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Onsoz;

insanlik tarihinde belirli yiizyillar bazi bilimler igin altin ¢ag olmustur. icinde
bulundugumuz yuzyilhin ise Biyoloji biliminin lehine gec¢cmis oldugu ve bu
alandaki geligsmelerin bu yuz yilda ardi ardina geldigi agikérdir. Son dénemde
Biyoloji alanindaki en &nemli gelismeler Molekiler Genetik Dalinda
gerceklestirilmistir. 1990 yilinda resmi olarak baslayan insan Genom Projesinin,
15 yil icinde sonlanmasi hedeflenmis ancak daha erken bir tarih olan 2003
yihnda proje tamamlanmigtir. Bu proje ile gergeklestirilen arastirmalar
sayesinde; yeni yontemler, yeni bilgiler ve yeni teknolojilere sahip olunmustur.
Sonug olarak da insan DNA’sinda tahmin edilen 100.000 — 150.000 gen yerine
20.000 - 25.000 genin oldugu saptanmistir. Bulunan bu genler ile yapilan

¢alismalar sonucunda her gene ait gesitli yeni bulgular elde edilmigtir.

Bu calisma ile biz de; hala fonksiyon ve etkilesimleri tam olarak
¢ozulememis bu genis capli gen havuzundan, bazi genlerin Kronik Myeloid
Losemi ile iligkilerini incelemek amaciyla kromozomal duzensizliklerin
taramasini gergeklestirdik. Elde ettigimiz sonuglar ile KML ve bu genler
arasindaki iligkinin Tuark toplumunda olup olmadigi konusunda bir yargiya
varmak ve literatire katki saglamak amacindayiz. Bu tur galigmalarin artmasi
ve genis ¢apli olarak yapilabilmesi, toplumumuzun genetik yapisini 6grenmede
onemli oldugu kadar birgok hastaligin tani ve tedavisinde bizlere yol gosterme

acisindan da buyuk 6nem arz etmektedir.
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OZET

Bu calismada; Kronik Myelositer Ldésemi'deki (KML) kromozomal
dizensizliklerin MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
yontemi ile o6zellikle onkogen (MYB, MYC, NRAS vb.), transkripsiyon faktoru
(RENTZ2, NFKBIA vb.), uyari iletimi (PIK3CA, IMPDH1, PTPRD vb.), sitokin (IL1,
TANK, IL13 vb.), bagisikhk sistemi (TGFBR1, PTP4A3) ve apoptoz (MOAP1,
BAX, PDCDS8 vb.) ile ilgili yaklasik 33 genin yeraldigi kromozom bdlgelerindeki
duzensizliklerin arastiriimasi amacglanmistir. Calismada BCR-ABL pozitif (p210
kimerik proteini) 48 hasta ile 15 saglikli kontrol yer almis ve 33 genin bulundugu
9 kromozoma ait farkli bolgelerdeki diuzensizlikler arastiriimistir. Elde edilen
sonuglar hem kendi icinde hem de klinik parametrelerle karsilagtirilarak analiz
edilmistir. MLPA analizleri sonucunda; 2 KML hastasinin Fibroblast Baylume
Faktorl Reseptoru 1 (FGFR1) geninde, 4 KML hastasinin inozin 5 monofosfat
dehidrogenaz 1 (IMPDH1) geninde ve 1 KML hastasinin postmayotik artmig
segregasyon, S. Cerevisiae, 2 (PMS2) geninde duplikasyon saptanmistir. Klinik
parametrelerle (Sokol risk derecelendirmesi; periferik eosinofil; kemik iligi
retikuler lif derecesi; hemoglobin, I6kosit ve trombosit sayilari; 7 yillik ilerlemesiz
sagkallm ve imatinib tedavisine yanit) yapilan karsilastirma sonucunda
duplikasyonlarin 7 yillik ilerlemesiz sag kalim olasihgini dagurdugu anlasiimig
ve hasta grubumuzda duplikasyon ile imatinib tedavisine yanit arasinda anlamli
bir iliski bulunmustur. Bu tez g¢alismasinda; KML’de, 7 ve 8. kromozomda yer
alan 3 gendeki duplikasyonlar ilk kez saptanmis olup 7 ve 8 nolu kromozomlarin

daha ayrintili calismalarin merkezi olmasi gerektigini ortaya ¢ikariimigtir.

Anahtar Kelimeler: Kronik myelositer I16semi, KML, MLPA, PCR, DNA,
Kromozomal degdisimler, FGFR1, IMPDH1, PMS2.
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ABSTRACT

In this study, it is aimed at investigating chromosomal aberrations in
Chronic Myeloid Leukemia (CML) and particularly the aberrations on
chromosome regions of nearly 33 genes related with oncogenes (MYB, MYC,
NRAS and etc.), transcription factor (RENT2, NFKBIA and etc.), signal
transmission (PIK3CA, IMPDH1, PTPRD and etc.), cytokines (IL1, TANK, IL13
and etc.), immune system (TGFBR1, PTP4A3) and apoptosis (MOAP1, BAX,
PDCD8 and etc.) by method of MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification). BCR-ABL positive (p210 chimeric protein) 48 patients and 15
healthy individuals were included in the study. The aberrations on different
regions of 9 chromosomes, which carried 33 genes, were investigated. Results
were analyzed by comparing both among each other and with clinical
parameters. As a result of MLPA analyses, duplication was detected in
fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR1) gene in 2 CML patients, in inosine
5" monophosphate dehydrogenase 1 (IMPDH1) gene in 4 CML patients and in
Postmeiotic Segregation Increased, S. Cerevisiae, 2 (PMS2) gene in 1 CML
patient. As a result of comparison with clinical parameters, it was understood
that presence of duplications reduce percentage of survival without progression
for 7 years and a significant relationship is found between duplication and the
response to imatinib therapy in our patient group. In this study, the duplications
of 3 genes in chromosome 7 and 8 were detected for the first time in CML and it
was shown that chromosomes 7 and 8 should be the center of more detailed

studies.

Keywords: Chronic myeloid leukemia, CML, MLPA, PCR, DNA,
Chromosomal aberrations, FGFR1, IMPDH1, PMS2.
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1. Genel Bilgiler

1.1. Losemi

Kemik iligindeki 6oncu hucrelerden; kirmizi kan hucreleri, beyaz kan
hiicreleri ve plateletler olusur (Sekil 1) ). Lésemi, kan ve kemik iligi hiicrelerinde
gozlenen bir kanser tipidir. Kemik iligi kok hucrelerinin kontrolsuz gelismesi
olarak tamimlanir. Ozellikle beyaz kan hicrelerinin mutasyona ugrayarak,
kontrol disi cogalmalari sonucu ortaya ¢ikan Idseminin dort gecgerli gesidi vardir;
Akut Myeloid Loésemi (AML), Kronik Myeloid Lésemi (KML), Akut Lenfoid
Lésemi (ALL) ve Kronik Lenfoid Lésemi (KLL). Myeloid ve lenfoid tanimlamasi,

etkilenmis hiicre tipini temsil eder @ .

19.yy’da Avrupali hekimler, beyaz hiicre miktarinda belirgin artisa sahip
hastalarin en erken gozlemcileridir. ‘Beyaz Kan' terimi hastalik igin bir isim
olarak ortaya ¢ikmistir. Sonradan Yunanca'da, beyaz anlamina gelen ‘leukas’
ve kan anlamina gelen ‘haima’dan tureyen ‘leukemia’ terimi bu hastaligi

belirtmek igin kullaniimistir @ .

Lésemik hicreler; kok hlcre (kanser kdk hlcre) kaynaklidirlar, mutasyon
veya kromozomali anomaliye sahiptirler, genetik kararsizlik gosterirler, 6nemli
hicresel fonksiyonlarda (¢cogalma, farklilasma ve apoptozis) bozulmadan ve
Ozellikle farklilasmadan kacgis gosterirler. Loésemik hulcreler bluylime avantaji

kazanmislardir ve klonal baskinlik ile yayilim gésterirler. ©®

Akut 16semi, kronik hastaliktan gok daha hizli gelisim gdsterir. Hicrelerde
gerceklesen genetik mutasyonlar, kemik iligi ve kandaki hucrelerin
olgunlasmamasina ve kullanilamaz durumda olmalarina neden olur. Ozellikle
de saglikh kemik iligi hucrelerinin Uretilmesi baskilanir. Sonug¢ olarak bireyde,
iligin yeterli kirmizi kan hucresi ve beyaz kan hucresinin birgcok ¢esidini (Sekil
2)(4) uretememesinden, enfeksiyonlara, kanamaya kargi dayaniksizlik ve anemi
gozlenir. Kronik Losemide buna oranla daha ¢ok sayida olgun ve calisan

hiicreler yapilir
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Beyaz Kan Hiicreleri

Sekil 1. Kan Hiicrelerinin Farklilasmasi (). Sekil 2. Kemik iliginde Uretilen kan hiicreleri ),

1.2. KML (Kronik Myeloid Losemi)

Kronik granulositik I16semi adiyla da bilinen Kronik Myeloid Lésemi (KML)
degisime ugramis primitif  pluripotent hlcrelerden kaynakli  klonal
myeloproliferatif bir hastaliktir. Myeloid, monosit, eritrosit, megakaryosit, B-
lenfosit ve genellikle T-lenfosit ile iligkilidir ®) KML, I6okomogenezin patogenik
olaylarinin Philadelphia (Ph) kromozomu ile iligkili olabilmesiyle, karyotip de
0zgu bir anormalite ile gosterilen ilk insan hastaligidir ©), Ayrica I6semik klonu
baskilayip hayatta kalma suresini uzatan bir biyolojik ajan (interferon) ile terapi
uygulanan ilk neoplastik hastaliktir (. Ph kromozomu olarak adlandirilan, 9. ve
22. kromozomlarin uzun Kkollar1 arasindaki dengeli resiprokal translokasyon
1(9;22)(q34:911) ile olusur (Sekil 3) @9,

Bu karsilikh translokasyon, 9. kromozom Uzerinde bulunan, tirozin kinaz
islevine sahip olan Abelson (ABL) onkogeni ile 22. kromozom uzerinde bulunan
BCR (breakpoint cluster region) geninin kirllma noktasindan itibaren yan yana
gelmesiyle gerceklesir. ABL geni 11 ekzon igerir ve 230 kilobazdan (kb) fazla
yer kaplar. ABL genindeki kirilma noktasi genellikle ekzon 2’nin 5’ (sentromere
dogru) ucunu icermektedir. ABL ekzon 2 ve 11 (a2-a11) BCR geninin ekzon 2
ve 16 (b1-b5) arasindaki kirilma bodlgesine (major breakpoint cluster region; M-

bcr) yerlesir. Sonugta, gerceklesen gen flzyonu ile BCR-ABL kimerik geni ve bu



genin kodladig§i kimerik proteinler olan p190 BCRABL 524 (QBCRABL ~ n23BCR-ABL

proteinleri (190, 210 ve 230 kd) olusur (Sekil 3)®. BCR-ABL fiizyon geni
tarafindan kontrol edilen malign transformasyon mekanizmalari, ABL tirozin
kinaz iglevinin kontrolinde; BCR/ABL pozitif hucrelerin biyolojik 6zellikleri ve
islevsel uyari ileti yollarinda; bozulmus adhezyon 6zelliklerinde; mitoz uyari ileti
yollarinin aktivasyonunda (Ras ve MAP Kinaz yolaklari, JAK/STAT yolagi, PI-3
Kinaz yolagi ve Myc yolagi gibi); Apoptozun engellenmesinde ve ABL Gen

islevini engelleyen proteinlerin pargalanmasinda rol oynamaktadir ®

22. Kromozom 9. Kromozom
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Sekil 3. KML'de t(9;22)(g34:;q11) translokasyonu ©.

KML’de ¢ok 6nemli olan t(9,22) translokasyon ¢esidi hastalarin %95’inde
saptanmaktadir '%. En sik yasamin ileri evrelerinde 50-60 yaslari arasinda
g6rulur. Kuguk coguklarda, KML hizli seyreder ve Ph kromozomu yani BCR-
ABL negatifdir (Juvenil KML) %, Ayrica ALL hastasi cocuklarin %5’ ile
erigkinlerin %15-30’'unda ve yeni AML tanisi konan hastalarin %2’sinde 1(9;22)

saptanmistir ®.

Ph kromozomu haricinde KML ile iligkili olarak c¢esitli kromozomal
duzensizlikler de saptanmistir. KML hastalarinin imatinib tedavisi sonrasinda Ph
kromozomu negatif olanlarinda 6. ve 7. kromozomlar arasinda translokasyon
t(6;7)(p21:923) gozlendigi gosterilmistir V. Ayrica  #(7;17)(p15;923) ve



t(7;17)(q32-34;923) gibi dengeli translokasyonlar, akselere faz ve blastik fazda
olan KML hastalarinda saptanmigtir (12 AML hastalarinin KML belirtilerine
benzer olan Ph kromozomu negatif vakalarinda t(7;11)(p15;p15) translokasyonu
gOsterilmigtir ) Ph kromozomu pozitif hastalarin bazilarinda ise monozomi 7
g6zlenmektedir (13) Baska bir calismada KML hastalarinda g6zlenen 5 farkl
translokasyon cesidi t(4;12;7;9;22) olarak tanimlanmistir (14), Atipik KML olarak
tanimlanan 4 Ph kromozomu negatif hastada BCR ekzon 5 ile FGFR1 ekzon 9
ve 8 arasinda gerceklesen t(8;22) (p12;q11) translokasyon tanimlanmistir '°).
KML oldugu dastnulen Ph kromozomu negatif 11 yasindaki bir kiz gocugunda
t(8;21) translokasyonunun bir cesidi olan t(8;10;21)(922;924;922) bileseni
gorilmistiir '®. Ayrica Ph kromozomu pozitif blastik fazdaki 2 KML hastasinda
1(8;21)(q22;q22) translokasyonu gosterilmistir "), Blastik fazda Trizomi 8 de

g6zlenebilmektedir ¥,

KML, yillik olarak 100.000 insanda 1-2 vaka olarak ortaya ¢ikmakta ve
erigkinde l6semilerin %15 kadarini olugturmaktadir. Ortalama vaka yasi 45-55
olarak saptanmigtir. Hastalarin %12-30’u 60 yas veya uzerindedir. Genel Klinik
bulgular; halsizlik, kilo kaybi, abdominal siskinlik, kanama, purpura,

splenomegali, I6kositoz, anemi ve trombositozdur ©.

KML, myeloproliferatif hastaliklar grubu icinde siniflandirilir. Diger
myeloproliferatif hastaliklar polisitemia vera (PV), myelofibrozis (AMM), ve
esansiyel trombositemi (ET)'dir. KML, t¢ fazh bir hastaliktir. KML klinikopatolojik
seyri; kronik faz, akselere faz ve blastik faz olarak adlandirilir ®  KML
hastalarinin %80’i kronik fazda, %10’u akselere fazda ve %10’u da blastik fazda

tani almaktadir .
1.2.1. Kronik faz

Myeloblast orani %3'den kuguk, mutlak bazofili genellikle gozlenir ve
buna eozinofilide eslik edebilir. Mutlak monositoz olmasina kargin nétrofiller gok
yuksek oldugundan relatif monositopeni olarak gorullir. Trombositoz da
(18 Kronik fazda t(9;22)(q34:q911) varhgi taniy
dogrulamaktadir. Hastalarin %1’inden azinda Ph kromozomu yoktur. Bu Ph

genellikle gozlemlenir



kromozomu negatif (-) KML veya atipik KML olarak adlandirilir, daha agir

seyreder (8.

Dalak ve karaciger miyeloid hucreler tarafindan infilire edildigi ve
sinusoidlerde ikincil olarak hematopoez odaklarinin gozlendigi ekstrameduller
hastallk bu evrede ve blastik fazda gozlenir. Kronik faz genellikle 2-4 sene
sonra akselere veya blastik faza gecer. Blastik faza gegis ani veya yavas
olabilir. Kronik fazin blastik faza ilerlemesi ilk yil %5 ve sonraki yillarda %20-
25'dir. Blastik faza ilerleyen hastalarin morfolojik olarak 2/3’G akut miyeloblastik

l6semi ve 1/3’U akut lenfoblastik 16semidir (18,
1.2.2. Akselere faz

Kemik iliginde blast orani %5-20’dir. %20’nin Uzerinde bazofili olabilir.
Siklikla hemoglobin diizeyi 7,0 gr/dL’nin altindadir "®. Devamli ates, kemik
agrisi ve kemik iliginde retikulin artisi ile karakterizedir. Tedaviye ragmen lokosit

sayisinin azalmamasi gézlenebilmektedir '®).

1.2.3. Blastik faz

Kemik iliginde blast orani %20’nin tzerindedir. Anemi ve trombositopeni
derinlesir, ilerleyici splenomegali gozlenir. Ekstrameduller hastalik ve
miyelofibrozis siktir. Hastalarin %70-80’inde trizomi 8, iso (17q), +19 ve Y
kaybi gibi gibi ek kromozomal anomaliler ortaya ¢ikar. Bazi hastalarda ani bir
fibrotik faz gorulebilir, agnojenik miyeloid metaplazinin son dénemini andirir. Bu
durum ya blast fazina gegiste kisa bir donemi igerebilir ya da hastalar akut
I6semiye déniismeksizin kaybedilebilir 18,

iyonize radyasyona maruz kalma ile KML gelisimi arasinda bir iligki
saptanmigtir. Yapilan c¢alismalarda da radyasyona maruz kalma ile
iligkilendirilen diger malign hastaliklar arasinda yer almistir. Radyoterapi ile
tedavi edilmis Hodgkin lenfoma, kronik lenfositer 16semi, non-Hodgkin lenfoma,
Wilms timord, meme kanseri, testis kanseri oykulli vakalarda KML gelistigi
bildirilmigtir. KML’nin klinik olarak saptanmasindan onceki preklinik donemin

20)

siiresi kesin olarak bilinmemektedir ?%. Ancak atom bombasindan sonra



yasayanlarda yapilan incelemelerde genetik degisikliklerden sonra klinik
bulgularin gelisimine kadar gecen surenin yaklasik 6 yil oldugu belirtiimektedir
@9 Tedavi iligkisiz KML vakalarinda kronik faz ortalama 2-7 yil siirerken,
hastalarin yaklasik yarisi bu sure¢ boyunca kronik fazdan blastik faza ya da

akselere faza gecis gosterirler 0.

1.3. Mitoz uyari ileti yollarinin aktivasyonu

1.3.1. RAS ve MAP kinaz yollar

Tirozin 177’nin otofosforilasyonu ile adaptor molekul olan growth faktor
reseptor baglanma proteini (Grb-2) igin baglanma bélgesi olusurur ). Grb-2nin
SOS proteinine baglanmasindan sonra Ras, iglevsiz GDP bagli durumdan
islevsel GTP bagh duruma geger ©. Ph kromozomu pozitifliginin substratlari
olan diger iki adaptor molekil Shc ve Crkl de Ras’t aktive edebilir. Bu
substratlar SH2 (Shc) ve SH3 (Crkl) bolgeleri ile BCR-ABL’ye baglanirlar ©.
Ras’in aktivasyonu Ph kromozomu pozitif I16semilerin patogenezinde dnemlidir
@) interldkin-3 gibi sitokin reseptdrlerinin uyarilmasi Ras’in aktivasyonuna
neden olur ve islevsel Ras proteini serin-threonin kinaz Rafa baglanir ®. Raf
proteini hiicre zarinda toplanir ve islevsel hale geger ©. Raf, gen
transkripsiyonunun aktivasyonuna neden olan Mek1/Mek2 ve Erk Uzerinden
uyari yolagini baslatir ). Ayrica Jnk/Sapk yolaginin da Ph kromozomu poxzitifligi
uzerinde etkili oldugu ve malign transformasyon igin gerekli oldugu gorulmastur
@) Boéylece Ras lizerinden gelen uyari GTP-GDP degisim faktorii Ras
tarafindan Gckre (germinal center kinase related) iletilir ve buradan da
Jnk/Sapk yolagi aktive edilir @) MAP kinaz yolaginin uguncu kolu p38’in, Ph
kromozomu pozitif hicrelerde ve diger mitojenik potansiyeli olan yolaklarda

islevsel olduguna dair kanitlar vardir ©.

1.3.2. Jak-Stat Yolagi

Normal hucre uyari-iletiminde sitokinlerin reseptorstuz tirozin kinaza

baglanmasi ile reseptor aktive olur ve hucre igi bolgesi ile iligki kuran Janus

(21

ailesi kinazlari (JAKs) tirozin fosforilasyonu ile islevsellesir “". Jak'in fosforile

olmus bdlgelerine Stat (Signal transducer and activator of transcription) proteini



baglanir ve fosforillenir ?". Fosforillenmis Stat proteinleri birbirine baglanarak
dimer olusturur, nukleusa gecer ve DNA'ya baglanarak transkripsiyonu baslatir
@ Stat transkripsiyon faktorlerinin (Stat1 ve Stat5) surekli fosforilasyonu birkag
Ph kromozomu pozitif hiicre serisinde ve dncli KML hucrelerinde rapor edilmistir
ve Stats aktivasyonunun malign transformasyon ile iligkili oldugu gorulmustir

@) Ph kromozomu pozitif hiicrelerde Stat5’in etkisinin anti-apoptotik oldugu ve

Bcl-xL'in transkripsiyonel aktivasyonuna karistigi gorilmistir @

. Fizyolojik
uyari tarafindan Jak/Stat yolaginin aktivasyonunun aksine BCR-ABL, Jak
proteinlerinin fosforilasyonu olmadan direkt olarak Stat1 ve Stat5’i aktive edebilir
@) p2108°RABbyn aksine P190°°R"Blda ozellikle Staté aktivasyonu sz

konusudur @,

1.3.3. PI-3 Kinaz Yolag

Fosfotidilinositol-3 (PI-3) kinaz enzim islevi Ph kromozomu pozitif
hicrelerin cogalmasi igin gereklidir Y. BCR-ABL fiizyon proteini, Cbl, Crk ve
Crkl gibi aktivator molekdllerle birleserek PI-3 kinazin aktivasyonuna neden olur.
PI-3 kinaz yolaginin aktivasyonu bir serin-threonin kinaz olan Akt silsilesini
islevsellestirir @Y. Akt anti-apoptotik sinyalizasyona karisir ve islevsel Akt, Bad,
MDM2, kB-kinaz alfa ve birtakim transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu ve
hicre igi yerlesimini dizenler ?". IL-3 reseptdrii ve pro-apoptotik protein olan
Bad, Akt'nin 6nemli ara maddeleridir ?". Fosforile Bad, Bcl-xL gibi anti-apoptotik
proteinlere ve sitoplazmik 14-3-3 proteinlerine baglanamadigindan iglevsiz hale

gelir @V,

1.3.4. Myc Yolagi

Birgok insan malignitesinde myc onkoproteininin asiri ifade edildigi
gosterilmistir ¥, Myc'in transkripsiyon faktori gibi etki yaptigi dusiiniimekte
ancak hedef genleri genis capta tam olarak bilinmemektedir “?. Myc'in
aktivasyonu BCR-ABL’nin SH2 bolgesine baglanmasiyla saglanir %, V-abl-
transforme hicrelerde elde edilen sonuglar géstermistir ki uyarici Ras/Raf, siklin
badimli kinazlar (cdck) ve E2F transkripsiyoun faktéri Uzerinden Myc

promotorunu aktive etmektedir 2.



1.3.5. Apoptoz Onlenmesi

Ph kromozomu pozitif hucre serileriyle yapilan galigmalarda, bu hicrelerin
DNA hasari tarafindan wuyarilan apoptozise karsi direngli olduklari
g6zlemlenmis, ancak altinda yatan mekanizmalar tam anlamiyla
anlagsilamamistir ®. Onemli gorislerden biri BCR-ABL'nin kaspazlari aktive
ederek mitokondriden sitokrom c¢ salinimi engellemesidir ??. Silsile seklinde
gerceklesen kaspaz aktivasyonuna Bcl-2 ailesi Uyelerinin aracilik ettikleri
dusinilmektedir 2. Baf3 hiicre serisinde BCR-ABL'nin Ras yolag! Gizerinden
Bcl-2 proteinini arttirdi§i yine 32D hicrelerinde de BCR-ABL’nin PI-3 kinaz
yolagi Uzerinden Bcl-2 proteinini arttirdigi  belirlenmistir ©“?.  Ayrica Ph
kromozomu pozitif hicrelerde Stat5’in aktivasyonu ile antiapoptotik bir protein
olan BclIxL'nin transkripsiyonel olarak islevsel hale gectigi belirlenmistir #2.
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 dizilerine baglanma proteini’'nin (ICSBP)

diizenlenmesini degistirerek apoptozisi inhibe ettigi distnilmektedir ?2,

1.4. MLPA Yontemi

Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) ilk olarak J.
Shouten ve arkadaslari tarafindan 2002 yilinda tanimlanan bir yéntemdir ©%.
Yalnizca 20 ng insan DNA’sI kullanarak 40 farkli DNA dizisinin galisilabildigi bu
yontem ile ekzon delesyonlari ve duplikasyonlari, trizomiler, hicre hatlarindaki
ve tumor orneklerindeki kromozomal duzensizliklerin karakterize edilmesi ve
Tek Nukleotid Polimorfizmleri (SNP = Single Nucleotide Polymorphism)
mutasyon tespiti gerceklestirilebilmektedir ?®. MLPA yénteminde érnek niikleik
asitleri degil, 6rnege baglanan problar amplifiye edilir ve dlciilir ®®. Problarin,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR = Polymerase Chain Reaction) ile amplifiye

23)

olmasi probun hedef dizisinin drnekte bulunmasina dayalidir ®®. Her prob, bir

tanesi sentetik digeri M13’den tlremis, hedef dizinin bitisik bdlgesine hibridize

r @3, Bu hibridize olan prob oligoniikleotidleri,

olan iki oligonukleotid icermektedi
alt dizilerin amplifikasyonuna engel olmayacak sekilde yapisir (ligate edilir).

Yapisan tum problar vyalnizca bir primer giftini kullanarak normal



amplifikasyonun gerceklesmesine musaade edecek belirli bir sonlanma dizisine
sahiptir 3. Her prob 130 bc ve 480 bg (baz cifti) arasinda oranlara sahip
amplifikasyon Uriiniine gére farkli farkli pik verir ve analiz edilir **). Prob hedef
dizileri kuguktur (50-70 nt=nukleotid). Ligasyon reaksiyonunun uygulanmis

olmasi, tek nikleotid farkhliklarinin ayirt edilmesinde avantaj saglamaktadir (23),

Kromozomlarda bulunan 6zgul kromozom dizi tekrarlari (STR) kopya
sayllari farkliliklari ile insan hastalik ve sendromlari arastirilabilmektedir (23),
Amplified Frangment Length Polimorfizm (AFLP) ve farklilasmis mRNA
goéruntileme (differantial mMRNA display) gibi nikleik asit parmak izi olarak
tanimlanan bu kopya sayilari farkhligini kullanan teknikler, tim pargalarin
amplifikasyonunda vyalniz bir prob kullaniimasiyla bir reaksiyonda DNA
parcalarinin amplifiye olmasinda PCR’in kullanilabilecegini gostermiglerdir (23),
AFLP vyoéntemi, 50'den fazla rastgele dizinin kopya sayilarinin tek bir
reaksiyonda tespiti igin kullanilabilir. Multiplex amplifiable probe hybridisation
(MAPH) yontemi de benzer bir yontem olmasina karsin rastgele degil de 40
farkll hedef diziye 6zgil tespit ve olglim imkani saglamaktadir ?®. MLPA
yontemi MAPH ile benzer olmasinin yani sira bu yontemden daha hassas ve
kolay uygulanabilirdir 23 MAPH yonteminde 6rnek nukleik asitlerinin amplifiye
olmasindan farkl olarak eklenen oligoniikleotid problar amplifiye olur ?*). Ornek
nukleik asidlerin tesbitlenmesi ve fazla problarin ¢ikariimasi MLPA’da 6nemli
degildir 3. Her MLPA probu bir kisa sentetik oligoniikleotid ve bir M13 fajindan

(23

turetilmis uzun oligonukleotid probu igermektedir ). Problardaki kisa sentetik

oligonukleotid, 3’ ucunda hedefe 6zgu bir dizi (21-30 nukleotid) ve 5’ ucunda
isaretlenmis PCR primerine 6zdes 19 nukleotidlik genel bir dizi ihtiva eder 3),
Uzun olan MLPA probunun hazirlanmasi igin, 25-43 nukleotidlik hedefe 6zgl

r ?®_Elde edilen klonlar,

oligonukleotid, bir M13 tlrevi SALSA vektorine klonlani
Escherichia coli straini (irki) olan TG1 kiiltiriine alimir @, Tek iplikli DNA, faj
parcalarini polyethyleneglycol ile ¢okelterek, virisu isi ile bozulup ve DNA'yI
cetyl-trimethyl-ammonium bromide ile ¢okelterek saflastirilir @3) Tek iplikli DNA,
EcoRV ve Bsml ‘de bu iki kisa oligonUkleotidin birlesmesi (annealing) sayesinde
kismi olarak cift iplikli yapilir. EcoRV ve Bsml kesimi ile 7200 nukleotidlik M13
parcasi ve MLPA prob oligonikleotidi (80-420 niikleotid) olusur 3. Bu

oligonukleotid prob, 5 fosforile ucunda 25-43 nukleotidlik hedefe 6zgu bdlge



dizisini, isaretlenmemis PCR primerinin tamamlayicisi olan 36 nukleotidlik diziyi

@3 Kullanmadan

ve degisen uzunluklarda olan stuffer dizisini icerir (Sekil 4)
once 7200 nukleotidlik M13 pargasini ayirmak ¢ok zor degildir. Tum hedef
diziye 6zgi problarin erime (melting) sicakligi 100 mM NaCl ‘de 65°C’nin
Uzerindedir. Hibridize prob kisimlarinin tasarlanmasinda gecerli veritabanlari

kullanihir ?%,

Stuffer dizmsa

EcoRWV,
Xbeal N =
Sphl "‘\)"\'w}/‘—\P("R primer R T
Bl N aeh Hibridize olacak diziyi iceren
Velctsr bir sentetik oligoniikleotid, M13
tiirevli SALSA vektdriine
klonlanir. Her SALSA vektdri
farklh stuffer parcasi icerir.
Souffer dimsi
EcoRV
Xbal N —
Sphl 4y “—‘PC‘P{. primes
Bsml ;_\ Tl i dizisi
olan dizi
Elon
Tek iplikli DN.A, elde edilen klondan
hazirlanir. Bsml ve EcoRV bdélgeleri
EcoR iki kiiciik oligoniikleotidin birlesmesi
) ile cift iplikli yapilir
il B
Bsml
Ve
Stuffer dizisi J §
EcoRV ve Bsml ile kesimden sonra,
" = -~ . 85440 niikleotid uzunlugundaki N13
= = POR . =
-‘/‘\v i ‘:E,_i:,"mm tiirevi oligoniikleotid prob
~~®—__ Hibridize karisiminda kullanilabilir. 7200

DA, niikleotidlik M13 parcasi alinmaz.

Sekil 4. Uzun olan M13 tirevi MLPA oligontkleotid probunun hazirlanmasi 23),

MLPA yontemi ile gerceklestiriimis ve yayinlanmis, pubmed ©%

veritabanina kayith 386 makale ve 21 derleme bulunmaktadir. Bunlardan 125
tanesi gesitli kanser vakalari ile iligkili olarak yapilan ¢alismalardir. Bu vakalar
gogus ve yumurtalik kanseri, kolorektal kanser, duedonum kanseri ve lenfotik

25-27

|6semi seklindedir @521) KML ile iligkili olarak MLPA yontemi ile yapilmis bir

¢alisma henuz bulunmamaktadir.
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1.5. Taranan Genler

KML hastalarinda MLPA yontemi ile; BCAR3, F3, NRAS, IL10, IL1A,
TANK, PIK3CA, IL13, IL4, CDKN1A, MYB, ABCB1, FGFR1, MYC, PTP4A3,
RECQL4, CDKN2A, WFS1, OCIAD1, GNRHR, IL2, KLKB1, PMS2, GHRHR,
EGFR, ELN, KRIT1, IMPDH1, SHH, PTPRD, TJP2, TGFBR1, TSC1 olmak
uzere 33 genin bulunduklari kromozom bdlgelerindeki (1-9. kromozom)

diizensizliklerin arastiriimasi planlanmistir (Sekil 5) ®.
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lgggglg i 381 4pis.33 SpiB.2
3. BF24.3 Sp15.1
i P25 4p15.52
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frtvit E 16 Ip2L.33 et Btz
ezl g;ig% 3p2L.32 "’13 Splied
IP31E 2ris " ERH
hetits NEAS 4 32151 e — OCIADI] EaH
ApElak 3 3 3p21.2 4311 satled,
apiz 3p21.1 4q12 £a11.2
it i — 2112 chpihy 4a13.1 5a12:1
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Sekil 5. Taranan genlerin kromozomlar iizerinde yerlesimleri ?®.

* Duplikasyon saptanan genler.
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1.5.1 GOGUS KANSERI ANTIOSTROJEN DIRENCI 3 (BCAR3)

Bu gen NSP2 (Novel SH2-Containing Protein 2) olarak da isimlendirilir
%) insan 1. kromozomunun p kolunda yer alir (1p22.1) ve 285.359 bazdan
olusmaktadir ¥, Gogis kanserinde, antidstrojen tamoxifen hem 6ncii tedavi
hemde gelismis metastatik hastaligin tedavisi icin dngorulmugtar @4, Ostrojen
reseptor pozitif hastalarin cogunda ilag tedavisi ile hafifleme tetiklenmis olsa da
tiim hastalar bir siire sonra diren¢ gdstermislerdir ?Y. Antidstrojen direncinin
molekiler mekanizmasini ¢ézebilmek icin van Agthoven ve arkadaslari 1998
yilinda gogus kanseri hucre hattina bir insersiyonal mutagenez stratejisi
uyguladilar ®*). Enfekte hiicreler; tamoxifen ayrimina tabi tutuldular ve direngli
klonlarda, genel bir integrasyon bdlgesinin antidstrojen direnci ile iligkili oldugu
(%) Van Agthoven ve arkadaslari, bdlgeye 6zgii prob ile insan testis
cDNA kutiphanesini goéruntileyerek BCAR3 kodlayan cDNA elde ettiler @4,

Ortaya ¢ikan 825 amino asitlik BCARS proteini, Src homology 2 (SH2) benzeri

gOsterildi

bir bolge ve maya CDC48 geni ile homolog bir dizi icermektedir *. Northern
blot analizi, BCAR3’lUn 3.4 kilobazlik (kb) transkripsiyonu ile kalpte, plasentada,
iskelet kasinda, dalakta, prostatta, testiste, ovaryumda, ince bagirsakta,
kolonda, fetal bobrekte ve bazi kanser hlicre hatlarinda asiri ifadesini tespit
etmistir ®*. Bu durum non-malignant gégiis dokusunda gdzlenmemistir .
Ayrica iskelet kasi ve kalpte, 6 kb BCAR3 transkripsiyonu tespit edilmistir 4.
integrin ve tirozin kinaz yoladi reseptérii ile BCAR3 geni farklilagsmalarinin iligkili

oldugunu gosteren cgesitli calismalar bulunmaktadir 39,

1.5.2. PIHTILASMA FAKTORU llI (F3)

Doku Faktorii (TF) veya Doku Tromboplastin olarak da adlandirilir 4.
insan 1. kromozomunun p kolunda yer alir (1p22-p21) ?*. 12.4 kb uzunlugunda
6 ekzondan olusur ®¥. Kanin pihtilasmasinda ekstrinsik yolak, plazma faktor 7
(F7) ve F3 etkilesimi ile baslamaktadir ®2*®. F3/F7 bileseni, F3 ve enzimatik
olarak islevsel F7 (F7a) bilesenine donusir ®23®. Bu bilesen faktor 10, faktor 9
ve protrombin aktivasyonuna ve sonrasinda fibrin olusumuna neden olur
(243233 Bu iglemler, plazma proteaz inhibitdrleri ve thrombomodulin-protein C

yolagi ile kontrol edilir (24) Ekstrinsik yolakda diger bir kontrol mekanizmasi ise
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TF yolak inhibitéri olarak adlandirilir (3 F3 geninin olgun proteinlerinin
ifadesinde 3 farkli bolgeye ihtiyac duyulur (hicre disi, zarlar arasi ve
sitoplazmik) #*. F3'Un, fibroblastlar ve kan damarlarinda dolasan vaskiiler
yumusak kas hdcreleri tarafindan ifadesi vaskuler butlnlik bozuldugunda
pihtilasmayi baglatan hemostatik bariyer olusumunu saglar () F3'Un kalp
kasinda ifadesi gerceklesir ancak iskelet kasinda gézlenmez (24) Pihtilagmadaki
proteaz asamalari, birlikte hemostazi koruyan ekstrinsik (F3/F7a) ve intrinsik
(F8a/F9a) yolaklarini kapsamaktadir. Bu genin hemostaz, tromboz, inflamasyon
ve hucresel bagisikhk tepkisi ile iligkili rahatsizliklarda rolinin oldugu yapilan

calismalar ile saptanmistir 24:3233),

1.5.3. NOROBLASTOMA RAS VIRAL ONKOGEN HOMOLOGU
(NRAS)

Onkogen NRAS (NRAS1) ve Otoimmun Lenfoproliferatif Sendrom Tip 4
(ALPS4 Included) olarak da adlandirilir 4. insan 1. kromozomunun p kolunda
yer alir (1p13.2) ve 7 ekzon icermektedir ®*. RAS gen ailesine dahil bir

onkogendir ¥,

Ras ailesi, H-ras, K-ras ve N-ras’ tan olusur ®*. Kanser gelisiminde, Ras
geni nokta mutasyonlari rol oynar (34), Embriyogenezde, yara iyilesmesinde ve
mitozun artmis oldugu durumlarda da genin ifadesi gorilir. Ras proteinleri;
zarda bulunan Guanozin trifosfataz (GTPase) islevine sahiptir, hiicre zarindan
niikleusa dogru olan uyari iletilerinde ve hiicre biiyiimesinde rol oynar ®¥. Ras
proteininin normal hucredeki gorevi, uyarici uyarilarin oldugu durumlarda
Guanozin trifosfat (GTP)a baglanip islevsel hale gecgerek uyarici uyarilari
nukleusa iletmektir ©®*. Bu siirli uyari iletimi sona erdiginde de GTP
molekulinin GTPase enzimi araciligiyla hidrolize olmasi sonucu Guanozin
difosfat (GDP) proteinine badli iglevsiz formunu olusturup, istirahat fazina
dénmesini saglamak ve bir sonraki uyariy1 beklemektir 34 Mutant Ras proteini
GTPase islevini inhibe ettiginden, gen urlnleri kontrolsiz olarak Uretilir 34 H-
ras 12. kodonda, K-ras 13. kodonda ve N-ras geni 61. kodonda kodlanir 4. K-
ras mutasyonu, en sik 12. kodonda gériilir ®¥. Bu kodonlardaki mutasyonlar,

ras ailesinin GTPase islevini degistirebilir ve bunun sonucu olarak surekli uyari
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islevleri ortaya ¢ikar (34), Uyar silsilesinde olusan bu mitojenik uyarilar, malign

r G4 (34

). En sik K-ras mutasyonu gorilir ®¥. H-ras

34)

transformasyona neden olu

mutasyonu daha seyrek ve N-ras mutasyonu ise cok nadirdir

N-ras geni, fibrosarkoma ve embriyonal rhabdomyosarcoma (RD) olmak
uzere iki farkh insan sarkoma hlcre hattinda isleve sahiptir (24), Ayrica
promyeloid I6semi hlcre hattinda ve noroblastoma hucre hattinda da iglevsel
oldugu tespit edilmistir **. N-ras normal fibroblastlarda ve tiimér hiicrelerinde
ayni seviyelerde bulunmaktadir ®”. 4.3 kb ve 2 kb olmak iizere iki dnemli
transkripsiyon urinu bulunmaktadir @4, Golgi cisimcigi ve plazma zari arasinda

@Y K-ras ve N-ras

mekik dokuyan bir zar proteinini kodlamaktadir
onkogenlerinin kolonda homeostaz ve tumorogenezi kontrol ettigi gosterilmistir.
Kolorektal kanser, tiroid karsinoma ve otoimmun lymphoproliferative sendromu
ile N-ras mutasyonlari arasindaki iligkiler g¢esitli calismalar ile arastiriimigtir
(2435 " Ayrica pankreas, akciger ve myeloid I6semilerde N-ras mutasyonlarinin

da gerceklestigi gosterilmistir ).

1.5.4. INTERLOKIN 10 (IL10)

Sitokin Sentezi inhibitor Faktorii (CSIF) olarak da isimlendirilir. insan 1.
kromozomunun g kolunda yer almaktadir (1931-q32 ) (%) Genomik DNA’da 5.2

kb'lik yer kaplayan bu gen 5 ekzon icermektedir ?%.

Sitokinler, dogal ve sonradan kazanilan bagisiklik yaniti olusumunda,
bagisiklik sistemi hucrelerinin karsilikli iligkilerini duzenleyen protein veya
glikoprotein yapisinda maddelerdir @) Hucreler arasi uyari proteinleri olan
sitokinler, badisiklik ve inflamatuar yanit olusumu, hematopoez ve vyara
iyilesmesi gibi farkli birgok olayin diizenlenmesinde rol alirlar ©”. Th1 hiicreleri
interferon-gamma (IFN-y), timor nekroz faktor-alfa ve beta (TNF-a, TNF-B) ve
interlokin-2 (IL-2) sitokinlerini salgilarken, Th2 hicreleri IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve

IL-13 sitokinlerini salgilar 7).

IL-10, 36 kd’luk homodimerik bir sitokindir ®. Sitokin sentezi engelleme

faktori olarak da adlandinlir. CunkG Th1 hidcre klonlarindan salgilanan
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sitokinlerin salgilanmasini engeller ®®. IL-10, T ve B hiicreleri ve makrofajlardan
salgilanir 8. Farkli hicre tipleri (zerinde farkh etkileri vardir ©®. B
hacrelerindeki uyarici etkisi sonucu, MHC sinif 2 ifadesi, B hucrelerinin
cogalmasi ve baskalasmasi artar ®. Fakat monositlerin ylizeyinde MHC sinif 1
ifadesini ve B7 ifadesini engelleyerek bunlarin T hucrelerini aktive etme
kapasitesini azaltir ®®. Ayrica Sitotoksik T-Lenfosit (STL) yiizeyinde MHC sinif
1 ifadesini azaltarak, STL aracili lizise engel olur ®®. IL-10, monosit ve
makrofajlardan IL-1, TNFa, IL-6, IL-8, IL-12 salgilanmasini ve T hicrelerinden

IFNy ve IL-2 salgilanmasini da engeller ©®

. Bu Th1 sitokinlerini engelleyici
Ozelliklerinden dolayi IL-10 Th2 sitokin olarak siniflandirilsa da aslinda bazi Th1
klonlari da IL-10 salgilarlar ®®. Ayrica IL-10’un, IL-2'den yoksun T hiicrelerinde
ve bcl-2 proteinini arttirarak B hucrelerinde apoptozu engelledigi goralmustar

(38 r (38

) IL-10 kollajen | ifadesini azaltir, hiicre ici kollajenazi arttiri ). Bu sebeple

anti-fibrotik igleve sahiptir 8) " IL10’daki farkhlasmalar ile KML arasindaki

potansiyel iliski daha énceki calismalarda éne siiriilmistir 9.

1.5.5. INTERLOKIN 1- ALFA (IL1A)

IL1-Alfa olarak da isimlendirilen bu gen insan 2. kromozomunun q

kolunda yer almaktadir (2q14) ¥

. p15’li asidik form ve p17’li dogal form olmak
uzere iki ayri yapisal formu vardir @) 1IL1A geni, 7 ekzon ve 6 intron igeren

10.206 bg'den olusur @Y,

interlékin-1 (IL-1) temel olarak monositler, makrofajlar, trombositler ve
hasarlanmis endotelden salinan ve hemen hemen tum doku ve organ
sistemlerinde etkili olan polipeptid yapida bir sitokindir “9) "1L-1 akut ve kronik
inflamasyonu indlkleyen pro-inflamatuvar sitokinlerin prototipi olup prototipik
alarm sitokini olarak da adlandirilir “9. IL-1; IL-1A ve IL-1B adi verilen biyolojik
acidan farkli iki alt gruptan olusur “%. IL-1A genelde dolasimda bulunmayan ve
hicre Olimu esnasinda hucrelerden salinan inflamatuvar ajan olarak gorev
yaparken, IL-1B hicre disina salinan inflamatuvar ajandir (40), Baglandigi
hicrede temel olarak gen ifadesini arttirarak veya baskilayarak diger
sitokinlerin, buylime faktorlerinin ve proteinlerin sentezini duzenler. IL-1,

badisiklik sistemi T lenfositler, B lenfositler, makrofajlar, kemik iligi htcreleri
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r 9 IL-1’in endotel iizerindeki etkileri aterogenez ve trombiis

uzerinden etkile
olusumuna katkida bulunmaktadir “9. IL-1 endotel (izerinde adhezyon
molekullerinin ifadesini, prokoagulan iglevi, trombosit aktive edici faktor

sentezini arttirir, vaskiiler diiz kas hiicre gogalimini uyarir 4%,

Makrofajlar, keratinositler, uyarilmis B lenfositler ve fibroblastlarida
kapsayan cesitli hucre tipleri tarafindan sentezlenen IL1A ve IL1B proteinleri,
inflamasyon ve bagisiklik'ta etkili arabulucudurlar ®¥. Hem IL1A hem de IL1B,
in vitroda osteoklast islevini tesvik eder @Y. IL1A ve IL1B hicrenin
programlanmig 6limunde (apoptoz) de etkin rol oynamaktadir @) IL1A geninde
intron 6'da bulunan 46 bg¢ uzunlugundaki VNTR (Variable Number Tandem
Repeats) bdlgesinde cesitli polimorfizmler gerceklesebilmektedir ?%. IL-1A'nin
apoptoz gibi biyolojik iglevlerde rolinin olmasi kanser ile iligkili olabilecegini

dustindiirmektedir @+4",

1.5.6. TRAF AILESi UYESI-ILISKILI NF-KAPPA-B AKTIVATORU
(TANK)

Traf-iliskili protein (ITRAF) olarak da isimlendirilir. insan 2.
kromozomunun q kolunda yer almaktadir (2q24) . TRAF proteinleri TNF
reseptor siiperailesi ile ilikilidir ?. TNF siiperailesi liyelerinden gelen uyarilara
uyum gosterirler Y. TRAF proteinleri, TRAF’In korunmus C-terminali (TRAF-C)
bolgesini paylasirlar %,
islevieri bulunmaktadir ®*. TANK, TRAF1, TRAF2 ve TRAF3'in TRAF-C

bélgesine baglanir ?*. TANK'In asiri ifadesi, CD40, TNFR1 ve TNFR2'nin
(42
,

Reseptorlerin  etkilesiminde ve oligomerizasyonda

uyarilar ile islevsel olan NF-kappa-B’yi engelle ). TANK'In, sitoplazmada
durgun fazda TRAF’lari ayirarak TRAF protein islevini kontrol eden TRAF
fonksiyonunu engelledigi de diisiiniimektedir ?*. TANK insanda TRAF2nin
sakl zar proteini 1 (LMP1)e baglanmasini, Epstein-Barr viris transforme
proteinini ve LMP1’in uyardigi NF-kappa-B aktivasyonunu engeller “42) TANK
sitoplazma igine birakilir. LMP1 yoklugunda, TRAF2 benzer bir yerlesim
diizenine sahiptir, TRAF2 ve TANK beraber bulunabilirler ?*. TANK insan

dokularinda, 2.3 kb’lik mRNA olarak ifade olur ®¥. Onkogenik diizenlemeler ile
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baglantili olan TRK’ya kaynasmis geni (TFG) proteininin, NF-kappaB yolaginda

TANK ile iliskisi gosterilmistir ),

1.5.7. FOSFATIDILINOSITOL 3-KINAZ KATALITIK ALFA (PIK3CA)

p110-ALFA olarak da bilinen bu gen, insan 3. kromozomunun q kolunda
yer alir (3g26.3) ®*). Fosfatidilinositol 3-kinaz 85 kd ve 110 kd'lik iki alt initeden
olusmaktadir ®¥. 85 kd'lik alt Ginite PI3-kinaz islevini engeller ve 110 kd'lik
(p110) alt Unite ile birlesmede tesvik rolunl oynayarak tirozin kinazi iglevsel
hale getirir @4 Bir timor supresor geni olan PTEN, hucre buyumesini gesitli
mekanizmalar ile engeller . PTEN PIK3CA'nin en énemli (iriinii olan PIP3’(
de defosforile eder “?. PIP3; fosforile olan protein kinaz B (AKT1, PKB) ‘nin,
hiicre zarina gegisinde gereklidir ?¥. Hicre oliminde PTEN’in etkisinin
PIK3CA/AKT1 yolagi ile baglantii oldugu dusuniimektedir (24), 3g26’da,
PIK3CA’yI da kapsayan bolgede ovaryum ve cesitli kanserlerle iligkili tekrar
sayisi artisi saptanmistir . PIK3CA kopya sayisi ve PI3-kinaz islevi
arasindaki bu iliski, PIK3CA'nin bir onkogen olabilecegini distindiirmektedir ?%.
Cunku kanser ile iligkili fonksiyonlarin ¢ogu, PI3-kinaz bagimh uyari iletimi ile
iligkilidir @4 PIK3CA geni ve kanser arasindaki iligki, gogus kanseri, ovaryum
kanseri, kolorektal kanser ve hepatoselller karsinoma c¢alismalari ile de

arastirimistir @443,

1.5.8. INTERLOKIN 13 (IL13)

IL13 geni insan 5. kromozomunun q kolunda yer almaktadir (5q31) 4.

IL13 yapisal olarak IL3, IL5, IL4 ve GMCSF (CSF2) genleri ile benzerlik gosterir

@) Ayrica fonksiyon agisindan IL-4’e benzer “4). Aktive T helper 2 lenfositleri ve

(44)

alveolar makrofajlarda uretilir Makrofajlarda ve epitelyal hucrelerde

enflamatuvar sitokinlerin yapimini azaltir ve enflamatuvar bir sitokin olan

interlokin-1 reseptdr antagonistini dizenler “¥

enflamasyonu hafifletir 4. Erigkin  fibrotik akciger hastaliklarinda,

. Boylece IL-13 akcigerdeki

bronkoalveolar lavaj Orneklerinde IL-13 konsantrasyonunun arttigi tespit

edilmistir “*.. Hayvan calismalarinda IL-4 gibi IL-13'Uin enflamatuvar akciger

44)

hastaliklarina karsi koruyucu oldugu gosterilmistir “44) Buna karsin akciger
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hasarlanmasi olan prematire bebeklerde IL-13 nadiren tespit edilebilmis ve

tespit edilebilenler ise biyolojik islev icin gerekli dizeyin altinda bulunmu$tur(44).

IL13, alerjik astim, eozinofilik enflamasyon ve mukus sekresyonunda

merkezi bir mediyatordir “4. immiinglobulin E (izerinde de giglii etkileri vardir

(“44) Bronkopulmoner displazinin uzun donem komplikasyonlarindan biri olan

(44

bronsiyal hiperreaktivite ile iligkidir ) Deneysel hayvan galismalarinda IL13’0n

sepsiste oOnleyici etkileri bildirilmistir @4 1L10'a benzer yolla fakat ondan

bagimsiz olarak LPS’ye baglh letal endotoksemiden korudugu gosterilmistir 4.

Erigkin septik hastalarda IL13 ile TNF-a arasinda pozitif iliski bulunmustur (“44)

Sepsisli ¢ocuklarda ise =zayif IL13 yanitinin kotu prognozu igaret ettigi

“4). Akciger kanserinde ve T-hiicreli lenfoma’da IL13'{in etkisinin

arastirildi§i calismalar bulunmaktadir >4,

saptanmigtir

1.5.9. INTERLOKIN 4 (IL4)

B-cell stimulatory factor 1 (BSF1) olarak da adlandirilan bu gen insan 5.
kromozomunun q kolunda yer alir (5931.1) ©@¥. IL4 geni yaklasik 10 kb
boyutunda ve 4 ekzon igerir @) 1L13 geni bu genin 12 kb kadar upstream
bélgesinde yer alir ve yapisal olarak birbirine benzerler ?%.

IL-4 baslica T lenfositlerde ve alveolar mast hicrelerinde sentezlenir (44)
Bazi sitokin ve buylme faktorlerinin yapimini uyarirken, bazilarini da (6zellikle
interferon-y) inhibe eder “Y. CD4+ T hiicrelerinin Th2 hiicrelerine
farklilasmasina neden olur ve Th1 farklilasmasini baskilar “”. B lenfositlerin
¢ogalmasini ve farklilagmasini uyarir “7)_ B lenfositlerden IgE yapimini artirir
“n, Hayvan calismalarinda akciger enflamasyonunu inhibe ettigi gdsterilmistir
@) Ancak akciger fibroblastlarinin gogalimini ve kollajen yapimini arttirma gibi

24)

olumsuz etkileri de vardir ®*. Erken dogan bebeklerde yeterli gelismemis

akcigerin  yeterli IL-4 sentezleyemedigi disintlmektedir “Y. RDSli
(Respiratuvar distres sendromu) bebeklerin trakeal aspiratinda erken dénemde
IL-4 diizeyinde anlamh artis gosterilememistir “%. B lenfosit yiizey
immunoglobdlininin mononukleer fagosit zar ylzeyindeki antijen ile baglanmasi

ve yardimci T lenfositlerden IL-4 salgilanmasi, B lenfosit cogalmasini uyarir (24),
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Bunu takiben, bellek hicresi ve plazma hucresi farklilagsmasi i¢in yardimci T

lenfositlerden IL-5 ve mononUkleer fagositlerden IL-6 salgilanmasi saglanir (24),

Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda, IL-4 geninin baslatma bdlgesindeki
T-allelindeki bi-allellik  polimerizasyonuyla SSPE (subacute sclerosing
panencephalitis) arasinda acgik bir iliski bulunmustur “8) " interferon-t; IRF-1
(interferon duzenleyici faktor-1) alleli ve IL-4 promotor gen-589 T genoatipinin
hareketi ile SSPE gelisimi baglantilidir “8) 1L-4 promotor 589 T genotipi ve IRF-
1 alleli, en azindan bir allel, SSPE' lerde kontrol grubundan daha ylksek
bulunmustur “®. Diger polimorfizmlerle SSPE arasinda baglanti saptanmamistir

“8) Bu nedenle IL-4 promotor ve IRF-1 polimorfizmleri genetik faktdr olarak

Japonlarda SSPE' e duyarlilikta katkida bulunabilecegi rapor edilmistir “®.

1.5.10. SIKLIN BAGIMLI KINAZ iNHIBITORU 1A (CDKN1A)

CDK geni ile iligkili protein 1 (CIP1) veya yabanil tip p53 islevli kisim 1
(WAF1) olarak da isimlendirimektedir ®*). insan 6. kromozomunun p kolunda
yer almaktadir (6p21.2) ®». Bu genin proteini olan p21 (21 kd) siklin-kinaz
islevini engeller (24), p21 proteini tumor hucresinin buyumesini baskilamada

24)

p53’e aracilik eder (24), p21’in; tUmor hdcre hattindaki asiri ifadesi ile baskilanan

koloni formu, p53’Un asiri ifadesi sonucu olusan baskilanmaya benzemektedir
@4 P21’in N-ucu, timér hiicre gelisimini baskilamada daha etkindir . C-

terminalindeki yarisinda ise bu etki gozlenmemistir @4,

CDKN1A geninin promotor bodlgesi, p53 proteinini taniyan diziler

r (49

icermektedi ). Ayrica CDKN1A transkripsiyonu yabanil tip p53 diizeyi ile

kontrol edilir “®). p21 proteini bir grup CDK-siklin bilesenini baglar “9. p21

r 9. Ancak bugiine kadar,

islevinin kaybi, TP53 mutasyonuna egdeger sayilabili
CDKN1A geninde somatik mutasyon saptanmamistir “**%_ immiinhistokimyasal
p21 ifadesi, gelisim seviyesi ile iliskisiz olarak pek ¢ok gliomda saptanmaktadir
(4950) " CDKN1A geninin 31. kodonundaki C/A transversiyonu sonucu serin
yerine arjinin aminoasitinin  kodlanmasiyla sonuglanan bir polimorfizm
tanimlanmistir ©V. AA genotipinin akciger ve mesane kanser gelisimi ile, CC

genotipinin ise d6zeferangal kanser olusumu ile iligkisi gdsterilmistir ®1) Genin 3'
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translasyona ugramayan bdlgesinde yer alan (stop kodonunun 20 bazgift
asagisinda) ve 31. kodon polimorfizmi ile baglanti gosteren C/T polimorfizmi
tanimlanmistir Y. Bir calismada, CC genotipi ile karsilastirildiginda, T alleli
tasiyicilarinda (CT+TT genotipleri) prostat kanseri gelisim riskinin 2 kat arttigi
gosterilmistir ©V. Cip/Kip aile tiyesinden biri olan p27*""" (CDKN1B) geninin 109.
kodonunda T/G degisimi sonucu glisin amino asiti yerine valin amino asiti

kodlanmasiyla sonuglanan bir polimorfizm tanimlanmistir 7.

1.511. V-MYB AVIAN MIYELOBLASTOZ VIRAL ONKOGEN
HOMOLOGU (MYB)

Onkogen MYB veya onkogen AMV olarak da isimlendirilen bu gen
insanda 6 kromozomun q kolunda yer almaktadir (6922) @4 Avian
miyeloblastoz virusu tavuklarda myeloid 16semiye neden olmaktadir ve MYB ile
homolog RNA dizilerinin ifadesi, tim olgunlasmamis myeloid ve lenfoid T
hiicrelerinde tespit edilmistir ®*. 6. kromozomun q kolu ve 7. kromozom
arasindaki translokasyon ile tumoér hicre hattinda c-MYB ifadesi artigi
gbzlenmektedir ®Y. MYB onkogeni ile T hiicreli akut lenfoblastik I6semi (T-ALL)

iliskisi saptanmistir 4.
1.5.12. ATP-BAGLAYICI KASET B ALT AILESI 1. UYESi (ABCB1)

P-glikoprotein 1 (PGY1) veya multidrug direnc 1 (MDR1) olarak da
isimlendirilir ®¥. Insan 7. kromozomunun q kolunda yer almaktadir (7g21.1) @4,
ABCB1 4.5 kb'lik mRNA kodlamaktadir ®*. Tum ilaca direncli insan hicre

hatlarinda asiri ifadesine rastlanmaktadir ?%.

ABC (ATP-baglayan protein) tagiyici ailesi; ABCB1 tarafindan kodlanan
p-glikoprotein ve en azindan 7 gesit “multi drug direnci (MRP)” proteinden
olusmaktadir. Taslyici proteinlerin ifadelerini dizenleyen genlerdeki (p53, N-
MYC vb.) delesyonlar ya da artiglar bu proteinlerin ifadelerinin artmasina ve tim
hiicrelerinin ilaca direnc gdstermesine neden olur ®?. ABCB1, MRP1 ve MRP2
genleri polimorfik 6zelliktedir ancak klinik onkoloji ile iligkileri hentuz net olarak

gosteriimemistir ®?. ABCB1 geni tarafindan kodlanan P-glikoprotein (PGP),
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r 3. Bu nedenle ilaglar yeterince etki

53)

kanser ilaglarini hiicre disina pompala
gosteremez. ABCB1 geninde yapilan degisiklikler PGP yapimini engeller (
Hucrede yeterince PGP bulunmayinca, ilaglar digsari atilamaz ve gerekli etkiyi
gosterene kadar hiicre icinde kalirlar ©®. ABCB1 geni mutasyona ugrayan
hastalarin kemoterapiye cevap verme orani, digerlerine gore ¢ok daha yuksektir
®3)  Gastrik ve kolon kanserinde farkllasmis ABCB1 mRNA ifadesi

gosterilmigtir. Klinik kemoterapi igin epigenetik mekanizmalari da tanimlanmistir
(54)

1.5.13. FIBROBLAST BUYUME FAKTORU RESEPTORU 1 (FGFR1)

FMS genine benzer tirozin kinaz 2 (FLT2) veya FMS genine benzer gen

24 insan 8. kromozomunun p

(FLG) gibi isimler ile de adlandiriimaktadir ¢
kolunda yer almaktadir (8p11.2-p11.1) ®Y. FGFR1 geni fibroblast biiylime
faktorii reseptorii olarak adlandirilan proteinin yapimini saglar ®*. Bu protein;
hicre boliunmesi, buylimesi ve olgunlagmasi; kan damarlarinin yapisi; yaralarin
iyilesmesi ve embriyonik gelisimde ¢ok dnemli islevlere sahip birkag fibroblast

biiylime faktorinden birisidir ©°).

FGFR1 proteini hicre zarinda uzanir, bir ucu hucre iginde kalirken diger
ucu hucrenin dig yuzeyine tasar. Bu yerlesim FGFR1 proteinine, hucre disindaki
O0zgul blyume faktorleri ile etkilesim kurmaya ve hilcrenin gevresine yanit
vermesine yardimci uyarilari almaya imkan saglamaktadir (59), Blyume faktorleri
FGFR1 proteini ile temasa gectiklerinde, reseptorler hicre i¢i kimyasal
reaksiyonlar zincirini tetikler ®% Bu reaksiyonlar, 6zgu fonksiyonlara olgunlagsma
gibi hiicreyi tamamiyla degistirebilecek farkliliklara neden olabilir *®. FGFR1
proteininin sinir sisteminin gelisiminde de onemli bir role sahip oldugu
diistiniilmektedir . Ayrica kemik gelisiminin kontroliinde yardimci bir protein

olarak da islev gérebilir *°).

FGFR1; asidik FGF igin bir zar reseptori kodlar ?¥. Asidik fibroblast
bayume faktort (FGFA) de in vitro ve in vivo'’da FGFR1?’in tirozin kinaz iglevini
uyarir ®?. Asidik ve bazik FGF’lerin her iki tipi de endotel cogalimini ve

(24

haraketliligi arttirarak neovaskularizasyonu hizlandirir ) Heparinin etkilerini
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guglendirir %) Bazik FGF, ayrica kollajen sentezini de wuyarir; yara
kontraksiyonunu, epitelizasyonu, fibronektin ve proteoglikan sentezini uyarlr(24).
Prostat kanseri ile FGFR1 arasindaki iliski yapilan son bir calisma ile
arastinimis ve prostat kanseri gelisimini tetikleyebilecegi desteklenmigstir ®7),
BCR-ABL baskilanmasinin tirozin kinazlarla iliskisinin arastirildigi bir calismada
FGFR1 geninde de farklilasma oldugu gézlenmistir ®8) KML ile ilgili olarak da
atipik KML vakalarinda gosterilen BCR geni ekzon 5 ile FGFR1 ekzon 9 ve 8

arasinda gerceklesen 1(8;22) (p12;q11) translokasyonunda yer almaktadir "®.

1.5.14. V-MYC AVIAN MIYELOSITOMATOZ VIiRAL ONKOGEN
HOMOLOGU (MYC)

Onkogen MYC veya Avian Miyelositomatoz Viral Onkogen Homologu gibi
cesitli isimler alan bu gen insan 8. kromozomunun q kolunda yer almaktadir
(8924.12-g24.13) ®Y. MYC geni bir proto-onkogendir ?*. Myc genleri, DNA’ ya

r ®4)_Bu proteinler hiicre cogalmasinda

baglanan U¢ nukleer fosfoproteini kodla
ve farklilasmasinda etkilidirler ®*. DNA sentezinin baslamasinda rol alirlar 4.
Klonlandiklari kulturlere ve elde edilme sartlarina gore bu genler, c-myc, N-myc
ve L-myc seklinde siniflandirilir G4 Bu gen, siklikla kazanim olmasi ve
transkripsiyonun didzenlenmesinin bozulmasi ile onkogen halini alir. c-myc
kazanimi olan hucrelerde buyume faktora gereksinimi azalir, hucre siklusunda
G1 fazi kisalir ve bunun sonucunda cogalma olur ®¥. c-myc timér biiyime

hizinda artis ve sag kalimda kisalma ile iliskilidir .

Karsinomlarin %32’sinde myc proto-onkogeninin 2-15 kat artmis oldugu
invazif duktal karsinomlarda ise myc geninin yapisal farkliliklar tasidigi
gOsterilmistir 9 Bazen kétii gidis ve sert klinik gidise neden olan tumorlerde
myc ifadesinin artisi gdsterilmistir ©%. Ancak myc’in, tiimériin histolojik tipi ve
derecesi ile ayrica dstrojen reseptérii gorevi ile iliskisi gosterilmemistir ©9). Myc
ifadesi tek basina meme karsinogenezi igin yeterli olabilir ®9) Hatta myc’in
hormona yanit vermemede veya kemoterapiye direncten sorumlu oldugu ileri
striilir ®9. Yasl kadinlarda meme kanseri ile c-myc proto-onkogeni arasinda

yakin bir iliski bulunmustur ©?. c-myc gen amplifikasyonu meme kanserindeki
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en sik rastlanan genetik degisikliklerden biridir. Meme kanserlerinin 1/3’i bu

genetik degisikligi tagir .
1.5.15. PROTEIN-TIROZIN FOSFATAZ, TiP 4A (PTP4A3)

PRL3 olarak da bilinen bu gen insan 8. kromozomunun q kolunda yer
almaktadir (8q24.3) ®. PRL3 proteini PRL1 (PTP4A1) ile %76 oraninda ve
farede Pri3 ile %96 oraninda ozdestir ?*. Northern blot analizi ile 2.3 kb
transkripsiyon Urininin oncelikle kalp ve iskelet kasinda ve dusuk olarak da
pankreasta ifadesi oldugu gosterilmistir @) Tris glycine jel analizi ile PRL3’Un

(24

22 kd'lik bir protein olarak ifadesi oldugu hesaplanmistir ) Artmis hucre

24)

bilylimesinde PRL3'ln asiri ifadesi gdzlenir PRL3, calisilan 18 kanser

[ (24

metastazinda ylksek ifade seviyeleri ile saptanmisti ). Ancak metastatik

olmayan tumorlerde ve normal kolorektal epitelinde duguk seviyelerde

r ). Calisilan 12 metastazin 3’linde PRL3 geninin, 8q24.3'de yer

saptanmigti
alan kuguk bir ifade bolgesinde, dizi tekrarlari bulunmustur. PRL3 geninin
kolorektal kanser metastazinda 6nemli rolii bulunmaktadir 4. Mikro-array
analizi kullanilarak; fare fibroblastlarinda DNA hasarini takiben, Prl3’ln
p53(TP53) downstream dlzenleyicisi oldugu anlasiimistir %) insanda da PRL3,
hicre dongusu ilerleyisinde hem pozitif hem de negatif kontrolli olarak gesitli

islevlere sahiptir 469,

PRL3'4n bir onkogen olabilecegine dair cesitli
arastirmalar yapiimistir; PRL3, kolon karsinom hicreleri ve osteosarkoma
hdcreleri gibi insan tumor hucre hatlarinin bazilarinda etkin olamamigtir ancak
fibrosarkoma hucrelerinde oldugu gibi bazi hucre hatlarinda da bu etkiyi

(24)

gOsterme potansiyeline sahiptir PRL3’Un hicre dongusundeki iglevi

timérogenez sonrasinda olmayabilir %
1.5.16. RECQ PROTEIN-BENZERI 4 (RECQL4)

DNA Helikaz, Recqg-benzeri, tip 4 (RECQ4) olarak da adlandirilan bu
gen, insan 8. kromozomunun q kolunda yer almaktadir (8q24.3) @4 Werner
sendromu ve Bloom sendromundan sorumlu olarak tanimlanmis genler ile, cift
iplikli DNA'y1 tek iplikli DNA'ya ¢6zen bir DNA helikaz kodlayan Esherichia coli

RecQ geni homolog genlerdir ®*). Diger 6karyotik homologlar arasinda RECQL
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de bulunmaktadir ®». RECQL4 3,627 baz icerir ve 1.208 amino asitlik bir

p (24

protein kodla ). Bu proteinin sentezi Oncelikli olarak timus ve testislerde

gerceklesmektedir ?Y. RECQL4 Hela hiicrelerinin sitoplazmik iceriginde
bulunur @¥. En ¢ok calisma Rothmund-Thomson sendromu ile yapilmistir (24)
UV kaynakli DNA hasarlarinin tamirinde RECQL4 geninin roli oldugu da

savunulmaktadir .
1.5.17. SIKLIN-BAGIMLI KINAZ INHIBITORU 2A (CDKN2A)

CDKN2, CDK4 inhibitorii, Multiple timér supressér 1 (MTS1) veya TP16
gibi bircok isimle de adlandirilir @4 Insan 9. kromozomunun p kolunda yer
almaktadir (9p21) ®¥. CDKN2A geni, 2 hayati hiicre dongiisii kontrol yolagi
olan p53 (TP53) yolag ve retinoblastoma yolagini kontrol eder ?*. CDKN2A
geni, bir siklin bagimh kinaz inhibitort olan p16 ve p14 (p53 ifadesini duzenleyici
MDM2 proteinine baglanan) proteinlerini tretir **. Gen; 125 b¢’lik ekzon 1 (E1),
307 be'lik E2 ve yalnizca 12 be'lik E3 olmak tizere 3 ekzon icerir %Y.

Hucre dongusundn kontrol mekanizmasinda ¢ok cesitli proteinler yer alir.
Ozellikle G1 fazinin ilerlemesinin kontroliinde etkili proteinlerde meydana gelen
degisiklikler pek cok kanserin gelisimine katkida bulunur ©?. Bu proteinler G1
siklinler, G1-CDK islevini kontrol eden p16 proteini ve G1-CDK tarafindan
kontrol edilen Rb proteinidir ©?. CDKN2A'nin pankreatik kanser, 16semi,
O0zofagal ve gastrik kanserler, mesane kanseri, diyabet ve c¢esitli kanser tipleri
ile iliskileri cesitli calismalar ile arastiriimistir Y. CDKN2A geninde tanimlanan
A148T varyanti erken yasta gelisen meme malign melanom ve akciger

kanserleri ile iliskilendirilmistir ©7.
1.5.18. WOLFRAMIN (WFS1)

insan 4. kromozomunun p kolunda yer alir (4p16.1) ®%. Buyuklugi 33.4

kb’dir ve 8 ekzon bélgesi igerir ¢4

Wolfram sendromu, diabetes mellitus, diabetes insipitus ve optik atrofi ile
karakterize, otozomal resesif gecen bir sendromdur ©®. 1998’de pozisyonel

klonlamayla iki grup, bu sendromu yapan patojen geni belirlemislerdir ©3) Nokta
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mutasyonlar, ¢cikarma ve ekleme gibi en az 40 tane mutasyon sekli vardir 63),

ilging olarak tiim mutasyonlar WFS1’in son ekzonu olan 8. ekzon (izerindedir
%) Bu gen tarafindan kodlanan zarlar arasi proteinin islevi heniiz bilinmemekle
beraber, mitokondrial DNA (mtDNA) ile etkilesimi mitokondriyal hastaliklara
benzeyen hastalik belirtilerinden sorumlu tutulur ve bu hastalikta mtDNA’da
(mitodondriyal DNA) coklu delesyonlar saptanmistir (63) Psikiyatrik hastaliklar

ozellikle de depresyon, bu sendromun sik rastlanan bilesenlerindendir ©2.

Wolfram sendromu ile baglantili olarak 4p16 Uzerinde 4 aday gen tespit

29 Bunlardan bir tanesi de wolframin olarak adlandirilan ve 890

(64

edilmistir |
amino asitlik bir zarlar arasi protein kodlayan WFS1’dir ®*. Bu protein; beyin ve

(24 Wolfram sendromlu hastalarda da islev

r (64

pankreas dokularinda bulunur
kaybina neden olmus her iki allelindeki mutasyonla ortaya ¢ika ). Wolframin,
beyin, pankreas, kalp ve pankreatik neoplazmlarin %35- 40’ini olusturan
insulinoma timérii beta-hiicre hatlarinda yiiksek seviyelerde ifade olur 4.
Biyokimyasal metotlar kullanilarak; WFS1 proteininin 6ncelikle endoplazmik

retikulum’da (ER) yer alan bir H-sensitive zar glikoprotein oldugu gdsterilmistir
(24)

1.5.19. OCIA BOLGESI TASIYICI 1 (OCIAD1)

OCIA, Ociad1 veya TPA018 gibi birgcok farkli isimle de adlandirilan bu
gen, insan 4. kromozomunun p kolunda yer almakta (4p12) ve 30,817 bazdan

(24)

olusmaktadir OCIA bolgesi tasiyici protein 1 olarak adlandirilan ve yeni

tanimlanmis 245 amino asitlik bir protein kodlamaktadir ©°.

OCIAD1, ovaryum kanseri ile iligkilendiriimigtir. 29 kd’lik OCIAD1
proteininin metastatik dokularda, onctu tumor doku ile kiyaslaninca, asir ifade
oldugu tespit edilmistir ©®. Ovaryum kanserindeki fonksiyonunun, hiicre
yapismasindaki etkisiyle iliskili olabilecegi dustiniilmektedir ©®. OCIAD?’in
hicre metastazindaki potansiyel rolunin engellenmesiyle ilgili olarak c¢esitli

calismalar halen strdiriilmektedir ©°).
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1.5.20. GONADOTROPIN-SALGILAYICI HORMON RESEPTORU
(GNRHR)

GRHR ve Luteinizing Hormon-Salgilayici Hormon Reseptoru (LHRHR)
olarak da adlandirilir ®. insan 4. kromozomunun q kolunda yer almaktadir
(4921.2) @, Bu gen 3 ekzon iceren 18.9 kb'den daha biyik bir gen olup
mRNA’s| yaklasik olarak 5 kb uzunlugundadir ?%.

Gonadotropin-salgilayici hormon (GNRH), ¢cogalma ile ilgili streglerde
anahtar bir nororegulator olarak iglev goren bir hipotalamik decapeptid’dir (24),
Hipotalamik noéronlar tarafindan sentezlenir, pulsatii yola salinir ve
hipotalamofizyal portal déngii yolu ile hipofiz bezinin anterior lobunda tasinir 4.
GNRH'In hipofiz bezindeki dncii aktivasyon bolgesi gonatrop’dur 4. Hiicre,
gonadlarin gametogenik ve hormonal fonksiyonlarini kontrol etmede rol
oynayan GNRH reseptorlerinin ifadesini saglar ve gonatropik hormonlari salgilar

?4) GNRH reseptorii, G-protein cifti Ca®" bagimli reseptdr ailesinin bir iyesidir

") Hipofiz gonatroplarinin hiicre yiizeyinde bulunur ©®”. GNRHR, GNRH
uyarilarini algilar, luteinizing hormon ile foliklil stimile edici hormon sentez ve

(67)

salinimi ayarlar Cinsiyet hormonlari bagimli timorlerin  gelisiminde

luteinizing hormon salgilayici hormon analoglari tarafindan engelleme gozlenir
%) LHRH, prostat ve gogis kanserlerinde tedavide kullanilabilir ?%. Kallmann
sendromu ile iligkili olan hypogonadotropik hypogonadizm ve GNRH geni
calisilan bir calismada dort bireyin ikisinin GNRHR geninde bilesik heterozigot

(68)

missense mutasyon saptanmigtir Buna benzer cesitli calismalar da

bulunmaktadir €2
1.5.21. INTERLOKIN 2 (IL2)

T-Hucresi Buyume Faktort (TCGF) olarak da adlandirlir ve insan 4.
kromozomunun q kolunda yer alir (4926-q27) ¥, T hiicresi blyiime faktori de
denilen (TCGF) IL-2, T lenfositlerinin hiicre siklusunun G1 fazindan S fazina
ilerlemesinden sorumlu olan sitokindir ®¥. IL-2, CD4+ T hiicreleri tarafindan
kismen de CD8+ T hucreleri tarafindan dretilir. IL-2, kendisini Ureten hucrelere

etki edip kendi olusumunu saglar, bu onun otokrin bluyume faktort islevini
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r ®_ Ayrica parakrin bliylime faktorii olarak da etkisi mevcuttur 9. 1L-2,

gOsteri
IFN-y ve lenfotoksin gibi T hicresinden kdkenini alan sitokinlerin sentezini
uyarir ©9. IL-2 reseptorii iki polipeptid zincirinden meydana gelir . ik
saptanan IL-2Ra olup 55 kd’lik bir polipeptitdir ve T hlcresi aktivasyonunda rol
oynar ®*%9)_ikincisi IL-2RB'dir. 70-75 kd'lik kismidir ¥, [L-2'nin bu reseptore
baglanma egilimi IL-2Ra’dan yuksektir (24), IL-2RB’nin ifadesi sonucu olusan 64
kd'lik polipeptide IL-2Ry denir ?*. |L-2 sadece IL-2RBy'y! ifade eden hiicrelerin
bliylimesine neden olur ©®9. Tirozin kinazin IL-2 araciidiyla T hicresi
bdylUmesinin uyarilmasinda yer aldigina dair bulgular vardir ("9 Ancak bunun

nasil oldugu tam olarak belli degildir 7.

IL-2, NK (Natural Killer, Dogal oldurucu) hacrelerinin bayUmesini uyarir
ve onlarin sitolitik fonksiyonlarini arttirir %) Bunu lenfokinle aktive edilmis

r @9, 1L-2, diger sitokinlerle sinerjik etkiyle

oldurtcl hicreler (LAK) Ureterek yapa
NK hiicreleri tarafindan IFN-y salgisini arttirir @Y. [L-2 insan B lenfositlerine etki
ederek hem buylume faktoru olarak hem de antikor sentezi uyarani olarak etki

gosterir ©9. Diger hiicre topluluklarina IL-2’'nin etkisi daha az tanimlanmistir
(69,70)

1.5.22. PREKALLIKREIN EKSIKLIGI (KLKB1)

Fletcher Faktort Eksikligi (PKK Deficiency) ve KLK3 gibi birgok isimle de

(24 (24)

isimlendirilir ®*). insan 4. kromozomunun g kolunda yer almaktadir (4g35)

Dogu Kentucky’de tanimlanamayan pihtilagsma hasari nedeniyle ortaya ¢ikmigtir
(4) " Anormal bir kanama egilimi olmamasina ve normal protrombin zamanina
ragmen kanda c¢ok uzun sdreli kismi tromboplastin zamani (APTT) ve
ertelenmis tromboplastin yenilenmesi ile fark edilmistir @4, Cesitli calismalarda,
prekallikrein noksanhgdinin hemostaz’da, fibrinolizis’te, inflamatuar tepkide ya da
I6kosit fonksiyonunda klinik olarak onemli bir etkiye sahip olmadigi
savunulmustur (%) Bunlardan farkli olarak bazi calismalar ile de prekallikrein’in
tromboz'daki rolii arastinilmistir ®*’". Prekallikrein noksanliginda, KLKB1

geninin 5. ekzonundaki homozigot bir 430 C-T farklilagsmasi tanimlanmistir
(24,71)
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1.5.23. POSTMAYOTIK ARTMIS SEGREGASYON, S. Cerevisiae, 2
(PMS2)

Mismatch Tamir Geni (PMSL2) ya da Herediter Nonpolipozis Kolorektal
Kanser (HNPCC4) olarak da isimlendirilir ®*. insan 7. kromozomunun p
kolunda yer alir (7p22) ®Y. PMS2 geni 16kb olup 15 ekzon icerir ®Y. DNA
onarim mekanizmalarindan olan DNA mismatch (yanhs eslesme) tamirinde
(MER) rol alan genlerden bir tanesidir ?*. Digerleri ise; MSH2, MLH1 ve
PMS1’dir ®». PMS2 ve MLH1’in bir heterodimeri olan MutL-alpha, mismatch
tamiri igine gereklidir. PMS2’'nin 1°den 5. ekzonuna kadar hepsinin ya da
bazilarinin kopyalarini tasiyan 14 PMS2 yalanci geni tanimlanmistir ). Bir
bagka pseudogen olan PMS2CL ise PMS2 geninin 9. ekzonu ile 11’den 15.

ekzonuna kadar olan ekzon bdlgelerini tasir 4.

PMS2 geni, HNPCC (kaltsal polipozis kolon kanseri) aile oykulu

(7273 Tumérsiiz  dokularda

hastalarda kendini delesyonla gOstermistir
heterozigot mutasyonlar tespit edilirken timoér dokusunda PMS2 geninde
mutasyon tespit edilmistir 2. Kolorektal kanserde énemli bir rolii olan PMS2
geninde gergeklesen mutasyonlar, otozomal resesif kalitimi olan mismatch
tamir kanserinde de (Turcot sendromu olarak da bilinen) o6nemli rol

74)

oynamaktadir ). Erken teshisli beyin timérlerinde de PMS2 geninin 14.

ekzonunda gerceklesen homozigot bir mutasyon tanimlanmigtir (24),

1.5.24. BUYUME HORMONU SALGILAYICI HORMON RESEPTORU
(GHRHR)

Blyime Hormonu Salgilayici Faktér Reseptori (GHRFR) olarak da
bilinen bu gen insan 7. kromozomunun p kolunda yer almakta (7p15-p14) ve
10°’dan fazla ekzonu bulunmaktadir ®*). Somatokrin (GHRH), 44 aminoasitli bir
peptiddir ®¥). Bilyiime hormonu (GH) salgilanmasini uyarir ®*.  Fazlaliginda

gigantizm ve akromegali; eksikliginde cicelik gorultr @4,

Hipotalamustan
pulsatil bir sekilde salgilanir ve uyku sirasinda salgilanmasi en yuksek duzeye
cikar ®. GHRHR ile GHRH arasindaki yakin iliskiden dolayl da GHRHR

genindeki mutasyonlar buyime hormonu eksikligi vakalarinda o6n plana
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cikmaktadir Y. GHRH reseptorii/G proteini/Adenil-siklaz/cAMP yolunda GTPaz
mutasyonu varsa c-AMP yapimi durmaz (") Hiicre dongusunu kontrol eden
siklin D1 ve D3 siirekli uyariir ‘. Rb proteininin, fosforilasyonu sonucu
transkripsiyon faktort olan E2F serbest kalir ve hucre dongusu G1 fazindan S
fazina ilerler (7. Ayrica pRb ile E2F’in birlesmesini engelleyen ras geni de

uyarihir ),

1.5.25. EPIDERMAL BUYUME FAKTORU RESEPTORU (EGFR)

Onkogen ERBB, ERBB1 ve ya HER1 gibi bir¢cok isimle adlandirilir @4,
insan 7. kromozomunun p kolunda yer almaktadir (7p12.3-p12.1) ¥, EGFR
170 kd'lik, zarlar arasi bir tirozin kinaz reseptortdir “®. Ara maddesi olan EGF
ve TGF-a (transforming growth factor alpha) ile hiicre disi kismiyla iligki kurar,
bunu reseptor ara madde internalizasyonu, lizozomal yikim ve uyari azalmasi
izler “®. EGFR geni hiicre gogalmasinin kontroliinde rol almaktadir ve astrositik
tiimorlerde en sik artis gdsteren onkogendir “9). Glioblastomlarin iicte birinde

artis gosterdigi veya asiri ifade oldugu saptanmaktadir 97677,

Tirozin kinazlar hem normal hicre buyumesi ile hem de malign donusum

r @4 EGFR, tirozin kinaz islevine sahip bir zarlar arasi

ile iligkili proteinlerdi
glikoprotein oldugundan pek c¢ok cgalismada anormal EGFR uyari iletimi ve
EGFR dlizenleme bozuklugunun timor gelisimi ile iligkili oldugu gdsterilmistir
34 EGFR' nin apoptozun engellenmesi, hucre hareketliliginde artig, protein
saliniminda artig, adhezyon, hucre yasam suresinde artig, farklilagsma,
anjiyogenez ve metastaz gelisimi gibi pek ¢ok olayda o6nemli rol aldigi
gosterilmistir ®*). Yiksek diizeyde EGFR ifadesi ileri evre hastalik, metastatik
fenotip gelisimi, sag kalimda azalma ve koétu gidis ile iliskili bulunmustur (34),
Ozellikle yassi hicreli akciger kanserlerinde normal dokunun 2-3 kati EGFR

ifadesi s6z konusudur 4.

Hicre zari reseptori olan EGFR ailesi; EGFR, HER2, HER3 ve
HER4’den olugur. Bu aileye ait Uyeler transfosforilasyon sonucu bir seri
etkilesimler ile heterodimerler olusturabilirler ve farkl protein ailelerinin iglevini

p (69

diizenlerler ®9. EGF’nin reseptériine baglanmasi ile reseptdr uyarilir ve EGF
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iletisi hucre icine alinir, ayni zamanda EGFR’nin otofosforilasyonuna ve diger
hicre ici substratlarin fosforilasyonuna yol acar ®9  Bu yol ile nukleusta
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu artar, hicre bolinmesi uyarilir. Hucre
zarindan nukleusa dogru uyari iletiminin aktariimasinda proto-onkogen
ailesinden bazi iiyeler (ras, src ailesi gibi) buna aracilik etmektedir ©®. Bu uyari
iletim akisinda yer alan bircok proto-onkogen c¢esitli kanserlerde etkili
bulunmustur ®®. Bu akis boyunca ortaya ¢ikan onkogenik mutasyonlar devamli
olarak mitozu aktive eden uyarilarin tagsinmasinda rol alirlar. EGFR gen
ifadesinin artisinin kotu gidis ile iligkili oldugu birgok karsinomda gdsterilmistir

®9) Kanser hiicrelerinde EGFR gen ifadesi artisinin gézlenmesi onun onkogen

®9 " Meme kanserlerinde EGFR ifadesi artisi

(59)

oldugunun gostergesidir
bulgularina karsilik herhangi bir mutasyon bildirilmemistir . Tum meme
kanserlerinin yaklasik olarak yarisinda EGFR’nin asiri Uretimi saptanir (59),
Calismalarin ¢cogunda EGFR ile ER ifadesi ve tekerrlrsiz yasamda kalim

arasinda negatif bir iliski oldugu bulunmustur ©9

. 459 hasta ile yapilan
prospektif bir calismada EGFR ifadesi ile hem hastaliksiz donem hemde yasam
suresi arasinda oldukga yakin bir baglanti oldugu tespit edilmistir ®9 EGFR
ifadesinin 6zellikle invazif lobular karsinomlu hastalarda daha énemli oldudu,
EGFR ifade seviyesi yuksek olan bu hastalarda diger meme kanser alt tiplerine
gore hayatta kalmanin ¢ok kisa oldugu bildirilmistir ve bu tip i¢in dnemli bir

prognostik belirtec olabilecegi vurgulanmistir 9.
1.5.26. ELASTIN (ELN)

insan 7. kromozomunun q kolunda yer almaktadir (7q11.2) ®*. Genomik

r ®. Elastin bag-doku ve

78)

DNA’da yaklasik 45 kb’lik yer kaplar ve 34 ekzon igeri
kas iskelet sisteminin normal gelisimi ve fonksiyonu icin zorunlu bir gendir (
Genin 28. ekzonunun dahil oldugu 7g11.23 bdlgesinde bulunan bir kirilma

(78)

noktasindan translokasyon meydana gelebilir Bu translokasyon ve

supravalvular aortic stenosis (SVAS) rahatsizligi arasinda yakin iligki oldugu

("8 Williams-Beuren sendromundan (WBS) ise 7q11.23'de

gOsterilmistir
gerceklesen delesyon sonucu olusan homozigot mutant ELN geninin sorumlu
oldugu bulunmustur ®*. Williams Beuren sendromu tanisi konmus 65 hastanin

61’'inde ELN lokusunda delesyon oldugu rapor edilmistir @4, Bu niteliginden
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oturd Williams Beuren sendromunda goérulen yuz ifadesi dahil tim kas-iskelet
sistemi ve kalp-damar anomalilerinin temel sebebinin elastin yetersizligi oldugu
dustinilmektedir 39, ELN geni Williams Beuren Sendromu ve SVAS disinda
Cutis Laxa rahatsizligi ile de iligkilendirilmistir (") Bu rahatsizlikta ise ELN

geninin 30. ekzonundaki 1 b¢’lik delesyonun (2159delC) varligi s6z konusudur
(24,78,79)

1.5.27. KREV INTERACTION TRAPPED 1 (KRIT1)

CCM1 Geni (cerebral cavernose malformation 1) olarak da bilinir ve
insan 7. kromozomunun q kolunda yer alir (7q11.2-g21) ve 19 ekzon icerir %,
Bu ekzonlardan 3 tanesi kodlanmamaktadir *. KRIT1, HeLa hiicresi cDNA
kUtiphanesi ile KREV1 (RAP1A)in islevini tanimlarken izole edilmistir (24),
KRIT1, KREV1 ile guglu etkilesim icindedir. KRIT1’in KREV1 iglevlerini kontrol
ettigi diistinlilmektedir ®¥. KRIT1 mRNA’si diisiik seviyelerde ifade olmaktadir
%) KRIT?’in, serebral kavernéz malformasyonlarin (CCM1) patogenezindeki
integrin uyari iletiminde, hicre adhezyonunu etkileyerek rol oynadigi
dusunulmektedir (80), Ayrica KRIT1; endotel hucrelerinin yapisinin  ve
fonksiyonunun belirlenmesinde, hlicre iskelet yapisini koruyup hicre-hticre ve

hiicre-matriks iletisimine olanak saglayarak, yardimci olabilir V.
1.5.28. INOZIN 5 MONOFOSFAT DEHIDROGENAZ 1 (IMPDH1)

Leber konjenital amaurosis tip XI ve IMPDHL1 Included gibi farkl isimler
ile de bilinmektedir ?*. insan 7. kromozomunun q kolunda yer alir (7931.3-932)
%) Pseudogeni olan ve 16. kromozomda bulunan STS ile dizi benzerligi %90,
diger pseudogeni IMPDH2 ile %72 oranindadir @4, Leber congenital amaurosis
olarak adlandirilan gérme bozuklugu ve retinitis pigmentosa olarak adlandirilan
halk arasinda “tavuk karasi” denen kalitsal gérme bozuklugu ile iligkili olarak

yapilan cesitli calismalar bulunmaktadir 4.
IMPDH1 geninde, adRP (otozomal dominant retinitis pigmentosa)

hastalarinda yapilan mutasyon tarama c¢alismalarinda vakalarin %2’si bu gende

mutasyon tasimaktadir 2. izole LCA (Leber konjenital amaurosis) vakalarinda
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da mutasyon gosterilmigtir. Crx-/Crx- nakavt fare ile yapilan ¢alismalar bu genin
retinadaki transkriptinin normal faredeki transkriptine oranla alti kat az oldugunu
gostermistir . RP’ye (retinitis pigmentosa) neden olan pek cok
fotoreseptorlere 6zgiil gen CRX'in kontrolii altindadir 2. Bu nedenle bu farede
IMPDH1?’in az sentezlenmesi, bu geni retina tahribatlari icin iyi bir aday haline
getirmektedir. IMPDH1 mutasyonlarinin enzim islevini etkilemekten ¢ok

proteinin tek zincirli niikleik asit baglama 6zelligini degistirdigi gdsterilmistir ¢2).

1.5.29. SONIC HEDGEHOG (SHH)

@) Gelisen

insan 7. kromozomunun q kolunda yer almaktadir (7q36)
embriyonun organizasyon ve morfolojisinde, yapimsal iletisim serileri s6z
konusu olmaktadir ®¥. SHH erken embriyonun bi¢cimlenmesinde rol alan bir
uyari kodlar @4) Bu, Hensen nodunda, néral tupun ventral plaginda, erken gut
endoderminde, uzuv tomurcuklarinin posterior kisiminda ve notokorda boyunca
ifade olur 4. Omurgalilarda motor néron kimliginin olusumunda da SHH uyari
yolaginin rolii oldugu belirlenmistir ®*. Ayrica SHH ve reseptorleri olan PTCH
(9922.3) ile SMOH (7931-g32) ifadeleri, 6nctu ve farklilasmis hematopoetik
hiicrelerde (miyeloid, B ve T hiicreleri) tespit edilmistir ®¥. SHH; BMP uyari

iletimine dayali olarak oncu hematopoetik hucrelerde onemli bir dizenleyicidir
(24)

SHH yolaginin mutasyonlarinda akcigerler dahil birgcok organi etkileyen
sendromik konjenital malformasyonlar olur ®). SHH wuyari yollarinin
bozulmasinin  Pallister- Hall, VACTERL (vertebral, anal, kardiak,
trakeodsefageal, renal ve ekstremite anomalileri) ve Smith-Lemli-Opitz
sendromuna yol actigi gosterilmistir ®3) " Pallister-Hal sendromu otozomal
dominant gegen bir bozukluk olup kromozom 7p13'deki GIli3 genindeki
mutasyonlara baghdir. Smith-Lemli-Opitz sendromunda kolesterol yapimi igin
gerekli olan A-7-dehidrokolesterol rediktaz enzimi yoktur; bu enzimin
yapilamamasi, muhtemelen SHH islevinde degisiklide neden olarak farelerde

akcigerlerde hipoplaziye ve solunum yetmezligine neden olmaktadir ¢%.
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1.5.30. PROTEIN-TIROZIN FOSFATAZ RESEPTOR-TIP DELTA
(PTPRD)

insan 9. kromozomunun p kolunda yer almaktadir (9p24.3-p23) @4,
Northern blot analizi ile farede 3 mRNA turindn beyin, bdbrek ve kalpte ifade
oldugu gosterilmistir (24), Beyin orneklerinde uygulanan in situ hibridizasyon
teknigi ile de mRNA’nin hipokampus, talamik retikiler nukleus ve piriform

korteks'de ifadesinin varligi tespit edilmistir %

. Farede bulunan bu genin
PTPRD geni ile gok yakin homolog oldugu bulunmustur (24), Ayrica farede tespit
edilen bu bulgular ile faredeki gene yapisal olarak ¢ok benzeyen insan LAR
(PTPRF, Leukocyte antigen-related tyrosine phosphatase) geninin, PTPRD gen
(rlinlerine benzer olabilecedi disiincesi giiglenmistir ?*. Ancak LAR geni
oncelikli olarak epitelyum orijinli hdcrelerde ve T-hdcrelerinde eksprese
olmaktadir. PTP-delta ise beyin, bobrek, kalp ve bazi B-hlcre hatlarinda

r (24

sinirlanmistir 4, Ayrica LAR insan 1. kromozomunun p kolunda yer alir (1p34-

p32) @4,
1.5.31. TIGHT JUNCTION PROTEIN 2 (TJP2)

Zona Occludens 2 (ZO2) olarak da adlandirilan bu gen insan 9.
kromozomunun q kolunda yer almaktadir (9912-q13) (24) 25 ekzon iceren bu
gen genomik DNA’da 90 kb’dan fazla yer kaplamaktadir ®*). Tight junction
proteinleri (TJPs) epiteliyal ve endoteliyal hicre i¢i baglantilarin
organizasyonunu kapsayan zar-iligkili guanilat kinaz (MAGUK) homologlari
ailesine dayanmaktadir ®¥.  TJP’ler baglantisal zarlar arasi proteininin

sitoplazmik C ucuna baglanir ve onlari aktin hiicre iskeletine baglar 4,

TJP2, bazi ribonukleer proteinlerle yapisal benzerlik gosterir ve insan RD
proteini ile %38 oraninda bir benzerligi paylasir ¥. Képeklerden izole edilen
Z02 geni insan ZO2 geni ile karsilastirildiginda insan ve kdpek proteinlerinin
%87 oraninda aminoasit kimligi benzerligi gosterdigi anlagiimistir @) 702
geninin ZO2A ve ZO2C olmak {izere iki izoformu tanimlanmistir 4. Bazi gégiis
adenokarsinomalarinda, gogus kanseri hicre hattinda ve duktal tip pankreatik

(24)

adenokarsinomada ZO2A ifadesi baskilanir Hiperkolanemi
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r (84

(hypercholanemia) ile ZO2 iligkili galismalar bulunmaktadi ). Bu calismalarda

TJP2 geninin homozigot degisimi ve BAAT geni mutasyonu ile hastalik iligkisi

arastiriimistir 484,

1.5.32. TRANSFORME EDIiCi BUYUME FAKTORU-BETA RESEPTOR,
TiP | (TGFBR1)

Aktivin Reseptdr- benzeri Kinaz 5 (ALK5) olarak da isimlendirilen bu gen
insan 9. kromozomunun q kolunda yer almaktadir (9933-q34) @Y. 31 kb
uzunlugunda olup 9 ekzon igermektedir (24) Blyume faktérlu reseptorlerinin
codu, zarlar arasi tirozin kinazdir ya da sitoplazmik tirozin kinaz ile iliskilidir ?%.
Diger zarlar arasi reseptorler sinifinin ise serine/threonine kinaz olarak

r @, Cesitli biyolojik islevlerinden en énemlisi

fonksiyon gosterdikleri dngorull
olarak, TGFB1’in farkli turlerinin hiicre ¢ogalma ve farklilasmasinda, etkin bir
bicimde yapi olusumunu kontrol ettigi distiniimektedir ®*. TGF-beta’'nin
proteinlere baglanmasinda tip1 ve tip2 reseptorlerinin birlikte rol oynadigr ve
biyolojik islevlerde etkin olduklari bulunmustur ©®®. TGFB1, TGFBR2ye
baglanarak ve TGFBR1 aktivasyonunun gerceklestigi nadir bir uyari
mekanizmasi ile hicre donglist ilerleyisini diizenlemektedir ?*%). TGFBR1

reseptorii bircok insan timér hiicresinde islevsiz durumda olabilir %48,

TGF-Beta peptidleri, hlcre blyumesini, farklilasmasini, adhezyonu,
gocu, anjiogenezi, hucre disi matriks yapisini ve bagisiklik islevlerini etkileyen
¢ok yonlu polipeptidlerdir. TGF-B, in vitro olarak kanserli hicre ¢ogalmasini
baskilar ®). in vivo olarak ise kanser gelisimini arttirdigi gésterilmistir. Kanserli

hicreler engelleyici islevlere karsi direng gelistirirler (34),
1.5.33. HAMARTIN (TSC1)

Bu gen 23 ekzon igerir ve insan 9. kromozomunun q kolunda yer
almaktadir (9934) @) Proteini 1.164 aminoasitten olusur ve hesaplanmis
agirhg 130 kd’dir ®*). Hamartin proteini tuberdz skleroz-1‘de hasarli olarak
bulunur ®. Tiiberdz sklerdz 2'de hasarli olarak bulunan ve RAP1, RABS5 igin

GTPaz islevi olan Tuberin (TSC2) proteini ile homolojisi bulunmamaktadir ¥,
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TSC1 geninin agsin ifadesi fare fibroblastlarinin biylimesini engeller ve hicre
morfolojisinde degisimlere neden olur ®*. Hamartin, G1 fazinin kontroliinii
serbest birakarak hiicre bigimlenmesinde etkili oldugu diisiinilimektedir 4.
Ayrica tuberoz skleroz ile TSC1 gen mutasyonlari iligkisi birgcok calismada
arastinimistir 4. Bu calismalardan bazilarinda TSC1’in bir timor stpresor gen

olarak davrandigr bildirilmistir 4.

Tuberoz sklerdz bileseni ektodermal ve mezodermal dokularin kontrolstiz
¢ogalimina bagli kaltsal bir hastaliktir (86) Gecisi otozomal dominant olmasina
kargsin olagan mutasyonlar nedeniyle sporadik olgulara da olduk¢ca sik

@) Tiberdz sklerdz bilesenine yol acan iki adet gen lokusu tarif

rastlanmaktadir
edilmistir; TSC-1 geni ve 16. kromozomun p kolunda bulunan Tuber6z skler6z
bilesen-2 geni ). Bu gen tiiberin adi verilen guanozin trifosfati aktive eden bir
proteini tanimlar ®) By rahatsizlik, en ¢ok merkezi sinir sistemi, deri, retina,
bobrek ve kalbi tutar ®°. Akcigerler, dalak, lenf nodlari, gonadlar, endokrin

bezler ve kemik daha az oranda etkilenebilir ©°.

KML’de, Ph kromozomunun rolindn yani sira diger gen duzensizliklerinin
de rolu olabileceginden, bagka genlerin de arastiriimasi Onemlidir. Bu
dusunceden yola ¢ikilarak yapilan galismamizda MLPA yontemi ile KML tanisi
konmus hastalarda kromozomal duzensizlikler taranmasi amacglanmigtir.
Ozellikle onkogen (MYB, MYC, NRAS vb.), transkripsiyon faktérii (RENTZ2,
NFKBIA vb.), uyari iletimi (PIK3CA, IMPDH1, PTPRD vb.), sitokin (IL1, TANK,
IL13  vb.), bagisiklik sistemi (TGFBR1, PTP4A3) ve apoptoz
(MOAP1,BAX,PDCD8 vb.) ile iligkili yaklasik 33 genin yer aldigi kromozom
bdlgelerindeki duzensizlikler arastiriimistir. Elde edilen sonuglarin  klinik

parametrelerle iligkili olup olmadigi karsilagtiriimistir.
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2. Materyal ve Metod

Periferik kan yaymasi veya kemik iligi incelemesi ile birlikte RT-PCR
(GeneXpert DX system) yontemi kullanilarak Ph pozitif ya da negatif tanisi

konan 63 birey calismaya dahil oldu (Sekil 6,7) ©".

Kronik Myelositer Losemi
tanisi konmus Ph pozitif 48 hasta ve kontrol olarak alinan 15 saglikli bireyden
yazih bilgilendirilmis hasta onay! ile EDTA’ll tuplere kan ornekleri alindi. Tupler
uzerine birey isim ve verilen kod yazilarak kayda gegirildi. Kayda gegirilen
kanlar, hasta ve kontrol olmak Uzere gruplandirilarak izolasyon asamasina
kadar -20°C’de saklandi. Saklanan periferik kan 6rnekleri izole edildikten sonra
33 genin yer aldigi kromozom bdlgelerindeki duzensizlikler MLPA yontemi ile
analiz edilip klinik parametrelerle (Sokol risk derecelendirmesi; periferik
eosinofil; kemik iligi retikller lif derecesi; hemoglobin, I6kosit ve trombosit
sayllari; 7 yilik ilerlemesiz sagkallm ve imatinib tedavisine yanit)

kargilastirilarak degerlendirildi.

Test and Analyie Result | Detail | Erfors | History.

Assay Mame BCR-ABL RUO Assay Yersion -1
TestResun I
Analyte ct EndPt Analte Probe Target
Mame Result Chetck Delta Gt
Result
BCR-ABL 14.5 FrO.0 POs PASS =23
ABL 12.2 392.00 PASS PASS

Sekil 6. GeneXpert DX System
Ph pozitif sonug.

Legend

| [sernmpamay =l ABL: Internal PCR kontrolii

800 BEiR-ABL Gen [l ,j ABL; Primary
Spresyonu
/ BCR-ABL:Transkript PCR (irtinii ©”

ABL Gen
Ekspresyonu

10 20 30
Cytles

| Test and Analyte Result [ Detail | Errors | History |
AssayMame |[BCR-ABL RUO Assay Version |1

Test Result  HEGATIVE

s | e e e e | e Sekil 7. GeneXpert DX System
Result
mE Ph negatif sonug.
ABL: internal PCR kontrolii
v Zsauansemman 2| BCR-ABL: Transkript PCR trtini ©”
) 5 [ [7] ABL; Primary
g 300 P 'ABL Gen
& Ekspresyonu
10 Cyuez: 30
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2.1. DNA izolasyonu

Edta’ll tiplere alinmig kandan DNA izolasyonu yapabilmek igin birgok
yontem bulunmaktadir. Bunlardan ¢ogunun temeli ayni esasa dayanmaktadir.

Tuzla ¢okturme metodu en yaygin kullanilan yontemlerden birisidir (®8).
2.1.1. Tuzla Goktlirme Yontemi

1. EDTA’lI tapte bulunan 1 ml periferik kan 15 ml’lik falkon tiplne
aktarilarak Uzerine 1:3 oraninda eritrosit lizis tamponu (0.155M NH4CI,
10mM KHCO3; 0.1mM Na, EDTA; pH 7.4) eklenir. +4°C’de 20 dakika
bekletilip, 1500 rom’de 10 dakika santrifuj edilir.

2. Ornek santrifjden alinarak Uzerindeki slipernatant atilir. Pellet (izerine
2 ml eritrosit lizis tamponu eklenir. Tekrar 1500 rpm’de 10 dakika

santrifij edilir ve sipernatant atilir.

3. Pelet Uzerine 200 yl %10’luk SDS (Sodium dodecy! sulphate), 20 pl
proteinaz K (20mg/ml) ve 1 ml WBCL (White Blood-Cell Lysis)
tamponu (75mM NaCl; 25 mM Na, EDTA; pH 8.0) eklenerek 56°C’'de
su banyosunda gece boyunca bekletilir.

4. inkibasyon sonrasi iizerine 400 yl Amonyum asetat (9.5 M) eklenip

iyice karistirilir. 20 dakika +4°C ve 4500 rpm’de santrifiij edilir.

5. Sdpernatant yeni bir falkon tlpe alinir, pellet atilir. Ayri tipe aktarilan
supernatantin Gzerine -20°C’de beklemekte olan %99’luk etanol'den 2

ml eklenir ve DNA'nin yuzeyde toplanmasi saglanir.

6. Toplanan DNA pipet yardimiyla alinarak, 100 yl %70 etanol iceren bir

eppendorf tlpune aktarilir.

7. Maksimum hizda (13.000 rpm) 10 dakika santriflij edilerek DNA

¢cokturalur ve supernatant atilir.

8. Etuvde kapaklarin agzi agik birakilarak DNA UGzerinde kalan alkol

uzaklastirihr.
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9.

Elde edilen DNA’nin miktarina gére 100-300 ul kadar TE (Tris-EDTA)
tamponu (1M Tris-HCI; 0.5M EDTA,; pH 8.0) eklenir.

10.56°C'de 1 saat bekletilierek DNA'nin TE tampon igerisinde iyice

cozulmesi saglanir.

11.Elde edilen stok DNA’lar -20°C saklanir.

2.1.2. Tuzla Goktiirme Yontemi ile Kandan DNA izolasyonu isleminde

Kullanilan Ara¢ ve Kimyasallar

-_—

9.

. 15 ml'lik Falkon Tup

EDTA (Sigma)

SDS (Merck)

Amonyum Asetat (Merck)

Mezur

Erlen

Etanol (Sigma)

Mikropipetler (1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 Scorex, Rainin, Ependorf)

Steril sar1 ve beyaz pipet uclar (Eppendorf)

10.1.5 ml’lik Eppendorf tupleri (Axygen)

11.Eppendorf tip tastyicilar

12.Vorteks (Heidolph Reaks Top)

13. Santrifuj Aleti (Sigma 1-15)

14.Su banyosu (Niive BM 302)

15. Steril lateks eldiven
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2.1.3. Ticari Kit ile DNA izolasyonunun Asamalari

Calismamizda, kandan DNA izolasyonu Invitek (Katalog No: CA070023)
ticari kiti ile yapilarak elde edilen DNA materyali daha sonra kullaniimak tzere

-20°C’de saklandi. Bu igslemde uygulanan prosedur;

1. Kandan 200 pl ahnir, (200 pyl'den az kan materyali 200 pl'ye
tamamlanir) 1.5 ml’lik tipe aktarilip, Uzerine 200 pl Lysis (eritme)
Tamponu ve 20 ul Proteinaz K eklenir. Vortex sonrasinda 56°C’de

10 dakikalik inkubasyona birakilir.
2. 400 pl Binding (baglama) Tamponu pipetlenerek ilave edilir.

3. Hazirlanan karisim, filtrelere sahip 2.0 ml’lik tuplere konur ve 1
dakikalik inkUibasyon sonrasinda da 2 dakika santriftj edilir (12.000

rpm).

4. Filtreden gecen ve altta biriken karisim dokulerek, filtreler tzerine
500 pl Yikama Tamponu | ilave edilir. 1 dakika santrifij edilip

filtreden gegen tampon dokalur.

5. Yikama Tamponu II'den 800 ul filtre Gzerine ilave edilip, tekrar 1
dakika santrifij edilir. TUpler santriflj sonrasinda tampondan

arindirihr ve filtreler takilarak 4 dakika 15.000 rpm ‘de santrifij edilir.

6. Sonrasinda filtreler yeni tuplere vyerlegtirilir, 200 pl Elution
(ayristirma) Tamponu eklenir ve muhafaza edilmek lzere -20°C’ye
alinir (Sekil 8) ®.

P-T-% +0+§

Cria igeren Badlanma
Hilcrenin faktorletrinin DA TN
Parcalanmas eklenmesi haglanmas

ikama AyHgma

Sekil 8. DNA izolasyonunun agamalari (89),

39



2.1.4. Ticari Kit ile Kandan DNA izolasyonu isleminde Kullanilan Arag

ve Kimyasallar

1. Invitek DNA izolasyon kiti Filtreli tlpler (Katalog No: CA070023)
e Proteinaz K
e Lysis (Lizis Sollsyonu)
e  Wash A buffer (Yikama Tamponu 1)
e  Wash B buffer (Yikama Tamponu Il)
e  Elution buffer (Ayristirma Tamponu)
2. Etanol (Sigma)
3. Mikropipetler (1-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 Scorex, Rainin, Ependorf)
4. Steril sari ve beyaz pipet uglari (Eppendorf)
5. 1.5 ml'lik Eppendorf tlpleri (Axygen)
6. Eppendorf tip tasiyicilari
7. Vorteks (Heidolph Reaks Top)
8. Santriflj Aleti (Sigma 1-15)
9. Su banyosu (Nuve BM 302)

10. Steril lateks eldiven
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2.2. MLPA Yontemi ile Analizlerin Yapilmasi

2.2.1. Yontem

Calismamizda Salsa MLPA (Mrc-Holland Salsa MLPA P005 LN:0308, P253
LN:0407) kitleri kullanilarak hedef DNA dizisi ile prob hibridizasyonu, ligasyon
ve amplifikasyon gerceklestirildi (Tablo1,2).

1. DNA o6rnekleri, toplam hacmi 5ul olacak bicimde distile su ile ya da
izolasyon kitinin elution (DNA saklama) tamponu kullanilarak 20 ng’a
sulandirilir. Ornek DNA 98°C’de 5 dakika ABI-9700 thermal cycler ile
denature edilir (Sekil 9 ve 10) ®%%),

2. Denature olmus 6rnek DNA Gzerine 1.5 pl tuz solisyonu (1.5 M KCI, 300
mM Tris-HCI pH8.5,1 mM EDTA) ve 1.5 ul probe mix (TE iginde 1-4 fmol
her bir sentetik oligonukleotid probdan ve M13 turevi oligonukleotid
iceren) ilave edildikten sonra karigim tekrar 1 dakika 95°C’de denatlre

edilir.
3. 60°C’de 16 saat inklibasyona birakilir.

4. Birlesmis oligonukleotidler, 1 Unite (U) Ligaz-65 enzimi igceren 40 pl
dilisyon tamponu (2.6 mM MgClz, 5SmM Tris-HCI pH8.5, %0.013 iyonik
olmayan deterjanlar, 0.2 mM NADY) ile seyreltilir ve 54°C’de 15 dakika
inkiibasyona birakilir. Bu basamaktaki tamponlar kullanim &ncesinde

taze olarak hazirlanip, kullanilir.

5. Ligaz enzimi 98°C’de 5 dakika isitilarak islevsiz hale getirilir ve ligasyon

(iriinleri PCR ile amplifiye edilir (Sekil 11) ®),

6. Ligasyon urununden PCR tupune 10 pl alinir ve GUzerine 30 pl PCR

tamponu eklenir.

7. Tampon eklenen ligasyon urlnleri 60°C’de iken; PCR primerleri (10
pmol), dNTPs (2.5 nmol) ve 2.5 Unite Taq polimeraz enzimi (Salsa

polymerase, MRC-Holland) iceren karisimdan 10 ul eklenir.
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8. Amplifikasyon; 95°C’de 30 saniye,60°C’de 30 saniye ve 72°C’de 1 dakika
olmak Uzere 33 dongu ile gergeklestirilir. Kullanilan primerlerin dizileri su
sekildedir; igaretli primerin dizisi 5-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA-3’ ve
isaretli olmayan primerin dizisi 5-GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA-3'.

9. PCR UrlUnlerinden 2 ul alinarak, 1 ul GeneScan 500 ROX size standard
(ROX™ LN:0801463) ve 12 pl Hi-Di Formamide (Hi-Di™, LN:0804710)
bulunan tup kabi igine eklenir.

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

11. ABl PRISM® 3100 Genetic Analyzer cihazinda kapiler elektroforez ile
yuratulen oOrnekler, GeneScan 500 ROX size standard (ROXTM,
LN:0801463) ile dlceklendirilir.

2.2.2. Analiz

Cihazda yurimus orneklerin analizi GeneScan® yada GeneMapper® ile
analiz edildikten sonra Microsoft Excel tabanli bir program olan MRC
Coffalyser programi ile hesaplanir. BCARS3, F3, NRAS, IL10, IL1A, TANK,
PIK3CA, IL13, IL4, CDKN1A, MYB, ABCB1, FGFR1, MYC, PTP4A3,
RECQL4, CDKN2A, WFS1, OCIAD1, GNRHR, IL2, KLKB1, PMS2, GHRHR,
EGFR, ELN, KRIT1, IMPDH1, SHH, PTPRD, TJP2, TGFBR1, TSC1 olmak
uzere 33 genin bulunduklari kromozom bdélgeleri (1-9. kromozom) Gzerindeki
diuzensizlikleri, hedef dizinin kopya sayisinin kontrol ile kargilastiriimasiyla
belirlenir (Tablo 1,2). Ligasyonu gerceklesmeyen (hedef dizi ile tam olarak
birbirini karsilamadiklari igin birlesmeyen) problar, primer ciftlerinden ikisini

birden tagsimadiklari icin amplifiye olamazlar.
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Denatiire olan
tek iplikli DNA

Sekil 9. Denatlrasyon ile ayrilan DNA cift Sekil 10. ABI 9700 thermal cycler cihazinin
ipligi 9. gorinimi @9,

PCR primer dizisi ¥

\ PCR primer dizisi X
Stuffer
Hibridizasyon dizisi Her M13 Hirevi oligontildeotid

Higs Hibridizasyon probu farkh stuffer dizisme
Dizisi gahiptir.

5 ;
’\_ . Her probun iki pargas bitigik
3 Hedef A ° Sk‘/ hedef dizilere hibridize olur.

X
X
5 Hibridize olmug problarin
Y 5Y ili pargas1, termostabil
BT ligaz ile vapigticilar.

Hedef A 3T Hedef B 5

Tiim prob ligasyon tirtinleri, PCR'da yahmzea bir primer ¢itti kullamlarak amplifiye edilir.

Her probun amplifikagyon
Y X ¥ X | \irtinleri kendine dzgil
, y 5 a3 uzunluldara sahiptic
5 3 (130-480 be).

Sekil 11. MLPA Reaksiyonlari ?%.
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Calisma sonuglarinin istatistiksel analizi icin SPSS 11.5 paket programi
icinde ilerlemesiz sagkalim ile klinik parametrelerin karsilastirimasinda Log
Rank Test, duplikasyonlarin klinik paremetreler ile karsilastirilmasinda pearson
Ki-Kare testi kullaniimigtir. Ayrica Logistic regression modeli olan; Odds ratio
(OR), 95% confidence interval (Cl) ‘de hesaplandi. OR (95%Cl) yas ve

cinsiyete gore ayarlandi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
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SALSA MLPA P253

Uzunluk (nt) SA'-:QI;V"JLPA Gen Kromozomdaki Yeri

4. Kromozom
229 5376-L4767 WFS1 4p16.1 / 04-006.3
310 8307-L5155 OCIAD1 4p12/04-048.5
178 4446-14183 GNRHR 4913.2/ 04-068.3
445 0627-L0183 IL2 4927 / 04-123.6
382 1136-L0694 KLKB1 4q35/ 04-187.4

7. Kromozom
355 1186-L0901 PMS2 7p22 / 07-006.0
418 7215-L6865 GHRHR 7p15/07-031.0
301 5961-L5378 EGFR 7p11.2 / 07-055.2
346 1335-L0879 ELN 7911.23 / 07-073.1
400 4349-.3769 KRIT1 7921/ 07-091.7
190 6989-L6591 IMPDH1 7932.1/07-127.8
136 6358-L5874 SHH 7936.3 / 07-155.3

9. Kromozom
257 8333-1.8202 PTPRD 9p23 / 09-008.7 / exon 44
172 8332-1.8201 PTPRD 9p23 / 09-008.7 / exon 27
142 8331-L8200 PTPRD 9p23 / 09-008.7 / exon 11
463 8330-L8199 PTPRD 9p23 / 09-008.7 / exon 4
364 8329-.8198 PTPRD 9p23 / 09-008.7 / exon 1
274 1291-L0835 CDKN2A 9p21/09-022.0 / exon 3
265 2238-1.0961 CDKNZ2A 9p21 /09-022.0 / 5' of exon1
211 8308-L5164 TJP2 9913/ 09-071.0
409 4653-L4037 TGFBR1 9922 / 09-100.9
427 1234-L5678 TSC1 9934 / 09-134.8

Tablo 1. Salsa MLPA P253 (LN:0407) kiti ile taranan genlerin prob isimleri, nikleotid

uzunluklari ve kromozomal yerlesimleri.
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SALSA MLPA P005

Uzunluk (nt) SA'—F?SbMuLPA Gen Kromozomdaki Yeri
1. Kromozom
328 0346-L0172 F3 01p22-p21/01-094.8
418 0714-L0140 BCAR3 01p22.1 / 01-093.9
472 1032-L0604 NRAS 01p13.2/01-115.1
193 0612-L0050 IL10 01931 /01-205.0
2. Kromozom
256 0518-L0098 IL1A 02914 / 02-113.3
220 0670-L0379 TANK 02924 / 02-161.8
3. Kromozom
265 0840-L0588 PIK3CA 03926.3 / 03-180.4
5. Kromozom
274 0468-L0051 IL13 05931 /05-132.0
154 0513-L0093 IL4 05931.1/05-132.0
6. Kromozom
427 0585-L0150 CDKN1A 06p21.2 / 06-036.8
247 0841-L0359 MYB 06922 / 06-135.6
7. Kromozom
166 0429-L0640 ABCB1 07921.1/ 07-087.1
8. Kromozom
373 1046-L0624 FGFR1 08p11.2-p11.1/ 08-038.4
346 01044-L00607 PTP4A3 08024.3 / 08-142.5
211 1036-L0609 RECQL4 08924.3 / 08-145.7
238 0672-L0169 MYC 08924.12 / 08-128.8
9. Kromozom
202 00602-L09528 CDKN2A 09p21 / 09-022.0

Tablo 2. Salsa MLPA P005 (LN:0308) kiti ile taranan genlerin prob isimleri, nikleotid

uzunluklari ve kromozomal yerlesimleri.
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3. Sonuglar

3.1. MLPA Analizi

Bu calismada 2005-2008 vyillari arasinda Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi i¢c Hastaliklari Hematoloji polikliniginde Ph pozitif KML tanisi konmus
48 hastanin ve kontrol olarak alinan 15 saglikli bireyin periferik kanlarindan elde
edilen DNA’lar1 kullaniimistir. Hastalarin 40’1 kadin 8’i erkek olup medyan yas
47.5'dur (19-74).

Saglikh bireylere ait DNA o6rneklerinin Salsa MLPA kiti ile amplifikasyonu
sonrasinda, elde edilen Urunlerin kapiler elektrofezde yurutulip GeneScan® ya
da GeneMapper® ile yapilan analizi, sinyal uzunluklari ile birlikte sekil 12-13 ve

sekil 14-15’te gosteriimektedir.

Em 40 an 130 160 100 40 0 0 360 400 440 =

Tepe Degeri
3600
1 160

1200 | 178 190

2800 | 136 148

il 166 (184 297"
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o | 7 u . om0 ur 364

17| | |19 283 400
i | a1| 229 201 s | B F e

1200 | 2174
o ¥ 409

37
391\ 437 463
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|

Uzunluk (nt) 1 :J—

#00 |

Sekil 12. P253 kiti (LN:0407) ile konmus 100 ng saglikh kadin insan DNA’si
amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile ylrimesi. Sirasi
ile sinyal veren problarin uzunluklari; 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 araliklari D ve Q arahdidir. Bu aralikta ligasyon olmadiginda ve 6rnek DNA miktari
yetersiz oldugunda sinyal alinir. 92, 154, 196, 247, 292 ve 373 nt sentetik kontrol
problaridir *. Diger sinyaller genlere 6zgu olup ¢alistigimiz genlerin uzunluklari Tablo 1’de
verilmigtir.
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Sekil 13. P253 kiti (LN:0407) ile konmus 100 ng saglikh erkek insan DNA’si
amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile yirimesi. 92,
154, 196, 247, 292 ve 373 nt sentetik kontrol problaridir *.118 nt Y kromozomuna 6zgui
olup 6rnek bireyin cinsiyetini belirlemektedir **. Sekil12'den farkli olarak, bireyin erkek
oldugunu gdsteren 118 nt'de sinyal alinmaktadir.
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Sekil 14. PO005 kiti (LN:0308) ile konmus 100 ng saglikh kadin insan DNA’si
amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile ylrimesi.
Sirasi ile sinyal veren problarin uzunluklari; 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 araligi Q araligidir. DNA miktari yetersiz oldugunda
yani 100 ng’in altinda DNA miktari oldugunda sinyal alinir. 88-92-96 nt araligi D
arahigidir ve 88 yada 96’nin dusik sinyali denatlirasyonun tam olmadigini gosterir.184
nt 'Y kromozomunun UTY geninin Yg11.21 bdlgesine o6zgudir * ve 409 nt X
kromozomunun PDCD8 geninin Xq25 bdlgesine 6zgl olup Ornek bireyin cinsiyetini
belirlemektedir **. Diger sinyaller genlere 6zgu olup calistigimiz genlerin uzunluklari
Tablo 2'de verilmigtir. 48



Em & 10 160 200 40 280 30 360 400 0 480 po] 60 oo G40 80

.| Tepe Degeri
1 130142
166
400 |
2100 | 136 20
160
1900 | $8-92-96 148 193 M7 i
175 - 310
1500 | 202 292
265 M gm
154 101

1200

| 64-70- 211 256 {974 - 37 409 445 463
s | 76-82 ; 238 0 364

184 | 1301 318 355 382
i | 436
45 472

300

" L UL M
q Uk UUULUULULLUUCUUUWLULUUUU UL JJ L U
A Uzunluk (nt) :

Sekil 15. PO005 kiti (LN:0308) ile konmus 100 ng saglikh erkek insan DNA’si
amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile ylrimesi. 184 nt
Y kromozomunun UTY geninin Yg11.21 bolgesine 6zgudir * ve 409 nt X kromozomunun
PDCDS8 geninin Xg25 bolgesine 6zgl olup 6rnek bireyin cinsiyetini belirlemektedir **.
Sekil 14’ten farkli olarak 184 nt'de sinyal alinmaktadir. Ayrica 409 nt'de alinan sinyal
kadin bireylerdekinin ¥z oraninda alinmaktadir.

Ph pozitif olan 48 hastanin MLPA yodntemi ile taranmasi ile 2 hastada
(H13 ve H26) FGFR1 geninde duplikasyon, 4 hastada (H2, H3, H6 ve H11)

IMPDH1 geninde duplikasyon ve 1 hastada (H28) PMS2 geninde duplikasyon
saptanmigtir.

P0O05 kiti kullanilarak calisilan H13 kodlu hastada saptanan FGFR1
genindeki duplikasyon Sekil 16’da gdsterilmektedir. Kapiler elektroforezde, bu
hastaya ait alinan sinyaller ile diger hasta ve kontrol grubu bireylerinin sinyalleri
oranlandiginda yalnizca FGFR1 genine 06zgu olan sinyalde farkhlik
saptanmigtir. Alinan sinyal diger bireylerin ortalamasindan 2 kat daha buyuktuar.
Bu sonug bize bu bdélgede bir duplikasyon oldugunu gostermektedir. Ayni durum
H26 kodlu hasta icinde gecerlidir (Sekil 17). Her iki hastanin da diger genlere
0zgu sinyalleri ortalamaya yakin degerlerde olup bir farkhlik gostermemektedir.
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Sekil 16. PO005 kiti (LN:0308) ile konmus H13 kodlu hastaya ait DNA (85 ng kadin
insan) amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile ylrimesi.
Sinyal sirasi Sekil 12 ve 13’teki uzunluk sirasi ile aynidir. Q araliinda alinan sinyaller
100 ng'in biraz altindaki DNA orani nedeniyle disuk goézlenmigtir. D araliginda alinan
sinyaller ile denaturasyonun oldugu anlasiimaktadir. 184 nt’ deki sinyalin (Y) olmamasi Y
kromozomunun UTY geninin Yq11.21 bdlgesinin bulunmamasindan kaynaklanmaktadir.
409 nt'deki sinyal (X) erkek bireylerdeki sinyale gore 2 kat buyudktir. 373 nt uzunlukta
alinan sinyal FGFR1 genine 6zgudur. Bu bireyde bu uzunlukta alinan sinyal (a) diger
normal bireylerde alinan sinyallerin (b) 2 kati blyUtkligindedir.
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Sekil 17. P0O05 kiti (LN:0308) ile konmus H26 kodlu hastaya ait DNA (100 ng kadin
insan) amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile ylrimesi.
373 nt'de FGFR1 geninde duplikasyon gézlenmistir.
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P253 kiti kullanilarak calisilan H3 kodlu hastada saptanan IMDPH1
genindeki duplikasyon Sekil 18’de gosterilmektedir. Alinan sinyal sekilde de
goruldugu gibi hastaya ait diger sinyallerden daha buyuktir ancak bu
analizimizde 6nemsizdir. Diger hasta ve kontrollere ait es uzunluktaki sinyallerin
alanlari ile hesaplanan ortalamadan daha blyuk olmasi nedeniyle bu bdlgede
bir duplikasyon oldugu rapor edilmigtir. Ayni sekilde H2, H6 ve H11 kodlu
hastalarda da bu gende duplikasyon saptanmigtir (Sekil 19-21). Bu bireylere ait
diger genlerin sinyalleri normal bireylere ait genlerin sinyalleri ile
kiyaslandiginda ise yakin degerlerde olduklarindan herhangi bir duplikasyon
veya delesyon saptanmamistir. Yalnizca cinsiyet ile ilgili genlere ait sinyallerde
farklihklar gozlemlenmistir. Cinsiyete 6zgu bu farkliliklar kadin bireylerde P0O05
kitinde X kromomundaki genin duplikasyonu ve hem P005 hemde P253

kitlerinde Y kromozomundaki genlerin delesyonu seklinde ortaya ¢ikmistir.
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Sekil 18. P253 kiti (LN:0407) ile konmus H3 kodlu hastaya ait DNA (92 ng kadin
insan) amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile
yurimesi. Sinyal sirasi Sekil 12’deki uzunluk sirasi ile aynidir. D ve Q araliginda alinan
sinyaller DNA'nin 100 ng’a yakin olmasindan dolay! sinyaller ¢ok dusik gozlenmistir.
118 nt’ deki sinyalin alinmamasi Y kromozomunun DBY geninin Yg11.21 bdlgesinin
bulunmadigini géstermektedir. 190 nt uzunlukta alinan sinyal IMDPH1 genine 6zguddr.
Bu bireyde bu uzunlukta alinan sinyal diger normal bireylerde alinan sinyallerin 2 kati
blydkligundedir. 92, 154, 196, 247, 292 ve 373 nt uzunluklarinda alinan sinyaller
kontrol problarini isaret etmektedir.
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Sekil 19. P253 kiti (LN:0407) ile konmus H2 kodlu hastaya ait DNA (70 ng kadin
insan) amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile
ydrimesi. Sinyal sirasi Sekil 12'deki uzunluk sirasi ile aynidir.
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Sekil 20. P253 kiti (LN:0407) ile konmus H6 kodlu hastaya ait DNA (82 ng kadin
insan) amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile
ydrimesi. Sinyal sirasi Sekil 12'deki uzunluk sirasi ile aynidir.
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Sekil 21. P253 kiti (LN:0407) ile konmus H11 kodlu hastaya ait DNA (76 ng kadin
insan) amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile
yurimesi. Sinyal sirasi Sekil 12'deki uzunluk sirasi ile aynidir.

Yine, P253 kiti kullanilarak ¢ahlsilan H28 kodlu hastada saptanan PMS2
genindeki duplikasyon Sekil 22'de gosterilmektedir. Diger duplikasyon saptanan
genlerde de oldugu gibi bu gende de alinan sinyal orani ortalamanin Uzerinde

saptanmigtir. Gene ait sinyal sekil Uzerinde isaret edilmektedir.

Her bireyde saptanan kontrol problari, diger bireylerin es uzunlukta
alinan sinyallerindeki kontrol problari ile oranlanarak elde edilen oranlarin
dogrulugu kontrol edilmektedir. Ayrica bu problarda sinyal alinmadiginda
calisma tekrarlanir. Calismamizda alinan kontrol problarina ait sinyallerin
oranlari ortalamaya yakin olarak saptanmistir. Her hastanin g¢alismasinda,

kontrol problarinin tamami sinyal vermigtir.
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Sekil 22. P253 kiti (LN:0407) ile konmus H28 kodlu hastaya ait DNA (90 ng kadin
insan) amplifikasyonunun kapiler elektroforezde ROX internal size standart ile
yurimesi. Sinyal sirasi Sekil 13 ve 15’deki uzunluk sirasi ile aynidir. 355 nt uzunlukta
alinan sinyal PMS2 genine 6zgudur. Bu bireyde bu uzunlukta alinan sinyal diger normal

bireylerde alinan sinyallerin 2 kati buyUklugtundedir.

Hibridizasyon, ligasyon ve PCR asamalari, hasta ve kontrol olmak Uzere
belli sayidaki bir grup ile ¢alisiimistir. Analiz, ayni kosullarda ve es zamanli
cahgilan gruplar icerisinde yapilmistir. Kapiler elektroforez ile elde edilen
hastalara ait sinyaller birlikte analiz edilmigtir (Sekil 23). Tum sinyal alanlari,
diger 6rneklerin ayni uzunluktaki sinyal alanlar ile karsilastirilarak oranlanir.
Elde edilen ortalama deger tzerinden sinyal uzunluklarinin digerlerinden farklari

ortaya konulur. Bu sayede duplikasyon ve delesyonlar gozlemlenebilir.

Sonug olarak, MLPA ydntemi ile KML tanisi konmus 48 hastanin 2’sinde
(H13 ve H26) FGFR1 geninde duplikasyon, 4’inde (H2, H3, H6 ve H11)
IMPDH1 geninde duplikasyon ve 1 tanesinde (H28) PMS2 geninde duplikasyon
saptanmigtir. Bu hastalarda yalnizca bir kromozomal farklihk saptanmistir;
higbir hastada iki veya daha fazla genin birlikte duplikasyonu saptanmamistir.
Diger 30 gende ise higbir hastada herhangi bir kromozomal dizensizlik

saptanmamistir.
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birlikte analizi.

Sekil 23a. P005 kiti (LN:0308) ile ¢alisiimis olan hastalarin ve kontrol DNA’larinin

AB,C,D ve E ekranlarinda gozlenen sinyaller ortalamaya yakin

degerdedirler ve herhangi bir anormallik saptanmamistir. B ve C ekraninda goézlenen
sinyallere sahip bireylerde digerlerinden farkli olarak Y sinyali alinir ve bu bireylerin
cinsiyetlerinin erkek oldugunu gosterir.
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birlikte analizi.

Sekil 23b. P253 kiti (LN:0407) ile calisiimis olan hastalarin ve kontrol DNA'larinin

AB,C,D ve E ekranlarinda gobzlenen sinyaller ortalamaya yakin

degerdedirler ve herhangi bir anormallik saptanmamigtir. Yalnizca A ekraninda
gOzlenen sinyallere sahip bireyde IMPDH1 geninde duplikasyon saptanmistir. C
ekraninda go6zlenen 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.
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3.1. MLPA Sonuglarinin Klinik Parametrelerle Karsilastiriimasi

MLPA yontemi ile 33 genin yer aldigi kromozom bolgelerindeki
duzensizlikler analiz edildikten sonra elde edilen veriler klinik parametrelerle
(Sokol risk derecelendirmesi; periferik eosinofil; kemik iligi retiktler lif derecesi;
hemoglobin, [0kosit ve trombosit sayilari; 7 yillik ilerlemesiz sagkalim ve

imatinib tedavisine yanit) karsilagtirilarak degerlendirildi.

KML tanisinda 33 (% 68.7) hastada splenomegali olup medyan
splenomegali 4 cm’dir (0-15). Medyan hemoglobin (Hg) degeri 10.2 gr/dL (6.7-
15.2) olup, Hgb degeri 11 gr/dL’'nin altinda olan hasta sayisi 28’dir (%58.3).
Medyan l6kosit degeri 73210 /uL (4290-335000) olup, l6kosit degeri 10000/
ML'nin Gzerinde olan hasta sayisi 47 (%97.9) ve |okosit degeri 100000/uL’nin
uzerinde olan hasta sayisi 13’dur (%27.1). Medyan trombosit (Plt) degeri
485x103/uL (58-1400) olup, PIt degeri 450x103/uL’nin Uzerinde olan hasta
sayisl 26 (%54.2) ve plt degeri 100x103/uL’nin altinda olan hasta sayisi 2'dir
(%4.6). Sokol risk siniflamasina gore; hastalarin 10’u (%20.8) dusuk riskli, 23’
(% 47.9) orta riskli ve 151 (%31.3) yuksek riskli grupdadir. Hastalarin
%16.6’sinda periferik eozinofil sayisi > %3’Un Ustundedir. Periferik promyelosit
sayisi medyan %5 (1-30) olup, periferik blast sayisi medyan %2.0’dir (1-5).
Kemik iligi blast sayisi medyan %2.0'dir (1-5). Retikulin lif derecesi 1 olan 12
(%60), 2 olan 6 (%30) ve 3 olan 2 (%10) hasta bulunmaktadir. Hastalarin
imatinib tedavisine yanit degerlendirmesinde hedef (optimal) yanit saglanan
hasta sayisi 22 (%45.8), yetersiz (suboptimal) yanit saglanan hasta sayisi 8
(%16.6) ve yanitsiz hasta sayisi 9'dur (%18.8). Taranan genlerde, hastalarin
7’sinde (%14.6) duplikasyon saptanmistir. FGFR1 geni duplikasyonu 2 (%4.2),
IMPDH1 geni duplikasyonu 4 (%8.3) ve PMS2 geni duplikasyonu 1 (%2.1)
hastada saptanmistir. Bu hastalarda diger genlerin  duplikasyonu
saptanmamigtir. Hi¢cbir hastada herhangi bir gen delesyonu da goézlenmemistir.
(Tablo 3).
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Tablo 3. Kronik faz kronik myelositer [6semili hastalarin tanida klinik 6zellikleri.

N
Hasta sayisi 48
Yas (medyan) 47.5 (19-74)
Cinsiyet Erkek/Kadin 8 /40
] . 33
Splenomegali cm (% 68.7) 4 (0-15)
Hemoglobin gr/dL* 10.2 (6.7-15.2)
<11 gr/dL 28 (%58.3)
73210 (4290-
Lokosit uL*
335000)
>10000/pL 47 (%97.9)
>100000/pL 13 (%27.1)
Trombosit 10%/uL* 485 (58-1400)
>450x10%/uL 26 (%54.2)
<100x10°/uL 2 (%4.6)
Sokol Risk

Siniflandirmasi

0 (DUslk risk)

10 (%20.8)

1 (Orta risk) 23 (%47.9)
2 (Yiksek risk) 15 (%31.3)
Periferik Eosinofil >3% n=18 3 (%16.6)
Periferik Promyelosit %* n=23 5(1-30)
Periferik blast %* n=25 20 (1-5)
Kemik iligi blast %* n=54 2.0 (1-5)
Kemik iligi retikdlin lif
derecesi n=20
1 12 (%60)
2 6 (%30)
3 2 (%10)
imatinib tedavisine yanit Hedef (optimal) 22 (%45.8)
(hematolojik, sitogenetik Yetersiz
8 (%16.6)
ve (suboptimal)
molekdiler yanit birlikte) Yanitsiz 18 (%37.5)
Duplikasyon Tdm 7 (%14.6)
FGFR1 2 (%4.2)
IMPDHA1 4 (%8.3)
PMS2 1 (%2.1)
Delesyon 0 0
* =medyan
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Tablo 4. imatinib tedavisi alan kronik myeloid I6semili hastalarin klinik 6zellikleri.
%
imatinib 6ncesi Hastalik Durumu
Kronik faz 48 100
7 Yilhk Total Sagkalim Olasihgi %100
imatinib alanlarda izlem Siiresi (yil) 1.75(0.3-7.2)
imatinib sonrasi 7 Yillik Total Sagkalim Olasiligi %100
imatinib sonrasi 7 Yillik llerlemesiz Sagkalim Olasiligi %76
Toplam Mortalite 0
Progresyon 6
Optimal suboptimal yanitli izlenen 30
Yanitsiz yasayan 18

Tum hastalar kronik fazdadirlar. imatinib tedavisi alan hastalarda medyan
izlem siresi 1.75 yildir (0.3-7.2). imatinib tedavisi sonrasi 7 yillik total sagkalim
olasiigr %100’dur. imatinib sonrasi 7 yillik ilerlemesiz sagkalim olasiligi
%76°dir. Toplam mortalite gérilmemistir. imatinib tedavisi altinda 6 hastada
ilerleme gorullrken, imatinib tedavisi altinda tam ve yetersiz yanitli izlenen

hasta sayisi 30, yanitsiz izlenen hasta sayisi 18'dir (Tablo 4) 7).

Sokol risk siniflandirmasina goére dusik riskli grupda 7 yillik ilerlemesiz
sagkalim %68'dir. Orta riskli grupta %83’tur. Yuksek riskli grupta ise %64’tlr
(p=0,6926). Erkek hastalarda 7 yillik ilerlemesiz sagkallm %75, kadin
hastalarda ise %83’tur (p=0,6584). Periferik eosinofil sayisi <%3 altinda olan
grupta 7 yillik ilerlemesiz sagkallm %72 olup, =2%3 Ustinde olan grupta
%100°dur. (p=0.7518). Kemik iliginde retikuler lif derecesi 1 olan grupda 7 yillik
ilerlemesiz sagkalim %68 olup, >1 olan grupta ise 7 yillik ilerlemesiz sagkalim
%68’dir (p=0.8055). imatinib tedavisi altinda optimal yanit ve yetersiz yanit elde
edilen gruplarda 7 yillik ilerlemesiz sagkalm %100 ve yanitsiz grupda ise
%50°dir (p=0,0158). Duplikasyon saptanan grupta 7 yillik ilerlemesiz sagkalim
%55, duplikasyon olmayan grupta ise %81’°dir (0,0486) (Sekil 24) (Tablo 5).

Duplikasyonun saptanmadigi 41 hastada 7 yillik ilerlemesiz sagkalim
orani %81 olup duplikasyon saptanan 7 hastada oran %55dir. Hasta
grubumuzda, duplikasyonun varhginin 7 yillik ilerlemesiz sagkalim olasiligini

dusurdugu gozlemlenmistir (Sekil 24).
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Tablo 5. KF-KML’de klinik paremetrelerin sagkalim tzerine etkisi (Logrank test).

N 7-y Y (%) Log Rank (p)
Hasta Sayisi 48 76
Sokol
0 (Diistik risk) 10 68 0,6926
1 (Orta risk) 23 83
2 (Yiiksek risk) 15 64
Cinsiyet
Kadin 40 75 0,6584
Erkek 8 83
Periferik eosinofil
<%3 15 72 0,7518
>%3 3 100
Kemik iliginde retikuler lif derecesi
1 12 68 0.8055
>1 8 68
imatinib tedavisine yanit
Hedef (optimal) 22 100 0,0158
Yetersiz (suboptimal) 8 100
Yanitsiz 18 50
Duplikasyon
Var 7 55 0,0486
Yok 41 81

Sokol: hasta yas, dalak biyukligu, periferik kanda blast ylizdesi ve trombosit sayisi
*(') median yil, Y:yil

iY: ilerlemesiz yasam

L0 s
91 L Duplikasyon (-) 7-yillik IY 81 % (n=41)

VI |

Duplikasyon (+) 7-yillk iY 55 %

Tlerlemesiz sagkalim olasihig1
W

Tmatinib kullanim siiresi (yil)

Sekil 24. Duplikasyonun ilerlemesiz
sagkalim zerine etkisi.
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Duplikasyon ile sokol risk derecelendirmesi, periferik eosinofil, kemik
iligi retiktler lif derecesi, hemoglobin, |6kosit ve trombosit sayilari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamistir. Duplikasyon ile imatinib
tedavisine yanit arasinda bizim hasta grubumuzda anlamli bir iligski bulunmustur
(p=0.049) (Tablo 6).

Tablo 6. Duplikasyonlar ile klinik paremetrelerin karsilastiriimasi.

n |Duplikasyon Duplikasyon Exp (B) * |95% P*
negatif pozitif Interval *

Hasta Sayisi 48

Sokal

0-1 (Diigiik-Orta risk) 33 27 6 0.181 0.015- 0.174
2127

2 (Yiiksek risk) 15 14 1

Periferik eosinofil

<%3 15 11 4 0.870 0.048- 0.925
15.814

>%3 3 2 1

Kemik iliginde

retikuler lif derecesi

1 12 9 3 1.845 0.198- 0.591
17.182

>1 8 5 3

imatinib tedavisine yanit

Hedef (optimal) 22 21 1 0.085 0.007- 0.049
0.994

Suboptimal-Yanitsiz 26 20 6

Hemoglobin

<11 gr/dL 28 23 5 2.757 0.415- 0.294
18.316

>11 gr/dL 20 18 2

Lokosit

<100x10°/uL 35 30 5 0.867 0.132- 0.882
5.683

>100x10°/uL 13 11 2

Trombosit

>450x1 03/uL 26 22 4 1.026 0.181- 0.977
5.816

<450x10°%/uL 22 19 3

* Yas ve cinsiyete gore uyarlanmistir.
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4. Tartisma

MLPA yontemi, PCR ile Kisa DNA Tekrari (STR= Short Tandem Repeat)
bolgelerini kullanarak yapilan diger yontemlere oranla daha hassas ve kolay
uygulanabilir olmasi nedeniyle tercih edilen bir yéntemdir . En fazla 45
degdisik DNA dizisinin PCR tabanh tek bir reaksiyon yardimiyla incelenmesi,
sadece 20 ng insan DNA’sinin kullanilabilmesi, tek nlkleotid degisimlerinin
ayrimi, tek ekzon kopya sayisi degisikliklerinin belirlenebilmesi ve 50-70
ndkleotid uzunlugundaki dizilerin arastirilabilmesi 6nemli avantajlarindandir.
Dogru sonug elde edilebilmesi agisindan ligasyon gergeklesmeyen Urunlerde
amplifikasyonun olmamasi ve kit icerisindeki kontrol problari ile hibridizasyon-
ligasyon kalitesi (DQ) araliklari hassasiyeti artirmaktadir. MLPA ydnteminin
hassasiyeti ile ilgili cesitli calismalar da bulunmaktadir ©". Bu yéntem ile 48
hastada 33 genin bulundugu kromozom bolgeleri arastiriimistir. Bu metodun
kullaniminda, tuzla ¢oktirme metodu ile elde edilen DNA’dan calismalarda
kullandigimiz ticari kit ile izole edilen DNA'ya oranla daha az verim alindigi
goruldu ve tum analizler ticari kit ile yapilan DNA'larla ve en az 2 kez tekrar

edilerek yapildi.

Tumor olusumunda ve gelisiminde genlerin c¢esitli rolleri  oldugu
bilinmektedir. Genom taramalari ve kanser genomlarinda mutasyonlarin
belirlenmesi sayesinde kanser ile iligkili yeni genler tanimlanabilmektedir. Bu
genler Ustlendikleri role istinaden tUmor slpresdr gen, onkogen veya tamir geni
gibi isimler alirlar ?*%9_ Hiicre dongiisli, apoptoz, tamir mekanizmasi,
transkripsiyon veya uyari iletimi gibi birgcok hayati basamakta rol oynarlar. Birgok

rahatsizlikla da iliskilendirilmislerdir %429,

Tumor supresor genlerin fonksiyon kaybi veya bazi genetik degisimler

sonucunda kanser riski artmaktadir ©?

. TUmorogenez, apoptoz ve hucre
dongusunde etkin olan genlerdeki degisimlerin yol actigi gen ifadesindeki
degisikliklerin bir yansimasidir. Onkogen RAS ailesi ve tumaor stpresor gen olan
retinoblastoma RB1 geninin timoérogenezde ve metastazdaki rolleri 6rnek
gOsterilebilir ®2) Bazi kanser tiplerinde ise Ozellikle birkag gendeki degisimler

dikkat gekmektedir. Ornegin BRCA1 ve BRCA2 timér slpresdr genlerinin

61



kalitsal germline mutasyonlari, goégus ve yumurtalik kanserinde yuksek risk
teskil etmektedir ®2) " Genlerin tanimlanmasi, kanser tanisinda erken teshis ve
tedavi agisindan buyuk onem tagimaktadir. Geligtirilen gesitli yeni yontemler ve
yapilan farkli populasyon calismalari, kanser ve genom arasindaki iligkiyi
anlamamizda biiylik fayda saglamaktadir ®?. Bu sayede tumérlerin
tiplendiriimesi ve biyolojik isaretlerin saptanmasi gerceklestirilebilir. Gogus
kanserinde ER, PR ve HER2/neu, KML'de BCR-ABL ve Kuguk Hucreli Disi
Akciger Kanseri'nde (KHDAK) EGFR1 gibi biyolojik isaretler ile tumoran tipi,

hastaligin evresi ve tedavi sekli belirlenebilmektedir 2.

Taradigimiz genlerin de, onceki calismalarda bazi kanser tiplerine
O0zgunlukleri ve hlcrenin hayati biyolojik iglevlerinde (apoptoz, hicre déngusu,

DNA tamiri vs.) etkinlikleri gdsterilmigtir #2889,

Tumor supresor gen olan CDKN1A geninin p21 proteini, timaor hldcresinin
biiylimesini baskilamada p53’e aracilik eder ®?. p21’in timér hiicre hattindaki
asir ifadesi ile baskilanan koloni formu, p53’Un asiri ifadesi sonucu olusana
benzerdir ?¥. immiinhistokimyasal p21 ifadesi, grade ile iliskisiz olarak pek cok

49%0)  CDKN2A tiimér siipresdr geni ise 2 hayati hiicre

gliomda saptanmaktadir (
dongusu kontrol yolaglr olan p53 (TPS53) yolagl ve retinoblastoma yolagini
kontrol eder Y. CDKN2A'nin pankreatik kanser, l6semi, 6zofagal ve gastrik
kanserler, mesane kanseri, diyabet ve cesitli kanser tipleri ile iliskileri cesitli

24) Calismamizda bu genler ile ilgili bir diizensizlik

calismalar ile aragtiriimistir
gozlenmemigtir. Hasta grubunda ve kontrol grubunda yer alan tim bireylerde bu

iki gen normal olarak saptanmistir.

Onkogen olan N-ras, PIK3CA, Myb, Myc ve EGFR genlerinin yani sira
onkogenlerle etkilesimi bulunan TANK genide ¢alismamizda yer almigtir. N-ras
geni, fibrosarkoma ve embriyonal rabdomiyosarkoma (RD) olmak Uzere iki farkli
insan sarkoma hiicre hattinda isleve sahiptir % Ayrica promyeloid l6semi
hicre hattinda ve noroblastoma huicre hattinda da iglevsel oldugu tespit

edilmistr Y. K-ras ve N-ras onkogenlerinin kolonda homeostaz ve
tiimorogenezi kontrol ettigi gosteriimistir ®°). Kolorektal kanser, tiroid karsinoma

ve otoimmun limfoproliferatif sendromu ile N-ras mutasyonlari arasindaki iligkiler
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r @43 Ayrica pankreas, akciger ve myeloid

cesitli calismalar ile arastiriimigti
I6semilerde N-ras mutasyonlarinin da gerceklestigi gosterilmistir %) PIK3CA
geni ve kanser arasindaki iligki, gogus kanseri, ovaryum kanseri, kolorektal
kanser ve hepatoseliiler karsinoma calismalari ile arastiriimistir . MYB
onkogeni ile T hiicreli akut lenfoblastik I6semi (T-ALL) iliskisi saptanmistir ?%.
Karsinomlarin %32’sinde Myc proto-onkogeninin 2-15 kat amplifiye oldugu
gosterilmistir ®9). Myc ifadesi tek basina meme karsinogenezi icin yeterli olabilir
®9  Hatta Myc’in hormon tedavisine yanit vermemede veya kemoterapiye
direngten sorumlu oldugu ileri striilir ®®. EGFR onkogeni hiicre gcogalmasinin
kontrolinde rol almaktadir ve astrositik timorlerde en sik ifade artisi olan

49 Glioblastomlarin lgte birinde artis gdsterdigi veya asiri ifade

onkogendir
oldugu saptanmaktadir “®7%""_ EGFR, tirozin kinaz islevine sahip bir bir zarlar
arasi glikoprotein oldugundan pek ¢ok ¢alismada anormal EGFR uyari iletimi ve
EGFR dizenleme bozuklugunun timor gelisimi ile iligkili oldugu gdsterilmistir
%) EGFR' nin apoptozun engellenmesi, hiicre hareketliliginde artis, protein
saliniminda artig, adhezyon, hucre yasam suresinde artig, farklilasma,
anjiyogenez ve metastaz gelisimi gibi pek ¢ok olayda 6nemli rol aldigi
gOsterilmistir @4 Yiksek dizeyde EGFR ifadesi ileri evre hastalik, metastatik
fenotip gelisimi, sag kalimda azalma ve koétu gidis ile iliskili bulunmustur (34),
Onkogenik duzenlemeler ile baglantili olan TFG proteinin NF-kappaB yolaginda
TANK ile iligkisi gosterilmistir “?). Hasta ve kontrol grubumuzda bu onkogen ve

onkogen iligkili genlerin hi¢birinde kromozomal dizensizlik saptanmamistir.

RECQL4 geninin UV kaynakli DNA hasarlarinin tamirinde roli oldugu
savunulmaktadir, bu nedenle tamir geni oldugu diisiiniimektedir ©V. PMS2 geni
ise DNA onarim mekanizmalarindan olan DNA mismatch (yanlis eslesme)
tamirinde (MER) rol alan genlerden bir tanesidir ®*). Diger genler ise; MSH2,
MLH1 ve PMS1’dir Y. PMS2 geni, 22 HNPCC (kalitsal polipozis kolon kanseri)
aile oykuli hastalarin 2’sinde delesyonla kendini gdstermistir. Tumorsiz
dokularda heterozigot mutasyonlar tespit edilirken timoér dokusunda somatik

(72,73

PMS2 mutasyonu tespit edilmistir ). Kolorektal kanserde énemli bir rolii olan

PMS2 geninde gergeklesen mutasyonlar, otozomal resesif kalitimi olan
mismatch tamir kanserinde de (Turcot sendromu olarak da bilinen) dnemli rol

74)

oynamaktadir 4. Erken teshisli beyin tiimérlerinde de PMS2 geninin 14.
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ekzonunda gerceklesen homozigot bir mutasyon tanimlanmistir Y. PMS2’ninde
yer aldigi bazi DNA hatali eslesme tamir genleri ile yapilan bir ¢alismada hatali
eslesme tamirindeki bozukluklarin, 16semi hucre hattinda ve Akut Lenfoid
Ldosemi’de (ALL) dnceden dusunuldugunden daha sik gelistigi savunulmaktadir
%) Cok glic tespit edilebilen PMS2 genindeki mutasyon ve bozukluklar, hem
cocuklarda ortaya ¢ikan (homozigot mutasyon ile veya duplikasyon ile) hemde
erigkinlerde ortaya c¢ikan (heterozigot mutasyon ile) malignansilerde
tanimlanmistir ®. Cocuklarda primitif ndroektodermal timér ve diger cocukluk
dénemi kanser senromunda bu genin bozukluklari gdsterilmistir (%),
Calismamizda Ph pozitif 1 hastanin PMS2 geninde duplikasyon saptanmis olup
ALL’nin yani sira KML igin de bu gendeki farklilagmalarin arastirilmasinin

onemli oldugu gosterilmisgtir.

Hucre dongusunde etkili, calismamizda arastiriimis 6 gen bulunmaktadir;
FGFR1, PTP4A3, IL2, GHRHR, TGFBR1 ve TSC1. FGFR1 geni; hlcre
bolinmesi, blUyumesi ve olgunlasmasi; kan damarlarinin yapisi; yaralarin
iyilesmesi ve embriyonik gelisimde ¢ok dnemli islevlere sahip birkag fibroblast
biyime faktorinden birisidir ve KML hastalarinda 1(8;22) (p12;q11) ile
karsimiza cikmaktadir (%%, Calismamizda, Ph pozitif olan 2 hastanin
(H13,H26) FGFR1 geninde duplikasyon saptanmis ve onceki ¢alismalardan
farkh olarak bu genin duplikasyonunun KML ile iligkili olabilecedi gosterilmistir.
PTP4A3 geninin kolorektal kanser metastazinda énemli roli bulunmaktadir @4,
Hicre dongusu ilerleyisinde de hem pozitif hem de negatif kontrolli olarak

cesitli islevlere sahiptir ¢4%9,

PTP4A3’Un bir onkogen olabilecegine dair
arastirmalar yapilmistir; PTP4A3, kolon karsinom hucreleri ve osteosarkoma
hicreleri gibi insan timor hicre hatlarinin bazilarinda etkin olamamistir ancak
fibrosarkoma hicrelerinde oldugu gibi bazi hicre hatlarinda da bu etkiyi

gosterme potansiyeline sahiptir %,

PRL3’Un hiucre dongusundeki iglevi
tiimdrogenez sonrasinda olmayabilir ©. T hiicresi bilylime faktérii de denilen
(TCGF) IL-2, T lenfositlerinin hdcre siklusunun G1 fazindan S fazina
ilerlemesinden sorumlu olan sitokindir . IL-2, CD4+ T hucreleri tarafindan
kismen de CD8+ T hiicreleri tarafindan dretilir ®*). IL-2, kendisini Ureten
hicrelere etki edip kendi olusumunu saglar, bu onun otokrin bliyume faktori

islevini gosterir ©. Ayrica parakrin biiylime faktori olarak da etkisi mevcuttur
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%9 GHRHR, biyiime hormonu (GH) salgilanmasini uyarir *¥. Fazlaliginda

p (24

gigantizm ve akromegali; eksikliginde cucelik gorulu ). Hiicre dongusuyle

r ™) TGFB1*'in farkli tiirlerinin hiicre gogalma ve

dolayli olarak iligkili bir gendi
farkllagsmasinda, etkin bir bicimde yapi olusumunu kontrol ettigi
disundlmektedir. TGF-beta’nin proteinlere baglanmasinda tip1 ve tip2
reseptorlerinin  birlikte rol oynadigi ve biyolojik iglevlerde etkin olduklari
bulunmustur ®®. TGFB1, TGFBR2'ye baglanarak ve TGFBR1 aktivasyonunun
gerceklestigi nadir bir uyari mekanizmasi ile hucre dongusu ilerleyisini
duzenlemektedir ?*®). TGFBR1 reseptori birgok insan timor hucresinde
islevsiz durumda olabilir ?*®). TSC1 geninin asiri ifadesi fare fibroblastlarinin
bilylimesini engeller ve hiicre morfolojisinde degisimlere neden olur #%.
Proteininin G1 fazinin kontrolinu serbest birakarak hicre bigimlenmesinde etkili
oldugu diistiniimektedir ®*. Ayrica tuberoz skleroz ile TSC1 gen mutasyonlari

r @Y, Bu galismalardan bazilarinda TSC1’in

iligkisi bircok ¢calismada arastiriimisti
bir timér siipresér gen olarak da davrandigr bildirilmistir ?*. Hiicre Déngiisiinde
etkili olan bu genlerden FGFR1 geni harig higbirinde duzensizlik

g6zlenmemisgtir.

Diger biyolojik sureclerde etkin genlerden; BCAR3’Un bazi kanser hiicre
hatlarinda asiri ifadesi tespit edilmistir ?*?**"). F3 geninin hemostaz, tromboz,
inflamasyon ve hicresel bagisiklik tepki ile iligkili rahatsizliklarda rolinin
oldugu yapilan calismalar ile saptanmistir ¢>*®_1L10 geni ile yapilan daha
onceki calismalarda KML ile IL10 polimorfizmlerinin iligkisi olabilecegi
gosterilmistir ** 3 ABCB1 geni mutasyona ugrayan hastalarin kemoterapiye
cevap verme oraninin, digerlerine gore ¢ok daha yuksek oldugu gosterilmigtir
%) OCIAD1, ovaryum kanseri ile iligkilendirilmigtir ve ovaryum kanserindeki
fonksiyonunun, hicre  adhezyonundaki  etkisiyle iligkili  olabilecegi
distiniilmektedir ©®®. OCIAD?in hiicre metastazindaki potansiyel roliinin
engellenmesiyle ilgili olarak c¢esitli ¢alismalar halen surduralmektedir (66),
Gonadotropin-releasing hormone (GNRH) ¢cogalma ile ilgili streclerde anahtar
bir ndroregulator olarak iglev gorur @) IL-10’un, IL-2’den yoksun T hucrelerinde
ve bcl-2 proteinini arttirarak B hucrelerinde apoptozu engelledigi gorulmustar
38) IL-10 kollajen | ifadesini azaltir, hiicre ici kollajenazi arttirir ©®. Bu sebeple

anti-fibrotik isleve sahiptir ©®®. IL10'daki farklilasmalar ile KML arasindaki
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potansiyel iliski daha &nceki calismalarda o6ne surulmustir (9 Ancak
c¢alismamizda KML ile IL10 arasinda bir iligki gdozlenmemigtir. IL-1A’nin apoptoz
gibi biyolojik islevlerde rolinin olmasi kanser ile iligkili olabilecegini
dustindirmektedir  **Y. TANK'In fazla ifadesi, CD40, TNFR1 ve TNFR2nin
uyarilari tarafindan aktive olan TRAF2-dolayli NF-kappa-B'yi engeller “42),
TANK'In, sitoplazmada durgun fazda TRAF’lari ayirarak TRAF protein islevini
kontrol eden TRAF fonksiyonunu engelledigi de diistiniilmektedir ?*. Onkogenik
dizenlemeler ile baglantili olan TFG proteinin NF-kappaB yolaginda TANK ile
iligkisi gosterilmistir “42) Sepsisli gocuklarda zayIf IL-13 yanitinin kot prognozu
isaret ettigi saptanmistir (“44), Akciger kanserinde ve T-hucreli lenfoma’da IL13’ln

(4540) |L-4 Bazi sitokin ve

etkisinin arastirildigi ¢aligmalar bulunmaktadir
buyume faktorlerinin yapimini uyarirken, bazilarini da (6zellikle interferon-y)
inhibe eder “¥. Yakin zamanda yapilan caligsmalarda, IL-4 geninin promotor
bdlgesindeki T-allelindeki bi-allellik polimerizasyonuyla SSPE (subacute
sclerosing panencephalitis) arasinda acik bir iliski bulunmustur “®. WFS1 geni
Wolfram Sendromu ile iliskilendirilmektedir ). Prekallikrein noksanliginda,
KLKB1 geninin 5. ekzonundaki homozigot bir 430 C-T farklilasmasi
tanimlanmistir ve trombozda rolii olabilecegi diistiniimektedir ©®*™). ELN geni
Williams Beuren Sendromu, SVAS ve Cutis Laxa rahatsizigi ile
iliskilendirilmistir ~ ?*"®9)_ KRIT1; endotel hiicrelerinin  yapisinin  ve
fonksiyonunun belirlenmesinde, hicre iskelet yapisini koruyup hicre-htcre ve
hiicre-matriks iletisimine olanak saglayarak, yardimci olabilir 488" adRP
(otozomal dominant retinitis pigmentosa) hastalarinda yapilan mutasyon tarama
calismalarinda vakalarin  %Z2’sinin IMPDH1 geni mutasyonu tasidigi
saptanmistir ®?. izole LCA (Leber konjenital amaurosis) vakalarinda da
mutasyon gosterilmistir ®2)  IMPDH1 mutasyonlarinin  enzim islevini
etkilemekten ¢ok proteinin tek zincirli nukleik asit baglama ozelligini degistirdigi

gosterilmistir 2

. Kan plazmasinda ve eritrosit orneklerinde IMPDH1 ve 2
geninin ilacin nakli ve kabull sirasinda baskilandigi tespit edilmigstir o)
Azathioprine direnci gosteren inflamatuvar barsak hastalarinin (IBH) IMPDH1
veya 2 genlerinde mutasyon tasidigr one surulmektedir (8), Calismamizda Ph
pozitif 4 hastanin IMPDH1 geninde duplikasyon saptanmistir ve ilk kez bu genin
KML ile iligkili olabilecegi goOsterilmigtir. Diger genlerde bir duzensizlik

saptanmamigtir. Daha onceki ¢alismalarda KML ile iliskili olabileceg@i disunulen
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IL10, hasta grubumuzda bulunan bireylerde normal olarak saptandigindan bu

calismada KML ile iligkilendirilmemigtir.

Belirtildigi Uzere galismamizda duplikasyon saptanan FGFR1, PMS2 ve
IMPDH1 genleri, dnceki calismalarda birgok hicresel fonksiyon ve hastalikla
iliskilendirilmigtir (15:24°5-58.72:74.82) " B, genlerden ikisi (PMS2 ve IMPDH1) 7.
kromozom Uzerinde, bir tanesi de (FGFR1) 8. kromozom Uzerinde yerlesim
gostermektedir ®®. KML'de Ph pozitifligi haricinde farkli kromozomal
degisiklikler de ortaya ¢ikabilmektedir; bunlardan 7. kromozomun dahil oldugu
bazilari t(4;12;7;9;22)(9337;924;p13;934;911), 1(7;14)(p22;923),
t(7;22)(p22;q11), t(7;9;22)(p22;934;q111), der(7)t(7;14)(p22;q13) seklindedir "
1499100 Ayrica 7. kromozom ile 8. kromozomlar arasinda gerceklesen
t(7:8)(q32;913) translokasyonu; Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan yeni
tanimlanan ve AML’nin farkli bir formu olan Akut Bazofilik Lésemi’nin (ABL*) bir

r 1% 8. kromozoma dair en iyi bilinen farklilasma ise

fazinda tanimlanmisti
blastik fazda trizomi 8 gozlenmesidir '®. Bunun yani sira t(8;21)(q22;q22),
1(8;10;21), 1(8;22) (p12;911) ve t (8;9) KML'de 8. kromozom ile ilgili tanimlanan
diger kromozomal farkhlagmalardir (117102195 " K\l 'de dnceki calismalar ile
saptanan bu iki kromozomun farklilagsmalarina ek olarak calismamizda 7.
kromozom Uzerinde bulunan PMS2 ve IMPDH1 geni duplikasyonu, 8.

kromozom uzerinde bulunan FGFR1 geni duplikasyonu gosterilmistir.

Hucre buyume ve farklilasmasindan, apoptoza; kanser dokularinda asiri
eksprese oluslarindan, baskilanmalarina kadar birgok sebepten 6turt bu genler
kanser tipleri ile iligkilendirilmistir. Bizim hasta grubumuzda elde edilen sonuglar;
duplikasyon saptanan 7 hasta, duplikasyon saptanmayan 41 hasta ve klinik
parametreleri ile istatistiksel olarak kiyaslandiginda; duplikasyonun
saptanmadigr 41 hastada 7 yillik ilerlemesiz sagkalim orani %81 olup
duplikasyon saptanan 7 hastada oran %55'dir. Hasta grubumuzda,
duplikasyonun varliginin 7 yillik ilerlemesiz sagkalim olasiligini dusurdtugu
g6zlemlenmistir. Duplikasyon ile sokol risk derecelendirmesi, periferik eosinofil,
kemik iligi retikuler lif derecesi, hemoglobin, I0kosit ve tombosit sayilari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamistir. Duplikasyon ile imatinib
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tedavisine yanit arasinda bizim hasta grubumuzda anlaml bir iligki bulunmustur
(p=0.049).

Sonu¢ olarak elde edilen istatistiksel veriler ile hasta grubumuzda
duplikasyonlarin ilerlemesiz sagkalim ve imatinib tedavisine yanit ile iligkili
oldugu gosterilmistir. Ph (+) olan KML hastalarinda gen duplikasyonlari 6zellikle
7 yillik ilerlemesiz sag kalimda %26’lik bir dugise neden olmaktadir. Takip eden
calismalar ile imatinip tedavisi oOncesi ve sonrasi gen duplikasyonlari
arastirilarak anlamli sonuglar elde edilebilir. Ayrica daha genis bir hasta grubu
veya farkli populasyonlarda yapilacak benzer arastirmalar ile KML ve gen

duplikasyonlarinin iligkisi net olarak ortaya konabilir.
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