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OZET
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KRONIK MYELOSITER LOSEMIDE (KML) ENDOTELYAL NiTRIiK
OKSIT SENTAZ GEN POLIMORFIiZMLERININ SIKLIGI VE KML’DE
KROMOZOM DUZENSIZLIKLERININ (10-22 NO’LU KROMOZOMLAR VE
CINSIYET KROMOZOMLARI) MLPA YONTEMI ILE ARASTIRILMASI

Tugce SEVER
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Damsmam: Dog. Dr. Sacide PEHLIVAN

Temmuz 2009-76 sayfa

Bu calismada; Kronik Myelositer Losemi’deki (KML) kromozomal diizensizliklerin
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) yontemi ile 6zellikle
onkogen (EMS1, CRK, ERBB2, HRAS vb.), transkripsiyon faktorii (RENT2, NFKBIA,
RELA vb.), sinyal iletimi (CDKN1B, SPG3A vb.), sitokin (TNFRSF7 vb.), tiimor
stipresor (BRCA1, MDM2, BRCA2, RB1) ve apoptozis regiilasyonu (MOAP1, BAX,
PDCD8 vb.) ile ilgili 34 genin yeraldifi kromozom bolgelerindeki diizensizliklerin
aragtirilmas1 (BCR-ABL pozitif 48 hasta ve 15 saglikli kontrol) amaglanmustir. Ayrica
BCR-ABL pozitif 60 hasta ve 60 kontrol ile NOS3 geni -894 ve intron 4 VNTR
polimorfizmleri ¢alisilmustir. Elde edilen sonuglar hem kendi i¢inde hem de klinik
parametrelerle karsilastirilarak analiz edilmistir. MLPA analizleri sonucunda; 5 KML
hastasinin Niikleer Faktor Kappa B (NFKBI) geninde ve 1 KML hastasinin T-Hiicre
Translokasyon Geni 2 (LMO2) geninde duplikasyon saptanmustir. Degerlendirmeye
alinan tek degiskenli analizde 7 yillik olaysiz sagkalim etkileyen ve p degeri< 0,010
bulunan yas, sokal risk siniflamasi, splenomegali, 16kositoz (>50000) ve NOS3 gen
polimorfizmi ¢ok degiskenli analizde degerlendirildiginde parametrelerin tiimii anlamim
kaybetmis fakat NOS3 (-894) p= 0,084 olarak degerlendirmeye alinan diger prognostik
parametrelerin i¢inde anlama en yakin olarak bulunmustur. Sokal risk siniflandirmasi ve
ELN kriterlerine gore GT/TT ve GG alel dagilimlarnn arasinda siklik bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmugtur. NOS3 polimorfizmleri analizinde;
Hardy-Weinberg Esitsizligi (HWE) icin kontrol ve KML hasta grubu karsilastirildiginda
KML grubunda HWE’den sapma gozlenirken kontrol grubunda sapmanin olmadigi
belirlenmistir. Sonug olarak; bu tez KML’de, 11. ve 14. kromozomda saptanan
duplikasyonlar ile NOS3 gen polimorfizmlerinin klinik parametrelerle karsilastirildig
ilk ¢alisma olup NOS3 polimorfizmleri ile KML arasinda anlamli bir iliskinin oldugu
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kronik Myelositer Losemi, MLPA, NOS3 (-894/VNTR), DNA

v



ABSTRACT

Master of Science Thesis

THE FREQUENCY OF NITRIC OXIDE SYNTHASE GENE
POLYMORPHISMS IN CHRONIC MYELOID LEUKEMIA (CML)AND THE
MLPA SCANNING OF THE ABNORMALITIES IN 10™ TO 22"?
CHROMOSOMES AND GENDER CHROMOSOMES IN CML

Tugce Sever

Gaziantep University, Institute of Medical Sciences
Medical Biology Department

Adpviser: Assoc. Prof. Dr. Sacide Pehlivan

July 2009-76 Pages

In this study, the aim is to investigate the chromosomal aberrations in Chronic Myeloid
Leukemia (CML) in particular, aberrations on chromosome regions of 34 genes related
to oncogenes (EMS1, CRK, ERBB2, HRAS etc.), transcription factor (RENT2, NFKBI,
RELA etc.), signal transmission (CDKN1B, SPG3A etc.), cytokines (TNFRSF7 etc.),
tumor suppressors (BRCA1l, MDM2, BRCA2, RB1), and apoptosis regulation
(MOAP1, BAX, PDCD8 etc.) using the Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA) method. Fort his, 48 BCR-ABL positive patients and 15 healthy
individuals as control were included. The aberration in 34 genes on different regions of
14 chromosomes were investigated. Moreover 60 BCR-ABL positive patients and 60
individuals as control were used to investigate NOS3 (-894) and NOS3 VNTR gene
polymorphisms. Results were analyzed by comparing both among each other and with
clinical parameters. Consequently MLPA analyses revealed duplications in Nuclear
Factor Kappa B (NFKBI) gene in 5 CML patients and in T-Cell Translocation Gene 2
(LMO2) in 1 CML patient. When age, sokol risk score, splenomegaly, leukocytosis
(>50000), and NOS3 gene polymorphism which were all found to affect event-free
survival time(p<0.010) in univariate analyses were analyzed in multivariate analyses, all
the parameters lost their significance. However, NOS3 (-894) polymorphism was found
to be conspicuous among all the other prognostic parameters analyzed (p=0.084) but
was not significant. A statistically significant relationship in terms of frequency was
observed between GT/TT and GG genotypes in NOS3 (-894) gene according to the
sokol risk score and ELN criteria. The control and CML patient groups were compared
in the Hardy-Weinberg Equilibrium of NOS3 (-894/VNTR) polymorphism, a deviation
from HWE was observed in the patient group but not in the control group. This thesis
study is the first study to compare the duplications detected in the 11" and 14™
chromosomes in CML and clinical parameters. Nevertheless, NOS3 gene
polymorphisms appeared to be significantly related to CML while NFKB dublication
was not.

Key Words: Chronic myeloid leukemia, MLPA, NOS3 (-894/VNTR), DNA
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1. GIRIS ve AMAC

Kronik myelositer 16semi (KML) anormal hematopoetik kok hiicreden kaynaklanip
miyeloid, eritroid, monositer, megakaryositer serileri etkileyen klonal myeloproliferatif
bir hastaliktir (1). Kemik iliginde myeloid serinin asir1 ¢ogalimi, periferik kanda olgun
myeloid serinin artisina bagli 16kositoz ve splenomegali ile karakterizedir (1).
Karakteristik olarak KML bifazik veya trifazik olup ¢ogu hasta kronik fazda
bagvurmaktadir (2). Bu faz 3-6 yil siirmekte ve hastalik dogal seyri sonucunda daha
ilerlemis fazlar olan akselere veya blastik faza ge¢mektedir. KML, myeloproliferatif
hastaliklar grubu i¢inde simiflandirilir. Diger myeloproliferatif hastaliklar polisitemia
vera, myelofibrozis ve esansiyel trombositemi’dir (2). KML hastalarinda Multiplex
ligation-dependent probe amplification (MLPA) y6ntemi ile; RENT2, CREM, HRAS,
LMO2, RELA, EMS1, TNFRSF7, LRMP, BRCA2, RB1, ABCC4, CDH1, CRK,
ERBB2, BRCA1, TIMP2, CDH2, BCL2, BAX, STK15/STK6, STCH, MIF, PDCD8,
UTY, ERC1, CDKNI1B, PKP2, COL2A1, MDM2, TBX5, NFKBIA, SPG3A, TGFB3,
MOAP1 olmak iizere 34 genin bulunduklar1 kromozom bélgelerindeki (10-22 nolu

kromozomlar ve Cinsiyet Kromozomlarn) diizensizlikler arastirildi.

Nitrik oksit (NO), 1979’da siklik guanozin monofosfat (cGMP) iizerinden etki gosteren
potent bir periferik vaskiiler diiz kas gevsetici olarak tanimlanmustir. NO, hiicre igi ve
hiicre disinda diizenleyici islev goren kiiciik, reaktif bir serbest radikal molekiildiir.
Bir¢ok hiicresel islem; endotel, trombosit, vaskiiler diiz kas hiicreleri, néronlar ve diger
NO iireten hiicrelerden salinan NO tarafindan diizenlenmekte ve birgok dokuda
sentezlenmektedir. NOS’un néronal (nNOS veya NOS-1), indiiklenebilir (iNOS veya
NOS-2), endotelyal (eNOS veya NOS-3) olmak iizere 3 farkli formu vardir (3,4).
Literatiirde NOS3 gen polimorfizmleri ve prostat kanseri, gogiis kanseri, kolarektal
kanseri, over sendromu, beyin tiimorleri ile yapilmus bircok calisma mevcuttur. Bu
bilgilerden yola ¢ikarak MLPA yontemi ile yaptifimuiz analizler sonucunda Niiklear
Faktér Kappa B geninde olusan dublikasyonlarin NOS3 gen polimorfizmleri ile bir
iligkisi olup olmadiginin arastirildi ve KML hasta grubu ile kontrol grubunda elde

edilen veriler klinik parametrelerle karsilastirildi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. KML (Kronik Myeloid Lisemi) Evreleri

KML; klinikopatolojik seyri; kronik faz, hizla ilerleyen (akselere) faz ve blastik faz
olarak adlandirilir. Kan ve kemik iligindeki olgunlasmamis (blast) 16semi hiicre sayisi

ve belirtilerin ciddiyetine dayanarak hastalifin evresi belirlenir (5,6).
2.1.1. Kronik evre

Kan ve kemik ili§inde blast hiicre sayis1 %S5’ten azdir (5). Herhangi bir belirti
bulunmayabilir veya hafif belirtiler goriilebilir. KML hastalarinin ¢ogu birka¢ aydan

birkag yila kadar siirebilen bu evrede tani alir (5).
2.1.2. Akselere evre

Hastalar er veya ge¢ 16semi hiicrelerinin daha hizli arttig1 ve daha tehlikeli bir evre olan
akselere evreye gecerler. Blast sayisi yaklasik %15’e yiikselir (5). Bu evre haftalar veya
aylar siirebilir. Akselere evrede ates (enfeksiyon olmaksizin), kemik agris1 ve dalak

biiylimesi meydana gelir (5).
2.1.3. Blastik evre ya da blastik kriz

Genellikle 5 yil iginde, olgunlasmamus akyuvar (I6semi hiicresi) sayisinin ¢ok fazla
oldugu “blastik kriz” ortaya ¢ikar (6). Blastik evredeki l6semilerin tedavisi ¢ok zor
olmaktadir. Bu evrede kemik iligi yetmezligine bagl olarak kanama ve enfeksiyonlar
goriilebilir. Blast hiicre sayis1 %30’un lizerine ¢ikmustir. Bazen bu hiicreler kemikte
veya lenf nodlarinda tiimorler olusturabilirler. Bu noktada kronik 16semi, hizli ilerleyen

akut bir 16semi halini almustir (6).

2.2. Etiyoloji ve Epidemiyoloji

KML’nin kesin etiyolojisi bilinmemektedir. Iyonize radyasyonu takip eden 4-11 yilda
KML insidansinda artis gozlenir. Gelisiminde kimyasal ajanlar ve enfeksiyonun rolii
gosterilememis ve genetik gecis de tespit edilmemistir. KML, tiim 16semilerin %20
kadarin1 olusturur, yillik yakalanma olasilig1 toplumlarda 100.000 de 1-2 vaka seklinde
gerceklesir (2). Erkeklerde daha siktir ve ortalama goriilme yasi 45-55 yaslar1 olarak



saptanmustir. KML insidansi yasla artis gésterir ve hastalarin %30’u 60 yas iistiindedir.
KML vakalarin %3’ii ¢ocukluk ¢aginda goriiliir (2).

2.3. Patogenez
Nowell ve Hungerford, 1960 yilinda, KML hastalarinda G-grubu kromozom

anormalligini tamimlamiglardir (7). Bu yeni belirleyici kesfedildigi sehrin onuruna
Filedelfiya (Ph) olarak adlandirilmustir. Sonraki yillarda kromozom bandlama yontemi
ile Ph kromozomunun 9 ve 22. kromozom arasinda translokasyon ve 1980 yilinda
kromozom 9’da Abl protoonkogenin 22. kromozomdaki BCR geni yakinina resiprokal
translokasyonu gosterilmistir (Sekil 2.1) (10). Bu genetik degisiklik 210-kd molekiiler
agirlikta (p210) Ber-Abl fiizyon proteini olup tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. Son
zamanlarda ek Ber-Abl kirilma noktalari tanimlanmustir (8). Bunlar p190 ve p230° dur.
Bu proteinler otofosforilasyon ile hiicre ¢gogalimi, olgunlasmasi, 6liim ve yapisma uyari
ileti yolaklarini islevsellestirerek kotii huylu hiicre transformasyonuna yol agar (Sekil
2.2) (11). 22q11’de lokalize BCR geni ile normalde 9q34 iizerinde bulunan ABL
geninin kaynasimi molekiiler PCR teknikleri ve fluorescent in situ hybridising (FISH)
ile sitogenetik analizden daha hassas bir sekilde tesbit edilir (2). Bu metodlarin
gelistirilmesi diigiik tiimor ylikii ya da sitogenetik olarak Ph negatif vakalarin da
teshisine olanak saglamustir (2). Ph kromozomu yalmz myeloid hiicrelerde degil,
megakaryositik ve eritroid seri hiicrelerinde, ayrica vakalarin bir kisminda B
lenfositlerinde de bulunur. Hatta bazi vakalarda T lenfositlerinin kii¢iik bir boliimiinde
Ph pozitiftir. Bu bulgular KML’deki neoplastik transformasyonun pluripotent
hemotopoietik kok hiicre diizeyinde oldugunu gosterir (9). KML’nin pluripotent
orjinine ragmen, kemik iliginde yalnizca miyeloid, monositik ve megakaryositik diziler

artrms olup bu segici genislemenin nedeni bilinmemektedir (9).
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Sekil 2.1. Filadelfiya kromozomu; t (9;22) (q34;q11) (10).

ABHEZYON

Sekil 2.2. BCR-ABL otofosforilasyonla hiicre g¢ogalimi, olgunlasmasi, 6liim ve yapisma uyari-ileti

yolaklarini islevsellestirerek kotii huylu hiicre proliferasyonuna yol agar (11).

2.4. BCR ve ABL Geninin Yapisi

2.4.1. ABL geninin yapis1 ve proteininin fonksiyonu

ABL geninin ekspresyonu sonucu molekiiler kiitlesi 145-kd ve 9q34°de yerlesik olan,
11 ekzona sahip ve 230 kilobaz uzunlugunda ABL proteini olusur. ABL proteinleri
nonreseptor tirozin kinazlar olup sinyal iletimi ve hiicre biiyiimesinin diizenlenmesinde
onemli role sahiptirler (12). ABL genindeki kirtlma noktas: genellikle ekzon 2’nin 5’

(sentromere dogru) ucunu igermektedir. ABL ekzon 2 ve 11 (a2-all) BCR geninin



ekzon 2 ve 16 (b1-b5) arasindaki kirilma bélgesine (major breakpoint cluster region; M-
ber) yerlesir (12). Sonugta, gerceklesen gen fiizyonu ile BCR-ABL kimerik geni ve bu
genin kodladig: kimerik proteinler olan p190/BCR-ABL, p210/BCR-ABL, p230/BCR-
ABL proteinleri (190, 210 ve 230 kd) olusur (12). BCR-ABL fiizyon geni tarafindan
kontrol edilen ko&tii huylu transformasyon mekanizmalari, ABL tirozin kinaz
aktivitesinin kontroliinde; BCR/ABL pozitif hiicrelerin biyolojik 6zellikleri ve aktif
sinyal ileti yollarinda; bozulmus adhezyon 6zelliklerinde; mitoz sinyal ileti yollarinin
aktivasyonunda Ras ve MAP Kinaz yolaklari, JAK/STAT yolagi, PI-3 Kinaz yolag: ve
Myc yolag gibi; Apoptozun engellenmesinde ve ABL Gen aktivitesini engelleyen
proteinlerin parcalanmasinda rol oynamaktadir (13). ABL’in tirozin kinaz islevini
diizenleyen, ABL’1n N-u¢ kismi ti¢ SRC homoloji bolgelerine ( SH1, SH2 ve SH3 )
sahiptir. Bu bolgeler iginde SH1 bolgesi olduk¢a onemli olup tirozin kinaz aktivitesi
gosterir. SH2 islevinin tamaminin eksikliginde fosfotirozin baglanmasinda azalma ve
ABL’1n transforme kapasitesinde diisiis goriiliir. SH3, tirozin kinaz fonksiyonu iizerinde
negatif diizenleyici etkiye sahiptir (12,13). Normal ABL proteini hiicre siklusunun
diizenlenmesine, genotoksik strese karsi hiicresel cevaba ve integrin sinyalizasyonu
araciligryla hiicresel ¢evre hakkinda bilgi iletilmesine karisir. ABL proteini hiicresel
Ol¢gili birimi gibi karmasik rol saglayarak cesitli hiicre dis1 ve hiicre i¢i kaynaklardan
sinyalleri bir biitiin olarak toplar ve hiicre siklusu ve apoptozise gelince kararlan etkiler
(12). Hiicre siklusunun G1 fazinda yer alan hiicrelerdeki c-ABL (cellular-hiicresel
ABL)’1n niikleer havuzunun bir kismi Retinoblastoma (Rb) proteini ile karmasik

haldedir (12).
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Sekil 2.3. ABL protein yapisi (14)



2.4.2 BCR geninin yapis1 ve proteini

BCR geninin iiriinii olan ve her yerde ekspresyonu yapilan 160-kd agirligindaki
proteinde birkag yapisal motif betimlenmistir (15). Ik N-terminal ekzon serin-treonin
kinaz1 kodlar. Sadece bu kinazin substratlar1 proteinlerin 14-3-3 ailesinin iiyesi olan
Bap-1 ve belki BCR’1n kendisidir. BCR’1n N-terminal boélgesinde ‘coiled-coil’ bolgesi
in vivo ortamda dimerizasyona (Dimerizasyon Bolgesi) olanak saglar. Molekiiliin
merkezi dbl benzeri ve pleckstrin-homoloji (PH) bolgelerini igerir. PH bolgesi, Rho
guanidin exchange faktérleri iizerindeki guanidin trifosfat (GTP)’1n guanidin difosfat
(GDP)’ e doniisiimiinii uyarir (15). Rho guanidin exchange faktorleri NFKB gibi
transkripsiyon faktoérlerinin aktivasyonunu saglayabilir. PH bolgesinden sonra kalsiyum
bagimli lipid baglanma bolgesi (CaLB) yer alir. C-terminal bolgesi Rac i¢in GTPase
aktivitesine sahiptir ve Rac guanozin trifosfat-aktivatér protein ( Rac-GAP) bolgesi
olarak gecer. Ras siiper ailesinin kiigiik GTPase’1 aktin polimerizasyonunu ve fagositik
hiicrelerde NADPH oxidase aktivitesinin diizenleyicisidir. BCR birkag tirozin rezidiisii
iizerinden o©zellikle tirozin 177 (Y177) iizerinden fosforlanabilir (15). Y177, Ras
yolaginin aktivasyonuna karisan 6nemli adaptdr molekiil olan growth factor receptor-
bound protein 2 (Grb- 2)’e baglanir. ABL’1in COS1 hiicrelerinde BCR’1 fosforile ettigi

bunun sonucunda BCR kinaz aktivitesinin diistligii gosterilmistir(15).
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Sekil 2.4. BCR protein yapisi (14)
2.5. Uyan lletim Mekanizmalar:

2.5.1 MAP Kinaz Uyan Iletim Yolu

MAP kinazlar, “Mitogen-activated protein kinases” siiper ailesinde yer alirlar.
Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler hiicre zarlarindan gekirdege
bilgi aktarilmasinda ¢ok Onem tasimaktadir (16). Bu sinyal iletimi kaskadlari,

embriyogenezis, yasama, c¢ogalma, farklilasma ve apoptozis islevlerinin



diizenlenmesinde rol alir. MAP kinazlar ii¢ ana gruba ayrilir (16). MAP kinaz yolu
reseptor aracili uyarinin hiicre igine iletiminden sorumlu bir kinaz kaskadi olarak g¢alisir.
Kaskad sistemi hem uyar artisinda hem de diizenleyici etkilesimler (sinyalin siiresi,
siddeti ve kineti8i) agisindan onem tasir (17). Sinyalin iletimi G-protein aktivasyonu
(Ras aktivasyonu) ile baglar ve MAPKKK’nin (MAP kinaz kinaz kinaz)
aktivasyonundan sonra sirasiyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK (MAP kinaz)
aktive olur. MAPK ise sitoplazmik ara iirlinlerini (hiicre iskeleti elemanlari, diger
protein kinazlar) ve/veya niikleusta transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla

aktive eder ve hiicrenin biyolojik cevabi olusur (17).

2.5.2. Ras/Raf/MEK/ERK Uyar1 iletim Yolu

Hormonlar, biiyiime faktorleri ve farklilasma faktorleri bu sinyal yolunu kullanirlar. Bu
iletim yolu Ras aktivasyonu ile baglar ve sirasiyla Raf (= MAPKKK), MEK (=
MAPKK) ve Erk (= MAPK) proteinleri ile kinaz kaskadi ilerler (17). Ras ve Raf
protoonkogendir. Ras proteinlerinin aktif hale gelmesi i¢in translasyon sonrasi
modifikasyondan (farnezilasyon) sonra membrana yerlesmesi gerekir. Istirahat
halindeki hiicrelerde Ras proteinleri inaktif (Ras-GDP) halde bulunurlar. Hiicrenin
uyarilmasi ile GDP’nin yerine GTP baglanarak aktif yapiya doniisiim (Ras-GTP)
tetiklenir. Ras aktivasyonu tersinir bir siiregtir. Bu aktivasyonda rol oynayan molekiiller,
SOS (son of sevenless) ve Grb2 (growth-factor-receptor bound protein 2) adaptor
proteinleridir. Bu sinyal yolunun efektor molekiilleri, SOS iizerinde negatif diizenleyici
etki ile Ras aktivasyonunu sonlandirmaktadir. Aktive olan Ras proteinleri Raf kinazlara
yiiksek yatkinlikla baglanirlar ve Raf kinazlarin hiicre membranina yerlesimini ve
aktivasyonunu saglarlar (17,18). Raf kinaz inhibitorleri ile yapilan caligmalar Faz I-1I
asamalarinda siirmektedir (18). BCR/ABL’1n substratlari olan diger iki adapt6ér molekiil
Shc ve Crkl de Ras’1 aktive edebilir. Bu substratlar SH2 (Shc) ve SH3 (Crkl) bolgeleri
ile BCR-ABL’a baglanirlar. Ras’in aktivasyonu Ph kromozomu pozitif 16semilerin
patogenezinde dnemlidir (19). Interlokin-3 gibi sitokin reseptérlerinin uyarilmas: Ras’1in
aktivasyonuna neden olur ve aktif Ras proteini serin-threonin kinaz Raf’a baglanir ve
Raf proteini hiicre membraninda toplanir (19). Burada serin-treonin aminoasitlerinden
fosforillenen Raf proteini aktif hale gecer. Raf, gen transkripsiyonunun aktivasyonuna
neden olan Mek1/Mek2 ve Erk iizerinden sinyal yolagimi baslatir. Bundan bagka



Jnk/Sapk yolaginin BCR-ABL tarafindan aktivasyonu iizerinde c¢alisilmis ve malign
transformasyon igin gerekli oldugu goriilmiistiir. Béylece Ras iizerinden gelen uyar
GTP-GDP degisim faktorii Rac tarafindan Gckr (germinal center kinase related)’ e
iletilir ve buradan da Jnk/Sapk yolag: aktive edilir (19). MAP kinaz yolaginin iigiincii
kolu p38’in BCR-ABL transforme hiicreler ve diger mitojenik potansiyeli olan

yolaklarda aktif olduguna dair kanitlar vardir (19).

2.5.3. PI-3 kinaz/protein Kinaz B Uyari Iletim Yolu

Fosfoinozitid-3 kinaz (PI-3K) ailesi, biiyiime ve yasama sinyallerinin iletiminden
sorumlu proteinlerdir (20). Reseptoriin uyanlmasindan sonra PI-3K, hiicre
membraninda inozitol fosfolipidlerin fosforilasyonunu katalizler. Fosfotidilinozitol
trifosfat (PIP3), bu yolla olusan bir lipid mediatordiir. PIP3, PIP3 bagimli kinazlar
(PDK) ve protein kinaz B (PKB)’nin aktivasyonundan sorumludur (21). Protein kinaz
B, Aktl ve Akt2 genleri tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu genler, viral v-akt
onkogeninin insanda bulunan homologlaridir (21). Sitokinler ve biiyiime faktorleri PI-
3K ve PKB yolunu aktive ederek hiicreler icin yasama sinyalleri olustururlar. Timo6r
baskilayici proteinlerden PTEN ise, PIP3 olusumunu engelleyerek negatif diizenleyici
rol oynar. Protein kinaz B uyans: hiicre iginde gesitli proteinlerin aktivitelerini
etkilemektedir. Bunlardan biri, “mammalian target of rapamycin (mTOR)” proteinidir
(22). Kinaz aktivitesine sahip olan bu proteinin rapamisin tarafindan inhibe oldugu
gosterilmistir. Protein kinaz B aktivasyonunun hiicre dongiisti tizerindeki etkileri de
karsinogenez siirecinde 6nem tasir. p21 proteini hiicre dongiisiiniin erken G1 fazinda
siklin D ve siklin bagiml kinaz 4/6 (cdk4/6) kompleksi iizerinde pozitif uyarici etki
yapmaktadir. Protein kinaz B, p21’in stabil formunun olusumunu tetikler ve hiicre
dongiisiiniin  ilerlemesine uyarici yonde etki eder. Buna ek olarak, p21’in
degradasyonunu uyaran proteini de inhibe etmektedir (22). Hiicre dongiisiiniin inhibitdr
proteinlerinden p27°nin siklin-siklin bagimli kinaz kompleksine baglanmasi igin,
sitoplazmadan hiicre ¢ekirdegine yer degistirmesi gerekir (22). Onkojenik uyari halinde
(PTEN mutasyonu, HER2 veya EGFR aktivasyonu) bu protein fosforilasyona ugrar.
Bunun sonucunda, p27 sitoplazmaya geri doner ve hiicre dongiisiindeki inhibitor etkisi
ortadan kalkar. Bu calismalar, siirekli ve/veya kontrolsiiz protein kinaz B uyarisi ile

tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasi arasindaki dogrudan iliskiyi gostermektedir (22). Protein



kinaz B uyarisinin dogrudan etkili oldugu hiicresel islevlerden biri de apoptozistir. PKB,
proapoptotik BAD proteini ile kaspaz 9 ilizerinde inhibit6ér etki gosterirken, NFKB

uyarist ile de antiapoptotik cevabi desteklemektedir (22).

2.5.4. JAK/STAT Proteinleri ile Uyar1 iletim Yolu

“Signal transducer and activator of transcription (STAT)” proteinleri 1990’11 yillarin
basinda interferon (IFN) aracili olarak gen transkripsiyonunun diizenlenmesi ile birlikte
tanimlandi. Giiniimiizde, gesitli sitokinlerin farklt STAT proteinlerini aktive ettikleri
bilinmektedir. Memeli hiicrelerinde yedi STAT proteini tanimlanmustir (23). Bunlar;
STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSa, STAT5b ve STAT6 olarak
adlandirilmaktadir. Sitokin, hiicre ylizeyindeki reseptoriine baglanir (o alt birim). Daha
sonra aa ya da af oligomerizasyonu gergeklesir (23). Bu oligomerizasyon, reseptor ile
iliskili olan JAK proteinlerini capraz fosforilasyon ile aktive eder. Aktive JAK
proteinleri reseptorii de fosforile ederler. Bu bolgeler sitoplazmadaki inaktif STAT
proteinlerinin reseptor ile etkilesmesine olanak saglar. STAT proteinlerin daha sonra
homodimer ya da heterodimer olusturmak iizere reseptdrden ayrilarak hiicre ¢ekirdegine
gelirler ve DNA iizerinde 6zgiil cevap eleman: dizileri ile etkileserek hedef genlerin
transkripsiyonunu uyarirlar. STAT3 ve STATS aktivitelerinin kontrolsiiz isleyisi malign
transformasyonda rol oynamaktadir. STAT proteinleri iki mekanizma aracilifiyla

karsinogenezde etkili olur. Bunlardan biri STAT 1n siirekli aktivasyonudur (23).

Diger degisim ise proteinin c-ucunun mutasyona ugramasidir. Devamli olarak aktif olan
STAT proteini antiapoptotik yollar1 uyararak malign siirecte etkili olabilir (22). IL-6 ile
devamli STAT3 aktivasyonu uyarilan multipl miyeloma hiicrelerinde antiapoptotik
proteinlerden BCL-xL ve Mcl-1’in artti31 gosterilmistir. STAT aracili sinyal iletimi ile
uyarilan hedef genlerin (6rnegin; c-myc, siklin D1 ve BCL-xL) hiicre dongiisiiniin
kontroliinii saflayarak ve/veya apoptozisi Onleyerek karsinogenez siirecinde etkili
olduklar: One siiriilmektedir (22). Ayrica, STAT aracili uyan iletiminin kotii huylu
sirecin  gelisiminde MAP kinaz yolunun aktivasyonu ile etkilesebilecegi
diistiniilmektedir. Devamli aktif STAT3 proteini ile hastaliksiz sagkalim siiresi
arasindaki ters iliski anlamli bulunmustur. BCR-ABL kimerik proteini hematopoietik
hiicrelerde biiyiime faktoriinden bagimsiz olarak ¢ogalma ve transformasyonu tetikler.

Bu onkoprotein JAK/STAT yolunun siirekli aktif olmasina yol agar. Imatinib mesilat ile



tetiklenen apoptozis STATS5 aktivitesinin inhibisyonu ve BCL-xL ekspresyonunun
azalmasu ile iligki gostermistir (22).

2.5.5. Myc Yolag:

Birgok insan malignitesinde myc onkoproteininin asir1 eksprese oldugu gosterilmistir.
Myc’in transkripsiyon faktorii gibi etki yaptif1 diistiniilmekte ancak hedef genleri genis
capta tam olarak bilinmemektedir (24). Myc’in islevsel hale gelmesi BCR-ABL’nin
SH2 bolgesine baglanmasiyla saglanir. V-ABL-transforme hiicrelerde elde edilen
sonuclar gostermistir ki sinyal Ras/Raf, siklin bagimli kinazlar (cdck) ve E2F

transkripsiyoun faktorii tizerinden Myc promotorunu aktive etmektedir (24).

2.5.6. Apoptoz Onlenmesi

Ph kromozomu pozitif hiicre serileriyle yapilan ¢alismalarda, bu hiicrelerin DNA hasari
tarafindan indiiklenen apoptozise karsi direngli olduklan gézlemlenmis, ancak altinda
yatan mekanizmalar tam anlamiyla anlasilamamustir (24). Onemli goriislerden biri
BCR-ABL’nin kaspazlar1 aktive ederek mitokondriden sitokrom ¢ salimim
engellemesidir. Kaskad seklinde gergeklesen kaspaz aktivasyonuna BCL-2 ailesi
iiyelerinin aracilik ettikleri diisiiniilmektedir. Baf3 hiicre serisinde BCR-ABL’nin Ras
yolag: iizerinden BCL-2 proteinini arttirdifi yine 32D hiicrelerinde de BCR-ABL’nin
PI-3 kinaz yolag: iizerinden BCL-2 proteinini arttirdifi belirlenmistir. Ayrica Ph
kromozomu pozitif hiicrelerde STATS’in aktivasyonu ile antiapoptotik bir protein olan
BCL-xL’nin transkripsiyonel olarak aktif hale gectigi belirlenmistir. Diger bir goriis ise,
proapoptotik bir protein olan Bad’in fosforilasyonudur. Bad’in iki serin aminoasidinden
Akt, Raf ve Ras proteinleri tarafindan fosforile edildigi, ayrica interferon uyusum dizisi
baglanma protein (ICSBP)’in regiilasyonunu degistirerek apoptozisi inhibe ettigi
diisiiniilmektedir (24).

2.6. MLPA Yontemi

2002 yilinda J. Shouten ve arkadaslar1 MLPA yontemini tammlamiglardir. Yalnizca 20
ng insan DNA’s1 kullanarak 40 farkli DNA dizisinin ¢aligilabildigi bu yontem ile ekzon
delesyonlar1 ve duplikasyonlar, trizomiler, hiicre hatlarindaki ve tiim6r 6rneklerindeki
kromozomal diizensizliklerin karakterize edilmesi, Tek Niikleotid Polimorfimleri (SNP

= Single Nucleotide Polymorphism) ve mutasyon tespiti gerceklestirilebilmektedir.
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MLPA ydnteminde 6rnek niikleik asitleri degil, 6rnege baglanan problar amplifiye edilir
ve Olgiiliir (25). Problarin, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR = Polymerase Chain
Reaction) ile amplifiye olmasi probun hedef dizisinin ornekte bulunmasina dayahdir.
Her prob, bir tanesi sentetik diferi M13’den tiiremis, hedef dizinin bitigik bslgesine
hibridize olan iki oligoniikleotid icermektedir. Bu hibridize olan prob oligoniikleotidleri,
alt dizilerin amplifikasyonuna engel olmayacak sekilde yapisir (ligate edilir) (25).
Yapisan tiim problar yalmzca bir primer ¢iftini kullanarak normal amplifikasyonun
gerceklesmesine miisaade edecek belirli bir sonlanma dizisine sahiptir. Her prob 130
baz cifti (bg) ve 480 b¢ arasinda oranlara sahip amplifikasyon iiriiniine gore 6zgiin pik
verir ve analiz edilir. Prob hedef dizileri kiigiiktiir (50-70 nt=niikleotid). Ligasyon
reaksiyonunun uygulanmis olmasi, tek niikleotid farkliliklarinin ayirt edilmesinde
avantaj saglamaktadir (25).

Kromozomlarda bulunan 6zgiil kromozom dizi tekrarlar1 (Short Tandem Repeat) kopya
sayilar1 farkliliklar ile insan hastalik ve sendromlan arastirilabilmektedir. Amplified
Frangment Length Polimorfizm (AFLP) ve farklilasmus mRNA goriintiileme
(differantial mRNA display) gibi niikleik asit parmak izi olarak tanimlanan bu kopya
sayilar1 farkhlifim1 kullanan teknikler, tiim pargalanin amplifikasyonunda yalmz bir
primer seti kullamilmasiyla bir reaksiyonda DNA parcalarinin amplifiye olmasinda
PCR’1n kullanilabilecegini gostermislerdir. AFLP yontemi, 50’den fazla rastgele dizinin
kopya sayilarinin tek bir reaksiyonda tespiti i¢in kullamilabilir. Multiplex amplifiable
probe hybridisation (MAPH) yontemi de benzer bir yontem olmasina karsin rastgele
degil de 40 farkhh hedef diziye 6zgiil tespit ve Olgliim imkam saglamaktadir. MAPH
yonteminde Ornek niikleik asitlerinin amplifiye olmasindan farkli olarak eklenen
oligoniikleotid problar amplifiye olur. Ornek niikleik asidlerin immobilizasyonu ve
fazla problarin ¢ikarilmasi MLPA’da 6nemli degildir (26). Her MLPA probu bir kisa
sentetik oligoniikleotid ve bir M13 fajindan tiiretilmis uzun oligoniikleotid probu
icermektedir (27). Problardaki kisa sentetik oligoniikleotid, 3’ ucunda hedefe 6zgii bir
dizi (21-30 niikleotid) ve 5’ ucunda isaretlenmis PCR primerine 6zdes 19 niikleotidlik
genel bir dizi ihtiva eder (27). Uzun olan MLPA probunun hazirlanmasi igin, 25-43
niikleotidlik hedefe 6zgii oligoniikleotid, bir M13 tiirevi SALSA vektoriine klonlanir.
Elde edilen klonlar, Escherichia coli straini (irkt) olan TG1 kiiltiiriine alinir. Tek iplikli
DNA, faj pargalarin1 polyethyleneglycol ile ¢okelterek, viriisii 1s1 ile bozulup ve
DNA’y1 cetyl-trimethyl-ammonium bromide ile ¢okelterek saflastirilir. Tek iplikli
DNA, EcoRYV ve Bsml ‘de bu iki kisa oligoniikleotidin birlesmesi (annealing) sayesinde
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kismi olarak cift iplikli yapilir. EcoRV ve Bsml kesimi ile 7200 niikleotidlik M13
pargas1 ve MLPA prob oligoniikleotidi (80-420 niikleotid) olusur. Bu oligoniikleotid
prob, 5’ fosforile ucunda 25-43 niikleotidlik hedefe 6zgii bolge dizisini, isaretlenmemis
PCR primerinin tamamlayicisi olan 36 niikleotidlik diziyi ve degisen uzunluklarda olan
stuffer dizisini igerir. Kullanmadan 6nce 7200 niikleotidlik M13 pargasini ayirmak ¢ok
zor degildir. Tiim hedef diziye 6zgii problarin erime (melting) sicakligi 100 mM NaCl
‘de 65 °C’nin iizerindedir. Hibridize prob kisimlarinin tasarlanmasinda gegerli
veritabanlari kullanilir (27).

MLPA yontemi ile gergeklestirilmis ve yaymnlanmis, pubmed (25) veritabanina kayitli
386 makale ve 21 derleme bulunmaktadir. Bunlardan 125 tanesi cesitli kanser vakalari
ile iligkili olarak yapilan calismalardir. Bu vakalar gogiis ve yumurtalik kanseri,
kolorektal kanser, duedonum kanseri ve lenfotik 16semi seklindedir (28,29). KML ile
iliskili olarak MLPA yo6ntemi ile yapilmus bir ¢calisma heniiz bulunmamaktadir.

2.7. Taranan Genler

KML hastalarinda MLPA yo6ntemi ile; RENT2, CREM, HRAS, LMO2, RELA, EMS1,
TNFRSF7, LRMP, BRCA2, RB1, ABCC4, CDH1, CRK, ERBB2, BRCA1, TIMP2,
CDH2, BCL2, BAX, STK15/STK6, STCH, MIF, PDCD8, UTY, ERC1, CDKNIB,
PKP2, COL2A1, MDM2, TBXS, NFKBIA, SPG3A, TGFB3, MOAPI1 olmak iizere 34
genin bulunduklar1 kromozom bolgelerindeki (10-22 nolu kromozomlar ve Cinsiyet

Kromozomlari) diizensizliklerin arastirilmasi planlanmistir (Sekil 2.5) (30).
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Sekil 2.5. Taranan genlerin kromozomlar iizerinde yerlesimleri (30).

“PDuplikasyon saptanan genler.

2.7.1. Anlamsiz Transkripsiyon Regiilatorii 2 (RENT2)

Bira mayast UPF2 homologu olarak da isimlendirilen bu gen insan 10. kromozomunun
p kolunda yer alir (10p15-p13) (31). Northern Blot analizi ile HeLa hiicrelerinde UPF2
‘nin 5,4 kb’lik transkripsiyon iiriiniiniin ekspresyonu gézlenmistir (31). Maya UPF2 ve
UPF3 genlerinin homologlar i¢in dizi verisi arastirilirken RT- PCR ile UPF2, UPF3a ve
UPF3b olarak adlandirilan bu ii¢ proteini kodlayan komplementer DNA izole edilmistir.
Daha sonra yapilan calismalarda UPF2, UPF3a ve UPF3b’nin UPF1 ile kompleks
oldugu ve UPF2’nin bazi bolgelerinin niiklear hedef aktivitesini etkiledigi
gosterilmistir. Bu protein perinuklear alanda lokalize olmaktadir. RENT2, mRNA

denetiminde gerekli kesim sonrasi ¢oklu protein kompleksinin pargasi olan bir protein
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icerir. Onciil durdurucu kodonlarn iceren mRNA’ larin NMD (nonsense-mediated

decay) tarafindan indirgenmesini tetikler (32, 33).

2.7.2. cAMP Sorumlu Element Modiilatorii (CREM)
CREM geni insan 10. kromozomunun p kolunda yer almakta (10p12.1-p11.2) ve 345

amino asit (aa) icermektedir (34). Nukleusta yer alan CREM geni liriinii transkripsiyon
diizenleyicisidir. CREM geni farklilasmus kesim ile cAMP katkili transkripsiyonun hem
antagonistlerini (hasim, muhalif) hemde aktivatorlerini kodlayan ¢oklu ekzogenik bir
gendir. Antagonistik fonksiyonlu kesim ¢esitleri, glutamince zengin iki bdolgeden
yoksundur ve cAMP katkili transkripsiyonu engeller (35). Transkripsiyonel aktivator
olan CREM geni mayoz sonrasi hiicrelerde fazla eksprese olur ve spermatozoonun
yapilanmasinida igeren cesitli haploid germ hiicresi 6zgii genlerin aktivasyonundan
sorumlu da olabilir (35).

2.7.3. V-HA-Ras Harvey Rat Sarkoma Viral Onkogen Homologu (Hras)
Onkogen Hras insan 11. kromozomunun p kolunda yer alir (11p15.5) ve RAS gen

ailesine aittir (34). Ras ailesi, H-ras, K-ras ve N-ras’ tan olusur. Kanser gelisiminde, Ras
geni nokta mutasyonlari rol oynar (36). Embriyogenezde, yara iyilesmesinde ve
mitozun artmis oldugu durumlarda da genin ekspresyonu goriiliir. Ras proteinleri;
membranda bulunan Guanozin trifosfataz (GTPase) aktivitesine sahiptir, hiicre
membranindan niikleusa sinyal transdiiksiyonunda ve hiicre biiylimesinde rol oynar. Ras
proteininin normal hiicredeki gorevi, uyarici sinyallerin oldugu durumlarda Guanozin
trifosfat (GTP)’a baglanip aktif hale gecerek uyarici sinyalleri nukleusa iletmektir (36).
Bu sinirhi sinyal iletimi sona erdiginde de GTP molekiiliiniin GTPase enzimi araciligiyla
hidrolize olmasi sonucu Guanozin difosfat (GDP) proteinine bagl inaktif formunu
olusturup, istirahat fazina donmesini saglamak ve bir sonraki uyariyr beklemektir.
Mutant Ras proteini GTPase aktivitesini inhibe ettiinden, gen iiriinleri kontrolsiiz
olarak iiretilir. Ras’in onkogenik ©zellik kazanmasi nokta mutasyonu veya gen
ekspresyonunun artisi ile olur. En stk K-ras mutasyonu goriiliir. H-ras mutasyonu daha
seyrek ve N-ras mutasyonu ise ¢ok nadirdir (36). Mutasyonlarin ve amplifikasyonun

nadiren gézlenmesi ras gen aktivasyonunun diger mutasyon mekanizmalar: tarafindan
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etkilendigini gosterir. Meme kanserlerinde ras onkogenlerinde en sik rastlanan
mutasyon asir1 ekspresyondur (37). H-ras’in artmus ekspresyonu lenf nodu
metastazlarinda ve ileri histolojik dereceye sahip tiimérlerde goriilmiistiir. Iyi huylu
fibrokistik, fibroadenom ve karsinomlu kisilerde yapilan ¢alismada c-myc, H-ras, K-ras
ve N-ras ekspresyon seviyelerinin iyi huylu meme dokularindan ¢ok karsinomlarda
daha yiliksek olduklar1 bildirilmistir (37). H-rasl allel kaybinin histolojik grade-III
tiimorlerde, Ostrojen ve/veya progesteron reseptdr kaybi ve kotii klinik gelisime sahip
hastalar ile ©nemli derecede iliskili oldugu gosterilmistir (38). Boylece H-rasl
lokusunun genotipik analizi meme kanser riski tasiyan hastalarin tayininde prognostik
bir deger olabilecegi ileri siiriilmiistiir. p21’in seviyelerinin, hormona cevap veren
meme kanser vakalarinin her birinde yliksek bulunmasina ragmen hormon ile iligkisiz
tiimor vakalarinda da saptanmustir (38). Ras’in yiiksek seviyeleri hiperplastik lezyonlar
ile karsilastirildiginda invazif meme karsinomlarinda daha yiiksek bulunmustur.
Postmenoposal hastalarda yiiksek seviyelerde p21 ekspresyonuna egilim vardir (38). H-
ras gen mutasyonlar1 nadir olmakla birlikte meme kanserinde %70’ lik bir risk nedenidir

(38).

2.7.4. T- Hiicresi Translokasyon Geni 2 (TTG2 veya LMO2)

LMO?2 geni insan 11. kromozomunun p kolunda yer almakta (11p13) olup Rhombotin 2
(RBTN2) veya T-hiicresi translokasyon geni 2 (TTG2) olarak da isimlendirilir (31).
Insan ve faredeki LMO2 geni yiiksek benzerlik gostermektedir ve sisteince zengin
benzer iki LIM bolgesi kodlamaktadir. Farede Northern blot analizi ile LMO2
mRNA’sinin embriyo gelisim asamalarinda eksprese oldugu, eriskinde merkezi sinir
sistemi, karaciger, bobrek, akciger ve dalakta ekspresyonunun bulundugu goézlenmistir
(39). T-hiicreli akut lenfoblastik 16semiye 6zgii LMO2’de bir translokasyon kirilma
bolgesi arastinlmigtir (39). T-hiicreli 16semide LMO2 fonksiyonu 11. kromozomun
11p15 bolgesindeki bir translokasyon ile bozulur. Immiinohistokimyasal analizler
kullanilarak LMO2 geninin normal Germinal-Merkezi (GC) B hiicrelerinin
niikleosunda, GC tiirevi B hiicre hatlarinda ve GC tiirevi B hiicresi lenfomasinin alt
gruplarinda LMO?2 ekspresyonu gosterilmistir (39). LMO2 geninin eritropoezde ve T
hiicreli 16komogenezde ©nemli rolleri vardir (40). B hiicreli lenfomada uzun sag

kalimda LMO?2, BCL6 ve FN1 genleri ile iliskili ve CCND2, SCYA3 ve BCL2’nin kisa
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sag kalimda etkili oldufu uluslar arasi tani indeksinde yer alan g¢alismalarda
gosterilmistir (40). Fare ile yapilan deneylerde, retroviral yolla baskilanmig
hematopoetik tiimérlerinden elde edilen klonlarn ii¢ binden fazla retroviral entegrasyon
bolgesini iceren veri tabani arastinldiginda LMO2 geninde integrasyonla iki farklh

16semi tespit edilmistir. Bu gen 6zellikle T-hiicreli 16semi hastalarinda galisilmastir (41).

2.7.5. V-REL Avian Retikuloendotelyosiz Viral Onkogen Homologu A (RELA,
NFKB3)

Niiklear faktor kapa B, subunit 3 (NFKB3) ya da transkripsiyon fakt6rii NFKB3 olarak
da adlandirilan bu gen insan 11. kromozomunun q kolunda yer almaktadir. 10 ekzon,
551 aa igerir ve 8.1 kb’lik yer kaplamaktadir (34). NFKB hematopoez, transformasyon,
apoptozis, proliferasyon, immiinite, invazyon, anjiogenez ve metastaz ile ilgili genleri
denetim altinda tutmaktadir. NFKB, Rel domaini i¢ceren proteinlerden olusan bir protein
ailesi olarak tanimlanmaktadir. Bu domainler, RELA (p65), RELB, RELC, p50 (NF-
KB1) ve p52’dir (NFKB2). NFKB1 ya da NFKB2 NFKB kompleksini olusturabilmek
icin REL, RELA ya da RELB’ye baglanir. NFKB’nin en sik rastlanan formu p50
(NFKB1)/p65 (RELA) heterodimeridir. NFKB kompleksi transkripsiyonu niikleus da
gerceklesir ve NFKB heterodimerik p65-pSO  ve p65-RELC  kompleksleri
transkripsiyonal aktivatordiir. NFKB p65-p65 kompleksi IL-8 ekspresyonunun invasin-
bagli aktivatoriidiir (42,43). Zhong ve arkadaslari, transkripsiyonel olarak inaktif
NFKB’nin histon deasetilaz HDACI1 ile kompleks olusturan p65 ya da p5S0
homodimerlerini igerdigini bulmuslar ve RELA’nin UV bagimli apoptozda pay1

olabilecegini diistinmiislerdir. Ayrica bu gen DNA tamiriylede iliskili bulunmustur (44).

2.7.6. Kortaktin (EMS1)

EMS1 geni, bir onkogen olup insan 11. kromozomunun q kolunda yer almaktadir
(11q13) (31). Hiicre yapisinin diizenlenmesine katkida bulunan bu gen 550 aa igerir ve
hiicrede sitoplazma ya da hiicre iskeletinde bulunur (31). Kortaktinin en 6nemli gérevi;
karsinoma hiicreleri ve epitelyumda hiicre iskeleti ve hiicre adhezyon yapisini
diizenlemektir. Apoptozis esnasinda, kaspaz baghh yapilarin protein kodlamasini

engeller ya da azaltir. Ayrica, transforme olmus hiicrelerin tirozin fosforilizasyonunda,
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hiicresel biiylimenin diizenlenmesi ve transformasyonuna da katkida bulunur. Bu genin
amplifikasyonu gogiis kanseri, ense ve kafada bulunan hiicre karsinomlarinda siklikla
rastlanabilir. Bu bdlgede amplifiye oldugu bilinen onkogenler INT2 ve FGF4’tiir.
EMS1’in p80 ve p85 olarak tanimlanan 2 formu bulunur. Bu karsinomlarda p85’in
p80’den post translasyonel modifikasyonla tiiredigi bulunmustur. Ayrica potasyum

kanallarinda EMS1’in 6nemli rolleri oldugu bildirilmistir (45,46).

2.7.7. Tiimor Nekrosis Faktor Reseptor 7 (TNFRSF7)

T-Hiicre Aktivasyon Antijen CD27 olarak da isimlendirilen bu gen insan 12.
kromozomunun p kolunda yer almaktadir (12p13) ve 260 aa igerir (31). Bigler ve ark.
Sezary sendromlu bir hastanin l6semik hiicrelerini bir immiinojen olarak kullanip
monoklonal bir antibody gelistirmistir. Bu monoklonal antibody TNFRSF7 olarak
adlandinlmistir ve l6semik hiicrelerle sirkiile T-lenfositlerinin alt gruplarin
etkilemektedir (47). Hiicreler, mitojenler ya da alloantijenler tarafindan aktive edildigi
zaman monoklonal antibody TNFRSF7 dinlenen hiicrelerden alti kat daha yogun
boyandig1 goriilmiistiir. Bu genin disiilfiit bagli bir homodimer oldugu agiklanmus ve T
hiicre aktivasyonu sirasinda fonksiyonel bir rol oynadig1 gosterilmistir (47). TNFRSF7
geni tiimor nekroz faktdr reseptor siiper ailesinin bir tiyesidir. Diger iiyeleri TNFRI1,
TNFR2, NGFR, CD30, CD40, CD95, OX40’dir. Bu reseptérlerin hiicre biiylimesinde,

farklilasmasinda ve apoptozda 6nemli rol oynadig bildirilmistir (48).

2.7.8. Lenfoid Sinirlayict Membran Proteini (LRMP)

Yeni tanimlanan bu gen 12. kromozomun p kolunda yer almaktadir (12p12.3) (31). Bes
yiiz elli bes aa igerir ve 59,6 kD molekiiler agirhigindadir (31). LRMP geninin kodladig:
protein lenfoid hiicre hatlarinda ve dokularda eksprese olmaktadir. Bu protein
endoplazmik retikulumun sitoplazmik yiiziinde bulunur. Lenfoid dokularda, ayrica
pankreas ve kolonda Jawl/LRMP transkriptleri bulunmustur. Jawl/LRMP geninin
BCL6 geni ile iliskide oldugu rapor edilmistir. Periferal dokularda Jaw1/LRMP geni B-
hiicrelerin germinal merkezinde (GC) asin1 eksprese olurken T-hiicre neoplazmasinda
ekspresyonu yoktur. Burkitt’s lenfoma, Hodgkin’s lenfoma, kronik lenfoblastik 16semi

ve B-hiicreli lenfoblastik 16semide bu genin ekspresyonu gozlenmistir (49,50).
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2.7.9. ELKS/RABG ile Etkilesen /CAST Ailesi Uyesi 1 (ERC1)

ERC1 geni insan 12. kromozomunun p kolunda yer alir (12p13.3) ve 39 kD molekiiler
agirhgindadir (31). ERC1 geninin kodlamis oldugu protein, norotransmiter salinimi
kontrol eden aktif bolge protein ailesinin iiyesidir (51). Bu gen t(10;12)(ql11;p13)
translokasyonu sonucu meydana gelen gen diizenlenmesinde reseptor tirozin kinaz geni
olan RET ile kaynasir (51). Ayrica bu genin ndrotransmiter saliniminin kontroliinii
gerceklestiren sinir terminal aktif bolgelerindeki sitomatriks organizasyonunda yer
aldify diisiiniilir ve vesikiil alisverisinde de rol oynar. Rab-6 kontroliindeki

endozomlardan golgiye tasinimda yer alir (51).

2.7.10. Siklin Bagimh Kinaz Inhibitori 1B (CDKN1B)

Insan 12. kromozomunun p kolunda yer alan siklin bagimli kinaz inhibitorii 1B
(CDKNI1B) alternatif ismi olarak p27KIP1 olarak adlandirilir (12p13) (31). Aktif CDK
kompleksinin sentezi ve yok edilmesi CDK inhibitérleri (CDKI) ile de diizenlenir (52).
Bu inhibitorler hiicre siklusunda CDK’larin aktivitesini dengelerler. Bunlarin
seviyesindeki degisiklikler, bazi tiimorlerde veya hiicre yaslanmasinda goriilebilir,
normal siklusun ilerleyisini degistirebilirler (52). Son ¢alismalar, CDKI’larin bir¢ok
hiicrenin diferansiyasyon, proliferasyon ve apoptozis kontroliinde rol alabilecegini
gostermistir (52). Siklin-CDK komplekslerinin aktivitesi iki CDK inhibitorii aile
tarafindan siki denetim altindadir: 1lki, p21, p27 ve pS7°den olusan CIP/KIP ailesi,
digeri ise pl5, pl6, p18 ve pl19°dan olusan INK4 ailesidir (53). p27, TGF beta gibi
biiylime supresorlerine yanit olarak hiicre siklus arresti ile diferansiyasyon ve kontakt
inhibisyonda rol alir. p27 ekspresyon kaybi akciger, meme ve mesane gibi birgok
timorde gosterilmis, kotii prognoz ve agresif davranisla iliskili bulunmustur. Ayrica
p21 ve p27’nin hiicrelerin terminal diferansiyasyonu sonucu hiicre siklusundan ¢ikmasi
ve proliferatif aktivitesini kaybetmesinde rolii oldugunu gosteren ¢alismalar vardir (54).
CIP/KIP aile iiyesinden biri olan p27KIP1 (CDKNI1B) geninin 109. kodonunda T/G
degisimi sonucu glisin aa yerine valin aa kodlanmasiyla sonuglanan bir polimorfizm
tamumlanmistir. Meme kanserli hastalarda GG genotipi ile lenf nodu metastazi arasinda
iliski oldugu gosterilmis ve bu polimorfizmin tumdr prognoz belirteci olabilecegi

Onerilmistir. Bir bagska calismada ise, CDKN2A, pl5INK4B (CDKN2B), CDKN1B
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genlerinin kontrol bolgelerinde yeni polimorfizmler tamimlanmistir. CDKN2A -222A,
CDKN2B - 593A, CDKNIB -1608A varyantlar1 ile cocukluk ¢agi pre-B akut
lenfoblastik 16semi (ALL) gelisimi arasindaki baglant1 gosterilmistir (54,55).

2.7.11. Plakofilin 2 (PKP2)
Insan 12. kromozomunun p kolunda yer alir (12p11) (34). PKP2 basit dizi tekrarlan

(armadillo repeat) iceren proteinlerdir. Dezmozomal plak ve hiicre niikleosunda yer
alirlar. PKP2 gibi dezmozomal PKP’ lerde kathedrinlerin sitoplazmik kuyrugu ve hiicre
iskeletinin orta filamenti arasindaki baglantida yer alirlar (34). PKP2’nin PKP2a ve
PKP2b olmak tlizere iki formu insan kolon karsinomasi ve kalp cDNA
kiitiiphanelerinden izole edilmistir. 837 aa’lik PKP2a proteini, ilk olarak Drosofila
‘armadillo’ gen iirlinii olarak tanimlanan yaklasik 42 aa’lik bolge olan armadillo
tekrarlarmin 9 tam kopyasimi igerir. PKP2a ve 881 aa’lik PKP2b proteinleri
karsilastirildiginda, PKP2b’nin 2. ve 3. armadillo tekrarlar1 arasinda 44 aa’lik bir
insersiyon vardir. PKP2a ve PKP2b’nin PKP2 transkripsiyonundan tiiredigi
savunulmaktadir. PKP2 ve PKP1 proteinlerinin armadillo tekrarlari %42 oraninda
benzerdir. Immiinolokalizasyon galismalariyla PKP2’nin basit epiteldeki dezmozomal
plaginda bazi tabakalasmis epitel ve bazi tabakalasmamis epitel hiicrelerinin bir bileseni

oldugu gosterilmistir (56,57).

Northern blot analizi ile yaklasik 5.3 kb’lik PKP2 transkripsiyonu ¢esitli insan hiicre
hattinda ve hem epitel hemde epitel olmayan hiicreleri bulunan dokularda saptanmustir.
PKP2’nin 2. ekzonundaki ve 11. ekzonundaki cesitli genetik farklilasmalar,
Aritmogenik sag ventrikular displasia (ARVD)’'l1 hastalara yapilan c¢alismalarla
iliskilendirilmistir (57).

2.7.12. Tip II Kollajen Alfa - 1 (COL2A1)

COL2Al, insan 12. kromozomunun q kolunda yer almaktadir (12q13.1) ve kikirdak
kollajeni olarak da adlandirilir (34). Su ana kadar yapilan ¢alismalarda yiiziin lizerinde
COL2A1 mutasyonu tanimlanmustir. Bu mutasyonlar iki alel COL2A1’den birinde
olabilir; defektler molekiiliin iiglii helikal boliimiinde bulunur. Gendeki defekt, olusan

mutant kollajen molekiiliiniin kartilajin ekstraselliiler matriksinde yigilmasina veya
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normal kartilaj matriksinin azalmasina yol agar. En sik goriilen COL2A1 mutasyonu her
ticlii helikste de ticiincii pozisyonda yer alan glisinin degismesidir. Bu durumda heliks
normal fonksiyonunu yapamaz. Tip II kollajen kikirdagin en 6nemli yapisal proteinidir.
Bu kollajenin miktarinda azalma veya yapisinin bozulmasi, enkodral kemiklesmeyi
bozar. Spondilo epimetefizer displazi Strudwick tipi ilk 1982’de spondilo epifizer
displazi konjenitanin spesifik varyant tipi olarak tanimlanmistir. Her iki durumda da gen
kromozom 12q13 ile baglantihidir (58,59). Spondilo epifizer displazi konjenita (nadir bir
iskelet displazisi), Sticler sendromu, akondrogenezis tip 2, hipokondrogenezis, Kniest
displazi ve Strucwicktype spondilo epimetafizer displaziyi kapsayan tip 2 kollajen
COL2A1 genindeki mutasyona bagl gelisen bir grup bozukluga aittir (59,60).

2.7.13. Murine Double Minutes (MDM2)

MDM2 geni 12q13-14 kromozom bdlgesinde yerlesmistir (34). Buradan kodlanan
MDM?2 proteini (pMDM?2), p53’ii kontrol altinda tutar ve p53’iin G1/S gegisinde
siklusu durdurma ve apoptoz etkisini engeller (61). MDM2 proteini sitoplazmada p53° e
baglanarak, “E3 ubiquitin ligase” aktivitesi ile p53’ii yikar yani p53’e karsi ¢alisan bir
proteindir. Hipoksi, ultraviyole, radyasyon gibi hiicrenin strese maruz kaldig
durumlarda pMDM2’nin p53’e baglanma yerinde asetilasyon ve fosforilasyon
nedeniyle yapisal degisiklik olusur. Bu ylizden MDM2 proteini p53’ii baglayamaz ve
serbest kalan p53 transkripsiyonel aktivitesini gostererek G1 ve G2 kontrol noktalarinda
siklusun durdurulmasi ve BAX geni aktivasyonu ile apoptoza neden olur. Ancak
ozellikle onkojenik stimulus varliginda pMDM2 etkisini, p5S3’e bagimli olmayan yolla
gosterir. G1/S gegisinden sorumlu olan E2F/DP1 aktivasyonunu pl4ARF‘in
inaktivasyonunu yapar. Inaktive olan pl4ARF hiicre ¢ekirdeginde pMDM2’yi
baglayamaz ve sitoplazmaya ¢ikmasina engel olamaz. Bu nedenle P53’iin etkisi azalir.
Aynica E2F aktivasyonu yaptifindan hiicre G1 fazindan S fazina gecer. MDM2
genindeki amplifikasyon glioblastomlarda < %10’un altinda bulunmustur (62,63).

Immiinohistokimyasal ~ galismalarda pMDM2’inin  asir1  ekspresyonu  primer
glioblastomda %52, sekonder glioblastomda %11 bulunmustur. MDM2’in asiri
ekspresyonu, MDM2 geninin amplifikasyonu ve pS3 mutasyonu bulunmayan primer
glioblastomlarda saptanmistir. Ayrica kromozom 12q22-23 bolgesindeki LOH
glioblastomlarda %42 diizeyine kadar ulasmaktadir. Bu bolge “apoptotic protease
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activating factdr-1” (Apaf-1)’i icermektedir. Bu bolgede olan kayiplar nedeniyle Apaf-
I’in fonksiyon gormemesi sonucunda p53’in neden oldugu apoptoz yolunun
sonlanmasi ile glioma onkogenezi baglamaktadir. Kromozom 12q 22-23 bolgesindeki
LOH’nin, p53 gen mutasyonu ve EGFR gen amplifikasyunu ile beraber olmamasi,
astrositik oncii hiicrelerinin de novo olarak direkt malign transformasyonunla primer

glioblastom gelisiminden sorumlu tutulmaktadir (64).

2.7.14. T-BOX 5 (TBXS)

TBXS5 geni insan 12. kromozomunun q kolunda yer alir (12q24.1) ve 47 kb’lik bir gen
olup 9 ekzon igerir (31). Holt-Oram Sendromu (HOS) kalp ve iist uzuvlardaki
gelisimsel bir hastaliktir. Yapilan ¢alismalarda 12q21.3-q22’de yer alan bir genin bu
sendromla iligkisi oldugu diisiiniilmiistiir (65). 12q12’de HOS lokusunu igeren bir
translokasyon tanimlanmis ve bu bdolgenin genomik klonlari kullanilarak Brchyury
ailesine ait 2 gelisimsel fonksiyona sahip gen bulunmustur (66). Bu genler ortak bir
DNA-bagh motif (T-BOX) icerirler ve TBXS ve TBX3 olarak tasarlanmislardir. HOS
lokusuyla baglantili olan D12S129’u iceren cosmid kullanilarak florasan insitu
hibridizasyon yontemi ile HOS lokusunun 12q24.1’de oldugu tanimlanmustir. HOS
ailesinin liyelerinden etkilenmis hastalarda gesitli TBXS5 mutasyonlar1 saptanmustir.
TBXS5 geni ailesinin iiyeleri transkripsiyon faktorii olarak davramirlar ve korunmus
TBXS5 bolgesi DNA baglanma bolgesi olarak tanimlanir (66). TBXS, NKX2-5 ile iliskili
ve sinerjik olarak kardiyomyosidlerin farklilasmasini kontrol eder. GATA4 ve TBXS
arasindaki iliskide TBXS sessiz mutasyonu sebebi ile aralarindaki iliskinin
bozulmasiyla kardiyak septal defektler ortaya c¢ikabilmektedir. GATA4’iin insan
kardiyak septal defektlerden genetik agidan sorumlu olmas: TBXS ile aralarindaki iliski
nedeniyle oldugu diisiiniiliir (67). SSCP ve DNA dizi analizi yontemleri kullanilarak
TBXS5 geninin ailevi ve sporadik HOS vakalarinda mutasyona ugradigi gosterilmistir.
TBXS5 genlerindeki mutasyonlar ile iliskilendirilen hastaliklar; Holt-Oram Sendromu,
Ulnar-mammary Sendromu, DiGeorge Sendromu, ACTH eksikligi ve ankyloglossiadir
(68).
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2.7.15. Meme Kanseri Tip 1 (BRCA1) ve Meme Kanseri Tip 2 (BRCA2)

Insan 17. kromozomun q kolunda BRCA1 geni ve 13. kromozomun q kolunda BRCA2
geni bulunmaktadir (BRCA1; 17q221, BRCA2; 13q12.3) (31). BRCAI geni 1863 aa,
BRCA2 geni ise 3418 aa’lik bir proteini kodlar. Her iki protein de hiicrenin diger bazi
proteinleri ile baglanarak islev goriir (31). Hiicre proliferasyonunun kontroliinde,
BRCA1 ve BRCAZ2 proteinlerinin tiimor baskilayici proteinler ile DNA hasarina ve
tamirine katilan proteinler ile transkripsiyonun diizenlenmesinde rol alan proteinler ile
hiicre siklusunun kontrol noktalarinin 6nemli proteinleri ve DNA’da rekombinasyonda
is gbren proteinler ile yakin iliskileri gosterilmistir (69). BRCA1 ve BRCA2’deki
mutasyonlar;, BRCA proteinlerinin inaktivasyonu, tiimor baskilayici proteinlerin ve
diger “genom koruyucu” rolii olan proteinlerinde inaktivasyonuna neden olarak hiicreyi

timor olusumuna gotiiriirler (69).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar ile BRCA1 ve BRCA2 genlerinde 1000’den fazla
birbirinden farkli DNA dizi degisikligine dayanan mutasyonlar tespit edilmistir. Cesitli
mutasyon tiplerine ragmen BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki germ soyu mutasyonlarin
biiyiik bir cogunlugu tek tiptir. Bu mutasyonlarin topluma ve etnik gruba 6zel oldugu da
gosterilmistir. Ornegin Ashkenazi yahudilerde ii¢ tane ortak BRCA1/BRCA2 atasal
mutasyonlar1 vardir. Bunlar BRCA1l’deki 185delAG ve 5382insC mutasyonlari,
BRCA2’deki 6174delT mutasyonudur (70). Tiirk toplumunda yapilan ¢alismalarda
meme veya ovaryum kanserli hastalarda yapilan BRCA1 ve BRCA2 genlerine ait
mutasyon taramalarinda, Tiirk toplumuna 6zgii sayilacak tekrarlayan bir mutasyon
bildirilmemistir. Meme ile birlikte ovaryum kanserine yatkinlik geni tasiyan ailelerde
BRCAL ile %80’e yakin iliski vardir, meme kanserli ailelerde BRCA1 igin bu oran
%45 ve BRCA2 icin %35’ dir. Biiyiik ol¢ekli ¢alismalarda, ailesinde 60 yasindan 6nce
meme kanseri teshisi konan en az dort kadin bireyin veya herhangi bir yasta meme
kanserli erkek bireyin oldugu ailelerde BRCA1 (%52) ve BRCA2 (%32) mutant
allellerinin meme kanseri ile yakin iligkisi gosterilmistir (71,73). Meme dokusunda
alveoler ve duktal epitel hiicrelerinde BRCA1’in ekspresyonu gozlenir (72). Bu gen
hamilelik ve emzirme donemlerinde belirgin olarak aktif calisirken, parturisyonda
laktasyon sonrasi ekspresyonu azalir (72). BRCA1 mutasyonuna sahip kadinlarda
pubertedan sonra meme veya ovaryum tiimorlerinin gelisme riski %5-10 kat artar.

BRCALI steroide bagimh bir hiicre dongiisii diizenleyicisi olarak islev goriiyor olabilir.
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Gergektende BRCA1 ve BRCA2 genleri insan meme kanseri hiicrelerinde Ostrojene
duyarhdir ve cevap olarakta her iki gene ait m-RNA seviyeleri artar (72). BRCA1
geninin bir allelindeki mutasyon erken donem disi meme kanserlerinde yiiksek risk
olusturur, buna karsilik kolon ve prostatta daha diisiik bir risk tasir. BRCA2 genindeki

mutasyonlar ise erken donem erkek meme kanserlerinde yiiksek bir risk tagir (72).

2.7.16. Retinoblastoma 1 (RB1)

Insan 13. kromozomunun q kolu iizerinde yerlesmis olan RB1 geni 27 ekzondan
olusmaktadir (31). Bu gen 4.8 kb’lik bir mRNA iiretir. Bu mRNA, 928 aa bir protein
olan pRB’ ye aracilik eder (31). pRB de paket protein ailesinden olup 105 kb’ lik bir
niikleer proteindir. Aym1 zamanda RB1, N terminal bolgesinde santral A, B domainleri
ile C terminal domain olmak iizere ii¢ farkli domain ihtiva eder. Bu ii¢ domaninin ana
fonksiyonlari; biliylimenin diizenlenmesi, hiicre farklilasmasi, viral ve seliiler
proteinlerin interaksiyonu ve transkripsiyonel regulasyondur. pRB biyolojik etkisini
transkripsiyonu seviyesinde hem pozitif hem de negatif regulasyonla diizenler. Pozitif
gen regiilasyonu hiicrelerin farklilagsmasi ile baglantihdir (31). Transkripsiyon
seviyesinde baskilama hiicre dongiisiiniin inhibisyonuna yol agar. pRB, transkripsiyonu
cesitli mekanizmalarla baskilar (31). RB1 geninin RB proteini, c¢ekirdekte yer
almaktadir ve dinlenme fazindaki (Go veya Gy) hiicrelerinde fosforile olmamis haldedir.
PRB, siklin D-cdk4/t ve siklin E-cdk tarafindan fosforile olur. Erken G; fazinda
hipofosforile olmus pRB, M fazinda yeniden ortaya ¢ikar. Hipofosforile olmus pRB, G,
fazinda hedef proteinlere baglanir ve sikliis durur. PRB’nin hiperfosforile formu yani
serin ve treonin bolgesinden fosforile olmus formu ise ge¢ G; fazi dahil S, G, ve M
fazlarinda mevcuttur. PRB’nin fosforile olmasinin G; fazindaki duraklamayi ortadan
kaldirdig1 samlmaktadir. Ciinkii fosforile olmus pRB, iliskili oldugu E2F2 ve HDACs
ile artitk interaksiyona giremez ve DNA sentezinin S fazinda gerekli gen
transkripsiyonunu aktive eder. Bu esnada yine E2F siklin E ve A expresyonunu artirarak
pRb’nin fosforilasyonunu tamamlamasini saglar. SV40 T gen antijeni, Go/G; fazinda
fosforile olmus RB proteinine (pl110) baglanmaktadir. Bdylece dominant olmayan
transforme eleman olarak SV40 T’nin RB proteinine baglanarak; Go/G; fazini biiyiime
baskilayic: etkisiyle diizenlenecegi ve inhibe edecegi One siiriilmiistiir. Transforme

olmamus ebeveyn hiicreleri, sadece p110 RB proteini mevcut oldugunda Go fazina

23



girmektedir. Teorik olarak; SV40 T’nin bu etkiyi p110 RB1 proteinine baglanarak
engelledigi bilinmektedir. Bu proteinin yliksek bir afinite ile DNA’ya baglanmasi en
onemli fonksiyonudur. Béylece RB1 proteini, gen diizenleyici bir fonksiyona da sahip
olmaktadir. Sonug olarak, hiicre siklusunda G den S fazina gegisi, RB1 proteini kontrol
etmektedir. Bu gen hiicresel diferansiyasyonda ¢ok onemli bir role sahiptir. RB1 gen
inaktivasyonu Ozellikle retinoblastoma ve osteosarkom tiimor hiicrelerinde
gosterilmistir. Mutasyon veya delesyonlara bagli olarak inaktive olduklari diger

maligniteler arasinda 6zefagus ve meme kanserleri sayilabilir (74-76).

2.7.17. ATP-Baglayic1 Kaset B Alt Ailesi C 4. Uyesi (ABCC4)

Insan 13. kromozomunun q kolunda yer alir (13g32) (28). Tiim ilaca direncli insan
hiicre hatlarinda asir1 ekspresyonuna rastlanmaktadir. Asir1 ilag tasiyict protein iireten
kanser hiicreleri farkli yap: ve hiicresel hedeflerdeki genis spektrumlu ilaglara direng
gelistirebilir. Bu durum “multi drug direnci (MDR )” olarak isimlendirilir. MDR-ATP
baglayici kaset membran proteinleri enerji bagimli tasimimin gesitli ara iiriinlerinden biri
olarak yer alir. Plak, gogiis ve yumurtalik bakteriyofaj kiitiiphanelerinin plak
hibridizasyonunu takiben MRP1’in N-terminal dizilerine dayali dejeneratif PCR ile
ABCC#4’ii kodlayan bir cDNA bulunmustur. Northern Blot analizlerine ile yaklasik 6
kb’lik transkripsiyon iiriin ekspresyonunun prostatta yiiksek ve karaciger ile periferal
kan lokositlerinde diisiik olarak saptanmustir. Tasiyicit proteinlerin ekspresyonlarini
diizenleyen genlerdeki (p53, N-MYC vb.) delesyonlar ya da amplifikasyonlar bu
proteinlerin ekspresyonlarinin artmasina ve tiim hiicrelerinin ilaca direng gostermesine

neden olur (77,78).

2.7.18. Niikleer Faktor Kappa B (NFKB)

Insan 14. kromozomun q kolunda yer alan ve transkripsiyon faktérlerin bilinen bes
proteininden p50 ve p65’in heterodimer bir olusumu olan transkripsiyon fakt6r niikleer
faktor kappa B (NFKB), niikleer faktor inhibitorii kappa B (IKB) proteinleri tarafindan
Go fazindaki hiicrelerin sitoplazmasinda sentezlenir ve inaktif olarak bulunur (14q13.2)
(34). NFKB; sitokinler, radyasyon ve bazi kemoterapotik ajanlarla fosforilasyon,
ubikuitinasyon ve IKB’nin proteozom-aracili degradasyonuna yol agarak aktive olur
(79,80). Burada immiin sistem, biiylime ve inflamasyonu denetleyen 200’iin iizerinde

geni diizenlemektedir (79). NFKB; hiicre biiyiimesi, diferansiyasyonu, apopitozisin
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regiilasyonu, sitokin prodiiksiyonu ve neoplastik transformasyondan sorumlu ¢ok sayida

gen ekspresyonunu kontrol etmektedir (80).

NFKB, Rel domaini iceren proteinlerden olusan bir protein ailesi olarak
tanimlanmaktadir. Bu domainler, RELA (p65), RELB, RELC, p50 (NFKB1) ve p52°dir
(NFKB?2). p100 fosforilasyon bagimli boliinme ile p52’yi olustururken, p105 boliinerek
p50’yi meydana getirir. NFKB’yi inaktif halinde sitoplazmada tutan anchorin domaini
iceren proteinler gosterilmistir; bunlar IKB alfa, IKBbeta, IKBgamma, IKBepsilon,
BCL-3, pl105 ve p100°diir (80,81). Istirahat halinde NFKB sitoplazmada p50, p65 ve
IKB alfa’dan olusan bir heterodimer seklinde bulunur. Niikleusa tasinan NFKB aktif
proteinleri burada 6zgilin olarak 10 bg¢ iceren GGGPuNNPyPyCC bolgesine baglanir
(Pu: piirin, Py: pirimidin ve N herhangi baz1 simgelemektedir). NFKB hematopoietik
veya solid gogu tiimér hiicresi gelisiminde aktif rol oynamaktadir. Ote yandan NFKB
normal hiicrelerde nadiren aktiftir. Proliferatif fazdayken normal T hiicreleri, B
hiicreleri, timositler, monositler ve astrositlerde aktif NFKB bulunur. Tiimorlerde
NFKB’nin baskilanmasinin proliferasyonu inhibe ettigi, hiicre siklusunu durdurdugu ve
apoptozise neden oldugu gosterilmistir. Ayrica NFKB inhibisyonunun tiimér hiicrelerini
kemoterapiye duyarli hale getirdigi belirtilmektedir (82,83). Ote yandan, NFKB immiin

sistemin normal ¢alismasi i¢in gereklidir.

Ayrica NFKB transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonunun antikanser tedavi direnci
acisindan oOnemli oldugu bilinmektedir (81). NFKB transkripsiyon faktor
inhibisyonunun fibrosarkoma, lenfoma, melanoma yanisira mesane, meme ve skuamoz
hiicreli kanser hiicre serilerini TNF (tumor necrosis factor), kemoterapi ve
radyoterapinin sitotoksik etkilerine kars1 sensitize ettifi gOsterilmistir. Mide
kanserlerinde NFKB aktivitesinin tiimor biiyiikliigli, invazyon derinligi ve lenfatik
invazyonla iliskili oldugu gosterilmistir (84). Ancak halen NFKB aktivasyonunun

kanserli dokulardaki klinik dnemine dair kanitlar yerine oturmamustir.

2.7.19. GTP - Bagh Protein 3 (SPG3A, ATL1)
Alternatif ad1 Atlastin 1 olan SPG3A geni 14. kromozomun q kolunda yer alir (14q22.1)

ve 14 ekzon igerir (34). Otozomal dominant kalitim gosteren bir hastalik olan Spastik
Parapleji GTPaz geninin mutasyonu sunucu olusur. Atlastin 1’in asir1 ekspresyonunun

GTPaz aktivitesini engelledigi belirtilmis ve eriskin ve fetal beyinde 2,2 kb’lik
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transkripsiyon iirlinii olustugu saptanmustir. Spastik Parapleji’nin otozomal resesif ve
X’ e bagh gecis gosteren nadir formlan da vardir. Siklikla 35 yasindan 6nce baslar. Her
iki bacakta progresif spastisite ve kuvvetsizlikle karakterizedir. Derin tendon refleksleri
artmustir ve babinski refleksi goriilir. SPG3A geninin 50 farkli ailede 19 mutasyonu
tanimlanmistir ve bu mutasyonlarin %90’ 1mnin ekzon 4, 7, 8 ve 12’de yerlesik oldugu
belirtilmistir (85,86).

2.7.20. Transformasyon Biiyiime Faktorii Beta-3 (TGFB3)

TGFB3 geni insan 14. kromozomunun q kolunda yer alir (14q24) (31). Beta tip
transformasyon biiylime faktorleri ¢esitli hiicre tiplerinin proliferasyon ve
farklilasmasim1 hormonel olarak kontrol eden polipeptitlerdir. Mezangiyal ve epiteliyal
hiicrelerde ekstraselliiler matriks (ECM) sentezini uyarmaktadir. Giiniimiizde TGFB’nin
glomeriiloskleroz patogenezinde en onemli fibrogenik biiylime faktori olduguna
inanilmaktadir. Ancak glomeriil icindeki dogal proteoglikan antagonistlerinin
azalmasinin, TGFB’nin ortaya ¢ikisindan daha 6nemli oldugunu savunan arastirmacilar
da vardir (87). TGFB rat mezangiyal hiicrelerinde fenotipik degisiklikler yapabilir;
boylece a-diiz kas aktini ortaya c¢ikar ve bu durum hiicrelerde kollagen sentezini
degistirebilir (88). TGFB’nmin bl, b2, b3 bigiminde ii¢ farkli izoformu invitro asit
ortamlarda veya proteazlarla aktive olurken, invivo aktivasyon mekanizmasi hakkinda
yeterli bilgi yoktur. Esas etkisi, ECM komponentlerinin depolanma ve sentezini
arttirmak ve matriks devinimini azaltmak bi¢iminde ECM birikimini uyarmaktir. Bunu
da degradasyonu katalize eden enzimleri ( metalloproteinaz gibi) inhibe ederek yapar.
Ek olarak, ilging bir bicimde ¢cogalmay1 durdurucu etkisi ve immun sistem aktivasyonu
lizerine inhibitor etkisi vardir. TGFB yapimini; Angiotensin II, endotelin-I, iskemi,
glisemi, insulin, stres, “Insulin like Growth Factor- I” (IGF-I), atrial natriiiretik faktor,
platelet aktive edici faktor, tromboksan ve siklosporinle tedavinin uyardig: bildirilmistir
(89).

2.7.21. Apoptozis Modiilatorii 1 (MOAP1)

Apoptozis modiilatorii olan bu gen insan 14. kromozomunun q kolunda yer alir (14q32),

351 aa’ lik proteini kodlar ve 39 kD molekiiler agirligindadir (31). MOAPI1 geni, BH3
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benzeri bir motif merkezi icerir ve bu motif BID (BH3-Interacting Domain Death
Agonist) geninin BH3-B bolgesine benzerdir. Northern Blot analizi ile test edilen biitiin
dokularda 2.8 kb’lhik MOAPI1 transkripsiyonu beyin ve kalpte yiiksek ekspresyon
seviyelerinde bulunmustur. Tan ve ark. (2001), MOAP1 geninin gégiis karsinom hiicre
hatlarinda asir1 ekspresyonunun apoptozu tesvik ettigini bulmustur. Yapilan mutasyon
analizleri gostermistir ki MOAPI’in BH3 benzeri bolgesi apoptoza ve BAX’ a
baglanmasina aracilik eder. Fakat BCLXL’ ye baglanmada etkili degildir (90). Timor
supresdr geni olan RASSF1A ve tiimor supresor genle iliskili olan MOAP1’in
etkilesimi sonucu BAX geninde konformasyonel bir degisiklige sebep olur ayrica TNF
ve TNFSF10 uyarimu sonucu olusan yanitta mitokondriyal membranda translokasyon

gercgeklesir (91).

2.7.22. E-Kadherin (CDH1)
CDH1 geni kromozom 16q22.1 iizerinde yer alir (31). CDH1 molekiilleri membran

disinda, hiicrelerarasi temas noktalarinda yer alir. Molekiiliin membran disinda kalan
boliimii aktin aginin bir bileseni olan kateninler ile etkilesir. Gen lizerinde gerceklesen
mutasyonlar sentezi tamamlanmamis, eksik molekiillerin ortaya ¢ikmasina neden
oldugundan hiicre-hiicre etkilesiminin en 6nemli bilesenlerinden biri eksilir. Lobiiler
kanserlerde goriilen invaziv ¢ogalma ozellikleri bu islev kaybi ile uyusmaktadir. Duktal
kanserlerde CDH1 ekspresyonunda 6nemli bir degisme olmamasina karsin infiltratif
lobiiler ve lobiiler karsinoma insitu olgularinin % 85’inde genin ekspresyonu
gozlenmez. Lobiiler kanserlerde goriilen bu degisikliklerin yarisindan fazlasi gende

gerceklesen somatik mutasyonlar nedeniyle ortaya cikar (92, 93).

2.7.23. Avian Sarkoma Virus CT10 (v-crk) Onkogen (CRK)
Onkogen CRK insan 17. kromozomunun p kolunda yer almakta (17p13.3) ve Avian

Sarcoma Virus CT10’un doniisiim bileseni olarak tanimlanmaktadir. 304 aa igeren bu
onkogen sitoplazmada ve hiicre membraninda bulunmaktadir. Reichman ve ark. (1992),
tavuklarda v-crk’nin hiicresel homologunu kodlayan cDNA izole etmis ve SH2 ile
SH3’iin SRC homolog bolgeleri igerdigi gosterilmistir. 17. kromozomdaki 17pl3

bdlgesinin delesyonu insan kanserlerindeki kromozom farklilasmalarinda siklikla
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gozlenmektedir. TP53 onkogeni 17pl13.1 bolgesinde lokalizedir. CRK onkogeni
17p13.3’de lokalizedir ki CRK onkogeninin bulundugu bolgenin kaybi ile bazi farkli
timor tiplerindeki heterozigotluk kaybi (LOH)’nin belirgin oldugu gosterilmistir.
Ayrica sinyal iletiminde yer alan birgok proteinde molekiiler baglayici olan SH2 ve
SH3’iin ABL ve CRK arasinda gorev aldig1 diisiiniilmektedir (31,94). Miller-Dieker
sendromu 17. kromozom kisa kolunda biiyiik delesyonlara (17p13.3) bagli ortaya
¢ikmaktadir. Olgularda karakteristik yliz goriiniimii olarak mikrosefali, kisa ve yukariya
doniik burun delikleri, epikantal kivrimlar ve mikrognati mevcuttur. Bu sendromun
sebebini sekiz genin delesyonuyla iliskilendirmislerdir ve bu genlerden biri CRK
onkogenidir (95).

2.7.24. Eritroblastik Losemi Viral Onkogen Homologu 2 (ERBB2)
ERBB-2 (HER2/Neu) geni, diger ad: ile cerbB-2 veya p185 olarak isimlendirilen bu

onkogen 17. kromozomun q kolunda yerlesmis olup protein iiriinii hiicre béliinmesi ve
farklilagmasina katilir (17q21.1) (34). Ancak gen amplifikasyonu ve asir1 ekspresyon
nedeniyle kanser patogenezine katilan bu onkogen, meme kanserleri i¢in 6nemli bir
prognostik belirte¢ olarak kabul edilmektedir. CerbB-2 onkoproteini plazma
membranina yerlesmis EGFR’ne benzer bir membran resepttrdiir. CerbB-2, meme
kanseri arastirmalarinda ve tedavisinde en yogun calisilan onkogenlerden biridir. HER2
ve diger tyeler (HER1, HER3 veya HER4) arasindaki liganda bagli bir
heterodimerizasyon cerbB-2 sinyal yolunu aktifler. CerbB-2 geninin amplifikasyonu
veya proteinin asir1 ekspresyonu meme kanserlerindeki neoplastik hiicrelerin %10-
40’1nda gosterilmistir. Bu onkogenin kopya sayilarinin yiiksek bulunusu, tiimor siddeti
ile dogru orantili olarak saptanmistir (96). CerbB-2 gen amplifikasyonu erken dénem
meme kanserinde kotii prognoz ile yakin iliskili bulunmustur. Birgok ¢alisma ile cerbB-
2 amplifikasyonunun diger kotii prognostik faktorlerin varligi, tedaviye diisiik cevap ve
lenf nodu pozitif meme kanserlerinde hastalarin yasam siireleriyle iliskili oldugu, tek
basina bir prognostik faktor olabilecegini desteklemistir. CerbB-2 ekspresyonu ile ilgili
verilerin ¢ogu lenf nodu pozitif hastalardan elde edilmesine ragmen uzun siireli takip
sonrasinda lenf nodu negatif hastalarda da cerbB-2 amplifikasyonu olanlarin daha kotii

prognoza sahip olduklari gézlenir (96).
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2.7.25. Doku Metalloproteinaz inhibitérii 2 (TIMP2)
TIMP2 insan 17. kromozomunun q kolunda yer alir (17q25) (34). TIMP’lar, 6 disiilfit

bag1 olusturan 12 sistin rezidiisii igerir ve Metalloproteinazlarin (MMP) ¢inko igeren
katalitik bolgelerine baglanirlar. MMP’lerin TIMP’lar tarafindan inhibisyonu, 1:1
sitokiyometride ve nonkovalent sekilde gerceklestirilir. Su ana kadar tanimlanan 4 farkli
grup TIMP mevcuttur (97). Dolasimdaki genel proteaz inhibitérlerinden biri a-2
makroglobulindir. Bu yap1 enzimlere kovalent olarak baglanarak onlarin yapisini
degistirir, kollajenin ve diger matriks makromolekiillerinin pargalanmasina engel olur

7).

TIMP2, 21 kDa agirliginda glikolize olmamus bir proteindir. TIMP1 ile homolog 6zellik
gosteren 12 sistein rezidiisii vardir. Dagilimi iyi bilinmemekle birlikte eklem
kikirdaklarindan izole edilmistir. TIMP1 ve TIMP2’nin %40 oraninda aminoasit dizin
benzerligi vardir. Aktive olmus MMP’ler yoniinden TIMP1 ile benzerdir, ek olarak
MMP2’nin proformu ile birebir kompleks yapar. TIMP2’nin kan beyin bariyerinin
proteolitik sizintisimi azalttii saptanmustir (98). TIMP’lerin in vitro ortamda hiicre
invazyonunu ve in vivo ortamda tlimorogenez ile metastazi engelleyen ¢ok islevli
molekiiller oldugu diisiiniilmektedir. Her ne kadar her TIMP tiiriiniin bircok MMP’yi
inhibe etme potansiyeli olsa da bu proteinler, selektif inhibitér islev gosterirler.

Ornegin, TIMP1 ve 2, sirasiyla selektif olarak MMP9 ve 2’yi inhibe ederler (99).

2.7.26. N-Kadherin 2 (CDH2)

CDH2, insan 18. kromozomunun q kolunda yer almaktadir ve 16 ekzona sahiptir
(18q11.2). Kadherinler glikoprotein yapisinda, kalsiyum bagimli, transmembrantz
hiicre adezyon molekiilleridir. Embriyogenez ve morfogenezde rol oynarlar. Merkezi
sinir sisteminde kadherinlerin akson biiylimesinde, demetlenmesinde, hedef hiicrenin
taninmasinda, sinaptik hiicre adezyonunda, sinaptogenez basamaklar sirasinda Snemli
roller oynadiklar1 gosterilmistir (34). Kadherin ailesi iiyesi olan CDH2; Sinir sistemi,
kalp, akciger, lens, embriyonik mezoderm ve noral ektodermde eksprese olur. N
kadherin; Sag-sol asimetrisinin kurulmasinda adezyon ve sinyal mekanizmalarinda,
biiylime konilerinin adezyonu ve rehberlifinde 6nemli rol oynar (34). Goodwin ve
ark.(100) CDH2 monoklonal antikorlarinca tanimlanan sperm bas bolgesinde, diffiiz

olarak dagilmis antijenik epizotlar tespit etmislerdir (100). Primordial, primer, sekonder

29



ve antral follikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin birbirlerine CDH2 aracili sekilde
tutunduklar: ifade edilmistir. Yine luteal hiicrelerin, erken luteal fazda CDH2 igin
kuvvetli bir sekilde pozitif boyanirken, ge¢ luteal fazda CDH2 ile zayif sekilde
boyandiklar1 izlenmistir. Follikiillerin dejenerasyon siirecinde CDH2 ekspresyonu
azalmakta ve graniiloza hiicreleri sonugta birbirlerinden ayrilmaktadir. Makrigiannakis
ve ark. CDH2 antikorlar1 kullandiklar1 ¢alismalarinda bu ajanin yanlizca graniiloza
hiicrelerinin agregasyonunu bozmadigini, ayni zamanda bu hiicrelerde apopitozis

olayini da arttirdifin1 géstermislerdir (101,102).

2.7.27. B Hiicreli Lenfoma-2 (BCL2)
BCL2, insan 18. kromozomunun q kolunda yer almaktadir (18q21.3) (31). BCL2

proteini mitokondrinin hem i¢ hem de dis membraninda lokalize oldugu gibi
endoplazmik retikulumda (ER) nukleus membrani periferinde ve sitoplazmada az
miktarda bulunabilir, genellikle membran yapilari ile isbirligi halindedir (31). Biiyiime
faktorii bagimhi hiicre dizileri ile yapilan ¢aligmalarda BCL2 proteinin proliferasyon
uyarimu olmaksizin hiicrenin yasamini siirdiirmesini sagladigi belirlenmistir. BCL2’nin
reaktif oksijen tiirlerini direk inaktive ettii veya bunlarin olusumunu engelledigi,
ER’da Ca+2 gegisini diizenledigi ve niikleusda niiklear por kompleksi ile baglantili ve
niiklear transportdan sorumlu oldugu sanilmaktadir (31). BCL2 ailesi birbirine zit
etkileri olan iki gruptan olusur. Bu gruplardan biri pro-apoptotik (apoptozisi
indiikleyici) digeri ise anti-apoptotik (apoptozisi baskilayic1) etkidir. Pro-apoptotik
olanlar, sitokrom C’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesini uyarirlar. Anti-
apoptotikler ise; sitokrom C saliverilmesini baskilarlar. Bu iki zit etkili grubun isleyisi
yapilarinda bulunan iki bolgeye (hidrofobik cep BH1, BH2 ile BH3 ve amfipatik o-
heliks) baghdir. Pro-apoptotik iiyeler kendi iginde iki alt gruba ayrlirlar. Bu alt
grublardan biri yapilarinda her ti¢ bolgeyi (BH1, BH2, BH3) de iceren iiyelerden (6rn.
BAX, BAK), digeri ise sadece BH3 bolgesini igeren iiyelerden (BID, BAD, BIM)
olusur. Anti-apoptotik liyelerde ayrica BH4 bolgesi bulunur. Bu bdlgenin, apoptozisin
diger hiicresel yollarla iliski kurdugu diisiiniilmektedir. Anti-apoptotik iiyeler, dogal
olarak “i¢sel” sitokrom C’nin saliverilmesini baskilama 6zelligine sahiptir. Bu durumda,
pro-apoptotik tiyelerin anti-apoptotik iiyelerle baglanmasi halinde bu inhibitor etki

ortadan kalkar ve sitokrom C saliverilmesi gergeklesir. Bu yiizden, pro ve anti-apoptotik
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tiyelerin dengesi yasam ile 6liim arasindaki segenegi belirler. Anti-apoptotik iiyelerin
asir1  ekspresyonlarinin  apoptozisi baskiladifi oysa pro-apoptotik iiyelerin asir1
ekspresyonunun ise hiicreleri 6ldiirdiigii goriilmektedir. Anti-apoptotik BCL2 ailesi
tiyelerinin en iyi bilinenleri: BCL2, BCL-XI, MCL-1 iken, pro-apoptotik olanlari ise:
BAX, BCL-Xs, BAD, BIM, BAK, BID’dir (103,104).

2.7.28. BCL2 liskili X Proteini (BAX)

BCL2 ailesinin iiyesi olan BAX geni insan 19. kromozomunun q kolunda yer
almaktadir (19q13.3-q13.4) (34). BAX sitozolde bulunur ve apoptotik uyar1 alinmasi
halinde mitokondri membranina baglanir (34). Burada kiigiik delikcikler “pore”
olusumunu indiikler, boylece selektif iyon gegirgenligi kaybolarak, sonugta sitokrom C
ve apoptozis-indiikleyici faktor olarak bilinen AIF’iin mitokondriden sitozole ¢ikmasini
saglar (34). Bu giine kadar BCL?2 ailesinin 15 geni tarif edilmistir. BCL2 gen ailesinin
diger iiyeleri, BCL2’den bagimsiz olarak ya da BCL2’nin goérevlerinin tamamlayicisi
olarak, apoptozis mekanizmalarimi kontrol etmede rol almaktadirlar. BCL2 ailesinin
iiyeleri, homodimerik ve heterodimerik baglantilarla haberlesmektedirler (105). Boylece
bir hiicrenin potansiyel bir apoptotik uyariya duyarlilifi, o hiicrede o andaki
proapoptotik ve antiapoptotik BCL2 aile iiyeleri ile saptanabilir. BAX, BCL2 aile iiyesi
olup hiicrenin &liim hassasiyetini arttirmaktadir. Bunu da muhtemelen heterodimer
etkilesim aracilifi ile BCL2’nin hiicresel yasam iizerindeki etkisine karsi gelmekle
gerceklestirmektedir (105). BAX geni BCL2’nin tersi ¢alisan bir gendir. Kemoterapotik
ajanlar ve radyasyonun neden oldugu DNA hasari, p53 proteini veya p53
transkripsiyonel aktivitesinin artmasina neden olur. p53 proteini; BAX gen
ekspresyonunu artirirken, BCL2 gen ekspresyonunu azaltir. Sonucgta BCL2/BAX
protein orami azalir ve hiicreler hiicre-6liim uyarimina daha duyarl hale gelir (105). p53
tiim hiicrelerde BCL2 ve BAX gen ekspresyonunun dominant diizenleyicisidir. Ayrica,
BCL2/BAX’1n (ikisinin oraninin) bazi hematolojik malignansilerde prognostik deger
tasidif1 rapor edilmistir. Ciinkii oranin artmasi ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu
veya aktivasyonu ile sonuglanir. Bu da prognozu belirleyici bir deger tasiyabilir (105).
Ovarian steroidler, BCL2 ve BAX aktivitesinin up ve down diizenleyici aracilig: ile
endometrial apoptozisi kontrol ederler (106). Calismalar, BCL2 protein aktivitesinin

Ostrojen ile artti1, progesteron ile baskilandigini gostermektedir (106). Kolon kanseri
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ve T-hiicreli akut lenfoblastik 16semili hastalarla yapilan ¢alismalarda %50 oraninda

Bax geninde missense mutasyonlar tespit edilmistir (106).

2.7.29. Serin/Treonin Protein Kinaz 15 (STK15)

STK15, mitotik sentrozomal bir protein kinazdir. Insan 20. kromozomunun q kolunda
yer alir (20q13.2-q13.3) (34). STKI15’ in tiimor gelisimindeki temel rolii mitoz
stiresince kromozom yayilimim kontrol etmesidir. Nothern ve Westhern Blot analizleri
ile STK15 ekspresyon iirtinlerinin testis ve prolifere kiiltiir hiicrelerinde (HeLa) yiiksek
seviyede oldugu gosterilmistir (107). STKI1S5’ in asin ekspresyonunun memeli
hiicrelerinde sentromer amplifikasyonuna, kromozom kararsizhigina, onkogenik
transformasyona ve p53’iin fonksiyon kaybina neden oldugu belirtilmistir. insan kolon
kanserlerinde STK15 geninin genetik varyasyonu tanimlanmustir ve insan kanserlerinde

Onemli rol oynadig1 diisiiniiliir (107).

2.7.30. Mikrosom Bagh Saperon (Usta) Protein (STCH-60kD)

Insan 21. kromozomunun q kolunda yer alan (21q11) 471 aa iceren bir gendir (34). Isi-
sok 70 protein ailesinin bir iiyesi olan STCH geninin mikrosom ile iliskili oldugu
bulunmus ve ¢alismasi yapilmus tiim hiicrelerde eksprese oldugu gosterilmistir (108).
Bu protein ailesinin iiyeleri sitosolik ve salgi proteinlerinin islenmesinde 6nemli rol
oynarlar (108). Denatiire ya da hatali katlanmis proteinlerin tasinmasinda gorev alirlar.
STCH geni protein dizisinin HSP70 ve BiP ile benzer oldugu bulunmustur. Ailenin
diger iiyelerinde oldugu gibi STCH proteini amino ucunda ATPaz bolgesi tasir. Mide
kanserli hastalarla yapilan ¢alismalarda STCH geninin apoptozis ile iliskili oldugu
bulunmustur (108).

2.7.31. Makrofaj Gociinii Inhibe Eden Faktor (MIF)

MIF geni 22.kromozomun ql1.23 bolgesine lokalize olmustur (34). Nothern Blot
analiziyle, tiim insan dokularinda MIF mRNA’sinin tek bir boyutta (yaklasik 800
niikleotid) oldugu gosterilmistir (34). MIF oldukca kiigiik bir gen olup 189 bg ve 95 bg

uzunlufunda 2 intronla ayrilmis 3 adet ekzondan meydana gelmistir (34). Insan MIF
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geninin promotor bolgesinde iki dnemli polimorfizm kesfedilmistir. Bunlardan birisi -
173G/C tek niikleotit polimorfizmi, digeri de —794 bolgesinde bulunan CATTS5-8
tekrarlaridir (31). 5-CATT tekrarl alleller, 6, 7 veya 8 tekrarl allellere gore, in vitroda
bazal ve uyarilmis durumda azalmis MIF promotor aktivitesiyle iliskilidir. Promotor
bdlge niikleotit analizleri, -173 C allelinin Aktivatér Protein-4 (AP-4) transkripsiyon
faktorii icin potansiyel baglanma bolgesi yarattifini gostermistir (109). Mikrobial
toksinler, MIF’in immiin hiicreler ve makrofajlardaki TLR-4’ler tarafindan salinimim
arttiran giiclii uyaranlardir. MIF, endotoksin igeren partikiillerin ve Gr(-) bakterilerin
adaptif immiin sistem tarafindan taninmasim arttirir (110). MIF promotorundaki -
173G/C tek bazlik polimorfizm son yillarda tanimlanmis ve MIF -173C allelinin, hem
in vivo hem de in vitro kosullarda artmus MIF ekspresyonuyla iliskili oldugu

gosterilmistir (111).

2.7.32. Apoptozis Indiikleyici Faktor (AIF)

Diger bir adiyla Programlanmis Hiicre Oliimii 8 (PDCD8) olan bu gen X
kromozomunun q kolunda yer almaktadir ( Xq25-26) (34). Apoptotik sinyalin
alinmasindan sonra Bax (proapoptotik) proteinleri, mitokondri zarinin iyon
gecirgenligini azaltabilir (112). Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom C ve AIF
gibi mitokondri zan iginde yer alan faktorler sitoplazmaya gegerler. AIF heniiz
bilinmeyen bazi niikleazlar1 aktiflestirerek DNA degredasyonuna yol agarlar ama
bunlarin niikleusda yol agtifi morfoloji degisikligi apoptozisde tipik olarak goriilen
tipde degildir (112). Daha ziyade, net olarak segilebilen sinirlardan, diizensiz sinirh ve
periferik yerlesimli daginik niikleus pargalar seklindedir. AIF dogrudan yogunlasan
kromatine ve pargalanan c¢ekirdege yonelirken, sitoplazmaki sitokrom C apoptozun en
son basamaginda goérev alir (112). Sitokorm C bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’e
baglanarak prokaspaz-9’u aktive eder ve olusan bu kompleks ‘apoptosom’ olarak

isimlendirilir. Prokaspaz-9’un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu baslatir (112).
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2.7.33. Y Kromozomu Uzerinde Ubikinin Transkribe Eden Tetratrikopeptit
Tekrar Geni (UTY)

Insan Y kromozomunun q kolunda yer almaktadir (Yq11) (34). Subinterval 5C’de yer
alan 20 ekzonlu bir gendir. TPR (tetratricopeptide repeat) motif bir protein
kodlamaktadir. Bu  proteinin  protein-protein  etkilesimlerini  diizenledigi
diistinilmektedir (34). UTY geni Y kromozomunun AZF gen ailesi i¢inde AZFa
bolgesinde bulunmaktadir. AZFa bolgesi 800 kb (kilobaz)’lik bir bolgedir ve
subinterval 5B-50 arasinda yer almaktadir (113). Icerdigi genler tek kopyali korunmus
genlerdir. Tek kopyali genler olmas: nedeniyle bu genlere ait nokta mutasyonlarinin

arastirilmasini zorunlu kilmaktadir (113).

2.8. Nitrik Oksid Sentaz (NOS)
Nitrik oksit (NO), 1979’da siklik guanozin monofosfat (cGMP) lizerinden etki gosteren

potent bir periferik vaskiiler diiz kas gevsetici olarak tanimlanmustir (3). NO, hiicre i¢i
ve hiicre disinda diizenleyici islev goren kiigiik, reaktif bir serbest radikal molekiildiir
(3). Bircok hiicresel islem; endotel, trombosit, vaskiiler diiz kas hiicreleri, néronlar ve
diger NO iireten hiicrelerden salinan NO tarafindan diizenlenmekte ve bir¢ok dokuda
sentezlenmektedir. NO, endojen L-argininden NOS enzim sistemi tarafindan sentezlenir
ve islev sonrasinda hizli ve kararli bir sekilde okside edilerek inaktif bilesikler olan
nitrit ve nitrat gibi son iiriinlere doniisiir. Hemoglobin NO’yu inaktive eder. NO’nun en
onemli fizyolojik hedefi, ¢ozlinebilir guanilat siklaz (sGC) enziminin hem grubudur.
Diiz kas hiicresine gecen NO, guanilat siklazi uyararak, guanozin trifosfatin cGMP’ye
doniistimiinii saglar. Artan cGMP de protein kinazi ve iyon kanallarini aktif hale getirir.
Sekestrasyon ve hiicre disina ¢ikarilma yolu ile hiicre ici kalsiyum azalir ve gevseme
saglanir. cGMP’nin fizyolojik etkisi 3’5’ baginin fosfodiesteraz enzimi tarafindan
hidrolize edilmesi ile sonlandinlir. NOS’un néronal (nNOS veya NOS-1),
inditiklenebilir (iNOS veya NOS-2), endotelyal (eNOS veya NOS-3) olmak iizere 3
farkli formu vardir. Endotelyal ve noronal siirekli bulunan, iNOS ise uyarima bagh
olarak yapilan NOS’tur (3,4).

Viicutta NO konsantrasyonu diizenli olarak diisiik seviyelerdedir ve eNOS ve nNOS

tarafindan kontrol edilir (113). Bu iki enzimin sentezi posttranskripsiyonel seviyede
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kontrol edilirken, iNOS uygun uyar1 veya NFKB gibi transkripsiyonel faktorlere cevap
olarak sentezlenir (113). Bu sentezi tetikleyen, NFKB’ye yanit veren elemanlarin iNOS
promotor gen bdlgesini aktive etmesidir (113). Enfeksiyon, enflamasyon veya vaskiiler
travma durumlarinda diger iki NOS formunun iirettiginin 100-1000 kati1 kadar daha
fazla NO iiretir. Ayrica iNOS, kalsiyum ve uyaric1 ajanlardan bagimsiz calistif1 igin,
aktivitesi daha uzundur. Bunlara bagli olarak, iNOS’un iirettigi NO seviyesi, fizyolojik
sinirlarin distiindedir. Bu durum, hiicresel stliperoksit anyon (O27) varliginda ileri
derecede toksik olan peroksinitrit molekiiliiniin olusmasina neden olur. Bunun
sonucunda da lipid peroksidasyonu, DNA fragmantasyonu, plazma antioksidanlarinin
azalmasi, protein hasar1 ve endotelyal diiz kas gevsemesinin engellenmesi gibi
nedenlerle hiicresel hasar olusabilir. Peroksinitrit olusumu; siiperoksit ile siiperoksit
dismutaz (SOD) iiretimi ve NO {iiretimi/harcanmasi arasindaki dengeye baglidir. Sonug
olarak, diisiik konsantrasyondaki NO, hiicresel fonksiyonlar1 pozitif olarak diizenlerken,
yiiksek konsantrasyonlarda hiicre iizerinde toksik etkiler yaratabilir (113,114).
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3. GEREC VE YONTEM

Periferik kan yaymasi veya kemik iligi incelemesi ile birlikte RT-PCR (GeneXpert DX
system) yontemi kullanilarak Ph pozitif olan 48 hasta ile 15 saglikli kontrol grubundan
olusan toplam 63 bireyin MLPA yontemi kullanilarak kromozomal diizensizliklerinin
analizi yapildi. Aym zamanda KML tanis1 konmus 60 hasta ve 60 saglikli kontrol grubu
ile NOS3 (-894/VNTR) gen polimorfizmleri arastirildi. Hasta ve kontrol grubundaki
bireylerden yazili bilgilendirilmis hasta onay: ile EDTA’]1 tiiplere kan 6rnekleri alindi.
Tiipler ilizerine birey isim ve verilen kod yazilarak kayda gecirildi. Kayda gecirilen
kanlar, hasta ve kontrol olmak lizere gruplandirilarak izolasyon asamasina kadar -
20°C’de saklandh.

3.1. DNA Izolasyonu
EDTA’1 tiiplere alinmis kandan DNA izolasyonu ticari kit ile yapildi (115).

3.1.1. DNA izolasyonunun Asamalar1

Calismamizda, kandan DNA izolasyonu Invitek (Katalog No: CA070023) ticari Kkiti ile
yapilarak elde edilen DNA materyali daha sonra kullanilmak iizere -20°C’de saklanda.

Bu islemde uygulanan prosediir;

1. Kandan 200 pl alinir (200 pl’den az kan materyali 200 pl’ye tamamlanir),
1.5 mI’lik tiipe aktarilip tizerine 200 pl Lysis (eritme) Tamponu ve 20 pl
Proteinaz K eklenir. Vortex sonrasinda 56°C’de 10 dakikalik inkiibasyona
birakilir.

2. 400 pl Binding (baglama) Tamponu pipetlenerek ilave edilir.

3. Hazirlanan karisim, filtrelere sahip 2.0 ml’lik tiiplere konur ve 1 dakikalik
inkiibasyon sonrasinda da 2 dakika santrifiij edilir (12.000 rpm).

4. Filtreden gecen ve altta biriken karisim dokiilerek, filtreler iizerine 500 pl
Yikama Tamponu I ilave edilir. 1 dakika santrifiij edilip filtreden gegen
tampon dokiiliir.

5. Yikama Tamponu II’den 800 pl filtre lizerine ilave edilip, tekrar 1 dakika
santrifiij edilir. Tiipler santrifiij sonrasinda tampondan arndirihir ve
filtreler takilarak 4 dakika 15.000 rpm ‘de santrifiij edilir.
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6. Sonrasinda filtreler yeni tiiplere yerlestirilir, 200 pl Elution (ayristirma)

Tamponu eklenir ve muhafaza edilmek iizere -20°C’ye alinr.

3.1.2. Kandan DNA izolasyonu Isleminde Kullanilan Arag ve Kimyasallar
1. Invitek DNA izolasyon kiti Filtreli tiipler (Katalog No: CA070023)

e Proteinaz K
e Lysis (Lizis Soliisyonu)
e Wash A buffer (Yikama Tamponu I)
e Wash B buffer (Yikama Tamponu II)
e Elution buffer (Eliisyon Tamponu)
Etanol (Sigma)
Mikropipetler (1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 Scorex, Rainin, Ependorf)
Steril sar1 ve beyaz pipet uglar (Eppendorf)
1.5 mI’lik Eppendorf tiipleri (Axygen)
Eppendorf tiip tasiyicilari
Vorteks (Heidolph Reaks Top)
Santrifiij Aleti (Sigma 1-15)
Su banyosu (Niive BM 302)
10. Steril lateks eldiven

O ® N A LD

3.2. MLPA Yontemi ile Analizlerin Yapilmasi

3.2.1. Yontem

Salsa MLPA (Mrc-Holland Salsa MLPA P005 LN:0308, P253 LN:0407) Kkitleri
kullanilarak hedef DNA dizisi ile prob hibridizasyonu, ligasyon ve amplifikasyon
gerceklestirildi (Tablo 3.1, 3.2).

1. DNA ornekleri, toplam hacmi Spl olacak bigimde distile su ile ya da izolasyon
kitinin elution (DNA saklama) tamponu kullanilarak 20 ng’a sulandirilir. Ornek
DNA 98°C’de ABI-9700 thermal cycler ile denature edilir. (Sekil 3.1 ve 3.2)

2. Denatiire olmus 6rnek DNA iizerine 1.5 pl tuz soliisyonu (1.5 M KCl, 300 mM
Tris-HC] pH8.5,1 mM EDTA) ve 1.5 pl probe mix (TE iginde 1-4 fmol her bir
sentetik oligoniikleotid probdan ve M13 tiirevi oligoniikleotid igeren) ilave
edildikten sonra karisim tekrar 1 dakika 95°C’de denatiire edilir.

3. 60°C’de 16 saat inkiibasyona birakilir.
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10.

11.

Oligoniikleotidler karisimu, 1 iinite (U) Ligaz-65 enzimi iceren 40 pl diliisyon
tamponu (2.6 mM MgCl,, SmM Tris-HCI pH8.5, %0.013 iyonik olmayan
deterjanlar, 0.2 mM NAD) ile seyreltilir ve 54°C’de 15 dakika inkiibasyona
birakulir.

Ligaz enzimi 98°C’de 5 dakika isitilarak islevsiz hale getirilir ve ligasyon
tirtinleri PCR ile amplifiye edilir. (Sekil 3.3)

Ligasyon iirlintinden PCR tiipiine 10 pl alinir ve iizerine 30 pl PCR tamponu
eklenir.

Tampon eklenen ligasyon iiriinleri 60°C’de iken; PCR primerleri (10 pmol),
dNTPs (2.5 nmol) ve 2.5 iinite Taq polimeraz enzimi (Salsa polymerase, MRC-
Holland) i¢eren karisimdan 10 pl eklenir.

Amplifikasyon; 95°C’de 30 saniye, 60°C’de 30 saniye ve 72°C’de 1 dakika
olmak iizere 33 dongii ile gergeklestirilir. Kullanilan primerlerin dizileri su
sekildedir; isaretli primerin dizisi 5’-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA-3’ ve
isaretli olmayan primerin dizisi 5’-GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA-3’.
PCR iiriinlerinden 2 pl alinarak, 1 pl GeneScan 500 ROX size standard (ROX™,
LN:0801463) ve 12 ul Hi-Di Formamide (Hi-DiTM, LLN:0804710) bulunan plate
icine eklenir.

Sonrasinda 95°C’de 2 dakika denatiire edilen karisim buz iizerine (0°C) alinir ve
ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer cihazina yiiklenir.

ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer cihazinda kapiler elektroforez ile
yiiriitiilen 6rnekler, GeneScan 500 ROX size standard (ROXTM, LN:0801463)

ile dlceklendirilir.

3.2.2. Analiz

Cihazda yiirlimiis Orneklerin analizi GeneScan® yada GeneMapper® ile analiz
edildikten sonra Microsoft Excel tabanli bir program olan MRC Coffalyser programu ile
hesaplanir. ; RENT2, CREM, HRAS, LMO2, RELA, EMS1, TNFRSF7, LRMP,
BRCAZ2, RB1, ABCC4, CDHI1, CRK, ERBB2, BRCA1, TIMP2, CDH2, BCL2, BAX,
STK15/STK6, STCH, MIF, PDCD8, UTY, ERC1, CDKN1B, PKP2, COL2A1, MDM2,
TBX5, NFKBIA, SPG3A, TGFB3, MOAPI1 olmak iizere 34 genin bulunduklar
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kromozom boélgelerindeki (10-22 nolu kromozomlar ve Cinsiyet Kromozomlar:)
diizensizlikleri hedef dizinin kopya sayisinin kontrol ile karsilastirilmasiyla belirlenir
(Tablo 3.1, 3.2). Ligasyonu gerceklesmeyen (hedef dizi ile tam olarak birbirini
karsilamadiklar1 igin birlesmeyen) problar, primer ciftlerinden ikisini birden

tasimadiklan i¢in amplifiye olamazlar.

vy y
vy g

SE5,

Sekil 3.1. Denatiirasyon ile ayrilan DNA gift ipligi Sekil 3.2. ABI 9700 thermal cycler cihazimin
(116). goriintimii (117)
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PCR primer dizisi Y

PCR primer dizisi X
Stuffer
“n’“‘“n‘?‘"‘ dizisi Her M13 tiirevi oligoniikleotid
Hﬂui.dmsyon probu farkh stuffer dizisine
sahipfir.

5' j
F Her probun iki pargas: bitigik
Hedef A 2 5\__ Z hedef dizilere hibridize ohu.

3 Hedef B! &

X
X
5 Hibridize olmug problarm
Y Y iki pargasi, termostabil
T2 ligaz ile yapistirlir.
¥ HedefA ° TG B T

Tiim prob ligasyon tiriinleri, PCR'da yalmzca bir primer ¢ifti knllamilarak amplifiye edilir.

Her probun amplifikasyon
Y X Y X | drimleri kendine ozgii
, s : , | vzmbukiara sahiptir
s 3 5 3" | (130-480 by).

Sekil 3.3. MLPA Reaksiyonlar: (118).

Calisma sonuglarinin istatistiksel analizi i¢in SPSS 11.5 paket programi iginde
ilerlemesiz sagkalim ile klinik parametrelerin karsilastirlmasinda Log Rank Test,
duplikasyonlarin klinik paremetreler ile karsilastirilmasinda pearson Ki-Kare testi
kullamlmustir. Ayrica Logistic regression modeli olan; Odds ratio (OR), 95%

confidence interval (CI) ‘de hesaplandi. OR (95%CI) yas ve cinsiyete gore ayarlandi.
P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 3.1. Salsa MLPA P253 (LN:0407) kiti ile taranan genlerin prob isimleri, niikleotid uzunluklar1 ve

kromozomal yerlesimleri.

Uzunluk (nt) | SALSA MLPA probu Gen Kromozomdaki Yeri
12. Kromozom
283 6682-L6260 ERC1 12p13.33/12-001.2
319 2256-L.1741 CDKNI1B 12p13.1/12-012.8
148 5391-1.4788 PKP2 12p11/12-032.9
220 7405-L.7052 COL2A1 12q13.1/12-046.7
337 2894-1.2360 MDM2 12q15/12-067.5
184 5687-L.5129 TBXS5 12924.21/12-113.3
14. Kromozom
238 8503-L.0061 NFKBIA 14q13.2/ 14-034.9
166 5279-14660 SPG3A 14q22.1/ 14-050.1
160 5414-1.4824 TGFB3 14924/ 14-075.5
391 0947-L.1595 MOAPI 14q32/ 14-092.7

Tablo 3.2. Salsa MLPA P005 (LLN:0308) kiti ile taranan genlerin prob isimleri, niikleotid uzunluklar1 ve

kromozomal yerlesimleri.

Uzunluk SALSA MLPA Gen Kromozomdaki
(nt) probu Yeri
10. Kromozom
463 0979-L.0568 RENT?2 10p14/10-012.0
136 0981-L0566 CREM 10p11.21/10-035.2
11. Kromozom
337 0518-L0098 HRAS 11p15.5/11-001.1
436 0670-L0379 LMO2 11p13/11-034.6
175 0477-L.0060 RELA 11q13/11-067.1
229 0434-L0020 EMS1 11q13/11-071.8
12. Kromozom
445 0678-L0124 TNFRSF7 12p13/12-006.5
310 0495-L0070 LRMP 12p12.1/ 12-025.2
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Uzunluk SALSA MLPA Gen Kromozomdaki
(nt) probu Yeri
13. Kromozom
355 0452-1.0360 BRCA2 13q12.3/ 13-026.9
160 0845-L0378 RB1 13q14.3/13-043.0
148 0798-L0316 ABCC4 13q32/13-090.2
16. Kromozom
382 0443-1.0022 CDH1 16q22.1/16-069.2
17. Kromozom
391 0444-1.0007 CRK 17p13.3/17-001.7
142 0675-L.0146 ERBB2 17q21.1/ 17-039.9
283 0438-L0003 BRCALl 17921/ 17-043.4
454 0597-L0016 TIMP2 17925/ 17-080.1
18. Kromozom
319 1017-L.0322 CDH2 18q11.2/ 18-025.4
130 0838-L0587 BCL2 18921.3/18-060.9
19. Kromozom
301 0348-L0174 BAX 19q13.3/19-049.8
20. Kromozom
400 0606-L0008 STK15/STK6 20q13/20-054.6
21. Kromozom
364 1018-L0334 STCH 21q11/21-0124
22. Kromozom
292 0519-L0099 MIF 22q11.23/22-020.9
X. Kromozomu
409 0820-L0338 PDCD8 Xq25/X-126.1
Y. Kromozomu
184 0851-L0464 UTY Yqll.1/Y-014.8
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4. BULGULAR

4.1. MLPA Analizi

Bu g¢alismada 2005-2008 yillar1 arasinda Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi I¢”
Hastaliklarn Hematoloji polikliniginde Ph pozitif KML tanis1 konmus 48 hastanin ve
kontrol olarak alinan 15 saglikli bireyin periferik kanlarindan elde edilen DNA’lar
analiz edilmistir. Hastalarin 40’1 kadin 8’i erkek olup medyan yas 47.5’dur (19-74).

Saglikli bireylere ait DNA &rneklerinin Salsa MLPA Kkiti ile amplifikasyonu sonrasinda,
elde edilen iirlinlerin kapiler elektrofezde yiiriitiilip GeneScan® ya da GeneMapper®
ile yapilan analizi, sinyal uzunluklan ile birlikte sekil 4.1-4.2 ve sekil 4.3-4.4°de

gosterilmektedir.

1

w0 | 178 190
148

o) L6612 9

2

1 | ¢ " o ur 364
; 172 283 400
: 29 201 38
™ il M6 418

i 310
Ky 257 174

L

319 w1 | (47
640 A B
%42 | |
|
U

| il ‘l \ 1T s
i .LuujhleUuLuJ“U_ b JJ'_L;ULLU u LJJQ\MLL

— Uzunluk (nt) | i

Sekil 4.1. P253 kiti (LN:0407) ile konmus 100 ng saglikli kadin insan DNA’s1 amplifikasyonunun
kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile yiirlimesi. Sirasi ile sinyal veren problarin
uzunluklan; 64-70,76-82, 92, 118, 136, 142, 148, 154, 160, 166, 172, 178, 184, 190, 196, 211, 220, 229,
238, 247, 257, 265, 274, 283, 292, 301, 310, 319, 337, 346, 355, 364, 373, 382, 391, 400, 409, 418, 427,
445, 463 nt’dir. 64-70 ve 76-82 nt araliklar1 D ve Q arahigidir. Bu aralikta ligasyon olmadiginda ve drnek
DNA miktan1 yetersiz oldugunda sinyal alinir. 92, 154, 196, 247, 292 ve 373 nt sentetik kontrol

problaridir *. Diger sinyaller genlere 6zgii olup ¢alistigimiz genlerin uzunluklar Tablo 3.1°de verilmigtir.
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Sekil 4.2. P253 kiti (LN:0407) ile konmus 100 ng saghkli erkek insan DNA’s1 amplifikasyonunun
kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile yiiriimesi. 92, 154, 196, 247, 292 ve 373 nt sentetik
kontrol problaridir *.118 nt Y kromozomuna 6zgii olup Ornek bireyin cinsiyetini belirlemektedir **,

Sekil 4.4’den farkl olarak, bireyin erkek oldugunu gosteren 118 nt’de sinyal alinmaktadir.

ﬂ [ . . I N R - N . T N R T |
Sinyal
vkt y 130142
166
2400 |
2100 | 20
160
180 | $8-92-96 148 l 193 W7 "
175 29 30
1500 | 202 29 246
54 265 EYe)
1200 391 417
463
640 211 25 (374 37 e| M5
= 782 138 319 364 403
1 ) : Bl | | -
~ 184 301 185 -
H a8 | 454l 47
p LML
i Ll LU i i
__G8 Uzunluk (nt) -

Y: 1 o

Sekil 4.3. POO5 kiti (LN:0308) ile konmus 100 ng saglikh kadin insan DNA’s1 amplifikasyonunun kapiler
elektroforezde ROX internal size standart ile yiiriimesi. Sirasi ile sinyal veren problarin uzuniuklari; 64-
70-76-82, 88-92-96, 130, 136, 142, 148, 154, 160, 166, 175, 184, 193, 202, 211, 220, 229, 238, 247, 256,
265, 274, 283, 292, 301, 310, 319, 328, 337, 346, 355, 364, 373, 382, 391, 400, 409, 418, 427, 436, 445,
454, 463, 472 nt’dir. 64-70-76-82 nt aralig1 Q aralifidir. DNA miktar1 yetersiz oldugunda yani 100 ng’in
altinda DNA miktar1 oldugunda sinyal alinir. 88-92-96 nt aralifi D arahifidir ve 88 yada 96’min diisiik
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sinyali denatiirasyonun tam olmadifim gosterir.184 nt Y kromozomunun UTY geninin Yqll.21
bolgesine dzgiidiir * ve 409 nt X kromozomunun PDCD8 geninin Xq25 bolgesine 6zgii olup 6rnek
bireyin cinsiyetini belirlemektedir **. Diger sinyaller genlere 6zgii olup ¢alisifimz genlerin uzunluklan

Tablo 3.2°de verilmistir.
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Sekil 4.4. POOS5 kiti (LN:0308) ile konmus 100 ng saglikli erkek insan DNA’s1 amplifikasyonunun kapiler
elektroforezde ROX internal size standart ile yiiriimesi. 184 nt Y kromozomunun UTY geninin Yq11.21
bolgesine ozglidiir * ve 409 nt X kromozomunun PDCD8 geninin Xq25 bélgesine 6zgii olup 6rnek
bireyin cinsiyetini belirlemektedir **. Sekil 4.5’ten farkli olarak 184 nt’de sinyal alinmaktadir. Ayrica

409 nt’de alinan sinyal kadin bireylerdekinin ¥2 oraninda alinmaktadir.

Ph (+) olan 48 hastanin MLPA yontemi ile taranmasi ile 5 hastada (H1, H2, H3, H23 ve
H33) NFKBI-I geninde duplikasyon, 1 hastada (H14) LMO2 geninde duplikasyon
saptanmustir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Duplikasyonu olan KML hastalarinin klinik 6zellikleri

Hasta Yas Cins Sokal Tamda Tamda MLPAile Imatinibe Olaysiz Total
NoAdSoyad risk Hemoglobin Lokdsit saptanan  yamt* sagkalim sagkalim
derecesi (x109/L) (x109/L) duplikasyon
lar
0,82 +82,1
1(AA) 51 K (orta) 12 81.3 NFKBI1 Optimal +82,1 (sag)
1,13 +34,0
2(AB) 67 K (orta) 85 91 NFKBI1 Optimal +34,0 (sad)
0,98 +40,7
3(AY) 46 K (orta) 10 44 NFKBI1 Optimal +40,7 (sag)
1,11 +26,8
4 (E.A) 34 K (orta) 8.6 88 NFKBI1  Yanitsiz 129bf (sag)
E 1,46 +20,1
5 (H.S) 74 (yiiksek) 10 43 NFKBI1 Optimal +20,1 (sag)
K 1,02 +59,7
6 (N.T.) 53 (orta) 9.5 86 LMO2 Optimal +59,7  (sag)

*ELN kriterlenine gore 18. ayda, MSY: majr sitogenetik yanit bf:blastik faz

POO5 kiti kullanlarak calisilan H14 kodlu hastada saptanan LMO2 genindeki

duplikasyon Sekil 4.5’de gosterilmektedir. Kapiler elektroforezde, bu hastaya ait alinan

sinyaller ile diger hasta ve kontrol grubu bireylerinin sinyalleri oranlandiginda yalnizca

LMO?2 genine 6zgii olan sinyalde farklihik saptanmistir. Alinan sinyal diger bireylerin

ortalamasindan 2 kat daha biiyiiktiir. Bu sonu¢ bize bu bolgede bir duplikasyon

oldugunu gostermektedir. Deneyler 2 kez tekrarlanarak sonu¢ dogrulanmustir.

N - = =

= Sinyal

i 8
e

arabg

">77‘

i L\

i

KMUUM

LMO2
4361t
11913

il

____ﬂl_n uIJ'Am HASTA 14 Sample.f5a.152

Uzunluk (nt)

Sekil 4.5. P005 kiti (LN:0308) ile konmus H14 kodlu hastaya ait DNA (85 ng kadin insan)

amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile yiiriimesi. Sinyal siras1 Sekil
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11°deki uzunluk sirasi ile aymdir. Q araliginda alinan sinyaller 100 ng’in biraz altindaki DNA oram
nedeniyle diisiik gézlenmistir. D aralifinda alinan sinyaller ile denatiirasyonun oldugu anlasilmaktadir.
184 nt’ deki sinyalin (Y) olmamasi Y kromozomunun UTY geninin Yql1.21 bélgesinin
bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. 409 nt’deki sinyal (X) erkek bireylerdeki sinyale gore 2 kat
biiyiiktiir. 436 nt uzunlukta alinan sinyal LMO2 genine 6zgiidiir. Bu bireyde bu uzunlukta alinan sinyal

(a) diger normal bireylerde alinan sinyallerin (b) 2 kat1 biiyiikliigiindedir.

P253 kiti kullamlarak calisilan H1, H2, H3, H23 ve H33 kodlu hastalara ait NFKBI-I
genindeki duplikasyonlar Sekil 4.6-4.10 *de gosterilmektedir. Bu hastalarin diger hasta
ve kontrollere ait es uzunluktaki sinyallerin alanlar ile hesaplanan ortalamadan daha
biiyiik olmasi nedeniyle bu bolgede bir duplikasyon oldugu rapor edilmistir. Deneyler 2

kez tekrarlanarak sonu¢ dogrulanmastir.
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Sekil 4.6. P253 kiti (LN:0407) ile konmus HI kodlu hastaya ait DNA (91 ng kadin insan)

amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile yiiriimesi. Sinyal sirasi Sekil

x:

9’daki uzunluk sirasi ile aymidir. D ve Q aralifinda alinan sinyaller DNA’nin 100 ng’a yakin olmasindan
dolay! sinyaller ¢ok diisiik gozlenmigstir. 118 nt’ deki sinyalin alinmamasi Y kromozomunun DBY
geninin Yq11.21 bélgesinin bulunmadifini gostermektedir. 238 nt uzuniukta alinan sinyal NFKBI-I
genine zglidiir. Bu bireyde bu uzunlukta alinan sinyal diger normal bireylerde alinan sinyallerin 2 kati
biiyilikliigiindedir. 92, 154, 196, 247, 292 ve 373 nt uzunluklarinda alinan sinyaller kontrol problarim

isaret etmektedir.
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Sekil 4.7. P253 kiti (LN:0407) ile konmus H2 kodlu hastaya ait DNA (75 ng kadin insan)
amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile yiiriimesi. Sinyal siras1 Sekil

3.1°deki uzunluk siras1 ile aymdar.
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Sekil 4.8. P253 kiti (LN:0407) ile konmus H3 kodlu hastaya ait DNA (88 ng kadin insan)
amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile yiiriimesi. Sinyal siras1 Sekil

3.1’deki uzunluk sirasi ile aymdir.
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Sekil 4.9. P253 kiti (LN:0407) ile konmus H23 kodlu hastaya ait DNA (80 ng kadin insan)

amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile yiiriimesi. Sinyal sirasi Sekil

3.I’deki uzunluk sirast ile aymidir. 118 nt Y kromozomuna ©6zgii olup Ornek bireyin cinsiyetini

belirlemektedir **,
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Sekil 4.10. P253 kiti (LN:0407) ile konmus H33 kodlu hastaya ait DNA (80 ng kadin insan)
amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile yiiriimesi. Sinyal sirasi Sekil

3.1’deki uzunluk sirasi ile aynidir.

Her bireyde saptanan kontrol problar, diger bireylerin es uzunlukta alinan
sinyallerindeki kontrol problar ile oranlanarak elde edilen oranlarin dogrulugu kontrol
edilmektedir. Ayrica bu problarda sinyal alinmadifinda c¢alisma tekrarlanir.
Calismamzda alinan kontrol problarina ait sinyallerin oranlar1 ortalamaya yakin olarak

saptanmistir. Her hastanin ¢alismasinda, kontrol problarinin tamamu sinyal vermistir.
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Hibridizasyon, ligasyon ve PCR asamalari, hasta ve kontrol olmak iizere belli sayidaki
bir grup ile calisilmistir. Analiz, aym kosullarda ve es zamanli g¢alisilan gruplar
icerisinde yapilmustir. Kapiler elektroforez ile elde edilen hastalara ait sinyaller birlikte
analiz edilmistir (Sekil 4.11). Tiim sinyal alanlari, diger Orneklerin ayni uzunluktaki
sinyal alanlan ile karsilastirtlarak oranlanir. Elde edilen ortalama deger lizerinden sinyal
uzunluklarinin digerlerinden farklari ortaya konulur. Bu sayede duplikasyon ve
delesyonlar gézlemlenebilir.

Sonug olarak, MLPA yontemi ile KML tanis1 konmus 48 hastanin 5’inde (H1, H2, H3,
H23 ve H33) NFKBI-I geninde duplikasyon, 1’inde (H14) LMO2 geninde duplikasyon

saptanmustir. Diger 32 gende ise higbir hastada herhangi bir kromozomal diizensizlik
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Sekil 4.11. P00S kiti (LN:0308) ile galisilmis olan hastalarin ve kontrol DNA’larinin birlikte analizi.

A,B,C,D ve E ekranlarinda gézlenen sinyaller ortalamaya yakin degerdedirler ve herhangi bir anormallik

saptanmamistir. B ve C ekraninda gézlenen sinyallere sahip bireylerde digerlerinden farkli olarak Y

sinyali alinir ve bu bireylerin cinsiyetlerinin erkek oldugunu gosterir.
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Sekil 4.12. P253 kiti (LN:0407) ile galisilmis olan hastalarin ve kontrol DNA’larinin birlikte analizi.
A,B,C,D ve E ekranlarinda gozlenen sinyaller ortalamaya yakin degerdedirler ve herhangi bir anormallik
saptanmamistir. Yalnizca B ekraninda gozlenen sinyallere sahip bireyde NFKBI-I geninde duplikasyon
saptanmustir. C ekramnda gézlenen sinyallere sahip bireyde ise Y sinyali alinir ve bu sinyal bireyin

cinsiyetinin erkek oldugunu gosterir. A, B, D ve E ekranlarindaki bireylerde bu sinyal alinmamistir.

4.1.2 NOS3 (-894/ VYNTR) Gen Polimorfizminin Analizi

Tablo 4.2. KML tanis1 konmus Ph (+) olan 60 hasta ile 60 saglikli kontrol grubuna ait DNA’lar ile

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kosullari

Primer Dizisi Annealing ve dongii
sayist
NOS3 (-894) F:5’CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3’
R:5’ AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC-3’ | 58 °C- 35 dongii
NOS VNTR F:5 AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT-3’
R: 5’-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3’ 58 °C- 35 dongii

Amplifiye olan PCR iirlinlerine restriksiyon enzim analizi Mbol enzimi ile yapildi.
Kesim su banyosunda 37°C’de 16 saat bekletildikten sonra %3 agaroz jel kullanilarak
ornekler analiz edildi (Sekil 4.13, 4.14).
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Sekil 4.13. NOS3 (-894) gen polimorfizmine ait jel gériintiisii M:Marker, 1,3,7: GG genotipi (206 bg), 2-
4: GT genotipi (206,119,87 bg) , 5-6: TT genotipi (119,87 bg).

Sekil 4.14. NOS3 (VNTR) gen polimorfizmine ait jel goriintiisii M:Marker, 4,5,6,8:AA genotipi, 1,3,7:
AB genotipi, 2: BB genotipi (27 kb’lik tandem tekrarlari).

4.1.3 Sonuclarin Klinik Parametrelerle Karsilastirilmasi

Kronik faz KML tanis1 konmus 60 hastanin tanida medyan yas ortalamasi 41 (20-74)
olup 6 hasta 60 yasin iizerindedir. Bu hastalarin 23’ti erkek 37’si kadindir
(%38.3/%61.7). Splenomegali 42 (%70) hastada ve 12<g/dL altinda hemoglobin (Hg)
olan hasta sayis1 42 (%70), lokosit degeri 50 x 10°/L’ nin iizerinde olan hasta sayis1 38
(%63.3) ve trombosit degeri 450 x 10°/L iizerinde olan hasta sayist 28’dir (%40). Sokol
risk simflandirmasina gore diisiik riskli hasta sayis1 10 (%16.7), orta riskli hasta sayisi
28 (%46.7) ve yiiksek riskli hasta sayis1 22°dir (%36.6). Hastalarin 50’sinde (%83.3)
tedaviye Imatinib 400 mg/d ile baslandi, 10’unda ise tedaviye 6nce Interferon-a ile
sonrasinda imatinib 400 mg/d ile devam edilmistir. ELN kriterlerine gére 18. ayda
Imatinib tedavisine yamit degerlendirilmesi yapildiginda hastalarin 40’inda  (%66.6)
hedef (optimal) yanit, 13’tinde (%21.7) yetersiz (suboptimal) yanit ve 7’si (11.7) ise
tedaviye yanitsizdir. Toplam mortalite 2 hastada gorildii. Progresyon gézlenen 10
hastanin 2’sinde blastik faza ilerleme, 8’inde major sitogenetik yanitin kayb1 goriildii.
Filadelfiya kromozomuna ek kromozomal anomalisi olan 4 (%6.7) hastanin 2’sinde

Trisomy 8, 1 hastada monosmy 7 ve 1 hastada Trisomy 21 saptanmigtir. Tanidan
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itibaren medyan izlem siiresi 49.3 ay (6.1-168.4), imatinib kullanim siiresi 39.5 (5.2-

103.4) aydir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Kronik Faz Kronik Myelositer Losemili Hastalarin Tamda Klinik Ozellikleri

n (%)
Hasta sayis1 60
Yas (medyan) 41 (20-74)*
Yas 2 60 6 (10)
Erkek/kadin 23 /37 (38.3/61.7)
Splenomegaly 42 (70)
Hemoglobin 12<g/dL 42 (70)
Leukocytes > 50 x 10°/L 38 (63.3)
Trombosit > 450 x 10°/L 28 (40)
Sokal risk siniflandirmas1  Diisiik risk 10 (16.7)
Orta risk 28 (46.7)
Yiiksek risk 22 (36.6)
Baglangig tedavi Imatinib 400 mg/d 50 (83.3)
Interferon-a—imatinib 10 (16.7)
400 mg/d
ELN kriterine yanit Hedef yamit (optimal) 40 (66.6)
(18 ay)
Yetersizyanit (suboptimal) 13 (21.7)
Yanitsiz 7 (11.7)
Toplam Mortalite 2 3.3
Event® 12 (20)
Phe kromozomu + 4(6.7)
kromozomal anomalili Trisomy 8 [2], monosmy 7, Trisomy
hastalar

Medyan izlem siiresi (ay)

Imatinib kullanim siiresi (ay)

21

49.3 (6.1-168.4)*
395 (5.2-103.4)*

Calismaya alinan 60 hastada 7 yillik toplam sagkalim %96, 7 yillik olaysiz sagkalim

%73’diir. 7 yillik total sagkalimi etkileyen faktorlerden cinsiyet, yas, sokal risk

simiflandirmasi, splenomegali, hemoglobin, trombosit, baslangi¢ tedavisi, NOS3 (-894/

VNTR) gen polimorfizmleri ve dublikasyonlar degerlendirildiginde istatistiksel olarak
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bir anlam saptanmamustir. 7 yilik olaysiz sagkalim 60 yas iizeri 6 hastada % 40
(medyan: 25.8 ay), 60 yas alt1 54 hastada %77’dir (p= 0.023). Sokal risk siniflamasina
gore diisiik riskli 10 hastada 7 yillik olaysiz sagkalim %100, orta riskli 28 hastada %85,
yiiksek riskli 22 hastada ise %38’dir (p=0.018). Splenomegali saptanan 42 hastada %61,
splenomegali saptanmayan 18 hastada %100’diir (p= 0.014). NOS3 (-894) gen
polimorfizme gore 7 yillik olaysiz sagkalim GG genotipi olan 32 hastada %52, GT
genotipi olan 19 hastada %95, TT genotipi olan 9 hastada %100’diir (p=0.008). Diger
prognostik faktorler olan cinsiyet, hemoglobin, 16kosit, trombosit, baslangic tedavisi ve
dublikasyonlar degerlendirildiginde istatistiksel olarak bir anlam saptanmamustir (Tablo
4.4).

Tablo 4.4. Kronik Faz Kronik Myelositer Losemili Hastalarda Prognostik Faktorler ile NOS3 (-894) ve
NOS3 VNTR Gen Polimorfizminin Sagkalim Uzerine Etkisi (Tek degiskenli analiz/ Logrank test)
n 7-yil Log 7-y11 OS Log
TY Rank % (medyan- Rank

% P ay) P

Hasta Sayisi 60 96 73
Cinsiyet Kadin 37 97 71

Erkek 23 96 0.705 75 0.708
Yas <60 54 96 77

260 6 100 0.643 40  (25.8) 0.023
Sokal risk Diigiik risk 10 100 100
siiflandirmasi

Orta risk 28 100 0.148 85 0.018

Yiiksek risk 22 90 38 (53.8)

Diisiik- 38/22 100/90 0.050 87/38 (53.8) 0.007

Orta/Yiiksek

Splenomegali Evet 42 95 61

Hayir 18 100 0.353 100 0.014
Hemoglobin (g/dL) <i2 42 95 60

212 18 100 0.353 87 0.144
Lékosit (x109/L) <50 22 100 89

=50 38 94 0.276 61 0.087
Trombosit (x109/L) <450 32 97 82

2450 28 96 0.930 65 0.392
Baslangig tedavi Imatinib 50 96 73

Interferon- 10 100 0.525 71 0.685

a—imatinib
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NOS3 (-894) GG 32 93 52

GT 19 100 95

TT 9 100 0.370 100 0.008

GG/GT,TT 32/28 93/100 0.166 52 0.002
NOS3 VNTR AA 37 100 71

AB 15 93 86

BB 8 88 0.118 75 0.503
Duplikasyon (5 NFKB1, Evet 6 100 83
1LMO2)

Hayir 39 97 0.717 66 0.725

Sokol: hasta yas, dalak biiyiikliigii, periferik kanda blast yiizdesi ve trombosit sayis1 TS: Total yasam OS:

Olaysiz sagkalim

1.0_1 i ah b b
.__:I_LL SOKAL diisiik risk 7-yillik OS %100 (n=10)
le.

03 -

,%-, %  SOKAL orta risk 7-yilik OS %85 (n=28)
ey

2
(-] 0.6
g L STEEEE »--6
pI-Y an .
8 SOKAL yiiksek risk
a 04 --.
Es 7-yilhik OS%38, medyan 53.8
o ay (n=22)

0.2

Log Rank
0,0 p=0018
|} 1 ) 1 1 i I I 1 I 1
0 12 24 36 8 60 7 34 9% 108 120
imatinib kullamm siiresi (ay)

Sekil 4.15. Imatinib kullamim siiresi ile sagkalim olasihg arasindaki iliski (7 yillik sokal risk

siniflandirmasi)

Degerlendirmeye alinan tek degiskenli analizde 7 yillik olaysiz sagkalimu etkileyen ve p
degeri< 0,010 bulunan yas, sokal risk siniflamasi, splenomegali, 16kositoz (>50000) ve
NOS3 gen polimorfizmi ¢ok degiskenli analizde degerlendirildiginde (Cox proportional
hazard model backward) parametrelerin tiimii anlamin1 kaybetmis fakat NOS3 (-894)
p= 0,084 olarak degerlendirmeye alinan diger prognostik parametrelerin iginde anlama

en yakin olanidir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Kronik faz KML hastalarinda ¢ok degiskenli analiz (Cox proportional hazard model

backward)
EFS

Covariable Exp (B) 95 % Confidence Significance

Relative  interval

risk
Yas
<60/260 2,008 0.476-8.479 0.343
Sokal risk simflandirmasi (Tamda)
Diisiik-Orta/Yiiksek 0.584 0.169-2.014 0.395
Splenomegaly
Evet/Hayir 0.964
Leukositoz (x109/L)
<50/250 0.737 0.152-3.576 0.705
NOS (-894)
GG/GT,TT 0.154 0.018-1.288 0.084

Hardy-Weinberg Esitsizligi ( HWE) NOS3 (-894) ile NOS3 VNTR analizinde kontrol

ve KML hasta grubu karsilastirildiginda hasta grubunda HWE’den sapma gozlenirken

kontrol grubunda sapmanin olmadi$ belirlendi (Tablo 4.6)
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Tablo 4.6. KML hasta ve kontrol grubu arasindaki NOS3 (-894) ve NOS3 VNTR gen polimofizmleri

siklif.
Genotip KML Saghkh HWE OR 95% CI P
Kontrol
n® (%) n° (%)
NOS AA 37 (61.7) 43 (71.7) KML 0.218* 0.043- 0.065*
VNTR p: 0.007 1.098*
AB 15 (25 15 (25 Kontrol 0.244* 0.044- 0.108*
p: 0.630 1.362*
BB 8 (133) 2 (33) 0.225*% 0.045- 0.068*
1.014*
NOS (- GG 32 (53.3) 39 (69 KML 0.096* 0.011- 0.030*
894) p: 0.049 0.801*
GT 19 (31.7) 20 (33.3) Kontrol 1.134* 0.523- 0.750*
p: 0.380 2.459*
TT 9 @15 1 a7 0.099* 0.012- 0.031%*
0.814*

’n=60, "n=60, *:0R (95%CI) *Fisher’s Exact Test. HWE:Hardy-Weinberg Esitligi

Olaysiz sajkalim olasilif

0.2 Log Rank
o1 p=0.008
00 t t $ { { + + + + + +
0 0¥ % & O 72 s % 108 10
Imatinib kullamm silresi (ay)

ooy NOS GT allel 7-yillik OS %95 (n=19)

Lo Lo
0.5 0S %52 (n=32)

Sekil 4.16. Imatinib kullanim siiresi ile sagkalim olasilig1 arasindaki iligki.
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NOS3 (-894) geninde GT/TT ve GG alel dagilimlan ile prognostik fakttrlerden
cinsiyet, ileri yas, splenomegali, hemoglobin, 16kositoz, trombosit ve dublikasyon
degerleri arasinda siklik bakimindan bir anlam yoktur. NOS3 GT/TT grubunda Sokal
risk simiflandirmasina gore diisiik riskli hasta oran1 %70, orta riskli %57.1, yiiksek riskli
%22.7 olup GG grubunda ise diisiik riskli hasta oran1 %30, orta riskli %75 ve yliksek
riskli hasta oram %72.7’dir (p=0.007). Sonug olarak NOS3 (-894) geninde GT/TT ve
GG alel dagilimlan arasinda siklik bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski
bulunmugtur. NOS3 GT/TT grubunda ELN kriterlerine gére optimal yanit oran1 %57.5,
yetersiz yanit oram1 %23.1, yanitsiz hasta oran1 %28.6 olup GG grubunda ise optimal
yanit oram1 %42.5, yetersiz yanit oran1 %76.9, yanitsiz olam ise %71.4’diir (p=0.057).
Sonu¢ olarak ELN kriterlerine gore yapilan yanit degerlendirmesi ile NOS3 (-894)
geninde GT/TT ve GG alel dagilimlan arasinda siklik bakimindan istatistiksel olarak
anlaml bir iliski bulunmustur (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. NOS3 (-894) ve NOS3 VNTR gen polimorfizmleri ile klinik paremetrelerin kargilagtirilmasi

n NOS3 NOS3GG Exp 95% p-
GT/TT alleli (B) * Interval * degeri
alleli *
Hastalar 60 28 31
Cinsiyet Kadin 37 18 19
Erkek 23 10 13 1.23 0.4323507 0.793
2
Yas <60 54 27 27
260 6 1 5 0.20 0.022-1.827 0.201
0
Sokal risk Diigiik risk 10 7 (70) 3 (30)
smiflandirmasi
Orta risk 28 16 (57.1) 12 (75)
Yiiksek risk 22 5 2.7 17(@72.7) 0.005
Disiik-orta/yiiksek  38/22  23/5 15/17 5.21 1.585-17.146 0.007
(60.5122.7) (39.5/12.7) 3
ELN kriterine Hedef yanit 40 23 (57.5) 17 (42.5)
gore yamit-18mo (optimal)
Yetersiz yamt 13 3 (23.1) 10 (76.9)
(suboptimal)
Yamtsiz (failure) 7 2 (28.6) 5(71.4) 0.057
Optimal/ 40/20 23/5 1/15 0.24 0.075-0.810 0.027
suboptimal, failure (57.5125)  (2.5/75) 6
Splenomegaly Evet 42 16 26
Hayir 18 12 6 3250 1.018-10.379 0.052
Hemoglobin <12 42 20 22
(g/dL)
212 18 8 10 0.880 0.290-12.669 1.000
Leukocytes <50 22 11 11
(x109/L)
250 38 17 21 1.235 0.431-3.538 0.791
Platelets <450 32 15 17
(x109/L)
2450 28 13 15 1.018 0.368-2.814 1.000
Duplikasyon (5  Evet 6 5 1
NFKB1, 1
LMO2)
Hayir 39 17 25 0.136 0.015-1.269 0.081

Sokal: patient’s age, spleen size, percentage of blood blasts and platelet, * Medyan (yil), OS: overall survival; EFS:

llerlemesiz sagkalim *Fisher’s Exact Test

59



Duplikasyan (+) ve (-) olan gruplar ile prognostik fakttrlerden cinsiyet, ileri yas, sokal
risk siniflandirmasi, ELN kriterine yamit, splenomegali, hemoglobin, l6kositoz,
trombosit, NOS3 (-894) gen polimorfizmi degerlendirildiginde siklik bakimindan

istatistiksel olarak bir anlam saptanmamstir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Duplikasyon (+) ve (-) olan hastalarin klinik parametrelerle karsilagtirilmasi.

n Dup (-) Dup(+) Exp 95% P
(B) * Interval* deger*

Hastalar 48 42 6
Cinsiyet Kadin 31 26 5
Erkek 17 16 1 0.325 0.035- 0.402
3.039
Yas <60 42 36
260 6 6 0 1.167 1.031-1320 1.000
Sokal risk Diisiik 8 8 0
smuflandirmasi- tamda
Orta 21 16 5
Yiiksek 19 18 1 0.105
Diisiik-Orta/Yiiksek  29/19 24/18 51 0.267 0.029-2.48 (.381
ELN kriterlerine yamt Hedef Yanit 32 27 5
(18 ay)
Yetersiz Yanit 10 10 0
Yanitsiz 6 5 1 0.405
Hedef Yanit/ 32/16 15/5 271 2.778 0.296- 0.648
Yetersizyanit,Yanitsiz 26.037
Splenomegaly Yes 33 31
No 15 11 4 0.177 0.028- 0.067
1.108
Hemoglobin (g/dL) <12 35 30 5
212 13 12 1 2.000 0.211- 1.000
18.986
Leukocytes (x109/L) <50 16 14
250 32 28 4 1.000 0.163- 1.000
6.138
Platelets (x109/L) <450 25 21
2450 23 21 4 2.000 0.330- 0.668
12.123
NOS (-894) GG 26 25 1
GT,TT 22 17 5 0.136 0.015-1269 (.081

Sokal: patient’s age, spleen size, percentage of blood blasts and platelet, * Medyan (y1l), OS: overall survival; EFS:

ilerlemesiz sagkalim, dup: duplikasyon
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Tablo 4.9. KML'de prognozu belirlemede kullanilan risk skoru (118)

Sokol indeksi:

SI= EXP [ 0.0116 (yas—43.4) +0.0345 (dalak biiyiikluigii*— 7.51) +0.188 (trombosit

say1s1/700] 2 — 0.563) +0.0887 (pereiferik blast yiizdesi — 2.10)]

*kot alti uzunluk (cm)

Yeni skorlama sistemi (Hasford)(14):

Yeni skor: (0.6666 x yas [eger yas< 50, 0; aksi halde 1] +0.420x dalak biiyiikliigii [cm kot

alt1] +0.0584 x blast [ %] +0.0413 x eozinofil[ %] +0.2039 x bazofil eger bazofil < 3%, 0;

aksi halde 1] +1.0956 x trombosit sayisi [ eger trombositler<1500 x 109/L, O; aksi halde 1]
x 1000 Diisiik risk <780; Orta risk 781 — 1479; Yiiksek risk 21480
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5. TARTISMA

Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) yontemi ile 13, 18, 21, X ve
Y kromozomlar1 analizi, andploidilerinin analizi, biiyiik kromozomal delesyon ve
duplikasyonlarinin analizi, kanser dokusunda gen kazan¢ ve kayiplarinin analizi, tek
ekzon dublikasyon ve delesyonlarinin analizi, mRNA’larin miktarinin belirlenmesi,
tiimor siipresor genlerin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarinin metilasyonunun
incelenmesi gibi uygulamalarda kullanilabilmektedir (25). Bu yontemin, 45 farkli DNA
bolgesindeki kopya sayis1 degisikliklerini tek reaksiyonda aragtirabilen PCR temelli
olmasi, sadece 20 ng DNA gerektirmesi, tek niikleotid farkliligi gosteren DNA dizilerini
bile ayirt edebilir olmasi, sadece bir termocycler ile bir kapiller elektroforezin ¢alisma
igin yeterli olmasi, birgok uygulama i¢in benzer protokole sahip olmasi, 24 saatte ¢ok
sayida hasta galisilabilmesi gibi 6zellikleriyle diger yontemlere oranla bir¢ok avantaji
vardir. Literatiirde MLPA yontemiyle ¢alisilan 30.06.2009 itibariyle 522’nin iizerinde
yayin mevcuttur. Losemide 8 yayin olmakla beraber Kronik Myelositer Losemi
hastalariyla yapilan bir ¢alisma bulunmamaktadir (119).

NFKB; hiicre biiyiimesi, diferansiyasyonu, apopitozisin regiilasyonu ve neoplastik
transformasyondan sorumlu ¢ok sayida gen ekspresyonunu kontrol eden bir
transkripsiyon faktoriidiir (80). NFKB’nin lenfomaya direncte énemli katkisi vardir ve
anti-apoptozis ile ilgili gen ekpresyonunu aktive ettiginden timor gelisimi ile
progresyonunda onemli rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (120). NFKB yolag
patolojik siireglerde hiicre 6liim yolaklarini aktive veya inhibe edebilmektedir (121).
Endotoksemide akut ve siddetli NFKB aktivasyonu; permeabilite bozuklugu ve
dissemine koagiilasyon ile genis endotelial hiicre hasarina yol agmaktadir. Ote yandan,
deneysel modellerde NFKB inhibisyonunun hiicre Oliimiinii azaltmadigi, aksine
arttirdigl saptanmustir (121). Diiz kas hiicrelerinde, pyrolidine dithiokarbamat ile
kimyasal olarak ya da niikleer faktdr inhibitorii kapa B-alfa (IKB-a)’y1 asir1 eksprese
eden bir viriis transferi ile NFKB’nin inhibisyonunun TNF-a yolag: iizerinden
apoptozise yol agtif1 da gosterilmistir (122). NFKB’nin sagkalim etkisi antiapoptotik
faktorlerin indiiklenmesi ile olmaktadir (123). Ozellikle, inhibitor apoptozis protein-1
(IAP-1) ve X-linked apoptosis protein inhibitor (XIAP) gibi apoptozisi inhibe eden
genler ilerletici bolgelerinde NFKB elemanlarn igerirler (123). NFKB aktivasyonu; IAP-

1 ve XIAP gen ekspresyonuna neden olmakta, protein iriinleri programli hiicre
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Oliimiinde rol alan kaspaz enzimlerini inhibe etmekte ve mitokondrial antiapoptotik
faktor BCL2’nin hiicre ylizeyinde bulunan resepttrlerinin artmasina neden olmaktadir
(124,125). Pozitif feedback ile BCL2’nin; IKB-a’nin hiicre yiizey reseptorlerinin
azalmasina neden olarak NFKB aktivasyonunu arttirdifi da diisiiniilmektedir.
NFKB’nin hem sagkalim, hem de 6liim yolaklarin1 modifiye ediyor olmasi, sepsis gibi
sinyal iletide i¢ ice gegen mekanizmalarin yogun oldugu durumlarda NFKB
ekspresyonunun degismemesini sagladig: tartisilmaktadir (125). Cok sayida arastirmaci
tarafindan pankreas kanseri, meme kanseri, kolorektal kanserler, hepatoselliiler kanser,
prostat kanseri ve mide kanseri gibi cesitli kanserlerde NFKB aktivitesi galisilmugtir.
Ayrica NFKB transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonunun antikanser tedavi direnci
acisindan Onemli oldugu bilinmektedir (81). NFKB transkripsiyon faktor
inhibisyonunun fibrosarkoma, lenfoma, melanoma yanisira mesane, meme ve skuaméz
hiicreli kanser hiicre serilerini kemoterapi ve radyoterapinin sitotoksik etkilerine kars1
sensitize ettigi gosterilmistir. Mide kanserlerinde NFKB aktivitesinin tiimor biyiikligii,
invazyon derinligi ve lenfatik invazyonla iliskili oldugu gosterilmistir; ancak halen
NFKB aktivasyonunun kanserli dokulardaki klinik 6nemine dair kanitlar yerine
oturmamistir (84). Bu tezde MLPA yontemiyle yapilan analizler sonucunda; 5 hastada
NFKB geninde duplikasyon saptanmustir. Duplikasyon saptanan hastalar ile
saptanmayan hastalara ait klinik parametreler karsilastirildiginda (prognostik
faktorlerden cinsiyet, ileri yas, sokal risk siniflandirmasi, ELN (European
LeukaemiaNet) kriterine yanit, splenomegali, hemoglobin, 16kositoz, trombosit, NOS3
(-894) gen polimorfizmi siklik bakimindan istatistiksel olarak bir anlam saptanmamustir.
NFKB geninde dublikasyon saptanan 5 hastanin 1’i imatinibe yanitsiz yani hastada
diren¢ olusmustur diger 4 hastada hedef yamit (optimal) yani hastada direng
olusmamustir, tedaviye olumlu yamt vermistir. T- Hiicre translokasyon geni olan
LMO2’nin eritropoezde ve T hiicreli 16komogenezinde onemli rolii vardir. B hiicreli
lenfomada uzun sag kalimda LMO2, BCL6 ve FN1 genleri ile iliskili ve CCND?2,
SCYA3 ve BCL2’nin kisa sag kalimda etkili oldugu uluslar arasi tani1 indeksinde yer
alan galismalarda gosterilmistir. Fare ile yapilan deneylerde, retroviral yolla baskilanmus
hematopoetik tiimorlerinden elde edilen klonlarin ii¢ binden fazla retroviral entegrasyon
bolgesini iceren veri tabani arastirildiginda LMO2 geninde integrasyonla iki farkli
l6semi tespit edilmistir. Bu gen Ozellikle T-hiicreli 16semi hastalarinda caligilmustir
(39,40). Bu tezde MLPA yo6ntemi ile yapilan ¢alisma sonunda 1 hastada da LMO2

geninde dublikasyon saptanmustir. Duplikasyon saptanan hastalar ile saptanmayan
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hastalara ait klinik parametreler karsilastirildifinda (prognostik faktorlerden cinsiyet,
ileri yas, sokal risk siniflandirmasi, ELN kriterine yamt, splenomegali, hemoglobin,
l6kositoz, trombosit, NOS3 (-894) gen polimorfizmi siklik bakimindan istatistiksel
olarak bir anlam saptanmamistir. LMO2 geninde duplikasyon saptanan 1 hasta da
imatinibe hedef yanit (optimal) vardir, hastada direng olusmamusgtir.

NFKB; TNF-a, IL-6, ve NOS gibi inflamatuvar mediatorlerin gen ekspresyon
regiilasyonundan da sorumludur (126,127). NFKB aktivasyonu intestinal inflamasyonda
anahtar rol oynayan bir molekiildiir (128). Literatiirde NOS3 gen polimorfizmleri ve
prostat kanseri, gogiis kanseri, kolarektal kanseri, over sendromu, beyin tiimérleri ile
yapilmis bir¢ok calisma mevcuttur. Bu bilgilerden yola ¢ikarak NFKB geninde olusan
dublikasyonlarin NOS3 gen polimorfizmleri ile bir iliskisi olup olmadigimin
arastirilmasi yapildi ve KML hasta grubu ile kontrol grubunda elde edilen veriler klinik
parametrelerle karsilastirildi. 60 KML’li hastada 7 yillik toplam sagkalimin %96, 7
yilik olaysiz sagkalim %73 olarak belirlendi. 7 yillik total sagkalimi etkileyen
faktorlerden cinsiyet, yas, sokal risk siniflandirmasi, splenomegali, hemoglobin,
trombosit, baslangic tedavisi, NOS3 (-894/VNTR) gen polimorfizmleri ve
dublikasyonlar degerlendirildiginde istatistiksel olarak bir anlam saptanmadi. Ancak,
NOS3 (-894) gen polimorfizme gore 7 yillik olaysiz sagkalim GG genotipi olan 32
hastada %52, GT genotipi olan 19 hastada %95, TT genotipi olan 9 hastada %100’diir
(p=0.008). Bu sonuglar TT genotipinin 7 yillik olaysiz sagkalimda anlamli oldugunu
gostermistir. Diger prognostik faktorler olan cinsiyet, hemoglobin, 16kosit, trombosit,
baslangi¢ tedavisi ve dublikasyonlar degerlendirildiginde istatistiksel olarak bir anlam
saptanmamistir. Degerlendirmeye alinan tek degiskenli analizde 7 yillik olaysiz
sagkalimi etkileyen ve p degeri< 0,010 bulunan yas, sokal risk simiflamasi,
splenomegali, 16kositoz (>50000) ve NOS3 gen polimorfizmi ¢ok degiskenli analizde
degerlendirildiginde (Cox proportional hazard model backward) parametrelerin tiimii
anlamim kaybetmis fakat NOS3 (-894) p= 0,084 olarak degerlendirmeye alinan diger
prognostik parametrelerin i¢inde anlama en yakin olani olarak saptanmistir. NOS3 (-
894) geninde GT/TT ve GG alel dagilimlan ile prognostik faktorlerden cinsiyet, ileri
yas, splenomegali, hemoglobin, 16kositoz, trombosit ve dublikasyon degerleri arasinda
sikik bakimindan bir anlam saptanmamistir. NOS3 GT/TT grubunda Sokal risk
siniflandirmasina gore diisiik riskli hasta oram %70, orta riskli %57.1, yiiksek riskli
%?22.7 oldugu GG grubunda ise diisiik riskli hasta oran1 %30, orta riskli %75 ve yiiksek
riskli hasta oran1 %72.7 oldugu belirlenmistir (p=0.007). Sonug olarak; NOS3 (-894)
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geninde GT/TT ve GG alel dagilimlar arasinda siklik bakimindan istatistiksel olarak
anlaml bir iliski bulunmustur. NOS3 GT/TT grubunda ELN kriterlerine gore optimal
yanmt oran1 %57.5, yetersiz yanit oram1 %23.1, yanitsiz hasta oran1 %28.6 olup GG
grubunda ise optimal yanit oram1 %42.5, yetersiz yanit oram1 %76.9, yanitsiz olani ise
%71.4’diir (p=0.057). ELN kriterlerine gore yapilan yanit degerlendirmesi ile GT/TT ve
GG alel dagilimlar1 arasinda siklik bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski
bulunmustur (Tablo 9). Hardy-Weinberg Esitsizligi (HWE) NOS3 (-894) ile NOS3
VNTR analizinde kontrol ve KML hasta grubu karsilastirildiginda hasta grubunda
HWE’den sapma gozlenirken kontrol grubunda sapmanin olmadig1 belirlenmistir.
Duplikasyan (+) ve (-) olan gruplar ile prognostik faktérlerden cinsiyet, ileri yas, sokal
risk smiflandirmasi, ELN kriterine yanit, splenomegali, hemoglobin, ldkositoz,
trombosit, NOS3 (-894) gen polimorfizmi degerlendirildiginde siklik bakimindan
istatistiksel olarak bir anlam saptanmamistir (Tablo 10). Duplikasyon saptanan
hastalarda herhangi bir sitogenetik anomali bulunmamaktadir.

Sonug olarak;

1. Bu tez projesinde literatiirde ilk olarak KML Ph (+)hastalarinda 34 gene ait
duplikasyon ¢alisilmustir.

2. Elde edilen istatistiksel veriler ile hasta grubumuzda duplikasyonlarin 7 yillik
ilerlemesiz sag kalimda bir etkisinin olmadig1 yani NFKB ve LMO2 geninde
olusan dublikasyonlarin prognostik faktor olarak etkisinin bulunmadig:
saptanmuistir.

3. NOS3 gen polimorfizmlerinin ise KML i¢in 6nemli bir prognostik faktor
olabilecegi gosterilmistir.

4. Bu calismalarin sonucuna goére, daha genis bir hasta grubu veya farkli
populasyonlarda  yapilacak benzer arastirmalar ile KML ve gen
duplikasyonlarinin iligkisi daha net olarak ortaya konabilecektir.

5. Literatiirde bu genlerle ilgili KML’de bir yayin simdiye degin bildirilmemistir.
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