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1-GIRiS

Akut miyeloblastik 16semi (AML), tiim diinyada her y1l yiiz binde 2-3 kiside
goriilme sikligiyla ve son 20 yildir goriilme sikliginda cok biiyiik degisikliklerin
gozlenmedigi, giiniimiizde hala oldukca Oliimciil seyirli, klonal hematopoietik kok
hiicrelerden kaynaklanan malin hastalik grubudur. (Thiede ve ark 2002, R.E Gale,
2003)

Gliniimiizde bu hastalikla miicadelede uygulanan yoOntemler; Once bu
hastalarin etiopatogenezinde rol alan muhtemel risk faktorleri ve genetik faktorleri
belirlemek, prognostik degeri belirlenen bu faktorlere yonelik uygun tedavi

yontemlerini uygulamak seklindedir ( R.E Gale, 2003).

Bu amacla yapilan siniflandirmalardan biri, sitogenetik analizlere gore

AMLyi 3 farkli gruba ayirmaktadir ( Harris ve ark.,1997).

1) Dengeli kromozomal aberasyonlar: Bu gruptaki hastalar iyi prognostik

grupta yer alirlar.

2) Dengesiz kromozomal aberasyonlar: Kotii prognozla birliktelik

gostermektedir.

3) Normal karyotipi: Bu gruptaki hastalar, tim AML’lerin % 45’ini
olusturan ve orta klinik prognozu oldugu bildirilen hastalardir. Bu gruptaki
hastalarda prognostik degeri olan alt siniflandirmalarda kullanilabilecek veya
takipte risk degerlendirmesi yapilabilecek herhangi bir isaretleyici
tanimlanamamaktadir. Bu grup hastalar i¢in, yeni molekiiler isaretleyicilerin
arastirtlmas1  geregi  goriiliip, ¢ok merkezli caligmalar baglatilmistir

(Wheathey ve ark., 1999).

Bu arastirmalardan bildirilen sonuglar, bu hastalarda fms benzeri tirosin kinaz
3 (FLT3) molekiiliinii ve bunun mutasyonlarini isaret etmektedir. Yani, herhangi
bilinen bir sitogenetik anormallik tastmayan AML hastalarinda, FLT3
mutasyonlarinin yiiksek goriilme sikligi, simdiye kadar kategorize edilememis AML

alt gruplarinda patogenezi belirlemede yeni bir pencere acacagi ve bu hastalardaki



prognozu belirlemede bir kriter olabilecegi, dahasi tedavide hedef molekiil
olabilecegi konusunda {imit veren sonuclar olarak degerlendirilmektedir (R.E Gale,

2003).

Bir cok calisma sonuglarina bakildiginda; FLT3 proteinlerinin erken kok
hiicre hayatta kaliminda ve miyeloid hiicre farklilagmasinda cok Onemli rolii
oldugunu, FLT3’iin aktivasyonuna neden olan FLT3 internal tandem duplikasyonu
(FLT3-ITD) ve FLT3 nokta (FLT3-TKD) mutasyonlarinin AML hastalarinda en sik
rastlanan mutasyon tipi oldugu , FLT3-ITD mutasyonlu hasta popiilasyonunda,
hastalarin daha kotii klinik seyirli (daha yiiksek 16kosit sayisi) oldugu ve koti
prognoz (sik relapslar) gozlendigi, yine bu mutasyonlarin cogunlukla normal
karyotipli hastalarda rastlandig1 belirtilmektedir (Levis&Small, 2003, Kottaridis
2001, Frohling 2002, Schnittger, 2002 ).

1.1. AML’DEKi MUTASYONLAR

AML, hemotopoetik sistemden kaynaklanan neoplastik hiicrelerin kan, kemik
iligi ve diger dokular: infiltre etmesi ile karakterize, heterojen fenotipik ve genotipik
ozellikler gosterebilen klonal hemotopoetik kok hiicre hastaligidir. Arastirmalarda,
kok hiicre kompartmaninda normal hematopoezis sirasinda herhangi bir basamakta
hiicre tipinin farklilasmasinda yetersizlik ve/veya bazi kok hiicre tiplerinin asiri
proliferasyonu ve/veya fonksiyonel olmayan miyeloblastlarin birikmesi gibi
anormallikler saptanmistir. Neoplastik degisimin birden fazla mutasyonun, normal
hiicre proliferasyonu veya farklilasma basamagini bozmasi sonucu ortaya ciktigi
diisiiniilmektedir (Ornegin; nokta mutasyonlar;, gen replasmanlari, kromozomal
translokasyonlar) Fareler iizerinde yapilan ¢alismalarda, 16komogenezin iki tip
mutasyon modelinde varligi gozlenmistir. Bu mutasyonlarin spektrum analizlerine

bakildiginda; iki genis mutasyon grubu karsimiza ¢ikmaktadir (Stone ve ark., 2004).



1- Hematopoietik oncii hiicrelerde proliferasyon ve/veya yasam siiresini artiran
mutasyonlar: Miyeloid 16semik hiicrelerin % 50 sinde bulundugu bilinen baslica
proliferasyon ve/veya yasam siiresini artiran mutasyonlar sunlardir:

- RAS aile iiyelerinde aktivasyon mutasyonlari,

- Reseptor tirozin kinaz KiT ve FLT 3 iin aktivasyon mutasyonlari,

- NF-I’in fonksiyon kayb1 mutasyonlari,

- Hematopoietik fosfotaz SHP-2’de fonksiyon mutasyonlari,
2- Hematopoietik hiicre degisimini etkileyen mutasyonlar: Bu grup mutasyonlar,
cogunlukla transkripsiyon faktorlerini veya kofaktorlerini etkilerler (Ornegin;

CDF) (Stone ve ark.,2004).

Bu mutasyonlar birbirlerini tamamlayici niteliktedirler. Bu mutasyonlardan
herhangi biri; 16semik hiicrelere ¢ogalma veya sag kalim avantaji kazandirmak icin
yeterlidir. Bu mutasyonlardan AML’de en sik goriilenlerinin, FLT3’iin aktivasyon

mutasyonlart oldugu bilinmektedir (Thiede ve ark., 2002).

Her AML vakasinda, hastaligi baslatan faktor bilinmese de genetik
incelemeler arttikca, tedavide de yeni genetik hedefler belirleme iimitleri artmaktadir.
Bu ilerlemelere ragmen hala AML hastalarinin biiylik bir kismi hastaliktan dolay1

kaybedilmektedir (Stone ve ark., 2004).

AML’de genetik calismalar sonucu c¢esitli tedavi Ornekleri ve prognostik
yaklagimlar bulunmaktadir. Son zamanlarda prognostik ve terapdtik dnem tasidigi
diistiniilen bazi molekiiller ve molekiiler degisiklikler belirlenmekte ve bunlarin
tedavi ve prognoz agisindan Onemleri arastirilmaktadir. FLT3 geni ve bu genin
mutasyonlart bunlardan biri ve belki de en 6nemlisi olarak karsimiza c¢ikmaktadir

(R.E Gale ve ark., 2003).

Miyeloid 16semilerin kok hiicre orijinli oldugu son 30 yildir bilinmesine
ragmen, losemik kok hiicrelerin normal hematopoietik kok hiicrelerden
farkliliklarinin ~ deneysel yollar ile kanitlanmasi, son birkag yil iginde

gerceklesebilmistir.



Losemik kok hiicrelerine o6zgii belirlenebilen gelisimsel, hiicresel ve
molekiiler ozellikler icinde muhtemelen en Onemlisi, kendini yenileme kriteridir.
Bennet ve Dick’in ¢alismalarinda; bir ¢cok FAB alt tiplerinde, insan AML kok
hiicrelerinin kendilerini yenileyebilme kapasitelerinin oldugu bildirilirken, bir¢ok
calismada ise losemik kok hiicrelerin bu kapasitelerinin olmadiginin gozlendigi

bildirilmistir (Gilliland ve ark., 2004).

Yine bir ¢ok c¢alismada; normal insan kok hiicrelerinde kendini yenileme
kapasitesi gozlenirken, miyoloid 16semik kok hiicrelerinde bu yetenegin olmadigi
bildirilmistir. Bunun da olusan bir mutasyon sonucu gergeklestigi diistiniilmektedir.
Kendini yenileme kapasitesini bozan mutasyonun, miyeloid 16semilerde patogenezde
rol oynadig1 kesin olarak bilinmektedir. Bu nedenle de bu malin hiicrelerin standart
kemoterapilere direngli olduklar1 bilinmesine karsin, heniiz altta yatan mutasyon
tipleri tam olarak tanimlanamamis ve yeterli cevap alinabilen tedavi yontemleri de

gelistirilememistir (Gilliland ve ark., 2004).

Son zamanlarda, AML hastalarinda en sik rastlanan mutasyon olan FLT3
aktivasyonuna yol acan gen mutasyonlari (% 30-35) hem patogenezdeki rolii ve
tedavi yontemlerinde kullanilabilirlik a¢isindan hem de hastaligin klinik seyrinde,
tedavi sonrast minimal kalan hastalik takibi agisindan bir ¢ok merkezde
arastirilmaktadir. FLT3’ iin malin kok hiicre patogenezindeki rolii heniiz tam olarak
bilinmese de FLT3 inhibisyonunun l6semik kok hiicrelerin, hiicresel o©liime

hassasiyetini artirdig diisiiniilmektedir (Stone ve ark., 2004).

1.2. FLT-3

FLT3; Immatiir bir tirozin kinaz reseptoriidiir. Immatiir hematopoietik
hiicreler tarafindan sentezlenir. Myeloid monositer hiicrelerin, normal multipotent
kok hiicrelerin gelisiminde 6nemli bir rolii vardir. 13q12 geni tarafindan kodlanir.
Ekspresyonu su hiicrelerde yapilir :Kemik iligi (KI) hematopoietik hiicreler, timus ve
lenf bezleri, plasenta, beyin ve gonadlar tarafindan eksprese edilir (Levis ve Small,

2003).



FLT3, Klas3 trozin kinaz reseptdor ailesinin  bir iiyesidir.
FLT 3 diger bilinen isimleri; Fetal Liver Kinaz 2 (FLK2) ve© Human Stem Cell
Kinazl (STK1) olup, FLT3 ile klas3 trozin kinaz reseptor ailesinin (RTK 3) giiclii bir
sekans benzerligi bulunmaktadir. Bu ailenin karakteristlik ortak yonleri 5 Ig benzeri
bolgeden olusur. Sitoplazmik tirozin kinaz bdlgesi ayri bir tirozin kinaz motifi icerir.
Hiicre ici Juksta membran (JM) bolgesi ve C terminal kuyrugu icerir (Levis &

Small, 2003) (Sekil 1.1).

FLT3 ligand1 (FL) ile dimerizasyonu sonucunda FLT3 reseptorii aktive
oldugu ve sonucta pluripotent kok hiicrelerinin, erken oncii hiicrelerin ve immatiir
lenfositlerin proliferasyonunu kontrol eden sinyallesmeleri baslattig1 bildirilmektedir

(Levis ve Small, 2003).

o immunaglebulin-like domains Interrupied kinase domain
] N 4
'E FLTSITO
| mutations 0335
e mutations
J - .
Extracellular B|aembrane Cytaplasmic
'Y

3G5 bp PCR fragment -
(arrows reprasent primers: —

Sekil 1.1.: FLT3 reseptoriiniin sematik sekli (Levis ve Small 2003)

1.2.1. FLT 3 Ligandx:

FLT3 Ligand1, FLT-3 reseptoriiniin ligandidir. Immatiir miyeloid hiicreler ve
kok hiicrelerinin gelisme ve farklilasmasini uyarir. Katil hiicreleri (NK), dendritik

hiicreleri (DH) ve CD 34 hiicrelerini artirir (Levis ve Small, 2003).



FL; Tip 1 transmembran proteinidir. Coziinebilir homodimerik protein olarak
salgilanir. Hematopoietik kemik iligi, mikro ¢evresindeki hiicrelerde eksprese edilir
(kemik iligi fibroblastlari, miyeloid hematopoietik hiicre serileri , B ve T hiicre

serileri vb.) (Abu-Duhier ve ark.,2001).

Farelerde FL geni yok edildiginde immun sistem yetmezligi, miyoleid Oncii
hiicre, B oncii hiicre, dendritik hiicre ve dogal oldiiriicii hiicre sayisinda belirgin

oranda azalma gozlenmistir (Lyman ve ark.,1995).

DH, T hiicrelerine antigen sunan hiicrelerdir. DH’ler, kanser hastalarinda
hiicresel immunoteropotik ajanlar olarak arastirllmaktadir. FL’nin, NK hiicre
gelisiminde de énemli rolii vardir. FL’nin, DH ve NK hiicrelerinin proliferasyonunua
uyarmasi, FL’nin genis spektrumlu bir anti timOr ajan olma potansiyelinin

olabilecegini diisiindiirmektedir (R.E. Gale, 2003).

FL’nin, FLT3 tasiyan AML hiicreleri ve miyeloid — monositer hiicre
serilerinin ¢ogalmasini uyardigi, diger biiyiime faktorleri ile birlikte ALL (Akut
lenfositer 16semi) ve primer AML girisimini uyardigi, FL nin bu hiicreler iizerinde
onemli bir anti-apoptotik ve yasam siiresini uzatic1 etkisi oldugu bildirilmektedir

(Rombouts ve ark.,2000).

Losemi tedavisinde FL-FLT3 ligand reseptdr sisteminin inhibisyonu veya
aktivasyonu yoOntemleri, daha genis serilerde cok dikkatli arastirilmalidir. FL
verilmesinin, anti timor immuniteyi artirabilece8i gibi, aym1 zamanda losemik
blastlarin da gelisimini hizlandiriyor ve yasam siirelerini uzatiyor olabilecegi
diistiniilmektedir. Fareler {izerinde yapilan bir calismada, retroviriis transdiiksiyonu
ile kronik FL iiretimi saglanmasi sonucunda bu canlilarda ; 16kosit sayisinda artis,
derin anemi, belirgin dalak biiyiimesi, dokularda fibrotik degisiklikler, DH’lerin
sayilarinin artmasi, aktif T lenfositlerinin artmasi goriilmiistiir (Whitmann ve ark.,

2001).



FLT3’{in inhibisyonu, AML icin iyi bir tedavi yaklagimi gibi goriilse de ayn1
zamanda anti I6semik immunitenin inhibe edilme olasiliginin da bulundugu

bildirilmektedir. (R.E.Gale, 2003)

1.2.2. FLT3 Mutasyonu ve Losemi:
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan kabul gormiis AML simiflandirmast,
sitogenetik anormalliklere gore dort alt gruba ayrilsa da genelde AML hastalari,

sitogenetik Ozelliklerine gore baslica ii¢ farkli risk grubuna ayrilirlar:

1- lyi risk

2- Ortaya ya da standart risk

3- Kaotii risk

Iyi risk grubundaki hastalarda dengeli kromozomal aberasyonlarin

faktorlerini kodlayan genleri bozmay1 hedefleyen spesifik tekrarlayici kromozomal
translokasyonlardan olustuklar1 ve bu hastalarin klinik seyrinin daha iyi oldugu,
molekiil spesifik tedavilerin (6rnek: akut promiyelositer 16semide, All-trans retinoik
asit tedavisi) 5 yillik sag kalim siiresini % 20-30 oraninda artirdigi bildirilmektedir

(R.E Gale, 2003).

Kot risk grubundaki hastalarda 5 yillik sag kalim % 20’den az oldugu
(Grimwade ve ark. 1998), bu gruptaki karyotipik anormalliklerin antionkojenleri
etkileyen kayiplar seklinde olduklart ve bunlarin simdilik hedeflenmis tedaviler icin

uygun hedefler olmadiklart bildirilmektedir ( R.E Gale, 2003).

Orta risk grubu hastalarin ise tiim AML’lerin % 45’ini olusturdugu ve bu
grupta normal karyotip gozlendigi ve bu grupta relapsin c¢ok sik goriildigi
bildirilmektedir. iste bu son grup tiim AML hastalarmin, klinik takipte
kullanilabilecek ve prognostik degeri olabilecek molekiill ve molekiiler
degisikliklerin heniiz bulunamamis olmasi nedeniyle bu grup hastalar cok merkezli

caligsmalarda ilgi odag1 olmaktadir ( R.E Gale, 2003)

FLT3, AML hastalarinin % 93 {inde (% 70-100) pozitif bulunmaktadir (Drex

ve ark.1996). Kronik lenfositer 16seminin (KML), kronik fazinda bulunmazken



hastaligin blastik transformasyon doneminde yiiksek oranda FLT3 ekspresyonu

oldugu bildirilmektedir (Zwaan ve ark.,2003).

1.3. INSAN LOSEMILERINDE FLT3 MUTASYON TiPLERi

1.3.1. ITD (internal Tandem Duplikasyonu) :

FLT3-ITD’na, ilk kez 1996’da Nakao ve arkadaslar tarafindan yetiskin AML
ve cocuk ALL hastalarinda FLT3 mesaj riboniikleik asit (m RNA) siklig1 ve
dagilimim arastirirlarken, polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PCR) JM bolgesinde
beklenmedik sekilde uzun fragmanlar olarak rastlanmis ve tanimlanmistir (Nakao ve
ark.1996). Bu fragmanlar incelendiginde, ¢esitli uzunluklarda sekanslar, adim adim
tekrarlar halinde araya girmis halde bulunmuslardir. Bu duplike olmus fragmanlarin
tiimiiniin tirozinden zengin oldugu , tiimiiniin exon 14-15 tarafindan kodlanan JM
bolgesi icinde oldugu, uzunluklarinin 12-240-bp arasinda degisebildigi gozlenmistir
(Frohling ve ark. 2002, R.E Gale, 2003).

JM bolgesinde ITD mutasyonu tasiyan hastalar incelendiginde; cogunlukla
FLT3’iin iki allelinden birinde ITD mutasyonu olurken, diger allelin “wild” tip allel
olarak kaldig1 veya daha az siklikla da biallellik mutasyona ugrayip, “wild” tip allelin
de kayboldugu gozlenmistir (Levis and Small, 2003).

AML’lerde en sik goriilen mutasyon FLT3-ITD mutasyonudur. Sikliginin
yetiskinlerde % 13,2 - % 32 arasinda oldugu, miyelodisplastik sendromlarin (MDS)
9% 3’ inde , akut lenfoblastik losemilerde (ALL) ise c¢ok nadiren rastlandigi
bildirilmektedir. FLT3-ITD mutasyonuna, KML, Hodhgin dis1 lenfoma, multiple
miyelom (MM) hastalarinda ve saglikli bireylerde hi¢ rastlanmamistir ( Levis and

Small, 2003).

FLT3-ITD’nin biiylime faktorlerinden bagimsiz biiylimeye neden oldugu,
dolayisiyla normalde FLT3-FL reaksiyonu sonucu proliferasyon i¢in biiyiime faktorii
gerekliyken (Interlokin 3 (IL-3) bagimli), FLT-ITD varhiginda proliferasyon igin bir

bliylime faktoriine gerek olmadigi bildirilmektedir. Dolayisiyla proliferasyon



artarken inhibitor aktivitenin azaldigi, l6semik blastlar ve proliferasyonun arttigi,
inhibitor sinyallerin ise azaldigr gozlenmistir. Buna karsin ITD mutasyonu eger
heterojen tipte yani wild tip FLT3’de var ise biiyiime faktoriinden bagimsiz
proliferasyon olmamistir. Homojen tip mutasyonda ise wild tip FLT3 yoktur.
Dolayisiyla biallellik mutasyon olugsmus ve faktér bagimsiz proliferasyon daha da

artmustir. Lokosit sayis1 ise ¢ok daha yiiksektir (Levis ve Small,2003).

ITD mutasyonu, AML tipleri icinde en cok M3 ve M5 ve daha siklikla M6,
M7 de gozlenmistir. Kismi ve tam wild tip allel kaybi1 sonucu, mutant band
hakimiyetinin her hastada farkli oldugu ve bunun da altta yatan genetik instabiliteye
bagimli olarak gelistigi bildirilmistir. Genetik materyal kaybinin mitotik
rekombinasyon sonucu oldugu diisiiniilmektedir. (R.E.Gale, 2003)

1.3.2. TKD (Tirozin Kinaz Domain Mutasyonu):

AML hastalarinda, FLT3 —ITD mutasyonu diginda, FLT3’iin aktivasyon loop
bolgesindeki tirozin kinazlarda da mutasyon gozlenmektedir (Yamamato ve
ark.2001). Bu mutasyon, ikinci tirozin kinaz domainin 20. exonundaki aspartik asit
835(D835) ve isolosin 836(I836) noktalarinda amino asit yer degisimi ve araya
girmesi olarak tanimlanmaktadir (R.E.Gale, 2003).

Aktivasyon loop bolgesi , tirozin kinazlarda ortak bir bolgedir. Tirozin kinaz
aktif degilken, bu loop Adenosine Three Phospate (ATP) ve substrat girisini
durdurur. Bu durum ATP’ leri kinaz bolgesine yonlendirir. Tirozin kinaz aktif
duruma gectiginde ise bu loop’taki spesifik bir tirozin rezidiisii fosforilize edilir.
Boylece loop’ta bir konfigiirasyon degisikligi olusur ve aktif hale gelir. Boylece
kinaz icin ATP ve substrat girislerine serbest kilar. TKD mutasyonlari, FLT3
reseptoriindeki 2. trozin kinaz bolgesinin inhibitdr etkisini bozar. Sonug¢ olarak;
yapisal kinaz aktivasyonuna neden olur. Bu etki, ITD mutasyonlarinda gozlenen
otoinhibitér mekanizmasinin ortadan kalkmasi ile ayn1 sonucu dogurur. Yani kinaz

aktivasyonu ile sonuglanir (Levis ve Small, 2003).
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TKD mutasyonu AML’de % 7 oraninda pozitif bulunmaktadir. TKD
mutasyonuna daha cok M4 ve M5 alt tiplerinde rastlanmaktadir. Bu konuda yapilmis
cok sayidaki c¢alismalarin sonuglar1 bir araya getirildiginde; AML hastalarinin
yaklasik % 30’unda FLT3 mutasyonunun mevcut oldugu, bunun ya FLT3-ITD
(%24), yada FLT3-TKD (% 7) oldugu goriilmektedir (Thiede ve ark.,2002).

1.4. FLT3 MUTASYONLARI ve AML OLUSMASI

Bircok calismada, AML fenotipinin olusmasinda FLT3 mutasyonunun
yetmedigi, bu mutasyona ek olarak cesitli mutasyonlarin da gerektigi bildirilmistir.
Bunun nedeninin; AML’deki karakteristik bozuklugun hematopoietik Oncii
hiicrelerin farklilasmasinda bozukluk ve yetersizlik oldugu, tirozin kinazi
aktiflestiren mutasyonlarin ise daha cok blast hiicre sayisi ile ilgili (proliferatif etki)
olduklar1 ve daha c¢ok miyelodisplastik sendromlart ortaya ¢ikarabilecekleri

varsayllmaktadir (R.E Gale, 2003).

KML’deki blastik krizlerinde (AML’ye doniismesinde), artmis tirozin kinaz
aktivitesi sayesinde olustugu bildirilmektedir. Ancak bu doniisiim i¢in de ilave

mutasyonlarin gerekliligi gézlenmistir (R.E Gale, 2003).

Bircok deneysel c¢alismalarin  sonuglarinda; FLT3-ITD’nin  artmis
proliferasyon ve uzamis hiicre yasamina neden olabilecegi ancak bu mutasyona ek
olarak hiicresel degisimi bozan mutasyon varligina da gereksinim oldugu
gozlenmektedir (Orn; FLT3-ITD t(15;17) birlikteligi AML hastalarinin % 40’1inda
goriilmektedir) (Levis ve Small, 2003).

AML gelisebilmesi icin FLT3-ITD aktivasyon mutasyonunun tek basina
yeterli olmadig: bildirilmektedir. Bunun nedeni olarak da AML’deki hatanin hiicre
degisimi basamaklarindaki duraklama dolayist ile ITD mutasyonu ile ortaya ¢ikan
mutasyonun hiicre cogalmasini artirdig1 ancak farklilasma duraklamasi i¢in bir bagka
mutasyonun da varliginin gerekliligi bildirilmektedir. MDS’deki hatas1 artmis

kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasidir. ITD’ler ile olusan aktivasyon mutasyonu bu duruma
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neden olabilir. Ancak AML olusumu i¢in ITD tek basina yeterli degildir (R.E.Gale,
2003).

1.5. FLT3 MUTASYONLARININ DUZEYI VE KLINiK iLiSKiSi

AML hastalarinda birden fazla FLT3-ITD varligin1 arastiran bir ¢alismada;
daha kotii bir klinik seyir, daha yiiksek 16kosit ve kemik iligi blast sayis1 ve daha
kot bir hastaliksiz sag kalim ile birliktelik gozlendigi bildirilmistir (Kottaridis ve
ark., 2001).

Whitman ve arkadaslart (2001) ve Thide ve arkadaslart (2002)
calismalarinda, “wild” tip FLT3 alleline gore daha yiiksek oranda mutant FLT3 alleli
tasiyan hastalarda, daha kotii bir klinik seyir bildirmislerdir. Bu hastalarda daha
yiiksek 16kosit sayisi, kemik iliginde blast yiizdesi ve daha kisa genel ve hastaliksiz
sag kalim oldugu da bildirilmistir. Her iki calismada da normal sitogenetikli orta risk
grubunda kabul edilen hastalarda, sadece wild tip FLT3 oldugunu bildirmislerdir
(Whitman ve ark., 2001, Thide ve ark., 2002).

Bu verilere gore; mutant homodimerlerin, altta yatan genetik instabilite
sonucunda olustuklar1 ve bu hastalarda daha kotii klinik seyir oldugu soylenebilir

( Whitman ve ark., 2001, Frohling ve ark., 2002).

FLT3-ITD mutasyonu tastyan hastalarda mutant tip wild tip FLT3 oraninin
birden biiyiik olmasinin kotii prognozla birliktelik gosteren 6nemli bir prognostik
faktor oldugu pek c¢ok calismada vurgulanmaktadir ( Whitman ve ark., 2001,
Frohling ve ark., 2002).

1.5.1. i1k Teshis Kondugunda ve Relapsta FLT3 Mutasyonu:

Bir ¢ok calismada, hem hastanin ilk tam1 aldiginda, hem de relaps

orneklerinde, FLT3 mutasyonu arastirma sonuglar1 bildirilmistir (Nakao ve ark.1996,

Hovland ve ark.,2002, Kottaridis ve ark.,2001, Schinitger ve ark.,2002)
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Bu calismalarda amag¢; FLT3 mutasyon varliginin (6zellikle normal
sitogenetik tasiyan hastalarda) minimal residiiel hastalik varliginin belirteci olarak
kullanilip kullanilamayacagin1 arastirmak iken, elde edilen sonuglar, FLT3
mutasyonlarinin, AML patogenezindeki rolii hakkinda 6nemli sorunlarin belirmesine
yol acmistir. AML’nin gelisme siirecinde “wild” tip allel kaybi egilimi
bildirilmektedir. Calismalarin {iciinde hastalarin biiyiik bir kisminda (% 86), hem ilk
tanida hem de relapsta ayni tip FLT3 mutasyon durumu gozlenmistir (Hovland ve

ark., 2002, Kottaridis ve ark., 2001, Schinitger ve ark., 2002).

Ancak ilk AML tanis1 kondugunda, FLT3-ITD pozitif hastalarin, relaps ile
geldikleri donemde mutant oraninin daha yiiksek oldugu, genellikle wild tip allel
kayb ile birlikte oldugu gozlenmistir. Ilk tan1 kondugunda birden fazla tip mutasyon

tastyan hastalarin, relaps donemlerinde ise sadece bir tip mutasyonun daha fazla

arttig1 belirlenmistir (Kottaridis ve ark.2001, R.E Gale 2003).

Bunlarin disinda bir¢ok hastanin relaps orneklerinde, ilk tanidaki 6rneklerde
var olan mutasyonlardan daha farkli mutasyon varlifi gozlenmistir. ilk rastlanan
mutasyonlarin kayboldugu, tamamen yeni mutasyonlar kazanildig belirlenmistir. Bu
hastalarin relaps drneklerinin % 10’unda, yeni edinilmis mutasyonlar bulunurken, %
3,9’unda onceki FLT3 mutasyonunun kaybi oldugu ve yeni bir baska mutasyon
olustugu gozlenmistir. Bu sonuclar hem FLT3 mutasyonlarinin minimal residiiel
hastalik belirteci olarak kullamimini kisitladigt hem de FLT3 mutasyonlarinin
hastaligin baslangicinda olmayip, hastaligin siirecinde daha sonradan edinilebildigini,
FLT3 mutasyonlarinin ikincil bir olay oldugunu gostermektedir. Bu mutasyonlar
farkli proliferatif veya sag kalim avantaji olan yeni alt klonlarin olusumuna neden

olabilmektedir (Thiede ve ark,2002, R.E. Gale , 2003, Levis and Small, 2003).

Diger bir calismada; FLT3-ITD mutasyonlarina kantitatif olarak bakildiginda,
l6semik hiicrelerin sadece bir alt grupta goriiliip tiim hiicrelerde olmayisinin, FLT3
mutasyonlarmin ikincil bir roliiniin varligin1 destekledigini diisiindiirmektedir.
Kottaridis ve arkadaglar1 (2001), FLT3’ii kantitatif olarak degerlendirmis ve toplam
FLT3 mutant diizeyinin % 0,5 ile % 97 arasinda degistigi, ve hastalarin % 64’iinde

ise % 40’dan az mutant oldugunu gostermislerdir (Kottaridis ve ark., 2001).
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1.5.2. Takip Belirleyicisi Olarak FL.T3 Mutasyonlari:

AML’nin taminmasinda, erken relapsin taninmasinda, tedavi yanitinin
izlenmesinde ve minimal residiiel hastaligin tesbitinde cok duyarli PCR metodlarinin
Oonemi giderek artmaktadir. Ancak AML hastalarinin sadece % 25’inde PCR ile iyi

taninabilen fiizyon genleri bulunabilmektedir (R.E. Gale, 2003).

FLT3 — ITD, PCR tarafindan saptanabilen yeni bir hedef olmustur ve AML’li
hastalarin % 20’lik bir boliimiine daha 151k tutacaktir. Ciinkii FLT3-ITD pozitif AML
hastalar1, relapsa daha yatkindirlar ve bu mutasyonun PCR ile erken donemde

saptanmasi hastaligin relaps tedavisinin de basarisini artiracak ve klinik seyrini de

onemli oranda olumlu etkileyebilecektir (Thiede ve ark., 2002, R.E. Gale, 2003).

1.5.3. FLT3-1TD Pozitifligi icin Kabul Goren Sonuclar:

I- 60 yas alt AML hastalarinda bagimsiz 6nemli bir prognostik faktor
olmasina ragmen, 60 yas iisti AML hastalarinda FLT3-ITD pozitifligi ile koti
prognoz birlikteligi genclerdeki kadar belirgin degildir (Thiede ve ark., 2002, R.E.
Gale, 2003).

2- Yetiskin AML hastalarinda FLT3-ITD varligi ile toplam remisyon hizi
arasinda anlaml bir iliski olmadig1, ancak artmus relaps riski, kisalmis hastaliksiz sag
kalim ve toplam sag kalim olasilig1 arasinda anlamli bir iliski oldugu yaygin kabul

gormektedir (Frohling ve ark., 2002, Thiede ve ark., 2002, R.E. Gale, 2003).

3- FLT3 aktivasyonu, hematopoietik hiicrelerde proliferasyon artis1 ve
apoptozise hassasiyette azalma ve sonucta azalmis hiicresel hayatta kalim ve AML

hiicrelerinde ila¢ direnci ile seyretmektedir (Thiede ve ark., 2002, R.E. Gale, 2003).

FLT3-ITD tastyan AML hastalarinda toplam sag kalimin daha kisa, bir baska
deyisle relaps sonrasi sag kalimin ¢ok kisa oldugu bir ¢cok yayinda bildirilmektedir.

Bunun nedeni olarak da bu mutasyonu tasiyan hastalarda muhtemelen bir genetik
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insitabilitenin varlig1 ve buna baglh olarak da her relapsta yeni mutasyonlarin eklenip,
prognozu kotiilestirici etki olusturabildigi yorumlar1 yapilmaktadir (Thiede ve ark.,

2002, R.E. Gale, 2003).

AML patogenezindeki hedef molekiiller arastirilirken ayni zamanda bu alt

grup hastalarda klinik ve prognostik 6zellikler de arastirilmaktadir.

Iste FLT3-ITD ve TKD mutasyonlar1 bu hedeflerden biri belki de en nemlisi
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bir¢ok calismada, AML hastalarinda kotii prognostik
degeri olan FLT3 aktivasyon mutasyon varligi, bu hastalarda en sik rastlanan genetik
mutasyon olarak bildirilmektedir. Bu arastirmalarin sonuglarinda, FLT3 reseptoriinde
inhibisyon yapan tedavi yontemleri gelistirilmeye baslanmistir. Bircok merkezde
gelistirilen FLT tirozin kinaz reseptor inhibisyonu yapabilen ve halen arastirma-
gelistirme agsamasinda olan terdpotik ajanlardan (FLT3 inhibitorii), klinikte de iyi

sonuglar alindig1 bildirilmeye baglanmistir (Arrigoni ve ark., 2003).

Dolayisi ile goriiliiyor ki; ilk tan1 kondugunda FLT3-ITD mutasyon varligina
bakilmasi, bizlerin bu hastalardaki prognozu kestirebilmemize yardimer olurken aynm
zamanda bu mutasyonu tasiyan alt grup hastalarda farkli yeni tedavi yontemlerinin
de uygulanabilirligini, yani tedavi protokolii secimlerimizi de etkileyebilecegi artik
kabul gormektedir. Biz de tek merkezli calismamizda, prospektif, ilk tan1 konmus de

novo AML olgularinda FLT3-ITD mutasyon sikligini arastirdik.

1.6. FLT3 MUTASYONLARI iLE BIiRLIKTELIiK GOSTEREBILEN DiGER
MUTASYONLAR

AML hastalar {izerinde yapilan bir¢ok calismada, FLT3 mutasyonlarinin
siklikla diger gen translokasyonlar1 ve nokta mutasyonlar1 ile birlikte olustugu
gosterilmistir. FLT3 tasiyan hastalarda t(8;21), t(15;17), invl6 ve 11923 gen

rearanjmanlarinin da birlikte varlig1 gosterilmistir (R.E Gale, 2003).
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1.7. CALISMANIN AMACLARI

Biz bu ¢alismada; yeni AML tanis1 almis ve rastgele secilmis genis bir hasta
grubunda;

1-) FLT3-ITD ve FLT3-TKD mutasyonlariin sikligini belirlemeyi,

2-) Mutant ve “wild” tip FLT3-ITD allelerinin oranlarindaki farkliliklar
arastirmay1 amagladik. Bu c¢alismaya, klinigimize bagvuran tiim yeni tan1 de novo

AML hastalarindan yazili onaylarini takiben kan 6rnegi alarak basladik.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. HASTA ve GERECLER

2004-2005 yillar1 arasinda, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji
boliimiinde takip edilen, 6 ile 85 yaslar1 arasinda 24 yeni tan1 konmus de novo AML
hastas1 caligmaya alinmistir. Hastalardan yazili onaylarini takiben, tedavi 6ncesi 4 ml
EDTA’l1 tiipe periferik kan veya kemik iligi ornekleri alinmustir. Ornekler

bekletilmeden oda sicakliginda hematoloji laboratuvarina iletilmistir.
2.2. YONTEM

2.2.1. Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) izolasyonu (Gentra Systems, USA) :

1200l eritrosit liziz tamponu (RBC) (Gentra Systems) iceren tiipe 400
mikrolitre (Ul )tam kan ilave edilir. 10 kez ters diiz edilerek 10 dakika oda 1sisinda
enkiibe edilir. 20 saniye 11000-14000 rpm’de oda 1sisinda santrifiij edilir.
Stipernatant olabildigince uzaklastirilir. Geride 10-20pl sivi ve 16kosit pelleti
kalmasi saglanir. 400 pl hiicre liziz soliisyonu (Gentra Systems) eklenir. Pipet ile
altiist edilerek hiicre lizisi saglanir. Partikiil varsa ¢oziinene kadar beklenir. Hiicre
lizat’1 tizerine 2l RNAse soliisyonu (Gentra Systems) eklenir. 25 kez altiist edilerek
kanistirilir. 37°C’de 30 dakika inkiibe edilir. Oda 1sisinda 10 dakika beklenerek
sogutulur. 125 pl protein presipitasyon soliisyonu eklenir ve 20 saniye maksimum
hizda vortekslenir. Ug dakika 13000-16000 g’de santrifiij edilir. Olusan pellet; koyu
kahverengi ve koyu kivamda olmalidir. Siipernatan, 300 pl % 100 Isopropanol
(Carlo Erba, Milano) iceren 1,5 ml’lik temiz tiipe aktarilir. 50 kez ters diiz edilerek
nazikce karistirthir. 13000-16000 g’de oda 1sisinda 1 dakika santrifiij edilir.
Siipernatant atilir. Tiip, kurutma kagidinda yaklasik 3 dakika kurutulur. 300 ul %
70’lik etanol (Carlo Erba, Milano) eklenir. Birka¢ kez ters diiz edilir ve pelletin
yikanmasi saglanir. 13000-16000 g’de oda 1s1sinda 1 dakika santrifiij edilir. Etanol
dikkatli bir sekilde atilir. Tiip kurutma kagidinda 10-15 dakika kurutulur. 250 ul
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DNA hidrasyon soliisyonu (Gentra Systems) eklenir. 5 saniye orta hizda vortekslenir.
65°C’de 1 saat 1s1 blogunda (Thermolyne, USA) enkiibe edilir. Enkiibasyon sonunda
5 saniye orta hizda vortekslenir. Boylece DNA iceren sivi ependorfta toplanmis olur.

+4°C derecede calisma zamanina kadar saklanir.

2.2.2. PCR ve PCR Yontemi ile FLT3 Mutasyonlarimin Saptanmasi:

Molekiiler Biyoloji alaninda 6nemli yer tutan ve bir invitro niikleik asit
cogaltma metodu olan PCR genis uygulama alan1 olan bir tekniktir. ilk kez 1983
yilinda Kary Mullis’in bulusu olan ve kendisine Nobel odiilii kazandiran PCR,
niikleik asitlerin in-vitro olarak cogaltilmasini saglayan bir yontemdir. Hiicre i¢inde

gerceklesen dogal DNA replikasyonu PCR ile bir tiip i¢inde taklit edilir.

PCR ile DNA’ nin ¢ogaltilabilmesi i¢in tepkime karisiminda su maddeler yer
almalidir. Cogaltilacak olan kalip DNA, bu DNA’ da c¢ogaltilmas1 planlanan
bolgenin iki ucundaki DNA dizisini 6zgiil olarak taniyip baglanacak olan primerler,
bu primerlere baglanip onlarin 3’ ucuna niikleotidleri ekleyerek sentez yapacak olan
DNA polimeraz enzimi, sentezde kullanililacak olan deoksiniikleotid trifosfatlar
(dNTPs), DNA polimerazin calisabilmesi i¢in tampon gorevi yapacak olan maddeler,
tuzlar ve magnezyum (Mg) gibi +2 degerlikli iyonlar PCR, ii¢ degisik sicaklikta
calisan basamaklarin bir dongii halinde yaklasik 25-30 kez tekrarlanmasi ile

gerceklesir.

PCR asamasinda DNA’nin ¢ift sarmal yapisim1 bozup, tek zincir haline
getirmek (denatiirasyon) igin 92-95°C, pirimerlerin hedef bolgeye tutunmasi
(annealing, priming) icin 37-72°C, primerlerin uzayarak (ekstensiyon) tutunduklari
tek zincir DNA’nmin karsiligini komplementer olusturmalar1 i¢cin 72 °C sicaklik
gerekmekte ve bu ii¢ farklh sicakligi ardarda uygulanmasindan olusan siklusun 25-45
kez tekrarlanmasi thermal cycler adi verilen cihazla saglanabilmektedir. PCR ile
DNA’nin ilgili parcast 107 kat cogaltilabilir ve bu iiriin reaksiyon sonrasi 0zel
yontemlerle (agar jel elektroforez, poliakrilamid jel elektroforez ) boyanma islemini

takiben gozlenir. Primerlerin sinirladigi sekansin uzunlugu bilindiginden, ¢ogaltilan
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iriintin hangi baz ciftinde (bp=baze pair) bant olusturdugu DNA belirleyicileri ile
karsilagtirllarak ~ belirlenir.  Bu asamada  bilgisayar programlarindan  da

yararlanilabilmektedir

FLT3-ITD mutasyonu i¢in PCR reaksiyon miksi 1,5 pl’lik steril ependorf
icinde soguk blok iizerinde hazirlanir. Her hasta i¢in FLT3-ITD Master Mix’den
(Invivoscribe, USA) 45 ul ve 0,25 ul DNA polimeraz enzimi (AmpliTaq Gold 5U/p)
konur (Cizelge 2.1.). Bu PCR reaksiyon miksi, iizerlerinde hasta isimleri, tarih ve
FLT3 ITD yazilmus, 1,5 pul’'lik steril hasta ependorflarina 45 ul dagitilir (soguk blok
tizerinde). Bu miksin iizerine 5 pl hasta DNA’s1t konur (soguk blok iizerinde).
Calismanin negatif ve pozitif kontrolleri icin de birer ependorf hazirlanir. Negatif
kontrol ependorfuna 45 pl reaksiyon miksi ve 5 ul distile su, pozitif kontrol
ependorfuna ise 45 wl reaksiyon miski ve 5 ul FLT3-ITD pozitif kontrol DNA
(Invivoscribe, USA)’sindan konur. Toplam reaksiyon hacmi 50 ul olur. Ependorflar
termal cycler (Corbett Research, Aust.)’a konarak PCR islemi baglatilir. Termal

cycler programi cizelge 2.3’ de verilmistir.

FLT3-ITD Master Mix 45 ul x hasta sayisi

AmpliTaq Gold 5U/ul 0,25 pl x hasta sayis1

DNA 5ul

Toplam Reaksiyon Hacmi 50 ul

Tablo 2.1: FLT3 Protokolii

1.Basamak: | 95°C’de 7 dakika

2.Basamak: | 95°C’de 45 saniye

3.Basamak: | 60°C’de 45 saniye

4 Basamak: | 72°C’de 90 saniye

5.Basamak: | 2-4.basamak arasini 34 kez tekrarla

6.Basamak: | 72°C’de 10 dakika

7.Basamak: | 15°C’de sonsuz

Tablo 2.2.:Corbett Research ya da PE 9700 Cihazlar1 i¢in PCR Amplifikasyon Programi

FLT3-ITD Mutasyonunun goriintiilenmesi icin % 2’lik Metafor agaroz
(BioWhittaker Molecular Applications, USA) jeli hazirlanir. 1 gr metafor agaroz 50
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ml yiikleme tamponu TBE (Tris borik asit EDTA) ile karistiritlir.1 dakika mikro
dalgada kaynatilarak erimesi saglanir. Uzerine 20 pl Etidium bromiir konur. Jel
hazirlama tankina dokiiliir. Jelin sogumast icin yaklasik 15-20 dakika beklenir.
Termal cycler’da ¢ogalan PCR iiriiniinden 20 ul, 4 ul 6X jel TBE ile karistirilarak
jele yiikleme yapilir. S5ul Marker (ABgene, USA), 1ul 6X jel TBE ile karistirilarak
jele yiiklenir. 100 voltluk akim iceren elektroforez tankinda 2 saat yiiriitme yapilir.
FLT3- ITD mutasyonu icin 331 bp’deki bantlar negatif, 335 bp ve daha agir bantlar

pozitif olarak degerlendirilir.

FLT3-TKD mutasyonu icin PCR reaksiyon karigimi 1,5 pl’lik  steril
Ependorf i¢inde soguk blok iizerinde hazirlanir. Her hasta icin FLT3 D835 Master
Mix’den (Invivoscribe, USA) 45ul ve 0,25 ul DNA polimeraz enzimi (AmpliTaq
Gold 5U/p) konur (Tablo 2.3). Bu PCR reaksiyon miksi, iizerlerinde hasta isimleri,
tarth ve FLT3 D835 yazilmus, 1,5 pul’lik steril hasta Ependorflarina 45 pl dagitilir
(soguk blok iizerinde). Bu karisimin iizerine 5 pl hasta DNA’s1 konur (soguk blok
izerinde). Calismanin negatif ve pozitif kontrolleri i¢in de birer Ependorf hazirlanir.
Negatif kontrol Ependorfuna reaksiyon miskinden sonra 5 pl distile su, pozitif
kontrol Ependorfuna ise FLT3 D835 pozitif kontrol DNA (Invivoscribe,
USA)’sindan 5 pul konur. Toplam reaksiyon hacmi 50 ul olur. Ependorflar termal
cycler’a konarak PCR islemi baglatilir. Termal cycler programi tablo 2.2’ de

verilmistir.

FLT3-TKD Mutasyonunun ilk PCR o6rneklerinin goriintiilenmesi i¢in %
1,5’luk Agaroz (AppliChem, Germany) jel hazirlanir. 0,75 gr agaroz 50 ml TBE ile
kanistirilir.1 dakika mikro dalgada kaynatilarak erimesi saglanir. Uzerine 20 ul

Etidium bromiir konur. Jel hazirlama tankina dokiiliir. Jelin sogumasi ic¢in yaklasik

15-20 dakika beklenir.

FLT3-D835 Master Mix | 45 ul x hasta sayisi

AmpliTaq Gold 5U/ul 0,25 pl x hasta sayis1

DNA 5ul

Toplam Reaksiyon Hacmi | 50 ul

Tablo 2.3: FLT3 Protokolii
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2.2.3. Enzim Kesim Protokolii:

FLT3-TKD mutasyonu ¢alismasinda agaroz jelde yiiriitilen ve PCR’larinin
calistig1 goriilen ornekler daha sonra enzim kesim protokoliine tabi tutulur. Enzim
kesimi i¢cin 1,5 ul’lik Ependorfa karisim hazirlanir. Her hasta i¢in 11 ul distile su,
3ul 10X R Buffer ve 1ul EcoRV enzimi konur (Tablo 2.4). Hazirlanan bu karisim,
tizerlerinde hasta isimleri, tarth ve FLT3 D835 enzim kesimi yazilmis, 1,5 pl’lik
steril hasta Ependorflarina 15 pl dagitilir (soguk blok iizerinde). Bu karistmin
tizerine 15 pl FLT3-D835 Master mix PCR iiriinii konur (soguk blok iizerinde) ve

vortekslenir. Bir saat boyunca 37°C’lik 1s1 bloguna konur.

Distile su 11ul x hasta sayisi
10X R Buffer 3ul x hasta sayisi
EcoRV endonuclease 1l x hasta sayisi
FLT3 D835 Master mix PCR iiriinii 15ul

Toplam hacim: 30ul

Tablo 2.4: Enzim Kesim Protokolii

FLT3-TKD Mutasyonunun enzim kesimi sonrasi goriintiillenmesi i¢in tekrar
9% 1,5’luk agaroz jel hazirlanir. Enzim kesimi yapilan PCR iiriiniinden 20 pl, 4 ul
6X jel yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiikleme yapilir. S5yl Marker
(Specimen Control Size Ladder), 1ul 6X jel ylikleme tamponu ile karistirilarak jele
yiiklenir. 100Voltluk akim igeren elektroforez tankinda 45 dakika yiiriitme yapilir.
FLT3-TKD mutasyonu icin yapilan ilk PCR 6rnekleri 150bp’da bant verimektedir.
EcoRV enzimi ile kesim yapildiginda ise 81bp’da bant veren ornekler negatif,

130bp’da bant veren Ornekler pozitif olarak degerlendirilir.

2.2.4. Istatistik:

Sayisal degiskenler ortanca ve dagilim olarak belirtildi. Bagimsiz sayisal
degiskenler Mann Whitney-U testi ile ve sayisal olmayan degiskenlerde Fisher-Exact
testi kullanilarak karsilastirildi. P degeri < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Tim istatistiksel degerlendirmeler SPSS 10.0 Hazir Paket Program

kullanilarak yapildi.
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3. BULGULAR

Yeni tan1 de novo AML tanili, ortalama yast 37,5 yil (dagilim 6- 85 yil) olan
toplam 24 (15 erkek / 9 kadin) hasta calismaya dahil edilmistir. Hastalardan tam
doneminde kemik iligi (n=18) veya periferik kan (n=6) ¢rnekleri alinmis ve FLT3-
ITD ve FLT3-TKD mutasyonlart PCR yontemi ile calisilmistir. Hastalarin tanidaki
klinik 6zellikleri tablo 3.1°de goriilmektedir.

Hastalarin FLT3-ITD mutasyon calismasinin jel goriintiileri Sekil 3.1, 3.2,
3.3 ve 3.4°de ve FLT3-TKD mutasyon ¢alismasinin jel goriintiileri Sekil 3.5, 3.6, 3.7
ve 3.8’de gosterilmistir. Calismamizda toplam 5 hastada (% 20,8) FLT3-ITD
mutasyonu saptanmis (Sekil 3.2 ve sekil 3.4, hastano 5, 16, 17, 18 ve 21), ancak hig
birinde FLT3-TKD mutasyonu saptanmamustir (% 0). FLT3-ITD mutasyonun sikligi
kadinlarda erkeklere gore daha siktir (% 44,4 kars1 % 6,6, p=0,047) (Tablo 3.2).
FLT3-ITD mutasyonlar1 saptanan hastalarin FAB smifina gore dagilimina
bakildiginda; 2 hasta AML-M1 ve 1’er hasta AML-M2, AML-M3 ve AML-M4’tiir
(p=0,678).

FLT3-ITD mutasyon olan ve olmayan hastalarin tanidaki yas, blast miktar1 ve

lokosit sayilari birbirlerine benzerdir(p>0,05) (Tablo 3.2).

Tanm1 esnasinda hastalar ile ilgili konvansiyonel molekiiler ve sitogenetik

veriler yetersiz oldugu icin herhangi bir istatistiksel degerlendirme yapilamamaistir.
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= AML-M4

= AML-M1

= AML-M3

= AML-M6

= AML-M3

= AML-M2

— AML-M3

= AML-M3

— AML-M2

= AML-M2

56,05 — AML-MO

Tablo 3.1. Hastalarin klinik 6zellikleri: PER: Periferik kan, Ki: Kemik iligi, —: Negatif, + : Poxzitif,
Bos: Calisiimad:
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FLTT3-ITD Mutasyonu

Var Yok p
Cinsiyet (K/E) 4/1 5/14 0,047
Ortanca Yas, yil 26 38
) 0,208
(Dagilim) (6-67) (23-85)
63 50
Ort blast (% 0,406
anca blast (%) (25.0-97.0) (1-97)
Ortanca lokosit 40,7 21,3 0.106
says1 (x10e9/L) (10,9-113,0) (0,7-306,1) ’

#p<0,05

Tablo 3.2: FLT3-ITD mutasyon olan ve olmayanlarin tanidaki 6zelliklerinin karsilastiriimasi

Calismamizda FLT3-ITD mutasyonu saptanan hastalardan birinde “wild” tip
allelin olmadig1 saptanmistir (5 nolu hasta) (Sekil 3.2). FLT3-ITD mutasyonu olan
diger hastalarda (hasta no 16, 17, 18 ve 21) “wild” tip allelin korundugu
gozlenmistir. 17 no’lu hastada mutasyon “wild” tip allele gore dansitesi daha az iken,
diger hastalarin mutasyon dansitesi “wild” tip allel ile ayn1 yogunluktadir (Sekil 3.2

ve 3.4).

Calismamizdaki hicbir hastada FLT3-TKD mutasyonu saptanmamistir (Sekil
3.5,3.6,3.7 ve 3.8).
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Sekil 3.1. 1,2,3 ve 4 nolu hastalarin jel goriintiisii

FLT3 ITD

Sekil 3.2. 5,6,7,8,9 no’lu hastalarin jel goriintiisii
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Sekil 3.3. 10,11,12,13,14 ve 15 no’lu hastalarin jel goriintiisii

ITD

Sekil 3.4. 16,17,18,19,20,21,22,23,24 no’lu hastalarin jel goriintiisii
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Sekil 3.5. 1,2,3 ve 4 no’lu hastalarin jel gortintiisii

e

D835 Enzim kesimi

Sekil 3.6. 5,6,7,8,9,10 ve 11 no’lu hastalarin jel goriintiisii
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COE35 Enzim EKesimi

Sekil 3.7. 12,13,14 ve 15 no’lu hastalarin jel goriintiisii

=
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D835 Enzim Kesimi

Sekil 3.8. 16,17,18,19,20,21,22,23 ve 24 no’lu hastalarin jel goriintiisii
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M

R RRLN
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4. TARTISMA

AML hastalarinin % 93’iinde, T-hiicre ALL’de %87’inde, B-hiicre ALL’de
%100, pre-B hiicre losemilerinde %90, oranlarinda FLT3 eksprese edildigi
gozlenmistir. Ayrica miyeloid ve monositer l6semik hiicre serilerinde % 40-80
oranlarinda FLT-3 eksprese edildigi de bildirilmektedir (R.E.Gale, 2003). Sonucta
tim caligmalardan elde edilen verilere gore; AML hastalarinin yaklasik % 30’unda
FLT3 mutasyonu mevcuttur. Bu mutasyonun ya FLT3-ITD mutasyonu (% 20-% 24)
ya da FLT3 TKD mutasyonu (% 6-7) oldugu gozlenmistir (R.E.Gale, 2003). Dolayis1

ile AML hastalarinda en sik rastlanan mutasyon FLT3-ITD mutasyonudur.

Thiede ve ark.art 979 AML hastasinda mutasyon sikligmi  ve bu
mutasyonlarin prognoz iizerindeki roliinii, yanisira sitogenetik sonuclar ile klinik
cevaplar arasinda iliskiyi arastirmiglardir  (C.Thiede, 2002). FLT3-ITD
mutasyonlarina hastalarin % 20,4’iinde, FLT3 TKD mutasyonlarina hastalarin
%,7’sinde saptamislardir. Her mutasyonun benzer klinik 6zellikler ve cogunlukla da
normal karyotipi olan hastalarda birlikteligini gozlemislerdir. FLT-3 mutasyonlari,
cogunlukla normal karyotip ile birliktelik gosterirken, FLT3-ITD’ler t(15;17) tasiyan
42 hastanin 13’tinde gozlenirken, t(6;9) tasiyan 48 hastanin 9’unda FLT3-ITD varligi
gozlenmistir. DNA diizeyinde ITD allel siklig1 heterojen olarak gozlenmistir. Bazi
hastalarda belirgin mutant bant gozlenemezken bazi hastalarda belirgin mutant
bantlar gozlenmistir. Tiim veriler bir araya getirildiginde; FLT3 mutasyonlarinin
AML hastalarinda ¢ok sik rastlanan bir degisiklik oldugu desteklenmektedir. FLT3-
ITD pozitif hastalarda yiiksek mutant/wild tip oraninin prognozu etkileyen énemli bir

faktor oldugu da gozlenmigstir (C.Thiede, 2002).

TKD mutasyonuna daha ¢cok M4 ve M5 AML subtiplerinde rastlanmaktadir.
FLT3-ITD pozitif hastalarda yliksek mutant/wild tip allel oraninin prognozu
etkileyen onemli bir faktor oldugu gozlenmistir Ancak bizim ¢aligmamizda, FAB

siifina gore mutasyon siklig1 icin anlamli bir iliski saptanamamamustir.
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AML tedavisi baslangic1 ve devaminda, her hasta icin muhtemel prognostik
kriterlerin degerlendirilmelerine dayandirilarak, her hastanin tedavi bi¢cimi de cok
cesitlilik gosterebilir. Ancak bu amacla halen genis kabul goriip uygulanmakta olan ;
karyotip analizlerine gore risk gruplarin1 ayirma ve bu temele gore tedavi planlama
protokolleri yaygin sekilde tercih edilse de bu protokollerde AML prognozunun
onceden kestirilmesinde yetersiz kalindigr belirtilmektedir.Ayrica ilave prognostik
belirleyicilere gerek duyuldugu, boylece daha iyi prognostik tahminler yapilabilecegi

ve tedavinin daha da cesitlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

FLT3 geni giiniimiizde potansiyel prognostik genetik belirleyici olarak bu
beklentilere cevap verebilecek bir kriter gibi goriilmekte ve yeni timit kapilari

acmaktadir.

Klas 3 tirozin kinaz reseptorii kodlayan bu genin hematopoezdeki onemli
rolii, prognostik degerlendirmede ve tedavi ¢esitlendirilmesinde de ayn1 6nemli rolii
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bir ¢ok calismada, AML vakalarinin % 20- 30’unda
FLT3-ITD varligindan ve bu hasta grubunda daha Kkoti prognozdan
bahsedilmektedir. Calismamizda ama¢ FL'T3 mutasyonlarinin tan1 anindaki sikligini
belirlemek oldugu i¢in, hasta grubumuzda hastalik prognozu ile ilgili bir yorum

yapamamaktayiz.

2005 yilinda yayinlanmis bir metaanalizde (Yanada ve ark., 2005) 2004
Kasim ayina kadar yaymlanmis orijinal yayinlardan yararlanilmis, karsilastirmalar ve
ortak sonuglar ¢ikarilmistir. Metaanalizde yer alan ¢alismalarin tiimiinde, sadece hic
tedavi almamis de novo AML hastalart FLT3 durumu agisindan arastirilmis, FLT3
durumuna gore (ITD mutasyonu, TKD mutasyonu ve Wild tip allel), klinik seyir,
hastaliksiz ve toplam sag kalim prognostik bilgisi saglanmistir. Burada toplam sag
kalim ve/veya hastaliksiz sag kalima bakilarak prognostik veri degerlendirmesi
yapilmistir. Bu metaanalizde toplam 1160 de novo AML hastasinin 833’iinde FLT3
wild tip, 243’tinde ITD, 84’iinde TKD mutasyonu saptanmistir. Sonucta, bu
calismada ITD goriillme sikligit % 20-30, TKD %5-10 dur. FLT3 mutant vakalarda

lokosit sayisinin, wild tip vakalara gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
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Hastaliksiz sag kalim veya toplam sag kalim i¢in istatistiksel bir fark saptanmamustir.
Toplam sag kalim ve hastaliksiz sag kalima bakildiginda; FLT3-ITD varligi kotii
prognoz olarak goriilmektedir. Bu metaanalizi yapan arastirmacilarin ortak kanis;
simdiye dek yapilmis calismalarin prospektif kontrollii calismalar degil, tiimiiniin
gozlemsel ¢alismalar oldugu yoniindedir. Calismalarda uygulanan tedavilerin tek tip
olmadig1 ve dolayis: ile sonuclan etkileyebildigi goriilmektedir. Bu durum daha
standart duruma getirilmis prospektif c¢alismalarin gerekliligini gozler Oniine

sermistir.

FLT3 mutasyonunun varligi veya yoklugunun yaminda, FLT3 ile ilgili
prognostik degeri olabilecek ¢ok cesitli faktorlerin de bulunabilecegini diisiiniirsek
bunlarin da beraber degerlendirilmeleri gereklidir. Ornegin FLT3 transkriptlerinin
ekspresyon diizeyi, ITD mutantlarinin mutant/ wild tip allel oranlari, ITD-TKD
birlikte mutantlar , TKD mutasyon tipleri vb. bir ¢cok faktor goz Oniine alinarak yeni

prospektif calismalara gereklilik vardir.

FLT3-ITD mutasyonunun, c¢alisma kesitimizde, ¢cogunlukla kadin hastalarda
stk oldugunu saptadik. Bu bulgu, Schnittger ve ark.larinin (2002) calismasi ile
uyumluydu (Kadin/Erkek orani 1,36/1, p=0,023). Ancak, bu calismadan farkli olarak
biz mutasyon siklig1 ile hasta yasi, 16kosit sayis1 ve blast orani ile bir iligski oldugunu

gosteremedik.

Giiniimiize kadar yapilan caligmalarin ¢ogu Avrupa ve Japonya’dandir.
Tiirkiye’den ise Istanbul Universitesi yalmzca 29 AML-M3 hastasinda FLT3
mutasyonlarim ¢alistiklarinda, FLT-3 ITD mutasyonunu % 56 gibi yiiksek bir oranda
oldugunu gozlemisler ve FLT3-TKD mutasyonunu ise saptamamislardir (Atalar F.
ve ark, 2005). Ancak tek bir FAB siifinda mutasyon c¢alistiklar1 i¢in oram yiiksek
bulmalarinin, toplumumuzda goriilme sikliginin  yiiksek oldugu yorumunu
getirmedigi kansindayiz. Bizim iilkemize Ozgii genetik farkliliklarin bu sonuclar
nasil etkileyecegini gdormek amaciyla baslattigimiz bu prospektif calismamizda,
mevcut sinirli sayidaki hasta ile yapabildigimiz 6n degerlendirmede ve tiim de novo
AML olgular1 alinarak, ITD pozitifligi 20,8 % (5/24) bulunmustur. Yaptigimiz

calismada TKD mutasyonuna ise rastlanmamistir (0%). Calismada olgu sayisinin az
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olmast nedeniyle, mutasyon sikliginin su anda ITD i¢in yurt dis1 ile uyumlular

disinda ek bir ¢ikarim yapmak olanakli degildir.

Schnitger ve arkadaslar1 (2002 ve 2004) AML’li hastalarda tedavi ve relapsta
FLT3-ITD sikliginin yanm sira wild tip FLT3 de degerlendirmisler. Bu c¢aligmada
mutasyonlarin amplifikasyon fragmanlarin1 agaroz jelde semikantitatif analiz
ettiklerinde mutasyon bantlarinin her zaman “wild” tip allel gibi ayni dansitede
olmadigin1  gérmiiglerdir. Boylece FLT3-ITD mutaysonlarimi 5 kategoride
degerlendirmislerdir: 1) mutant fragman “wild” tip banttan daha az yogun (diizey 1),
2) mutant fragman “wild” tip band ile aym1 yogunlukta (diizey 2), 3) mutant fragman
“wild” tip banttan daha yogun (diizey 3), 4) “wild” tip bandin kayb1 ve yalnizca
mutant fragmanin olmasi (diizey 4) ve 5) birden fazla mutasyonun olmasi (diizey 5).
Bu calismada tanida veya relapsta “wild” tip mutasyonun kaybedilmesinin kotii
prognoza eslik ettigini saptamislar. Bizim calisjmamizda FLT3-ITD saptanan bes
olgunun bir tanesinde “wild” tip FLT3 olmadig1 gozledik (5 nolu hasta). Ancak
calismalarimiz ve uzun donem takipler devam ettigi icin “wild” tip FLT3 kaybinin
prognoz lizerine etkileri heniiz degerlendirilememistir. Ayrica calismamizda bir
hastadada mutant tipin “wild” tip allele gore zayif bir fragman gostermektedir, bu da
Schnitger ve ark.larinda (2002) bildirildigi gibi mutasyonun l6semik hiicrelerin bir

boliimiinde oldugu seklinde yorumlanabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

AML tanis1 konmus ve rasgele secilmis 24 hasta iizerinde yapilan prospektif
calismalarimiz sonucunda, bes hastada ITD mutasyonu bulgusu tespit edilmistir
(%20,8). TKD mutasyonuna ise rastlanmamistir. FLT3-ITD mutasyonu saptanan bir
hastada “wild” tip allelin kayb1 gozlenmistir (Diizey 4). Ayrica bir hastada da FLT3-

ITD fragmaninin “wild” tip banda gore yogunlugunun az oldugu goriilmiistiir (Diizey

I).

Mevcut calisma siirecinde ulasilabilen yeni AML tanis1 konmus hasta
sayisinda amaclanan sayilara ulasilamamasi nedeniyle, mevcut durum itibariyle elde
edilen sonucun saglikli bir degerlendirme yapmak icin yeterli olmadigin
diisinmekteyiz. Dolayis1 ile hasta sayisimin artirilarak caligmanin  kapsaminin

genisletilmesi gerekmektedir.

Mevcut hasta sayisi ile yapilan ¢alismada ulasilan FLT3-ITD mutasyonu ile
ilgili oransal deger, benzer ¢alismalar yapmus iilkeler ile ayni olarak gozlenmistir.
Fakat heniiz TKD mutasyonu saptanmamistir. Bu konuda kesin yargiya varabilmek
ancak calismanin hasta sayisinin ve kapsaminin diger iilkelerde yapilan calisma
sayilarina ¢ikarilmasi ile miimkiin olabilecektir. Bu calisma ile laboratuvarimiz, sik
goriilen ve prognostik 6nemi yiiksek olan, FLT3-ITD ve TKD mutasyonlarinin PCR

yontemi ile de tanimlanmasini kazandirmig olduk.

Baslatigimiz , de novo AML hastalarindaki FLT3 durumu ile prognoz ,
prognoz ve tedavi arasindaki iliskileri degerlendirmelere katkida bulunmay1 ve kendi
toplumumuzdaki muhtemel farkliliklar1 da belirlemeyi planladigimiz bu prospektif
calisma, laboratuvarimizda uygulamaya ge¢mistir. Bunun ¢ok merkezli ¢alismalarla

birlikte yiiriitiilmesi de dilegimiz ve hedefimizdir.
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OZET

AML’li hastalarda FLT3 duplikasyon ve mutasyonlarinin saptanmasi.

Yeni tant de novo AML hastalarinda FLT3 tirozin kinaz reseptorlerinin
yapisal aktivasyonuna neden olan iki tip mutasyonun taramasi yapildi. Birincisi ;
FLT3 geninin juksta membran bolgesini kodlayan ITD mutasyonudur. FLT3-ITD
mutasyonu; FLT3 geninin juksta membran bolgesini kodlayan boliimiinde bazi
fragmanlarin cesitli uzunluk ve sayida duplikasyonlar1 gseklinde olusmus
mutasyondur. Ikincisi mutasyon ise; FLT3 geninin aktivasyon loop bolgesinde,

TKD (nokta mutasyonu) mutasyonudur.
24 AML hastasinda bu mutasyon tiplerinin siklig1 analiz edildi. FLT3-ITD
mutasyonu 24 hastanin 5’inde bulundu (% 20,8). FLT3-TKD mutasyonu s6z konusu

hasta grubunda bulunamadi.

FLT3-ITD mutasyon sikligr diger yurt dis1 caligmalar ile uyumludur. Hasta

sayisinin artirilmasina devam edilmektedir.

Anahtar Kelimeler : AML, FLT3, FLT3- ITD, FLT3-TKD
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SUMMARY

Detection of FLT3 Tandom Duplications and Mutations in de novo AML

patients .

The detection of two types of mutations causing structural activation of FLT3
tyrosine kinase receptors was studied . The first one of them is ITD mutation , which
is some duplication fragments with various length and number coding of the FLT3
juxtamembrane region. The other one is a TKD (point mutation) mutation in the

FLT3 gene activation loop region .

The prevalence of these mutations has been analyised in 24 AML patients.
The FLT3-ITD mutation was found in 5 out of these 24 patients (20.8 %). FLT3-

TKD mutation was not detected in any patient yet.
The incidence of FLT3-ITD mutations in our patient cohort is concordant

with published international series. The number of patients should be increased for

further analysis.

Key words : AML, FLT3, FLT3-ITD, FLT3-TKD
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