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OZET

Kahraman Agbaba, S. Kronik Miyeloid Losemi hastalarinda minimal rezidiiel
hastah@in izlenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Ankara 2008. Kronik Myeloid Losemi (KML);
hematopoetik bir kok hiicrenin neoplastik transformasyonundan kaynaklanan klonal
bir hastaliktir. 9. ve 22. kromozomun karsilikli translokasyonu ile olusan Ph
kromozomunun varligi KML i¢in tan1 koydurucu bir 6zelliktir.

Hastaya uygulanan tedaviden kagan ve relapsa neden olan hiicrelerin varligi minimal
rezidiiel hastalik (MRD) kavramimi glindeme getirmistir. KML hastalari MRD
acisindan belirli periyotlarda izlenirler. MRD’ 1n tesbiti, hastaligin prognozunun
izlenmesi ve relapsa girdiginde tedbirlerin alinmasi i¢in olduk¢a dnemlidir.

MRD’1n takibinde en hassas ve giivenilir metot olarak RT-PZT kullanilmaktadir.
KML hastalarinda imatinib mesilat tedavisi etkin bir tedavi yontemi olmasina
karsin, hastalar zamanla direng gelistirebilmektedir.

Bu calismada KML hastalarinda minimal residual hastalik ve ¢oklu ilag direnci
degerlendirilmesinde RT-PZT yontemi ile BCR-ABL ve MDRI1 gen ifade
seviyelerine ve MDR1 C3435T polimorfizminin incelenmesi amaglanmistir.
(Calisma sonucunda 17 hastanin BCR-ABL ve MDRI1 ekspresyonlar1 arasinda
istatiksel olarak anlamli sonuglar bulunamamasma ragmen ilag direnci gelistigi
diistiniilen ii¢ hastada MDR 1’ in ve BCR-ABL’ yiiksek ifadeleri tespit edilmistir.
Hastalarm polimorfizm incelemesinde % 25 CC, %47 CT; %28 TT bulunmus,
kontrol grubunda ise % 25 CC, % 61 CT, %14 TT bulunmustur. Hasta grubunun iki
kat daha fazla TT genotipini tasidig1 gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kronik myeloid 16semi, minimal rezidiiea hastalik, ¢coklu ilag

direnci, MDR1 C3435T polimorfizmi



ABSTRACT

Agbaba Kahraman, S. Following up minimal residual disease in Chronic
Myeloid Leukemia Patients. Hacettepe University Institute of Health Sciences,
MS.Thesis in Medical Biology, Ankara, 2008. Chronic Myeloid Leukemia (CML)
is a clonal disorder which is based on neoplastic transformation of a haematopoietic
stem cell. Presence of Ph chromosome which is the result of a translocation between
chr 9 and 22 is from the diagnostic for CML. The presence of cells that cause relapse
and escape treatment bring the concept of minimal residual disease (MRD). CML
patients are followed up for MRD at spesific periods. Detection of MDR is very
important to follow the disease prognosis and to be cautious of relapse. RT-PCR is
the most sensitive and reliable method to detect MRD. Although imatinib mesilat is
the most effective treatment, patients may become resistant on the course of
treatment. The aim of this study is to evaluate minimal residual disease and multiple
drug resistance by RT-PZT and analyse the expression levels of BCR-ABL, MDR1
gene and detecte the MDR1 C3435T polymorphism in CML patients. As a result of
this study show that although there was no significant statistical corelation between
the expression of BCR-ABL and MDRI genes in 17 patients, higher gene expresion
was found in three patients who were candidates to develop drug resistance. In the
polymorphism study, the genotype frequency of patients were calculated as follows;
25% of the patients ‘CC’, 47% of them ‘CT’ and 28% of them “TT’. In control
group it was found as 25% ‘CC’, 61% ‘CT’ and 14% TT. According to these results,
it was determined that the * TT* genoype is encountered two folds in the patient

population.

Key Words: Chronic myeloid leukemia, minimal residual disease ,multidrug

resistance , MDR1 C3435T polymorphism.
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz olarak biiyiimesi ve ¢ogalmasi sonucu olusan
genetik bir hastaliktir. Hematopoetik sistemdeki anormal hiicre ¢ogalmasi ile
karakterize olan 10semilerde olusan kromozomal degisikliklerin analizi, 16semi
tipinin dogru belirlenmesi, remisyon ve relaps durumlarinda hastaligin
prognozunun anlasilmasi ve minimal rezidiiel hastaliklarin takibinde yardimc1

olmaktadir.

Losemi alt grublarindan biri olan Kronik Myeloid Losemi (KML), 6zgiil
kromozom anomalisi ile tanimlanan ilk kanser tipidir. KML vakalarmin %90’ mdan
fazlasinda Philadelphia (Ph) kromozomu goriilmektedir. Hastaligin ortaya ¢ikmasi ve
ilerlemesi ile ilgili yakin ilgisinin oldugu diisiiniilmektedir. Ph kromozomu 9q34 deki
ABL protoonkogeninin 22q11 deki ber geni karsilikli translokasyonu ile olugan
BCR-ABL fiizyon geni ortaya ¢ikar.

Hastaya uygulanan tedaviden kacgan ve relapsa neden olan hiicrelerin varligi
minimal rezidiiel hastaliktir. KML hastalarinda, rezidiicl hastalik analizlerinin temel
amaci tedaviye cevap veren hastalarin degerlendirilmesi ve erken relapsin tayin
edilebilmesidir. Tedavi alan KML hastalarinda hastalik tekrarlayabilmekte ve ilaca
kars1 direng gelisebilmektedir.

Gozlenen bu c¢oklu ilag direncinden (MDR) ‘Multidrug resistance’ sorumlu
bir¢cok mekanizma tanimlanmigtir. Bunlardan biri p-glikoprotein (MDR1) dir.
BCR-ABL ve MDRI1 genlerinin transkripsiyon diizeylerinin hizli ve ¢ok daha hassas
olarak tesbit edilebilmesi, hastaligin kinetiginin izlenmesi i¢in en uygun yontem

Kantitatif Revers transkriptaz-polimeraz zincir tepkimesidir (RT-PZT).

Bu tez ¢aliymasinda hastanemize KML tanis1 veya siiphesiyle gelen vakalarin
periferik kan orneklerinden total RNA izolasyonu yapilip, mRNA’ sindan revers
transkriptaz enzimi ile cDNA’lar1 elde edilerek PZT teknigi ile amplifikasyonu
sonucu BCR-ABL fiizyon geni ve MDRI1 geninin ifadelerindeki artis ve azalmalari
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kantitatif Olctimlerle belirlenerek minimal rezidiiel hastalik ve coklu ilag direnci

acisindan degerlendirilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1. KML

KML, hematopoetik bir kok hiicrenin neoplastik transformasyonundan
kaynaklanan klonal bir myeloproliferatif hastaliktir. 1lk kez 1845’ te arastiricilar

Craigie, Bennett, ve Virchow tarafindan tanimlanmastir.

1960’ ta Nowell ve Hungerford ilik hiicrelerinde G grubu kromozomda uzun
kolun biiyiikk par¢asinin koparak kayboldugunu tanimlamis ve kisalmis bu
kromozoma bulundugu sehrin adi olan Philadelphia (Ph) Kromozomu adini
vermislerdir. Rowley, 22. Kromozomun kopan bu parcasmin kaybolmadigini 9.
kromozomun uzun koluna transloke oldugunu gdstermistir (1). Klinik gelisimi ve
spesifik kromozom anomalisi nedeni ile KML en iyi tanimlanmig ve en ¢ok
calisilmig myeloproliferatif bir hastaliktir. Bat1 iilkelerinde 1-2 /100.000 insidansi
bulundugu ve tiim 16semilerin %20-30’unu olusturdugu bildirilmektedir. Erkeklerle
kadmlar arasmda goriilme olasiigi 1.3- 1’ dir (2). Erkeklerde daha sik
goriilmektedir. KML her yas grubunu etkilemekle birlikte goriilme yas1 40° larin
ortalar1 olup 40-60 yas arasinda artis gostermektedir. Amerika Birlesik devletlerinde
her yil 3500-5000 yeni vaka goriilmektedir (3). KML hastalarinin %90’ indan
fazlasinda Ph kromozomu goriilmektedir. Cocuklarda ise nadir goriiliir ve ¢gocukluk
cag1 losemilerin  %2-3’ iinli olusturmaktadir. Bat1 iilkelerinde ¢ocuklarda insidansi

1 000 000 da 1° dir.(4)

Klinik bulgular; yorgunluk, kilo kaybi, istahsizlik, dalak ve karaciger
biiyiimesidir. Hastalarin yaklasik %40’ 1 taniy1 semptomsuz alirlar. Periferik kanda;
beyaz kan hiicrelerinin sayis1 25.000 mm®/ml, %30-50 oraninda artmis trombosit
sayisi, bazofil sayisinin artmasi (bazofili), azalmis 16kosit alkalen fosfataz (LAP)

aktivitesi, periferik yaymada graniilosit farklilagsmasinim tiim basamaklar1 gozlenir.

Kemik iliginde; hiperseliilerite ile azalmig yag icerigi, myeloid/ eritrosit

hiicrelerinin oraninin artmasi, megakaryositlerin sayisinin artmasi izlenmektedir.
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Bagslatic1 olayn genellikle tek pluripotent hematopoetik kdk hiicrenin t(9;22)
kromozomal translokasyonu ile olustugu diistiniilmektedir. Olusan BCR-ABL fiizyon
geni bliylime avantaji saglar ve klonal artiy gerceklesir. Boylelikle genomik
kararsizliga neden olur (5) . Olusan Ber-Abl artmis ve siirekli tirozin kinaz
aktivitesine sahiptir. Bu aktivite myeloid hiicrelerine proliferasyonunu saglar.(6)

KML; ii¢ farkli klinik evre ile karakterizedir. Ilk faz olan kronik fazda,
periferik kanda lokositoz ve siklikla trombositoz, bazofili gdzlenir. Hastalarin
yaklagik % 85’ 1 bu fazda tani alirlar. Hematopoetik kok hiicrelerinin (HKH)
BCR-ABL filizyon gen ekspresyonuyla hastalik baslar (Sekil 2.1.1.). HKH’ ler
myeloid onciilleri (MO) ve lenfoid onciilleri (LO) seklinde farklilasir. MO’ ler
graniilosit/makrofaj dnciilleri (GMO; graniilosit onciilleri (G), makrofajlar (M) ve
megakaryosit/eritrosit dnciilleri (MEQ) eritrositler, megakaryositler ve onlarin iiriinii
trombositler seklinde farklilasir. Lenfosit onciilleri T hiicreleri, B hiicreleri seklinde
farklilagir. Bu donemde farklilagma yetenegini kaybetmemis pluripotent kok
hiicrelerinden gelen Ph (+) 16semik klonunun ¢ok fazla ¢ogalmasi s6z konusudur. Bu
hiicrelerin farklilasmasi sonuna kadar devam etmekte ve yiiksek miktarda graniilosit
dolagimda yer almaktadir. Kisaca KML’nin kronik fazi graniilositik hiicre serisinin
kiitlece artis1 ile karakterizedir. Kronik fazin ortalama uzunlugu 3-4 yildir.

Ikinci faz olan akselere faz her hastada gdzlenmeyebilir. Akselere fazda
notrofil farklilasmasi bozulmaya baglar ve 16kosit sayisin1 myelosiipresif ilaglarla
kontrol altinda tutmak zorlasir.

Edinilmis genetik mutasyonlarla hastalik blast veya blastik faza geger.
Blastik fazda hastaligin prognozu kétiidiir ve ortalama yasam stiresi 3-6 aydir (7).
Blast faz yaklasik hastalarin 2/3° inde myeloid ya da 1/3” {inde lenfoid blast
hiicrelerinin birikmesiyle karakterizedir (8). Kemik iligi veya periferik kana gegen
blast hiicrelerinin sayis1 %30 veya daha iizerindedir. KML’ nin blast fazi akut
I6semiye benzer ve myeloid, lenfoid blastlar farklilagsmay1 basaramazlar.

Vakalarin 1/3” iinde blastlar lenfoid morfolojisine sahiptir. CD10 ‘‘common
acute lymphoblastic leukemia antigen’’ ve terminal deoksiniikleotidil transferaz gibi
lenfoid belirleyicilerini eksprese ederler (9). Blast fazda en yaygin goriilen

kromozomal degisiklikler, ikinci bir Ph kromozomu, kromozom 8’ in trizomisi (+8),
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kromozom 17’ in uzun kolunun izokromozomu i(17q)’ dur. Daha az yaygin olarak

kromozom19 ve kromozom?21’ in trizomileri (+19, +21) goriilmektedir.

Transformasyon esnasindaki blastlarin fenotipi KML’deki hangi HKH’lerinin
baskin oldugunu gdstermektedir. Hastadan hastaya farklilik gostermekle birlikte,
olgularm %65’ inde myeloid blastlar, %30’ unda lenfoid blastlar, %5’ inde ise
megakaryositik veya farklilagmamis blastlar bulunmaktadir. Vakalarin biiyiik bir
kisminda KML’ in sonu genellikle birkag aylik yasamlari olan Akut Losemidir.

KML-BF : / \ KML-BF
(Myeloid) MO @ LO @ (Lenfoid)

- GMO@ ©MEO @ Mutag:/(onlar = o

Mutasyonlar

Sekil 2.1.1. Kronik Myeloid Loseminin gelisimi.



2.2. Ph KROMOZOMU

Kanser ile iligkisisi bulunan ilk kromozom anomalisi Ph kromozomudur.
Sitogenetikte uygulanan tekniklerin gelismesi ile kromozomlarda daha detayli bant
boyama teknikleri sonucu bu iki kromozomdaki kirik noktalar1 tespit edilerek 9
numarali kromozomun uzun kolu ile 22 numarali kromozomun uzun kolu arasindaki
karsilikl1 translokasyon oldugu anlagildi. Bunun sonucunda kiigiik bir 22 numarali
kromozom ile daha uzun 9 numarali kromozom ortaya ¢ikmaktadir. Ph kromozomu
5’ ber ile 3’ abl dizilerinin birlesmesiyle olusan BCR-ABL (22g-) onkogenini tasir.
Kromozom 9 fiizerindeki diger translokasyon paterni olan ABL-BCR (9q+) KML
hastalarmin yaklasik %60’ 1nda eksprese edilir ama bunun higbir biyolojik
fonksiyonu yoktur ve heniiz fenotipi bilinmemektedir (Sekil 2.2.1.).

KML’ ye neden olan faktdrler hala bilinmemekle birlikte epidemiyolojik
calismalar iyonize edici radyasyon (IR)’ un etken oldugunu gostermislerdir. Cilinkii
IR c¢ift zincirli DNA kiriklarmma yol agabildigi en iyi bilinen ajanlardan biridir.
Kromozom 9 ve 22’ nin hiicre ¢ekirdegindeki topografik yerlesimleride resiprokal
translokasyonlarini kolaylastirmaktadir. insan hematopoetik hiicrelerinde ABL ve
BCR genlerinin konfokal mikroskopi ve floresan in situ hibridizasyon (FISH)
teknikleri ile gosterilmesi sonucu hiicre siklusunun S fazindan G2 fazina gegiste
yanyana geldiklerini gostermistir. ABL ve BCR genlerinin birlesmelerinin en kritik
aninin hiicre dongiisiiniin bu periyodu oldugunu diislindiirmektedir. 2002 yilinda
Saglio ve arkadaglar1 tarafindan kromozom 22 {izerindeki BCR genine ve kromozom
9 iizerinde ABL genine ¢ok yakin yerlesimli duplike olmus biylik genomik
segmentler gosterilmistir. Bu segmentlerin fonksiyonel bir BCR-ABL fiizyon geni
olusturmak {izere her iki kromozom arasindaki homolog rekombinasyonu
kolaylastirdig1 disiiniilmektedir. KML vakalarinin %90’ mdan fazlasinda, eriskin
ALL vakalarmin 1/3 iinde ve ¢ocuk ALL ile AML vakalarimin %6’ sinda
t(9;22)(q34.1;q11.7) goriilmektedir (10).
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Sekil 2.2.1. Ph kromozomunun(22qg-) ve 9q+’1n gosterimi.
2.3. ABL GEN VE PROTEINININ YAPISI

ABL geni, Abelson Murine Leukemia Virus (A-MuLV) onkogeni v-abl’ nin
insan homologudur. 230 kb uzunlugunda bir gen olup 11 ekzon igerir. 9q34° de
lokalize olan ABL geni 145 kD’ luk bir reseptor olmayan tirozin kinazi kodlar
(11).Abl proteinini kodlayan ABL geninin iki alternatif 1. ekzonu, la ve 1b,
alternatif kesilmeye ugrayarak 5 ve 6,5 kb’ lik mRNA transkriptlerini olusturur. Bu
kesilme varyantlarinin translasyonu, yalnizca N-terminal sekanslar1 birbirinden farkli
olan iki ABL izoformunun olusmasini saglar.

Abl proteini, tirozin kinaz ailesine aittir. Cekirdekte ve sitoplazmada
bulunabilir. Proteinin yerlesimi NLS ve NES’ ler ile kontrol edilmektedir. Abl tiplb
proteininin lizerinde bir miristolasyon bdlgesi vardir ve bu nedenle bu protein plazma
membranina baglanabilir.

Abl’ nin N-terminaline dogru yerlesen li¢ bolgesi, bir protip non-reseptor
tirozin kinaz olan Src i¢indeki bdlgeler ile yiiksek derecede homoloji gdsterir. Bu
bdlgeler ABL’ in tirozin kinaz fonksiyonunu diizenler. SH1 bodlgesi ABL’ nin kinaz
bolgesidir. SH2 ve SH3 bolgeleri ise katalitik degildir ve tirozin kinaz aktivitesini
diizenleyen diger proteinler i¢in baglanma bdlgesi olustururlar. SH3 bolgesi, SH1
bdlgesinin kinaz aktivitesinin diizenlenmesi i¢in sarttir. ABL’ nin orta bolgesi, Crk
ve Crkl gibi proteinlerin SH3 bdlgelerine baglanmay1 saglayan prolinden zengin

diziler igerir. ( 12, 2)



ABL’ nin C-terminal bolgesinde aktin filamentlerine baglanmay1 saglayan bolgeler,
DNA’ ya baglanmay1 saglayan bolgeler, 3 adet Niikleer Lokalizasyon Sinyali (NLS)
bolgesi, 1 adet Niikleer Export Sinyali (NES) bolgesi bulunur (Sekil 2.3.1.).

Abl normalde ¢ekirdekte bulunur. NLS’ lerin kayb1t ABL’ nin sitoplazmaya
translokasyonu ile sonuglanir. ABL’ nin tirozin kinaz aktivitesi fizyolojik kosullar
altinda siki bir sekilde kontrol edilmektedir. SH3 bdlgesi bu inhibisyon isleminde
kritik rol oynar. Ciinkii bu SH3 bdlgesinin delesyonu ve yer degisimi ile protein

kinaz islevi aktive olmaktadir.

ABL’ nin ¢ok sayida fonksiyonu vardir. Baslica; Niikleer ABL: Genotoksik
strese kars1 pS3 ya da bunun islevsel homologu olan p73’ u kontrol ederek apoptozisi
indiikler. Hiicre siklusunun G1 fazinda tutulmasmi saglayarak biiylimenin negatif
diizenleyicisi olarak rol alir.

Sitoplazmik ABL: Integrinlerden sinyal iletiminde rol alir.

Transgenik farelerle yapilan ¢aligmalarda, homozigot ABL gen delesyonu
tagtyan farelerin normal gelisimini tamamlayamadigi ve gelisim geriligi, lenfoid
organ hiperplazisi ve adrenal yetersizlikten dolayr prenatal donemde oldigi

gosterilmistir. (12, 13).
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Sekil 2.3.1. Abl proteininin yapist. Tip Ia formu Tip Ib formundan biraz daha kisadir. Y393

kinaz domaininde otofosforilasyon bolgesidir. F401 cok iyi korunmustur. Proteinin orta
bolgesinde 3 adet prolince zengin bolge, 3 adet niiklear lokalizasyon sinyal bolgesi, DNA, G-
aktin, F-aktin baglanma bdlgesi, niiklear eksport sinyal bolgesi igerir. Fosforilasyon bolgeleri

Atm, cdc2, PKC ile gosterilmistir. (Deininger ve ark. 2000)

2.4. BCR GEN VE PROTEININ YAPISI

BCR geni 23 ekzon igerir. 1270 amimoasitten olusmustur. Gen iiriinii 160
kD’ luk birkag islevsel bolgesi olan bir sitoplazmik proteindir (Sekil 2.4.1.).
N-terminalinden itibaren ilk 426 aminoasitlik bolge 6zellikle 6nemlidir. Ciinkii BCR
geninin 1. ekzonu tarafindan kodlanr ve tiim Bcer-Abl fiizyon proteini
izoformlarinda yer alan tek polipeptit dizisidir. Bu kisim proteinin serin/threonin
kinaz bolgesini ve iki adet serin/threonin’ce zengin bdlgeyi igerir. Serin/threonin
kinaz bolgesi otofosforilasyondan ve bilinen tek substrati olan Bap-1(BCR-
associated protein 1 )’ in fosforilasyonundan sorumludur. Bu bélgede bulunan 177.
pozisyondaki tirozinin fosforilasyonu onemlidir. Cilinkii BCR’ 1 Ras N- Terminal
bdlgesinde ‘coiled —coil * bolgesi in vivo ortamda dimerizasyona olanak saglar.
Transformasyon i¢in gereklidir. Sarmal-bobin seklindedir.

RHO-GEF Béolgesi; Ber proteinin merkezinde bulunur. Cdc24, Dbl, Vav ve
Cdc25 gibi birkag guanin niikleotid degisim faktorii (GEF) ile homoloji gdsterir.
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GEF’ler  G-proteinlerinde =~ GDP-GTP  degisimini  saglayarak  aktivasyonu
gergeklestirirler. C-Terminali; Rac i¢cin GTPaz— aktive edici protein(GAP)
fonksiyonu goren bir bolge igerir. Bu GAP bolgesi Rac ile etkileserek GTP
hidrolizini hizlandirir. Béylece BCR’ i G-proteinleri aracili sinyal iletiminde ikili
etkisinin oldugu anlagilmaktadir; merkezi bolge uyarici rol oynarken C-terminal
bélgesi tirozin kinaz aktivitesinin inhibisyonuna yol agar. BCR™" farelerle yapilan
caligmalarda, BCR fonksiyonlarinin normal hiicre fizyolojisi i¢in ¢ok gerekli
olmadig1 sonucunu vermistir bu farelerde saptanabilen tek defekt, artmis ndtrofilik

oksidatif yanma olarak bulunmustur (12).

p160 BCR

P (1-428) PTID (12T T) PIRO( 10076

N = XM

REHOMCE] =

] 1270

Sekil 2.4.1. Ber proteinin yapist. N-terminalinde dimerizasyon domaini (DD), siklik
adenozinmonofosfat kinaz (cAMP) homolojisi gosteren domain bulunur. Grb-2’in baglanmasi igin
Y177 ¢ok 6nemli otofosforilasyon bolgesi, proteinin merkezinde Rho- guanidin niikleotid degistirme
faktorii (Rho-GEF), C terminalinde kalsiyum bagimli lipid bagh (CaLB) ve Rac-GTPaz (Rac-GAP)
bolgesi bulunur.BCR-ABL flizyon proteinlerinin kirilma pozisyonlar1 okla gdsterilmistir.

(Deininger et al.2000)
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2.5. BCR-ABL FUZYON GENIi

BCR ve ABL genlerinin 6zel bolgelerinden kirilmast (Sekil 2.5.1.) ve
birlesmesi sonucu ortaya ¢ikan BCR-ABL fiizyon geni, hematolojik malignitelerle
birlikte s6z edilmektedir.

ABL’deki kirillma noktalari; Kirilma ABL geninin {izerinde 300 kb’ dan

uzun olan 5’ segmentinin herhangi bir yerinde meydana gelebilir. Kirilma noktalari;
siklikla ekzon 1b ve ekzon la arasindaki intronik dizide, ekzon 1a’ nin 3’ ucunda yer
alan dizide, ya da ekzon 1b’ nin 5’ ucunda yeralan intronik dizide yer alabilirler. Bu
nedenle BCR-ABL fiizyon genleri 1b ve 1a ekzonlarmi veya tek basina ekzon 1a’ y1
ya da her iki alternatif ekzonuda bulundurmayabilir. Flizyon geninin yapis1 ne olursa
olsun BCR-ABL mRNA’ s1 1. ekzonu igcermez ve BCR ekzonlarini i¢eren transkript
direkt ABL ekzon a2’ ye baglanur.

BCR’deki kirllma noktalari: BCR geninde, baslica ii¢ tanimlanmig bolgede

kirilma noktalar1 yer alir. KML hastalarinin %95’ inde ve ALL hastalarin yaklasik
1/3° tinde BCR geni ‘“Major breakpoint cluster region’’ (M-bcr) adi verilen 5.8 kb’
lik bdlgenin i¢inde kisalmaya ugrar. Bu bdlge orjinal ad1 b1-b5 olan ve giiniimiizde
ise el2-e16 olarak adlandirilan bes ekzondan olusur. Kirilmalarin biiyiik ¢cogunlugu
ya ekzon 13’ iin (b2) ya da ekzonl4’ iin (b3) 3’ bdlgelerindeki intronlarda olusur.
Olusan hibrid transkriptler ya el3a2 (b2a2) ya da el4a2 (b3a2) birlesmesine
sahiptirler. Her iki durumda da mRNA 210 kD’ luk p210 Ber-Abl fiizyon proteinini
kodlayan 8.5 kb’ lik bir diziden olusur. KML hastalarinin %99’ unda b2a2 ve b3a2
olarak iki tip ber-abl bileskesi gozlenmektedir (14).

Ph pozitif ALL hastalarmin 2/3” iinde ve nadir KML ve AML vakalarinda

(X3

ber’ deki kirilma M-ber’ in 5° bolgelerinde yeralan *° mindr breakpoint cluster
region’’ (m-bcr) olarak adlandirilan bolgede olusur. Bu bolge BCR geninin alternatif
2.ekzonlar1 olan €2’ ve e2 arasinda yeralan 54.4 kb’ lik bir introndur. m-ber’ da
kirilma noktalarina sahip BCR-ABL fiizyon genleri BCR’ deki alternatif 1. ekzonlar

(el ve el’) ile birlikte alternatif 2. ekzon olan (e2’)’ yi igerirler.
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BCR geni iizerinde tanimlanmis iiglincli kirilma demeti bolgesi ‘‘Micro
Breakpoint Cluster Region’’(p-ber) olarak adlandirilmistir.  Bu durumda kiriklar,
BCR geninin 3’ ucuna yakin olan e19(c3) ve e20(c4) ekzonlar1 arasinda gerceklesir.
Hibrid geninin transkripsiyonu, 230 kD’ luk bir protein olan p230 ber-abl’ 1 kodlayan
el9a2 fiizyon transkriptinin olusumunu saglar. Ayrica el3a2, el4a2, ela2, el9a2’
den farkli birlesim sekline sahip bazi atipik BCR-ABL transkriptleri rapor edilmistir.
e6a2 ve e2a2 birlesimine sahip fiizyon transkriptler rapor edilmistir. e2a2
birlesiminin goriildigii KML vakasmin, ek bir Ph kromozomu ve monozomi 7 ile
beraber daha agresif bir klinik seyir gdsteren hastalifa sahip oldugu belirtilmistir.
e8a2, el5a2, ela3, el3a3, el4a3 transkriptlerine sahip hastalarda tespit edilmistir.
(15,2, 1, 16,12, 11, 17,18, 19).
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Sekil 2.5.1. BCR ve ABL genlerinin baslica kirilma bélgeleri. (F. Pane, Intrieri M, Quintarelli C
2002
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2.6. BCR-ABL FUZYON PROTEININ YAPISI VE HASTALIK FENOTIPi

Ber-Abl  proteinleri, ABL ekzon 1’ in BCR’ nin farkli kisimlariyla yer
degistirdigi fiizyon geninden kodlanir. Fiizyon geninde yeralan ABL igerigi
degismediginden hastalik fenotipindeki degiskenlik BCR geni tarafindan kodlanan
protein dizilerinden kaynaklanmaktadir (Sekil 2.6.1.).

P210 BCR-ABL ekspresyonu: Klasik tipte KML’ nin ilgili oldugu
onkoproteindir. Hastaligin kronik fazindaki belirgin 6zelligi graniilositik ve
megakaryositik serilerdeki asir1 artigtir. Mekanizmasi iyi bilinmese de p210 Ber-Abl’
nin graniilositik farklilagsma ve maturasyonla ilgili hiicre sinyal yolaklarini1 bozdugu
diistiniilmektedir. Genede bu bozulma ¢ok agir degildir. Hiicrelerin bir kismi olgun
notrofiller, eozinofiller ve bazofiller olusturmak {izere gelisimlerinin son
basamaklarina ulasabilirler. P210 Ber-Abl onkoproteininin el3a2 (b2a2) ve el4a2
(b3a2) bileskelerini tasiyan iki farkli formu bulunur. Ekzon e14, 75 niikleotid igerir,
sonu¢ olarak el4a2 birlesmesine sahip flizyon geninin kodladigi onkoproteinde
fazladan 25 aminoasit bulunur.

M-ber kirilma noktasi pozisyonunun hastalik fenotipine etkisinin arastirildigi
ilk caligmalar sonucunda e13a2 birlesmesine sahip onkoproteinlerin yer aldigt KML
tipinde akut fazin daha ge¢ donemlerde basladig1 6ne siiriildii. Fakat daha biiyiik
orneklemelerle yapilan ¢alismalar sonucunda, bu diisiiniisiin yanlis oldugu ve
p210 Ber-Abl’ yi kodlayan transkript tipinin herhangi bir prognostik deger

tagimadig1 gosterilmistir.

P190 BCR-ABL ekspresyonu : Siklikla ALL’ de goriiliirken belirgin bir
monositozun oldugu bazi KML hastalarinda da goriilebilir. P190 Ber-Abl mRNA” s1
ela2 birlesimini igerir ve proteinin toplam onkojenik potansiyeli yanlizca BCR
ekzon el’ den gelen dizilerle smirhdir. Bu tip proteinin eksprese oldugu dominant
hastalik tipinin ALL olmas1, myeloid onciillerinden ¢ok lenfoid dnciillerindeki belirli

metabolik yolaklarin secici olarak bozulmasi demektir.
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P230 BCR-ABL ekspresyonu : Bcr-Abl flizyon proteinlerden en biiyiigii
olan bu protein, el9a2 birleskesine sahip mRNA transkriptlerince kodlanir. el19a2
transkriptine sahip hastalarda nadir goriilen myeloproliferatif bir hastalik olan
Notrofilik- KML’ ye ait 6zellikler gozlenmis. Notrofilik-KML” yi klasik KML’ den
ayiran O0zellikler; daha hafif ve yavas klinik seyir, daha az splenomegali, hastaligin
blastik transformasyona doniistimii gecikmis, hatta hi¢ gdzlenmeyebilir. Dolagimdaki
baskin 16semik myeloid hiicre tipi olgun graniilositlerdir. Ayrica p-ber bolgesi
kirginm, M-ber’ den farkli oldugundan, iyi huylu fenotipten sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. P230 Bcer-Abl; Ber’ nin peptid dizisinin %90’ indan fazlasini
icerir. Sadece C-terminalindeki GAP homoloji bdlgesinin 2/3’ {inii bulundurmaz.
Kalan 1/3” liikk kisim fonksiyonel olarak aktiftir ve GAP aktivitesi i¢in gereklidir. Bu
onkoproteinini eksprese eden KML onciillerinin, hem normal hem de transloke BCR
alleleri fizyolojik olarak normal GAP aktivitesi gosteren bir protein eksprese
edebildiklerinden, graniilositik diferansiyonun normal basamaklarindan gecebildigi
one siirtilmiistiir.

Bu hipotez, p230 Bcer-Abl’ deki ek BCR dizilerinin diger iki flizyon
proteinine gore daha hafif seyirli bir myeloproliferatif hastalikla sonuglanan bir

fonksiyona yol ag¢tig1 goriisti ile uyumludur.
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Sekil 2.6.1. BCR-ABL geninin baslica formlari.
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Yiiksek hassasiyetteki ‘Kantitatif Revers Transkriptaz- Polimeraz Zincir
Tepkimesi’ (RT-PZT) metodu kullanildiginda, hiicrelerinde M-ber kirilma noktasi
bulunan ve eksprese edilen flizyon proteini p210 Ber-Abl olan hastalarda ela2
bileskesine sahip transkriptlerde saptanabilir. Erken donemlerde, p210 ber-abl
kodlayan mRNA’ ya ek olarak BCR-ABL’ nin p190 formunu kodlayan BCR-ABL
mRNA’ smin bulunmasi, bu durumun bir sekilde hastalikta akut faza ya da blast
krizine olan ilerlemeyle iligkili oldugu diisiiniilmiistiir. Sonraki ¢aligmalarda ise, bu
p190 tipi BCR-ABL mRNA molekiillerinin, tek ve klasik M-ber kirilma noktast
bulunan KML hastalarinin %90’ mdan fazlasinda, hastaligin fazindan bagimsiz
olarak saptanabildigini ortaya ¢ikarmistir. Daha baskin olan p210Bcr-Abl mesajma
karsin diisiik diizeylerdeki ekspresyonlari, ela2 transkriptlerinin biiyiik olasilikla
el3a2 ya da el4a2 transkriptlerinden birinin alternatif kesilmesiyle olustugunu

diisiindiirmektedir.
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2.7. BCR-ABL PATOGENEZI iLE iLGILI MEKANIZMALAR

BCR-ABL aracili malign transformasyonda ii¢ major mekanizma etkilidir

(Sekil 2.7.1.).

2.7.A. HUCRESEL ADEZYONUN BOZULMASI

Adezyon molekiilleri, hiicrelerin 6zgiil olarak dokulara ydnlenmelerinde,
birbirlerini tanimalarinda, embriyogenez, hiicre biiylimesi, hiicre farklilagmasi ve
inflamasyon gibi olgularin diizenlenmesinde gorev alirlar.

Normal hematopoezde onciil hiicreler kemik iligi stroma hiicrelerine ve ilgili
ekstraseliiller matrikse tutunur. Matriks, fibronektin gibi stromal hiicrelerce
sentezlenen ve Onciil hiicrelerin yiizeylerinde eksprese olan reseptdrler i¢in adezif
ligand fonksiyonu goéren proteinlerden olusur. Adezyon, onciil hiicrelerin sitokin
salgilayan hiicrelerin yakininda bulunabilmesi i¢in sarttir. Boylece hematopoetik
onciiller, sitokinler ile iletilen lokal sinyalleri almak tizere birarada tutulurlar.

Onciil hiicrelerin gelecekleri de bu sinyaller ile belirlenir. Aldiklar1 ya da
alamadiklar1 sitokin mesajlarma gore hayatta kalir ya da apoptoza ugrarlar. KML Ph
pozitif Onciil hiicrelerinin kemik iligi stroma hiicrelerine ve ekstraseliiler matrikse
adezyonlar1 azalir. Boylece bu Onciil hiicreler, normal adezif progenitdrlere saglanan
sinyallerden yoksun kalirlar. Stromaya adezyon hiicre proliferasyonunu negatif
olarak diizenler ve KML hiicreleri degisen adezyon ozellikleri ile bu diizenden kagis

gosterirler.

2.7.B. APOPTOZISIN INHIBISYONU

Apoptozis, hiicrenin yasam c¢emberi boyunca yapim-yikim dengesinin
stirdiiriilmesini saglar. Genetik olarak planlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanmis
apoptozis, belirli bir hiicre klonunun genislemesini sinirlar. Fare ve insan hiicre
hatlarina eksojen olarak BCR-ABL transfeksiyonu, biiyiime faktorii geri ¢ekilmesiyle
indiiklenen apoptozisi inhibe etmistir. Ayrica genotoksik ajanlara karsi apoptoza
kars1 da artmis direng gézlenmistir.

BCR-ABL’ 1 hiicre hatlarmmda apoptozu nasil inhibe ettigi iyi

anlagilamamistir. Bcl-2 protein ailesinin iiyeleri BCR-ABL aracili anti-apoptoza
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yardimct olabilirler. BCR- ABL, Ras ve PI-3K araciligiyla Bcl-2 ailesi tiyelerini

upregiile edebilmektedir. Bel-2, Raf-1’in mitokondriye hedeflenmesinde ve boylece

pro-apoptopik protein Bad’ in inaktivasyonunda rol oynar.

BCR-ABL
Mitojenik Apoptozisin
Aktivasyon Inhibisyon

Sekil 2.7.1. Ber-abl ile ilgili olus mekanizmalar1 (Deninger 2000).

Adezyonun
Degismesi

2.7.C. MITOJENIK SINYAL YOLAKLARININ AKTIVASYONU
BCR-ABL mitojenik potansiyele sahip bircok sinyal yolagmi aktive
etmektedir (Sekil 2.7.2.).
Ras ve MAP kinaz yolaklar
Ras ve Raf protoonkogendir. BCR-ABL, Ras sinyal yolagmi aktive eden
proteinlere direkt baglanabilir.
Tirozinl77 rezidisiiniin otofosforilosyonu, adaptdr proteini Grb-2 ig¢in
baglanma bdolgesi olusturur. Grb-2 ise SOS proteinine baglanir. SOS proteinin
inaktif GDP bagli Ras’ 1 aktif GTP bagh Ras haline getirir. istirahat halindeki
hiicrelerde Ras proteinleri inaktif (Ras-GDP) halde bulunurlar. Aktive olan
Ras proteini Raf-1" e yiiksek afinite ile baglanir. Aktiflesen Raf-1 MAP kinaz
sinyal kaskadini aktiflestirir.
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e Jak-Stat yolagi: Normal hiicrelerde, Janus kinazlarin aktivasyonu (JAK) ile
STAT “‘Signal transducer and activator of transcription’’ lar aktif hale gelir.
Ancak BCR-ABL pozitif hiicrelerde JAK’ lara ihtiya¢ duymadan direkt olarak
fosforile ederek transformasyona yol agar. Giiniimiizde yedi STAT proteini
tanimlanmistir. STAT3 ve STATS aktivitelerinin kontrolsiiz isleyisi malign
transformasyonda rol oynamaktadir. Devamli aktif olan STAT proteini
antiapoptotik yollar1 uyararak malign siiregte etkili olabilmektedir (20, 12).

e PI-3 Kinaz yolagi: Fosfoinozitid-3 kinaz (PI-3K) ailesi, biiylime ve yasama
sinyallerinin iletiminden sorumlu proteinlerdir (21). BCR-ABL pozitif hiicre
hatlarmin ve primer hiicrelerin proliferasyonu PI-3 kinaz aktivitesine baghdir.
BCR-ABL, PI-3 kinaz1 Crk, Crkl, p120 araciligiyla aktive eder. Aktive PI-3
kinaz, bir serin/treonin kinaz olan efektor Akt’ yi aktive eder. Akt aktivasyonu
pro-mitojeniktir. Hiicre siklusunun inhibitorii olan P27’ yi downregiile eder.

e Myc yolagi: Myc onkoproteinin overekspresyonu bircok insan
malignitesinde gosterilmistir. Myc’ in aktivasyonu ile BCR-ABL’ in
hiicresel transformasyona yol agtig1 sican fibroblastlarinda gosterilmistir

(22).

Sekil 2.7.2. BCR-ABL vasitasiyla etkilenen sinyal yolaklar1.
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2.8. KML’ DE UYGULANAN TEDAVI YONTEMLERI

Allojenik kok hiicre transplantasyonu KML i¢in bilinen tek tedavi edici
yontemdir. Ancak ¢cogu hasta ilerlemis yas ( ki bu durum onlarin tedavinin ciddi yan
etkilerini tolere edememelerine sebep olur.) veya uygun kok hiicre vericisinin
olmamasimdan dolay1 bu tedaviden faydalanamaz. KML’ nin olusumu i¢in BCR-
ABL flizyon geninin gerekli olmasinin ve ABL’ nin tirozin kinaz aktivitesinin BCR-
ABL’ nin transformasyonu i¢in gerekli oldugunun kesfedilmesi ABL kinaz1 tedavi
icin dikkat ¢ekici bir hedef haline getirmistir. KML tedavisininde oncelikle 16kosit
sayis1 azaltilmali ve kiiratif tedaviye ge¢ilmelidir.

Giliniimiizde bilinen en iyi tedavi sekli gen¢ hastalarda %100 HLA-uygun

verici varliginda Allojenik hematopoetik kok hiicre naklidir.

2.8.A. Konvansiyonel Kemoterapi

2.8.A.1. Hidroksiiire: Riboniikleotid rediiktaz inhibitdriidiir. Lokosit sayisini
hizlica diisiiriir, ciddi bir yan etkisi yoktur, iyi tolero edilir. ila¢ kesilince etkisi
hemen sonlanir. Ph kromozomunu negatiflestirmez.

2.8.A.2. Busulfan: Giiniimiizde pek kullanilmamaktadir. Ciddi yan etkileri

vardir. Hidroksi tireye gore etkisi gec baglar ve ge¢ sonlanir.

2.8.B. Kiiratif Tedavi

Giiniimiizde 3 tedavi segenegi vardir. Interferon-alfa (IFN-a), Tirozin kinaz

inhibitorii (imanitib mesilat), Allojeneik hematopoetik kok hiicre naklidir.

2.8.B.1. IFN-a: Allojeneik kok hiicre nakli olma sans1 olmayan Ph pozitif
KML hastalar1 i¢in iyi bir tedavi secenegi olmustur (imanitib mesilat kullanima
girmeden Once). IFN-o’ nin KML’ deki etki mekanizmasi tam bilinmemektedir.
Antiproliferatif, antianjiogenik, immun modulatér ve stromal hiicreler ile adhezyon
molekiilleri arasindaki iligkiyi diizenler. IFN-a tek basma veya diger ajanlarla

birlikte uygulanan tedavi seklidir (23, 51).
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2.8.B.2. imanitib Mesilat: 2-fenil-aminopirimidin tiirevidir. BCR-ABL’ nin
tirozin kinaz aktivitesini inhibe eder. Imanitib mesilat, enzimatik bolgesinde ATP ile
yarisa girerek, ABL’in kinaz aktivitesini bloke eder. imanitib mesilat BCR-ABL” i
eksprese eden hiicreler icin segici toksitite gdsterir. IFN-a' ya gore yan etkileri daha
az ve sitogenetik yanit oram1 daha yiiksektir. Imanitib mesilat kullanim ile
karsilagilan en Onemli sorun hastalarda belli bir siire sonra tedaviye direncin
gelismesidir. Dirence yol agan mekanizmalar, BCR-ABL amplifikasyonu, BCR-
ABL’in kinaz bolgesinde meydana gelen nokta mutasyonlari, yeni sitogenetik
anormallikler, P-gp’nin asir1 ekspresyonudur. Imanitib direnci ile ilgili g¢esitli
mutasyonlar rapor edilmistir bunlardan bazilarma T3151 threoninin izoldsine
doniismesini saglayan, M351T° de metioninin threonine, E255K’ da glutamik
asitinin lizine doniismesini saglayan mutasyonlar1 6rnek olarak verebiliriz (5).
Direncin tstesinden gelmek i¢in ya ilag dozaji artirilmali ya da etkili ilag
kombinasyonlar1 kullanmak gerekir.
Calismamizdaki hasta grubunda bir hastaya IFN-a baslanmis daha sonra imanitib’e
baglanmustir. Imanitib KML hastalarinda yaygmn kullanildigindan etki mekanizmast

su sekildedir.

Imanitib mesilatin etki mekanizmasi;

Imanitib, BCR-ABL’ in ATP tarafindan doldurulan baglanma cebine
baglanarak normalde ATP tarafindan karsilanan fosfat gruplarimin eksikligine ve
bdylece substrat fosforilasyonun engellenmesine yol agar. Fosforillenmemis tirozine
sahip substratlar , efektér molekiillere baglanmak icin gerekli sekli alamazlar.
Imanitib, Ber-Abl proteininin inaktif konformasyonda kalmasmi indiikler, ATP’den
fosfat transferini engeller ve asagi yonde sinyal iletim yolaklarmi bloke ederek

biiyiime duraklamasima ya da apoptozise neden olur (24, 25, 26). Sekil (2.8.2.).
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Sekil 2.8.2. Imanitib mesilatin etki mekanizmasi

2.8.B.3. Allojenik Hematopoetik Kok Hiicre Nakli: HLA-uygun verici
geng hastalar i¢in en uygun tedavi seklidir. Ozellikle erken kronik faz ve diisiik risk
grubundaki hastalarda uzun donem hastaliksiz ve uzun sagkalim gozlenmektedir.
Nakil sonra erken relapsi tayin etme MRD testleri olduk¢a 6nem kazanmaktadir.
Hastalarda nakil sonra 6 aylik donemde RT-PZT ile BCR-ABL transkriptleri
saptanirsa relaps riski yiiksek gruptadirlar. Molekiiler relaps gelistiren hastalarda
birkag¢ sonra sitogenetik relaps ve hematolojik relaps gozlenir (27).
Tedaviye yanit klinik, hematolojik ve sitogenetik diizeyde degerlendirilir. Klinik tam
yanit KML’ nin neden oldugu semptomlarin kaybolmasi, hematolojik tam yanit
periferik kan degerlerinin normale donmesi, sitogenetik yanit ise; Ph kromozom
oranmin tespit edilmesi ile degerlendirilir. Tam cevap (CCR) %100 Ph-negatif
metafaz, Major cevap(MCR) 65-99 % Ph-negatif metafaz, 10-64 %Ph-negatif
metafaz minor cevap(mCR), %90’ dan fazla Ph-pozitif metafaz cevapsiz (NCR)
seklinde degerlendirilir. Molekiiler yanit ise, RT-PZT yontemi ile BCR-ABL

transkriplerinin saptanamamasidir ( 28, 29 ,30 ).
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Tamda viicuttaki 16semi hiicrelerinin sayisi yaklasik10'* dir. Tam remisyonu
(CCR) saglamis hastalar hala 10° 16semi hiicresini viicutlarinda barindirirlar. Eger
kemoterapi yada Allojenik kok hiicre nakli ile yok edilemezse bu hiicreler relapstan
sorumludur (5, 31).

Losemi tedavisinde son yillardaki gelismelere ragmen, relapsin varligi hala
ciddi bir problem olarak devam etmektedir. Hastaya uygulanan tedaviden kacan ve
relapsa neden olan hiicrelerin varligi minimal rezidiiel hastalik (MRD) tanimlamasini
glindeme getirmis ve tedavi sonrasi relapsa yol acan en Onemli nedenin MRD
oldugunu diislindiirmiistiir. Remisyonda goriilen hiicrelerde MRD’ m belirlenmesi
klinik relapsin tesbitinde onemli rol {istlenmektedir. Kemik iligi transplantasyonu
sonras1 hastanin izlenmesi, relapsin erken sathada yakalanmasi agisindan ¢ok onemli
olmaktadir. Yine kemoterapi alan hastalarin remisyonunun gergek olup olmadigmin
tesbiti bu tekniklerin giivenirliligine baglhidir. MRD’ nin tesbiti, hastaligin
prognozunun izlenmesi ve relapsa girdiginde tedbirlerin alinmasi i¢in oldukca
onemlidir (32).

MRD’ m tespiti icin kullanilan metotlar ve hassasiyetleri asagidaki gibidir:

Metot hedef materyal hassasiyet%
Konvansiyonal
Sitogenetik Ph kromozomu Ki 1- 10
FISH BCR ve ABL’in

yanyana konulmasi Ki/PK 0,2-5
Southern Blot M-bcer Ki/PK 1- 10
Western Blot BCR-ABL proteini Ki/PK 0,2- 1
Kantitatif RT-PCR  BCR-ABL mRNA Ki/PK 0,001- 0,0001

Ki: Kemik iligi PK: Periferik kan

Minimal rezidiiel hastaligin degerlendirilmesi i¢in kullanilan tekniklerden biri
olan konvansiyonal sitogenetiktir. 100 normal hiicrede bir 16semi hiicresi tespit
edilebilir. Tedavi siiresince meydana gelebilecek genomik degisiklikleri belirlemek
ve sitogenetik remisyonu tanimlamak i¢in secilebilir ancak hassasiyeti diistiktiir.

Southern Blot ve Western Blot hassasiyetleri diisiik ve olduk¢a zahmetli metotlardir.
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Daha hassas bir izleme i¢in FISH ya da kantitatif RT-PZT teknikleri énerilmektedir
(32, 33, 36, 43).

Kantitatif RT-PZT Teknigi; Materyalin , ilk miktarmi kantite eden spesifik,
duyarly, tekrarlanabilir ve reaksiyon sirasindaki amplikon {iiretimini, floresan
yayilimint indikatdr olarak kullanarak ol¢lim yapilan bir metottur. Hassasiyeti
oldukga yiiksek bir metottur, 10° normal hiicredeki bir malign hiicreyi tespit
edebilmektedir. Amplikonun tespitinde iki materyal kullanilir. Floresan problar ve
DNA’ ya baglanan ajanlardir. Calismamizda floresan prob olarak Taqman prob
kullanilmistir. Tagman prob mettotunda 6rneklerdeki cDNA hedef sekans miktarinin
Ol¢limiinii yaparken Taq Polimerazin 5° ekzoniikleaz aktivitesi kullanilir. Prob 5°
ucuna bagli haberci bir boya, [genellikle de FAM (6-karboksifloresein)], 3’ ucuna
baskilayici boya [TAMRA (karboksitetrametilrodamin) en tipik olarak bilinen
baskilayic1 boyadir] igerir. Taq Polimeraz Taqman probun bagli oldugu hedef
bolgeyi cogaltmaya basladiginda, 5° niikleaz aktivitesi probu kesmeye baglar.
Baskilayict boya haberci boyanin florasan emisyonunu prob bozulmadiginda
Onleyebilir. Reaksiyon sirasinda probun bolinmesi haberci ve baskilayici boyayi
birbirinden ayirir. Bdylece haberci boyanin her dongiide serbest kalmasi ile dogru
orantili olarak artan floresan 1s1ma vermesine yol acar. PZT iiriinlerinin ¢ogalmasi
haberci boyanin florasenda artmasi ile saptanir ve CCD kamera gibi dijital goriintii
sistemleri kullanilarak goériintii olusturulur (34).

Esik degeri veya Ct degeri, PZT iiriinlerinin ¢ogalmasinda dnemli artigin
oldugu zamanki siklustur. Ct, log-lineer fazda PZT {irlinliniin eksponansiyal
biiylimesi ile sinyal artmasinin baglama belirtisidir ve bu faz reaksiyon hakkinda en
kullanigh bilgiyi saglar. Kantitasyon i¢in en 6nemli parametre Ct degeridir. Ct
degeri ile kopya sayis1 birbiriyle ters orantilidir. Yiiksek kopya sayis1 olan 6rnegin Ct
degeri diistiktiir (35,14).

Yapilan allojenik kok hiicre naklinden sonra kandaki BCR-ABL transkript
sayisiin Olglilmesi relaps  riskini belirlemede onemlidir. KML’ li hastalarda
imanitib mesilat standart tedavi olmustur. Imanitib, BCR-ABL geninin tirozin kinaz
aktivitesinin giiclii ve se¢i¢i inhibitoriidiir. Yapilan ¢aligmalarda imanitib kullanan
hastalarda giiclii cevap ve sabit remisyonda kalma rapor edilmistir, yalniz kronik

fazda bazi hastalarda major sitogenetik cevabi basaramama ya da kaybetme, ve
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akselere/ blastik faza ilerleme ya da relaps gozlemlenmistir. Bu da imanitibe direnci
arastiricilar icin ilgi ¢ekici hale getirmistir. Imanitibe direncin cesitli mekanizmalarla
ilisigi olabilir bu durum hala bir fenomendir: BCR-ABL geninin overekspresyonu ve
amplifikasyonu, ATP-baglanma bolgesindeki nokta mutasyonlar1 ile yeniden kinaz
aktivasyonu kazanmasi ya da MDR1 geninin overekspresyonunu ilag direngliliginde

diisiiniilebilecek seceneklerdir.

2.9. COKLU ILAC DIRENCI

Kanserin tedavisinde kemoterapinin ¢ok dnemli bir yeri vardir. Ancak normal
doku ve hiicrelere olan yan etkileri yanisira kemoterapinin tedavi etkinligini
siirlayict en onemli faktorlerden biride kemoterapétiklere direngli kanser hiicre
varyantlaridir. Bu varyant hiicreler spesifik tek bir ilaca direng gosterebilecekleri gibi
degisik kimyasal yapilardaki ve degisik etki mekanizmalarina sahip birbirinden farkl
bircok ilaca direng gdsterebilmektedir. Kanser tedavisinde kemoterapi
basarisizliginin 6nde gelen nedenlerinden biri ¢oklu ilag direncidir.

Invitro ve in-vivo ¢alismalarla coklu ilag direncinden sorumlu farkli birgok
mekanizma ortaya ¢ikmaktadir.

Apoptotik mekanizmalardaki bozukluk, ilacin hiicre i¢i konsantrasyonunun
azalmasi, ilacin aktivasyonunun bozulmasi, ilacin katabolizmasinin hizlanmasi,
hiicre i¢inde hedef enzim konsantrasyonunun azalmasi ya da yapisal degisiklige
ugramasi, DNA tamir mekanizmalarinin hizlanmasi1 bugiin ¢oklu ilag direncinde en

siklikla rol oynadig1 diisiiniilen mekanizmalar1 olusturmaktadir (37).

MDR ilk kez memeli hiicresinde 1970 yilinda kesfedilmistir. Coklu ilag
direncinde en bilinen mekanizma, insan MDR1 geni tarafindan kodlanan 170 kDa
agirhgmda bir transmembran proteini olan p-glikoproteininin (P-gp) asir1
ekspresyonudur. P-gp ilk kez 1976 yilinda Ling ve Juliano tarafindan rapor
edilmistir. P-gp, ATP- bagimli bir pompa olark is goriir ve hiicre ici ilag
konsantrasyonunu sitotoksik seviyenin altinda tutar.(38)

P-gp; ‘“ATP-binding casette (ABC)’’ ailesinin bir iiyesidir. ABCB1 geni tarafindan

kodlanir buna yaygin olarak MDR1 geni de denilmektedir. 7 no’ lu kromozomun
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uzun kolunun 21-31 bandinda yeralir (7q21-31) ve 28 ekzona sahiptir. MDR gen
ailesinin insanda 2 iiyesi bulunmaktadir, MDR1 ve MDR3 seklindedir, farelerde ise
mdrla, mdrlb, mdr2 olmak {izere 3 gen bulunmaktadir. Insandaki MDRI1 ile
rodentlerdeki mdrla/mdrlb ayni fonksiyona sahiptir, ilacin disar1 transportunu
saglar. P-gp ‘molecular vacuum cleaner’ olarak is goriir, bu modele gore P-gp
substratini hiicrenin i¢inden membrana dogru basit difiizyonla hareket ettirir (39).

P-glikoproteinin yapisi, 6 transmembran boliim ve niikleotid baglama sekansi i¢eren
homolog iki yaridan olusur, 1280 aminoasite sahiptir. Molekiiliin N-termainalinin
yarisinin ekstraselliiler bolgesinde tek glikolizasyon bdlgesi vardir. P-glikoprotein,
adenozin-3-fosfat’ a ( ATP ) bagimli bir protein olup, ilaglarin hiicreden disar1 atim
pompasi olarak calismakta ve hiicre i¢i ilag diizeyini diisiik seviyede tutarak, klasik
MDR olarak adlandirilan, antrasiklinler, epipodofilotoksinler, aktinomisin D, vinka

alkaloidleri ve baz1 alkilleyici ajanlara kars1 dirence neden olmaktadir.

P-gp; yalnizca tiimor dokusu ile sinirli degildir normal dokularda da eksprese

olur. Karacigerde, kolonda, adrenalin bezinde, jejenum ve pankreasta, bobrekte,
hematopoetik kok hiicrelerde, periferik kanda mononiikleer hiicrelerde, olgun
makrofajlarda, T ve B lenfositlerde P-gp ekspresyonu vardr. MDR1 mRNA’ s1
birkag lenfosit soylarinda da yiiksek seviyede CD56" hiicrelerinde, diisiik seviyede
ise CD8", CD4", CD15", CD19", CD14" hiicrelerinde bulunmustur(40).
P-gp olduk¢a genis substrat spesifikligine sahiptir. Bu substratlar genellikle
hidrofobik ve amfipatiktir. Bu substratlarin i¢cinde bazi antikanser ilaglar (imanitib
mesilat gibi), HIV proteaz inhibitorleri, immiinosiipresanlar, antibiyotikler,
antihistaminiklerdir.

P-gp’ in genetik bazli veya sonradan edinilmis degisimlerle aktivitesinin
degismesi toksinlere maruz kalmay: artirabilir bu mekanizma vasitasiylada timor
olusma riskinin artmasina katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

P-gp’ nin hangi kanserlerde ila¢ direncinden sorumlu oldugunun ortaya konmasi igin
yapilmis caligmalarin ¢ogu hematopoetik kanserler tizerinedir. Losemi, lenfoma ve
multiple myelomada basta diisiik ekspresyon gostermekle birlikte Ozellikle
kemoterapi sonrasi ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. P-gp ile AML hastalarinda

cok sayida ¢aligma yapilmis olup AML hastalariin 1/3” inde tan1 aninda, %50’sinde
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ise ilk niikste yliksek seviyelerde P-gp ekspresyonunun oldugu gosterilmistir. AML
hastalarinda P-gp ekspresyon seviyesinin niiks ihtimali ile korele oldugu
bildirilmistir. KML hastalarinin blast krizi doneminde P-gp’ nin asir1 ekspresyonu
gozlenmistir.

Ilaglara yanit ve ilaglara bagl yan etkiler ilag metabolize eden enzimlerdeki
genetik degisiklere bagli olarak ayni1 toplumdaki bireyler arasinda farkliliklar
gosterir. Bu fark ilag direnci olugturan MDR genlerinin artmis ekspresyonuna bagl
olabilir. MDR1 geninin 26. ekzonunda tek niikleotid polimorfizmi C3435T (Ile1145
Ile) P-glikoprotein ekspresyonunu azaltmaktadir. Ayrica MDR1 gen polimorfizmi
toplumlararas1 farkliliklar géstermektedir. Son yillarda MDR1 geninde 40’ dan fazla
SNP gosterilmistir (41).
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Bireyler

o Bu tez ¢aligmasi kapsamimda Kronik Miyeloid Losemi tanis1 konulan 32
hastanin 17° sinde BCR-ABL ve MDRI1 gen ifadelerine 0-48. ay araliginda bakilmas,
MDR1 C3435T polimorfizm degerlendirilmesi 32 KML hastasinda ve 36 saglikli
bireyde ¢aligilmistir.

o 17 KML hastasiin klinik degerlendirmeleri Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Temel Onkoloji Anabilim Dalinda yapilmstir.

o Tiim calismalar kisilerden ‘Bilgilendirilmis Onam Formu’ ve H.U. Tibbi,
Cerrahi ve Ila¢ Arastirmalar1 Etik Kurulu’ nun Onay: almarak (20 07 2006 tarihli
FON 06/30-6 karar no) gerceklestirilmistir.



3.2. Calismada Kullanilan Malzemeler

RNA izolasyonu igin Invitek marka RNA izolasyon kiti kullanuld.
Yikama solusyonu 1; Kaotropik tuz, izoamilalkol, etanol, DEPC’ li ddH,O

Yikama solusyonu 2; Etanol, izoamilalkol, DEPC’ li ddH,O

Eliisyon solusyonu (EL); DEPC’ le muamele edilmis dH»O igerir.

Lizis Tampon; 2-merkaptoetanol, EDTA, DEPC’li ddH,0, kaotropik tuz igerir.

cDNA sentezi

10X Reverz Transkripsiyon tamponu

MgClL, 25mM

dNTP miks 10mM(her birinden (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 2,5 mM)
10X Random Hekzamer 50uM, 50 nmol

RNAaz inhibitor(2000U) 20 iinite/pl

Multiscrib Reverz transkriptaz, (5000U)50iinite/pl

dH,O

M(9;22), m(9;22), MDR1 tesbiti;
MgCl, 50mM

10 X PCR Tampon

10 X Pasif referans boya solusyonu

AmpliTaq Gold DNA Polimeraz (1250U) 5 tinite/ pl

29

Her bir test icin 5 X miks (her bir ¢alismaya spesifik primerleri ve probu igeren

karigsim)
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MDR1 Polimorfizmi ;

PGX-HIV Strip kiti kullanildi. Kitin igindeki solusyonlar; Hibridizasyon buffer,
Yikama solusyonu A, Yikama solusyonu B, Denatiirasyon solusyonu, Renk Artirici,
Konjugat solusyonu (Streptavidin-alkalin fosfataz icerir.), Amplifikasyon
miski(i¢inde calisilacak bolgeye 6zgili biyotinlenmis primerleri igerir.), Taq dilusyon

buffer, Taq Polimeraz’ dir.

Kandan DNA izolasyonu i¢in Invitek marka izolasyon kiti kullanild1. Kitin i¢indeki
solusyonlar; Baglama solusyonu, Yikama solusyonu 1, Yikama solusyonu 2,

Proteinaz K, Lizis Buffer A, Eliisyon Buffer D seklindedir.

Kantitasyondaki ana hedef, gen anlatiminin 6lgiilmesi oldugundan kantitatif PZT
yontemi, mRNA {iizerinden gerc¢eklestirilir. RNA her tiirli dokudan elde edilmekle
birlikte hematolojide kullanimi en kolay materyal kandir. Hastalardan alinan

periferik kan 6rneklerinden RNA izolasyonu asagidaki protokolle gore yapilmistir.
3.2.A. KANDAN RNA iZOLASYON PROTOKOLU

Eritrositlerin parcalanmasi

o 15 ml’ lik tiip icerisine 10 ml soguk EL konulur sonra 1- 1,5 ml kan eklenir.
Buz i¢inde 15 dk. inkiibe edilir.

Lokositlerin Toplanmasi

o 4000 rpm’ de 5 dk +4 °C santrifiij edilir, stipernatan atilir.

o 5 ml soguk EL pellet lizerine eklenir.

o Vortekslenir ve 4000 rpm de 5 dk. +4 derecede santrifiij edilir.

o Tiim siipernatan uzaklastirilir.

Lokositlerin parcalanmasi.

o 900 pl lizis Solusyon DCT hiicre peleti lizerine eklenir, vortekslenir.. 10dk.
Oda 1s1sida inkiibe edilir.

Genomik DNA’nin uzaklastirilmasi

o Ornek 12,000 rpm de 18 °C derecede 30 sn santrifiij edilir.

o Stipernatan yeni bir tiipe aktarilir.

o Total RNA’nin spin filtreye baglanmasi

o 800 pl %70 ‘lik etanol siipernatan iizerine eklenir.
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o Yeni bir tiipe spin filtre yerlestirilir.
o Karisimdan 850 pl spin filtreye aktarilir.
J 10,000 rpm de 1dk. Santrifiij edilir.

Spin filtrenin 1. yitkanmasi (18 °C)

o 500 pl Yikama solusyonu 1 spin filtre i¢ine aktarilir ve 10,000 rpm’ de 30 sn
santrifiij edilir. Filtre tlipe yerlestirilir.

Spin filtrenin 2. yitkanmasi (18 °C)

o 750 pl Yikama solusyonu 2 spin filtre icine aktarilir ve 10,000 rpm’ de
30 sn santrifiij edilir. Filtre tiipe yerlestirilir

Spin filtrenin kurutulmasi

e Etanol artiklarim1 uzaklastirmak icin filtreyi tek basma 12,000rpm’ de 3 dk.
Santriftij edilir.

Total RNA’nin elde edilmesi

e Spin filtre tilip i¢ine yerlestirilir ve 30-60pul (arasinda) Elution Buffer R spin filtreye
eklenir.

¢ Oda 1sisinda 2 dk. inkiibe edilir ve 8,000 rpm’de, 18 °C’de, 1 dk santriftij edilir

e Filtre atilir ve RNA buz lizerinde saklanir.

(Bu yontemle 1-5 pg RNA elde edilir.)

Total RNA elde edildikten sonra RNA’dan DNA’ya ¢evirim i¢gin cDNA protokolii

uygulandi.

3.2.B. cDNA PROTOKOLU

Reaktifler Miktar (1 6rnek i¢in)
10X Revers Transkripsiyon buffer 50 ol

MgCl, 11.0

25X dNTP 2.5 pl

10X Random Hekzamer 2.5 ul

RNAaz inhibitor 3.0 ul
Multiscribe Reverz transkriptaz, 50 U/ul 1.25

dH,O 1475 wl

Toplam hacim 40.0 pl
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Toplam hacim 40 pl olacak sekilde hazirlanip tizerine 10 ul elde edilen total RNA
ilave edilmistir.  Asagidaki siklus ve derecelerde ABI 9700 Thermal Cycler
cthazinda cDNA elde etme islemi gerceklestirilmistir. Calisma gerceklesene kadar

ornekler +4°C’ de saklanmustr.

Sicaklik Siire
1. 25° 10 dakika
2. 48°C 60 dakika
3. 4 °C Sonsuz

3.2.C. M(9;22) P210%“®**PL CALISMA PROTOKOLU

Reaksiyon Karisimi

Reaktif Miktar Final Konsantrasyonu
Steril distile su &87ul | e
10 x PCR Buffer 2,5 ul 1X
10 X Pasif referans boya solusyonu 2,5 ul 1X
MgCl, 4 ul 8 mM
5 x karisim 5 ul 1X
AmpliTaq Gold DNA polimeraz 0,3 ul 1.5 Unite (reaksiyon basina)
cDNA 2 ul 2wl
Toplam Hacim 25 ul




33

cDNA miktarlar1 spektrofotometrede Olgiilerek 50 ng’ a dilue edilmistir.
Kantitatif calisma, P210°“® 45X M(9;22), P190P**BL m(9;22), MDR1 genlerine
0zgl 8 standartla ve negatif kontrolle birlikte yapilmistir. Standartlar, kopye sayis1
belli olan pozitif kontrollerdir. Negatif kontrolde amplifikasyon egrisi
goriilmemelidir. Sadece B-2M’ de 8 yerine 3 standart kullanilmistir.

P210PRABL e P190PRABL jein pozitif kontrol degerleri 100.000, 10.000,
2500, 500, 100, 50, 25, 5 molekiildiir. MDR1’ in pozitif kontrolleri 1.000.000,
250.000, 25.000, 5.000, 1.000, 250, 100,25 molekiil, B-2M ’in pozitif kontrolleri
100.000, 1.000.000, 10.000.000 molekiil seklindedir. Negatif kontrol 23ul + 2 pl
dH,O olacak sekilde hazirlanmistir.

Her gen ekspreyonunun oOl¢iimii i¢in gene 0Ozgii protokolle hazirlanan
karisimdan 23 pl calisma plate’indeki ¢alisilacak tiim kuyucuklara ilave edilip
tizerine 2 pl hastalarin cDNA”’ lar1 eklenir (23pul karigim + 2ul hasta 6rnegi) . Pozitif
kontrollere 25 pl karisimdan ilave edilir. M(9;22), m(9;22), MDR1, (- 2
Mikroglobulin i¢in asagidaki PZT programi secilmistir. Calismamizda

normalizasyon i¢in referans gen olarak -2 mikroglobulin kullanilmigtir.

Sicaklk Stire

50°C 2 dakika

95 °C 10 dakika

95 °C 15 saniye 40 dongii
60 °C 1 dakika

4 °C Sonsuz



3.2.D.m(9;22) P190°“**BL CALISMA PROTOKOLU
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Reaksiyon Karisimi

Reaktif Miktar Final Konsantrasyonu
Steril distile su 98ul | e
10 x PCR Buffer 2,5 ul 1X
10X Pasif referans boya solusyonu 2,5 ul 1X
MgCl, 3 ul 6 mM
5 x Miks (dNTP, primerler, prob) 5 ul 200 nM, 80 nM
AmpliTaq Gold DNA polimeraz 0,2 ul 1 Unite (reaksiyon basina)
cDNA 2 ul 2 ul
Toplam Hacim 25l

3.2.E. p-2Mikroglobulin CALISMA PROTOKOLU

Reaksiyon Karisimi

Reaktif Miktar
Steril distile su 12,5 ul
2X Master Miks 5,75 ul
Forward Primer 0,75 ul
Reverse Primer 0,75 ul
Prob 0,25 ul
cDNA 5,0 ul
Toplam hacim 25,0 pl




3.2.F. MDR1 CALISMA PROTOKOLU
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Reaksiyon Karisimi

Reaktif Miktar Final Konsantrasyonu
Steril distile su 98ul | -
10 x PCR Buffer 2,5 ul 1X
10 X Pasif referans boya solusyonu 2,5 ul 1X
MgCl, 3ul 6 mM
5 xMiks (dNTP, primerler, prob) S5ul 1X
AmpliTaq Gold DNA polimeraz 0,2 ul 1 Unite (reaksiyon basina)
cDNA 2ul 2 ul
Toplam Hacim 25 pl
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Sekil 9. Caligma sonrasi amplifikasyon egrilerinin gdsterildigi pencere.

Her reaksiyon i¢in ve her amplifikasyon siklusunda elde edilen floresan

miktarmi gosterir. Esik degeri (Ct) X diizleminde, yatay olarak gosterilmistir.
Siyah amplifikasyon egrileri orta ve diisiik diizeydeki gen ifadelerini
gostermektedir. (Hastalara ait degerlerdir).

Negatif kontrolde amplifikasyon egrisi goriilmemelidir. Mavi noktalar negatif
kontrolii gdstermektedir. Sekil 9°da oklarla gosterilmeyen egriler ise pozitif
kontroller aittir. Pozitif kontrollerin molekiil (kopye) sayis1 ve artigin oldugu Ct
degerine gore standart egri ¢izilerek kantitatif hesaplama yapilmaktadir. Standart

egri Sekil 10° da gosterilmistir.
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Sekil 10. Standart egri

Kantitasyon hesaplamalarinda en az ti¢ standart kullanilarak korelasyon egrisi
cizilmelidir. Standart egrinin slope degeri -2 ile -4,7 araliginda korelasyon

katsayisiin (r) degerinin de 0,95 ile 0,999 araliginda olmasi gereklidir.
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3.3. MDR1 POLIMORFiZMi

MDRI1 Polimorfizmi ¢alisjmada PGX-HIV marka stript testi kullanilmistir.
DNA izolasyonu i¢in Invitek’in izolasyon kiti, Hibridizasyon Cihazi olarak Oto-Lipa

cihazi kullantlmistir.

3.3.A. Kandan DNA izolasyonu

1. 200 pl kan 6rnegi, 200 pl lizis buffer A ve 20 pl Proteinaz K tiipe konulur. 10
dakika 56°C’de inkiibasyona birakilir.

2.400 pl Binding Buffer tiipe eklenir, Sivinin tamamu filtreli tiipe aktarilir , 3 dk
oda 1s1sinda inkiibe edilir ve 12 000 rpm’ de 2 dk santrifiij edilir.

3. Toplama tiipii degistirilir, filtre iizerine 500 pl Yikama solusyonu 1 eklenir ve

12 000 rpm’ de 1 dk santrifiij edilir.

4. Toplama tiipii degistirilir, filtre tizerine 800 pl Yikama solusyonu 2 eklenir ve

12 000 rpm’ de 1 dk santrafiij edilir. Filtre bos toplama tiipiine aktarilir en yliksek
hizda 4 dk santrifiij edilerek alkolden arindirilir.

5. Filtre ependorf tiipe aktarilir ve alkoliin tamamen uzaklagmasi i¢in 3 dk kapak agik
bicimde oda sicakliginda inkiibe edilir. Filtre membranin tam ortasina 1sitilmig

56 °C’ deki 200 ul Eliisyon Buffer-D eklenir, 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.

10 000 rpm’de 1dk santrafiij edilir ve filtre atilarak, 6rnek alnir ve analiz edilene

kadar -20 °C’ de saklanir.

Izolasyon isleminden sonra uygun PZT kosullar1 belirlendikten sonra
polimeraz zincir reaksiyonu uyguland.
Enzim Hazirlama:
Taq DNA polimeraz (5U/ul) : 0,4 ul
Taq DNA Buffer 14,6 ul



Reaktif Hazirlama

Amplifikasyon Miks 15l
Hazirlanan Enzim (1U) Sul
Ornek 5l
Toplam PZT reaksiyon Hacmi 25 ul
PZT Protokolii

94 °C  —ememmemem e 02:00 dakika

94 °C - 00:15 saniye

58°C e 00:30 saniye 35 Dongii
72 °C  —mmmmmmmmem - 00:30 saniye

72°C  —mmmmmmmemmee- 03:00 dakika

4 °C e Sonsuz
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PZT islemi ABI 9700 cihazinda yapilmis olup MDRI1 iiriinii 81 baz ciftidir. PZT ile

cogaltilan uygun hedef bolgesi {liriinleri hibridizasyon igin Oto-Lipa cihazina

yiiklendi.
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3.3.B. Hibridizasyon

1. 10 pl denatiirasyon soliisyonu Orneklerin ¢alisilacagi kuyucuklarinin kdselerine
pipetlenir. 10 ul PZR ile ¢ogaltilmis 6rnekler denatiirasyon soliisyonuna pipetlenerek
karistirilir ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilir.

2. Orneklerin iizerine dénceden 1sitilmis 1 ml hibridizasyon soliisyonu konulur ve
homojen renk elde edilene kadar yavasca calkalanir.

3. Stripler dikkatlice plate kuyularina yerlestirilir.

4. Stripler 45 °C’de 30 dakika ¢alkalanarak inkiibe edilir.

5. Hibridizasyon soliisyonu pipet kullanilarak tamamen kuyucuklardan bosaltilir.

6. Her bir kuyucuga 1 ml Yikama solusyonu I eklenir 1 dakika calkalanarak
bosaltilir ve 1 ml WASH A soliisyonu ile 15 dakika 45 °C’de calkalanarak inkiibe
edilir.

7. Kuyucuklardan Yikama solusyonu I bosaltilir ve yeniden 1 ml WASH A
solisyonu ile 15 dakika 45 °C’de calkalanarak inkiibe edilir. Sonra Yikama
solusyonu I tamamen bosaltilir.

8. Her bir kuyucuga 1 ml konjugat solusyonu eklenir ve 15 dakika oda
sicakliginda ¢alkalanarak inkiibe edilir.

9. Her bir kuyucuga 1 ml Yikama solusyonu II solusyonu eklenir 1 dakika
calkalanarak bosaltilir ve 1 ml Yikama solusyonu II 5 dakika oda sicakliginda
calkalanarak inkiibe edilir.

10. Kuyucuklardan Yikama solusyonu II bosaltilir ve yeniden 1 ml Yikama
solusyonu II soliisyonu ile 5 dakika oda sicakliginda ¢alkalanarak inkiibe edilir

11. Her bir strip iizerine 1 ml Konjugat soliisyonu eklenir ve karanlikta test
kosullarma bagli olarak bantlarin olusmasma gore en az 15 dakika ¢alkalanarak
inkiibe edilir.

12. Bant olugma iglemi striplerin iki kez distile su ile yikanmasi ile sonlandirilir.

13. Son olarak, stripler kuyucuklardan alinarak kurutma kagidinin arasina konularak

kurutulur ve degerlendirme agamasina gegilir.
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Kandan genomik DNA elde edilir ve biyotin isaretli primerlerin kullanildig1
multipleks PZT ile mutasyonlu ve normal gen bdlgeleri ¢ogaltilir. PZT {irtinleri
nitroseliilaz membran iizerindeki allel-spesifik fragmentlere hibridize edildikten
sonra gOrliniir hale getirilerek degerlendirme yapild1 (Sekil 3.3.). Yapilan bu
degerlendirme, yalniz normal MDRI1’ de bant varsa CC genotipi, hem normal
MDR1’ de hem de mutant MDR1’ de bant varsa CT genotipi, sadece mutant
MDRI1’ de bant varsa TT genotipi ifade etmektedir. (Calismada sadece MDRI

polimorfizmi degerlendirilmistir.)

— Kirmz1 Marker

___ Kontrol
1— —mutant  MDR1 3435 C>T
2— —mutant  CYP2D6 1795 del T
3— —mutant  CYP2D6 1934 G>A
4— —mutant  CYP2D6 2637 del A
5 — mutant  CCRS 32bp del
6— — Normal MDRI 3435 C>T
T— — Normal CYP2D6 1795 del T
8— — Normal CYP2D6 1934 G>A
0— — Normal CYP2D6 2637 del A

10— — Normal CCRS 32bp del
— Yesil Marker

Sekil 3.3.1. PGX-HIV Strip
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4.BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda toplam 32 KML hastasinin 17’ sinde 48 ay boyunca diizenli
olarak BCR-ABL ve MDRI gen ifadeleri 6l¢timleri yapildi. 17 hastanin 8’1 erkek 9°
u kadin ve  tamidaki ortalama yas 47 dir. Tam1 anindaki sokal skor
degerlendirilmesine gore 12 hasta diisiik riskli, 3 hasta orta derecede riskli, 2 hasta
yiiksek riskli grupta bulunmustur. Tan1 aninda yalnizca bir hasta akselere fazda,

diger 16 hasta kronik fazdadir. Hastalarin klinik 6zellikleri Tablo1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Hastalarin klinik 6zellikleri

Ozellikler Hastalarn =17
Yas
Aralik 25-69
Ortalama 44
Cinsiyet
Kadin 9
Erkek 8
Beyaz kiire Sayisi( X 109/L )
Aralik 25-444
Ortalama 124

Trombosit Sayisi( X 109/L)

Aralik 187 - 1442

Ortalama 484
Blast Sayist % 2

Eozinofil 1

Bazofil 3
Splenomegali (hasta sayis1) 10
Sokal Skor

Diisiik 12

Orta 3

Yiiksek 2

Onceki Tedaviler
Hidroksitire 16
IFN 3
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Periyodik olarak P210 P®*BL mRNA fiizyon transkriptleri olgiilen 17
hastanin logl0 tabaninda gen ifadeleri Tablo 2’ de gosterilmektedir.Tablo 2’nin

degerlendirilmesinde 10 hastada tanit aninda P210 BCR-ABL

ifadeleri saptandi. Gen
ifadesi bir hastada log 4, 2 hastada log 3- 3,5 araliinda, 6 hastada log 2,9-1,9
araliginda, bir hastada log 0,3 olarak saptanmistir. Bu tabloya gore hastalarin diger
aylardaki P210 "“®*P ifadeleri Friedman testine gore mukayese edildiginde,
BCR-ABL ekspresyonunun 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24. ay BCR-ABL o0l¢iimlerinin ikili
karsilagtirmalar1 yapildiginda sadece 0O.ay Ol¢iimleri diger aylara gore yiiksek
cikmistir (p<0.001). Diger aylardaki olglimler arasinda bir farklilik bulunamamustir.
(p>0,05). Yapilan Kaplan-Meiyer testine gore hastalarin 5 yillik sagkalimlar1 %59
bulunmus, BCR-ABL seviyelerinindeki degisiklikler Spearman’s rho testine gore
yastan, cinsiyetten, WBC, LDH, Plt’ten bagimsiz bulunmus, istatiksel bir anlam
bulunmamastir.
Tablo 2. P210 BCR-ABL eksresyon diizeyinin logaritma 10 tabaninda gosterimi (log 10).

P210 B°RABL ekspresyonu (log 10)

0.AY | 3.AY | 6.AY | 9.AY |12.AY 18.AY |24 AY | 30.AY | 36.AY | 48.AY
1 3,1 2| 1,6 o o
2 3,3 1 o o o o o
3 o o o o o o o o o
4 4 o o o o
5 1,9 o o o o o o o
6 2,5 0o 1,3 1,5| -0,1 o 1,1 07| 1,2
7 0,3 o o o o o o
8 0,3 o o o o o
9 2,5 09 1,8 0,7 1,1 o 1,3
10 1,9| 2,6 0,5 o 07| 11| 1,7 0| 2,5
1 2,5 0,5 o 1 o
12 0o 0,6 0 0
13 24| 2,5| 1,6 o 09 1,6 o o o o
14 2,9 2 0
15 o
16 3,2
17 1,4 2, 2,1 2,5

0: Hastada P210 BCR-ABL fiizyon transkripti saptanamadigini ifade etmektedir.
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17 hasta ve kontrol bireyleri de P190 B“®*BL acisindan degerlendirilmis ve
tiim sonuglar negatif bulunmustur.

[lag direngliliginin degerlendirmesinde ¢alismamizda MDR1 gen ekspresyonu
analiz edildi. Sonuglar, P210 P®*PL ye MDRI1 ekspresyonlar: seklinde Tablo 3’°de
gosterilmistir. MDR1’ in Friedman testine gore 0, 3, 6, 9, 12,18,24. ay dl¢ilimleri
birbirinden farkli bulunmamistir. Hastalarin tedavi siiresince MDRI1 ol¢limleri
birbiriyle kiyaslandiginda anlamli sonu¢ bulunamadi(p> 0.051). MDR1’ in zaman
icinde degisimi anlaml1 degildir.

P210 BCR-ABL ve MDRI’ in zaman i¢inde birlikte degisimlerine
Spearman’s rho korelasyon katsayi ile bakildiginda istatiksel olarak anlamli sonug

bulunamamastir.
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Tablo 3. P210 B**BL ve MDR1’in gen ekspresyonlarinin logaritmik degerleri (log 1)
0.AY 3.AY 6.AY 9.AY 12.AY 18.AY 24.AY 30.AY 36.AY 48.AY
P210 | MDR1 | P210 | MDR1 | P210 | MDR1 [ P210 |MDR1 [P210 | MDR1 |P210 |MDR1 |P210 | MDR1 |P210 | MDR1 |P210 | MDR1 |P210 | MDR1

1 31 |-1,1 |2 12 |16 |08 |o [22 o 0,04
2 3,3 0 1 1,4 0 0 0 1,3 0 0,51 |0 -0,1 1,63
3 0 1,9 0 1,3 0 0,18 0 1,3 0 1,5 0 0 1 0 -0,1 |0 -0,1
4 4 2,9 0 0 0 1,3 0 3,3 0 0,9
5 1,9 -1,1 |0 1,9 0 0,2 0 1,4 0 0,8 0 0,6 0 1 0,9
6 2,5 -0,6 |0 0 1,3 3 1,5 |2,7 -0,1 |1,3 0 0,8 1,1 1,2 0,7 0,04 |1,2 3,1
7 0,3 0 0 1,7 0 1,5 0 -0,3 0 -0,3 |0 -0,2 |0 0,5
8 0,3 0 0 1,4 0 0,04 0 3,1 0 1,2 0 0,6
9 2,5 1,3 0,9 1,8 2,5 0,7 2,6 1,1 1,3 0 0 1,3 0,9
10 1,9 1,7 2,6 -0,6 0,5 |0 0 0,6 0,7 2,5 1,1 2,3 1,7 0 1,2 2,5 -0,5
1 2,5 1,9 0,5 -1,3 |0 1,8 1 2,9 0 0
12 0 0,6 2,2 0 3,4
13 2,4 2,4 2,5 2,6 1,6 1,1 1,3 0,9 0,9 1,6 1,4 0 1,7 0 -0,2 |0 0,85 0,2
14 2,9 -0,6 2 -0,2 0
15 0 2,3 0 2,62
16 3,2 0
17 1,4 |15 2 1 21 |o 2,5

P210; P210 PF*P degerini gostermektedir.
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P210 BRABL / B.OM sonuglarmin degerlendirilmesi AACt testi ile yapilmustir.
Hastalarin tan1 anindan itibaren aldiklar1 tedaviye cevap olarak gosterdikleri egri
Sekil 1’ de gosterilmistir. P210 PP gen ifadesindeki en fazla azalma 3-6. ay

araliginda saptanmistir. Tedaviye maksimum cevap bu aylar arasinda alinmastur.

0,25

o
N
!

0,15 1

o
-
|

0,05 -

%Bcr-Abl /Beta 2-Mikroglobulin

0.AY 3.AY 6.AY 9.AY 12.AY 18.AY
Tedavi Siireci

P210 BERABL 'BCR-ABL seklinde kisaltilmugtir.

BCR-ABL
0

Sekil 1. % P21 / B-2M degerleri

Yaptigimiz ¢aligmada hastalarimizin %91’ inde tedaviden 3 ay sonra BCR-
ABL ekspresyon seviyesinde azalma, %9’ unda ise artma gozlenmistir. Tedavinin
6.ayinda ise hastalarin % 73’ iinde BCR-ABL ekspresyonunda azalma, %27’ inde ise
artma gozlenmistir. Tedavinin 9. ayinda ise hastalarmn % 87,5’ inde BCR-ABL
ekspresyonunda azalma, %12,5’ unda ise artma gézlenmis. Tedavinin 12. ayinda ise
hastalarin %78’ inde BCR-ABL ekspresyonunda azalma, %22’ sinde ise artma
gozlenmistir. Tedavinin 18. aymda ise hastalarin %60’unde BCR-ABL
ekspresyonunda azalma, %40’unda ise artma gozlenmistir. BCR-ABL ifadesindeki
artisin ilaca kars1 direng olusturdugu diisiiniilmektedir.Ila¢ direnci olusan hastalarda
BCR-ABL ekspresyonunun artisi ile birlikte MDR1 geninin ekspresyonunda da artis

gbzlenmistir.
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Ilag direnci gelistirdigi diisiiniilen ve Tablo 3’ iin verilerine gore yapilan

sekil 2’ deki hastanm gen ifadelerinin degerlendirilmesi gosterilmistir. Sekil 2’e gore

hastanin aldig1 tedaviye cevap 3. ayda olusmus ve BCR-ABL fiizyon transkripti

saptanmamistir. BCR-ABL ekspresyonu ile MDRI1 ekspresyonunda korele artig
bulunmustur.

Ilag direnci gelistirdigi diisiiniilmesinin en ©6nemli nedeni BCR-ABL

saptanamayip, negatif sonu¢ bulunduktan sonra sonraki aylarda tekrar BCR-ABL

ekspresyonunda artisin olmasi, hastalarin remisyona girememesidir.

P210 BCR-ABL
\ /N B | o

Log10 Gen ifade Degerleri

o = N w
o v~ N W w!m
Il L

o
@
6
O

Tedavi Siireci

Sekil 2. 6 numarali hastanin gen ekspresyon degerlerinin grafigi

Sekil 2’in bulgular1 6 numarali hastada 0.ay BCR-ABL flizyon transkripti
291 kopye olarak bulunmus ve imanitibe 400mg/giin olarak baslamistir. 3.ay BCR-
ABL flizyon transkripti saptanmamistir. 6. ay BCR-ABL fiizyon transkripti 18
kopye 9. ay BCR-ABL flizyon transkripti 30 kopye tespit edilmis ve imanitib giinliik
400mg’ dan 600 mg’ a c¢ikarilmis, 12. ay BCR-ABL fiizyon transkripti 1 kopye
gelmis, 18. ay BCR-ABL flizyon transkripti saptanamamig sonug negatif, 24.ay
BCR-ABL fiizyon transkripti 12 kopye bulunmustur. 30. ayda BCR-ABL filizyon
transkripti 5 kopye 36.ayda BCR-ABL fiizyon transkripti 13 kopye bulunmustur.

Hasta imanitibi glinliik 600 mg kullanmaya devam etmektedir.
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Sekil 3°de ilag direng gelistiren 2. hastaya ait ekspresyon degerleri vardir.

Bulgular asagida 6zetlenmistir.

2’5 / *\ [ !
2 ¥
—e—P210 BCR-ABL

N A
1 W X/ 0 NN

@ T

Log10 Gen ifade Degerleri
on

4 4 4 4 4 LA
oF oF oF ¥ oF oF of

Tedavi Siireci

Sekil 3. 10 numaral1 hastanin gen ekspresyon degerlerinin grafigi

Sekil 3’un bulgulari; 10 numarali hasta dis merkezde tani almig, imanitib
400 mg/glin baslanmistir. 3 ay sonra pansitopeni nedeniyle imanitib kesilmis ama
BCR-ABL fiizyon transkripti 72 kopye olarak saptandigindan imanitibe tekrar
baslanmistir(400 mg).
6.ay BCR-ABL flizyon transkripti 410 kopye, 9. ay BCR-ABL fiizyon transkripti 3
kopye, 12. ay BCR-ABL fiizyon transkripti negatif bulunmustur. 18. ay BCR-ABL
flizyon transkripti 8 kopye bulunmus imanitib 600 mg/giin’ a artirilmistir ancak
hematolojik toksisite nedeniyle ila¢ kesilmistir. Hasta 1 ay ila¢g kullanmamaistir.
24.ayda BCR-ABL flizyon transkripti 12 kopye ¢ikinca tekrar ilaca 400mg/giin
olarak baslandi. 30.ay BCR-ABL fiizyon transkripti 55 kopye tespit edilmis ve ilag
600mg’a ¢ikarilmistir. 36.ayda BCR-ABL flizyon transkripti saptanmamigtir. 48. ay
BCR-ABL fiizyon transkripti 202 kopye bulunmustur. Imanitib 600mg/giin aliyor
kopye sayis1 artmaya devam ederse baska ilac denemesi planlanmistir. ilag direnci

olusturdugu diisiiniilen hastanin gen ifade degerleri sekil 3” de gdsterilmistir.
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BCR-ABL ile MDR1 gen ifadelerinde artis ve azalmalarinda uyumluluk
vardir. Ayni degerlendirme Sekil 4’ deki hasta i¢inde yapilmustir.

N TN

15 \ AN \ —e—P210 BCR-ABL

1 o \V / \ ,\k 2 —=— MDR1

0,5 e \\ //
\/

0 T T T T T T
0.AY 3.AY 6.AY 9AY 12AY 18.AY 24.AY

Tedavi Siireci

Log10 Gen ifade Degerleri

Sekil 4. 9 numarali hastanin gen ekspresyon degerlerinin grafigi

Sekil 4’iin bulgular; 9 numarali hasta KML tanistyla HUTF® ye gelmis 303

kopye BCR-ABL filizyon transkripti tespit edilmis, imanitib 400 mg/giin
baslanmustir.
Imanitib’den 3 ay sonra BCR-ABL fiizyon transkripti 8 kopye bulunmus fakat
ndtropeni nedeniyle imanitib kesilmis, bir ay sonra tekrar 300 mg/giin baglanmis,
6.ay BCR-ABL flizyon transkripti 63 kopye , 9. ay BCR-ABL filizyon transkripti 5
kopye, 12. ay BCR-ABL flizyon transkripti 14 kopye imanitib 400mg’a ¢ikarildi. 3
ay sonra lokopeni nedeniyle doz 300 mg’a indirildi. 18.ay BCR-ABL fiizyon
transkripti saptanamamistir. 24. ay BCR-ABL flizyon transkripti 18 kopye tespit
edilince imanitib 600 mg’a ¢ikarildi. 2 X 400mg/ giin kullaniyor. Bulant1 nedeniyle
hasta 600mg’1 tek dozda alamiyor.
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32 KML hastasinin MDR-1 C3435 T polimorfizmi agisindan degerlendirilmesi Tablo
5’ de gosterilmistir. 9 KML hastasinda bu polimorfizmi homozigot olarak tasidigi,
15’ inin heterozigot olarak tasidig1 ve 8 hastanin ise tagimadigi saptanmistir.
37 Saglikli bireyin 9’ unun CC, 22’ sinin (CT) heterozigot, 5’ inin (TT) homozigot
oldugu bulunmustur (Tablo 4). Hasta ile kontrol grubu karsilastirildiginda hasta
bireylerde 2 kat daha fazla TT genotipi gozlenmistir. MDR1 polimorfizminin allel
dagilimina baktigimizda sonuclarin birbirinden farkli olmadigini goriildii (Tablo 5).
Allel dagilimlar1 ise Tablo 5’de gosterilmistir. Hasta ve kontrol grubunun

MDR1 C3435T polimorfizminin genotip dagilimi Tablo 6’ da gosterilmistir.

Tablo 4 MDR-1 C3435T polimorfizminin genotip dagilimi

CC (n) %n CT (n) %n TT (n) %n

n
Hasta 32 [(8)25,0 (15) 46,88 (9) 28,12
Kontrol 36 [(9)25,00 (22) 61,11 (5) 13,89

Tablo 5 MDR-1 C3435T polimorfizminin allel dagilim

n %T %C
Hasta 64 % 51,57 %48,43
Kontrol 72 % 44,45 %055,55

p 0,4 0,6




Tablo 6. Hasta ve Kontrol grubuna ait MDR1 C3435T polimorfizminin genotip dagilimi

HASTA KONTROL
1 D.U TT 1 S.S cT
2 A.D cT 2 T.P cc
3 N.I cT 3 0.0 TT
4 M.S TT 4 EK CT
5 cY cc 5 A.D cT
6 F.O cT 6 N.G cc
7 M.I cT 7 S.B cT
8 A.C TT 8 G.B cT
9 B CT 9 B.B CT
10 [AD TT 10 |s.U cT
11 ST TT 1 |[PH cT
12 |[HB TT 12 |GE cT
13 [1G cT 13 [T.l cT
14 |YG CT 14 |[M.0O TT
15 |SE cc 15  |HA TT
16  |KS cT 16 |LT cT
17 |HA cT 17 |M.D TT
18 [SK cT 18 |MK cT
19 [F.0 cc 19 [LA CT
20 |KD cc 20 |AT cT
21 S.N TT 21 |vs cT
22  |UC TT 22 |vyB cc
23 |[F.ML CT 23 [NO cc
24 [SY cc 24 |BA TT
25 [SB cc 25 |PY cT
26 |SA cc 26 |HU cT
27 |AK cT 27 |[NC cc
28 |IA cc 28 |HK cc
29 |AD cT 29 |SE cT
30 [sB TT 30 [sC cT
31 I.K cT 31 |DY cc
32 |RB cT 32 |[FO cc
33 33 |MA CT
34 34 |HK cT
35 35 i cc
36 36 |EO cT

51
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5. TARTISMA

Rezidiiel hastalig1 tespit etmek icin kullanilan metotlarin amaci; kemik iligi
transplantasyonu sonrasi hastanin izlenmesi, relapsin erken sathada yakalanmasi,
kemoterapi alan hastalarin remisyonunun gercek olup olmadigmnin tesbiti, tedavi

protokolunun yararliliginin degerlendirilmesidir.

MDR’ nin tesbiti, hastaligin prognozunun izlenmesi ve relapsa girdiginde tedbirlerin
alinmasi i¢in olduk¢a dnemlidir.

Kantitatif RT-PZT yontemi BCR-ABL ve MDR1 mRNA’ sin1 6lgmek i¢in kullanilan
hassas tekniklerden tekniklerden biridir.

KML hastalarinin tedavisinde BCR-ABL fiizyon geninin selektif inhibitorii

olan imanitib mesilat kullanilir. Ozellikle kronik faz basta olmak iizere, KML’ nin
tim safhalarinda bulunan hastalarda etkili bir ajandir. Yaptigimiz caligmada
hastalarm  %100’u hematolojik cevabi basarmis, tedavinin 3.ayinda hastalarin
%54’ CCR (%100 Ph (-) metafaz hiicresi) 1 , % 31’1 ise molekiiler cevabi
(Molekiiler cevap: Kantitatif RT-PZT yontemi ile BCR-ABL ekspresyonunun
saptanamamasidir.) basarmistir. Tedavinin 6.ayinda %55 1 CCR’1, % 40’1
molekiiler cevabi saglamis, %8’ 1 molekiiler cevabi kaybetmistir.
Tedavinin 9.aymnda ise, hastalarm % 81’1 CCR’1, %75’1 molekiiler cevabi
basarmustir. 12. ayda % 90 oranindaki hastada CCR’ 1, % 69’u ise molekiiler cevabi
saglamistir. 3.ayda BCR-ABL ekspresyonun ortalama degeri %0,14, 6.ayda
%0,006, 9.ayda % 0,013, 12.ayda % 0,028, 18. ayda %0,0128 olarak bulunmustur.
Gamberrti ve ark. 2005 yilinda yaptig1 calismada tedavi siiresince elde edilen BCR-
ABL ortalama degerleri ile uyumluluk gdstermis ve BCR-ABL ifadesindeki azalma
en fazla 3-6. ay arasinda diigmiistiir. Imanitib hedefe yonelik spesifik tedavi edici
ajan oldugu i¢in hastalarda yiiksek oranda tedavi basarist saglanmistir. Fakat imanitib
tedavisine karsi hastalarda zamanla direng gelisebilecegi bir¢cok ¢alismada
gosterilmistir.

Hochhaus A. ve ark. 2000 yilinda yapmis oldugu ¢alismada Imanitibe direngli
olan 72 KML hastasinin 7’sinde 10 kat fazla artmis BCR-ABL seviyesi tespit
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edilmistir. 19 hastada ek kromozom anomalileri ve 29 hastada ise ABL tirozin kinaz
baglanma bolgesinde ¢esitli nokta mutasyonlar: tespit edilmistir. Caligma sonucunda
direngliligin BCR-ABL’ e bagl olarak gelismis olabilecegi belirtilmektedir (43).
Yaptigimiz calismada direng gelisen 3 hasta remisyonda uzun siire kalamamis ve

BCR-ABL ifadesinde tekrar artis gézlenmistir.

2005 yilinda yapilan caligmada hastalarda imanitibe direng, tedaviye
basladiktan 9-12 ay sonra olugmus ancak 12 aylik veya daha uzun siireli ilag
tedavisiyle major sitogenetik veya komple sitogenetik cevabi saglamis bazi
hastalarda da ilaca diren¢ gelistigi gosterilmistir.  Yaptigimiz ¢alismada ise

hastalarda tedaviye basladiktan 18-24 ay sonra diren¢ olugsmustur.

Galimberti ve ark. 2005 yilinda (42) yapmis oldugu calismada 33 KML
hastasinin 4 haftalik imanitib tedavisi ile tiimii hematolojik cevabi saglamistir.
Hastalarin yaklagik %96’ s1 tedaviye basladiktan sonraki 3 ayda BCR-ABL
ekspresyonundaki azalma 1,5 log’ dan fazla , BCR-ABL ekspresyonundaki ortalama
deger % 0,02 bulunmus ve Imanitib tedavisinden 6 ay sonra hastalarin %72 sinde
BCR-ABL ekspresyonundaki azalma 2 log” dan fazla olmustur.

6. aydaki BCR-ABL ekspresyonundaki ortalama deger %0,002 olarak bulunmustur.
Hastalarin % 14’ unde ise BCR-ABL transkriptlerinde ortalama 0,5 log’ luk artis
olmus, 12 aydan sonra ise hastalarin % 23’ unde PCR negatif, ancak%36’ inda BCR-
ABL ekspresyonunda 2 log’dan fazla artis gozlemlenmisti. BCR-ABL
ekspresyonundaki ortalama deger % 0,003’ diir. Tedavi siiresince en yiiksek diisiis

3-6. aylar aras1 olmustur. 18 aydan sonra ise hastalarn %38’ inde PCR negatif
bulunmustur. Kantitatif data gostermistir ki BCR-ABL ifadesindeki en biiyiik azalma
tedaviden sonraki 3-6 ay arasi olmustur. Bu azalma sitogenetik cevapla korele
olmugtur. CCR’ daki hastalarda ekspresyondaki azalma 3 log ya da daha fazla
olmustur. Major ya da CCR’ 1 basaramamamis hastalar da MDRI1 seviyesindeki artig
10 kattan fazla olmustur.. BCR-ABL ve MDRI1 ekspresyonunudaki artig birlikte
gdzlemlenmistir. Tan1 aninda tiim 6rneklerin MDR1 pozitif sebebi hematopoetik kok

hiicrelerde bu genin fizyolojik ekspresyonu oldugunun diigiiniilmesidir.
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Imanitib tedavisinden 3 ay sonra hastalarm %36’ smnda MDRI1 ekspresyonunun
azaldig1 gozlenmistir. Hastalarin %89 unda BCR-ABL ifadesinde azalma
gozlenmistir. Yapilan bu caligmalarda ilaca direng; BCR-ABL’in amplifikasyonu ve
ifadesindeki artma, BCR-ABL’ in kinaz bolgesinin mutasyonlari, en ¢ok goriilen
mutasyon imanitib ile hidrojen bagi olusturan T315I bolge mutasyonlar, MDRI
geninin asir1 ifadesi ile ilag konsantrasyonunun  azalmasi sonucu olustugu
diisiiniilmektedir.

Yaptigmmiz ¢caligsmada hastalarin hepsinde tan1 aninda diisiik seviyede de olsa
MDRI1 gen ifadesi var ( ¢iinkii hematopoetik kok hiicrelerde fizyolojik ekspresyon
goriiliiyor). Ilaca karsi direng gelistigi diisiiniilen hastalarimizda BCR-ABL gen
ifadesinin saptanamadigi donemden sonraki donemlerde BCR-ABL ve MDRI

genlerinin ifadelerindeki artis uyumluluk gostermistir.

Hematolojik malignansiler ~ ile MDR1 polimorfizmi arasinda iligkiyi
aciklayabilecek yaymlar bulunmaktadir. Jamroziak K ve ark.yapmis oldugu
caligmada  C3435CT  polimorfizmi ile ¢ocukluk c¢agi ALL arasinda pozitif
korelasyon bulunmus ve TT genotipi tastyanlari, diger genotipleri tagiyanlara oranla
ALL gelistirme de daha yiiksek riskli bulunmuslar ve CC genotipini tasiyanlarin
anlaml1 derecede kotii prognoza sahip oldugunu bildirmislerdir (p=0.008) (44) .

405 AML’ li eriskin hastada yaptig1 ¢aligmada CC genotipi ile kotii prognoz
arasinda uyumluluk gosterilmistir. CT genotipine sahip bireylerin ortalamanin
tizerine sagkalim sagladigi gosterilmistir. Bdylece MDRI1 geninin allelik
varyasyonlarmmin protein ekspresyonuna ve fonksiyonuna etki edebilecegi

gosterilmistir ( 45).

Hattori H ve ark.” larinin 2007 yilinda yaptig1 calismada cocukluk c¢agi
ALL’de MDRI1 ekspresyonu ile MDR1 C3435T polimorfizmine bakmislar ve gen
ekspresyonu ile polimorfizm arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug
bulunamamastir (46).

60 yas ve tizeri 150 AML hastasinda yaptig1 ¢calismada genotipler arasinda MDR1
mRNA ifadesi diizeyinde bir farklilik bulunamamis tiim hastalarda yiiksek seviyede
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MDR1 mRNA ifadesi bulunmustur.AML ile yiiksek MDR1 mRNA ifadesi arasinda
pozitif korelasyon tespit edilmistir ( 50) .

198 KML’ li hasta ile yaptig1 calismada MDRI1 ekspresyonu ile yas, 16kosit sayisi,
trombosit sayisi arasinda baglant1 bulmuslar, 50 yasmin iizerindekilerde, trombosit
sayist 700.000 iizerinde ve 16kosit sayist 50.000° in iizerinde olan hastalarda MDR1
ekspresyonunu daha yiiksek bulunmuslardir (47).

Yapilan ¢aligmalarda blastik fazdaki KML hastalarinda P-gp eksprsyonunun yiiksek ,
kronik fazdaki hastalarda ya ¢ok az ya da hic P-gp ekspresyonunu tespit
edememiglerdir. Higbir c¢alismada KML hastalarinda MDR ekspresyonu ile
prognostik deger arasinda bir korelasyon rapor edilememistir (48).

Calismamizda hastalarda % 28,12 TT, kontrol grubunda ise %13,89 oraninda TT
bulunmus, TT genotipinin goriilme sikligi kontrol grubuna gore fazla olmasina
ragmen MDRI ekspresyonu ile TT genotipinin Mann- Whitney testine gore ikili

karsilagtirmasi yapildiginda anlamli bir sonu¢ bulunamamastir.

MDRI1 C3435T polimorfizmi kolon kanseri, renal karsinom, iilseratif kolit ile
iligkili bulunmustur. Siegmund ve ark.” larmin (2002) yaptig1 calismada 212 hasta
birey ve 567 saglikli bireyle ¢alismislar ve T alleli ve TT genotipi ile renal epitel

tiimoOr riski arasinda pozitif korelasyon bulmuslardir (49).

MDRI1 3435 TT yada CT genotipini tasityanlarla CC genotipiyle mukayese
edildiginde ¢ocukluk ¢cagi ALL’de niiks riski anlamli derecede diisiik bulunmustur.

113 ¢ocukluk cagr ALL’de 175 saghkli bireyde c¢alisilmig ve hastalarin
%30’unda TT, saglikli bireylerde ise %19 TT genotipi tasidigr gosterilmistir.
Sonugta 1.8 kat daha fazla ALL gelistirme riski bulunmustur (44).

Yaptigimiz ¢aligmada da hastalarmm % 28,12 TT, kontrol grubunda ise %13,89
oraninda TT bulunmustur. TT genotipini tasiyanlar hasta grubunda iki kat daha
fazladir. TT genotipinin KML gelistirmede etkili olabilecegi diisiiniilebilir fakat bunu

destekleyici bilgiye referanslarda rastlanmamistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
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KML hastalarinda T allel frekans: yiiksek bulunmus olmasina ragmen fark anlamli

degildir (p=0,414) (Tablo 5 )

17 KML hastasinin BCR-ABL gen ifadesindeki en yiiksek azalmalar 3-6. aylar
arasinda olmustur. 3 hastada BCR-ABL ekspresyonu ile MDR1 ekspresyonundaki
artig korele olmustur. Kontrol grubu ile hasta grubu MDR1 C3435T polimorfizmi
acisindan degerlendirildiginde hasta grubunda TT polimorfizmi 2 kat daha fazla

bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

KML hastalarinda MRD’ 1n izlenmesinde en hassas ve gilivenilir metot Kantitatif

RT-PZT mettotur.

Hastalarin imanitib tedavisine cevap olarak gosterdikleri BCR- ABL ekspresyonun
ortalama degerleri 3.ayda BCR-ABL ekspresyonun ortalama degeri %0,14, 6.ayda
%0,006, 9.ayda % 0,013, 12.ayda % 0,028, 18. ayda %0,0128 olarak bulunmustur.

Hastalar en giiclii cevabi 3-6. aylar arasinda vermistir.

Kantitatif RT-PZT metodu ile 17 hastanin MDR1 ve BCR-ABL 6l¢iimlerini birlikte
yapilmistir ve ilaca diren¢ olusan hastalarda MDR1 ve BCR-ABL gen ifadelerinin
birbirleriyle korele olarak artigi saptanmigtr. MDRI’in imanitib direnci ile

baglantili olabilecegi diisliniilmektedir.

Ilag direnci gelistigi diisiiniilen hastada BCR-ABL ekspresyonu saptanamamis iken
MDRI1 ekspresyonunda artis goriilmiis ve hastanin BCR-ABL negatif dl¢ctimiinden
bir sonraki donemdeki 6l¢iimde BCR-ABL ekspresyonunda artma tespit edilmistir.
Ilag direnci gelistigi diisiiniilen fazla sayida 6rnekle calisilabilirse belki de MDR1’in

ilag direncinde on bildirge¢ olabilecegi kanisina varilabilir.

MDRI1C3435T polimorfizmi ile MDR1 gen ekspresyon diizeyi arasinda korelasyon
saptanamadi1. Hasta bireylerin kontrol grubu ile mukayesinde iki kat daha fazla TT
genotipini tagidigr bulundu. KML gelistirmede TT genotipi yiiksek riskli grup
olabilir fikrini dogurdu fakat literatlirde KML ile TT genotipi arasinda baglanti
saglayici bilgi olmadigindan ¢ok merkezli, fazla sayida KML hastasi ile

degerlendirme yapilmasi onerildi.
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