor yanit grubu ile yanitsiz grubu
arasinda anlamli farkhhk bulunmustur (p<0,001). Beyaz kire sayilari
acisindan kismi yanit grubu ile minimal yanit grubu arasinda anlamli farkhlik
bulunmustur (p=0,012). Hastalara ait beyaz kire sayilari agisindan major
yanit grubu (tam yanit+kismi yanit) ile majér yanit grubu haricindeki (mindr
yanit+minimal yanit+yanitsiz) arasinda, major yanit grubu ile minimal yanit
ve yanitsiz grubu arasinda, major yanit ve mindr yanit grubu ile minimal yanit
ve yanitsiz gruplarn arasinda, anlamli farkhlik bulunmustur (p<0,001).
Hastalara ait beyaz kure sayilari acgisindan major yanit grubu (tam
yanit+kismi yanit) ile mindér yanit grubu arasinda anlamh farkhlik
bulunmamistir (Sekil-28).
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Sekil-28: FISH yontemi ile elde edilen sitogenetik yanit gruplarina gore elde
edilen beyaz kure sayi ortalamalari (Grup A: tam yanit+kismi yanit, Grup B:
minor yanit+minimal yanit+yanitsiz, Grup C: tam yanit+kismi yanit+minér
yanit, Grup D: minimal yanit+yanitsiz).
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TARTISMA VE SONUG

Kronik Miyelositer Losemi kromozomal bir aberasyonun tanimlandigi
ilk malign hastaliktir. Dokuzuncu kromozomdaki ABL geni ile 22.
kromozomdaki BCR genlerinin translokasyonu sonucu olugsan “Philadelphia”
(Ph) kromozomu, KML'nin karakteristik sitogenetik bulgusudur. t(9;22)
neticesinde, artmis ABL tirozin kinaz aktivitesine sahip bir protein kodlayan,
BCR-ABL fuzyon geni olusur. KML'nin molekuler patolojisi ¢ok iyi
tanimlanmistir. BCR-ABL fluzyon proteini, iliskide oldugu ¢ok sayidaki yolak
ve proteinler araciligi ile hucre adhesyonu, mitojen sinyal aktivasyonu,
apoptoz ile ilgili genlerin aktivasyonlarini etkileyerek, hematopoetik kok
hucrelerde malin transformasyona yol agar. BCR-ABL sinyallerinin, DNA
onarim bozukluklari, ilave kromozomal degisikliklerin olusumu ve
mutasyonlarla iligkisi de gosterilmigstir (186, 196).

KML genellikle orta-yas hastaligi olup, erkeklerde kadinlara gore daha
siktir (1,5:1) (17). Bizim g¢alismamizda de@erlendirmeye alinan toplam 21
yeni tani hastasinin 11’i erkek (%52,4), 10'u (%47,6) kadin olup erkek/kadin
orani 1,1 dir. KML’nin ortalama gorulme yasi 45-55 olarak saptanmistir. Bizim
calismamizda vyeni tani hastalarinin yasglari 13-81 vyas arasinda
degismektedir ve ortalama yas 49,33+18,82 SS (standart sapma) olup,
literatUrlerde verilen bilgiler ile uyumludur.

KML’de en belirgin laboratuar bulgusu l6kositozdur (38). Birgok
calismada ortalama 134.000/mm? ile 225.000/mm3® arasinda istatistiksel
dagihm gostermekle birlikte 16kositoz, 20.000/mm¥*den 500.000/mm¥den
daha fazlaya kadar degisir (28). Bizim ¢alismamizda, 20 yeni tani hastasina
ait beyaz kire sayisi 19800-518000 /mm3* arasinda degismekte olup
ortalama beyaz kire sayisi 145115+ 130794 SS/mm?3 ti ve literatlrlerde
belirtilen yeni tani konan KML hastalarinin beyaz kire sayilari ile uyumlu
bulunmustur.

Rutin  sitogenetik  analizler KML  hastalarinin  yanitlarinin

degerlendiriimesinde halen altin standart olarak gérulmektedir. (106, 120,
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197) Sitogenetik c¢alismalar, KML’de ekstra kromozomal anormalliklerin
belirlenmesi icin ideal yontemlerdir. Ancak, sitogenetik calismalarin uzun
zaman almasi ve test edilen her drnekte hicrelerin sadece %20-25'inin
metafazda olmasi bu teknigin olumsuz yonleridir. (198) Yeni tedavi
alternatifleri ile birlikte, hastalarin pek ¢cogu tam sitogenetik yanita ulastigi
icin, minimal reziduel hastaligi (MRH) tespit etmek icin, daha hassas ve
dogru tekniklere ihtiyag vardir (106, 120, 197). Hem interfaz hem de metafaz
hicrelerinde analize olanak saglayan FISH teknidi, son yillarda kromozomal
aberasyonlarin analizinde uygulanan konvansiyonel sitogenetik yontemlere
ek olarak guglu bir tamamlayici tetkik olarak gosterilmeye baslanmigtir (199).
Gergek zamanli kantitatif PCR (QR-PCR) yéntemi, son yillarda BCR-ABL
transkriptlerinin izleminde tercih edilen ve hassasiyeti yuksek bir yontem
haline gelmistir (102, 200-202).

2008 yilinda Lundan ve ark.’nin (203) 96 KML hastasindan elde edilen
222 kemik iligi ve 123 periferik kan érnedinden yaptigi calismada tani aninda
konvansiyonel G-bantlama ile sitogenetik calismalar ve metafaz FISH
analizleri yapiimis, Ph+ veya BCR-ABL fuzyon pozitif olan hucrelerin %90-
100 arasinda bulunmustur. Bizim ¢alismamizda, 21 yeni tani hastasinin FISH
yontemi ile elde edilen 1(9;22)(q34;q11) pozitiflik yuzdesi 88-100 arasinda
degismekte olup ortalama yuzde 97,524+3,108 SS dir. Bu da literatlrde
verilen bilgiler ile uyumludur.

2008 yilinda Lundan ve ark.’nin (203) yapmis oldugu c¢alismada, 32
hastadan tani aninda kemik iligi 6rnegi alinmis ve bu 6rneklerde BCR-ABL/
GUS (B-glukuronidaz) orani %34 (%11-106) olarak bulunmustur. Tani
anindaki periferik kan érnek sayisi 27 olup ortanca BCR-ABL/GUS orani %35
(%8-80) dir. Bizim galigsmamizda, 21 yeni tani hastasinin QRT-PCR yontemi
ile elde edilen t(9;22)(q34;911) pozitiflik ylzdesi 0,19-1817 arasinda
degismekte olup ortalama yuzdesi 770,581+£582,957 SS dir. Bu bize yeni tani
degeri olmayan eski takip hastalarinin takip degerlerinin logaritmik
azalmalarini hesaplamada ilk tani degerini belirleme agisindan bir kolaylik
saglayacaktir. Bunun yani ilk tani degerini bilmedigimiz vakalarin bdylece
QRT-PCR yontemi ile elde edilen 1(9;22)(q34;911) pozitifik ortalama
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yuzdelerini  770,581£582,957 SS olarak kabul etmemize olanak
saglayacaktir. Bu da, yeni tani anindaki degerleri bilinemeyen ya da farkli
tekniklerle analizleri yapilmig olan vakalarin QRT-PCR sonuglarinin standart
sekilde degerlendirilebilmesi agisindan oldukga yararli bir mihenk noktasi
olacaktir.

Bizim calismamizda elde edilen yeni tani QRT-PCR yuzdeleri 2008
yihinda Lundan ve ark.’nin (203) yapmis oldugu calsmada bulduklari yeni tani
QRT-PCR yuzdelerine gore daha yuksektir. Bunun nedeni Lundan ve ark.
(203) yapmis oldugu calismada kontrol gen olarak son zamanlarda tavsiye
edilen GUS kullanmalarina ve farkli nedenlere bagli olabilir. BCR-ABL/kontrol
gen oranlari mutlak degildir ve BCR-ABL transkript seviyelerini kargilastirmak
icin kullanilan “house-keeping” genlere gore degiskenlik gosterebilmektedir.
Bao ve ark.’nin (204) yaptigi calismada G6PDH kullanilirken, diger
calismalarda normal ABL, normal BCR, R2-mikroglobulin, R-glukronidaz
kullanilabildigi icin genel anlasma saglanamamistir. Bu nedenle vyeni
karsilastirmali ¢calismalar yapiimahdir (204).

Gergcek zamanh kantitatif PCR (QR-PCR) yodnteminde, hasta
materyalleri arasinda, PCR reaksiyonunun verimini etkileyen degiskenler
(RNA ve cDNA kalitesi vb), bir kontrol gen (ABL, BCR, G6PDH) aracilgi ile
normalize edilmektedir. Kantitatf PCR bircgok akademik ve ticari
laboratuarlarda yapilmakla beraber standardize degildir ve merkezler arasi
kalite degigkendir. Hasta materyallerinin kalite ve miktarina dayali olarak
yapilan bu testlerde, calisilan bir drnegin test hassasiyetini gosterecek,
standart calisma materyalleri bulunmamaktadir. Ornegin hastaya ait
materyalin laboratuara nakli sirasinda gegen uzun sure ve uygun olmayan
tasima kosullari, degradasyon problemlerine ve buna bagl olarak da yanlis
negatif sonucglara neden olacaktir. Bir baska problem de halen sonuglarin
laboratuarlar arasinda karsilastirilabilir olmamasidir (102, 200-202).

FISH ve QRT-PCR teknikleri molekuler hematoloji laboratuarlarinda
siklikla kullaniimaktadir. Fakat ¢ok az sayidaki galisma gercek anlamda bu iki
yontemin Ph+ |6semi hastalarinda tani koymada ve minimal rezidtel hastalik

tespitindeki sensitivitesini karsilastirmistir (205).
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FISH ve QRT-PCR yontemlerini kargilastiran ilk ¢calisma interferon ile
tedavi edilen 24 KML hastasinda yapilmistir. Bu ¢alismada her iki yontemde
guvenilir bulunmus ve iyi korelasyon gostermistir. Fakat bizim ¢alismamizdan
farkli olarak QRT-PCR ile molekuler dizeyde negatiflige ulagilamamistir
(205).

Bao ve ark.’nin (204) 2007 yilinda Ph+ KML veya Ph+ ALL tanisi olan
23 hastadan elde edilen toplam 77 materyalden yaptigi ¢calismada BCR-ABL
fuzyon genini tespit etmede FISH ve QRT-PCR ydntemleri arasinda
vakalarin ¢ogunda uyumluluk bulunmustur. Bao ve ark. (204) yaptiklar
calismada FISH yonteminde yanlis negatifligi azaltmak amaciyla pozitiflik
cut-off sinirini %10 olarak kullanmistir.

FISH yéntemi yeni tani konmus I6semilerin taramasinda guvenilirdir.
Bao ve ark.’nin (204) yaptiklari ¢alismada yeni tani konmus BCR-ABL pozitif
l6semilerin %100 ‘Unde FISH ve QRT-PCR ydntemiyle elde edilen sonuglar
pozitiftir. Bizim c¢alismamizda da yeni tani konmus BCR-ABL pozitif KML
hastalarinin %100 ‘Unde FISH ve QRT-PCR yodntemiyle elde edilen sonuglar
pozitiftir. Yeni tani hastalarinda FISH yontemi ile yapilan analizler guvenilir
olup, takip hastalarinda minimal rezidiel hastalidin takibinde QRT-PCR
yonteminin sensitivitesi daha yuksek olarak saptanmistir.

Raanani ve ark.’nin (206) imatinib ile tedavi edilen 24 KML hastasinda
molekuller takip yapmis ve hastalarin imatinibe olan cevabini FISH,
multipleks PCR ve QRT-PCR metotlari arasinda karsilastirmis. %83 hastada
FISH ve QRT-PCR sonuglarini uyumlu bulmustur. BCR-ABL/ABL orani
%2’nin altinda olan tim 6rneklerde FISH sonucu negatif olarak saptanmistir.
Bu da QRT-PCR ve FISH testi arasinda harika bir uyum oldugunu
gOstermigtir.  Bizim g¢alismamizda BCR-ABL/ABL QRT-PCR ylzdesi
%10,75'in altinda olan tum orneklerde FISH sonucu negatif olarak
saptanmistir.Bu da onceki takiplerinde BCR-ABL/ABL QRT-PCR ylzdesi
%10,75'in Ustinde olan hastalardan FISH analizi istenebilecegi seklinde

yorumlanabilir.

78



Kim ve ark.’nin (207) yapmis oldugu calismada FISH sonucunun
pozitif QRT-PCR sonucunun negatif oldugu ornekler bulunmasi nedeni ile bu
konuyla ilgili yeni arastirmalar yapilmasi gerekmektedir.

Lundan ve ark.’nin (203), 132 6érnekte kemik iligi metafaz FISH ve
periferik kan QRT-PCR analiz sonuglarini karsilastirdiklari galismada, her iki
analizle 62 tanesinde pozitif sonug bulunmus ve sonuglar birbiri ile iyi korele
olarak saptanmis. Metafaz FISH analiz sonucu negatif olan 30 vakada QRT-
PCR yontemi ile BCR-ABL translokasyonu tespit edilebilmistir. FISH sonucu
pozitif QRT-PCR sonucu negative olan drnek saptanmamistir. 40 Ornekte
hem metafaz FISH hem QRT-PCR sonucu negatif saptanmistir. Ayni
calismada 181 kemik iligi 6érneginden elde edilen materyalin metafaz FISH
analizi ve QRT-PCR sonuglari karsilastiriimig, kemik iligi metafaz FISH ve
QRT-PCR metafaz sonuglari 62 vakada pozitif, FISH ile tam sitogenetik
yanitin alindigi 44 vakada QRT-PCR ile BCR-ABL transkripti saptanmistir. 69
vakada hem tam sitogenetik yanit hem de molekuler yanit gozlenmigtir.

Durak ve ark.’nin (208) 2008 yilinda yaptigi c¢alismada, Ph
translokasyonunun belirlenmesinde klasik sitogenetik, FISH ve RT-PCR
kullanilan akut lenfoblastik [6semili (ALL) ve kronik myeloid I6semili (KML) 63
olgunun sonuglari retrospektif olarak analiz edilmis ve U¢ farkli yontemin
avantaj ve dezavantajlar degerlendirilmigtir. ALL ve KML hasta grubunda
sitogenetik ve FISH sonuclari uyumlu bulunmustur. Ancak FISH ve RT-PCR
sonuglari arasinda uyumsuzluk olan ALL ve KML'li olgular saptanmistir. ALL
olgularinda FISH ile Ph pozitif bulunan 2 (%15.4) olgu klasik sitogenetik ve
RT-PCR ile negatif bulunmustur. KML grubunda ise FISH ile Ph pozitif
bulunan 4 (%8) olgu RT-PCR ile negatif, RT-PCR ile Ph pozitif bulunan 3
(%6) olgu ise FISH ile negatif bulunmustur. Bizim ¢alismamizda, FISH degeri
negatif olan 65 hastanin 4’inde QRT-PCR sonucu negatif, 61’inde QRT-PCR
sonucu pozitif olarak saptandi. Bu sonu¢ RT-PCR yonteminin sensitivitesi
nedeniyle beklenen bir durum olarak degerlendirilmistir. Ph negatif, BCR-ABL
pozitif sonuglardan, normal gorinen metafazlardaki submikroskobik BCR-
ABL yeniden duzenlemeleri sorumlu olabilir. Minimal reziduel hastaligin

degerlendiriimesi agisindan klasik sitogenetik, FISH ve QRT-PCR ydntemleri
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karsilastirildiginda, RT-PCR reziduel KML hucrelerinin saptanmasinda 1000-
10000 kat daha sensitifdir (40-22). RT-PCR’in duyarlihgi tedavi sonrasi takip
asamasinda olduk¢a 6nemli oldugu belirtiimekte (209), 6zellikle komplet
sitogenetik yanita sahip olan hastalarda minimal rezidtiel hastaligin
degerlendiriimesini kolaylastirmistir (210). Bu sonug, QRT-PCR’in, imatinib
ile tedavi edilen KML hastalarinin ozellikle de MRH takibinde artik altin
standart olarak dusunulmesi gerektigini desteklemektedir.

Cox ve ark.’nin (211) 1998 yilinda yaptiklari ¢alismada, BCR-ABL
pozitif |16semili 75 hastanin 4’inde RT-PCR ile BCR-ABL pozitif iken FISH ile
Ph negatif; bir hasta da ise FISH ile Ph pozitif iken PCR negatif olarak rapor
etmislerdir. Ph pozitif, BCR-ABL negatif sonuglar; teknik hata veya BCR-ABL
translokasyonunun nadir formlarina bagl olabilmektedir. RT-PCR ‘a ait yanlis
negatif sonuglar 16semik hucrelerin periferik kanda kemik iligine gore daha
duguk duzeyde bulunmasina da baglanmaktadir (211,212).

Yukarida bahsedilen dort calismada oldugu gibi FISH ve QRT-PCR
yontemleri tam olarak uyumluluk géstermez. Bizim c¢alismamizda da, FISH
degeri pozitif olan 70 hastadan birinde QRT-PCR degeri negatif olarak
saptandi. FISH ve QRT-PCR degerleri arasinda 73 vakada (%54,1) uyum, 62
vakada (%45,9) uyumsuzluk vardi. QRT-PCR degeri negatif olan bir
hastadaki FISH ylzdesi %4 gibi dusik bir deger olup cut-off sinirlari
icerisindedir. FISH’de elde edilen %4’lUk pozitiflik normal hicrelerde BCR ve
ABL sinyallerinin Ust Ustte gelmesi ile de aciklanabilir. QRT-PCR degeri
negatif olan drneklerde FISH yuzdeleri pozitif hGicrelerin bulunmasinin anlami
uzun sdreli yasayip dolasan monositlerin FISH yontemi ile tespit edilebilir
olmasina bagl da olabilir. FISH ile QRT-PCR yodntemleri arasindaki
farkhliklar sunlardan dolayr da olabilir; biyolojik farkliliklar, érnegin isleme
tarzi, target genlerin farkh amplifikasyonu veya FISH'de segilmis hicrelerin
kaybi ya da kazanilmasidir. FISH ydntemi ayni zamanda QRT-PCR ile
amplifiye olmayan seyrek minor kiriima noktalarini tespit edebilmektedir. Bu
ve diger nedenlerden dolayr QRT-PCR standardizasyonu oOnerilmektedir
(213). FISH'in sensitivitesi yanlis pozitif sonugla sinirlanabilir. Cinkd normal

hicrelerde BCR ve ABL sinyalleri Ust Ustte gelebilir. KML hcrelerini saptama
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limiti pratikte %1-5 olup kullanilan proba, c¢ekirdek boyutuna, ABL geni
icerisindeki kirllma noktasinin tam oranina, sinyallerin Ust Ustte binmesine
baghdir (214-216).

Minimal rezidiel hastallk (MRH) tespitinde QRT-PCR’nin en hassas
yontem oldugu iddia edilmektedir. Fakat tam sitogenetik yanitin elde edildigi
21 hastada yapilan g¢alismada, FISH yontemi ile hastalarin timinde FISH
yontemiyle BCR-ABL tespit edilme orani %1-2 iken, QRT-PCR ile flizyon m-
RNA transkriptleri sadece 6 hastada tespit edilmistir. Bu da transkripsiyonel
olarak sessiz BCR-ABL hucrelerinin varhgini desteklemektedir (217, 218).

QRT-PCR, sitogenetik ve FISH yontemleri ile karsilastirildiginda daha
dUsuk spesiviteye sahiptir. Bunun nedeni negatif érneklerin pozitif érnekler ile
kontaminasyonudur. Bu da MRH takibinde QRT-PCR’nin tek basina
diagnostik test olmasini sinirlamaktadir (219).

QRT-PCR kalitatif RT-PCR’ye gore yakin zamanda olabilecek
sitogenetik veya hematolojik relapsi daha iyi tahmin eder. Artmig I6semik
yukU tespit etmek tam sitogenetik remisyonda olan hastalarda bile erken
teropatik miidaheleye olanak saglayabilir (218-222) imatinib tedavisi boyunca
%70’den fazla hasta konvansiyonel karyotipe gore tam sitogenetik yanita
ulasmakta fakat c¢codu hasta FISH veya RT-PCR analizine gore Ph
kromozomu pozitif olarak kalmaktadir (223). Kantarjian ve arkadaslarinin
2003 yilinda yaptiklan bir ¢alismada sitogenetik ve QRT-PCR calismalari
arasinda iyi bir korelasyon bulmugtur. Ayni zamanda QRT-PCR degerleri ve
sitogenetik cevap kategorileri arasinda iyi bir uyum bulmustur (224). Bu
calismada interferon alfa tedavisi basarisiz olup, imatinible tedavi edilen 180
Ph+ KML hastasinda tedavi boyunca farkli zamanlarda elde edilen 543
sitogenetik ve QRT-PCR sonuglari degerlendiriimis. Ortanca QRT-PCR
degeri sitogenetik cevap kategorilerine yanitsiz olan grupta (Ph, >%90) QRT-
PCR degeri %36, minor cevap grubunda (Ph, %35-90) %22, kismi cevap
grubunda (Ph, %1-34) %7.3, tam yanit grubunda (Ph, %0) %0,89 dur.
Sitogenetik cevap kategorileri (yanitsiz, minor, kismi, tam cevap) ve QRT-
PCR degerleri (>%10, %2-10, <%Z2) arasinda %66 uyumluluk, %10 major

uyumsuzluk bulunmustur. Tam sitogenetik yanita ulagsmig 170 Ornekten
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%271'inde QRT-PCR degeri >%10, %53'Uunde QRT-PCR degeri <%1
bulunmustur. Kantarjian ve arkadaslarinin 2003 vyilinda vyaptiklari bu
calismada QRT-PCR degeri >%10 olanlarin %30’u yanitsiz veya minor
sitogenetik yanit grubunda, %14’G parsiyel sitogenetik yanit grubundadir.
QRT-PCR degeri %2-10 arasinda olanlarin %1’i yanitsiz veya minor
sitogenetik yanit grubunda, %7’si kismi sitogenetik yanit grubunda, %8’i tam
sitogenetik yanit grubunda oldugu bulunmustur. QRT-PCR degeri <%?2
olanlarin %71’i yanitsiz veya minor sitogenetik yanit grubunda, %1’i kismi
sitogenetik yanit grubunda,%9’u tam sitogenetik yanit grubunda bulunmustur
(224).

Lundan ve ark.’nin (203) yaptidi calismada 132 ornekte kemik iligi
metafaz FISH ve periferik kan QRT-PCR analiz sonuglari kargilastirildiginda
ortanca BCR-ABL/GUS orani tam sitogenetik remisyonda olan hastalarda
(%0), %0,037, tama yakin cevapta (<%1) %0,201, kismi cevapta (%1-34.9)
%0,487, minor cevapta (%35-95) %5,741, yanitsiz grupta (>%95) %18,
totalde %0,067 olarak bulunmustur. 181 kemik iligi drneginden elde edilen
materyalin metafaz FISH analizi ve QRT-PCR sonuglari karsilastiriimis,
ortanca BCR-ABL/GUS orani tam sitogenetik remisyonda olan hastalarda
(%0), %0,026, tama yakin cevapta (<%1) %0,294, kismi cevapta (%1-34.9)
%2,217, minor cevapta (%35-95) %11,836, yanitsiz grupta (>%95) %33,086,
totalde %0,018 olarak bulunmustur.

Yukarida bahsedilen iki galismada oldugu gibi bizim ¢alismamizda da,
FISH degerlerine gore yapilan sitogenetik yanit gruplarina ait QRT-PCR
degerleri arasinda uyumluluk bulunmustur. Azalan FISH degerleri ile beraber
QRT-PCR degerlerinde de azalma gorulmagtir. FISH degerlerine gore
yapilan sitogenetik yanit gruplari arasinda QRT-PCR ylzdeleri agisindan
anlamli farkhihk bulunmustur (p<0,001). Bu da FISH degerini bilip QRT-PCR
degerini bilmedigimiz KML takip hastalarinda QRT-PCR degerleri hakkinda
fikir sahibi olmamizi ve sonraki takiplerinde tedaviye yanit acgisindan
logaritmik degisiklileri tespit etmede faydali olacaktir.

KML tedavisinin amaci uzun sureli sagkalim ve molekuler remisyonun

saglanmasidir. Bu amaca allojenik kok huacre nakli ile ulasilabilir. Ayni
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zamanda daha az komplikasyona sahip tirozin kinaz inhibitorleri kullanilarak
da ulasilabilir. Bcr-Abl tirozin kinaz aktivitesinin baskilanmasi, Ph pozitif
hicrelerde proliferasyonu inhibe ederken, apoptozu indiklemektedir. KML
hastalarinda, bu amacla uygulanan imatinib (Gleevec, Novartis Pharma),
dasatinib (Sprycel, Bristol-Myers Squibb) ve nilotinib (Nilotinib, Tasgina,
Novartis Pharma) gibi ilaglar, Bcr-Abl aktivitesini inhibe edip, Ber-Abl pozitif
hicre sayisini azaltmak ve hastaligi  kontrol altina alabilmeyi
hedeflemektedir. KML hastalarinda, hastalikh hlcre dizeylerinin izlenmesi,
hasta ya spesifik tedavilerin etkinliginin saptanmasi ve tedavi stratejileri
(sekli, suresi vb) ile ilgili dogru kararlar alinmasi, tedavinin basarisi igin kritik
oneme sahiptir. Belirlenen zaman araliklarinda, tedaviye yanit duzeylerinin
tespiti, hem prognozda ve hem de hastaliksiz sagkalim siresinin
uzatiimasinda onem tasir (186). Shah ve ark.’nin (225) yapmis oldugu
calismada tam sitogenetik yanita ulasmis 23 hastadan Q’unun en az bir kez
QRT-PCR degeri negatif bulunmus bu da imatinib tedavisi ile molekuiler
remisyonun saglanabilecegi dogrulamaktadir. Bizim galismamizda, yeni tani
hastalarinin FISH ve QRT-PCR yontemleri ile elde edilen 1(9;22)(q34;911)
pozitiflik yuzdeleri ile takip hastalarinin FISH ve QRT-PCR ydntemleri ile elde
edilen 1(9;22)(q34;911) pozitifik ylzdeleri arasinda anlamli farkhlik
bulunmustur. (p<0,001). Bu da imatinib tedavisi alan KML hastalarinin,
tedaviye sitogenetik ve molekuler yanitlar veriyor olmasi ile iligkilendirilebilir.
Bolinen metafaz hicreleri ile yapilan sitogenetik yontemlerden farkli
olarak periferik kandan elde edilen interfaz FISH sonugclari kemik iliginden
elde edilen interfaz FISH sonuglari ile ayni sensitivitededir. (219,226-228)
Cogdu arastirmaci periferik kandan yapilan FISH sonuglari ile kemik iliginden
yapilan FISH sonuglarini karsilastimig, bazi arastirmacilar korelasyon
bulurken bazilari korelasyon bulmamistir (226, 228-231). Dolasan
lenfositlerin orani kemik iligi ile periferik kan FISH sonuglari arasindaki
farkhligi aciklayabilir. Bizim ¢alismamizda yeni tani ve takip hastalarinda
kemik iligi kullanilarak elde edilen FISH yontemi analiz sonuglar ile periferik
kan kullanilarak elde edilen FISH yontemi analiz sonuglari arasinda anlaml

farkhlik bulunmamistir.
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FISH gibi QRT-PCR da da bdlunen hucrelere ihtiyag duyulmaz. Bu
yuzden periferik kandan faydalanilabilir. Periferik kandan alinan kalitatif
sonuglar kemik iliginden alinan Kkalitatif sonuglar ile iyi korelasyon
gOstermektedir. (214, 232, 233) Kantarjian ve ark.’nin (224) 2003 yilinda
yaptiklari bir calismada kan ve kemik iligi QRT-PCR degerleri arasinda %83
uyumluluk bulunmusgtur. 2008 yilinda Lundan ve ark.’nin (203) yaptigi
calismada, tani anindaki kemik iligi ve periferik kandan elde edilen BCR-
ABL/GUS oranlari arasinda anlaml farkliik gézlenmemistir. Ancak Stock ve
ark.’nin (234) 2006 yilinda yaptiklari ¢alismada 41 KML hastasinda periferik
kan ve kemik iligi orneklerinden elde edilen QRT-PCR sonuglarini
karsilagtirmistir. QRT-PCR analizi ile yapilan BCR-ABL odlgimlerini kemik iligi
ve periferik kan orneklerinde farkl bulmus, kemik iligine ait degerlerin
periferik kana gore daha yuksek ¢ikmasi sonucunda MRH takibinde kemik
iligi 6rneklerinin kullaniimasinin daha dogru olacagini belirtmigtir. Bizim
calismamizda, yeni tani ve takip hastalarinda kemik iligi kullanilarak elde
edilen QRT-PCR ydntemi analiz sonuglari ile periferik kan kullanilarak elde
edilen QRT-PCR yb6ntemi analiz sonuglarn arasinda anlamh farkhlik
bulunmamistir. Hastalarin tani ve takibinde FISH ve QRT-PCR analizi igin
periferik kan kullanilabilecegi sonucuna variimigtir. Bu 6zellik, imatinib
kullanmakta olan hastalarda rezidiel KML klonunun periferik kan érneginden
PCR ile monitorizasyonunu saglayarak invazif kemik iligi aspirasyon islem
sikhgini azaltmaktadir. Fakat hastaligin ilerlemesindeki diger morfolojik
Ozelliklerin ve sitogenetik klonal gelisimin takibi igin periodik kemik iligi
calismalarinin (6érnegin 6-12 ay) yapilmasi énerilmistir (224).

Son zamanlarda cesitli gruplar imatinib tedavisi alip sitogenetik
remisyonda olan KML hastalarindaki klonal sitogenetik anomalilerin ortaya
cikmasi ile ilgili galhismalar yapmislardir. Bu anomalilerin anlami halen
tartismalidir ve hastaligin ilerlemesini tahmin etmede veya Iimatinib
tedavisine sekonder gelisen myelodisplastik degisikligi gostermede veya
herhangi bir klinik sonucunun olup olmadigini bildirmedeki anlami heniz
bilinmemektedir. (235-239)
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Bao ve ark.nin (204) 2007 yilinda Ph+ KML veya Ph+ ALL tanisi olan
23 hastadan elde edilen toplam 77 materyalden yaptidi ¢alismada FISH
yontemi ve beyaz kire sayisi arasinda oldugu gibi QRT-PCR ve beyaz kire
sayisi arasinda da daha az iliski bulmustur. Bizim calismamizda, FISH
degerlerine gore yapilan sitogenetik yanit gruplarina ait beyaz kire sayilari
arasinda anlaml farklihk bulunmustur. Hastalar tedavi edildikce beyaz kure
sayilarinin dugmesi nedeni ile bu beklenilen bir durumdur.

Sonug olarak, 78 hastada yapilan FISH ve QRT-PCR sonuglarinin
kargilastirmalari ve takipleri sonucunda QRT-PCR’in dusuk seviyedeki BCR-
ABL transkript seviyelerini tam olarak dlgmeyi sagladigi ve MRH i¢in hassas
bir gosterge oldugu dogrulanmistir. QRT-PCR’in, Ph+ KML hastalarina tani
koymada ve takipte guvenilir bir yontem oldugu gosterilmigtir. Yeni tani
konmus KML vakalarinda BCR-ABL flzyon geninin saptanmasinda QRT-
PCR ve FISH iyi korele olarak bulunmustur. FISH yonteminin yeni tani konan
hastalara hizl tani koymada faydali oldugu fakat MRH takibinde yeteri kadar
sensitif olmadigi goérilmekle birlikte QRT-PCR ydnteminin sensitivitesinin
mutlak gerekliligi KML hastalarinin tani ve takibinde her iki yonteminde korele
kullanilmasinin, herhangi bir yontemin tek basina kullanimindan ¢cok daha

fazla etkili oldugu goraimustar.
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