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Ozet

KRONIK MYELOID LOSEMI OLGULARINDA ILAVE KLONAL
KROMOZOM ANOMALILERININ RETROSPEKTIF INCELENMESI

Kronik myeloid l6semi (KML) kan hiicelerini olusturan projenitor
kok hiicrelerde tutulum gosteren bir kanser tiirtidiir. Hastalarda 9 ile 22
numarali kromozomlarin resiprokal translokasyonu ile karakterizedir.
KML hastalarin %15-%20’sinde Philadelphia kromozomuna ek olarak
gozlenen ek sitogenetik anomaliler (ACA) bulunur. Bu ACA’lar
prognostik etkilerine gore major ve minor ACA’lar olmak tizere iki gruba
ayrilir.

Biz ¢calismamizda 2009-2019 yillar1 arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalrnda
KML tanili olgularin kemik iligi orneklerinden caligsilan konvansiyonel
sitogenetik ve FISH testleri sonucunda saptanan varyant t(9;22) ve Ph
kromozomuna ek kromozomal anomalilerin tespit edilme sikligini
belirlemeyi amacladik. Ayrica calismamiz sirasinda klinik bilgilerine
ulasilan hastalarin yanit oranlarin1 da calismamiza ekledik ve bu
oranlardan yola c¢ikarak gozlenen bu ek anomalilerin tedaviye olan
etkilerini de degerlendirdik.

Bolimimiize KML tanisi1 alarak yonlendirilen dort ytiz elli iki
hasta icerisinden varyant ph kromozomu veya ph kromozomuna ek
sitogenetik anomalisi bulunan otuz alt1 (%8) hasta tespit ettik. Bu
hastalar icerisinde en sik gézlenen anomalinin 6 olgu ile (% 17) ile ilave
Philadelphia kromozomu oldugunu gordiik. Ayrica olgularimizin 4
tanesinde (%11) trizomi 8, 3 tanesinde (%8) Y kromozomu kaybi, 3’iin de
(%8) varyant Philadelphia translokasyonu, 1 hastamizda trizomi 9, 1
hastamizda 9q34 delesyonu ve 1 hastamizda ise 6 numarali kromozomun
trizomisini gozledik.

Calismamizin sonunda KML olgularinda ACA saptama oranimiz
literatiir verisinin altindadir. Ayrica literatiir verilerine gore
siniflandirdigimizda 10 olgunun (%28) major yolak anomalilerine, 26
olgunun da (%72) minor yolak anomalilerine sahip oldugunu gordiik.
Major ve minor yolakta ki bu dagilim verisinin literatiirde yer alan
oranlar ile uyumlu oldugunu saptadik.

Tespit edilen anomalilerin tedaviye yanit oranlari incelediginde
varyant t(9;22)’ler haricinde major ve minoér yolaga ait anomali
gruplarindaki verilerin literatiir ile uyumlu oldugunu gozledik. Ancak
varyant translokasyona yonelik beklenen kotii yaniti bizim olgu
grubumuzda gormedik. Bununla birlikte hem calismamizda hem de
literatiirde olgu sayimizin az olmasi sebebiyle saptanan anomalilerin
tedaviye olan etkileri konusunda kesin sonug¢lar elde edemedik. Ayrica



calismamizda hastalarin bir kisminda elde edilen metafaz plaklarinin
sitogenetik degerlendirme icin yetersiz oldugunu gordiik. Bu nedenle
tim KML vakalarimiz arasinda ortaya cikarilamayan ACA ve varyant
t(9,22)’lere sahip olgular oldugunu diisiinmekteyiz. Bu da bize
konvansiyonel sitogenetik analiz yapilmasinin kanser genetiginde cok
onemli oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: KML, ACA, Trizomi 8, Philadelphia kromozomu,
Varyant t(9;22), FISH, Sitogenetik



Summary

RETROSPECTIVE INVESTIGATION OF ADDITIONAL CLONAL
CHROMOSOMES ANOMALIES IN CHRONIC MYELOID LEUKEMIA

Chronic myeloid leukemia (CML) is a type that shows involvement
in progenitor stem cells in blood cells. It is characterized by reciprocal
translocation of chromosomes 9 to 22 in patients. 15% -20% of chronic
myeloid leukemia patients have additional chromosomal anomalies
(ACA) observed in addition to the Philadelphia chromosome. In our
study, we detected variant t (9; 22) and additional chromosomal
abnormalities in the Ph chromosome, which were detected as a result of
conventional cytogenetic and FISH tests, which were studied from bone
marrow samples of patients with CML at Eskisehir Osmangazi
University (ESOGU) Medical Genetics Department between 2009-2019.
We aimed to determine the frequency of occurrence. In addition, we
included the treatment response rates of patients whose information
was obtained during our study, and based on these rates, we aimed to
evaluate the effects of these additional anomalies on treatment.

Among 452 patients who were referred to our department with a
diagnosis of CML, we established a case series of 36 patients, in which
we found that variant ph chromosome or additional cytogenetic anomaly
to the ph chromosome. In this series, with 6 cases (17%), the additional
Philadelphia chromosome is the most common additional anomaly. In
addition to that, trisomy 8 in 4 of our cases (11%), Y chromosome loss in 3
cases (8%), variant Philadelphia translocation in 3 cases (8%), trisomy 9
in 1 patient, 9q34 deletion in 1 patient, and trisomy of chromosome
number 6 in 1 patient were also observed.

At the end of our study, our ACA detection rate in CML cases is
below the literature data. In addition, when we classified according to
the literature data, we found that 10 cases (28%) had major pathway
anomalies and 26 cases (72%) had minor pathway anomalies. We found
that this distribution data in the major and minor pathway is compatible
with the rates in the literature.

When we examined the response rates of the detected anomalies to
treatment, we observed that the data in the anomaly groups belonging to
the major and minor pathways, except for the variant t (9; 22), were
compatible with the literature. However, we did not see the expected
poor response to variant translocation in our case group. However, due
to the small number of cases in our study and in the literature, we could
not obtain definitive results about the effects of the detected anomalies
on treatment. In addition, in our study, we found that the metaphase
plates obtained in some of the patients were insufficient for cytogenetic
evaluation. For this reason, we think that there are cases with ACA and
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variant t (9.22) that cannot be detected among all our CML cases. This
has shown us that conventional cytogenetic analyzes are very important
for cancer genetics.

Key words: CML, ACA, Trisomy 8, Philadelphia chromosome, Variant
translocation, FISH, Cytogenetic,
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1.GIRIS VE AMAC

Kronik miyeloid 16semi (KML), graniilositlerde meydana gelen bir kanser
olup, granitlositlerin sayisal artis1 ile karakterizedir. Grantilositlerin yani sira
zaman zaman trombositlerde de artis gozlenir. Kronik miyeloid l6seminin
gorulme sikligi kirkli yaslardan sonra onemli olgiide artmaktadir. Cocukluk
caginda nadir olarak gozlenen KML herediter aktarim gostermez. Her yliz 16semi

hastasinin yaklasik onbesg ile yirmi kadar1 kronik miyeloid 16semidir.

KML olgularinda 9 numarali kromozomun uzun kolu ile 22 numaral
kromozomun uzun kolu arasinda gerceklesen resiprokal bir translokasyon
gozlenir. Olusan aberan 22 numarali kromozom “philadelphia kromozomu” olarak
adlandirilir ve kodladig1 kimerik protein ise hastalarda KML fenotipinin ortaya
cikmasindan sorumludur. Bu resiprokal translokasyonun disinda hastanin

konvansiyonal sitogenetik analizlerinde ek anomaliler gozlenebilmektedir.

KML’de gozlenen bu ilave anomaliler, literatiirde beklenen prognostik
katkilarina gore major ve minor olmak lizere 2 grupta incelenir. Major yolak
anomalilerinin prognostik bakimdan minér yolak anomalilerine gére daha agresif
seyrettigi bildirilmistir. Bu anomalilerin prognostik katkilar1 hakkinda farklh

gorusler de bulunmaktadair.

Bizim calismamizdaki temel amacimiz Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalrna 2009 ile 2019 yillar
arasinda gelen KML olgularinda saptanan varyant t(9;22) ve ekstra kromozomal
anomalilerin  (Additional cytogenetic abnormalities:ACA) oranin1 ortaya
koymaktir. Buna ek olarak saptadigimiz major ve minér yolak anomalilerinin
tedaviye etkilerini literatiir bilgileri ile kiyaslamak da amaglarimiz arasinda yer
almaktadir. Bu sayede tan1 aninda gozlenen bu anomalilerin prognostik etkisini

ve tedavi siirecini yonetecek tedavi protokollerine katkida bulunabilmeyi istedik.



2- GENEL BILGILER
2.1 Kronik Miyeloid Losemi(KML)

Kronik Myeloid Losemi(KML), bir diger ismiyle Kronik grantilositik 16semi
Kronik Myeloproliferatif Hastaliklarin(KMPH) 7 alt grubundan bir tanesidir.
(Greer vd. 2003) Kronik miyeloid 16semi, ilk kez John Hughes Bennet tarafindan
1845 yilinda ”“dalakta ve karacigerde blyiime, kanda artmis iltihap sonucunda
6lim ile sonuglanan bir hastalik olarak tanimlanmistir. Ancak molekiiler
anlamda tanimlanmasi ilk kez Nowel ve Hungerford tarafindan 1960 yilinda
KML’ye spesifik olan kromozomal anomalinin tespiti ile gerceklesmistir.
Gordiikleri bu abnormal kromozomu yasadiklar: sehrin ismi olan “Philadelphia”

1le isimlendirilmistir.(Kirkizlar 2012)

Philadelphia kromozomu 9. ve 22. kromozomlarin uzun kollar: arasindaki
dengeli resiprokal translokasyon [t(9;22)(q34;q11)] sonucunda meydana gelen
abnormal 22 numarali kromozomdur.(Rastgeldim. Y. 2016) Bu kromozom KML
fenotipinin ortaya cikmasinda baslica etmendir. KML, kok hiicrelerinin malign
hastaligi olup kemik iliginde asir1 myeloid hiperplazi, splenomegali ve ayrica
periferik kanda matiir ve gen¢ myeloid hiicrelerden olusan yliksek 16kosit sayisi
(bazofili ile birlikte) ile karakterizedir. Akut 16semide varolan patolojik tablonun
aksine, 16semi hiicreleri farklilagsma yeteneklerini kaybetmemistir. Ug fazhi bir
hastalik olan KML’ nin klinikopatolojik seyri; kronik faz, akselere faz ve blastik
faz olarak incelenir ve fazlar arasinda prognostik degerlerde kotiilesme

gozlenir.(Rastgeldim 2016)

2.1.1 KML’de kronik, akselere ve blastik fazlar:

Kronik fazda, ¢evre kani ve kemik iliginde blast yiizdesi %10’dan az olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Blast yiizdesinin %10nun tlizerine ¢ikmasi, akselere ve

blastik krize gecisin bir gostergesi olabilecegi olarak degerlendirilmektedir.



Akselere fazda, blast ytizdesi, %10-19 olarak goézlenmektedir. Bununla
birlikte periferik kanda bazofili orani %20nin lizerinde goézlenebilir. Hastalarda
tedaviden bagimsiz trombositopeni veya tedaviye cevapsiz trombositozda
gozlenebilir. Ayrica hastalarin 16kosit sayisinin artmasi ve dalak boyutunda

artigda akselere fazda goriillen endikasyonlar arasinda yer almaktadar.

Blastik krizde ise, kanda ve kemik iliginde, blast sayis1 %19un tzerine
citkmaktadir. Blastik kriz, miyeloid, lenfoblastik veya miks tipte gorilebilir.
Miyeloid blast krizi daha sik goériilmekte olup, daha agir seyirle izlenmektedir.
Hastalarin lgte birinde, lenfoblastik kriz goézlenir. Lenfoblastik tip blastik kriz
genellikle B onciil hiicre koékenlidir. Akselere ve blastik krize giren KML'li
hastalarda, c¢ift ph kromozomu veya baska ek kromozom anomalilerinin

bulundugu literatiirlerde bildirilmektedir.(Ozyiirek 2011)

2.2. KML Molekiiler Patogenezisi:

KML fenotipinden sorumlu olan kimerik protein 9 ve 22. kromozomlar
arasindaki resipirokal translokasyondan meydana gelen BCR ve ABL1 genlerini

flizyonundan ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 2.1: KML’de spesifik olark gozlenen 9. ve 22. kromozomlarin resiprokal
translokasyonunu gosteren karyotip 6rnegi (Ai D. 2015)

2.2.1 BCR geni:

22. kromozomun uzun kolunda bulunan 130kb uzunlugunda olan ve 23
ekzon bulunan BCR geni siirekli ifadesi olan bir gendir. Insanlarda siklikla
hematopoetik hiicrelerde ve beyinde ekspresyonu gozlenir. Hematopoetik
hiicrelerde myeloid farklilagsmanin erken evrelerinde etkin oldugu, ve ekspresyon
miktarinin hiicre olgunluga ulastikca azalacak sekilde degistigi ortaya
konmustur. BCR proteini, 160 kd agirligindadir. Stoplazmada bulunan BCR geni

Serin/Treonin kinaz gorevine sahiptir. (Laurent vd. 2001)

BCR geninin 1lk ekzonu bir serin/treonin kinaz boélgesi, bircok Src
Homology 2 (SH2) baglayici bélgeleri ve bir oligomerizasyon bolgesi kodlamaktan
sorumludur. SH2 bélgeleri, reseptorler ya da hiicre i¢i sinyal proteinleri tizerinde
belirli peptid dizilerindeki fosforillenmis tirozinlere baglanan yiiksek oranda

korunmus bolgelerdir.(Alberts 2002)



BCR tzerinde bulunan SH2 bdélgeleri sinyal iletim molekiillerinin
baglanarak onemli sinyal yolaklarinin aktive olmasininda gorevlidir. Yapisinda
bulunan tirozinin (177. aminoasit konumunda yer alir) otofosforilasyonu, GRB2
(Growth factor receptor-bound protein 2) i¢in bir baglanma bdlgesi olusturur.
BCR, GRB2 iizerinden Ras yolagini aktive ederek biiyime ve farklilagma i¢in
uyarici olarak gorev almaktadir. (Goldman & Melo 2008)

Ayrica BCR proteininin santral ve karboksi terminal bolgeleride 6nem arz
etmektedir. Bu boélgelerin o6zellikle G-proteinleri ile olan ¢ok yonlu iligkileri
dikkat ¢eker. G-proteinleri hiicre biiyiimesinde hiicre i¢i iletim sistemlerinde ve
hiicre iskeleti organizasyonunda gorev alan proteinlerdir. BCR1n karboksil
ucunda bulunan GAP bolgesi (GTPase activating protein domain) G-

proteinlerinin aktive olmasinda gorev almaktadir. (Balc1 2009)
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Sekil 2.2: BCR gen yapisinin sematik gosterimi(Laurent vd. 2001)

Ayrica yeni yapilan calismalarda, BCR1n santral boélgesinin DNA tamir
mekanizmasinda gorevli Xeroderma pigmentosum — B (XPB) proteinini

fosforilledigi ve fonksiyonunu engelledigi gosterilmigtir. Boylece, BCR-ABL1



onkogeninin DNA onarim mekanizmalar:1 tzerinden genomik instabiliteye

katkida bulundugu 6ne strilmistiir. (Goldman & Melo 2008)

2.2.2 ABLI geni:

ABL1 geni 9 numarali kromozomun uzun kolunda bulunur ve 145 kd
agirhginda bir nonreseptér tirozin kinazi kodlamaktadir. Ik kesfi farede
tanimlanmistir. ABL1 geni Abelson murine leukemia virusunun onkogeni olan v-

abl geninin insandaki homologudur.

ABL1 geni stirekli ifadesi bulunan bir gendir. Strese yonelik cevaplarin
olusturulmasi, hiicre farklilasmasi, hiicre boliinmesi ve adezyonunda gorevleri
bulunur. ABL1 geni hiicre ¢ekirdeginde ifadelenmesine ragmen gen urini
sitoplazma ve ¢ekirdek arasinda gidip gelebilen bir proteindir. (Sattler & Griffin
2003)

N terminalinde 3 farkli Src homoloji(SH) bélgesi bulunmaktadir. Bunlar:
prolince zengin proteinlerle baglanmasini saglayan SH3 boélgesi, fosfotirozinlerle
baglanmasini saglayan SH2 bélgesi ve tirozin kinaz gérevinine sahip SH1 (tirozin

kinaz bélgesi) bolgesidir.(Melo & Deininger 2004)

ABL1 geninde, C terminalinde niikleer lokalizasyon sinyallerini olusturan
bir bolge, 3 adet DNA baglayici bolge ve aktin baglayici bolgeye sahiptir. ABL1
proteininin ilk ekzonun alternatif splicing’i ile olusan 1iki izoformu
bulunmaktadir. Sitoplazmik ABL1 proteininin aktivitesi SH2 ve SH3 bolgeleri
uzerinden kisitlanmaktadir. Dolayisiyla bu bélgelerde gozlenecek bir delesyon ya
da mutasyon sonucu ABL1 geninin aktiflesmesi gozlenebilir.(Sattler & Griffin

2003)

2.2.3 BCR/ABLI fiizyon geni:

ABL1 geninde kirik 5 ucunun 300 kb’lik bir bolge igerisindeki farkl

bolgeler lizerinde gorilebilmektedir. En sik goézlenen kiriklar ise 1. ekzonlar
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arasindaki intron bolgesi ilizerinde meydana gelmektedir. BCR geninde ise

kiriklar siklikla 3 farkl noktada gercgeklesir. Bu kirik bolgeleri:

1. KML hastalarinin %95’inde ve Ph+ ALL hastalarinin yaklasik 3’te 1’inde
kirnk Major BCR (M-BCR) denilen bolgede gozlenir ve siklikla ya 13. ekzondan
(e13-b2) ya da 14. ekzondan (el4-b3) sonraki intronda meydana gelir. Her iki

durumda da 210 kd agirliginda bir flizyon proteini olusur ve bu kimerik protein

ve p210 BCR-ABL1 olarak adlandirilir. (Sattler & Griffin 2003)

2. p190 BCR-ABL1(minér) olarak adlandirilan kimerik proteinin olugsmasina
neden olan kirik Ph+ ALL hastalarinin 3’te 2’sinde, KML ve AML hastalarimin
cok az bir kisminda goriillen hibrid transkript ela2 birlesimini iceren ve 190 kd

agirhiginda bir protein kodlanmasina yol agar. (Melo & Deininger 2004)

3. KML olgularinin ¢ok az bir kisminda tglincii kirik noktasi mikro BCR(u-
BCR) olarak adlandirilir ve 19. ekzondan (c3) sonra gelen bélgede olusur. Hibrid
transkript e19a2 birlesiminden olusur ve 230 kd agirhgindaki p230 BCR-ABL1
proteinini kodlar. (Melo & Deininger 2004)

2.2.4 BCR/ABLI fiizyon geninin patogenezisi:

BCR ve ABLI1 fiizyon geninden olusan kimerik protein BCR tiizerindeki
oligomerizasyon  bdlgesiyle  flizyon  proteini,  dimerizasyona ya da
tetramerizasyona ugrar. Ilk énce BCR tizerinde 177. Pozizyonda bulunan tirozin
aminoasitinin otofosforilasyonunu gerceklesmektedir. Sonrasinda ABL1 tizerinde
bulunan tirozinlerin transfosforilasyonunu saglanir. Bu sayede ABL1 kinaz
herhangi bir dig etki olmadan aktive olur.(Goldman & Melo 2008) Fosforile olan
tirozinler bolgerleri hedef proteinler {tizerinde bulunan SH2 bdélgeleri ile
birlesmeye yonelik yapisal degisim gegirirler. Boylece BCR-ABL1 hiicre iginde
farkli gorevleri olan sinyal iletim molekilleri ile etkilesime girer.(Balc1 2009) Bu
etkilesim bir¢cok sinyal yolaginin aktivasyonu veya deaktive olmasi seklinde
devam etmektedir. Bu yolaklarindan ve aktivasyonlarina dair mekanizmalar

calismanin devaminda aciklanacaktir.
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Sekil 2.3: KML’de gozlenen fiizyon geninin molekiiler sinyal yolaklari ile

olan genel etkilesimi.(Cilloni & Saglio 2011)

2.2.4.1 Mitojenik sinyal yolaklarin aktivasyonu:

BCR-ABL1 fiizyon geninin hematopoetik koék hiicre transformasyonu
uzerine etkileri RAS, PI3K, STAT5 ve Myc sinyal yolaklarinin aktivasyonu
uzerinden geceklesir. (Balc1 2009)
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Sekil 2.4: BCR/ABL1 fiizyon proteininin sinyal yolaklar: tizerindeki

ekisinin sematik gésterimi. (Massimino vd. 2018)

2.2.4.2 Programlanmus hiicre oliimii (Apoptoz) inhibisyonu:

BCR-ABL1 flizyon genini tasiyan hiicreler, apoptoza karsi direng
gostermektedir. Dirence neden olan mekanizma tam olarak aydinlatilamamigstir
ancak arastirmacilar flizyon proteininin sitokrom C salinimimi engelledigini ve
bunun kaspaz aktivasyonunu neden oldugunu bu sayedede hiicrelerin apoptoza
kars1 direncli olabilieceklerini diisinmektedirler. Kaspaz aktivasyonu ayni
zamanda Bcl-2 protein ailesi tarafindan da diizenlenmektedir ve Ber-Abll fiizyon
protein, RAS 1ile PI3k sinyal yolaklarin1 kullanarak Bcl-2 aktivasyonun
kontroliinde rol oynar.(MartﬁAn-Zanca & SaAnchez-GarcdAa 1997) KML pozitif
hiicrelerde bir antiapoptotik protein olan BclXL transkripsiyonu da STATS
aracihigiyla aktive edilir. (Kirkizlar 2012)



2.2.5 Fiizyon geninin azalmis adezyon ile baglantisi:

KML hematopoeitik progenitor hiicrelerinin kemik 1iligi stromasina ve
ekstraseliiler matrikse olan adezyonunu azaltmaktadir. Bu adezyonun hiicrelerin
cogalmasi tizerinde diizenleyici bir etkisi bulundugu bilinmektedir. Bu nedenle
KML pozitif hiireler dolayli yoldan hiicre boliinmesi yoniinden pozitif bir avantaja
sahip olmaktadirlar. Stroma ve 6ncii hiicreler arasindaki bu iliskide B-integrinler
araciligiyla saglanir. KML pozitif hiicrelerde, adezyonu inhibe edici 6zellige sahip
bir B-integrin proteinini kodlandigi ortaya konmustur. Ayrica BCR-ABL1
fosforilasyonu sonucu olusan Crk1, paksillin, Fak (fokal adezyon kinaz), p130 Cas
ve Hefl hiicresel motiliteyi ve integrin iligkili hiicre adezyonunu diizenlemektedir.

(Deininger, Vieira, Mendiola, Schultheis, Goldman & Melo 2000)

2.3 KML’de Gozlenen Sitogenetik Anomaliler:

KML’de standart beklenti 9. ve 22. kromozomlar arasinda goézlenen
resiprokal translokasyon sonucu olusan anormal 22. numarali philadelphia
kromozomdur. Philadelphia kromozomu morfolojik yapisi normal homologuna
kiyasla sitogenetik incelemede farkedilebilecek kadar kiigiiktir. KML’'den
sorumlu BCR-ABL1 fiizyon onkogenide bu kromozom iizerinde yer almaktadir.
Bu klasik translokasyon tiim KML hastalarinda saptanmakla birlikte hastaligin
tum evrelerinde de gozlenmektedir. (Kantarjian, Talpaz, Giles, O’'Brien, Cortes

2013)

KML’deki t(9;22)(q34;q11) resiprokal translokasyona yonelik bazi teoriler
bulunmaktadir. Bu teorilerden birisi, kromozomlardaki bu kirik ve birlesmenin
tamamen tesadifi gergeklestigi yoniindedir. Ortaya c¢ikan onkogenik tiriin
hiicreye selektif biiyime yonlinde avantaji kazandirmaktadir. Bu nedenle

translokasyonu tasiyan hiicrelerin hayatta kalma sanslar1 artar.

Ph kromozomunun B ve T Ilenfositler dahil olmak tizere tim kan
hiicrelerinde bulunur. Bu durum neoplastik formdaki klonun ilkel bir pluripotent
kok hiicre tizerinden kaynaklandigina dair bir kanit tegkil etmektedir.
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Baska bir teori ise transloksayonun tesadiifi olmadigini ve 6zellikle iyonize
radyasyon maruziyetinin KML olgu insidansini arttirdigin1 kaynak gostererek
savunur. Bununla birlikte radyasyon etkisiyle meydana gelen kiriklar 6zellikle

hot-spot olarak kabul géren noktalarda gozlenir.

Hicre bolinmesinin interfaz asamasinda 9 numarali ve 22 numaral
kromozomlarin hiicre icerisindeki topografik yerleri birbirlerine oldukc¢a yakin
oldugu gozlenmistir. Bu yakinhigin spesifik olarak bu translokasyon
mekanizmasinda yanlig birlesmeye yatkinlik olusturabilecegi diigtinilmektedir.

(Melo & Deininger 2004)

KML’de beklenen kromozomal anomali philadelphia kromozomu olmasina
karsin hastalarda philadelphia kromozomuna ek bagka anomaliler de
gozlenebilir. Klasik translokasyona ek olgularin %15inde derivatif 9. kromozom
uzerinde gozlenen interstisyel delesyonlar dikkat c¢ekmektedir. Delesyonu
bulunan hastalarda prognozun kotiiye gittigi gozlenmis ancak 1imatinib
yayginlasmas1 sonrasinda calismalar hastalarin genel sagkalimlarinin bu

delesyonlarla iligkisiz oldugu yoniinde bildirilmistir. (Melo & Deininger 2004)

Olgularin %5 ila %10 kadarinda 3. bir kromozomun bulundugu varyant
translokasyonlar gézlenir. Olusan bu varyant translokasyon siklikla; 1p36, 3p21,
5ql3, 6p21, 9922, 11q13, 12p13, 17pl13, 17q21, 17925, 19q13, 21922, 22q12 ve
22q13 bolgeleri eslik etmektedir. (Johansson, Fioretos, Mitelman 2002)

2.4. KML’de Major Ve Minor Yolak Anomalileri:

Sitogenetik  varyant translokasyonlar disinda farkli kromozomal
anomaliler gérmekte mimkindir. Bu anomaliler anomaliler ACA olarak
tanimlanmaktadir ve 2 farkli kategoride incelenirler. Major yolak anomalileri
olarak simiflandirilan anomaliler: trizomi 8, ilave bir ph kromozomu, ve
1izokromozom 17q gozlenir. Bu grupta belirtilen anomaliler diginda kalanlar ise
minor yolak olarak smmiflandirilmigtir. Bu grupta siklikla 7 numarali ve 17

numarali kromozomlarin trizomisi, 17 ve 21 numarali kromozomlarin kayb1 ile
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cinsiyet kromozomu kayiplari tanimlanmir. KML hastalarinin yaklasik %15’lik
kisminda major, %10 civarindaki bir kisminda da mindér yolak anomallileri

gbzlenir. (Safaei vd. 2018; Cortes vd. 2003; Fabarius vd. 2011)

Bu ek anomaliler klonal evrim olarak tanimlanmistir ve tani aninda bu
anomalilerin  gorilmesi kotii  prognostik  olarak ve kisa sagkalimla
iligkilendirilmistir. (Safaei vd. 2018; Cortes vd. 2003; Fabarius vd. 2011) Tedavi
esnasinda ortaya ¢ikan anomalilerin ise kotli prognostik olarak yorumlanmamasi
gerektigl belirtilmekte birlikte tedavide kullanilan kemoterapik ilaglarin neden
oldugu diglinilen bu anomalilerin tedavi  slirecinde  kayboldugu

bildirilmistir.(Wang, Chen, Hu, Yin, Li, Bai & Bueso-Ramos 2016)

2.5 KML’de Tedaviye Molekiiler Bakis

Standart tedavide hastalar oral yoldan imatinib ile tedavi edilmektedirler.
Imatinibe intoleransi olan veya imatinibe direng gelistiren hastalarin ise nilotinib
ile tedaviye devam etmesi onerilmektedir. Nilotinib ayrica kronik faz disinda
akselere fazin tedavisinde de kullamilmaktadir. Ileri evre KML vakalarinda
(akselere veya blastik kriz fazi) 100mg dasatinib ile tedavi onerilmektedir.

(Greer, Foerster, Lukens, Rodgers,Frixos & Bertil 2003).

2013 yilinda yayinlanan ELN(Avrupa Loésemi Net) kilavuzunda yanit

degerlendirmesi optimal yanit, uyar: ve yanitsiz olarak uce ayrilmistir

Hematolojik degerlendirme: Tani sonrasinda tam hematolojik yamt
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, TSY elde edilmesini takiben 12 ayda bir (duzenli
molekuler izlem yapilamiyorsa) RT-QPCR ile molekuler izlem: MMY (MY3.0 veya
daha derin yanit) elde edilmesi ve dogrulanmasina kadar 3 ayda bir, daha sonra

3-6 ayda bir yapilmalidir.
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Molekuler mutasyon analizi: Yanitsizlik durumunda ve diger tirozin kinaz

inhibitorleri veya baska tedavilere gecmeden once daima bakilmalidir.

2.6 KML Tedavisinde Kullanilan Tirozinkinaz Inhibitorlerinin

Calisma mekanizmalari:

Tirozin kinazlar ATP’den fosforu koparip tirozin amino asidine transfer
eden enzimlerdir ve hiicre bliylimesi, proliferasyonu, apoptozisi ve hiicre i¢i uyari
iletiminde 6nemli rol oynar.(Massimino vd. 2018) KML’de meydana gelen fiizyon
proteinin yapisinda bulunan SH2 boélgeleri kendi kendilerini otofosforillenme
ozelligine sahiptirler. Bu nedenle hastalarda kontrolsiiz bir hematopoeitik hiicre
proliferasyonu gozlenir. Geligtirilen tirozin kinaz inhibitérleri SH2 bdélgelerine
baglanarak ATP’lerin bu aktivasyon bélgelerine baglanmasini bloke etmek tizere
tasarlanmistirlar. Bu boélgeye cok yakin bir konumda bulunan aspartat,
fenilalanin, glisin aminoasit kombinasyonunun oldugu bdlgeye baglanan
imatinib, flizyon proteininin aktivitesini durdurmaktadir. Ancak baglanmasi i¢in

Abl kinazin inaktif konumda bulunmasi gerekmektedir.(Tuglu & Melli 2012)
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Sekil 2.5: Imatinibin calisma mekanizmasinin basit sematik gésterimi.
(Mughal & Goldman 2006)
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Kritik noktada go6zlenebilen mutasyonlar imatinibe karsi dirence neden
olur. Direng gelistiren hastalarda kullanilmak tizere 2. ve 3. kusak tirozin kinaz
inhibitorleri tasarlanmigtir. Ikinci jenerasyondan olan nilotinibin calisma
mekanizmasi imatinibe ¢cok benzemektedir. Nilotinib de imatinib gibi Abl kinazin
yalmizca 1inaktif oldugu durumlarda hedefine baglanabilmektedir. Nilotinib
imatinibden 10-25 kat daha gliclii oldugu bildirilmis ve imatinibe karsi dirence

neden olan mutasyonlarin bazilarinda yanit verebilmektedir.(Tuglu & Melli 2012)

Dasatinib imatinib ve nilotinibden farkl olarak Abl kinazin hem aktif hem
inaktif bolgesine baglanmaktadir. Imatinibe kiyasla 100-300 kat daha potent bir
ilactir. Imatinibe kars: direnc gosteren hastalarda kullanilabilir. Ancak T3151
mutasyonuna karsi dasatinibin etkisiz oldugu literatiirde bildirilmistir. (Tuglu &

Melli 2012)

Bununla birlikte Avrupa birliginde kullanilmak tzere FDA (Amerikan
Cada ve Ilag Dairesi) tarafindan hastalarin kullanimina onay verilmis toplamda 5
adet tirozin kinaz inhibitérii bulunmaktadir. Bunlar imatinib, dasatinib,

nilotinib, bosutinib ve ponatinibdir.
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3- GEREC VE YONTEMLER
3.1 -Hasta Grubu Secimi:

Calismamizda 2009 ile 2019 wyillarn arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji
Bilim Dalr'nda tani almis, ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'nda
konvansiyonel sitogenetik ve FISH analizler:i yapilmis hastalarin, sitogenetik ve

FISH raporlarina arsivden ulagilmistir.

Konvensiyonel sitogenetik (KS) ve FISH c¢alismalar1 sonucunda
philadelphia kromozomunun (Ph) saptanmasi hastanin KML tanis1 almas1 i¢in
gerekli kabul edilmektedir. Biz ¢alismamiza Ph kromozomuna ek FISH veya KS
analizlerinin en az birinde saptanan ek bir kromozomal anomali bulundurmasi

veya varyant sinyal saptanmasi kriterini saglayan toplamda otuz alti olguyu

dahil ettik.

Hastalar bu kriterle se¢ilmis olup, hastalarin tedavi siirecleri molekiler
analizler ile incelenmig, sonuglarina ulasilabilen hastalarin klinik bilgileri
calismamiza eklenmigtir. Sitogenetik ve molekiiler sitogenetik diizeyinde yanit
gosteren hastalar devaminda RT-PCR sonucglarinda BCR/ABL1 kimerik ¢cDNA
yuzdesine gore yanit degerlendirilmesi 2013 yilinda yayinlanan ELN(Avrupa
Losemi Net) kilavuzuna gore gerceklestirilmistir. Bu kilavuza gore 3 aya erismis
takip stirecinde hematolojik yanitin, 6 aylik takip siirecinde sitogenetik yanitin,
on iki ayhk siliregtede molekiiler yamitin varhg iyi yamth olarak kabul

edilmektedir.

3.2 Hasta Dosyalarinin Toplanmasa:

Calismamiza dahil edilen hastalarin sitogenetik ve FISH raporlarina
boliimiiz ESOGU Tibbi Genetik Anabilim dali arsivinden ulagilmistir. Olgularin

tedavi ve takip surecleri ile ilgili ulasilan veriler ve molekiiler sitogenetik
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raporlar1 Eskigsehir Osmangazi Universitesi hastanesinde kullanilmakta olan

ENLIL isimli hasta giris portali taranarak elde edilmistir.
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4- BULGULAR:

Boliimiimiiz Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali'nda KML olgularinda saptanan varyant t(9;22) ve
ekstra kromozomal anomalilerin (Additional cytogenetic abnormalities:ACA)
oranini ortaya koymayi ve buna ek olarak saptadigimiz major ve mindr yolak
anomalilerinin  tedaviye etkilerini literatiir bilgiler1 1ile kiyaslamayi
amacladigimiz ¢alismamizda dort yiz elli iki KML hastasinin raporlar:
incelenmistir. Varyant t(9;22) ve philadelphia kromozumuna ek kromozomal

anomali saptanan otuz alt1 olgu (Tablo 4) calismaya dahil edilmistir.

Tim KML olgularimizda ACA saptanma oran1 %8 olarak ortaya
konmustur. Otuz alt1 olgumuzun 81 kadin (%22) ve yirmi sekizi (%78) erkektir.
Olgularimizin yas araligi 22 ile 83 arasinda degismektedir. Tani anindaki

ortalama yaslari ise 48.61 olarak ortaya konmustur.

4.1 - Sitogenetik Ve FISH Sonuclari

Tim analizler Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi
Tibbi  Genetik Anabilim Dali’'na gelen kemik iligi numunelerinden
gerceklestirilmistir. Sitogenetik anomali olarak hastalarda kromozom kayip ve
kazanimlarinin yani sira kompleks yeniden diizenlenmelerde gorilmustir. FISH
bu kazanmim ve kayiplarin ortaya g¢ikarilmasinda kullanilmig olsa da varyant
t(9;22)lerde translokasyona katilan kromozomlar: agiga gitkarmak igin tek basina
yeterli degildir. Ayrica t(9;22) translokasyonuna ek olarak BCR ve ABLI1
genlerinin kayiplar1 da FISH analizlerinde ortaya konmustur. Hastalarimiza ait

bulgular tablo 4.1’de 6zetlenmisgtir.
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Tum olgularin raporlarini inceledigimizde;

Calismaya dahil edilen otuz alt1 hastamizin 6 tanesinde (olgu no:1,2,3,4,5
ve 6) klasik t(9;22) pozitif sinyal paternine (2F/1K/1Y) ilave olarak 1F/1K/1Y
sinyal paterni, 5 tanesinde (olgu no: 7, 8, 9, on ve on sekiz) 1F/2K/2Y sinyal
paterni goézlendi (Tablo 4.1). Bu on bir olgunun 8inde sitogenetik calisma
basarisizlikla sonuc¢lanmis olup, geriye kalan 3 olgunun sitogenetik analizlerinde

klasik t(9;22) saptanmistir, Ilave sinyal paterninin nedeni agiklanamamisgtir.

Olgularimizin 6 tanesinde (olgu no: on dokuz, yirmi bir, yirmi iki, yirmi
dort, yirmi yedi ve otuz bes) ilave bir philadelphia kromozomu saptanmistir (tablo

4.1)(sekil 5.1)

Olgularimizin 4 tanesinde (olgu no: yirmi bes, otuz iki, otuz dort ve otuz
alt1) ise philadelphia kromozomuna ek olarak 8 numarali kromozomun trizomisi
gozlenmigtir. (tablo 4.1) Bahsi gecen 4 olgunun i¢inde otuz i1ki numarali
olgumuzun sitogenetik analizlerinde trizomi 8 anomalisine Y kromozom

kaybininin eglik ettigi(sekil 5.2) saptanmistir.

Olgularimiz igerisinde 3 hastamizda varyant t(9;22) saptanmistir.
Bunlardan 2 tanesinde varyant t(9;22) sitogenetik analizle ile aydinlatilmigtir
(sekil 5.3)(olgu nolar1 yirmi sekiz ve otuz ii¢). Bir hastada (olgu no: yirmi) ise
sitogenetik analizi kromozom kalitesinin kéti olmas1  sebebiyle basarisizlikla
sonug¢lanmigtir. Ancak metafaz plaginda gézlenen FISH sinyalleri ile bir C grubu
kromozomunun dahil oldugu varyant bir t(9;22) goézlenmistir. Konvansiyonel
sitogenetik ile saptanan varyant translokasyonlardan birine 3 kromozomun dahil
oldugu, diger translokasyona ise 4 kromozomun katildigi saptanmistir. (tablo

4.1).

FISH analizlerinde 3 olgumuzda (olgu no: on bir, on alti, on yedi) (tablo 4.1)
beklenen sinyal paterninin disinda varyant bir yeniden dilizenlenmeye ait
oldugunu dusiindiren sinyal paterni gozlenmistir. Ancak on bir ve on alti

numarali olgularimizin sitogenetik analizlerinin basarisiz olmas1 sebebiyle
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sitogenetik olarak t(9;22) tanimlanamamigstir. Olgu numarasi1 on yedi olan
hastamizin da FISH analizi sonucunda 1f/2k/1y sinyal paterni gézlenmis ancak

sitogenetik analizleri sonucunda ise klasik t(9;22) saptanmagtir.

Iki olgumuzda (olgu no: on bes ve otuz bir) FISH analizi sonucunda 9q34
bolgesinin kaybi goézlenmig(sekil 5.5) ancak sitogenetik analiz sonuclarinin

normal oldugu saptanmistir.

Erkek hastalarimizdan 2’sinde (olgu no: yirmi alt1 ve otuz) Y kromozom

kaybi1 Ph kromozomuna ek olarak gozlenmistir.
Bunlar disinda;

Bir olgumuzda (olgu no: on ti¢) ABL gen bdélgesinin trizomisini gozledik.
Hastanin sitogenetik analizlerinden sonu¢ alinamamigstir. Bir olgumuzda (olgu
no: yirmi ug¢) trizomi 9, bir diger olgumuzda (olgu no: on iki) ise marker
kromozomu saptanmigtir. Bir hastamizda (olgu no: on dért) BCR gen bélgesinin
delesyonu gozlenirken, olgu yirmi dokuzda da 6 numarali kromozomun trizomisi

saptanmistir.

Olgularimizin on tanesinde (%28) major yolak anomalisi gézlenmistir. Bu
major yolak anomalileri trizomi 8 veya ilave Ph kromozomudur(tablo 4.1). Major
yolak anomalisi olarak bilinen i1(17q) ve trizomi 19u ise bizim vaka serimizde

gbzlenmemistir.

Minér yolak anomalisi konusunda literatiirde bir birlik bulunmamaktadir.
Genel olarak major yolak anomalisi diginda kalan sayisal ve yapisal anomaliler
minor yolak anomalisi kabul edilmektedir. Olgu serimizdeki hastalarin yirmi alt1

tanesinde (%72) mindr yolak anomalisi saptanmastir.
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O Olgu sayisi

10

Major Minér
yolak yolak

Sekil 4.1: Olgu serimizin igerisinde minor ve major yolak anomalilerinin sayisal
olarak grafikte gosterimi

O Anormal ek sinyal
Bilave ph kromozomu
OTrizomi 8

OVaryant t(9;22)

B Varyant t(9;22)?
09934 delesyonu
@Y kromozomu kaybi
O ABL trizomisi

B Marker kromozom
B Trizomi 9

O BCR delesyonu

O Trizomi 6

Sekil 4.2: ACA saptanan 36 hastanin anomali tirlerinin dairesel grafikte
gbsterimi

Ek olarak hasta serimizde on sekiz hastaya molekiiler analiz sonug¢larina
erigsilmigtir. Bu bilgilerle hastalarmizin tedaviye yanit diizeyi ve tedavi izlem

stiresi kiyaslamasi tablo 4.2’de yer almaktadir.
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Calismamizda olgularimizin tedavilerindeki etki diizeyini gozlemek
amaciyla ELN (Avrupa Losemi Net) kilavuzunda yanit degerlendirmesi kriterleri
kullanilmistir. Bu klavuza gore 3 aya erisilmis takip siirecinde hematolojik
yanitin, 6 aylik takip sliresinde sitogenetik yanitin, on iki aylik sirecte ise
molekiler  yamitin  varhgi 1y1  yamithh  olarak  kabul  edilmistir.

Tedavi bilgilerine ulasilmis 18 olgumuzun takip siireleri en kisa 7 ay en

uzun ise elli Gi¢ ay olmak tizere ortalama otuz alt1 ay olarak ortaya koyulmustur.
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5- TARTISMA

Calismamizdaki birincil amacimiz Eskigehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalrna 2009 ile 2019 yillari
arasinda gelen KML olgularinda saptanan varyant t(9;22) ve ilave kromozomal
anomalilerin (Additional cytogenetic abnormalities:ACA) oranini ortaya
koymaktir. Buna ek olarak saptadigimiz major ve minoér yolak anomalilerinin
tedaviye etkilerini literatiir bilgileri ile kiyaslamak da amaclarimiz arasinda yer
almaktadir. Calismamiz 2009-2019 yillar1 arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji
Bilim Dalinda KML tams: almis ve ESOGU Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dalina yonlendirilmis hastalara ait dosyalar1i ve hastane bilgi

sistemindeki hasta bilgileri incelenerek gerceklestirilmigtir.

Kronik myeloid l6semi yaghh popililasyon arasinda en sik gozlenen l6semi
turlerinden birisi olmakla birlikte molekiiler patogenezi iyl agiklanmis kanser
taradur. Hastalar tirozin kinaz inhibitérlerine iyi yamit vermektedir. Ancak
literatiirde 6zellikle tan1 aninda gozlenen ilave anomalilerin, 6zellikle major yolak
anomalilerinin saptandigi hastalarin prognostik olarak kéti seyirli olabilecegi

belirtilmigtir.

Tium KML olgular: icerisinde ACA yakalama oranimiz %8 olarak ortaya
koyulmustur. Bu sonug literatiirde paylasilan %10-%15’lik goriilme oraninin
altindadir. Bizim daha dusiik oranda ACA saptamamizin sebebi sitogenetik
testlerde analiz i¢in yeterli kalite ve sayida metafaz plagina ulasamamis
olmamizin etkisi oldugunu distinmekteyiz. Hastalarda c¢ahsilan FISH
analizlerinin t(9;22)’ye spesifik olmas1 nedeniyle, FISH yontemi kullanilarak
hedef Dbolgelerin disinda kalan ACA’larin  tespit edilmesini mimkin

olmamaktadir.
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5.1 - Major Yolak Anomalilerin Saptanma Siklig1

Major yolak anomalileri hakkinda literatirde bulunan ortak diisiince
trizomi 8, ilave ph kromozomu ve izokromozom 17nin major yolak anomalisi
olarak kabul edilmesidir. (Safaei vd. 2018; Cortes vd. 2003; Fabarius vd. 2011)
Bizim calismamizda da trizomi 8, ilave Ph kromozomu ve izokromozom 17nin
major yolak anomalisi olarak degerlendirilmistir. Calismamizda trizomi 8 ve ilave
Ph kromozomu en sik gézlenen anomalilerdir. Toplamda major yolak anomalisine
sahip 10 olgumuz bulunmaktadir. Bu major yolak anomalileri %40 oraninda
trizomi 8, %60 oraninda ilave Ph kromozomu olarak saptanmigtir. (tablo 5.1)

Literatiire bakildiginda benzer sonuclar ile karsilagsmaktayiz.

Literatliir verilerinde genel olarak major yolak anomalisinin tim ek
anomalili olgu sayisina oranininin degiskenlik gosterdigi goriilmektedir. Alhuraiji
ve arkadaslar1 %41, Safaei ve arkadaslar1 %18, Chen ve arkadaslar1 %46,
Fabarius ve arkadaslari 1ise %22 oraninda major yolak anomalisi
saptamiglardir.(tablo 5.1) Bizim c¢alismamizda ise bu oran %28 olarak
hesaplanmigstir ve verilerimizin literatir ile (Fabarius vd. 2011; Alhuraiji 2017)

uyumlu oldugu gézlenmistir.

Literatiirde major yolak anomalilerine sahip olgu gruplarinin igerisinde en
stk rastlanan anomali tirti ilave bir philadelphia kromozomu olarak
bildirilmigstir.(Safaei vd. 2018; Cortes vd. 2003; Fabarius vd. 2011; Alhuraiji 2017)
Bizim caligmamizda da literatiir bilgisiyle benzer sonuglar elde edilmis olup, ek
anomaliler igerisinde en sik rastladigimiz anomali ek philadelphia kromozomu

olmustur. (tablo 5.1)
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Tablo 5.1: Major yolak anomalilerinin literatiir ile kiyaslanmast:

Anomali -> | +8 +Ph 1(17q) +19 Major yolak

Arast anomalisine
rastimact sahip hasta

sayisi

Alhuraiji vd. | 3(%25) 8(%67) - 1(%8) |12

(2017)

Safaei vd. 2(%50) - 1(%25) 1(%25) | 4

(2018)

Chen vd. 76(%60) | 71(%57) 29(%23) - 125

(2016)

Fabarius vd. | 9(%56) 6(%37) 5(%31) 2(%12) | 16

(2011)

Bizim 4(%40) 6(%60) - - 10

calismamiz

5.2 Minor Yolak Anomalilerinin-Saptanma Siklig1

Minér yolak anomalilerinde standart bir tanimlama olmadig1 gibi
literatiirde bu anomaliler hakkinda farkl: distnceler bulunmaktadir. (Fabarius
vd. 2011) Genel tanimlama major yolak anomalisi disinda kalan anomalilerin

minor yolak olarak tanimlanmasi seklindedir.

Hasta serimiz incelendiginde otuz alt1 olgumuzun yirmi alt1 tanesinde
(%72) minér yolak anomalisi oldugu goézlenmektedir. Literatiir verilerini
incelendiginde Ahuraiji ve arkadaslarinin %59 (Ahuraiji vd. 2017), Safaei ve
arkadaslarinin %72 (Safaei vd. 2018), Chen ve arkadaslarinin %54 (Chen vd.
2016) ve Fabarius ve arkadaglarinin ise %54 (Fabarius vd. 2011) oraninda minor

yolak anomalisi saptadiklar1 belirlenmistir(tablo 5.1). Calismamizda ortaya
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koyulan %72 oraninda minér yolak anomalisi saptama oraninin literatir ile

uyumlu oldugu gorilmustir.
5.3 - Ek Anomalilerin Prognostik Seyri

5.3.1. Olgularin prognostik seyirlerinin literatiir ile kiyaslanmasi:

Bu bélimde calismamizin sonucunda klinik bilgileri elde edilen on sekiz

olguya ait verilere dayanilarak literatiir ile karsilastirilmasi yapilmigtir.

5.3.1.1. Major yolak anomalilerinin prognostik seyri:
5.3.1.1.1 Ilave Ph kromozomu saptanan olgularin prognostik seyri:

En fazla olgu sayisina sahip olan, ek philadelphia kromozomu saptanan olgu
serisi kendi i¢lerinde kiyaslandiginda 6 olgumuzun 4 tanesi (on dokuz, yirmi bir,
yirmi dort, ve otuz bes numara) hastalarimizin ortalama otuz bes aylik takip
stiresinde molekiiler yanit:1 bulunmaktadir. Iki olgumuzda (yirmi iki ve yirmi yedi

numarali olgular) molekiiler yanit alinmamastir.
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Sekil 5.1: Ilave ph kromozomu gézledigimiz 47,XY,t(9;22)(q34;q11),+der(22)t(9;22)
karyotipine sahip yirmi iki numarali olgumuzun karyotip gorintiisii:

Alice Fabarius ve arkadaslar1 yaptiklar1i calismada ek philadelphia
kromozomu bulunduran hastalarin %67’sinin (2/3) tedaviye kot yanit verdigini
belirtmiglerdir. Bizim olgu serimizde ise 2 hastanin koti yanit verdigi
gozlenmektedir. Kalan 4 hastamizin molekiiler yanit almalari iyl prognostik
olarak degerlendirilmistir ve hastalarimizin %67’sinin (4/6) tedaviye iyl yanit

verdigi gozlenmigtir.

Ilave philadelphia kromozomu anomalisi olan hastalarda beklenen kotii
prognostik etki tamamen philadelphia krozomomunun fiziksel varhg: ile
iligkilidir. Molekiiler patogenezi aciklandig1 tzere kimerik BCR-ABL1 urinti
yapisindaki strekli aktif SH2 bolgeleriyle hiicreye selektif bir cogalma avantaji

kazandirir. Bir hiicrede bu avantaji saglayan 1 yerine 2 lriin olmasi normal
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seyire gore daha agir bir prognostik tablo beklentisine neden olmaktadir.
Olgularimiz arasinda kotli prognostik degerlerlerin  saptanmasi agisindan
literatiir ile uyumlu oldugunu gérmekteyiz. Ancak burada unutulmamasi gereken
durum olgu serilerindeki hasta sayilarinin az oldugudur. Hasta serilerinin
genigletilmesi ve istatistiksel olarak bir calisma yapilmasi daha net ve tutarh

sonuclar elde edilmesi acisindan gerekli oldugunu diisinmekteyiz.

5.3.1.1.2 Trizomi 8 saptanan olgularin prognostik seyri:

Olgularimizin 4inde trizomi 8 ek anomalisi goézlenmistir. Bu olgular
arasinda yer alan yirmi beg ve otuz 1ki numarali hastalarin otuz aylik
takiplerinde molekiler yanmit alinmis ancak yirmi bes numarali olgumuzda ikinci
nesil tirozin kinaz inhibitoriine gecilmis ve tedavi yaniti alinmistir. Ayrica otuz
1iki numarali olgumuz trizomi 8e ek Y kromozomu kaybida karyotipinde
gozlenmigtir. Yirmi iki yasindaki otuz alti numarali olgunun da kirk ii¢ ayhk
takibinde molekiiler yanitinin oldugu saptanmistir. Pemmaraju ve arkadaslari
geng erigkinlerde gorilen KML vakalarinin ileri yas erigkinlerine gore daha agir
seyirli ve iyilesme oranlarinin daha az oldugunu belirtmistir. (Pemmaraju N. vd.
2012) Bizim olgu serimizdeki otuz alt1 numarali hastamiz gen¢ yasina ve trizomi
81 olmasina kargin tedavisinden molekiiler yanit almistir. Kronik myeloid 16semi
icin kazanilan bu yamt diizeyl olumlu bir sonu¢ alindigina isaret etmektedir.
Trizomi 8 ile takipte olan otuz doért numarali olgumuz da ise 7 ay takip
edilebilmigstir. Yedi ayda hastamiz tedaviye yanitsiz kalmistir ve hastamiz 7 ayin

sonunda kardiyak arrestten dolayin1 hayatin1 kaybetmistir.
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Sekil 5.2: Trizomi 8 ile birlikte Y kromozomu kaybi gozledigimiz karyotipini
46,X,-Y,+8,t(9;22)(q34;q11) olarak ortaya koydugumuz otuz iki numarali
olgumuzun karyotip gorintiisi:

Trizomi 8 olgularinin Oudat ve arkadaslarinin galigsmalarinda belirttigi gibi
ozellikle yapisinda bulundurdugu C-MYC geninin kopya sayisinin artmasindan
otira hastaya koti prognostik deger kattigr disiintilmektedir. (Oudat vd. 2000)
Bizim olgu serimize bakildiginda hastalarin %50’inde molekiler yamit alindigim
gormekteyiz. Literatiir Dbilgileri ile kiyaslandiginda Alice Fabarius ve
arkadasglarinin bizim olgu serimizdeki gibi en sik trizomi 8 ve ek philadelphia
kromozomu ile karsilastiklarimi gérmekteyiz. Izole trizomi 8 (Ph kromozomuna ek
olarak) bulunduran hastalarinin %50’sinde (2/4) tam molekiiler yanit gézlenirken
bir olgu hematolojik yanittan daha iyi bir yanit gésterememis ve allojenik kemik
1ligi transplantasyonuna gittigi belirtilmigtir. Diger hastalarinin ise blastik krize
progrese oldugu ve herhangi bir yanit alinamadig raporlanmistir.(Fabarius vd.
2011) Nature dergisinde 2016 yilinda yayimlanan, Wang ve arkadaglarinin 183

olguyla yaptiklar1 ¢calismada, 37 hastada izole olarak trizomi 8 saptanmistir. Bu
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olgularin %50’sinde major molekiiler yamit alindigi belirtilmistir.(Wang W. vd.
2016) Bizim calismamizda trizomi 8'1i vaka sayisinin 4 olmas1 +8’in prognostik
etkisinin arastirilmasini giiclestirmistir. Bununla birlikte 4 olguya ait bilgilerden
elde edilen verilerde literatiirle uyumlu olarak %50 oraninda iy1 yanit aldigimizi

gormekteyiz.
5.3.1.2 Minor yolak anomalilerinin prognostik seyri:

5.3.1.2.1 Varyant translokasyon saptanan olgularin prognostik seyri:

Varyant t(9;22) 3 hastamizda gozlenmis olup, yirmi numarali olgumuzda
metafaz FISH ile aberant sinyal paterni saptanmis ve C grubu bir kromozomun
dahil oldugu varyant t(9;22) gozlenmigstir.(tablo 4.1) Sitogenetik analizlerde
yeterli kalitede metafaz plagi elde edilememesi sebebiyle hastanin
translokasyona katilan kromozomlari tespit edilememistir. Hastamizin molekiiler
yanit1 bulunmaktadir. Hastanin sitogenetik bilgisinin elde edilememesi sebebiyle
literatiirde spesifik bir kiyaslama yapilamamistir ancak genel olarak
bakildiginda tim varyant pozitif olgularin kétii prognostik ve tedaviye direncli

olabilecegi bildirilmektedir. (Bain 2017) Hastamizin takibi bu agidan énemlidir.

Yirmi sekiz numarali olgumuzda 4 adimli translokasyon goézlenmistir.
Hastanin 9 numaral ve 22 numarali kromozomlarina ek olarak 5 ve 7 numaral
kromozomlar1 da translokasyona katilmistir. Hasta otuz dort aydir takip
edilmekte olup, takip siliresinde molekiiler yanit devam etmektedir. Literatiir
verileri incelendigi zaman translokasyona katilan kromozomlar acisindan benzer
bir veri Reid ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptiklar1i c¢alismalarinda
gorulmistiir. Bu c¢alismada spesifik olarak hastalarin yamtlarn tek tek
belirtilmemigtir. Ancak varyant translokasyonlarin istatistiksel olarak ileri
diizeyde kisa sag kalim ile iligkili oldugu savunulmustur.(Reid A. G. vd. 2003)
Literatirde t(5;9;22;7)(q31;934;q11;q31) daha 6nce raporlanmamistir. Bu sebep
ile prognostik etkisinin aciga kavusmasi i¢in daha fazla sayida olgu raporuna

ihtiyag oldugu bir gercektir.
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Otuz ii¢ numarali olgumuzda ise 9 ve 22 numarali kromozomlara 1 numarali
kromozomun da katildigi 3 adimli translokasyon goézlenmistir(sekil 5.3). Bu
hastada yirmi ayhk takip siliresinde beklenen molekiiller yanit diizeyine
ulasilamamistir. Bu nedenle tedavisine yanitinin kotii oldugu gozlenmistir. Bu 3
adiml1 translokasyon nadir goézlendigi icin literatiir bilgisi simirhidir. Aym
translokasyona sahip bir hasta Asif ve arkadaslar1 tarafindan 2015 yilinda
raporlanmigtir. Calismalarinda hastanin 600mg imatinib ile optimal yanitla
izledigini  belirtilmigtir. = Ancak  hastanin  molekiiler takip  bilgileri
paylasilmamistir.(Asif M. vd. 2015) Aydin ve arkadaslari da 2019 yilinda
yaptiklar: ¢calismada varyant translokasyon olarak ayni bélgelere sahip bir hasta
bildirmiglerdir. Hastanin koétii prognostik olarak seyrettigini gostermis ve
sagkalimini 4 ay olarak bildirmiglerdir. (Aydin C. vd. 2019) Tim bu veriler
dogrultusunda 1. kromozomun eglik ettigi varyant t(9;22)lerin olgularin

progresyonlarini olumsuz etkiledigi sonucuna varilmaktadair.

Varyant translokasyonlarin tanimlanmasi i¢in rutinde kullanilan t(9;22)’yi
hedefleyen problar ile uygulanan FISH analizleri sonucunda gézlenen sinyal
paternleri  tamiya  yardimci  olabilmektedir. Bu nedenle varyant
translokasyonlarin tam olarak tanimlanmasi ancak konvansiyonel sitogenetik
analizler ile gerceklestirilebilmektedir. Klasik t(9;22) pozitif sinyal paterninin
disinda sinyal paterni saptanan olgu on yedide ise sitogenetik analizleri
sonucunda klasik t(9;22) gozlenmistir. Bunun sitogenetik analizlerde
gozlenemeyecek boyutlardaki parcalarin yeniden diizenlenmeye katilmasindan
kaynaklanabilecegini diisinmekteyiz. Bu gibi olgularda ise metafaz plaklarinda

FISH testinin uygulanmasinin faydali olabilecegini 6nermekteyiz.
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Sekil 5.3: 46,XY,t(9;22;1)( q34;q11;p36.2?) karyotipine sahip otuz tic numaral
olgumuzun karyotip gériintisi:

Literatiir de varyant Ph kromozomlar: gesitlilik gostermektedir. Ancak bu
calismalar ne yazik ki yeteri kadar sayida olgu igermemektedir. Bu da varyant
translokasyonlarin etkileri agisindan celigkili bilgilerin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Varyant translokasyonlarin prognostik etkilerinin agiga ¢ikmasi ve
kesin bilgilerin ortaya koyulmasi i¢in daha fazla olgu verisinin literatiire

kazandirilmasi gerektigini diisinmekteyiz.

5.3.1.2.2 Y kromozomu kaybi saptanan olgularin prognostik seyri:

Izole Y kromozomu kaybi(sekil 5.2) bulunan 2 olgumuzdan otuz numaral
hastamizin kirk bes ay takibi yapilmis olup, bu siire¢ icerisinde hastanin
molekiler yanitim1 kaybettigi gorilmiistiir. Bu nedenle tedavisine 2. nesil tirozin

kinaz inhibit6ri olan dasatinib ile devam edilmigtir.
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Sekil 5.4: 45,X,-Y,t(9;22)(q34;q11) karyotipine sahip Y kromozomu kayb1

gozledigimiz yirmi alt1 numarali olgumuzun karyotip gortiintiisii:

Yirmi alti numarali olgumuzda ise molekiiller yanit alinamamigstir.
Literatiir bilgileri ile kiyasladigimiz zaman Y kromozomu kaybi minér yolak
anomalisi kabul edilmektedir. Prognostik agidan major yolak anomalileri kadar
agir bir tablo beklenmemektedir.(Galinsky I. vd. 2012) Aymi zamanda erkek
bireylerde yas artigina bagl gelisen Y kaybi bilinen bir fenomendir. Bu da
hastalarda standart KML benzeri prognostik beklenti olusturmaktadir. Lippert
ve arkadaslar1 2010 yilinda yaptiklar: calismada yirmi dokuz adet Y kaybi olan
KML hastasin1 incelemigler ve kontrol grubuna kiyasla Y kaybi1 anomalisinin
istatistiksel olarak ileri derecede kotii yanit ile iligkili oldugunu

saptamiglardir.(Lippert E. vd. 2010) Calismamizda Y kromozomu kaybi
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gozledigimiz 2 hastamizda tedavisine iyl yanit vermemistir. Sonug¢larimizin

literatiirle uyumlu oldugunu gérmekteyiz.

5.3.1.2.3 Trizomi 9 saptanan olgularin prognostik seyri:

Trizomi 9 saptanan yirmi ¢ numarali olgumuzda otuz iki aylik takip
suresince molekiler yamit gozlenmistir. Trizomi 9 ile ilgili literatiirde ¢ok fazla
calisma yer almamaktadir. Ancak Vargas ve arkadaslarimin, 1999 yilinda,
Hematologica dergisinde raporladiklar: bir olgu sunusunda intersisyal delesyonu
bulunan trizomi 9a sahip bir olgu paylasilmistir. Bu yayinda hastada Interferon
alfa ve hidroksi lire tedavisi géren hastanin beyaz kan hiicresi sayisinda azalma
gozlenip bazofil sayisinin stabil tuttuklarimi paylasmislardir. Ancak hastanin
tedavisi sonrasi hematolojik remisyon gozlendigini paylasmiglardir. Ancak
literatiirde bagka benzer hasta bulunmadigini sdyleyen arastirmacilar
intersisyal delesyonlu trizomi 9 i¢in genel bir c¢ikarim yapmak i¢in uygun
literatlir bilgisi olmadigini ortaya koymuslardir.(Vargas vd. 1999) Bizim

olgumuzda da tedavisinde molekiiler yanit elde edilmigtir.

5.3.1.2.4 Trizomi 6 saptanan olgularin prognostik seyri:

Trizomi 6 bulunduran yirmi dokuz numarali olgumuz ilk 1 yil igerisinde
gerceklestirilmis olan 3 takibinde sitogenetik yanit alinamadigi goriilmektedir.
Bu siiregte beklenen molekiiler yanita ulasilamadigindan 6tiri hastanin tedaviye
kot yanit verdigi gorulmiustir. Hasta tedavi esnasinda +6’ya sahip olan klonunu
kaybetmis ve trizomi 8 gelistirmistir ancak bu esnada Ph kromozomu yéniinden
molekiiler yanit diizeyine ulagamamistir. Olgu sayimizin 1 ile sinirli olmasindan
Otiri anomalinin tedaviye etkisini kesin olarak ortaya koymamiz olanaksizdir.
Literatiir verileri incelendiginde KML pozitif olgularda +6 ek anomalisinin ¢ok
nadir olarak goézlendigi gorilmektedir. Adriana Z. ve arkadaglarinin 2008 yilinda
yaptiklar1 calismada +6'min genellikle imatinib tedavisiyle birlikte sonradan

kazanilan bir anomali oldugunu disiindiiklerini belirtmiglerdir. Bununla birlikte
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prognostik katkisi konusunda herhangi bir bilgi ortaya koymamisglardir. (Adriana

Z., Soad A. B., Pandita R., 2008).

5.3.1.2.5 9934 bolgesine yonelik delesyon saptanan olgularin prognostik

seyri:

Kromozom 9un uzun kolunda delesyon saptanan olgumuz (olgu no: 31)
kirk yedi ay boyunca takip edilmigtir. Bu silirecte imatinib tedavisi almis olan
altmis dokuz yasindaki hasta takiplerine molekiiler yanit ile devam etmektedir.
Quintas-Cardama ve arkadaglarinin 2011 de yapiklar1 calismada da bizim
hastamizla korele sonuclar alinmistir. Iki yiiz kirk bes hastadan yirmi sekizinde
9 numarali kromozomun delesyonunu gozleyen arastirmacilar bu delesyonlarin
prognostik deger acgisindan anlamli diizeyde bir farkliliga neden olmadigini

belirtmiglerdir. (Cardama vd. 2011)

Boliimimiizde 2011 yilinda yapilmis olan bir tez ¢alismasinda otuz KML
hastasinin onbirinde 9q34 delesyonu FISH anlizleri araciligiyla ortaya
konmustur. Incelenen on bir olguluk seride 6 hastada sitogenetik/molekiiler
sitogenetik yanit gériilmemistir ve 9934 delesyonlarinin kétii progresyonla iligkili
oldugu ortaya koyulmustur. Hasta serimizin tek olguda sinirli kalmasindan 6tiri

literatiirle farklilik gorebilecegimizi diisinmekteyiz.
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Sekil 5.5: 9q34 delesyonu saptanan olgunun ASS gen bolgesini isaretleyen FISH
probu ile yapilan ¢alisma (Mutlu T., 2011):

5.4 Major Ve Minor Yolak Anomalilerinin Belirlenmesi:

Literatlir verilerine bakildiginda major yolak anomalilerinin prognostik
beklentisi minor yolak anomalilerine kiyasla daha koéti oldugu bildirilmektedir.
Ancak bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz sonuglar ile literatiir verileri géz 6niinde
bulunduruldugunda standart bir prognostik etki goézlenmedigini gérmekteyiz.
Major anomalilerin disinda gozlenen diger yapisal ve sayisal anomaliler ise minor
yolak anomalisi olarak kabul edilmistir. Minér yolak anomalisi grubunda
tedaviye yanmit beklentisinin daha 1iyi olmasi1 gerektigi literatiirlerde
belirtilmektedir. Ancak minor yolak anomalisi olarak tamimlanmig olan 3.
kromozom yeniden diizenlenmeleri ve 11g23 yeniden diizenlenmelerinin koéta
prognostik etkileri literatlirde belirtilmistir. Bununla birlikte minor yolak
anomalisi olarak siniflandirilmasina ragmen koétli prognostik oldugu diisiiniilen
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varyant yeniden diizenlenmelerde kendi hasta grubumuzda %66 oraninda iyi

yanit alindigim goézledik. (Tablo 4.2)

Chen ve arkadaglarinin 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada major ve minor
yolak kavramlar1 gorilme ylzdelerine gore yeniden diizenlenmistir. Bu
calismalarinda izokromozom 17nin ve trizomi 19un go6rilme ylizdesinin
distkligiinden dolayr bu iki anomaliyi major yolak disinda gostermislerdir.
Bunun disinda minor yolak olarak kabul goren 3. kromozom yeniden
diizenlenmeleri 11. kromozom delesyonlarininda kot prognostik olarak

degerlendirilmesi gerektigini savunmuslardir. (Chen vd. 2016)

Bu iki olgu grubu disinda varyant yeniden diizenlenmis Ph kromozomlar:
da minor yolak anomalisi olarak kabul gormektedir. Varyant yeniden
diizenlenmelere genellikle bir veya daha fazla kromozomun ek olarak eslik
etmesiyle yeniden diizenlenme semasini degistirmektedir. Bu katilan kromozom
siklikla 1. kromozom olmakla birlikte literatiir incelendiginde hemen hemen her
kromozomun rastgele olarak katilabildigi gorilmektedir. Bu yeniden
diizenlenmeler olusacak kimerik Bcr-Abll fiizyon proteininin 3 boyutlu yapisi
tuzerinde etkili olabilir. Bu nedenle her biri ayr1 olarak degerlendirilmeli ve
literatiir bilgileri hastada saptanan kromozom kirik bélgelerine spesifik olarak
taranmalidir. Ancak hali hazirda disik bir hasta havuzuna sahip olan ek
anomali gruplar1 varyant translokasyon acisindan daha disiik bir havuza
sahiptirler ve hastaligin prognoz bilgisini 6n goérmek i¢in yetersiz olduklar:
gozlenmektedir. Bu nedenle yapisal anomali olmalarindan dolayr minor yolak
olarak kabul edilse de bu anomalilerin saptandigi hastalarin yakin takibinin

gerektigini diiglinmekteyiz.

Yukarida belirtilen nedenler degerlendirildiginde KML hastalarinda
gbzlenen ek anomalilerin major ve minor yolak olarak ayrilmasinda, prognostik
degerleri farklilik gésterebilmektedir. Bu nedenle hastalarin ek anomaliye sahip
olmas1 durumunda standart bir tedavi izlenmesinden ¢ok hastanin yakin takip

altinda tutulmasi1 6nemlidir. Bu sayede hastanin minor yolak anomalisinde iyi
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beklenen prognozunun Kkotiiye gidisi kisa slrede fark edilebilir ve tedavi
prosediirii yeniden optimize edilebilir. Ayrica major ve minor yolak
anomalilerinin ¢ok yliksek hasta sayisina sahip olmamasindan dolay: literatiirde
net olarak kabul gorecek bir ¢calisma olmadigr gozlenmistir. Uygun parametreler
1s181inda yapilacak bir meta analizle hasta profilili arttirilmasiyla daha net major

minor yolak anomalisi tanimlamalar: yapilabilecektir.

Su anki literatur bilgileri ve bizim verilerimiz dogrultusunda standart
olarak goriilen KML hastaliginin ek anomaliler gézlenmesi durumunda karmasik
bir hal alabilecegi g6z o©niinde bulundurulmalhdir. Bu sebeple varyant
translokasyonlarin tanimlanmasi ve ek anomalilerin ortaya konmasi icin, hasta
tan1 ve takiplerinde sitogenetik testlerin altin standart oldugu bir kez daha

vurgulanmaktadir.
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6- SONUC VE ONERILER

Bizim ¢alismamizdaki temel amacimiz Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalrna 2009 ile 2019 yillari
arasinda gelen KML olgularinda saptanan varyant t(9;22) ve ACA oranini ortaya
koymak ve ek olarak saptadigimiz major ve minor yolak anomalilerinin tedaviye

etkilerini literatiir bilgileri ile kiyaslamaktir. Calismamizda:

> Incelenen dért yiiz elli iki olguda ACA yakalama oramimiz otuz alti olguyla

%8 olarak ortaya konmustur.

» Otuz alt1 olgunun i¢inde en sik rastladigimiz anomaliler ilave ph

kromozomu, trizomi 8, varyant t(9;22) olmustur.
» Major anomali saptama oranimiz on olgu ile %28 olarak ortaya konmustur.

> Minér yolak anomalisi saptanma oranimiz yirmi alt1 olgu ile %72 olarak

ortaya konmustur.

» Major yolak anomalisi saptanan on hastamizin 6’sinda molekiiler yanit

gbzlenmigstir.

» Olgu grubumuzda varyant t(9;22) saptanan grupta hastalarin 2/3’si

molekiiler yanit vermistir.

(Calismamiz sonucunda major ve minor yolak anomali saptama oranlarimiz
literatir ile uyumlu bulunmustur. Ancak tim KML hasta grubu igerisinde
varyant t(9;22) ve ACA’larin gorulme oram literatiirden disik olarak
gozlenmigtir. Bu duruma bazi olgularda sitogenetik analizler igin yeterli kalite ve
sayida metafaz plagina ulasilmamasi sebebiyle ACA ve varyant t(9;22)lerin

saptanamamasinin etkisi oldugunu diisiinmekteyiz.

Ayrica bizim olgu grubumuzda varyant t(9;22) alt grubuna ait olgularin
literatlire gore, tedavilerine daha olumlu yanit verdikleri goézlenmis olup, bu
durumun olgu serimizin ve literatiirin sahip oldugu az o6rnek havuzundan

kaynaklandigini diisiinmekteyiz.
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Sonu¢ olarak varyant t(9;22)1erin ve ACA’larin saptanmasi igin
konvansiyonel sitogenetik analizlerin altin standart oldugu bir kez daha ortaya
koyulmus ve daha fazla varyant t(9;22) ve ACA saptanan olgularin literatiire

kazandirilmasina ihtiyac oldugu gézlenmistir.
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