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Kronik Miyeloid Losemide Genetik Tani
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OzZET

Kronik miyeloid 16semi (KML), eriskinlerdeki I6semilerin %15-20’sini olusturan ve
nadir hastaliklar grubunda yer alan bir hematolojik malignitedir. KML de genetik
tani, genetik biliminin kendi alt disiplinleri arasindaki is birligi ile yurittlmesi
gereken ve hastanin klinik bilgilerinin de takip sirasinda géz oOninde
bulundurulmasi elzem olan uzun bir slireci kapsamaktadir. Sitogenetik, floresan
in situ hibridizasyon ve real-time PCR yontemleri tani ve takipte; Sanger dizileme
ve yeni nesil dizileme yontemleri ise 6zellikle prognoz tayini ve tedavi direncinin
belirlenmesinde kullaniimaktadir. Gelecekte yapilacak ekzom, genom ve
transkriptom dizeyindeki g¢alismalar ile mevcut genetik tani algoritmalarinin
revize edilerek tedavilerin daha etkin hale gelmesinin saglanacag
distintilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Kronik myeloid I6semi, BCR-ABL1, genetik

Gelis Tarihi: 06.03.2020 Kabul Tarihi: 11.03.2020

ORCID ID:H.B.E. 0000-0002-4391-1387, A.O.K. 0000-0003-1116-8346

ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia (CML) is a hematological malignancy that constitutes
15-20% of leukemias in adults and is in the rare diseases group. In CML, genetic
diagnosis involves a long process, which should be carried out in collaboration
between the sub-disciplines of medical genetics, and that the clinical information
of the patient should be taken into consideration during follow-up. While
cytogenetics, fluorescent in situ hybridization and real-time PCR methods are
used in diagnosis and follow-up; Sanger sequencing and next generation
sequencing methods are especially used in determining prognosis and treatment
resistance. It is thought that the current genetic diagnostic algorithms will be
revised and the treatments will be made more effective with future exom,
genome and transcriptom studies.
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GiRiS

Kronik miyeloid lé6semi (KML) insidansi 1-2 vaka/100.000/yil olan,
eriskinlerdeki I6semilerin %15-20’sini olusturan ve nadir hastaliklar grubunda yer
alan bir hematolojik malignitedir (1). Neoplastik hicrelerin mengei primitif
pluripotent kok hiicreler olmakla birlikte; kemik iliginde miyeloid hiperplazi,
periferik kanda olgun miyeloid hiicrelerden kaynaklanan bazofilinin de gorildigu
lokosit artisi ve splenomegali ile karakteristiktir.

KML'nin klinigine ve tedavi direncine zemin hazirlayan molekiler
etyopatogenez mekanizmasi, hassas tip (precision medicine) uygulamalarinin
gelistiriimesinde kilometre tasi olmustur. Bilindigi Gizere, insan genom projesinin
2003 yilinda tamamlanarak tim insan genom dizisinin ¢ikarilmasi, “omik
teknolojileri” denilen yeni bir ¢ag agmistir. KML’ye yaklasimin tarihsel gelisimine
bakildiginda omik teknolojilerinin temeli aslinda giinimuizden 61 yil 6nceye, yani
Philadelphia kromozomu — t(9; 22)(g34; q11) ile KML'nin iliskisinin gosterildigi
tarihe kadar dayanmaktadir (2). Sonrasinda yapilan g¢alismalar da bu
translokasyon neticesinde olugan BCR/ABL1 flizyon geninin rind olan 210 kDa
(p210) molekil agirhgindaki proteinin, tirozin-kinaz aktivitesini etkileyerek
kontrolstiz hiicre ¢ogalmasini indukledigini ispatlamigtir (3). Hastalarin
¢ogunlugunda p210 proteini gorilmekle birlikte, kromozomal kirik noktalarinin
varyasyonu sebebiyle %5 oranda p190 proteini, %1’den daha az oranda da
elda3, el3a3, ela3, el9a3, e6a2, e8a2 ve el8a2 proteinleri tespit
edilebilmektedir (4, 5).

KML hastaliginin molekdler etyopatogenezine yonelik bu 6nemli kesifler tedavi
anlayisina da yeni bir bakis agisi kazandirmis ve giinimuzde birgok hastalikta
kullanima giren veya heniiz arastirma-gelistirme agsamasinda olan hedefe yonelik
tedavilerin glindeme gelmesini saglamistir. Bu minvalde, 2001 yilinda piyasaya
surtlen tirozin kinaz inhibitord (TKI) imatinib mesylate molekili KML
hastalarinda hala ilk secenek olarak tercih edilmektedir (6).

Hem hastalik tanisinda hem de tedavi direncinin belirlenmesinde KML
hastalarinda genetik testlerin Gnemi yadsinamayacak dlizeydedir. Yazimizda KML
tanili hastalarda genetik testler agisindan uygulanacak algoritma ele alinarak,
rutindeki molekiler yontemlerin detayli karsilastirilmasi sunulacaktir.

SITOGENETIK

Sitogenetik analizler rutinde genetik hastaliklarin prenatal ve postnatal
tanisinda germline diizeyde ve hematolojik-onkolojik malignitelerde de somatik
diizeyde uygulanan, kromozomlarin yapisal ve sayisal anomalilerinin analiz
edildigi yontemin adidir. KML vakalarinda kemik iligi hiicre kalturleri, 37°C’de 24
veya 48 saat sliresince inkube edilir. Kultir isleminin sonlandiriimasina 30 dakika
kala kolsisin etken maddesi ilave edilerek harvest (¢ikarim) asamasina gegilir.
Hazirlanan preparatlara Giemsa bantlamasi yapilarak metafaz plagindaki
kromozomlar manuel ya da otomatik slayt tarayici yardimiyla analiz edilir.
Uluslararasi standartlar geregince en az 20 metafaz plagl analiz edilmelidir.
Analize dair bulgular giincel yayimlanmis ISCN’ye (International System for
Human Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak rapor edilmektedir.

Oncesinde de belirtildigi iizere ilk kez KML'de, bir kromozomal anomali ((9;
22)(g34; q11)) bir malignite ile dogrudan iliskilendirilmistir. Aradan gegen zaman
icerisinde farkli kanser tlrlerinin tani, evreleme ve prognoz tayininde efektif
olarak kullanilabilecek birgok sitogenetik biyobelirteg bildirilmistir.

Kemik iligi aspirasyon materyalinden yapilan kromozom analizlerinde t(9;22)
bulgusuna ek olarak; trizomi 8, ekstra Philadelphia kromozomu, izokromozom
17q, trizomi 19, trizomi 20, Y kromozom kaybi, trizomi 17, monozomi 7, trizomi
21 gorilebilir. Trizomi 8, ekstra Philadelphia kromozomu, izokromozom 17q ve
trizomi 19 gibi anomalilerin varligi, prognoza olumsuz etki etmektedir. Ozellikle,
TP53 geninin 17. kromozom Uizerinde yerlesik olmasi sebebiyle, bu gendeki
fonksiyon kayiplarinin da dogal olarak prognoza olumsuz yansimasi
beklenmektedir.  Kronik fazdaki hastalarda ek kromozomal anomali orani
yaklasik %5 olarak bildirilmisken, blastik faza giden hastalarda bu oran %50-80’e
kadar gikabilmektedir (7).

KML olgularinda 6zellikle ilk tanida olmak Uzere, tedavi takibi ve prognoz
belirlemede kemik iliginden yapilan sitogenetik analiz 6nemli bir yer tutmaktadir.
Ozellikle floresan in situ hibridizasyon (FISH) ydnteminde t(9;22)’nin klasik sinyal
paterni ile uyumsuz (atipik) durumlarda; kompleks karyotip yapisini tespit etmek
icin diger kromozomal bantlama yontemleri (C-bantlama, R-bantlama, NOR
(nucleator organizer region) gimis boyama), spektral karyotipleme gibi ileri
sitogenetik teknikler ve alternatif molekiler genetik yontemler tercih edilmelidir.

FLORESAN IN SiTU HiBRiDiZASYON (FISH)

FISH yontemi, metafaz ya da interfaz asamasinda durdurulmus hiicrelere, ilgili
bolgeye yerlestirilen spesifik problarin floresan isima ile sinyal vermesi esasina
dayanarak uygulanmaktadir. interfaz asamasinda analiz edilecek 6rnekten hiicre
kiltdri  yapilmasina gerek olmadigindan, metafaz asamasindaki FISH
uygulamalarina gore daha kisa siirede ve daha fazla sayida hiicrede analiz
gergeklestirilmektedir. FISH sinyallerinin degerlendirmesi, floresan mikroskop
yardimi ile yapilmaktadir. Kaynasmis isimalari translokasyon igsimasi olarak
degerlendiriimekte, normalde 2n DNA miktarinda beklenilen BCR ve ABL1
bolgelerine ait sinyal paternleri ikiser tane gorilmesi gerekirken translokasyon
sebebiyle birer tane gorulecektir. Kompleks yeni dizenlemeler ve kromozom
analizlerinde bulunan kompleks kromozomal degisikliklerin gergeklesmesi
sonucunda atipik sinyal paternleri ortaya ¢ikabilir. Bu durumlarda eger simdiye
kadar yapilmamigsa kemik iliginden kromozom analizi endikasyonu mevcuttur.
Ayrica, kemik iligi transplantasyonu siresince hastalar kemik iligini baskilayici
tedavi aldiklarindan, sitogenetik analiz icin yeteri kadar metafaz elde
edilemeyebilir. FISH, bu tip durumlarda kullanigh bir alternatif olarak 6n plana
cikmaktadir.

Hassasiyet agisindan FISH yonteminin, konvansiyonel sitogenetik yontemlere
gore daha hassas oldugu bilinmektedir. Konvansiyonel sitogenetik ile
Philadelphia kromozomu %1 kopya oranina kadar tespit edilebilirken, FISH
yonteminde bu oran %0.2’ye kadar inebilmektedir (8).

REAL TIME-PCR (RT-PCR)

KML hastalarinin  ozellikle tedavi takibi sirasinda niiks ve remisyon
durumlarinin saptanmasinda en sik kullanilan yéntem RT-PCR yontemidir. Bu
yontemin ¢alisma prensibi, BCR/ABLL flizyon genine ait transkriptlerin, ABL1
genine ait transkriptlere oranlanmasi esasina dayanir. Bu sayede kandaki rezidiel
I6semik htcrelerin miktari hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir. RT-PCR
yontemi 100.000 hicre igerisindeki bir l6semik hicreyi saptayabilecek
hassasiyete sahiptir (9). Tedaviye molekiler yanitin takibi, ¢calisma sonucunda
elde edilen IS (international scale) degerine gore yapilmaktadir (10). BCR/ABL1’In
ABL1 kontrol genine oraninin %0.1’in altina dismesi (>3 log azalma), major
molekiler yanit (MMR —majér molecular response) olarak tanimlanmaktadir. Bu
oranin sifir olmasi ise komplet molekiler yanita (CMR — complet molecular
response) ulasildigini ifade eder (11).

Glinimizde, RT-PCR yontemi hala KML'ye molekiler yanitin takibinde en gok
kullanilan yontemdir. Rezidiel hicrelerin takibi 6zellikle minimal rezidiel
hastaligin (MRD — minimal residual disease) erken tanisinda kritik 6nem
tasimaktadir. Bu kapsamda rutinde uygulanabilir daha hassas yontemlerin
gelistirilmesi, minimal rezidlel hastalik zemininde gelisecek relapsin tespiti igin
gereklidir. Bu konuda RT-dijital PCR yontemi kullanigh bir alternatif olarak 6n
plana ¢ikmistir. Son yillarda gen ekspresyon g¢alismalarinda, hot-spot
mutasyonlarin ve kopya sayisi degisikliklerinin (CNV — copy number variation)
tespitinde RT-dijital PCR yonteminin kullanimi gittikge artmaktadir (12).
Hassasiyet agisindan yapilan yontem karsilastirma ¢alismalari da RT-dijital PCR
yonteminin basarisini desteklerken, bu farkin diizeyi hakkinda yorum yapabilmek
icin daha detayl galismalara ihtiyag vardir (13-15).

YENi NESIL DiZiLEME (YND)

Son on yilda YND teknolojilerinin yayginlagmasi ile hematolojik malignitelerde
hem germline hem de somatik genomik degisikliklerin anlamlandiriimasi igin
birgok ¢calisma yapiimistir. KML basligindaki galismalar ise 6zellikle tedavi direnci
ve prognoz tayini Uzerine yogunlasmaktadir. Ekzom dizeyinde baslayan bu
¢alismalar sonrasinda kopya sayisi degisikliklerini de degerlendirmeye katarak
tlim genom analizine, son donemde de tim transkriptom sekanslama (RNA-seq)
asamasina ulasmistir (16). Ozellikle Philadelphia kromozumu etrafindaki
kromozomal yeniden dizenlenmeler RNA-seq datasi (zerinden tespit
edilebilmektedir. Bu tlr yeniden dizenlenmelerin tedaviye direngli hastalardaki
orani %33 olarak bulunmusken, TKI'lara optimal yanit veren hastalarda da %11
diizeyinde tespit edilmistir.
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Kisiye 6zgl tedaviler ve hassas tip uygulamalari, fenotipik olarak benzer
ozelliklere sahip malignitelerin genomik profillerinin ¢ikariimasi halinde her
birinin kendine has bir karakter ortaya koydugunu gostermistir. Simdiye kadar
ASXL1, RUNX1, IKZF1, TP53 ve SETD1B genlerinin KML ile iliskisi gosterilmistir
(17). Bu genlerin patojenik mutasyonlarinin da TKI direncine katki sagladigi
distntlmektedir.

Klinik risk

Tani sirasinda
dizileme calismasi

BCR/ABL1 kinaz domain mutasyon testi TKI direnci suphesinde ilk tercih
genetik testtir. TKI direnci olan hastalarin yaklasik %50'sinde bu bdlgede
mutasyon tespit edilebilir. Bu bolge mutasyonlar arasinda en sik saptanan ve en
bilineni T3151 mutasyonudur (18). ilk asamada konvansiyonel dizileme
yontemiyle galisiimaya baglanan BCR/ABL1 kinaz domain mutasyonlari, hem
teknolojik olanaklarin yayginlasmasi hem de teknik Ustinliik sebebiyle ginimiiz
rutininde YND teknolojileri ile analiz edilmektedir. Henliz lizerinde kesin bir goris
olmamakla birlikte KML olgularinda izlenecek molekiler genetik tani yaklagimi
Sekil 1’de gosterilmistir.

Tedavi direncinde
dizileme calismasi

BCR/ABL1 kinaz
domain mutasyon
analizi

Blastik Faz + YND

KML

Sekil 1. KML'de genetik tani algoritmasi
SONUC

KML’de genetik tani, genetik biliminin kendi alt disiplinleri arasindaki is birligi
ile yurutulmesi gereken ve hastanin klinik bilgilerinin de takip sirasinda goz
onilinde bulundurulmasi elzem olan uzun bir sireci kapsamaktadir. Gelecekte
yapilacak ekzom, genom ve transkriptom diizeyindeki galismalar ile mevcut
genetik tani algoritmalarinin revize edilerek tedavilerin daha etkin hale
gelmesinin saglanacagi disiunilmektedir.
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