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OZET

Akut Losemilerde Gravin Ekspresyonunun
Prognostik Onemi

Lokomogenez cok basamakli bir siirectir ve ¢ok sayida faktor bu siirecte yer alir.
Tedavinin planlanmasinda, tedavi hedeflerinin ve prognozu etkileyen faktorlerin
belirlenmesi  Onemlidir. Prognostik faktorler, hastaya uygulanacak tedavinin
yogunlugunun belirlenmesinde énemlidir.

Gravin, A kinaz sabitleyici protein ailesinin iiyesi bir timor siipresor gendir.
Sinirh sayida tiimorde ¢alisilmis ve ekspresyon diizeyinin azaldigr gosterilmistir. Akut
Losemilerde Gravin ekspresyonunun incelendigi bir ¢calisma vardir ve bu calismada
gravin  ekspresyonunun azaldigi  gosterilmistir.  Ancak literatiirde  Gravin
ekspresyonunun prognozla iligkisini detayli sekilde inceleyen calisma yoktur.
Calismamizin amaci akut l6semilerde Gravin ekspresyonu ve varsa prognozla iliskisini
ortaya koymaktir. Gravin ekspresyonu RT-PCR yontemiyle arastirilmistir. Kontrol gen
ekspresyonu olarak B Actin kullanildi. Sonuglar Comperative Ct yontemi ile
degerlendirilmistir.

Calismaya akut 16semili 137 olgu ve 25 saglikli goniillii dahil edildi. Hastalarin
100’1 (%73) AML, 37°si (%27) ALL idi. Hastalarin 70 (%51.1)’i erkek, 67 (%48.9)’ si
kadin hastalardi. Kontrol grubunda 3 Actin Ct degeri 21.64, Gravin Ct degeri 38.17+2.5
(41-28.6), Gravin- B Actin ACt degeri 16.2+2.5 (19.3-5.2) bulundu. Hasta grubunda J3
Actin Ct degeri 22.5+ 2.8 (17.8-35.1), Gravin Ct degeri 42.24+4.9 (31.2-50), Gravin-
Actin ACt degeri 19.644.5 bulundu. Hasta ve kontrol gruplari arasinda Gravin- 3 Actin
ACt degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p degeri <0.001). Genel
degerlendirmede, hasta grubunda kontrol grubuna gore Gravin ekspresyonunun 11 kat
azaldig1 bulundu.

Hasta sagkalimlar1 ACt degerine gore degerlendirildiginde; ACt degeri 0-16 olan
hasta grubunda ortalama sagkalim 17 hafta, 16-20 arasinda olan hasta grubunda 24
hafta, 20’nin tlizerinde olan hastalarda 48 hafta olarak bulundu.

Sonug¢ olarak Gravin ekspresyonunun sagkalimi olumsuz yonde etkiledigi
saptandi. Ancak halen bir tiimor supressor gen olarak bilinen bu genin alt gruplarinin
ayr1 ayr1 degerlendirilmedigi bu calismaya gore bu genin kotii prognostik parametre
olarak ileri siirlilmesi su anda miimkiin degildir. Diger yandan tiimdr supressor
genlerden bazilarinin kaybinin paradoksal olarak iyi yonde klinik gidisle birlikte olmasi
da diger bir kritik nokta olabilir.

Anahtar Sozciikler: Akut Losemi, Gravin, Tiimor Siipresor Gen, Prognoz



ABSTRACT

Prognostic Significance Of Gravin
Expression In Acute Leukemias

Leukomogenesis is a multistep process and many factors are included in this
process. It is important to determine the treatment targets and factors affecting the
prognosis in the planning of the therapy. Prognostic factors are valuable for the
therapeutic choices.

Gravin is a tumor suppressor gene belonging to the A kinase anchoring protein
family. Gravin has been studied in a limited number of the tumors and its expression
has been found to be decreased. There is one study exploring gravin expression in acute
leukemias and it has been shown to be decreased. However there is no study exploring
the prognostic significance of gravin in a detailed manner in literature. The aim of this
study is to detect the Gravin expression in acute leukemias and, if there is, to show the
association with prognosis. RT-PCR was used fort his aim. B Actin was used for control
gene expression. Results were evaluated with Comperative Ct method.

One hundred thirty seven cases with acute leukemia and 25 healthy controls
were included in his study. A hundred of the cases (73%) had AML, 37cases (27 %)
had ALL. Male/female ratio was 70/67. B Actin Ct was 21.64, Gravin Ct was
38.17£2.5 (41-28.6), Gravin-  Actin ACt was 16.2+2.5 (19.3-5.2) in control group. 3
Actin Ct was 22.5+ 2.8 (17.8-35.1), Gravin Ct was 42.24+4.9 (31.2-50), Gravin- § Actin
ACt was 19.6+4.5 in study group. Gravin- B Actin ACt was statistically different
between patients and controls (p value <0.001). Gravin expression was found to be
decereased 11 fold as compared with controls.

According to the ACt values, overall survival was found to be 17, 24 and 48
weeks in cases with 0-16, 16-20 and more than 20, respectively.

In conclusion gravin expression has been found to be a negative factor for
overall survival. However it is impossible to suggest this gene, which is known as a
tumor suppressor gene, as a bad prognostic factor due to the lack of gravin isoforms. On
the other hand, the loss of some tumor suppressor genes may be a good prognostic
indicator and this may be another critical point.

Key words: Acute Leukemia, Gravin, Tumor Suppressor Gene, Prognosis.
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KISALTMALAR LiSTESI

AML : Akut Myeloid Losemi

ALL : Akut Lenfoid Losemi

HTLV-1 : Insan T Hiicreli Losemi/Lenfoma Viriisii 1
t-AML : tedavi iliskili AML

MLL : Mixed-Lineage Leukemia

MDS : Myelodisplastik Sendrom

VEGF : Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
GPCR : G Proteinine Bagl Reseptorler
AKAPs : A kinaz demirleyici proteinler

PKA : Protein Kinaz-A

ATP : Adenozin Tri Fosfat

SSeCKS : Src Suppressed C kinase Substrat
RT-PCR : Real-Time Polimerase Chain Reaction
BK : Beyaz kiire

ACt : Delta Ct

LDH : Laktik Dehidrogenaz

Hb : Hemoglobin

Htc : Hematokrit

Ua : Urik Asit

AD : Alt Deger

UD : Ust Deger

Ort : Ortalama

SD : Standart Sapma

ETRB : Endothelin reseptor B

LPL : Lipoprotein Lipaz

Ct : Comperative Ct

FISH : Fluorescent in-situ hybridization

iH : Immiinohistokimyasal

WB : Western Blot

vii



NB
cDNA
ATRA
B-KLL
LPL
cAMP
PKC

: Nothern Blot

: Complementer DNA

: Al trans retinoik asit

: B hiicreli Kronik Lenfositik Losemi
: Lipoprotein Lipaz

: Siklik Adenozin Monofosfat

: Protein Kinaz-C
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1. GIRIS

Gravin A Kinaz sabitleyici protein ailesinin iiyesi bir tiimor siipresor gendir.
Sperm gelisimi, testis gelisimi ve noron gelisimi fizyolojisinde rol oynar. Hiicre ici
sinyallerin iletiminde ve bu sinyallerin lokalizasyonunda rol oynamaktadir.
Onkogenezdeki rolii bircok deneysel c¢alismada gosterilmistir. Tumor siipresor
fonksiyonlarinin kaybinda, onkogenik 0zellik kazanmasinda Gravin gen bdlgesinin
metilasyonunun rolii oldugu diisliniilmektedir. Gastrik adenokarsinom, prostat
karsinomu, akciger adenokarsinomu, meme kanserinde ekspresyonunun azaldigi
gosterilmistir. Hiicre kiiltiirti calismalarinda demetilasyon yapan ajanlar uygulandiginda
onkogenik ozelliklerin geriledigi gosterilmistir.

Akut l16semiler tedavi edilmediklerinde fatal seyirli hastaliklardir. Tan1 sirasinda
saptanan belirli klinik ve laboratuar parametreleri ile hastalifin prognozu tahmin
edilebilir. Boylece yiiksek riskli hastalara daha yogun tedaviler verilebilir. Hastalarda
lokomogenezde rol oynayan mekanizmalarin belirlenmesi hedefe yonelik tedavileri
giindeme getirebilir. Ornegin Akut Promyelositer Losemide PML/RAR o fiizyon
proteininin tespit edilmesi, bu proteinin etkilerini engelleyen al trans retinoik asit
(ATRA)’in tedavide kullanilmasi bu hastalarin sagkalimini etkilemistir.

Calismamizin amaci, Gravin gen ekspresyonunun akut 16semilerde durumunun
saptanmas1 ve varsa prognoz ile iliskisinin arastirilmasidir. Bu amacla RT-PCR yontemi
ile Gravin ekspresyonu arastirilmis; bagvuru anindaki periferik kan bulgular ile timor
yiikii belirleyicileri ve tedaviye yanit ile toplam sagkalim gibi parametrelerle iligkisi

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akut Losemiler

Losemiler hemopoetik hiicrelerin malign transformasyonu sonucu olusan
heterojen neoplastik hastaliklar grubudur. Koken aldiklari hiicre tipine gore lenfoid,
miyeloid; sagkalim ve olgunlasma oOzelliklerine gore de akut ve kronik olarak
siiflandirilirlar.

Akut 16semiler immatiir miyeloid ya da lenfoid seri hiicrelerinin kan, kemik iligi
ve diger dokularin infiltrasyonu ile karakterize bir grup hastaliktir. Akut 16semiler Akut
Myeloid Losemi (AML) ve Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) olmak {iizere iki ana
kategoriye ayrilir. Akut losemili hastalarin baslangic degerlendirmelerinde uzun
donemli prognoza ve tedavi planina etkisi olabilecek faktorlerin belirlenmesi 6nemlidir.
Akut 16semilerin prognozunun ve patogenezinin anlasilmasinda molekiiler, sitogenetik

ve immiinolojik ¢alismalar katkida bulunur.

2.1.1. Etyoloji

Akut 16semili hastalarda bir¢cok somatik mutasyonlar olusur ve bu somatik
mutasyonlar hiicrelere proliferasyon ve yasam avantaji kazandirirlar. Genetik defekt
veya bilinen cevresel ajanlara maruz kalma 6ykiisii olmayan hastalarda genelde neden
bulunamaz. Genetik predispozisyon, ilaglar, cevresel ajanlara maruz kalma ve mesleki
faktorler olast lokomojenik ajanlar olarak suclanmistir. Lokomogenezin hassas
hemopoetik oncii hiicreleri indiikleyen ajanlarca olusturulan ¢ok basamakli bir siire¢
oldugu diisiiniilmektedir. Etkiledigi herkeste 16semi gelisimine neden olan bir faktor
saptanmamuigtir.

AML patogenezinde cesitli cevresel ajanlar suglanmustir. Iyonize radyasyon ve
alkilleyici ajanlar cift sarmalli DNA’da kirilmalara yol acgarlar ki bu da genomik
delesyonlar, nokta mutasyonlar1 ve kromozom translokasyonlarina yol agar. Benzen gibi
organik solventlere ve petrol iiriinlerine mesleki maruz kalma da AML riskinde artisa

neden olur. Kimyasal ajanlara maruz kalmis olan AML hastalarinda RAS mutasyonu



saptanmistir. Bu kimyasallarin genetik hasara yol agarak 1osemi gelismesine neden
oldugu diisiiniilmektedir’.

Hayvan 16semi modellerinde bircok retroviriisiin 16semi olusturabilecegi
gosterilmistir. Bununla birlikte insan 16semilerinde insan T Hiicreli Losemi/Lenfoma
Viriisii (HTLV-1) disinda etken saptanamamistir. HTLV-1 T Hiicreli Losemi ve
lenfoma ile iligkili bulunmusgtur®.

Malign ve malign olmayan hastaliklarda kemoterapotik kullanimi da akut 16semi
insidensini artirir. Sekonder ya da tedavi iligkili AML (t-AML) alkilleyici ajanlar ve
Topoizomeraz 2 inhibitorleri kullanimimi takiben gelisebilmektedir. Alkilleyici ajan
kullanimindan ortalama 3 -5 yil sonra AML goriilmektedir, bu olgularda AML
oncesinde miyelodisplastik bozukluklar goriilmektedir. Tedavi iliskili AML klonal
sitogenetik anomaliler ile iligkilidir. Bu anomalilerin ¢ogunlugu kromozom 5 ve/veya
7'nin uzun kolunda tam kayrp veya kismi delesyonlardir. Ikinci grup t-AML
vakalarinda ise 11g23’de bulunan Mixed-Lineage Leukemia (MLL) geninde
degisiklikler tespit edilmistir. Bu grup vakalar genelde DNA topoizomeraz 2’yi
hedefleyen tedaviler (6rnegin epipodofilotoksinler, antrasiklinler) sonucu gelisir. Tipik
olarak bu vakalarda 16semi gelisimi Oncesi Myelodisplastik degisiklikler gbzlenmez.
Primer malignensiden 12 -18 ay gibi kisa bir siire sonra sekonder malignensi gelisir.
Hodgkin, Non-Hodgkin lenfoma ve meme kanserli hastalarda otolog kok hiicre nakli ile
birlikte yiiksek doz kemoterapi ve hemopoetik biiyliime faktorii destegi, Myelodisplastik
Sendrom (MDS) ve AML gelisme riskini arttirmaktadir™*>%".

Baz1 hematolojik hastaliklar da AML’ye o6nciiliik etmektedir. Ornegin MDS’li
hastalarin hastaliklar: siiresince %30’unda AML gelisir. Ayn sekilde Polisitemia Vera,
Esansiyel Trombositopeni, Myeloid Metaplazi gibi myeloproliferatif hastaliklarda AML
gelisme riski artmstir.

Epidemiyolojik ve aile c¢alismalarinda I6semi  gelisiminde genetik
predispozisyonu destekleyen kanitlar bulunmustur. Monozigot ikizlerde risk artmistir.
Bir¢ok konjenital hastalikta 16semi insidensinde artis vardir. Down Sendromu, Bloom’s

Sendromu, Ataksi Telenjektazi, Fanconi Anemisinde artmis AML insidensi vardir™,



2.1.2. Patogenez

Losemi miyeloid veya lenfoid progenitor hiicrelerin malign transformasyona
ugramasi ve bu transforme hiicrenin ¢ogalarak gittik¢ce biiyliyen bir klon olusturmasi
sonucu gelisir. Akut 16semi hiicrelerinin temel karakteristik niteligi diferansiyasyon
yetenegini kaybetmis olmalaridir. Losemiye yol acan malign transformasyonun
mekanizmasi net olarak bilinmemekle birlikte temelde genlerdeki defektler sonucu
gelistigi diistiniilmektedir.

Sitogenetik caligmalar, 16semilerin yaklasik yarisinda sik tekrarlayan kromozom
anomalilerinin bulundugunu gostermistir. Bu yapisal kromozom anomalilerinin
translokasyonlar, inversiyonlar ve delesyonlar seklinde oldugu ve etkilenen bolgelerde
bulunan genlerin de lokomogenezde rol oynadiklar1 gosterilmistir. Bu genler
incelendiginde ayni zamanda hematopoetik sistemin gelisimi ve normal fonksiyonu
esnasinda da rol oynadiklar: ortaya ¢ikmaktadir.

Losemilerde diger tiimorlerde oldugu gibi tiimor siipresdr gen inaktivasyonu
ve/veya onkogen aktivasyonu gozlenir. Wilms tiimor siipresor gen, p53, pl6INK4
baskilandig1 gosterilmis timor siipresor genlerdir. RAS proto onkogenlerinin
aktivasyonlarinda artis gosterilmistir'*'".

Kromozomal translokasyonlar lo6komogenezde kritik ©Oneme sahiptir. Bu
translokasyonlar hiicrede baslica iki yolla 16komogenezi aktive eder. Birincisi gen
fiizyonudur. Gen filizyonu, genellikle bir transkripsiyon faktorii ya da reseptor tirozin
kinaz proteinini kodlayan gen bolgesi ile bunlarla ilgisi olmayan bir proteini kodlayan
gen bolgesinin fiizyona ugrayarak kimerik bir protein olusturmasidir. Bu kimerik
protein hiicrenin malign transformasyonuna neden olur. Bir diger mekanizma ise gen
aktivasyonudur. Translokasyonlar sonucunda hiicrede normalde transkripsiyonu kontrol
eden bir gen, uygun olmayan bir bi¢imde baska bir genin aktif promotor ya da
enhanserinin kontrolu altina girer ve gen ekspresyon kontrolii bozulur.  Akut
l6semilerde goriilen kromozamal translokasyonlar tablo 1°‘de gosterilmektedir.

Hematopoietik hiicrelerin proliferasyonu, farklilasmasi ve fonksiyonel hale
gelmesi, sitokin ve hormon olarak siniflanabilen bir dizi ekstraseliiler molekiil
tarafindan kontrol edilmektedir. Sinyal ileti sisteminin major ii¢ tiyesi bulunmaktadir;

kinazlar, adaptor ya da “docking” proteinler ve transkripsiyon faktorleri. Sinyal ileti



yollarinda olusan bozukluklar proliferasyon ve farklilasmada defektlere yol agcar.

Ornegin losemik blastlarda sitokin sentezi ve otokrin/parakrin yolla JAK/STAT yolunun

uyarilmasi, akut miyeloid 16semide devamli STAT aktivasyonu nedeni olabilecek

mekanizmalar arasinda sayilmaktadir. STAT3 aktivitesi Vaskiiler Endotelyal Biiylime

Faktorii (VEGF) diizeyinin artisina yol acarak, tiimor anjiyogenezisinde de rol

oynamaktadir. LT3R lerin kontrolsiiz ve daimi aktivasyonunun akut myeloid l6semiye

yol actig1 bildirilmistir

12,13,14

Tablo 1: Akut Losemilerde Gériilen Kromozamal Translokasyonlar®®.

Hastahk Genetik Kromozomal Sikhk Fenotipi Prognoz
Rearrangement Degisiklik (%)
E2A-PBX1 t(1;19) 3 CD10+, CD19+, clg+, iyi
B-ALL pre-B-ALL
TEL-AMLI t(12;21) ) CD10+, pre-B-ALL iyi
BCR-ABL (9;22) 75 kotii
SIL-SCL 1p32 delesyonu 25 kotii
T-ALL TCRD-SCL t(1;14) 3
) HOX11 over-
TCR-HOXI11 «(10;14) 5 ekpresyonunda
t(7;10) ivi
TCRD-HOXI11L2 t(5;14) 20 CD3+ CD10+ Iyi
AML PML-RARA t(15;17) 13 APML Iyi
AMLI-ETO t(8;21) 7 Myeloid diferansiasyon iyi
inv(16) veya Eozinofili ile birlikte
CBFB-MYHI1 Y 5 Myeloid ve iyi
t(16;16) C.
myelomonositik
) Eritrofagositoz ile -
Moz-csp u8:16) <! birlikte monositik Kot
BCR-ABL 1(9:22) <1 Degisken Myeloid Kotii
diferansiasyon
DEK-CAN 1(6;9) 1 Mpyeloid diferansiasyon Kotii

2.1.3. insidens ve Smiflama

AML insidensi yaklasik yilda 100.000’de 3,6 iken ALL’nin tim yas
gruplarinlarinda toplam insidensi 100.000’de 1,3’diir. AML eriskinlerde ALL ise

cocukluk caginda daha sik gozlenir'.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin 2000 yilinda yaymladigi lenfoid ve myeloid

kokenli malingnensilerin siniflandirilmasina iligkin rapordan ©nce Akut losemi




siniflandirmasinda Fransiz, Amerikan, Ingiliz (FAB) calisma grubunun simiflandiriimasi
kullanilmaktaydi. FAB siiflandirmasinda AML tanisi i¢in periferik kan ve/veya kemik
iliginde blast oraninin >%30 olmast gerekli idi. Yeni WHO siniflandirmasinda ise bu

oran >%?20 olarak belirlenmistir'®. Tablo 1°de yeni WHO siniflamasi goriilmektedir.

Tablo 2: Akut Losemilerde WHO Siniflamasi.

Yenileyici sitogenetik anomalili AML’ler

t(8;21) (q22;q22) bulunan AML’ler

inv(16) (p13q22) veya t(16;16) (p13;q22) olan AML’ler
Akut promyelositik 16semi t(15;17) (q22;q12)
(PML/RAR«) gosteren AML

11g23 anomalili AML

Akut myeloid losemiler

Cok dize displazili AML Baslangicta miyelodisplastik sendromlu olanlar
Baslangicta miyelodisplastik sendromlu olmayanlar

Minimal diferansiyonlu AML
Olgunlagsma gostermeyen AML
Olgunlagma gosteren AML

RARGa re-aranjmani olmayan akut promiyelositer 16semi
Tedavi ile iliskili AML ve Akut miyelomonositik 16semi
Miyelodisplastik sendrom Akut monoblastik ve monositik 16semi
Akut eritroid 16semi

Akut megakaryoblastik 16semi

Akut bazofilik 16semi

Miyelofibrozis ile akut panmiyeloz
Miyeloid sarkom

Minimal diferansiyonlu AML
Olgunlagsma gostermeyen AML
Olgunlagma gosteren AML
RARGa re-aranjmani olmayan akut promiyelositer 16semi
Baska sekilde simflandirilamayan Akut miyelomonositik 16semi

AML Akut monoblastik ve monositik 16semi
Akut eritroid 16semi
Akut megakaryoblastik 16semi
Akut bazofilik 16semi
Miyelofibrozis ile akut panmiyeloz
Miyeloid sarkom

Prekiirsor B lenfoblastik 16semi/lenfoma
Prekiirsor T lenfoblastik 16semi/lenfoma
Burkit 16semi/lenfoma

AKkut lenfoblastik l6semiler

Karmasik dizeli akut losemiler Bifenotipik akut 16semi
Diferansiye olmamis akut 16semi

2.1.4. Klinik

Akut 16semiye bagli semptom ve bulgular nonspesifiktir. Normal hemopoetik
hiicre iiretiminin durmasi veya azalmasina bagli olarak goriilen sitopeniler ve organ

invazyonuna baglh semptomlar gozlenir. Hastalar genellikle yorgunluk ve kirginlikla



karakterize viral enfeksiyon benzeri bir tablo ile bagvururlar. Anoreksi ve kilo kaybi
siklikla goriiliir. Sternum, kostalarin ve uzun kemiklerin tutulumuna bagh olarak diffiiz
kemik agris1 hastalarin %?25’inde goriiliir.

Fizik muayenede sitopenilere ait veya losemik infiltrasyona ait bulgular saptanir.
Anemi, solukluga ve kardiyovaskiiler semptomlara yol acar. Trombositopeni petesi,
ekimoz ve epistaksise neden olan hemostatik defekte neden olur. Splenomegali
hastalarin %50’sinde saptanir. Cogunlukla dalakta hafifce bir biiyiime vardir. Cok
biiyiik bir dalak 16semiye Onciiliik eden myeloproliferatif bir hastalig1 diisiindiiriir.
AML’de ALL’ye gore lenfadenopati daha az goriiliir.

Cilt tutulumu Lokemia Kutis olarak adlandirilir. Hastalarin %10’unda gozlenir.
Sweet Sendromu olarak adlandirilan Akut Notrofilik Dermatosis akut 16semiler ve diger
hematolojik hastaliklar ile iligkili kutandz paraneoplastik sendromdur. Hassas kirmizi
plak ve nodiiller ile karakterizedir'’. Kloroma olarak ta adlandirilan Graniilositik
Sarkom blastlarin ekstramediiller birikimiyle olusmakta ve daha ¢cok M1 ve M2
subtipinde goriiliir. Kotii prognozla iliskilidir. Santral sinir sistemi tutulumu ALL’de
daha sik goriilir AML hastalarinin ise %5-7 sinde asemptomatik tutulum vardir.

Dolasimdaki 16semik hiicre sayist 50.000/mm’

olunca kan viskozitesinde artisa ve
l6koblastik embolilere bagl olarak 16kostaz tablosu olusabilir. Hastalarda semptomlar
yorgunluk, diffiiz bas agrist ile baslayip konfiizyon koma ile sonlanabilir'’. AML
hastalarinda goziin her ii¢ tabakast da tutulabilir. Hastalarda cesitli pulmoner
komplikasyonlar gelisebilir. En sik rastlanan pulmoner problem pnomonidir. Bakteriyel,
viral, fungal nedenlere bagli olarak gelisebilir. Pulmoner hasar ve buna bagh diffiiz
alveoler hasar gelisebilir. Akut losemilerde kalbin direkt invazyonu klinik olarak
nadiren tani1 konmasina kars1 otopsilerde daha sik goriiliir. Daha ¢ok kemoterapi iliski
toksite goriiliir. Gastrointestinal problemler akut 16semili hastalarda sik¢a rastlanir.
Oral-0zofajial kandidiazis ve herpetik ©Ozofajit en sik disfaji sebebidir. Gingival
hipertrofiye Monositer AML’de siklikla rastlanir' "%,

Akut 16semi hastalarinda sitotoksik kemoterapiye, organ invazyonuna bagl
olarak metabolik ve elektrolit bozukluklar1 sik goriiliir. Yiiksek hiicresel dongii sonucu
olusan piirin katabolizma artis1 hiperiirisemiye neden olur. Hipokalemi AML’de

ozellikle monositer subtiplerde sik gozlenir. Bu subtiplerde 16semik hiicrelerden lizozim

salgilanir. Lizozim proksimal renal tiibiillerde disfonksiyona yol acarak potasyum



kaybina neden olur. Akut 16semi hastalarinda hipokalsemi goriilebilecegi gibi
hiperkalsemi de goriiliir. Losemik hiicrelerin hizli lizisine bagh olarak tiimor lizis
sendromu goriiliir. Bu sendrom hiperiirisemi, hiperkalemi, hiperfosfatemi hipokalsemi
ile karakterizedir. Losemik hiicrelerde aneorobik glikolize bagl olarak laktik asidoz
gelisebilir'”.

Akut 16semili hastalarin ¢ogunlugunda pansitopeni ve periferik yaymada blastlar
goriiliir. Beyaz kiire sayis1 genellikle 1000/mm” ile 100.000-200.000/mm3 arasindadir.
Hastalarin %10’ unda periferde blast olmadan sadece sitopeniler olabilir. Biitiin
hastalara kemik iligi biyopsi ve aspirasyonu yapilmalidir. Immiinhistokimyasal
boyamada myeloperoksidaz, esteraz ve sudan-black myeloid orijini, PAS ve TdT
lenfoid orijini gosterir. Daha ileri inceleme i¢in immiinfenotiplendirme yapilir.

Akut losemi tanisi kondugunda uzun donemli prognozu ve tedavi planini
belirlemek icin prognostik faktorler belirlenmelidir. Akut 16semi alt gruplarina ait

prognostik faktorler tablo 3 ve 4’de yer almaktadir.

Tablo 3: AML’de Prognostik Faktorler.

iYi PROGNOZ KOTU PROGNOZ
YAS <45 45>
LOKOSIT <25.000 >100.000
LDH NORMAL ARTMIS
PERFORMANS SKORU 0-1 >1
IMMUNFENOTIP CD34(-),MDR1(-),CD2(+) CD34(+),MDR1(+),TdT(+)
TdT(-),HLA-DR(-) HLA-DR(+)
SiITOGENETIK t(15;17), t(8;21), inv(16) Del 7q, del5q, 3q21, 3q26
Kompleks karyotip
DE NOVO SEKONDER
Tablo 4: ALL’ de Prognostik Faktorler.
iYi PROGNOZ KOTU PROGNOZ
YAS <30 >30
LOKOSIT <30.000 >30.000

( T hiicreli 16semide>100.000)

iIMMUNFENOTIP T hiicreli ALL Matiir B hiicreli ALL

Erken B hiicreli ALL
. . 12 p anormalligi t(9:;22) t(1;19)
SITOGENETIK t(10;14)(q24q11) t(4;14) hipodiploidi




2.2. cAMP Sinyal ileti Sistemi ve A-Kinaz Sabitleyici Sinyal Kompleksi

Proteinlerin ii¢ boyutlu uzaysal konfigiirasyonlar1 sabit degildir. Bircok
mekanizma ile uzaysal konfigiirasyonlar: degisir. Bunlarin en 6nemlisi yapilarina fosfor
eklenmesidir. Proteinlere fosfor eklenmesiyle ii¢ boyutlu uzaysal konfigiirasyonlari
degisir. Boylelikle diger proteinler ile etkilesimleri aktive ya da inhibe edilmis olur.

Proteinlerin fosforilasyonunda anahtar rolii oynayan enzimler protein
kinazlardir. Protein kinazlarin bircok cesidi vardir. Siklik Adenozin Monofosfat
(cAMP)’a bagimli Protein Kinazlar (PKA) bunlardan birisidir. PKA’lar cAMP
diizeyinin artis1 ile etkinlesirler. Hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve iyon kanal
modulasyonunda rol oynarlar.

Yaklasik 50 yildan beri bilinen cAMP, ilk olarak hormonlarin intraseliiler
etkilerine aracilik eden haberci proteinler olarak tanimlanmistir. Ancak daha sonra
etkilerinin endokrin sistemle sinirli olmadigi aksine bilinen en yaygin intraseliiler ikincil
haberci proteinlerden birisi olarak homeostazisin idamesinde kritik 6neme sahip oldugu
bulunmusturzo.

cAMP’nin sitoplazma i¢ine salimisinda G Proteinine Bagli Reseptorler (GPCR)
rol oynarlar. GPCR ismi Guanozindifosfat ve Guanozintrifosfat ile ¢alistiklart i¢in
verilmistir. Biitiin GPCR’lar hiicre zarim1 7 kez gecen tek bir proteinden olusurlar.
GPCR’lar hiicre zarinin bir parcasi degillerdir ve Alfa, Beta, Gama ad1 verilen birbirine
bagl ii¢ protein alt birimden olusurlar. GPCR’lar islevleri ve yapilart farkli alfa alt
birimlerine gore siniflandirilirlar. Beta ve Gama alt birimleri ortaktir.

cAMP bircok kritik 6neme sahip proteini aktiflestirebilir. Bununla birlikte
cAMP’nin temel intraseliiler hedefi Protein Kinaz-A (PKA)’dir. PKA ilk olarak 1968’
de Krebs ve arkadaslar tarafindan tanimlanmistir. cAMP’nin hiicre icinde artis1 PKA’
y1 aktiflestirir. Aktif hale gelen PKA hedef proteinlerin spesifik serin threoinin
residiilerine Adenozin Tri Fosfat (ATP)’tan fosfor transferini gerceklestirir. Uzaysal
konumu degisen proteinlerin aktiviteleri degisir. Intraseliiler substratlarin PKA bagiml
fosforilasyonu hiicre motilitesi, metabolizmasi, farklilasmasi, sinaptik ileti, iyon kanal
aktiviteleri, bilylime ve gen transkripsiyonu gibi bir ¢ok hiicre fonksiyonunu kontrol

eder 2.



PKA serin-treonin kinaz aktivitesine sahip bir holoenzimdir. Dort alt birimi
vardir. ki alt birimi diizenleyicidir. R sembolii ile gosterilir. Diger iki alt birimi ise
katalitiktir. C sembolii ile gosterilir. Katalitik alt birimler C alfa, C beta, C gama olmak
tizere li¢ farkli gen tarafindan eksprese edilirler. Diizenleyici alt birimler ise R1 alfa, R1
beta, R2 alfa, R2 beta olmak iizere dort farkli gen tarafindan eksprese edilirler 2,

Protein kinazlar hiicre icinde serbest halde bulunmazlar. Sabitleyici proteinlere
baglh olarak bulunurlar. Sabitleyici proteinler sadece protein kinazlarin hiicre icinde
gereksinim duyulan yerlerde olmasini saglamazlar ayni zamanda protein kinazlarin
fonksiyonlarinida diizenlerler. PKA’y1 sabitleyen proteinlere A kinaz sabitleyici
proteinler denir.

A-Kinaz Sabitleyici Protein (AKAP) terimi ilk olarak Rubin ve arkadaslari
tarafindan PKA’ ya baglanan inek beyin P75 ve sican beyin P150 proteinleri ic¢in
kullamlmustir™. Carr ve arkadaglart PKA ve alt birimi R2’ye baglanan proteinlerin
iliskisinin molekiiler temellerini ortaya cikarmuslardir®.

AKAP’larin ¢cogunlugu cDNA ekspresyon Kkiitiiphanelerinin rekombinant R 2
probu ile taranmasi ile bulunmustur. AKAP’larin iki farkli fonksiyonel bolgeleri vardir.
Birinci bolgeleri R 2 ile kompleks olusturan amfipatik helikal bolgeleridir. ikinci
bolgeleri hiicre i¢i yapilara baglanmalarini saglayan bolgedir.

[Ik bulunan AKAP beyin ekstrelerinden elde edilen tip2 PKA ile iliskili olan
Mikrotiibiil liskili Protein 2 (MAP 2)’ dir. AKAP ailesi bunu takiben biiyiimiis 50’den
fazla yap1 olarak farkli fonksiyon olarak benzer proteinler tespit edilmistir. Nematod,
fare, sican gibi pek cok canli tiiriinde de AKAP orthologlar tespit edilmistir.

AKAP isimlendirilmesi genel olarak her bir sabitleyici proteinin molekiiler
agirhigina gore yapilmaktadir. Bununla birlikte bu simiflama metodu farkli molekiil
agirhigindaki benzer AKAP proteinleri i¢in kullanigsizdir. Ayrica Gravin, Pericentrin
bazi sabitleyici proteinler PKA ile iligkilerinin tespitinden once isimlendirilmistir.

AKAP’lar hiicre i¢i sinyalleri lokalize ederler. Farklit AKAP’lar ayni intraseliiler
kompononente baglanabilir. AKAP79/150 plazma membranindaki fosfolipitlere
baglanir™. Fosfolipitlere baglanmast icin fosfolipid baglayici olarak N-terminal
myristoyl gruba ihtiyac duyarlar’®. Aym1 AKAP’ 1 farkli izoformlar: hiicrenin farkli
komponentlerini hedefleyebilir. Ornegin AKAPI18’ in a ve B izoformlar1 plazma

membraninin farkli komponentlerine baglanir. AKAP’lar hiicrelerin icinde plazma
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membrani, niikleus, mitokondri, aktin sitoiskeleton ve sarkoplazmik retikulum gibi
cesitli yapilara baglanirlar. D-AKAP 1 mitokondriye baglanir. Pericentrin, AKAP

350/450 ise sentrozoma baglan1r27.

2.3. Gravin

Gravin ilk defa 1992’de miyastenia gravisli hastalarin serumlarinda tespit
edilmistir. Gordon ve arkadaslar1 insan umblikal ven hiicre dizisi cDNA kiitiiphanesi
kullanilarak miyastenia gravisli hastalarin serum orneklerini incelemislerdir. Gravin,
intrastoplazmik bir antijen olarak Onerilmis ve ilk defa miyastenia gravisli hastalarda
tespit edildiginden Gravin olarak adlandirilmistir®®.

Miyastenia gravisli hastalarda tammmlanmasina ragmen bu hastalikta patogenez
ve klinik 6nemi ile ilgili yapilan ¢alisma sayist azdir. Gravinin miyastenia gravisli
hastalarda klinik onemi ile ilgili literatiirde 2001 yilinda Sasaki ve arkadaslarinin yaptigi
bir ¢alisma vardir. 11 miyastenia gravisli hasta ve 43 saghkli goniilliiden elde edilen
serumlar incelenmistir. Miyastenia gravisli hastalarin ortalama gravin diizeyi ile
saglikl1 goniilliilerin ortalama gravin diizeyi arasinda fark bulunmamustir. Iki miyastenia
gravisli hastanin degerlerini ortalamadan yiiksek bulmuslardir. Bu hastalar 40 yasindan
daha geng¢ ve nontimomatoz hastalardir. Geng hastalar ve timoma ile iliskisiz miyastenia
gravisli hastalarin prognozu diger hastalara gore daha iyi oldugu i¢in miyastenia gravisli
hastalarda anti-gravin antikor pozitifliginin iyi yonde bir prognostik faktor olabilecegini

ileri siiriilmiistiir®.

2.3.1. Gravinin Yapisi

Gravin/AKAP12 AKAP ailesinin bir iiyesi olan sabitleyici bir proteini kodlayan
gendir. Gravin gen bolgesi Xia ve arkadaslari tarafindan 6q24 - 25.2 olarak tespit
edilmistir. Gravin proteinin 305, 287 ve 250kDa olmak iizere ii¢ farkli izoformu tespit
edilmis ve AKAP 12/A, AKAP 12/B, AKAP 12/C olarak adlandirilmistir. Ayrica 43
kDa kiiciik bir izoformuda vardir’’.

Gravin ile yapilan calismalar 1997°de Nauert ve arkadaslarinin daha Once

kemirgenlerde tiimor siipresor gen olarak tespit edilen Src Suppressed C kinase Substrat
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(SSeCKS) ile homoloji gosterdigi tespit edildikten sonra artmistir. Gravin ve
SSeCKs’nin genomik yapisi %68 oraninda benzerdir. Benzeri fonksiyonlar1 tespit

edilmistirzg. Sekil 1’de Gravin ve SSeCKs’nin isoformlar1 gosterilmektedir.

SSeCKS/Gravin

. SSeCKS

ps pS psS ps

wyr T [0 =0

PxxP —a-NLS P

[T NI T | |7 280kpa
I T | [ J| 2e0k0a
LT ] 43 kDa

Gravin

vy [T HICI 1] | | 305KkDa

LT I | [l 287 kpa
NI 1T I [H]] 250 kDa
] 43kDa

Sekil 1. SScCS/Gravinin izoformlari.

Gravinin dokulardaki dagilimi incelendiginde fibroblastlarda, periferik ve santral
sinir sistemi komponentlerinde, adrenal medullada, Bowman kapsiiliiniin somatik
tabakasinda, bazi organlarin diiz kas hiicrelerinde tespit edilmistir. Gravin antijenleri
endotel hiicrelerinde tespit edilmis, trombositlerde, lokositlerde, insan eritrolosemi
hiicrelerinde tespit edilmemistir. Insan eritrolosemi hiicreleri phorbol myristate acetate
ile indiiklendiginde bunlarda da gravin antijenini tespit edilmistir. Gravin hiicre i¢inde
hiicrenin daha c¢ok apikalinde yerlestigi tespit edilmistir. Hiicrenin plazma
membraninda, endoplazmik retikulumda yer aldig1 gosterilmistir. Gravin PKA, PKC R2
a, PKA, B, adrenerjik reseptor, P arrestin, clatrin, kolmodulin, siklinler ile kompleksler

olusturmal<tad1r31’3 233,
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2.3.2. Gravinin Fonksiyonlari

AKAP ailesinin bir iiyesi olan gravin PKA ve PKC ile iligkilidir. Hiicre i¢i
sinyallerin lokalizasyonunda gorev alir. Gravin endotel hiicrelerinin ¢ogalmasinda,
hasara karsi verdikleri yanitta rol oynar. Grove ve arkadaslar1 vaskiiler endotelyal
hiicrelerde gravininin intraseliiler dagilimini ve roliinii incelemisler. Hiicre iskeleti
elementleri Sitokalsin D ve Kolsisin ile hasara ugratildiginda Gravinin hiicre ici
dagiliminin  degismedigi gozlenmistir. Oysa lisatlar ile endotel hiicre hasari
gerceklestirildiginde Gravin miktarinda artis gozlenmistir. Hiicre biitiinliigiiniin
korunmasinda Gravinin rol oynadigin1 éne siirmiislerdir™.

Gravin [, adrenerjik reseptorlerin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Fan ve arkadaslart Gravinin bu fonksiyonunu insan epidermoid
karsinoma (A431) hiicre kiiltiiriinde yaptiklar calisma ile gostermislerdir. B, adrenerjik
reseptorlerin  uyarilmamis durumlarinda reseptor, gravin, PKA ve PKC’nin bir
kompleks halinde birlikte bulunduklarini ve [, adrenerjik reseptorler agonist ile
uyarildiklarinda ise gravin, PKC ve PKA bu kompleksten ayrildigini ve reseptoriin 3,
arrestin ile kompleks olusturarak aktivitesinin sonlandigin gostermislerdir’ +,

Gravin noron gelisiminde de rol oynamaktadir. Gravin diizeyi santral sinir
sistemi noral progenitor hiicre 6zelligini gosteren NT-2 hiicre dizilerinde postmitotik
polar hiicereler olan NT-N hiicrelerine gore daha fazla bulunmustur. Bu bulguya
dayanilarak noron gelisiminde rol oynadig1 one siiriilmiistiir®.

Gravinin hiicre biyolojisindeki fonksiyonlar: ile ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ogu
kemirgenlerdeki orthologu olan SSeCKS ile yapilmistir. SSeCKS ilk olarak v-scr
transformasyonu ile indiiklenen onkogenezde downregiile olan genlerin taranmasiyla
tanimlanmistir ve kemirgenlerde mitojenik regiilatuar bir proteindir. Her iki proteinde
hiicre periferi boyunca lokalize olurlar. Hiicre adezyon ve gogiinde rol oynarlar. PKA R
2 ve PKC’ ye baglanirlar’®.

Lin ve arkadaslar1 scr ve ras onkogenleri transforme edilmis hiicrelerde siiprese
olan genleri taramislar. Scr ve ras transformasyonu ile onkogenez olusturulmustur.
SSeCKS re-ekspresyonu ile olusan onkogenezin baskilandigi goriilmiis. SSeCKS ‘yi

yeni bir mitojenik regiilatuvar gen olarak tanimlamislardir™.
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Cohen ve arkadaslar1 bir onkogenik transkripsiyon faktorii olan v-Jun transforme
edilen hiicrelerde SSeCKS diizeylerini incelemislerdir. Transforme hiicrelerde
SSeCKS’nin downregiile oldugu gozlenmistir. SSeCKS re-ekspresyonu saglandiginda
transforme fenotipin geriye dondiigii gézlenmistir. Bu degisimle beraber diger tiimor
supresor gen iiriinii diizeylerinin de tekrar artti1 goriilmiistir”.

Gelman ve arkadaslar sitoiskleteal yapinin kontroliinde SSeCKS’nin roliinii
arastirmiglardir. NIH3T3 fibroblasts kiiltiirlerinde ¢alisilmis, tavsanlardan elde edilen
anti-SSeCKS antikorlari, actin, venikulin, fokal adezyon kinaz ve fosfotirozin
monoklonal antikorlar1 kullanilmistir. Immiin blot, immiinfloresan, immiin elektron
mikroskop yontemleri kullanilmistir. Tetrasiklin kullanilarak SSeCKS ekspresyonu
saglanmis. SSeCKS indiiksiyonu transforme olmayan normal hiicrelerde sismeye ve
hiicrelerde girintilere neden olmustur. SSeCKS over-ekspresyonu aktin, vinculin veya
FAK diizeylerini degistirmemistir. Fakat integrin bagimsiz FAK tirozin
fosforilasyonunu arttirmistir. Bir mitojenik sinyal yolu olarak SSeCKS’nin aktin temelli
sitoiskeletal yapiy1 kontroliinde fonksiyonu oldugunu 6ne siiriilmiistiir®.

Gelman ve arkadaslar1 ayrica SSeCKS ekspresyon paternini de arastirmislardir.
Bu amac icin WI-38 fibroblast ve epitelyal hiicre kiiltiirleri, primer sican hipokampal
noronlari, S24 hiicreleri ( tetrasiklinle regiile edilmis), fare sperm hiicreleri, yetigkin ve
fotal fare dokular1 kullanilmistir. Bu ¢alismalarda immiinhistokimyasal, immiinfloresan
ve real time PCR teknikleri kullanmilmistir. Erken fotal dokularda SSeCKS protein
ekspresyonu mezenkimal dokularda, noral tiipiin luminal yiizeyinde, notokordda, kalp
ve perikartda, iirogenital dokularda odaklanmis bulunmustur. Yetiskin farelerde fotal
donemde olanlara gore daha fazla dokuda SSeCKS protein ekspresyonu tespit
edilmistir. Gonadlarda, diiz kas ve kalp kaslarinda, akciger, beyin ve kalpte tespit
edilmistir. Sican testislerinde puberte ile birlikte SSeCKS diizeylerinin artti§1 ve sperm
hiicrelerinde ekspresyonunun oldugunu tespit edilmistir. Calismacilar bu deneylerle
SSeCKS’nin embiryogenezis sirasinda hiicre gociinde, doku mimarisi ve sitoiskeletal
yapinin devaminda ve kontroliinde rolii oldugunu ileri siirmiislerdir *'.

Gravinin hiicredeki bu fonksiyonlariin saptanmasindan sonra cesitli kanserlerde
gravin ekspresyonu ¢alisilmistir. Bu calismalardan ilki 1995 yilinda prostat kanserinde
comparative genomik hibridizasyon yontemi kullanilarak yapilmistir.  Gravin

ekspresyonun prostat kanserinin progresyonunda rolii olabilecegi one siiriilmiistiir. Daha
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sonra 2001 yilinda prostat kanseri metastazinda rolii arastirilmistir. Malign hiicrelerin
metastatik 0zellik kazanmasiyla Gravin ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Sonraki
yillarda yapilan calismalarda Gravin ekspresyonunun over, tiroid papiller karsinom,
gastrik adenokarsinom ve meme kanserinde azaldig1 gosterilmistir. Gravin ekspresyonu
miyeloid malingnensilerde de arastirlmistir. AML, KML ve MDS’de Gravin

ekspresyonunun azaldig1 gosterilmistir®.
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3. GEREC VE YONTEM

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim Dali Onkoloji
Bilimdali’nda, oykii, fizik muayene, sitomorfolojik, immunohistokimyasal ve immiin-
fenotipik caligmalar ve biyokimyasal parameterlerle ile 2000-2004 yillar1 arasinda ALL
ve AML tanis1 alan hastalar ¢alismaya dahil edilmistir. Histokimyasal olarak akut
l6semilerde Sudan Black, PAS, miyeloperosidaz ve esteraz degerlendirildi.

Immiin-fenotipik analiz i¢in hastalardan 2 ml. periferik kan 6rnegi, EDTA iceren
tiiplere alindi. Ornekler inkiibe edilip eritrositler lizise ugratildikan sonra akim-sitometri
cihazina uygun hale getirildi. Akim-sitometri (Epics XL Coulter) cihaziyla
degerlendirilen 6rneklerde CD yiizey belirleyicilerin lenfosit ve blast hiicre populasyonu
icerisindeki yiizde oranlari tespit edildi. CD2, 3, 4, 5, 7, 8, 13, 14, 33, 34 incelendi.
%?25 tizerinde ekspresyon (+) kabul edildi.

Periferik kan orneklerinde blastik hiicrenin Gravin ekspresyonu Real-Time
Polimerase Chain Reaction (RT-PCR) yontemi kullanilarak ol¢iildii.

Gravin mRNA ekspresyonu asagida verilen sira ile Real-Time RT-PCR yontemi

kullanilarak yapildi. Calisma LightCycler (Roche Applied Science) ile gergeklestirildi.

3.1. Ornek Toplama

Hastalardan tam1 aninda, tedavi oncesinde 3 ml periferik kan K3EDTA’l1 tiipe

alindi.

3.2. mRNA izolasyonu

Hasta ve kontrollerden alinan kan oOrneklerinin Beyaz kiire (BK) degerleri
Beckman Coulter Gen S System II cihazinda belirlendi.

Toplam 3x10° BK ependorf tiipiine alindi. Uzerine 1 ml Red Blood Cell Lysis
Buffer (Roche Applied Science) eklendi. Ornek 10 dakika oda 1sinda hafifce
calkalanarak bekletildi. 13.000 rpm 15 sn. santrifiij edilerek lokositler ¢oktiiriildii.
Parcalanmis eritrosit artiklart uzaklastirildi. MagNA Pure LC mRNA Isolation Kit I’in
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(Roche Applied Science) Lysis solusyonundan Iokositler iizerine 300 ul eklenerek
hiicreler parcalandi, vorteksle karistirildi ve izolasyon yapilana kadar -20 C’de sakland.

[zolasyon MagNA Pure LC (Roche Applied Science) cihazinda, MagNA Pure
LC mRNA Isolation Kit I kullanilarak otomatik olarak gerceklestirildi. Sistem oligo dT
bagl manyetik partikiillerle mRNA’ nin saflastirilmas1 prensibine dayanmaktaydi. izole

edilen m-RNA 6rnekleri 4 ayri ependorf tiipiine boliinerek -86C ”de saklandi.

3.3. cDNA Sentezi

Saklanan mRNA ornekleri First Strand cDNA synthesis kit (Roche Applied
Science) ile cDNA haline getirildi.

Tablo 5: cDNA Reaksiyonu Protokolii.

1 Ornek Icin: MIKTAR 10 Ornek Icin: MIKTAR
Reaction Buffer 2.0 ul 10x Reaction Buffer 22 ul
25 mM MgCl, 4.0 ul 25 mM MgCl, 44l
Deoxynucleotide Mix 2.0l Deoxynucleotide Mix 22 ul
Random Primer p(dN) 2.0 ul Random Primer p(dN)s 22 ul
RNase Inhibitor 1.0 ul RNase Inhibitor 11w
AMYV Reverse 0.8 w AMYV Reverse 8.8 ul

Transcriptase Transcriptase

Sterile Water 0.2 Sterile Water 2.2 ul
Toplam 12 ul Toplam 132

cDNA eldesi i¢in gereken materyaller miktarlara gore hazirlandi. Vortekste
hafifce calkaland1 ve spin santrifiij edildi. cDNA reaksiyon karisimi dan her 0.2 ml PCR
tiiptine 12 pl pipetlendi. Daha sonra iizerine her RNA Orneginden 8 pl pipetlendi ve
pipet ucu atilmadan 3-4 kez pipet ile bu cDNA karisimi ve RNA karistirildi. Oda
sicakliginda (+25°C' de) 10 dakika bekletildi. Asagida belirtilen programda thermal
cyclerda cDNA reaksiyonu gerceklestirildi.

Tablo 6: Sicaklik Dongiisii Programu.

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
25°C 10 dakika 1
42°C 60 dakika 1
99°C 5 dakika 1
4°C 5 dakika 1

17



3.4. Gravin ve B Actin Primer Dizini

Gravin primeri olarak Gravin Probe set (Assay ID: Hs00374507_ml, Applied
Biosystems) kullanildi. B Actin primeri olarak Beta Actin Probe Set (Assay ID:
Hs99999903_m1, Applied Biosystems) kullanildi.

3.5. Real-Time PCR

Gravin ve [ Actin mRNA dizisine spesifik primerler ile 10 pl reaksiyon
hacminde kapiller PCR tiiplerinin i¢inde amplifiye edildi. Amplifikasyon igin
LightCycler FastStart DNA MasterPLUS HybProbe (Roche Applied Science) kiti
kullanildi. Amplifikasyonlar Real-Time RT-PCR cihaz1 olan LightCycler cihazinda
gerceklestirildi. PCR reaksiyonu sirasinda amplifikasyon islemi gerceklestikse TagMan
probdan salinarak serbest kalan FAM boyasi Real-Time PCR cihazi tarafindan
kaydedilerek her 6rnegin baslangi¢ konsantrasyonuna gore vermis oldugu Ct degerleri
yine cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi. Amplifikasyon LightCycler cihazinin

bilgisayarindan on-line olarak da izlendi.

Tablo 7: Real-Time PCR Reaksiyon Protokolii.

15 Ornek (+ 1) Icin (10ul): MIKTAR

PCR Grade Water 104.0 ul

Probe Set 8.0 ul

Master Mix 32.0ul

Toplam 144.0 ul /16 = Her tupe 9 ul

Calismas1 yapilacak tam olarak 15 adet cDNA 6rnegi belirlenir. Tablo 4’deki
karistm formiiliine uyularak iki adet karisim hazirlandi. 1. karistm Gravin test
karigimudir. II. karisim ise Beta Actin referans karisimidir. I. karisimi hazirlarken probe
seti olarak Gravin probe setinden, II. karisimi hazirlarken de probe seti olarak Beta
Actin probe setinden konuldu. Her iki karisimda hazir oldugunda. I. Karisim (Gravin) 1-
16 numarali kapiler tiiplerine 9 ar pl pipetlenir. II. Karisim (Beta Actin) 17-32 numarali
kapiler tuplerine 9 ar pl pipetlendi. 1-15 nolu kapilerlere ornek lden 15 e kadar olacak
sekilde 1 ul cDNA sirayla pipetlendi. 17-31 nolu kapilerlere ornek 1den 15 e kadar
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olacak sekilde 1 pl cDNA sirayla pipetlendi. cDNA’larda pipetlendikten donra
kapilerler kapatildi. 3000 rpm de 30 saniye santrifuj edildi ve Ligtcycler carauseline
yerlestirildi. Asagidaki programa gore Real-Time PCR islemi gerceklestirildi. (Tablo 8,

9,10)

Tablo 8: Denatiirasyon Programi.

Dongii Programi Verileri Deger

Dongii Sayisi 1

Analiz Modu YOK

Sicaklik Hedefi Segment 1

Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon Zamani 10:00

Sicaklik Degisim Hizi (°C /saniye) 20.0

Basamak Olciisii 0

Basmak Gecikmesi (Dongiilerde) 0

Kazanim Modu YOK

Tablo 9: Amplifikasyon Programi.

Dongii Programi Verileri Deger

Dongii Sayisi 45

Analiz Modu OLCME
Sicaklik Hedefleri Segment 1 Segment 2
Hedef Sicaklik(°C) 95 60
Inkiibasyon Zamani 0 20
Sicaklik Degisim Hizi (°C /saniye) 20.0 10.0
Tkinci Hedef Sicaklik( °C) 0 0
Basamak Olciisii 0 0
Basmak Gecikmesi (Dongiilerde) 0 0
Tablo 10: Sogutma Programu.

Dongii Programi Verileri Deger

Dongii Sayisi 1

Analiz Modu YOK

Sicaklik Hedefleri Segment 1

Hedef Sicaklik( °C) 40
Inkiibasyon Zamani 30

Sicaklik Degisim Hizi (°C/saniye) 20.0

Ikinci Hedef Sicaklik(°C) 0

Basamak Olciisii 0.0

Basmak Gecikmesi (Dongiilerde) 0

Floresans kanal ayarlari, F1/1 olarak kullanildi. Sonuglar LigtCycler Software ile

analiz edilerek degerlendirildi.
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3.6. Degerlendirme

Sonuglar Comperative Ct yontemi ile hesaplandi. Bu yontemde Once hasta ve
kontrol grubu Orneklerinin ortalama Ct degerleri hem Beta Actin hem de Gravin i¢in
ayrt ayr1 hesaplandi. Daha sonra Gravin ortalama degerinden Beta Actin ortalama
degeri c¢ikarilarak ayr1 ayri hasta ve kontrol gruplarimin ACt (Delta Ct) degerleri ve
bunlara ait standart sapma degerleri hesaplandi. Daha sonra kontrol grubu ACt degeri
hasta grubu ACt degerinden cikarilarak AACt degeri bulundu. Bu deger 2 A%
formiiliine uygulanarak hasta grubunun gravin ekspresyonun kontrol grubuna gore kac
kez artmis yada azalmis oldugu Beta Actin gen ekspresyonu internal kontrol olarak

kullanilarak relatif olarak belirlendi®’.

3.7. istatistik Analizler

Kesikli degiskenlerin karsilastirilmasinda Ki-kare testi, Siirekli degiskenlerin
kullanilmasinda Mann-Whitney-U testi kullanilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul
edilmistir. Survival analizi Kaplan-Meier yontemi ile analiz edilmistir. Verilerin
analizinde SPSS PC version 12.0 (Statistical Package for Social Sciences) paket

programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Losemili olgulara ait kan oOrnekleri tani aninda alinarak gerekli islemler
sonrasinda uygun kosullarda saklandi. Demografik ve laboratuar verileri hasta
dosyalarindan elde edildi. Toplam hasta sayist 137 olup bunlarin 100’u (%73) AML,
37’s1 (%27) ALL idi. 67 kadin ve 70 erkekten olusan calisma grubunda yas dagilimlari
AML icin 42.1£14.3 (16-77), ALL i¢in 30.5+14.8 (15-73) idi. Calismaya dahil edilen

hastalara ait demografik veriler Tablo 11°da 6zetlenmistir.

Tablo 11: Losemi Alt Gruplarina Gore Yas ve Cinsiyet Ozellikleri.

TANI Toplam
AML ALL
(n=100) (n=37) (n=137)
Yas 42.1£14.3 30.5+14.8 39.0+15.3
(OrtalamazSS) 42.5 25.0 39.0
Ortanca (16-77) (15-73) (15-77)
(AD-UD)
49 21 70
Cinsiyet Erkek (%49) (%56.8) (%51.1)
(n, %) 51 16 67
Kadm (%51) (%43.2) (%48.9)

Hastalarin 133’iinde (%97) de novo losemisi, 4’tinde (%3) sekonder l6semi
vardi. Ekstra mediiller tutulum 12 hastada ( %8.8) tespit edildi. En sik ekstra mediiller
tutulum %1.9 ile karaciger tutulumu olarak bulundu. Hastalarin 39’unda (%?28.5)
lenfadenopati tespit edilirken 98 hastada (%71.5) tespit edilmedi. 11 hastada (%38)
yalnizca hepatomegali, 27 hastada (%19.7) yalnmizca splenomegali, 29 hastada (%21.2)
hepatosplenomegali tespit edildi. Hastalarin 70’inde (%351.1) organomegali tespit

edilmedi. Hastalarin organomegali 6zellikleri tablo 12°de 6zetlenmistir.

Tablo 12: Hastalarin Organomegali Ozellikleri.

AML ALL TOPLAM
- 9 2 11
HEPATOMEGALI
OMEG (%9) (%5.4) (%8)
. 20 7 27
SPLENOMEGALI (%20) (%18.9) (%19.7)
HEPATOSPLENOMEGALI 16 13 29
(%16) (%35.1) (%21.2)
. 21 18 39
LENFADENOPATI
0 (%21) (%48.6) (%28.5)
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Her iki grupta tan1 anindaki 16kosit, hemoglobin, hematokrit, trombosit, iirik asit
ve Laktik Dehidrogenaz (LDH) diizeyleri degerlendirildi. AML grubunda beyaz kiire
(Bk) 43057.5 £ 56213.2 /mm’, hemoglobin (Hb) 7.942.2 ¢/dl, hematokrit (Htc) %
22.9+ 6.5, trombosit 56459.1+ 88646.1 /mm’, LDH 2036.3+ 3301.2 IU/dl, Urik Asit
(Ua) 6.242.9 mg/dl bulundu. ALL grubunda Iskosit 33161.6+50485 3/mm’, hemoglobin
8.5+ 2.9 gr/dl, hematokrit % 25+ 9.0, trombosit 80140.5-_i-15128.8/mm3, LDH 2144.5+
3066.1 1U/dl, Urik Asit 6.2+ 3.2 mg/dl bulundu. AML ve ALL olgulari arasinda
periferik kan bulgular ve tiimor yiikii gostergeleri yoniinden anlamhi fark bulunmadi. P
degerleri sirasiyla 0.349, 0.196, 0.127, 0.199, 0.863, 0.961 olarak bulundu. Tablo13’de

periferik kan bulgular1 ve tiimor yiikii gostergeleri goriilmektedir.

Tablo 13: Periferik Kan Bulgular1 ve Tiimor Yiikii Gostergeleri.

AML ALL
Ort:SD Ort:S D P degeri
Ortanca Ortanca
AD-UD AD-UD
43057.5 + 56213.2 /mm’ 33161.6+50485.3/mm’
Lokosit /mm® (18700) (17900) 349
36-337000.0 1600-250000
7.9+ 2.2 g/dl 8.5+ 2.9 gr/dl
Hemoglobin gr/dl (7.7) ) .196
2.2-15 2.8-15
% 22.9+ 6.5 % 25+ 9.0
Hematokrit % (22.2) (26.2) 127
7.4 -45 8.9-42
56459.1+ 88646.1 /mm’ 80140.5+15128.8/mm’
Trombosit /mm’ (31750) (33000) 199
190-747000 8000-434000
Laktik Dehidrogenaz 2036.3+ 3301.2 TU/dl 2144.5+ 3066.1 1U/dl
1U/d1 (1234.5) (1520) .863
203-20870 178-18756
6.2+ 2.9 mg/dl 6.2 +3.2 mg/dl
Urik Asit (5.6) (6.2) 961
mg/dl 1.4-15.5 2.0-15.8

Hasta gruplart degerlendirildiginde ACt degeri ile 1okosit, hemoglobin,
hemotokrit, trombosit, laktik dehidrogenaz, iirik asit degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml iliski saptanmadi. P degerleri sirasiyla 0.672, 0.963, 0.943, 0.841,
0.825, 0.740 olarak bulundu. Lokosit sayisi ile hermoglobin, LDH, iirik asit degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki saptandi. P degerleri sirasiyla 0.043, 0.000,
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0.035 olarak saptandi. LDH ile 16kosit, iirik asit, AST, ALT degerleri arasinda anlaml
fark saptandi. P degerleri sirastyla 0.000, 0.000, 0.000 olarak bulundu. Urik asit
diizeyleri ile 16kosit, LDH, AST, creatin degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
iliski saptandi. P degerleri sirastyla 0.035, 0.000, 0.005, 0.001 olarak bulundu.

Tablo 14’de AML ve ALL hastalarinin yiizey antijeni sonuclari 6zetlenmektedir.

Tablo 14: Akut Losemili Hastalarin Yiizey Antijen Sonuclari.

AML ALL
CD2 17.8£25.6 30.4 £297
OrttS D 4.7) 20
(Ortanca) AD-UD 0.5-96 0.3 -96
CD3 20.3£25.7 19.1£23.4
OrttS D 5.1 (9.8)
(Ortanca) AD-UD 0-84 0.3- 89
CD7 24.1+27.3 37.5+ 36
OrttS D (7.7) (20)
(Ortanca) AD-UD 0-91.3 0.5-95
CD13 42.1 +28.3 24+21.7
Ort:S D 42.1) (20.1)
(Ortanca)AD-UD 0.6-93.5 0.1- 74
CD19 24.5429.2 31.6 322
Ort:S D (10) (15.1)
(Ortanca) AD-UD 0-95 1.1-95
CD20 53+14.6 159+24.38
Ort:S D 0.4) 4.5)
(Ortanca) AD-UD 0-95 0.2-95
CD10 7.9 16.8 38.9136.6
Ort:S D 3.3) (24.5)
(Ortanca) AD-UD 0-98 0.4-93.3
CD33 29,7+29.2 7.5+ 14.1
Ort:S D (17.2) (2.1)
(Ortanca) AD-UD 0.1-98 0-60.0

AML grubunda 8, ALL grubunda 2 hasta remisyon indiiksiyon kemoterapisi
alamadan kaybedildi. 126 hastaya remisyon indiiksiyon kemoterapisi uygulandi. AML
olgularindan 80 hastaya (%80) 7+3 protokolii (Cytosine Arabinozid 200 mg/m2 7giin ve
antrasiklin (Daunorubicin 45 mg/m® veya Idarubicin 12mg/m?) 3 giin), 11 hastaya
(%11) AIDA protokolii (ATRA 45 mg/m2 ve Idarubicin 12 mg/mz), 1 hastaya (%1) 5+2
protokolii (Cytosine Arabinozid 100 mg/m” 5 giin, Idarubicin 12mg/m® 2 giin)
uygulandi. ALL grubunda 29 hastaya TLG-ALL (Siklofosfamid IOOOmg/m2 1. giin,
Daunarubisin 45mg/m2 1,2,3.glinler, Vincristin 2mg/giin 1,8,15,22. giinler, Prednizolon
60mg/m” 1.giinden 28.giine kadar, L-asparaginaz 6000U/m2/giin 5.giinde baslayarak
haftada 2 kez toplam 6 doz), 3 hastaya CODOX-M (Siklofosfamid 800 mg/m? 1. giin,
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200 mg/m” 2 ve 5. giinler, Vincristin 1.5 mg/m” 1. giin, Doxorubicin 40 mg/m* 1,8,15.
giinler, Methotrexate 1200 mg/m’ yiiklemeden sonra 240 mg/m? 23 saat infiizyon 10.
giinde, folinik asit 192 mg/m2 11. giinde yiiklemeden sonra 6 saatte bir 12 mg/m2
Methotrexate diizeyine gore devam edilir)  protokolii, 2 hastaya genel durumlar1 ve
yaslar1t nedeniyle steroid ve vincristin iceren kemoterapi, 2 hastaya Hyper-CVAD
protokolii (1,3,5,7. kiirlerde Siklofosfamid 300 mg/m2 1-3 giinler, Vincristin 2 mg 4 ve
14. giin, Doxorubicin 50 mg/m2 4. giin, 40 mg 1-4.giin vell-14. giin, 2,4,6,8. kiirlerde
methotrexate 1000 mg/m2 1. giin, Cytosine Arabinozid 3000 mg/m2 2ve 3. giinler)
uygulandi. Hastalara uygulanan remisyon indiiksiyon kemoterapileri tablo 15°de

Ozetlenmistir.

Tablo 15: Hastalara Uygulanan Remisyon Indiiksiyon Kemoterapileri.

Kemotrapi Protokolii AML ALL
7+3 (‘7?2(3)0) YOK
YASLI (,75 0 YOK
CODOX-M YOK (%Z' 1
TLG/ALL YOK "
(%78.3)
HyperCVAD YOK (%g. 4)
VID YOK (%;.8)
AIDA (,,7; b D YOK
KT ALMADAN OLUM ((75 8) (%§,4)

Yirmi alti hasta remisyon indiiksiyon kemoterapisi sirasi/sonrast kaybedildi.
Remisyon indiiksiyon tedavisini tam dozda alan 101 hastada yanit degerlendirildi. Tiim
hasta grublarinda 79 hastada (%78.2) tam remisyon elde edilirken 22 hasta (21.8)
yanitsizdi. AML grubunda 55 hastada (%77.5), ALL grubunda 24 hastada (%80) tam
remisyon elde edildi.

Takip edilen hastalarda 3 hastaya otolog 4 hastaya allogeneik kemik iligi
transplantasyonu yapildi. Hastalarin 104’ (%77) ortalama 71.7 hafta takip siiresinde
kaybedildi, 2 hasta ise takipten cikti. 32 hasta halen yasamaktadir. Hasta alt gruplarina

gore sagkalimlar tablo 16’da gosterilmektedir.
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Tablo 16: Hasta Alt Gruplarina Gore Sagkalim.

YANIT
DURUMU AML ALL
HASTA MEDIAN HASTA MEDIAN
SAYISI SAGKALIM SAYISI SAGKALIM
TAM 55 24
REMISYON (%77.5) 60 HAFTA (%80) 56 HAFTA
PARSIYEL
YANIT 1 40 HAFTA YOK YOK
REFRAKTER 15 12 HAFTA 6 6 HAFTA
Toplam 71 68 HAFTA 30 80 HAFTA

Bu calismanin konusu olan Gravin gen ekspresyonu RT-PCR Yontemi ile
saptandi. 137 olgudan olusan hasta grubunda [ Actin Ct degeri 22.5+ 2.8 (17.8-35.1),
Gravin Ct degeri 42.244.9 (31.2-50), Gravin-  Actin ACt degeri 19.6£4.5 bulundu. 25
saglikli kontrolden alinan kan orneklerinde ise B Actin Ct degeri 21.64, Gravin Ct
degeri 38.171£2.5 (41-28.6), Gravin- B Actin ACt degeri 16.2+2.5 (19.3-5.2) bulundu.
Iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulundu (p degeri <0.001). Hasta alt
gruplart olan AML ve ALL’ de B- Actin, Gravin ACt degerleri sirasiyla 201+4.4,
18.7£4.7 olarak bulundu. Alt gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi (p

0.096) . Hasta ve kontrol grubuna ait  Actin - Gravin ACt degerleri tablo 17°de

gosterilmistir.

Tablo 17: Hasta ve Kontrol Grubunda 3 Actin-Gravin ACt Degerleri.

. Gravin ACt B Actin-Gravin ACt
p Actin CT OrttS D Ort4S D Ort4S D
(Ortanca) o
AD-UD (Ortanca) (Ortanca)
AD-UD AD-UD
KONTROL 22.5+2.8 38.1742.5 16.242.5
GRUBU 21.7) (38.26) (16.5)
17.8-35.1 41-28.6 5.2-19.3
HASTA 22.5£2.8 42.244.9 19.614.5
GRUBU (22) 41) (19)
(17.8-35.1) 31.2-50 9.3-32
22.442.7 42.444.9 20+4.4
AML (21.9) 41) (19.2)
17.9-33 31.2-50 9.3-32
23+3.1 41.6%5.0 18.5£4.7
ALL (22.1) 41) (18)
17.8-35.1 32.4-50 11.7-28.9
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Hasta grubunun ortalama Gravin gen ekspresyon ‘‘fold change’ degeri 11
olarak bulundu. Bagka bir ifadeyle hasta grubunda kontrol grubuna gore Gravin gen
ekspresyonu 11 kat azalmis olarak bulundu. Hastalarin bireysel ‘‘fold change’’
degerleri hesaplandiginda kontrol grubuna Gravin gen ekspresyonu 19 hastada (%13.9)
artmig, 106 hastada (%77.5) azalmis, 12 hastada(%8.8) kontrol grubuyla benzer
bulundu. Olgular Gravin gen ekspresyonundaki azalmalar ve artmalara gore 100 ve 10
kat artis ve azalislara gore gruplandirildi. 80 olguda (%58.4) Gravin gen diizeyi 100
kattan az azalma, 26 olguda (%19) 100 kattan fazla azalma, 14 olguda (%10.2) 10
kattan az artma, Solguda (%3.6) 10 kattan fazla artma 5 hastada (%?3.6) tespit edildi.

Gravin gen ekspresyonunun degisimine gore sagkalimlar tablo18’de gosterilmistir.

Tablo 18: Gravin Ekspresyonuna Gore Sagkalim.

EKSPRESYON ORTALAMA YASAM SURESI
NORMAL 8 HAFTA

AZALMIS 32 HAFTA

ARTMIS 24 HAFTA

Tablo 19: Gravin Ekspresyonundaki Degisimdeki Alt Gruplara Gore Sagkalim.

EKSPRESYON ORTALAMA YASAM SURESI
NORMAL 8 HAFTA

100 KATTAN AZ AZALMIS 28 HAFTA

100 KATTAN FAZLA AZALMIS 48 HAFTA

10 KATTAN AZ ARTMIS 24 HAFTA

10 KATTAN FAZLA ARTMIS 14 HAFTA

Hastalar ACt degerlerine gore gore kontrollerde saptanan degerlere gore
kiyaslama yapmak {iizere alt gruplara ayrilarak sagkalim agisindan degerlendirildi. ACt

degerlerine gore sagkalim tablo 20°de gosterilmektedir.

Tablo 20: ACt Degerlerine Gore Sagkalim.

DELTA CT ORTALAMA YASAM SURESI
0-16 17 HAFTA
16-20 24 HAFTA
20 + 48 HAFTA

Tablodan da goriildiigii gibi  ACt degeri arttikca sagkalim artmaktadir. Yani

Gravin ekspresyonu azaldik¢a sagkalim siiresi uzamaktadir (Sekil 2).
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Sekil 2: ACt ile sagkalim arasindaki iligki.

Sagkalimi etkileyen bagimsiz faktorler degerlendirildiginde, LDH, Bk, yas ve
tantya gore kiyaslamada 16kosit ve ACt degeri bagimsiz faktorler olarak tespit edildi. P
degerleri sirasiyla 0.003, 0.058 olarak bulundu. Tedaviye yanit da bu parametrelere
katildiginda indiiksiyon kemoterapisine yanit tek bagimsiz parametre olarak bulundu (p

degeri 0.000). Sagkalimi etkileyen bagimsiz faktorler tablo 21°de gosterilmektedir.

Tablo 21: Sagkalimi Etkileyen Bagimsiz Faktorler.

STANDART ODD %91(;2:%\11”1{
B HATA P DEGERI R(‘:‘)E)O ALT I"J§T
DEGER | DEGER

LDH 0.000 0.000 0.170 1,000 1,000 1,000
LOKOSIT 0.000 0.000 0.003 1,000 1,000 1,000
YAS 0.005 0.007 0.518 1,000 ,990 1,019
TANI -0.169 0.241 0.483 ,845 527 1,354
DELTA CT 0.043 0.023 0.058 ,958 916 1,001
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5. TARTISMA

Losemi patobiolojisin anlagilmasi ve elde edilen bilgi birikimi fatal seyirli olan
bu hastalik grubun dogal seyrini degistirmistir. Hiicre i¢i sinyal yollarinda olusabilen
bozukluklar hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmalarina ve apopitoza direngli olmalarina neden
olabilmektedir. Sinyal ileti yollarindaki bozukluklar1 hedefleyen tedaviler yogun olarak
arastirilmakta ve klinik kullanima girmektedir.

cAMP sinyal ileti yollarimin Onemli olanlarindandir. cAMP yolu hiicre ig¢i
etkilerini protein kinazlar aracil@iyla gerceklestirir. A kinaz sabitleyici protein ailesi
protein kinazlarin hiicre ici lokalizasyon ve fonksiyonlarini diizenler. Gravin AKAP
ailesinin bir iiyesidir. Gravin gen ekspresyonu tiimor hiicrelerinde azalmaktadir. Gravin
gen ekspresyon diizeyinin timor hiicrelerinde azalmasi ile metastaz yapma yetenegi
artmaktadir. Bu nedenle bir tiimor siipresor gen olarak tanimlanmaktadir. Ancak
tiimorlerde gravin ekspresyonu gorece sinirli sayida timor grubunda c¢alisilmis oldugu
icin tiimor davranigi ile Gravin ekpresyonu arasindaki iliski heniiz netlesmemistir.

Gravinin onkogenezle iliskisini 6ne siiren ilk ¢alisma Frankfort ve Gelman
tarafindan yapilmistir. Bu calismada v-src onkogeni transforme edilen NIH3T3
fibroblast hiicre kiiltiirii kullanilmistir. PCR-temelli eksiltici hibridizasyon teknigi ile v-
src transformasyonu ile hiicre icinde diizeyi azalan 9 cDNA tespit edilmistir. Ug cDNA
daha 6nce tanimlandig1 ve bunlarin Tip I kollagen, Gravin ve parsiyel human cDNA
(clone A7C09) oldugu tespit edilmistir. Bunlarin diizeyinin HMG-Co-A-Rediiktaza gore
3-15 kat azaldig1 gosterilmistir. Diizeyi azalan bu genlerin v-src’nin indiikledigi

onkogenezde rol oynayabilecegi 6ne siiriilmiistir**

. Bu calismalardan sonra gravinin
kanserlerle iliskisi incelenmis, bu amacgla prostat, akciger, mide, melanom ve meme
kanserlerinde timor hiicre dizileri ve/veya tiimor Ornekleri ve ilaveten bazilarinda
transgenik fare modellerinde Gravin ekspresyonu ¢alisilmistir. Ayrica 2 ¢alismada da
l6semilerde gravin ekspresyonu arastirilmistir. Bu caligmalarda temel olarak FISH,
Nothern Bloot, Western Bloot, immiin floresan analiz, immiinhistokimyasal yontemler
kullanilmastir.

Visakorpi ve arkadaglart prostat kanserinde olusan genetik degisiklikleri

arastirmiglardir. Gravinin ileri prostat kanserinde delesyon i¢in sicak bir nokta tespit

etmislerdir45. Xia ve arkadaslar1 ise Gravin ve SSeCKS’nin prostat kanseri gelisiminde
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ve metastaz yetenegindeki roliinii arastirmiglardir. Bu ¢alisma i¢in fare ve insan prostat
epitelyal hiicre dizileri, fare ve insan prostat kanseri hiicre dizileri ve hiperplazi 6zelligi
gosteren hiicreler kullanilmistir. Hiicre dizilerinde Gravin re-ekspresyonunu indiiklemek
icin tetrasiklin kullanilmistir. Gravin ve SSeCKS’nin ortholog oldugu ve gravin geninin
6q24 lokalizasyonunda oldugu gosterilmistir. Insan ve fare prostat kanseri hiicre
dizilerinde Gravin ve SSeCKS ekspresyonunun normal prostat hiicre dizilerine gore
azalmis oldugu gosterilmistir. Insan prostat epiteli, prostat hiperplazili hiicreler ve
prostat kanseri hiicrelerinde degisik miktarlarda Gravin ekspresyonu saptanmasina
karsin andiferansiye prostat kanseri hiicrelerinde Gravin ekspresyonu gosterilememistir.
Kontak inhibisyonun kayboldugu hiicre dizilerinde Gravin ekspresyonun azaldig1 tespit
edilmistir.  MLL hiicre dizilerine tetrasiklin uygulanmistir. Bu hiicre dizilerinde
onkogenik 0zelliklerin kayboldugu gosterilmistir. MLL hiicre dizisinde en az bir Ha-ras
alleli oldugundan Gravin/SSeCKS’nin ras iligkili tiimor gelisimini baskiladigi ©ne
siirilmiistiir. Bu bulgularla prostat kanseri gelisiminde ve metastatik yetenek
kazanmasinda Gravin ekspresyon diizeyinin azalmasinin rolii oldugu one siiriilmiistiir.
Gravin gen re-ekspresyonunun prostat kanseri progresyonunu engelleyebilecegi One

siiriilmiistiir*

. Gelman ve arkadaslar1 SSeCK’nin metastaz inhibisyonu yolunu
arastirmiglardir. SSeCKS’nin RhoA- vec42- bagimli yollarla podozom formasyonunu
inhibe ederek metastaz supresyonu yaptigini 6ne sirmiislerdir®’.

Wikman ve arkadaglart akciger adenokarsinomlu hastalarda  gen
ekspresyonlarindaki degisiklikleri arastirmislardir. Calisma grubu 18 hasta ve 4
kontrolden olusturulmustur. Hasta ve kontrol grubunun tiimoral ve saglam dokulari
incelenmistir. Calismada semi kantitatif real time PCR ve cDNA array yoOntemleri
kullanilmistir. CCNB1, PLK, tenascin, KRT8, KRT19 ve TOP2A’nin ekspresyonunun
arttigr  gosterilmistir. Caveolin 1-2, TIMP3, SOCS 2-3, DOC2 ve Gravin
ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Gravin gen ekspresyonun tiim hasta
orneklerinde azaldigi gosterilmigtir. Kontrol grupta ise gravin ekspresyonu
gosterilmistir. Bu calismada gen ekspresyonu ile klinik gostergeler arasindaki iliski
incelenmemistir. Calismada arastiritlan 10 genin de akciger adanokarsinomunda
diagnostik ve prognostik marker olarak kullamlabilinecegi 6ne siiriilmiistiir*®.

Wasenius ve arkadaglar1 papiller tiroid karsinomlu hastalarda gen

ekspresyonlarindaki degisiklikleri arastirmiglardir. Calisma grubu 18 hasta ve 3
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kontrolden olusturulmustur. Hasta ve kontrol grubunun tiimoral ve saglam dokulari
incelenmistir. c-MET ve matrix metalloproteinase (MMP)-11 yalnizca tiimor dokusunda
gosterilmistir.  Makrofaj inhibitér sitokin-1, CGD, fibronektin (FN), hipoksinin
indiikleyebildigi faktor 1, Fc-€-reseptor y-chain, laktat dehidrogenaz A, HLA-DBPI,
AH reseptor, metalloproteinaz doku inhibitorii (TIMP-1), ve glycyl-tRNA-synthetase
ekspresyonlarinin arttigi gosterilmistir. GADD153, PKD-1, CYR61, DPC4, HBAI,
DLG3, protein tirozin fosfataz o , heterokromatin protein 1 homolog-a ve Gravin
ekspresyonlarinin azaldigi géjsterilmistir49.

Choi ve arkadaslar1 gastrik karsinom gelisiminde Gravinin roliinii
arastirmiglardir. Calismada SNU-1, -5, -16, -484, -601, -620, -638, -668 -719, MKN28,
AGS ve HepG2 hiicre kiiltiirleri kullanilmistir. Gastrik karsinom nedeniyle opere edilen
18 hastamin tiimoral dokular1 ve normal dokulart analiz edilmistir. 5-aza-20-
deoxycytidine (5-Aza-dC) DNA methiltransferaz inhibitorii olarak kullanilmistir.
Kontrol gen olarak B- Actin kullanmilmigtir. Dort hiicre dizisinde Gravin ekspresyonu
tespit edilirken digerlerinde ekspresyon tespit edilememistir. Gravin ekspresyonu tespit
edilmeyen hiicre dizileri Southern blot ve FISH yontemleri ile incelendiginde Gravin
DNA lokusunda genetik defekt tespit edilememistir. Gravin proteinin 305 (AKAP
12/A), 287 (AKAP 12/B) ve 250kDa (AKAP 12/C) olmak iizere ii¢ farkli izoformu
hiicre dizilerinde, tiimoral dokularda ve normal dokularda arastirilmistir. Gravin
ekspresyonu tespit edilen hiicre dizilerinin ikisinde izoformlarin iicii de tespit edilmistir.
Diger iki hiicre dizisinde iki izoform tespit edilmistir. 250kDa’luk izoform tiim hiicre
dizilerinde tespit edilen izoformdur. AKAPI12A normal gastrik dokularda eksprese
oldugu fakat gastrik karsinomlu dokularda ekspresyonunun belirgin olarak downregiile
oldugu gosterilmistir. Bilindigi gibi genomik DNA’da Sitozin-Guanin (CpG)
diniikleotitlerinin metilasyonu gen susturmayla karsilikli olarak iliskilidir. Metilasyon,
epigenetik durumlarda son derece 6nemlidir. Ozellikle bazi genlerin promotor
bolgesindeki CpG metilasyonu tiimor baskilayicinin inaktivasyonuyla olusan bazi
kanserlerde erken donemlerde gozlenmistir. AKAP 12/A ve AKAP 12/B’nin gen
bolgelerinde CpG adaciklar1 tespit edilmis. Metilasyon spesifik PCR ile yapilan
taramalarda gastrik kanser hiicre dizilerinin bir kisminda AKAP 12/A’ da metilasyon
tespit edilirken metilasyon tespit edilemeyen grupta AKAP 12/B’de metilasyon tespit

edilmistir. 18 gastrik kanserli hastanin dokularinda metilasyona bakilmistir ve
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AKAPI2A’nin orneklerin 10’unda (56%) AKAPI2B ise Orneklerin 2’sinde (11%)
metile bulunmustur. Hiicre dizilerine 5-Aza-dC uygulanmasi ile gravin ekspresyonun
olustugu gozlenmistir. Gravin ekspresyonun hi¢ olmadigi hiicre dizilerine 5-Aza-dC ile
birlikte histon deasetilaz inhibitorii trichostatin A (TSA) uygulanmistir. AKAP 12/B
ekspresyonunun olustugu gozlenmistir. Plasmid containing wild-type AKAP12A
(pPAKAPI2A) vektorii kullanilarak gastrik kanser hiicre dizilerine gen transferi
yapilmis. AKAPI2A re-ekspresyonu gosterilmistir. Transgenik hiicre dizisinde TUNEL
assay ve Annexin V staining kullanilarak AKAP12A re-ekspresyonun apopitozu
indiikledigi gosterilmistir. Calismacilar bu bulgularla AKAPI2A restorasyonunun
gastrik kanser hiicrelerinde apoptozisi indiikleyerek hiicre cogalmasini baskiladigini
ileri stirmiislerdir. Sonu¢ olarak da AKAP 12/A ve AKAP 12/B’nin kaybimin gastrik
karsinom gelisiminde Onemli olabilecegi one siiriilmiistiir. Gravinin bir tedavi hedefi
olabilecegi, gastrik kanser ve diger malingnensiler icin biyomarker olabilecegi iddia
edilmistir™.

Huang ve arkadaslart MMTV-Wnt-1 transgenik fare meme kanseri modelinde
degisen gen ekspresyonlarini arastirmislardir. Meme kanseri gelisiminin degisik
evrelerinde gen ekspresyonlari incelenmistir. Gravinin de meme kanseri gelisiminde
ekspresyonunun azaldig1 gosterilmistir™.

Lahav ve arkadaslar1 melanom hiicre dizilerinde Endothelin reseptor B
(ETRB)’nin inhibisyonunun etkilerini incelemislerdir. ETRB inhibisyonu i¢in BQ788
kulanmiglardir. ETRB inhibisyonu ile hiicre dizilerinde apoptozun indiiklendigini
gostermiglerdir. ETRB inhibisyonun hiicrelerde olusturdugu gen ekspresyonu
degisiklikleri incelenmistir. Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii ve Hipoksinin
Indiikledigi Faktor-1 o (HIF-lo)’ min ekspresyonunun arttign gosterilmistir. Gravin
ekspresyonun ise VEGF’nin ekspresyonunun arttigr hiicre dizilerinde azaldig
gdsterilmistir. Gravinin melanom gelisiminde rolii olabilecegi 6ne siiriilmiistiir’>. Ancak
ilgin¢ olarak bu calismalarin ¢ogunda gravin ekspresyon azalmasi, kaybi1 ya da
metilasyonu ile klinik arasinda ciddi baglantilar incelenmemistir.

Bilban ve arkadaslar1 B hiicreli Kronik Lenfositik Losemi (B-KLL)’de
Lipoprotein Lipaz ( LPL) ekspresyonuyla iliskili gen ekspresyonlarini arastirmiglardir.
42 B-KLL tanili hastanin incelendigi bu ¢alismada RT-PCR ve cDNA array yontemleri
kullanilmistir. LPL ekspresyonu olan grupta belirgin olarak Gravin, Septin10 ve DMD
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ekspresyonlarinin arttigi gosterilmistir. LPL (+) ve (-) gruplar arasinda 14 farkli gen
ekspresyonu tespit edilmistir. Bu gen setlerinin tedavinin planlanmasinda ve prognozun
belirlenmesinde énemli 6nemli olabilecegi teorik olarak one siiriilmiistiir.

Boultwood ve arkadaslart AML, KML ve MDS’den olusan hemopoetik
neoplazili hasta 6rneklerinde Gravin gen ekspresyonunu arastirmiglardir. Bu calismada
41 AML, 10 MDS (5 refrakter anemi, 2 refrakter anemi ring sideroblast, 3 refrakter
anemi excess blast), 33 KML (7 kronik faz, 2 akselere faz, 24 blastik kriz) ve 3 imitanib
mesilat kullanan sitogenetik remisyonda olan hasta 6rnekleri kullanilmistir. Kronik faz,
akselere fazdaki KML tanili hastalardan ve MDS tanili hastalardan kemik iligi 6rnekleri
alinmistir. Kalca eklemi replasmani yapilan 10 goniilliden kemik iligi ornekleri de
kontrol olarak kullamilmistir. Diger hastalarin periferik kan ornekleri incelenmistir.
CD34 (+) hiicreler tespit edilip RT-PCR ile Gravin gen ekspresyonunu incelenmistir. 5
MDS tanili, 16 AML tanili hasta ve 50 saglikli goniilliiden periferik kan 6rneklerinde
mutasyon analizi yapilmistir. RT-PCR yontemi ile elde edilen sonuclar bizim
calismamizda oldugu gibi Comperative Ct yontemi ile degerlendirilmistir. AML tanili
hastalarin tiimiinde Gravin ekspresyonunun azaldigr gosterilmistir. Bir boliimiinde
Gravin ekspresyonu tespit edilememistir. MDS tanili 10 hastanin 9’unda Gravin
ekspresyonu azalmig olarak bulunmustur. Kronik faz, akselere faz ve blastik krizdeki
KML hastalarinda Gravin ekspresyonu azalmakla birlikte blastik krizdeki hastalarda
diger gruplardakine gore ekspresyon daha belirgin baskilanmis bulunmustur. Buna
karsin sitogenetik remisyondaki hastalarda, saglikli kontrollerle kiyaslandiginda daha
fazla gravin ekspresyonu tespit edilmistir. Mutasyon analizlerinde nokta mutasyonlar
tespit edilmemistir. Gravinin MDS ve KML’de prognostik bir marker olabilecegi one
siiriilmiistiir*”.

Cesitli neoplazilerde gravin ekspresyonu ile ilgili olup yukarida Ozetlenen

calismalar Tablo22’ de 6zetlenmektedir.
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Tablo 22: Malingnensilerde Gravin ile ilgili Yapilan Calismalar.

Cahsmaci | Timor Tipi Materyal Yontem Sonug Kalz'lgak
Frankfort | @ onkogen | NIH3T3 fljbr.c.)b}ast hiicre PCR Ekspresyon azalmig 44
transformasyonu kiiltiirii
Hucre kultiiri FIIISE’»H Metastaz gelisiminde
Xia prostat kanseri | Normal ve hiperplazik oz ECsImI 46
. . WB rolii gosterilmis
prostat doku ornekleri iF
. akciger 18 hasta ve 4 kontroliin ¢DNA-
Wikman . - . Array Ekspresyonu azalmis 48
adenokarsinomu doku drnekleri
RT-PCR
. papiller tiroid | 18 hasta ve 3 kontroliin RT-PCR
Wasenius . - . cDNA array | Ekspresyonu azalmis 49
karsinomu doku 6rnekleri it
Hiicre kiiltiirii 18 NB . . .
. . . WB Gravin geni metilasyonu
Choi gastrik karsinom hastanin normal ve e 50
tiimoral dokulart RT- PCR ekspresyon azalmis
! 5 MSP-PCR
MMTV-Wnt-1 WB
Huang Meme kanseri transgenik fare meme i Ekspresyon azalmig 51
kanseri modeli
Maling ) o RT-PCR ETRB inhibisyonu ile
Lahav Melanom hiicre kiiltiirti Gravin ekspresyonu 52
Melanom c¢DNA array art
mig
Bilban B-KLL 42 B-KLL tanili hasta RT-PCR LPL () Gravin 33
cDNA array ekspresyonu artmis
Myeloid
Boultwood AML, KML ve | 41 AML,36 KML, 10 RT-PCR | malingnensilerde Gravin 42
MDS MDS
ekspresyonu azalmig

Calismamiza akut 16semili 137 hasta dahil edildi. Bunlarin 100’ AML, 37’si
ALL 1di. AML ve ALL hastalar1 arasinda BK, Htc, LDH, iirik asit diizeyleri arasinda
fark bulunmadi. AML veALL’ li hastalar arasinda ACt degerleri arasinda istatistiksel
anlam farki bulunmadi.

BK, Htc, LDH, iirik asit diizeyleri ile ACt degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamh iligki saptanmadi. Lokosit sayisi ile hermoglobin, LDH, iirik asit degerleri
arasinda ve LDH ile 16kosit, tirik asit, AST, ALT degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml iligki saptandi ki bu bulgular literatiir ile uyumludur.

Kontrol grubu 25 saglikli goniilliiden olusturuldu. Hasta ve kontrol grubu
arasinda ACt degeri belirgin olarak farkli bulundu (p degeri <0.001). Kontrol grubunun
ortalama ACt degeri kullanilarak ‘‘fold change’’ degerleri hesaplandi. Tiim hasta grubu
ele alindiginda kontrol gruba gore hasta grubunda Gravin ekspresyonunun 11 Kkat
azalmis oldugu bulundu. Gravin ile ilgili literatiirde yapilan ve hemopoetik neoplazilerle

iliskili tek klinik ¢alisma Boultwood ve arkadaslarinin calismasidir. Bu c¢alisma
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sonuglart ile uyumlu olarak tiim hasta grubu ele alindiginda Gravin ekspresyonunun
azaldig1 goriilmektedir. Hastalar tek tek incelendiginde ise hem AML hem de ALL
olgularinda Gravin ekspresyonunun normal ve artmis oldugu hastalar bulunmaktadir.
12 hastada (%8.8) kontrol grubuyla benzer 19 hastada (%13.9) artmis Gravin
ekspresyonu saptanmistir. Boultwood ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismanin
verileri incelendiginde de bizim c¢alismamizda oldugu gibi AML grubunda kontrol
grubunun degerlerine yakin Gravin ekspresyonu gosteren hastalar goriilmektedir. Bu
grubun yapmis oldugu calismada AML tanili hasta sayis1 41 iken calismamizda AML
sayis1 100’diir ve gorece daha yiiksek hasta sayisi nedeniyle sonu¢ daha fazla bilgi
verici olabilir. Ayrica Boultwood’un calismasinda yalnizca gravin ekspresyonunun
diizeyi saptanmug, klinik ve/veya laboratuvar verileri ile ilintisi ve prognostik degeri
belirlenmemistir.

Bilindigi gibi akut l6semilerde sagkalima etki eden faktorler yas, BK sayisi,
LDH, performans skoru, indiiksiyon kemoterapisine yanit ve immiinfenotipdir.
Bunlardan en onemlileri sitogenetik anormallikler ile baslangictaki BK sayilar1 ve
indiiksiyon kemoterapisine yanittir. Akut l6semilerde yeni prognostik belirleyiciler
degerlendirilirken bu parametrelerle kiyaslama ve iligkilendirme yapilmaktadir. Bu
calismada da sagkalima etki eden bagimsiz faktorler olarak indiiksiyon kemoterapisine
yanit, 16kosit ve ACt degeri tespit edildi ve kemoterapiye yanit en giiclii belirleyici
olarak bulundu. ACt degeri ile sagkalim arasinda pozitif bir korelasyon bulundu. *‘fold
change’’ degerlerine gore hastalar Gravin ekspresyonunun azalma ve artma degerlerine
gore gruplandirildi. Ekspresyonun en fazla azaldigir grup sagkalimin en uzun oldugu
grup olarak tespit edildi. Bagka bir ifadeyle Gravin ekspresyonu artikca sagkalimin
azaldig1 saptandi.

Gravin ekspresyonu ¢esitli timorlerde ¢alisilmis olmakla birlikte ekspresyon ile
sagkalim iligkisine arastirdigimiz ya da ulasabildigimiz literatiirde rastlamadik. Ayni
sekilde akut 16semi olgularinda da yukarida da isaret edildigi gibi gravin ekspresyonu
ile sagkalim iligkisi incelenmemistir. Boultwood ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada KML alt grubundan sitogenetik remisyonda olan hastalarda Gravin
ekspresyonu kontrollerden yiiksek bulunmustur. Diger bir ifadeyle Gravin ekspresyonu
sitogenetik remisyonu dolaysiyla i1yi prognozu gosteren bir marker gibi durmaktadir.

Yalnizca 3 olgunun degerlendirildigi bu grup da olgu sayisinin azligi nedeniyle bir
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genellemeyi olanakli kilmamaktadir ve boyle bir iliskiyi tanimlayabilmek veya ileri
siirebilmek icin daha fazla veriye ihtiya¢ vardir.

B-KLL’li olgularin kapsandigi bir ¢alismada lipoprotein lipaz (LPL) mRNA
ekspresyonu iyi prognostik bir belirleyici olarak bulunmus ve uzun sagkalimla iliskili
gosterilmistir. LPL  pozitif hastalarda Gravin ekspresyonu da artmig olarak
saptanmustir-. Dolayl bir iliski de olsa Gravin ekspresyonunun uzun sagkalimla iliskisi
oldugu sdylenebilir ancak veriler bu yorumu yapmak icin heniiz yetersizdir.

BCL-2 anti-apopitotik bir proteindir ve tiimor hiicrelerinde ekspresyonunun
artt1ig1 bulunmustur. Bcl-2 ekspresyonu bazi tiimorlerde iyi prognozla iliskilidir. Bunun
mekanizmasinin Bcl-2’nin genetik stabiliteyi saglayarak p53 mutasyonunun neden
olabildigi ek mutasyonlar1 onledigi diisiiniilmektedir. Tersi diisiiniildiigiinde de Gravin
kotii prognostik faktorlerin etkilerini artirtyor olabilir™.

Bir tiimor siipresor gen olan Gravin diizeyinin artmasi ile sagkalimin azalmasi,
paradoksal bir durum olarak goziikmektedir. Literatiirde de tiimor siipresor genlerin
paradoksal davraniglar1 bildirilmistir. CDKN2A CDK/CCNDI1 (cyclin D1)-RB1
yolaginda rol oynayan bir timor siipresor gendir. Bir¢cok tiimorde ekspresyon diizeyi
azalmaktadir. Noroblastomlu evre 3—4 hastalarda ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir.
Bu hastalarda aktive olan diger faktorlerin RB1 inaktive ettigi bu inaktivasyona karsi
RB1 tarafindan CDKN2A’nin kompansatuar nonfonksiyonel overekspresyonunun
oldugu spekiile edilmistir’>. Gravin de siklinlerle iliskili bir gendir. Benzeri mekanizma
Gravin ekspresyon artisinin kotii prognozla iliskisini a¢ikliyabilir. Ancak bu iddia daha
fazla sayida olgu ve gozlem ile desteklenmedigi siirece boyle iddia edilmesi dogru
degildir.

Sonug olarak bu ¢alismada akut 16semi olgularinda bir tiimor siipresor gen olan
Gravinin ekspresyonun artisinin prognozu olumsuz yonde etkiledigi saptanmistir. Bu
durum genel olarak tiimor siipresor genlerin fonksiyonu agisindan paradoksal bir
durumdur. Prognozla ve Gravin ekspresyonuyla iligkili diger gen ekspresyonlarinin

arastirilmasi, varsa, bu paradoksal durumun nedenini ortaya koyabilir.
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6. SONUCLAR

1- 137 akut 16semili hasta calismaya dahil edildi.

2- AML ve ALL’li hastalarin Gravin ekspresyonlari arasinda fark saptanmadi.

3- Tim hastalar genel olarak incelendiginde Gravin ekspresyonunun kontrol
grubuna gore 11 kat azaldig1 bulundu.

4- Gravin gen ekspresyonu 19 hastada (%13.9) artmis, 106 hastada (%77.5)
azalmis, 12 hastada (%8.8) kontrol grubuyla benzer bulundu.

5- Hastalar gravin gen iriinii miktarindaki artma azalmalara gore gruplandirildi.
80 olguda (%58.4) Gravin gen diizeyi 100 kattan az azalma, 26 olguda (%19) 100
kattan fazla azalma, 14 olguda (%10.2) 10 kattan az artma, 5 olguda (%3.6) 10 kattan
fazla artma tespit edildi.

6- Gravin ekspresyonunun artmasi ile sagkalim siiresinin kisaldigi bulundu.

7- Sagkalima etki eden bagimsiz faktorler olarak Iokosit sayist ve ACt degeri
tespit edildi. Ancak indiiksiyon tedavisine yanit da degerlendirildiginde tek bagimsiz
faktor tedaviye tam yanit olarak saptandi ki bu bulgu da akut 16semilerde indiiksiyon
tedavisine yanitin halen en 6nemli prognsotik belirleyici oldugunu gostermektedir.

Sonug¢ olarak Gravin ekspresyonu akut losemilerde azalmaktadir ve gravin
diizeyi artan olgularda sagkalim olumsuz yonde etkilenmektedir. Ancak bu calismada
gravin subgruplari ayr1 ayr calisiimadigr icin bu konuda net yorum yapilmadan once

daha fazla sayida olguda gravin izoformlarinin ¢alisilmasi daha uygun olacaktir.
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