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OZET

Akut Lenfoblastik Lésemi (ALL) Ve Kronik Myeloid Lésemi (KML) On Tamih
Olgularda Fuzyon Gen Ekspresyonlarinin Analizi

Kronik Myeloid Ldsemi, pluripotent hematopoetik kok hicrelerinin
neoplastik doniisiimiine neden olan klonal bir hastahiktir. KML’nin ayiric1 6zelligi
t(9;22)(q34:q11) translokasyonu sonucu olusan “Philedelphia kromozomu”nun
varhgidir. Bu translokasyona KML hastalarinda  %90-95 oraminda
rastlamlmaktadir.

Cocukluk cagi Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) de sayisal ve yapisal
kromozomal anomaliler %380 oraninda goriilmekte olup tam icin Onem
tasimaktadir. Bu donemdeki olgularda t(9;22)(q34;931) ile BCR-ABL flizyon geni
%S oraninda goriilmekte olup, kotii prognozla iliskilendirilmektedir.
t(12;21)(p13;q22) sonucunda TEL/AMLI1 fiizyon geni olusmaktadir ve iyi
prognozla iliskilendirilir. TEL/AMLI1 geni ¢ocukluk donemi ALL’sinde %17-25
oranminda goriilmektedir. t(4;11)(q21-q23) sonucunda MLL-AF4 flzyon geni
olusur. Kotii prognozla iliskilendirilen bu fiizyon genin sikhig1 %3-4'dur.

Tez kapsaminda, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dahili Bilimler Anabilim
dali- Hematoloji Bilim Dali’na gelen yetiskin KML 6n tanihh hastalarin kemik iligi
orneklerinde p210%“"“B- fiizyon genlerin varh@ ve Cocuk Hematoloji Bilim
Dal’na gelen c¢ocukluk cagi ALL on tamih hastalarin kemik iligi orneklerinde
plQOBCR'ABL, TEL-AML ve MLL-AF4 fiizyon genlerinin varhg arastirildi.
Hastalarin kemik iligi oOrneklerinden RNA izole edildikten sonra RNA’lar
komplementer DNA’ya (cDNA) cevrildi. Hastalarin ¢cDNA ornekleri spesifik
primer ve problar kullanilarak, Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Real Time-PCR) yontemiyle fizyon gen ekspresyonlari arastirildi. 20 KML 6n
tamh hastanin 4 tanesinde p210°°F”B- fiizyon geni tespit edildi. Bu hastalar
sitogenetik yontemle Ph kromozomu a¢isindan da degerlendirildi ve 20 hastanin 10
tanesinde Ph kromozomu tespit edildi. 15 cocukluk ¢agi ALL o6n tamihh hastalarda
plQOBCR'ABL, TEL-AML1 ve MLL-AF4 fiizyon genlerine rastlanmada.

Anahtar Kelimeler: Cocukluk ¢agi ALL, KML, Ph kromozomu, p210°°%A®t
p1908RABL TEL/AML1 geni, MLL-AF4 geni, Real Time-PCR
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ABSTRACT

Analysis Of The Fusion Gene Expressions In The Preliminary diagnosis Cases Of
Acute Lymphoblastic Leukaemia And Chronic Myeloid Leukamia

Chronic Myeloid Leukemia is a clonally disease, leading to the neoplastic
transformation of pluripotent hematopoietic stem cells. The presence of
“Philadelphia Chromosome™ as a resulting of t(9 ;22)(g34 ;gl11) translocation is a
distinctive characteristic of CML. This translocation is found in 90-95% of CML
patients.

Occurring in 80% of childhood ALL, the numeric and structural
abnormalities are required for the diagnosis. BCR-ABL fusion gene that arise
from t(9 ;22)(g34 ;g31) translocation is associated with poor prognosis, detected in
5% in the case of diagnosis. TEL-AML1 fusion gene occurs as a result of
t(12 ;21)(g13 ;922) and is associated with favorable prognosis. The TEL-AML1
gene is observed in 25% of childhood ALL. MLL-AF4 fusion gene is formed by the
outcome of t(4 ;11)(q21-9g23). The frequency of this fusion gene associated with
poor prognosis is 3-4 %.

In the context of this thesis, bone marrow samples, obtained from adult
patients with CML preliminary diagnosis diagnosed at Medicine Faculty of Mersin
University, Department of Integrated Sciences - Department of Hematology are
examinated for the presence of p2105“R*BL fusion gene. In addition, the presence
of p2103°RA8L TEL-AML1 and MLL-AF4 fusion genes is searched in the bone
marrow samples obtained patients with childhood ALL at preliminary diagnosis
diagnosed at Department of child’s Hematology. RNAs are isolated from patients’
bone marrow samples then transformed to the complement DNA (cDNA). Using
specific primer and probe, the fusion gene expressions are examinated by Real
Time Polymerase Reaction (Real Time-PCR). p210 BCR-ABL fusion gene was
determinate at the 4 of the 20 CML preliminary patients. These patients evaluated
with the cytogenetic procedure also aspect of chromosome Ph and it was confirmed
the 10 of the 20 patients. P1905“R**8- TEL-AML1 and MLL-AF4 fusion genes are
not found in 15 patients with childhood ALL at preliminary diagnosis.

Keywords: Childhood ALL, CML, Ph chromosome, p2103¢R#B- " p190BCRABL
TEL-AMLL1 gene, MLL-AF4 gene, Real Time-PCR
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1. GIRIS

Genetik degisiklikler sonucu transforme olan hematopoetik hiicrelerin klonal
proliferasyonu, ldsemiye neden olmaktadir. Ozellikle belli kromozomal
translokasyonlar1 igeren bu genetik degisikliklerin, molekiiler diizeyde aciklanmasi tani
ve tedavi agisindan oldukga yararlidir.

Akut lenfositik 16semiler (ALL), lenfohematopoetik hiicrelerin olgunlagmalari
asamasindaki duraklama sonucu malign o6zellikteki klonlarin ¢ogalmasi ile karakterize
olan heterojen bir hastaliktir ve ¢cocukluk ¢agi malignitelerinin % 25-30’unu olusturur.
ALL; yalniz ¢ocukluk ¢aginin en sik goriilen malign hastalifi olmasi acisindan degil,
tedavide elde edilen basarilar agisindan da, bu dénemin en 6nemli malign hastaligidir
(1,2).

Cocukluk ¢ag1 Akut lenfositik l6semilerde, klonal olarak gdzlenen bazi
translokasyonlara; t(12;21)(p13;922) ile TEL-AMLL1 (translocation ets leukemia- acute
myeloid leukemia 1), t(9;22)(q34;931) ile BCR-ABL (Breakpoint cluster region-
Abelson proto-onkogeni leukemia), t(1;19)(g23;p13) ile PBX1-E2A (pre-B-cell
leukemia homeobox 1- E2A), t(8;14)(g24;932) ile myc-lgH (myelocytomatosis
oncogene-Immunoglobulin Heavy), t(4;11)(g21;923) ile MLL-AF4 (Mixed Lineage
Leukemia- ALL1 Fused Gene From Chromosome 4), t(11;19)(g23;p13.3) ile MLL-
ENL (Mixed Lineage Leukemia- eleven nineteen leukemia) flizyon genleri 6rnek olarak
stralabilinir.

Kronik Myeloid Lésemi (KML) ise, multipotent kdk hicrelerin neoplastik
transformasyonundan ortaya ¢ikan, klonal myeloproliferatif bir hastaliktir (3,4).
Gelismis iilkelerde, tiim I16semi olgularinin dértte birini kapsamaktadir. Insidans1 yilda
1/100.000’dir. Tiim yas gruplarinda gozlenebilmekle birlikte; en yaygmn 40-50 yaslar
arasinda, cinsiyet farkliligi olmadan gozlenmektedir (5). KML’nin sitogenetik belirtisi
hastalarin yaklasik % 90-95’inde bulunan Philadelphia (Ph) kromozomudur (6).

Gunimuizde Ph kromozomunun belirlenmesinde, konvansiyonel sitogenetik
yontemler halen altin standart yontem olarak kabul edilmektedir. Sadece kromozomal
diizeydeki degisimlerin mikroskobik diizeyde gbzlenmesinin yani sira; daha spesifik
bicimde, translokasyon sonucu olusan fiizyon genlerin ekspresyon duzeyinde

g6zlenmesi i¢in, molekiiler tekniklere basvurulmaktadir (7,8).



BCR-ABL fiizyon geninin kodladig1 p210 proteini KML i¢in karakteristik; p190
proteini ise ALL icin prognostik 6neme sahiptir. Ozellikle KML tedavisinde molekiiler
diizeyde yanit takibi, tedavinin yonlendirilmesinde etkin rol oynamaktadir.

Bu calisma ile gocukluk c¢agi 16semilerde prognozu etkileyen, TEL-AML1,
MLL-AF4 ve p190%°*BL fiizyon genlerinin varligi; KML’de ise tam ve takip agisindan
molekiiler belirtec olarak kabul edilen p210%°RBL fijzyon geninin varlig: Real Time-

PCR yontemi ile arastirilmasi planlanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Losemi

Hematopoetik kok hiicreler; hematopoez siireci olmasit gerektigi  gibi
gerceklestiginde, periferal kan hicrelerine (olgun lenfositler, granilositler, monositler,

eritrositler ve megakaryositler/trombositler gibi) Sekil 2.1’deki gibi farklilasmaktadir

9).

N ‘/Kan kok hucresi\A

Myveloid kdk hiicre Lenfoid kok hicre
Miyoblast Len‘foblast

Granulosit / \
e, Bazofil
Eozinofi 4 gisiiig .. 0

@ 5 @

e

Kirmizi kan Y ‘ ‘ ‘ B lenfosit / N .

hucreleri & Notrofil | entosi _ NK hicreleri
J:ﬁi’e . , T lenfosit

Trombosit

|
Beyaz kan hiicreleri

Sekil.2.1. Hematopoetik farklilagsma (71)

Hematopoetik hiicreler ortak bir multipotent ana hiicreden kaynaklanmaktadir.
Eritrositler, graniilositler, monositler ve trombositler gibi perifer kanindaki, olgun
hlcreler, kemik iligindeki progenitor hiicrelerden tek bir hat ilizerinde olgunlasarak
meydana gelmektedir (9).

Lenfoid kok hiicre; lenfositleri, miyeloid kdk hiicre ise notrofilleri, bazofilleri,

eozinofilleri, monositleri, eritrositleri ve trombositleri olusturacak sekilde



farklilagmaktadir. Her farklilagma asamasinda farkli hematopoetik biiyiime faktorleri
tarafindan kontrol edilmektedir (9,10).

Losemi; hematopoetik hiicrelerin malign transformasyonu sonucu gelisen,
heterojen neoplastik hastaliklar grubudur. Morfolojik yonden, hastaliga tutulan hiicre
dizisinin tipine gore (myeloid ya da lenfoid) ve prolifere olan kan hiicresinin genc¢ ya da
olgunlasmis olmasina gore (akut ya da kronik) siniflandirmasi yapilmaktadir.

Akut losemiler, olgunlasmamis (blastik) kan yapict veya onciil hiicrelerin artist
sonucu olugmaktadir. Akut 16semilerde, kontrolsiiz ¢ogalan hiicreler lenfoid Oncii
hicreler ise *“akut lenfoblastik (lenfoid) I6semi”, myeloid oncu hcreler ise “akut
myelositik (myeloid) 16semi” olarak tanimlanmaktadir.

Kronik 16semiler ise olgunlasmis (blastik) kemik iligi elemanlarinin artisi
sonucu ortaya c¢ikan bir hastaliktir. Kronik losemilerde kontrolsiiz ¢ogalan hiicreler
lenfoid 6ncl hiicreler ise “kronik lenfositik (lenfoid) 16semi”, myeloid dncii hicreler ise

“kronik myelositik (myeloid) 16semi” olarak tanimlanmaktadir (10).

Losemiler bes ana tip olarak tanimlanmaktadir;

Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

Akut Myeloid/Lenfoid olmayan Lésemi (AML/ANLL)
Kronik Lenfositik Losemi (KLL)

Kronik Myeloid Lésemi (KML)

YV V. V V V

Yetigkin T hiicresi Losemi

2.1.1.Kronik Miyeloid Ldsemi (KML)

Kronik Myeloid Ldsemi, hematopoetik kok hiicrelerinin neoplastik dontisiimiin
neden oldugu klonal bir hastaliktir (11). Myeloid, monositik, eritroid, megakaryositik,
B-lenfoid ve nadiren de T-lenfoid serilerinin timund icerir. KML, spesifik karyotipik
anomalinin saptandig@i ilk hastalik olmakla beraber; biyolojik ajan (interferon)
kullanilarak, 16semik klonun baskilandigi ve sagkalimin uzatildigi, ilk neoplastik
hastaliktir. Molekiiler diizeyde en iyi karakterize edilmis 16semi tipidir (12,13).

KML gelismis tlilkelerde tiim 16semi olgularinin dortte birini kapsamaktadir.
Insidans1 y1lda 1/100.000’dir. Tiim yas gruplarinda gdzlenebilmekle birlikte en yaygin

40-50 yaslar arasinda gozlenir. Cinsiyet farki olmamakla beraber erkeklerde hafif bir



baskinlik vardir. Hastaligin kendine 6zgii bir seyri vardir. Bu siireg; stabil veya kronik
faz, akselere faz ve blastik faz olmak iizere ii¢ evreye ayrilabilir. KML tanisindan
ortalama 3-5 yil sonra hastalik akselere veya blastik faza girer (14,15).

KML’nin aymrict ozelligi, t(9;22)(q34;911) translokasyonu sonucu olusan
“Philedelphia kromozomunun varligidir. Bu translokasyon Sekil-2.2’de goriildigi gibi
22 nolu kromozom uzerindeki BCR (Breakpoint cluster region) geni ile 9 nolu
kromozom Uzerindeki protoonkogen c-ABL geninin birlesmesi BCR-ABL filizyon

genini meydana getirir (16,17).

Degismis kromozom 9

Normal
kromozom 9 Kromozomlarin kirilmalan .

Degismis
kromozom 22

Normal (Philadelphia

kromozom 22 kromozomu)
- ber-abl
abl

Sekil-2.2. 9 nolu kromozom ile 22 nolu kromozom arasindaki karsilikli translokasyon ve

Philedelphia kromozomunun olusumu (72)

BCR proteini; farkli fonksiyonel domainler igeren kompleks bir molekil olup,
sinyal proteinidir. Bu proteini kodlayan BCR geni 130 kb uzunlukta olup, 23 ekson
icermektedir. 4,5kb ve 6,7kb uzunlugunda iki transkripti vardir. 1271 aminoasit

uzunlugunda bir protein kodlar (18). 22 nolu kromozomun ql11’inde lokalize; BCR2,



BCR3, BCR4 olarak adlandirilan, protein kodlamayan, pek ¢ok pseudogen vardir

(Cizelge 2.1)(19).

Cizelge 2.1. BCR Geninin Molekiiler Ozellikleri

Lokalizasyon

Kromozom 22q11

Genin Bilyiikliigii

130 kb.

Ekson Sayis1

23 ekson (ayn1 zamanda alternatif ekson 1 ve 2’yi igerir)

Transkriptin Biiyiikliigii

4.5 kb. ve 6.7 kb.

Proteinlerin Biiyiikliigii

Mr 130,000 ve Mr 160,000

BCR Ekpresyon

Her zaman eksprese edilmektedir.

Beyin ve hematopoetik hiicrelerde yiiksek seviyededir.

Genlere Bagh BCR

Kromozom 22ql1l’de BCR2, BCR3 ve BCR4 pseudogenler ve

kromozom 17p13’de ABR (active BCR-related) bulunmustur.

BCR geni fonksiyonel olarak tanimlanmistir. Tavuk embriyolarinda, fare ve
insan dokularinda; BCR mRNA seviyesinin, beyinde ve hematopoetik hiicrelerde daha
yiiksek oldugu kesfedilmistir. BCR proteini; oncelikle miyeloid farklilasmanin, erken
safhasinda sentezlenmekte ve hicreler polimorfonukleer l6kositlere farklilastiginda ise
azalmaktadir.

Fonksiyonel BCR proteini kodlayan BCR geni; birinci ekzonunda serin/threonin
kinaz domaini, merkezi bir GEF bolgesi, karboksi terminal ucunda GAP bdlgesi icerir
(Sekil 2.3) BCR geninin 5” ucundaki proteine doniismeyen bdlgesi (untranslate region-
UTR) 6nemlidir, ¢linkii ABL (Abelson proto-onkogeni leukemia) geni, Ph kromozomu
olusumu sirasinda, promoter aktivitesinin kontrol edildigi, uzunlugu 1kb olan, bu
bolgeye transloke olmaktadir. Ozellikle BCR geninin upstreamindeki -644. ve -718.
niikleotid pozisyonlari, transkripsiyonun kontrolii sirasinda transkripsiyon faktorlerinin

baglandigi kritik bolgedir (19).




Oligomerizasyon
Domain

Serin / Tirozin
Kinaz Domain GEF Domain RasGAP Domain
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Sekil 2.3. BCR proteininin ve fonksiyonel bolgelerinin sematik gosterimi (19)

BCR geninin ilk ekzonunun kritik énemi vardir. Clinkli BCR’nin birinci ekzonu,
bilinen bitin BCR-ABL flizyon proteinlerini kapsamaktadir. BCR’nin bu bolgesi
icerisinde kinaz bolgesi, SH2-baglanma bdlgelerini iceren iki ‘serince zengin bolgeleri
ve oligomerizasyon bélgesi bulunmaktadir. ilk ekzonda BCR proteininin serin/threonine
kinaz aktivitesi vardir. Diger kinazlarin fosfotransferaz bolgelerine benzer sekilde, ATP
baglanma bolgelerine homolog olan tekrar dizileri saptanmistir. BCR, serin ve threonin
aminoasit rezidllerinden /aminoasitleri tizerinden otofosforilasyon yapabilir (19, 20).

Ph pozitif hastalarda, BCR-ABL’in tirozin kinaz aktivitesi yuzinden, BCR ve
BCR-ABL’de fosfotirozinler mevcut bulunmaktadir. BCR-ABL’in BCR kompenentinin
ilk ekzonu serin/threonin aminoasit rezidilerinde fosforilasyon olmaktadir. Aslinda,
BCR-ABL’in otofosforilasyonunun g¢ogunlugu proteinin ABL kisminin yerine BCR
igerisinde gergeklesmektedir (19).

BCR’m ilk ekzonu icerisinde bircok SH2 baglayic1 bdlgeler bulunmaktadir
(Sekil 2.3). SH2 bdlgeleri; son derece korunumlu, yiz aminoasitlik non-katalitik
bolgelerdir.Fosfotirozin igeren {i¢ yada bes aminoasitten olusan SH2 baglanma
bolgeleridir. Sinyal ileti kompleksinin bir araya gelmesi igin o6nemlidir. BCR
fosforamino asit, serin, threonin veya tirozini SH2 baglayici bolgelerin ikisine
baglayabilir. BCR’a baglanan SH2 boélgesi ABL’e aittir ve bu etkilesim fosforile serin
ve threonin (zerinden gerceklesir. BCR dizisindeki, 192-242 ve 298-413 arasindaki



aminoasitler bu etkilesim igerisinde yer almaktadirlar ve BCR-ABL’in onkogenik
aktivitesi icin gereklidirler. Uglincii bir BCR SH2 baglanma bélgesi de bulunmustur. Bu
fosforile olmus tirozin sayesinde adaptor protein Grb2 ile birbirlerini etkilemektedirler.
Sonuncu olanda Ras sinyal iletim yolundaki temel proteindir (18, 19, 20).

BCR’in birinci ekzonunda bulunmus olan tgilincii fonksiyonel bdlge ise
oligomerizasyon bdolgesidir. Bu bdlge aminoasit 28 ve 68 arasindaki hidrofobik
aminoasit rezidilerin, yedili grup olarak tekrarlanmasi ile karakterize edilmistir. BCR
ve BCR-ABL bu bolge sayesinde “coimmunoprecipitate” (iki farkl: proteinin etkilesimi
olup olmadigimi belirleyen aritma islemi) oldugu bulunmustur. Oligomerizasyon
bolgesindeki mutasyonlar BCR-ABL’in tirozin kinaz enzimatik aktivitesini
azaltmaktadir ve BCR ve BCR-ABL arasindaki etkilesimi ortadan kaldirmaktadir. TEL
( ETS ailesinden bir gen), ABL [akut 16seminin t(9;12) translokasyonu] ile ortak olabilir
ve ABL tirozin kinaz aktivitesini etkinlestirebilir.

Oligomerizasyon bdélgesi, aym zamanda BCR-ABL lokalizasyonunu da
etkilemektedir. ABL, hem nikleer lokalizasyonunu hem de F-aktin-baglanma
(sitoplazmik) motifini icermektedir. Normal ABL, hem cekirdekte hem de sitoplazmada
bulunmasina ragmen, BCR-ABL fiizyon proteininin; sitoplazmik oldugu ve kismen
hicre iskeleti ile iliskilendirildigi saptanmistir. Oligomerizasyon bdlgesinin delete
olmasi; BCR-ABL’in F-aktin’e baglanmasinin azalmasi ile sonuglanmaktadir. BCR’nin
bu bolgesinin, BCR-ABL’in F-aktin baglanma kapasitesini yiikselttigi ve en azindan
BCR-ABL’in sitoplazmik lokalizasyonundan kismen sorumlu oldugu diisiinilmektedir.

BCR’nin merkezi (ve COOH-terminal) bdlgelerinin G proteinler ile etkilesim
yaptig1 gorilmiistiir (Sekil 2.3). G proteinleri, intrasellller sinyal iletiminde, hiicre
iskeleti organizasyonunda, hiicre blyimesinde ve normal gelisimde 6nemli rol oynar.
G proteinleri; GDP bagh iken inaktif formda, GTP bagl iken aktif formdadir. GEF, G
proteininin aktif formda (GDP’yi GTP’ye doniistiirerek) olmasimi saglar. GAP ise,
inaktif formda (GTP’yi hidrolize ederek) olmasini saglar. BCR hem GAP hem de GEF
bolgeleri aracilig1 ile G protein aracili sinyal ileti yolaklarinda gorevlidir (19).

GEF bolgesinde, XPB (xeroderma pigmentosum) proteini i¢in baglanma bolgesi
vardir (Sekil 2.3). Xeroderma pigmentosum; giines 1s1gina hassasiyet sonucu olusan,
DNA tamir mekanizmasindaki hata sonucu goézlenen, kalitsal bir hastaliktir. XPB

proteini DNA tamirinin yani sira transkripsiyonun baglangicinda da rol almaktadir.



XPB’nin hem normal BCR ile hem de p210%R*BL jle etkilesimi gozlenmistir. Onemli

olarak BCR cdc24 (cyline dependent kinase) homolog bélgesi p2103°R4BL de

bulunurken, p1903°R*8-"de yoktur. XPB, p210°“R*BL jle ortak ifade edildiginde, XPB

OBCR-ABL1 H

fosforile olmaktadir ve DNA tamiri yetersiz kalmaktadir. Bu olay p19 in

varhginda gozlenmemistir. p210°R*8L
etkilesimi engellemektedir, boylece BCR-ABL pozitif KML’deki DNA tamirindeki hata

ve sonraki genomik dengesizlik sirdurilmektedir. Bu mekanizma, KML’deki klonal

in varhg;; BCR ve XPB arasindaki normal

evrimi acgiklamaktadir ve hastaligin kolay kontrol edilebilir benign fazindan, 6lumcil
blast krizlere olan kaginilmaz ilerlemesini saglamaktadir.

BCR proteininin bircok proteinle (ABL, BCR-ABL, adaptér protein Grb2 ve
XPB proteini) kompleks iliskisi bulunmustur. BCR ile etkilesime giren ilgili proteinler;
14-3-3 olarak adlandirilan asidik protein ailesindendir. Bu proteinler intraselltler sinyal
yolaklarinda, hiicre dongiisi, DNA hasar kontrol noktasinda ve mitotik indikleyici
Cdc25C’nin cekirdekten sitoplazmaya olan gecisinde rol oynamaktadir. Islevsel olarak
pek ¢ok kritik bdlgeye sahip olan BCR proteininin fonksiyonel 6zellikleri Cizelge 2.2
ile 6zetlenmistir (18,19).



Cizelge 2.2. BCR Proteinin Karakteristik Fonksiyonlari (18, 19).

Serin/Tirozin Kinaz Aktivite Ekson 1 - In vitro calismalarda histonlar1 fosforile ettigi
bilinmektedir; kendini fosforile ediyor.
- 14-3-3 proteinleri ile birlesmektedir ve onlar
fosforile etmektedir.
Oligomerizasyon Alani Ekson 1 - Homotetramerleri olusturabilir.
- BCR-ABL’den  transformasyon icin  gerekli
olabilir.
SH2-Baglayici Alan 1 Ekson 1 - Ras sinyal transdiiksiyon yolaklarinin anahtar
proteini olan Grb-2’nin SH3’unu baglamaktadir.
SH2-Baglayici Alanlar1 2 Ve 3 Ekson 1 - Serin/rich alaninda bulunmaktadir.
- Bagimsiz fosfotirozini, ABL’in sh2 alanina
baglamaktadir.
Transkripsiyonel Suppressor M-BCR’in - p210 ve p190°nin farkli aktivitelerinde bu alanin
intronlarinda yoklugu rol oynamaktadir.
GEF Domain Ekson 3 -10 - Guanin nikleotid exchange faktdrler olan Cde24
(Guanin Niikleotid Degisim Dbl ve Vav ile homoloji gostermektedir.
Faktor Alani) - XPB proteinini baglamaktadir.
GTPase Aktivite Ekson 19-22 - Sitoskeletal reorganizasyon icin 6nemli olan

protein p217°©’i diizenlemektedir.
- Notrofil atesleme boyunca superoksid Gretimini
diizenlemesinde BCR rol

etkileyen Rac’in

oynamaktadir.

ABL SH3 Alanmm Baglayan
Molekil 3bp-1’e Homologu

COOH-terminus

- ABL SH3 alaninin delesyonu doniisiim aktivitesini

etkinlestirmektedir.

Kromatin Birlesme

Bilinmiyor

- Mitotik kromozomlar ve interfaz hicrelerin

heterokromatinleri ile birlesmektedir.

ABL geni; molekiiler agirligi 145 kilodalton (kd) olan, reseptor olmayan tirozin
kinazi (p145°®%) kodlar. 11 ekzonu vardir ve 230 kb’lik bdlgeye yayilir (Cizelge 2.3).

ABL genindeki kirilma noktasi genellikle ABL’nin 2. ekzonunun 5’ ucunda olusur.

ABL’nin 2. ile 11. ekzonlarinin (ayn1 zamanda a2 ile al1 olarak da adlandirilir) tamami

22. kromozomdaki BCR geninin 12. ve 16. ekzonlari (ayn1 zamanda b1 ve b5 ekzonlar

olarak da adlandirilir) arasindaki major breakpoint cluster region (M-BCR) olarak

adlandirilan bélgeye transpoze olur (12)




Cizelge 2.3. ABL Geninin Molekiiler Ozellikleri ve Fonksiyonlar1 (18,19).

Lokalizasyon - Kromozom 9934

Genin Biiyiikliigii - >230 kb

Ekson sayisi - 11 ekson (1a ve 2b olmak iizere iki alternatif eksonu daha vardir)
Transkript Biiyiikliigii - 6,0 kb ve 7,0 kb

Protein Biiyiikliigii - M, 145,000

ABL ekspresyonu - Her zaman eksprese edilmektedir.

- Miyeloid matiirasyonu azalmaktadir.

- Sitoplazmik ve nukleer lokalizasyon

Fonksiyonlar - Non-reseptor tirozin kinaz

- Nikleer translokasyon sinyal

- Meiotik kromozom ile birbirlerini etkilemektedir

- COOH-terminusdeki baglayici alan DNA; AAC motifini baglamaktadir.
- COOH-terminusdeki baglayici alan F-aktin

- SH3 alan1 sayesinde engellenmis ABL

- Rb, p53, p73, Atm ve siklin D hiicre dongii proteinleri ile birlesmektedir.
- Hiicre dongiisii sirasinda fosforilasyondan olarak farklidir.

- SH2 /SH3 adaptor protein ile birlesmektedir.

- ABL’in overekpresyonu G tutuklamasina yol agar.

- Abelson proteinle kinaz aktivitesini diizenler.

2.1.1.1.BCR-ABL’in fonksiyonel ozellikleri:

i) Kinaz aktivasyon: Tirozin kinaz aktivitesi hucresel sinyal iletiminde ve
blytimede 6nemlidir. Artmis kinaz aktivitesi, bircok sistemde onkojenik degisiklikler
ile iliskilendirilmistir. ABL proteini, ¢ok diisiik etkili kinaz aktivitesi olan nonreseptor
tirozin kinazdir. Hem p210%°R*8- hem de p190 BR*B- temel olarak tirozin kinaz
aktivitesini etkinlestirmektedir. p190 proteininde, yiksek dizeydeki aktivite ile birlikte,
ilging olarak otofosforile olmus birgok tirozin BCR-ABL’in, BCR bdlumiinde meydana
gelmektedir. Tirozin kinaz aktivitesi, flizyon proteinlerin ABL bdluminde bulunan
kinaz aktivitesine dayandirilabilir. Ayrica, BCR-ABL bircok hiicresel proteinin tirozin

fosforilasyonunu uyarmaktadir (19).
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i) Ras yolaklann ile etkilesim: Ras yolaklarinin BCR-ABL onkogenezis
icerisindeki 6neminin alti ¢izilmistir, Ras aktivasyonu p190B°F#B- ve p210BCR#AB:
aracihigl ile olusan doniistim igin gereklidir. BCR-ABL’in Ras yolaklariyla olan
etkilesim mekanizmas: oldukga komplekstir. Dahil edilmis molekdller, adaptor protein
Grb2, Ras activator SOS, RasGAP, Crkl (SH2/SH3 adaptor protein) ve yapisik protein
p62Dok. Crkl ile normal ABL’in birbirlerini etkiledikleri gézlenmistir (19).

iii) Ship proteini ile etkilesim: Ship proteinler (shipl ve ship2) ayn1 zamanda
BCR-ABL’nin downstream hedefleridir. P210°“R*B  negatif olarak Ship1’in
ekspresyonunu dizenlemektedir. Ship proteinlerinin, adaptor proteinler Shc ve Grb2 ile
birbirlerini etkiledikleri gortilmistiir (bu proteinler sinyal iletim yolaklarina araci olan
Ras’da rol oynamaktadir). BCR-ABL, spesifik kinaz inhibitor STI 571 Ship’in yeniden
eksprese edilmesine neden olmaktadir. Ayrica p210°“®*"%  dogrudan ship

ekspresyonunu duzenlemektedir (19).

iv) Apoptozis Uzerindeki etki: Hematopoetik blylme faktorlerinin apoptozisi
durdurmak icin oldugu bilinmektedir ve BCR-ABL, hematopoetik hiicre dizilerinin
degisikliklerine bagli biylime faktérini baskilayabilmektedir. BCR-ABL tarafindan
apoptoz baskilanmasi antiapoptotik protein ekspresyonunun etkisiyle olabilir (Bcl-2,

proapoptotik protein Bad’in fosforilasyonu, Ras bagimli yolaklar) (19).

v) Adhezyon molekulleri tzerine etki: BCR-ABL’in tirozin kinaz aktivitesinden
etkilenen bir diger yapi, fokal adhezyon proteini Fak( focal adhesion kinase) ve
paxillin’dir. Myeloid atasal ya da onciil hiicrelerin olgunlagsmadan artiginda, hiicreler

arasinda adhezyon 6zelliklerininhatali olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

vi) Stat 5 Uzerine etki: Hematopoez biiylime faktorleri tarafindan gucli bir
bicimde kontrol edilir. Myeloid hiicrelerde interlokin-3, grandlosit/makrofaj koloni
uyarict faktor (GMSF) Jak/Stat sinyal yolagimi uyaracak bigimde gorev yapar. Jak
proteinini tirozin aminoasitinden fosforilleyerek, stat proteinini aktive eder. p2103¢R8-
ve p190%°R“BL stat proteinlerinin birgok tiyesini fosforille ederek stat yolagim uyarir

(19).
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2.1.1.2.KML Biyolojisi
i-Molekuler Biyoloji

Philadelphia Kromozomu; 9. ve 22. kromozomlarin uzun Kkollar1 arasindaki
resiprokal translokasyon 1(9;22)(q34;q11) sonucu olusan, kisalmis 22 nolu
kromozomdur. KML’nin en belirleyici 6zelligidir ve hastalarin %90-95’inde bulunur.
Ayn1 zamanda c¢ocukluk ¢agi akut lenfoblastik 16semilerinin (ALL) %5’inde ve eriskin
ALL’lerin %15-30’unda, yeni tan1 almig AML’lerin ise %2’sinde saptanir. Philadelphia
kromozomu translokasyonu kromozom 9934°teki 3° ABL gen segmentini, kromozom
22q11’deki 5’BCR gen segmentine ekler. Boylece kimerik BCR-ABL messenger RNA
(mRNA)’ya transkripsiyonu olan hibrid BCR-ABL geni olusur (21). BCR’deki farkli
kirilma noktalarina gore farkli boyutlarda BCR-ABL fiizyon geni olusur. Olusan fiizyon
mRNA’lar (ela2, b2a2, b3a2, e19a2) farkli kimerik proteinlere (p190, p210, p230)
transkribe olurlar.

KML’li hastalarin % 90’inda sitogenetik ¢alismalar ile t(9;22)(q34;911) yani
Philadelphia kromozomu saptanir. % 5’inde (% 2-10) varyant Philadelphia kromozomu
translokasyonu saptanir. Varyant philadelphia kromozomu translokasyonu 9qg34 ve
22ql1 ile birlikte diger bir veya birkag genomik bdlgeyi i¢ine alir. Bu genomik
boélgelerden en sik gorilenleri: 1p36, 3p21, 5913, 6p21, 9922, 11ql13, 12p13, 17pl3,
17921, 17925, 19913, 21922, 22912 ve 22q13’tir. Varyant philadelphia kromozomu
translokasyonu igerenlerin fenotipik ve prognostik Ozellikleri, standart philadelphia
kromozomu translokasyonu olanlardan farkli degildir. Klinik olarak KML tanisi alan
hastalarin bir boluminde ise, sitogenetik calismalar ile karyotip normal saptanir ve
bunlar Philadelphia kromozomu negatif olarak adlandirilir. Fakat bu hastalarin yarisinda
molekdler ¢aligmalar ile BCR-ABL flizyon Urlnleri saptanir. Philadelphia kromozomu
negatif KML’lilerin diger yarisinda ise BCR-ABL fiizyon geni saptanamaz (22, 23).

ABL’nin 2. ile 11. ekzonlarinin (a2 ile all) tamami 22. kromozomdaki BCR
geninin 12. ve 16. ekzonlar: (b1 ve b5) arasindaki M-BCR’a transloke olur. BCR’deki
kirtlma noktasinin lokalizasyonu ekzon b2 ve b3 arasindaki 5’ veya ekzon b3 ve b4
arasinda 3’ucunda olabilir. b2a2 veya b3a2 birlesimi seklinde olusan BCR-ABL fiizyon
geni 8,5 kb buiytikligiindeki mMRNA’ya transkribe olur. Olusan mRNA’nin translasyonu

BCR-ABL
0

210 kd’luk kimerik bir proteine doniistir. Bu protein p21 olarak adlandirilir.

KML vakalarinin ¢ogunda b2a2 veya b3a2 transkriptleri olurken, %5’inde alternatif
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birlesmeler sonucu farkli fuzyon proteinleri olusur (Sekil 2.4). b2a2 ve b3a2 transkripti
olanlarda; Kklinik 6zellikler, tedaviye cevap ve prognoz benzerdir. Farkli olarak b3a2

transkripti olanlarda daha yiiksek trombosit sayis1 goruldr (12,19).

Kromozom 22 Kromozom 9
el /
-
el mm
o2
m-ber e = 1a
- -
M-ber b= l - - 32
- -
b5 mm -
[
el19

H I/ El O ea2—> piooicr-an

I m, Eoee
X }.} p210BCR-ABL

I i) s
Il Il I/ I e19a2=p p230scnast

Sekil 2.4. KML’de 1(9;22)(q34,g11) translokasyonu (12)

Philadelphia kromozomu pozitif olan yetiskin ALL vakalarinin %50’sinde ve
cocuk ALL vakalarinin %80’inde ve nadiren de KML vakalarinda; 22. kromozomdaki
kirilma, M-BCR*nin 5’ ucunda yer alan ve minor breakpoint cluster region (m-BCR)
olarak adlandirilan bolgede olur. el’ ve e2’ eksonlarinin ABL genindeki ekzonla
birlesmesiyle ortaya ¢ikan BCR-ABL transkriptinin translasyonu sonucu olusan 190

kd’luk fiizyon proteini p190%®A8*

olarak adlandirilir. BCR genindeki ti¢lincii kirilma
noktasinin lokalizasyonu m-BCR bdélgesinin 3’ ucunda yer olan eksonlar olan €19 ve

€20 arasinda olur ve bu bolge u-BCR olarak adlandirilir. e19a2 birlesimi ile olusan

OBCR_ABL olarak

transkriptin translasyonu sonucu olusan 230 kd’luk protein p23
adlandirilir (Sekil 2.5). KML’deki p1905“R*B ekspresyonu monositozla ve displastik
degisikliklerle, p230%R*BL ekspresyonu ise kronik nétrofilik losemi varyanti ve

trombositozla iliskili olabilir (19, 23,24).
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a BCRgen (#22q11)

1 2 34 5 [ 78 9 10 112 13 14 15 16 17 18 19 20 2122 23
| |
ult eyl T — — utr
m-her (~55 kb) v-bor  p200 varyant M-ber (~2.9 kb) p225 varyant  p-ber (~1 kb)
p190 varyant p195 varyant p210 varyant p230 varyant
ABL gen  (# 9q34)
1a 1b 23 4 56 7 8 910 1
I | LN Il l 10
a I 7 U u | L E-'
utr utr
larima noktast lokalizasyonu
~200 kb
b m-ber, p190 protein ela2 3 1 = 1 3 [ 4 2
ela3 ¢ 1 [mmmmm { 3 | 4 2
M-ber, p210 protein el4a2s 11 | 12 [ 13 [ 14| 2 | 3 | 4 <
e13az3 11 [ 12 [ 13 F--{ 2 ] 3 [ 4 ¢
et4a35 11 | 12 |13 [14}------ q 3 [ 4 2
e13a32 11 | 12 | 13 pF--------- 1 3 | 4 <
u-ber, p230 protein e19a2% 17 [ 18 | 19 | 2 | 3 [ 4 <
e19a3 17 | 18 | 19 F------ { 3 | 4 2
nadir varyantlar
v-ber, p195 protein eba? : 5 [ 8 T 2 | 3 [Tar=2
p200 protein e8a2 § 7 [ == 2 | 3 | 4 2
p225 protein e18a2 $ 17 | 18] 2 | 3 [ 4 <

Sekil 2.5. KML’de t(9;22)(q34;q11) translokasyonu ile olusan fiizyon genler (80)

ii-BCR-ABL Sinyal Yolaklari

ABL proteinleri, sinyal iletiminde ve hicre blylUmesinin diizenlenmesinde
onemli role sahip, reseptor olmayan tirozin kinazlardir. ABL’nin N-terminal
bolgesindeki 2 adet SRC homolog bdlge (SH2 ve SH3), ABL’nin tirozin kinaz
fonksiyonunu  dizenleyen katalitik bolgelerdir. Yine N-terminal ucundaki

myristoylation dizisi ABL’i plazma membranindaki proteinlere baglar (25).
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SH2‘nin fonksiyonel biitiinliigiindeki defektler, fosfotirozin baglanmasini ve
ABL’in transforme edici kapasitesini azaltir. Tirozin kinaz fonksiyonu tizerine SH3’n,
negatif dlzenleyici etkisi vardir. SH3’0n delesyonu, ABL’nin transformasyonunu
kolaylagtirir.  ABL’nin  C-terminal kisminda DNA-baglayact bdolge, niikleer
lokalizasyon sinyalleri ve aktin i¢in baglanma bolgesi bulunur (Sekil 2.6.)(12).

ABL (kromozom 9)

N == C
ool 4§

1‘ ISH3 SH2 SH1|

A 0

Myristoylation ~ SH Baglanma bolgeleri
Bolgesi bolgeleri (nukleus, DNA, aktin)

Sekil 2.6. ABL proteinine ait fonksiyonel bolgeler (12)

ABL ve BCR‘nin gesitli yapisal degisimleri BCR-ABL’nin l6komojenik
transformasyonunu kolaylastirir. BCR’nin N-terminalindeki ¢ift sarmal motif, tirozin
kinaz aktivitesini artirir ve F-aktin’in ABL tarafindan baglanmasini saglar. BCR’nin
serin-treonin kinaz boélgesi, ABL tirozin kinaz ve p210®“"**B" tarafindan diizenlenen
sinyal yolaklarmi aktive eder. BCR’nin ABL’ye, N-terminal fizyonu ABL’nin SH2
segmentine genis bir aminoasit sekansi ekler. BCR, komsu SH3 kinaz dlzenleyici
bolge ile etkileserek ABL’nin yapisal olarak aktif bir tirozin fosfokinaza diinismesine
neden olur (26).

P210 BRABL yie p190 BSRBL fiizyon proteinlerinin tirozin fosfokinaz aktivitesi
normal ABL protieni olan P145 B®*-den daha fazladir. P210 PR nin yapisi
multiprotein etkilesimine neden olur ve farkli intraselliler sinyal yolaklarini aktive
eder. Bircok BCR bdlgesi, cesitli adaptor proteinlerin baglanmasina yardim eder. Bu
adaptor proteinlerden bazilar1 growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2), CRK-
oncogene like protein (CRKL), casitas B-lineage lymphoma ptotein (CBL) ve SRC
homology 2-containing protein (SHC)’dir. GRB2’nin SH2 bélgesi P210 BSR#BLnijn
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BCR kismindaki bir tirozin rezidiisiine (Y177) baglanir, bu olay P210 B“RABlopjn
RAS’a baglanmasin1 saglar. RAS bir guanozin trifosfat baglayici proteindir, hicre
bolinmesinin ve farklilasmasinin diizenlenmesinde rol oynar. Bu &zelligi ile KML
patogenezindeki en belirgin sinyal yolaklarinin merkezinde yer alir. RAS’tan sonraki
sinyal akig1 tam olarak karakterize edilememistir, JNK (JUN Kinase ) veya yeni adiyla
stress-activated protein kinase (SAPK) yolag1 gibi MAPKs (mitogen activated protein

0 BCR-ABL»

Kinase)’lar1 icerebilir. P21 nin RAS’1 icermeyen sinyal yolaklari, C-Myc gibi

belirlenmistir ama bunlarin KML patogenezindeki rolii belirsizdir (20, 27).

Ek ellil,
vopa | »;aakﬂewm?*“‘wmae
. T - Sitoplazma
5 '
)'3:531 Ser - thr 2 :
& Y1I‘7? GlEF DNA  Aktin

S Sl LT
My -JGRBE o

CBL SHC CRII(L

Transformasyon } b FAK
S0s

4 TIE
© Paxillin

Talin

Adhezyon

PI-3-kinaz -

€

Proliferasyon

Sekil 2.7. p210%°F“BL nin sinyal yolaklar1 (12)

RAS KML’deki bir¢ok sinyal yolaginin merkezinde yer alir. BCR- ABL’deki
bircok bolge RAS igin kontrol gorevi yapar. RAS’1n aktivasyonu GRB2, CBL, SHC ve
CRKL gibi adaptor proteinler Uzerinden olur. Adaptor proteinler ayni zamanda
p210%°R4BLyi P13 kinaz gibi fokal adhezyon komplekslerine ve JAK- STAT gibi

diger mesajc1 sistemlere baglar. RAS’tan sonraki sinyal akist tam Kkarakterize
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edilememistir. Muhtemelen MAPKs 6zellikle de JNK yolagini igerir. BAP-1 (BCR-
associated protein 1), GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2), CBL (casitas B-
lineage lymphoma protein), SHC (SRC homology 2-containing protein), CRKL (CRK-
oncogene-like protein), JAK-STAT (Janus kinase-signal transducers and activators of
transkription), FAK (focal adhesion kinase), SOS (son-of-sevenless), GDP (guanozin
difosfat), GTP (guanozin trifosfat), SRE (stimulated response element), Ser-thr (serin-
treonin), Y177 (bir tirozin rezidusinl), GEF (GDP-GTP exchange factor)
gostermektedir (19, 20, 27).

Cizelge 2.4. p210%R*8 karakteristik 6zellikleri

P210’nun Kodlandig:
Gen Bolgesi

Kromozom 22q11

Genin Bityiikliigii

- Kirilma noktasinin sitesine gore farklilasmaktadir.

- 5.8-kb (M-BCR) olarak bilinen BCR geninin merkezi alanindaki kirik
(kirilmalar m-BCR’in ekson 2 ve ekson 3 veya ekson 3 ve ekson 4’de

olusmaktadir)

-ABL genindeki kirilma ekson 1’in upstreaminde olugmaktadir.

Transkriptin Bityikligii

8.5-kb BCR-ABL transkript

Lokalizasyon

-Sitoplazmik protein

-Vezikul icindeki kortikal F-actin’de yerlesmistir

Fonksiyonlar

-Tirozin kinazi aktive eder.

-Sitoskeletal aktine ve mikrofilamentlere baglanabilir.

-Miyeloid farklilagsma ile ekspresyon azaltmaktadir

-Substratlar sinyal transdiiksiyon molekiillerle alakali RAS’i igerebilirler.
-Tirozin fosfoprotein Crkl ile, SH2/SH3adaptor protein ile kompleks olusturur.
-Docking protein p62doc ile birbirlerini etkilemektedirler.

-Apoptozisi engellemektedir

-Jak/Stat yolaklarina baglanmuistir.

-Fosfotidilinositol 3-kinaz/ Akt yolaklarina baglanmustir.

-Jun kinazi aktive etmektedir.

-XPB protein ile birbirlerini etkilemektedir ve bu proteini diizenlemektedir.
-Kismen Ras yolaklari iizerinden aracilik etmis aktiviteyi degistirmektedir.
-Yapisma ozelliklerinde degisimlere neden olabilir.

-Ship proteinin ekspresyonu down-regulate yapmaktadir

(down-regulate; uyarana verilen cevabin bastirilma veya azaltilmasi olay1)
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2.1.2. Akut Lenfoblastik Lésemi (ALL)

Akut lenfoblastik l16semi (ALL) kemik iliginin klonal, malign hastaligidir.
ALL’deki malign hicreler; gelisimlerin erken safasinda duraklayan, lenfoid 6ncil
hicreleridir. Kemik iliginde ¢ogalarak normal hematopoeitik hiicrelerin yerini alip,
normal kan hiicrelerinin yapilmasini engellerler. Asir1 ¢ogalma kaabiliyeti gosteren
I6semik hiicrelerin; kemik iligini, periferik kan1 ve takiben diger dokulari istila etmesi
ile karakterizedir. Cogu zaman spesifik kromozomal translokasyonlara, ikincil anormal
gen ekspresyonundan dolayr meydana gelmektedir (28,29).

Akut losemiler; tum kanser tdrlerinin %30’unu, léseminin ise %80’ini
olusturmaktadir. ALL, yetiskinlerdeki 16semilerin yaklasik %15’ini olusturmaktadir.
ALL, erkeklerde kadinlara oranla daha sik (erkek/kiz orani:1,2-1,3) gortlmektedir.
Yetigkinlerde ALL, daha ¢ok 15-50 yas araliginda goriiliirken, 70 yas ve lizerinde en
yuksek degerlere ulasmaktadir. ALL, ¢ocukluk caginda en sik goriilen malignite olup,
1-4 yas araligindaki ¢ocuklarda daha sik goriilmektedir (10, 30).

Losemi, tek bir miyeloid ya da lenfoid progenitdr hicrenin  malign
transformasyona ugramasi ve bu transforme hiicrenin ¢ogalarak gittikce biiyiiyen bir
klon olusturmasi sonucu gelismektedir. Akut l6semi hiicrelerinin 6zelligi, farklilagsma
yetenegini kaybetmis olmalaridir. Farklilasma bozuklugu ya da asir1 proliferasyon
sonucu l6semi hicreleri, kemik iliginde birikmektedir. Losemi hiicreleri oncelikle
kemik iliginde prolifere olup, daha sonra periferik kana gecerek, diger dokulara
yayilmaktadir (10).

46’dan fazla kromozoma sahip hiicrelerin bulundugu (hiperdiploidi) ALL
olgularinda, prognozun daha iyi oldugu; 46’dan az kromozoma sahip (hipodiploidi)
ALL olgularinda ise, prognozun daha koti oldugu yapilan caligmalarda ortaya
konmustur (31, 32, 33).

Kromozomal yapisal anomaliler, ALL’de sik olarak bulunmakta ve olgularin
yaklasik %40’1inda translokasyon tespit edilmektedir. Bu translokasyonlarin 16semi
patogenezinde rol oynadigi ve bazilarinin kotii prognozu etkiledigi bilinmektedir. Bu
translokasyonlardan biri olan t(9;22)(q34;q31); ¢ocukluk ¢ag1 ALL’de %5 oraninda
goriiliirken, yetiskin ALL’de bu oran %25’dir (34, 35).
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Losemilerde meydana gelen kromozomal anomalilerinin sitogenetik analizi;
l6semi tipinin  belirlenmesinde, remisyon ve relaps durumlarinda hastaligin

prognozunun anlasilmasinda ve minimal residual hastaligin takibinde 6nemli rol

oynamaktadir (34, 36, 37).

2.1.2.1.Morfolojik Simiflandirma

1976 yilinda Fransiz, Amerikan ve Ingiliz hematologlardan olusan bir grup
tarafindan, periferik yayma ve kemik iligi preparatlarinin morfolojik ydnden
incelenmesiyle FAB (Fransiz-Amerikan-British) siniflandirmasi ortaya konmustur. Bu
siniflandirmada hiicrelerin biiyiikliigli, nukleus sekli, nukleolus sayisi, nukleus-
sitoplazma orani, vakuol, sitoplazmanin bazofili derecesi gibi 06zellikler esas
alinmaktadir (38, 39).

FAB siiflandirilmasina gore, Akut Lenfoblastik Lésemi (ALL) L1, L2 ve L3

olmak lizere ti¢ sinifa ayrilmaktadir (30).

i. FABL1Tip
Cocukluk cagi ALL’lerinin %85’ini olusturmaktadir. Blastlar kii¢iik, birbirine
benzer ve dar sitoplazmalidir. Hiicrelerin ¢ogunda nukleolus bulunmaz veya az
sayidadir. Vakuol yoktur. L1 lenfoblastlar; yiiksek remisyon-indiiksiyon orani, uzamis

remisyon ve sagkalim oran1 gostermektedirler (30, 38).

ii. FABL2Tip
L2 alt tipi erigkinlerde daha sik goriilmekle birlikte, ¢ocukluk ¢agi ALL’lerde de
%14 oraninda goriilmektedir. L2 alt tipinde, hiicreler daha biiyiikk ve daha genis
sitoplazmalidir. Hucrelerin  blydklUkleri  farkli  olup, bicimleri  pleomorfizm
gostermektedir. Nukleolus belirgin olup, bir veya daha fazla sayidadir. Hiicreler
vakuollere sahip olabilir (10,30). L2 morfolojisindekiler diger prognostik faktorlerden
bagimsiz olarak daha yiiksek relaps orani ile kotli prognoz gosterirler. Diger prognostik

ozellikleri iyi de olsa daha yogun bir protokolle tedavi edilmeleri gerekmektedir (38).

20



iii. FABL3Tip
ALL’lerin %1 ini olusturmaktadir. L3 alt tipinde hiicreler biiyiik ve homojendir.
Sitoplazma koyu mor bazofiliktir. Hicreler bol vakuolli ve nukleoluslu hiicrelerdir. Bu

hiicrelerde mitoz siktir. L3 alt tipi, Burkitt lenfomasinin 16semi sekli olarak kabul

edilmektedir (10, 38).

2.1.2.2. immunolojik Siiflama

Bu smiflandirma klinik olarak daha uygun olup, temeli Idsemi hiicre
ylizeyindeki belli antijenlerin ekspresyonuna dayanmaktadir. Saglikli lenfositler
farklilagsmanin degisik asamalarinda diizenli olarak spesifik antijenler eksprese
etmektedirler (39).

Yiizey antijenleri, bagkalasim kiimeleri (Cluster of Differentiation, CD) olarak
adlandirilmakta ve hiicrenin hangi gelisim asamasinda oldugu konusunda bilgi
vermektedir.

Bu siiflandirmaya gore ALL 4 tipe ayrilmaktadir:

a) Erken Pre-B Hucreli ALL: Cocuk ve yetiskinlerdeki ALL vakalarinin
yaklasik %70’1 bu kategoride yer almaktadir. Hastalar ¢ogunlukla gengtir (1-9 yas) ve
diisiik 16kosit sayilarina sahiptirler. 1 yasindan kiiclik ¢ocuklarin yarisi, daha biiyiik
yastaki cocuklarin %10’u ve yetiskinlerin % 10-40’1 CD10 eksprese etmemektedirler.
CD10 ekspresyonunun eksikligi, yiiksek 16kosit sayis1 ve kotii prognozla iliskilidir (39).

b) Pre-B Hucreli ALL: Bu grup, sitoplazmik immunoglobulin agir zincirlerinin
ekspresyonu ile tanimlanmaktadir. Tiim ALL vakalarinin yaklasik olarak %20’sini
olusturmaktadir ve erken Pre-B Hucreli ALL’ninkine benzer siklikta CD10 eksprese
etmektedir. Hastalar yliksek hemoglobin seviyesi, 10kosit sayis1 ve laktik dehidrogenaz

seviyesine sahiptirler (39).
c) T-Hucreli ALL: Cocukluk ¢agi ALL wvakalarmin yaklasik %13-157ni

olusturmaktadir. Ileri yas, yiiksek 16kosit say1s1, merkezi sinir sistemi (MSS) tutulumu

ve mediastinal kitlelerle iliskilidir (39).
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d) Olgun B-Hucreli ALL: ALL hastalarinin % 5’inden daha azinda
gbzlenmekte ve Burkitt lenfomaya 6zgi bir 16semik faz gostermektedirler. Hastalarda
abdominal lenfoadenopati ve siklikla MSS tutulumu da goriilmektedir. Morfolojik

olarak FAB smiflandirmasinin L3 tipini gostermektedir (40).

2.1.2.3.ALL’de Gozlenen Yapisal Kromozom Anomalileri:

Cocukluk ¢agi Akut lenfositik 16semilerdeki klonal olarak gozlenen énemli bazi

translokasyonlar ve olusturduklari fiizyon genleri Cizelge 2.5.’de belirtilmistir.

Cizelge 2.5. Cocukluk ¢agi ALL’lerde klonal gozlenen oOnemli bazi translokasyonlar ve
olusturduklar fiizyon genleri (36).

Translokasyon Fuzyon geni Stk Prognozla iliskisi
(%)
t(12;21)(p13;q22) TEL-AML1 17-25
t(9;22)(g34;931) BCR-ABL 5 Kotl
Pediatrik | 1(1;19)(q23;p13) PBX1-E2A 5
ALL 1(8;14)(q24:932) myc-lgH 2-5

t(4;11)(q21;023) MLL-AF4 3 Kot
t(11;19)(923;p13.3) | MLL-ENL <1 Kot

a) 1(9;22)(g34;q31) translokasyonu (p1905°R#8L)

9. ve 22. kromozom arasindaki translokasyon sonucunda ‘“Philadelphia
kromozomu (Ph)” ortaya c¢ikmaktadir. t(9;22)(q34;911), daha c¢ok(%90) KML ile
karakterize olmasina ragmen, ¢ocukluk ¢agi ALL’de %3-5, yetiskinlerde ise %25
oraninda goriilmektedir(34,41). 22g11°de bulunan BCR geni ile 9934’te bulunan ABL
protoonkogeninin flizyonu sonucu BCR-ABL adi verilen kimerik bir protein
olugsmaktadir(41). Ph kromozomu bulunan ALL olgularinda, kirik noktast BCR geninin
ekson 1 ve ekson 2 (el ve e2) arasinda “mindr breakpoint cluster region (m-BCR)” adi
verilen bir bolgede olusmaktadir. ABL protoonkogenindeki kirik noktast da ekson 1 ve

ekson 2 (el-a2) arasinda bulunmaktadir. Olusan fiizyon sonucunda ortaya 7 kb’lik bir
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mRNA c¢ikarak, 190 kD agirliginda bir protein olusmakta ve p190 BCR-ABL olarak
tanimlanmaktadir (Sekil 2.8.). Cocukluk dénemi ALL’sinde Ph(+) saptanan olgularin
yaklasik %90’ ninda p190 B“**8- fijzyon proteini gorilmektedir (19,41).

KML’de ise kirik, ekson 13 ve 14 (b2a2) ya da ekson 14 ve 15 (b3a2) arasinda
bulunan *“major breakpoint cluster region (M-BCR)” adi verilen bir bolgede
olusmaktadir. Olusan fiizyon sonucunda 8,5kb’lik  mRNA  olusmaktadir.
t(9;22)(q34:;q11), KML’de de goriilmesine ragmen BCR genindeki kirik bdlgelerine
bagl olarak farkli yapida fiizyon genleri olusmaktadir. KML’de olusan fiizyon proteini,
210 kD’luk p210 B°R#BL ad; verilen bir proteindir.

Her iki durumda da olusan fiizyon protein, sitoplazmada bulunmakta ve hiicreyi
apoptoza direncli hale getirmektedir. Ph kromozomunun pozitif olmasi g¢ocukluk ¢agi
ALL’de kot prognozun belirtisidir (34, 41).

GENLER PROTEIN
mber M-ber u=ber
1 1 M
1 "2 2 34 56 8 9 111315 1719 2123
R (L B L e e iT)  —————— Ty
b la 213 4 567 B9l0 11

ST JT00 ) —] pispse
BTEL WA — [ —

Sekil 2.8. ALL’de t(9;22)(g34;q11) translokasyonu sonucu gériilen p190<RB- geni (19)

9 nolu kromozom uzerindeki BCR geni ile 22 nolu kromozom (zerindeki ABL
genlerinin fonksiyonlar1 ve karekteristik 6zellikleri hakkinda Boliim 2.1.1.1°de detayli
bilgiler verilmistir. t(9;22)(q34;q11) olusan p190%“F*B fiizyon geninin karakteristik
oOzellikleri Cizelge 2.6. da gosterilmistir.
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Cizelge 2.6. p190%°* "B karakteristik ozellikleri

P190’nin kodlandig1 gen -Kromozom 22q11
bélgesi;
Genin Bityiikligii -NH2-terminal BCR dizilerini (BCR’in ekson 1’i) ve COOH-terminal

ABL dizilerini icermektedir

BCR geninin 1 intron bolgesinde 5’ tarafindan kirilma

Transkriptin Bityiikliigii -7.0kb
Lokalizasyon -Sitoplazmik protein
Fonksiyonlar -Tirozin kinazi aktive eder.

-Apoptozisi engeller.

-Jak/Stat yolaklarina baglanir.

-Fosfotidilinositol 3-kinaz/ Akt yolaklarina baglanir.

-Ras yolaklar1 sayesinde aracilik etmis aktiviteyi degistirir.

-ABL tirozin kinaz inhibitoriin bozulmasina bagli ubiquitine neden olur
(Abelson etkilesim protein).

-Yapisma ozelliklerinde degisimlere neden olabilir.

b) t(4;11)(g21;923) translokasyonu (MLL-AF4 flzyon geni)
1 yasin altindaki ALL’lerde %60, ¢ocukluk ¢agi ALL’lerde %2 ve yetiskinlerde
%3-6 oraninda goriilmektedir. Bu translokasyonun daha ¢ok 2 yasin altindaki
cocuklarda ve disilerde(%60) goriildiigi saptanmustir.t(4;11)(q21;923) sonucunda MLL-
AF4 (ALLI1 Fused Gene From Chromosome 4) fiizyon geni olusmaktadir (Sekil 2.9.).
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Sekil 2.9. t(4;11)(921;g23) sonucunda MLL-AF4 fiizyon geninin sematik sekli
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4g21°deki AF4 geni ile 11g23’teki MLL geninin translokasyonu sonucu olusan
flizyon gen, 12kb’lik mRNA transkribe etmektedir. AF4 geninin kirik noktasi, 3. ve 7.
ekson arasindaki 40 kb’lik bir bolgededir ve AF4 geni, serin ve prolince zengin bir
protein kodlamaktadir (Sekil 2.10). Bu translokasyonun yol actigi 16komogenik etki
bilinmemekle birlikte; 11g23°te degiskenlik gosteren kirilma noktalart ile MLL
bolgesinin translokasyonu sonucu, 11g23°ten telomere kadar uzanan parca kayb1 ile 5'
MLL geni tarafinda kodlanan, der(11) flizyonunun onkogenik bir flizyon proteini
oldugu diisiiniilmektedir (33, 42, 43, 44).

a
MLL I1q23)
3 4 56 7 891011 12-1617182122-27 28 29-31 32 33 - 36 37
<+—cen tel—
karilma noktasi lokalizasyom
~6.5 kb
AF4 (421)
1a 1b 23 4 56 7 89 10 11 12-15 16 - 19 20
N HH——HH—HH -
+—cen ?/%' tel—
kmilma noktas: lokalizasyonu
~40 kb
b frekans
tip infants ~ non-
infants
eB-e7 B oo <10%  rare
4:I|‘2 1628 1683 1738
es-e4 8 |- e 1 4 5 |8|7|s 9 rare 5%
I 1450 1504 150
eges ¢ E [ o 1 5 Je[7 ][] = <10%  16%
I N
apta 4086
ed-e4 L | e |- {a] 5 [s]7]=] 9 rare 259
I | LT
e10-86 E [¢ ] 10} [e]7 8] ¢ <Zrare <5%
I 4U|37 42||B
e10-e5 8 | R I SSS— | s |s[7]e] = <10%  <5%
I I I LT 1
el0-ed 8 | ¢« | w0 }oe 4 5 |[e]7 |8 5 2i8% 39%
I I
ell-es 3 8 [ w [ u J---oi [eT7 [ =] 9 rare 5%
1 I | N
4219 4332
ell-e5 8 [ o] 1w | 1 |- 5 [s]7]¢z] 3 <10% rare
I I [ L

ell-e4 8 [ ] o T 11 Ja] 5 [s[7]¢] g 55%  <5%
1

Sekil 2.10. t(4;11)(q21;923) icerisinde bulunan MLL ve AF4 genin intron / ekson yapisinin sematik
diyagrami (Sentromer ve telomer egilimi, ekson numaralandirmasi ve uygun kirtlma noktasi alanlarida

gosterilmistir). (b) t(4;11) sonucunda farkli MLL-AF4 flizyon turevleri (57)
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MLL (Mixed Lineage Leukemia / Myeloid- Lymphoid Leukemia) gen bdlgesi;
11g23’te lokalizedir. MLL geninin uzunlugu, yaklastk 100 kb olup, 36 ekzon
icermektedir. mRNA biiytikligi 13-15 kb’dir. MLL geninin iiriinii olan protein, 3968
amino asitten olusup, 431 kD agirligindadir. Bu protein, N terminalinde 3 adet AT-hook
domaini igermektedir ve bir bolgesi memelilerin DNA metil transferazi ile homoloji
gOstermektedir(Sekil 2.11). MLL geni; HRX, Htrx-1 ve ALL-1 olarak da
adlandirilmaktadir (45, 46, 47, 48, 49).

major krk bilgesi
Taspazl

pLL" PLL"
[ AThook SML  RD PHD+bromo FYRN ||[FYRC TAD SET |

F
E T
HDAS CEP
+ T histonlar (H3, H4)
nulkleuns CREE

HOX (HOXAD...)

e

Sekil 2.11. MLL proteininin sematik yapis1 (50).

MLL geni, genis bir alanda eksprese olmakla birlikte; 6zellikle beyin, bobrek,
tiroid dokularinda, B lenfosit ve miyeloid hiicrelerinde eksprese olmaktadir. Hox
genleri; homeobox gen ailesinden olup, erken embriyonik donemde bazi genlerin
transkripsiyonunun kontroliinde ve hematopoetik farklilagma esnasinda oldukca
etkilidir. MLL geni, histonlarin asetilasyonu ve metilasyonu sirasinda Hox genlerinin
promotoruna baglanmaktadir. MLL geni, Hox geninin ekspresyonunun regiilasyonunda
onemli bir rol oynamaktadir. MLL geninde meydana gelen kirilmalar,
rekombinasyonlar ve diger genlerle birlikte meydana getirdigi kimerik filizyonlar,
fonksiyonunun degismesine neden olmaktadir (Cizelge 2.7.). Bu sebepten dolayi,
hematopoetik hicrelerde Hox geninin ekspresyon profilinin degismesi, Hox
proteinlerinin fazla miktarda eksprese olmasina ve l6semilere 6zgii tablonun olugmasina

neden olmaktadir (42, 45, 47, 50, 51, 52, 53).
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MLL geninin 0rind olan protein, erken embriyonik dénemde Hox geninin
transkripsiyon dlzenleyici faktorii olarak gorev almaktadir. Hess ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada; MLL gen bolgesi ¢ikarilmis olan fareler incelendiginde, farelerin
hematopoetik hiicre farklilasmasinda anomaliler saptanmigtir. Farelerde yapilan bir
baska caligmada; t(9;11)’i tasiyan farelerde yaklasik olarak 1 yildan sonra loseminin
ortaya ¢iktig1 belirlenmis ve MLL geninin 16komogenezde 6nemli oranda rol oynadigi
saptanmistir. Hox A9 geninin yliksek orandaki ekspresyonu sonucu, fare modellerinde

AML’ye egilimin arttig1 gézlenmistir (46, 54, 55).

Cizelge 2.7. MLL Proteinin Karakteristik Fonksiyonlari (50).

AT hook : | 3 adet AT hook birimi igermektedir ve bu birimler DNA’nin minér oluguna

baglanirlar.

SNL : | 2 adet "Speckled Nuclear Localization- Benekli Niiklear Bélge" sinyalleri

RD : | Repression Domain-Baskilayici Uniteler(RD1 ve RD2)

RD1 ve CXXC: | Baskilayici Unite(RD1) ve Sistein Metil Transferaz CpG’ce zengin bolgelere

baglanirlar

RD2: | Histon deasetilasyonunda rol oynar.

PHD + bromo : | 3 adet sisteince zengin ¢inko parmak Unitesi, 1 adet asetilenmis histonlara baglanan
bromodomain ve 1 adet homeodomain icermektedir. Bu birimler protein-protein

etkilesiminde yer alir.

FYRN ve FRYC : | p300/320 N-term proteinini(MLLN) ve p180 C-term proteinini(MLLC) birbirine
baglamaktadir. MLL proteini nukleusa icerisine girmeden dnce Taspaz 1 tarafindan
ikiye ayrilmakta ve daha sonra bir transkripsiyon faktorii olan TFIID tarafindan

multiprotein kompleksi haline getirir.

TAD : | Transaktivasyon Domaini; CBP’yi baglar ve Hox gen bolgesi igerisindeki H3 ve
H4’ Un asetillenmesinde gorev alir.

SET : Enhancer of Zeste ve Trithorax Birimi; Metiltransferaz, H3’( metiller. HOX

alanindaki kromatinlerin histonlar1 dahil ederek translokasyon olmasini saglar.
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Southern Blot teknigi ile MLL gen bolgesindeki yeniden diizenlemelerin, 5. ve
11. ekson arasindaki 8.3 kb’lik bir kirik noktasinda meydana geldigi belirlenmistir.
MLL geni, 87 adet farkli gen ile yeniden diizenleme yapabilmektedir. Translokasyon
yaptig1 genlerin 52°si molekiiler analizler ile belirlenmistir (56).

MLL’in major kirilma bélgesi ¢ok iyi karakterize edilmistir. Ekson 8 ve 12
arasindaki 6,5 kb alanmi icerisindeki breakpoint cluster; kirilma en sik pediatrik ve
yetiskin ALL’de intron 9 ve 10’da, ve cocukluk ALL’de intron 11’de meydana
gelmektedir (yetiskin ve pediatrik hastalarda ekson 9 ve 10nun, gocukluk c¢aginda
ekson 7’ye fiizyon genlerin karismasina yol acgarak). AF4’iin breakpoint cluster bolgesi
genistir, 40 kblik bir bélgeye yayilmaktadir. MLL-AF4 flizyon genlerinin en sik goriilen
flizyon noktas1 ekson 4’dur; nadir durumlarda ekson 5, 6 ve 7 MLL genine flizyon
olmaktadir (57).

Birgok calisma gruplart tarafindan, MLL-AF4 geni ¢ocukluk l6semide ‘karsi
prognostik faktor’ olarak tanimlanmustir (57). 1 yas altindaki ALL’lerde ise goriilme
siklig1 %60-80 arasinda degismektedir.11q23 anomalisine sahip, cocukluk ¢ag1 ALL
olgularinda; organomegali, ylksek I0kosit sayisi goriilmektedir. Yeni doganlarda
gorilen 11923 anomalileri kotl prognoz ile karakterizedir (46)

Klonal o6zellik tasiyan kromozom say1r ya da yapi1 diizensizliklerin tespit
edilmesi; hastaligin biyolojisinin anlagilmasi ve bu diizensizliklerin “lokomogenez”
deki rollerinin aydinlatilmasi bakimindan olduk¢a dnemlidir. Ozellikle, translokasyonlar
sonucu olusan fiizyon genlerinin sentezledigi yeni protein iiriinlerinin hastaligin seyrine
etkisinin bilinmesinin; yeni tedavi prensiplerinin stratejisi bakimindan yol gdsterici
olacag diisiiniilmektedir.

Bu spesifik kromozom yeniden diizenlenmelerinin hastaligin tanisi aninda ve
tedavisi sonrasinda kalitatif ve kantitatif olarak saptanmasi hastaligin takibi, terapdtik
ilaca verilen yanitin degerlendirilmesi ve minimal residiiel hastalik tespiti bakimindan

da biiyiik deger tasimaktadir (36, 47).

c) t(12;21)(p13;922) tranlokasyonu (TEL-AML1 fuzyon geni)

Yeni tan1 konmus ¢ocukluk donemi pre-B ALL’de yaklasik %17-25 oraninda
gorilen bu translokasyon, 12p13’te bulunan TEL geni ile 21922°te bulunan AML1
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geni birlesip, TEL/AML1 flzyon geni sonucu olusmaktadir. Translocation ETS
Leukemia geninin 5. eksonu ile AMLL1 geninin 2. ya da 3. eksonu birlesmektedir (58,
59, 60).

t(12;21)(p13;022) sonucunda, TEL/AML1 (ETV6/RUNX1) flizyon geni
olugsmaktadir. Bu flizyon gen 1995 yilinda Romana ve Gloub tarafindan tanimlanmigtir
(61, 62). TEL geni ¢ok genistir ve 8 eksondan olusmaktadir, fakat kirilma noktasi
ekson 5 ve 6 arasindaki 15kb’lik bélgededir. intron 4’de kirilma noktasi olan sadece iKi
durum tanimlanmistir. Bu translokasyonun goriildiigii hastalarda, prognoz iyidir.

t(12;21) yetiskin ALL’lerde, cok daha az oranda goériilmektedir. Cocukluk ¢agi
AML’de ise gorilmemektedir (34). Onceleri, bu translokasyonun klasik sitogenetik
yontemlerle cok zor saptanmasindan dolayi, nadir olarak ortaya ¢ikan genetik bir
anomali oldugu diisiiniilmekteydi. Molekiiler biyolojik tekniklerin gelisimi ile birlikte;
Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
yontemleri ile, bu translokasyonun kolaylikla saptanmasi mimkin olmustur. Bunun
sonucunda, cocukluk ¢agi ALL’de en sik ortaya ¢ikan yapisal kromozomal anomali
oldugu gozlenmistir (63, 64, 65).

AML1 geninin, genomik organizasyonu halen tamamen ¢6ziilememistir. Kirtlma
noktasi ya ¢ok genis intron 1’de (en sik olan) veya intron 2’de meydana gelmektedir.
Cogu durumda, TEL-AML1 fuzyon transkriptinde; TEL’in ekson 5 ile AML1’in 2.
eksonuyla olan birlesimi g0zlenmektedir. Alternatif splicing; c¢ogu transkriptlerde
AMLY’in 2. eksonunun atlanmasina yol a¢gmaktadir, bu durum ayni hastada iki farkli
PCR sonucuna neden olmaktadir. Ayrica daha az siklikla TEL’in ekson 5 ile AMLI1’in
3. eksonuyla karsilasmasimna neden olan kirilma noktasi, AML1’in 2. intronunda
meydana gelmektedir. Bu nedenle, farkli iki fuzyon protein aymi yapiya sahiptir
(Sekil 2.12.)(57).
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Sekil 2.12. ALL de t(12;21)(p13;0q22) translokasyonu sonucu goriilen TEL-AML1 fiizyon geni (70)
(RUNT DBD (RUNT) mSin3A interaksiyon alan, P300 HAT ile birbirlerini etkiledigini haber
veren alan ve AML1deki transkripsiyonel aktivasyonu, Kopresorlere bagl groucho’yu baglayan
karboksi terminal VWRPY motifi, oligomerizasyon pointed alan PD gibi TEL proteindeki farkli
fonksiyonal alanlar, merkezi represyon alani ve ETS DBD gosterilmistir. Oklar t(12;21)’den
meydana gelen TEL ve AMLI arasindaki fiizyon noktalarini gostermektedir. Anahtar
fonksiyonel alanlarin smirlarint ¢izen aminoasitler ilk methionine uygun gelen 1 sayist ile

numaralandirilmigtir).

Cizelge 2.8. TEL gen ve proteininin karakteristik dzellikleri (66)

TEL GENI

DNA/RNA

Lokalizasyon - Kromozom 12p13

Familya - Transkripsiyon fakorlerin ets ( E-26 belirli doniisiim) familyasinin Uyesidir.

Ekson sayisi - 8 eksondan meydana gelir.

Transkripsiyon - 3 farkli transkripti vardir: 2400 kb, 4300 kb ve 6200 kb; 1356 kb cDNA kodlanir.

PROTEIN

Tanimlama - 250, 453 amino asitler ve diger formlar; CBFB ile heterodimerleri sekillendirir.

Ekspresyon - Ekpresyon dizileri ve Northern analizleri, kemik iligi, dalak ve timusdaki 6nemli
ekpresyonla birlikte her bdlgede ekpresyonu gordilr.

Lokalizasyon - Immunofloresans, niikleer lokalizasyon oldugunu gosterir.

Fonksiyon - Transkripsiyonel diizenleyici gibi hareket etmektedir; vitellin angiogenesisinde ve
kemik iligi hematopoezisi icin 6nemlidir.
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Cizelge 2.9. AML1 gen ve proteinin karakteristik dzellikleri (67).

AML1 GENI

DNA/RNA

Diger isimleri

- AML1(akut miyeloid I6semi 1)
- dCBFAZ2(core binding factor A2)

- PEBPaB (polyomavirus enhancer binding protein aB)

Lokalizasyon - Kromozom 21q22.3
Tanim - 120 kb’lik bir alandan daha fazlasina yayilan gen
PROTEIN
Ekspresyonu - 250, 453 amino asitler ve diger formlar; CBFB ile heterodimerleri
sekillendirir.
Lokalizasyon - Nikleer

Fonksiyon

- Hematopoietik belirli genler icin transkripsiyon faktor( (aktivator)

TEL-AML1 flizyon geni TEL proteininin fonksiyon kayb1 veya AML1’in hedef
genlerinin kontroluniin bozulmasiyla, ALL olusumuna yol agmaktadir (59).

Cocukluk doénemi ALL hastalarinda prognozun gelismesinde bu translokasyonun
sikliginin belirlenmesinin 6nemli yeri vardir (68, 69).

TEL-AML1, kimerik protein ile iliskilendirilmis, I6semi ETS DBD (DNA

Binding Domain)’den amino terminale kadar olan (RUNT DBD’yi de iceren) TEL
dizilerine ve AML1’in tiim bilinen fonksiyonlarina dayanmaktadir (Sekil 2.12).
Bu durumda, TEL-AML1; diger AMLI1 flizyon proteinlerden, AML1’in C terminal
duzenleyici dizilerini icermeyip, sadece amino terminal RUNT alanini bulundurmasi
yonilyle farklidir. TEL ve AML1’deki genomik kirilma noktalar1 TEL’in 12 kb’lik
intron 5 ve AML1’deki yaklasik 100 kb’lik intron 1 boyunca daginik bulunmaktadir.

Sentromer ve telomer egilimi, ekson numaralandirmasi ve uygun kirilma
noktalar1 da gosterilmistir. Cogu t(12;21) pozitif hastalar, AMLI1 intron 1’deki kirtlma
noktas1 sebebiyle genis transkriptlere sahiptirler fakat alternatif splicing sirasinda,
AML1 eksonl’in atlanmasina neden olmaktadir. Bazi hastalarda molekiler dizeyde iki
PCR urunune yol acar. Cunkiit AMLI kirilma noktasi, intron 2 igerisine yerlesmistir ve
AML1 ekson 2 olmadan olan kisa transkripsiyon Griintine neden olur. Ok isaretleri bes
primerin pozisyonlarin1 gdstermektedir; numaralar her primerin 5’ nikleotid
pozisyonundan sz etmektedir (70)(Sekil 2.13.).
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Sekil 2.13. (a) t(12;21)(p13;q22) igerisinde bulunan TEL ve AMLL1 genin intron / ekson
yapisinin sematik diyagrami. (b) TEL-AMLL fiizyon transkriptlerinin sematik diyagramu. (57)

TEL-AML Aktivitesinin Molektler Mekanizmasi

Transkripsiyon faktorleri bazi DNA baglayici  komplekslerin  yapisini
degistirebilir ve komsu promotorlar1 ya aktive eder yada bastirir. Genin eksprese olmasi
veya olmamast histonlarin degisiklerinin yapisinda kapladigi genis bir bolgeye baglidir.
AML1, genin ekspresyonu icin gerekli olan DNA baglanmasinda transkripsiyonal
aktivator olarak islev goriir.

AML1 bir faktordiir ve bu faktoriin transkripsiyonunun aktiflestirme ve
baskilama yetenekleri p300 ve mSIiN3A/HDAC2’nin etkilesimine baghdir. Bu
yetenekler bazi kotii tanimlanmis yontemlerle diizenlenmistir (6rnegin fosforilasyon).
AML1’in onun hedef genlerine baglanmasi, diizenleyici altiinite CBFp (core binding
factor B) ile birlikteliginde olabildigini gostermistir. mSin3A ile iligkilendirildiginde,
AML1 HDAC ile dolayl olarak etkilesime girmesi, transkripsiyonu baskilar. Histonun

amino ucuna yerlesmis, lizin rezidulerinden asetil gruplarini ¢ikarir. Boylece kromatinin
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baskilanmasi saglanir ve promotori transkripsiyonel agidan ©nemli derecede
azaltmaktadir. AMLL1’in mSin3A2’dan ayrilmasiyla ve p300 HAT’la birlesmesiyle
transkripsiyonel sureg tersine cevirilmektedir. AML1’in ya mSin3A ile ya da p300 HAT
ile olan birlikteligi, bilinen AML1 hedef genin dizenleyici bdlgesinin durumuna
baglidir. Bu model AML1’in Grouchou/TLE gibi diger korepresorler yardimiyla
transkripsiyonu baskilama olasiligin1 engelleyememektedir. Sekil 2.14 (b) TEL-
AMLZY’in durumunda, TEL kismin1 dimerize etme ve N-COR ve mSin3A
korepresorlerini  baglama yetenekleri sabit represor kompleksin  olusumunu
saglamaktadirlar ve (a)’da gosterilen yapiya karsi kimerik proteinini direncli hale
getirmektedirler. Bu nedenle, AMLI1 hedef dizilerini baglama yeteneklerini koruyan
TEL-AMLL fuzyon proteinin yapisal HDAC gibi islev gorme potansiyeli vardir (yapisal
HDAC AMLL1 hedef genin deregilasyonuna neden olan represére baglidir). P300’{in
TEL-AMLY’in AML1 kismui ile birlesme yetenegine sahip olabilmesine ragmen,
muhtemelen flizyon proteinin konteksinde onun HAT aktivitesi dogru sekilde
isleyemez. TEL oligomerizasyon/dimerizasyon PD sebebiyle, TEL-AML1 filizyon
proteinin homodimer veya oligomer gibi AMLI1 hedef dizilerine baglanmaktadir. TEL-
AMLI1 oligomerlerin veya dimerlerin DNA baglayicisindan AML1 baglayicr sitelerine
kadar olan CBFp’nin fonksiyonel gereksinimleri belli degildir.

a - \
AML1

+ mS3in3A .Runt + CBP/p300 S
/

HDAC HAT:
:/ \ CBPIp300T,
¢ Regulation? { HATs \'l
i -

0 DD WA Ty WD)
Ac Ac ;E Ac A; Ac
Repression Activation

b ﬂ +N-CoR
g + mSin3A

/AML1)| +HDAC
+ mSin3A

- +Hmc ]
£ neor A @ {EEPC

L,‘E;x " kjm}\.r’;_— DR

- - - L L = SV Ny - =t e = —.' ! |_F

Constitutive repression

Sekil 2.14. TEL-AML1 geninin aksiyonunun molekiiler mekanizmasi (70)
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PD, mSin3A ve merkezi represyon alanla birbirlerini etkileyebilir, PD ve ETS
DBD arasinda saptanmigs N-CoR ve HDAC:s ile etkilesim edildigi goriilmiistiir. Biiytlik
olasilikla, TEL’in oligomerizasyonu TEL PD degistirilmesi gibi represor-korepresor
komplekslerin degismez olusumunu saglar. Flizyon proteinin AML1 kismi yoluyla TEL
dizilerinin koreseptor HDACC toplama kazancinina ek olarak fonksiyonel sonuglar
vardir. Ornek; amino terminal TEL yoluyla AML1 RUNT DBD’nin oligomerizasyonu
veya dimerizasyonu ilk olarak birden fazla AML1 binding bdlgelerine yiiksek derecede
benzerlik baglanmasini daha sonra da monomerik RUNT alanini saglar, boylece wild-
tip AML1’in aksiyonuna zitlik yaratmaktadir. Birden cok AMLI1 baglayici bolgeler igin
olan yiiksek benzerlik AML1 ETO’yu kanitlamistir. Bu nitelik AMLI1-ETO AMLZ1’in
haematopoietik  gelisimdeki  fonksiyonundaki  negatif etkilerin  gdzlemlerini
aciklamaktadir (70).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Gruplarimin Toplanmasi

Aragtirmamza, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Hematoloji Bilim Dali’'na bagvuran 20 yetiskin KML 6n tanili, Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali Cocuk Hematoloji Bilim Dali’na bagvuran 10 ¢ocukluk ¢agi
ALL 6n tanili ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklari
Anabilim Dali Cocuk Hematolojisi Bilim Dali’na bagvuran 5 ¢ocukluk c¢agi ALL 6n
tanis1 konmus toplam 35 hasta birey dahil edildi.

Calismamizda hasta grubu olusturulmadan once Mersin Universitesi Tip
Fakdltesi Etik Kurulu’ndan (26.03.2009 tarih ve 2009/37 sayil1 karar) onay alinmustir.

ALL ve KML 6n tanis1 konmus ve tedavi siireci baglamamis hasta bireylerden,
2ml %2’lik etilendiamintetraasetik asit (EDTA) iceren tiplere 1,5-2 ml kemik iligi
ornekleri alindi. Alinan kemik iligi orneklerinden, 6rneklerin yogunluk ve miktarina
gore Single step acid/GITC (GuanidiniumlsoThioCyanate) yodntemiyle veya RNA
izolasyon kiti (Roche-1828 665) kullanilarak RNA izolasyonu yapildi.

Elde edilen RNA’lar “Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyon (RT-
PCR)” yontemi ile cDNA’ ya cevrildi ve analiz edilinceye kadar +4 °C’de saklandi.

TEL-AML1, MLL-AF4, p1903°RABL n210BRABL fijzyon genlerine ait gen
bolgeleri (TEL igin U11732, AML1 i¢in D43969, MLL icin L04284, AF4 icin L13773,
BCR i¢in X02596 ve ABL icin X16416) ve internal kontrol gen Beta-2-microglobulin
(B2M) bolgesi (B2M icin, BC032589) i¢in olusturulan primer ve problar kullanilarak
Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time Polymerase Chain Reaction)
ile amplifiye edildi. Ayrica yetiskin KML 6n tanili hastalar sitogenetik yontemle
philadelphia kromozomu agisindan degerlendirildi. Sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirildi.

Calismamizda uygulanan yontemlerin  genel akis semas: Sekil 3.1°de

gosterilmistir.
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Kemik Iligi

Materyali

'_I'otal RNA

Izolasyonu KML hastalarindan
Kromozom elde

edilmesi
cDNA

Reaksiyonu

Sitogenetik

. . degerlendirme
Real-Time PCR ile gen

bolgelerinin tespiti

ISTATISTIKSEL
ANALIZ

Sekil 3.1. Uygulanan Yodntemlerin Genel Akis Semasi

3.2. Kullanilan Aracg ve Gerecler

3.2.1. Kullanilan Cihazlar
¢ Real Time PCR (ABI 7500, Applied Biosystems)

¢ Termal Cycler (Techne Flexigene, Cambridge, UK)
¢ Mikrosantrifij (Hermle, Z160M)

¢ Etiv (Niive EN-500)

¢ Otoklav (Nuve OT 4060 V)

¢ Vorteks (VELP)
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Hassas Terazi (AND)

Mikropipet Seti (Eppendorf)
Elektromanyetik Karistirict (Niive MK-418)
Mikrodalga Firin (Alaska)

Derin Dondurucu (Arcelik-2031D)
Buzdolab1 (Argelik-8188 NF)

3.2.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

L Lt Q QO g QO au

L2

RNA izolasyon kiti (Roche-1828 665)

Etanol (Riedel-de Haen 32221)
Fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1) (Amresco K169)
Kloroform/izoamil alkol (24:1) (Amresco 0757)
B-merkaptoetanol (Sigma M3148)
Dietilpirokarbonat (DEPC) (Serva 18835)
Gliserol (Merck 4091)

Izopropanol (Sigma 19516)

Guanidyum tiyosiyanat (Amresco 0380)
5xRevers transkriptaz tamponu

2 mM dNTP Mix (Fermentas, R0241)

25 mM MgCl, (Fermentas)

Bidistile Su

Primerler ve problar

2X TagMan Master Mix (Applied Biosystems)
Revers transkriptaz (M-MLV) (Fermentas EP0441)
RNAse inhibitor (Fermentas E00381)

Sodyum laurilsarkozin (Amresco 0719)
Sodyum sitrat (Sigma S-4641)

Taq DNA Polimeraz (Fermentas, EP0402)
Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)
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3.2.3. Kullamilan Tampon Cozeltiler

» Dietilpirokarbonat (DEPC) H,0

1000 ml deiyonize su i¢ine 2 damla DEPC konup iyice ¢alkalandi.

Bir gece oda 1sisinda birakildi.

60 °C’de 2 saat kapag: hafifce gevsetilerek tutulur ve ardindan otoklavlandi.
+ 4 °C’de saklanir. Bu 1s1da 1 y1l stabildir.

» 0.75 M Sodyum Sitrat

Sodyum sitrat 5.5 H,0 15.78 g

DEPC H;0 ile 100 ml’ ye tamamland: (pH 7.0)
Otoklavlayarak sterilize edildi.

Oda 1s1sinda 6 ay stabildir.

> %10 Sarkozil
Sarkozil 1 g
DEPC H,0O 10 mi

Oda 1s1sinda en az 3 ay stabildir.

» 4M Guanidinyum Tiyosiyanat (GSCN)
Guanidinyum tiyosiyanat 25 g (4M)

0,75 M sodyum sitrat 5 ml (75 mM)

% 10 Sarkozil 2,5 ml

DEPC HO; 50 ml’ye tamamlanur.

Bu karigim oda 1sisinda 3 ay stabildir.

» Denatlrasyon Cozeltisi (Solusyon D)
GSCN 4M c¢ozeltisi 9,9 ml
2-merkaptoetanol (14 M) 0.1 ml

Bu karisim oda 1sisinda 1 ay stabildir.
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3.3. Yontemler:

3.3.1. Sitogenetik Analiz:

KML ontanili hastalarin sitogenetik analizi konvansiyonel direkt kromozom
eldesi yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Hastalardan alinan heparinize kemik iligi
orneklerinden 5 ml RPMI 1640 (Biologic Industries) kiiltiir ortami igerisine 5-6 damla
damlatildiktan sonra mitotik inhibitér olarak 50 pl Kolgisin (10p g/ml) (Biologic
Industries) eklenerek 1 saat 37°C de inkiibe edildi. Santrifiigasyon (2000 rpm, 10 dk.)
sonrast elde edilen hiicre peleti, hipotonik (0.075 M KCl) islemlemesini takiben 5 kez
3:1 metanol:asetik asit ile fiske edildi. Son santrifiigasyon sonrasi elde edilen hiicre
peleti lam tizerine damlatilarak metafaz plaklar elde edildi. Metafazlar G Bantlama
yontemi ile bantlanarak, sitogenetik olarak philadelphia kromozomu agisindan

degerlendirildi.

3.3.2. Molekdler Analiz:
3.3.2.1. RNA izolasyonu:
(Roche High Pure RNA izolasyon kiti kullanilarak)

1. 1,5 ml’lik mikrosantfirij tupune 300 upl kemik iligi ve 400 pul
lysis/binding buffer eklenerek 2 dakika maksimum (14.000 rpm) hizda
santrif(j edildi.

2. Siipernatant’dan 400 ul bagka bir tiipe alinarak tizerine 200 pl (0,5 vol.)
absoli etanol eklenerek karisim 2-3 dakika karistirildi.

3. Mikrosantrifiij tliplindeki karisim toplama tiipii igerisindeki filtre tiipiine
alind1 (max. 700 pl.).

4. 30 saniye 13.000 rpm*de santrifuj edildikten sonra alttaki toplama tiipi
atilarak filtre tiipti steril bir toplama tiipline yerlestirildi.

5. 10 pl’lik oligotlar seklinde -20 °C’de sakladigimiz DNase I working
soliisyonu oda 1sisinda ¢oziildii ve Uzerine 90 pl DNase Incubation buffer
eklendi.

6. 100 ul’lik DNase I working + DNase Incubation buffer karisimi filtre
tiipiine birakildi ve 15 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
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7.

10.

11.

Filtre tiipiindeki karisimin iizerine 500 pul Wash Buffer I eklendi ve 15
saniye 8.000 rpm’de santrifij edildikten sonra alttaki toplama tipl
atilarak filtre tiipii steril bir toplama tiipiine yerlestirildi.

Filtre tlpine 500 pl Wash Buffer Il eklendi ve 15 saniye 8.000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra alttaki toplama tiipii atilarak filtre tiipii steril bir
toplama tiipiine yerlestirildi.

Filtre tipine 300 pl Wash Buffer 11 eklendi ve 2 dakika 13.000 rpm’de
santrifuj edildikten sonra alttaki toplama tiipii atilarak filtre tiipii steril bir
1,5 ml’lik eppendorf tiipiine yerlestirildi.

Filtre tlpline 100 ul Elution Buffer eklenerek 1 dakika 8.000 rpm’de
santrifllj edilerek RNA elde edildi.

Elde elden RNA -20 °C’de muhafaza edildi.

3.3.2.2. RNA izolasyonu (manuel)

Single step acid/GITC (GuanidiniumlsoThioCyanate) yontemi (75):

1.

10.
11.

2 ml’lik EDTA’l1 tiipte buluna yaklasik 1,5 ml kemik iliginin tamamu, 15
ml’lik santrifiij tiipiine aktarilarak iizerine soguk steril distile su ilave
edilerek yaklasik 10 ml’ye tamamlanda.

Karigim 2-3 dk hizl olarak asag: yukari karistirildi.

10 dk. 2.000 rpm’de oda 1s1sinda santrifiij edildi.

Stipernatant atildiktan sonra peletin {izerine soguk steril distile su ilave
edilerek yaklasik 10 ml’ye tamamlanda.

10 dk. 2.000 rpm’de santrifiij edilir ve siipernatant atildi.

Bu islem yaklasik 2—3 kez tekrarlandi.

Olusan pelet 1.5 ml’lik steril ependorf tiiplere alindi ve iizerine 500 pl
denatiirasyon soliisyonu birakildi.

Birkag saniye vortekslendikten sonra 15 dk. -20°C’de bekletildi.

500 ul fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) ekleyip buz iginde 15 dk.
daha bekletildi.

Tupler 4 dk. 10.000 rpm’de santriftj edildi.

Ust faz alnip yeni bir 1.5 ml lik steril ependérf tiiplere aktarildi.
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12. Yeni tiiplere 500 pl kloroform-izoamil alkol (24:1) ekleyip 2 dk. 10.000
rpm’de santrifiij edildi.

13. Ust s1v1 faz1 yeni bir 1.5 ml lik steril ependérf tiipe aktarilip, alman bu iist
faza 1 ml absolu etanol eklendi ve -20 °C’de bir gece birakild.

14. Tupler -20 °C’den alimp 15 dk. 12.500 rpm’de santrifiij edildi.

15. Tiplerdeki etanol atilip 500 ul %70’1lik etanol eklendi ve birkag saniye
vortekslendikten sonra 5 dk. 12.500 rpm’de santrif(j edildi.

16. Tiiplerin agz1 acik olarak en az 10 dk bekletilip pelet iizerine, 50 pl
DEPC’li distile su eklendi.

17. RNA’nin ¢6ziilmesi i¢in 70 °C’de 1 saat bekletildi.

18. Elde elden RNA -20 °C’de saklandi.

3.3.2.3. Komplementer DNA (cDNA) Reaksiyonu

Revers Transkriptaz PCR yonteminde kalip olarak kullanilan RNA, revers

transkriptaz enzimi ile cONA’ya cevrildi.

c¢DNA reaksiyon karisimi (1 6rnek igin):

1. Distile Su 12 ul
2. 5xRevers transkriptaz tamponu 4ul
3. 2mM dNTP Mix 10ul
4. Poly T primer* Tl
5. Revers Transkriptaz (20U/ul) Tl
6. RNAse inhibitor (40U/ul) 0,5 ul
7. RNA 5ul
Her bir drnek icin son hacim 32-33 ul olacak sekilde hazirlandi.
Poly T dizisi 5’-TTTTTTTTTTTTTTTA-3’
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RT-PCR sartlan

37 °C’de 60 dk.
1 déngu
95°C’de 5 dk.

buz igerisinde 15 dk. bekletilerek cDNA elde edildi.

3.4. Real Time PCR ile Var-Yok Analizi
RNA’larindan ¢cDNA eldesi yapilan orneklerden, p2108CRABL p190BCR/ABL
TEL-AML1 ve MLL-AF4 gen bolgeleri Real Time PCR (ABI 7500, Applied
Biosystems) cihazi ile Var-Yok analizi yapilarak belirlendi. Primer Express 3.0
(Applied Biosystems) programi kullanilarak insan p2IOBCR/ABL, p190BCRABL - TE| -
AML1 ve MLL-AF4 gen bolgeleri dizisinden (BCR igin X02596, ABL igin X16416,
TEL igin U11732, AMLL1 igin D43969, MLL icin L04284 ve AF4 igin L13773,) ve
internal kontrol olarak Beta-2-microglobulin (B2M icin BC032589) geni dizisinden
yararlanilarak primer ve prob dizileri olusturuldu. Primer ve problar “Metabion

International AG, D-82152 Martinsried/Deutschland” tarafindan sentezlendi.
3.4.1. Kullanilan Primer ve Problar

i.  Internal kontrol olarak kullanilan B2M genine 6zgii primer ve
problar;

ENF1302 5’-GAGTATGCCTGCCGTGTG-3’

ENR1362 5’-AATCCAAATGCGGCATCT-3’

ENPri1342 5’-Yakima Yellow-CCTCCATGATGCTGCTTACATGTCTC-TAMRA-3’

Not: B2M genine 06zgii prob “Yakima Yellow” isaretlidir. Degerlendirme
stirecinde “VIC” olarak degerlendirilmesinin sebebi “Yakima Yellow” ile “VIC”in
benzer dalga boylarinda 1s1ma yapmasidir (Yakima Yellow’la isaretlenen probun
maksimum emisyon degeri 549 nm, VIC’le isaretlenen probun maksimum emisyon
degeri 525 nm)(73, 74).
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K562 hiicre hatt1 (Human erytroleukemia cell line)

Pozitif kontrol olarak kullanilan Hiicre Hatlar:

: p2105RABL jcin,
OBCR-ABL

SD1 hiicre hatti (Human lymphocytic leukemia cell line) : p19 icin,
REH hiicre hatti (Human pre-B cell line) : TEL-AML1 igin,
MV4-11 hiicre hattt (Human myelomonositic cell line)  : MLL-AF4 igin

iii.
ENF501
ENRS561
ENPr541

iv.

ENF402
ENR561
ENPr541

V.

ENF207
ENR262
ENPr242

Vi.

ENF208
ENR262
ENPr242

Vii.

ENF301
ENR361
ENPr341

BCR-ABL p210 fuzyon geni mRNA’sina 6zgii primer ve problar;
5’-TCCGCTGACCATCAATAAGGA-3’
5’-CACTCAGACCCTGAGGCTCAA-3’
5’-FAM-CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA-TAMRA-3’

BCR-ABL P190 fiizyon geni mRNA’sina 6zgii primer;
5’-CTGGCCCAACGATGGCGA-3’
5’-CACTCAGACCCTGAGGCTCAA-3’
5’-FAM-CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA-TAMRA-3’

MLL-AF4 (Ekson 9) geni mRNA’sina 6zgii primer ve problar;
5’-CCCAAGTATCCCTGTAAAACAAAAA-3’
5’-GAAAGGAAACTTGGATGGCTCA-3’
5’-FAM-CATGGCCGCCTCCTTTGACAGC-TAMRA-3’

MLL-AF4 (Ekson 10) geni mRNA’sina 6zgii primer ve problar
5-GATGGAGTCCACAGGATCAGAGT-3’
5’-GAAAGGAAACTTGGATGGCTCA-3’
5’-FAM-CATGGCCGCCTCCTTTGACAGC-TAMRA-3’

TEL-AML flizyon geni mRNA’sina 6zgii primerler;
5’-CTCTGTCTCCCCGCCTGAA-3’
5’-CGGCTCGTGCTGGCAT-3’
5’-FAM-TCCCAATGGGCATGGCGTGC-TAMRA-3’
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3.4.2. Var-Yok Analiz Tayini

Primer ve problar kullanilarak Real Time PCR yontemiyle “Var-Yok” analizi ile

yetiskin KML 6n tanili hastalarda p2IOBCR/AB"

hastalarda p190B“FB- TEL/AML1 ve MLL/AF4 genlerinin var olup olmadigi

geni, cocukluk ¢agi ALL 6n tanili

arastirildi. Internal kontrol geni olarak insan Beta 2 mikroglobulin (B2M) ve pozitif
kontrol grubu ilgili geni iretebilen hiicre hatti (K562, SD1, REH veya MV4-11)
kullanildi.

3.4.2.1 Real-Time PCR Reaksiyon Ortamimin Hazirlanmisi

Real-Time PCR reaksiyon ortamui, total 25 pl olacak sekilde hazirlandi:

a) 12.5 ul, 2X TagMan Master Mix (Applied Biosystems)

b) Son konsantrasyon; ilgili gen bolgesinin primerlerinden 900 nmol olacak sekilde
kullamldi (p210%R*B jcin ENF501, ENRS561; p190°<F”BL jcin ENF402,
ENR561; MLL-AF4 (ekson 9) i¢cin ENF207, ENR262; MLL-AF4 (ekson 10) igin
ENF208, ENR262; TEL-AMLL1 icin ENF301, ENR361 kodlu primerler). FAM ile
isaretli ilgili genin problarindan (p2105“F”B- jcin ENPr541; p190°R*BL jcin
ENPr541; MLL-AF4 (ekson 9 ve ekson 10) icin ENPr242; TEL-AML1 igin
ENPr341 kodlu problar) ve Yakima Yellow ile isaretli B2M (ENPr1342)
probundan 200 nmol olacak sekilde problar kullanildu.

c) 7,5 ul cDNA ornegi

d) Son hacmi 25 ul’ye tamamlayacak miktarda distile su
3.4.2.2 Real-Time PCR Reaksiyon Sartlar

50°C’de 2 dakika 6n inkubasyon (1 dongu)

95°C’de 10 dakika aktivasyon (1 dongl)
95°C’de 15 saniye denattirasyon (50 dongi)
60°C’de 1 dakika baglanma/uzama (50 dongu)
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Real Time PCR islemi “Var-Yok analizi islemi” “ABI Prism 7500 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems)” cihaz1 ve “7500 Software; SDS 2.0.3 software for
7500 Real Time PCR Product (Applied Biosystems)” programi kullanilarak
gercgeklestirildi.

3.5. istatistiksel Analiz

Real-Time PCR ile yetiskin KML hastalarinda p2105°®**8- fiizyon geni,
¢ocukluk ¢agi ALL hastalarinda p190°“F*B- TEL-AML1, MLL-AF4 “Var-Yok”
analizi yapilarak flizyon genler arastirildi ve elde edilen sonuglar; literatlirlerdeki
karsilasilmis fiizyon gen oranlari ile kiyaslanmasi amaciyla one-sample independent T

testinden yararlanildi.

Tum istatistik analizlerde Minitab 15 paket programi kullanilarak, analiz
sonucunda yetiskin KML 6n tanili olgularda Ph kromozomu ve p2105“F*B- p<0,001
olarak bulundu ve anlamli fark oldugu tespit edildi. Aymi hastalarin tami takibi
yapildiktan sonra kesin tanisi KML konulmus hastalar istatistiksel olarak analiz
edildiginde ise, Ph kromozomu agisindan degerlendirildiginde p=0,468 bulundu ve
anlamlhi fark olmadig1 tespit edildi. pZIOBCR'AB" acisindan degerlendirildiginde

p<0,001degeri bulundu ve anlamli derecede fark oldugu tespit edildi.

Cocukluk ¢agi ALL hastalarinda; p190°“F*B- gen varhigi analiz edildiginde,
p=0,374 olarak bulundu ve anlamli olarak fark olmadigi tespit edildi. TEL-AML1 geni
sonuglar1 i¢in, p=0,496 ve MLL-AF4 geni sonuglar i¢in, p=0,053 degerleri bulundu.
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4. BULGULAR

Calismanuzda yetiskin KML 6n tamsi konulmus hastalarda P210%¢RABL

cocukluk cagt ALL 6n tanis1 konulmus hastalarda pl9OBCR'ABL, TEL-AML1 ve MLL-
AF4 flizyon transkriptlerinin varligi arastirildi.

4.1. KML On Tamh Hastalarda BCR-ABL p210 Fiizyon Geni Bulgular

Tez calismasina dahil edilen yetiskin KML 06n tanisi konulmus 20 hastanin
kemik iliklerinden elde edilen total RNA, cDNA’ya cevrildi. Elde edilen cDNA
ornekleri, BCR-ABL genine 0zgl primer ve problar kullanilarak Real Time- PCR
yontemi ile B2M geninin ve s6z konusu p210°“F*B- kimerik geninin var olup
olmadiginin saptanmasinda kullanildi. Toplam 20 hastanin 4 tanesinde ( 5, 10, 17 ve 23
nolu hastalarda) kimerik p2108°R“BL geni tespit edildi. Pozitif kontrol grubu olarak
K562 hiicre hatt1 kullanildi. Real-Time PCR cihazi ile her bir gen igin elde edilen PCR
amplifikasyon egrileri ile her bir 6rnegin ekspresyon var olup olmadig1 degerlendirildi.
(Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4). Ornekler sitogenetik yoéntemle Ph
kromozomu agisindan da degerlendirildi ve 20 KML 6n tanili hastadan 10 tanesinde Ph
kromozomu tespit edildi (Cizelge 4.1).

Aynt zamanda, 20 KML 06n tanili hastanin tam1 takibine alinip
degerlendirildiginde, ek Klinik bulgularla 10 tanesinin kesin tanmisi KML olarak
belirlendi (Cizelge 4.2). Belirlenen 10 KML hastasi Ph kromozomu ve p2103¢R4B-

geni acisindan da istatistiksel olarak yorumlandi.

Elde edilen veriler MiniTab 15 programina aktarilarak istatistiksel analiz yapildu.
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Cizelge 4.1. Yetiskin KML 6n tanili hastalarda p210%°®**B" fiizyon geni ve Ph(+) tayini

HASTA NO Bzro:]:trz:nal P210BCRABL o Kr(zj;ozomu
K562
Hiicre Hatt1 + + +
(pozitif kontrol)
KML-1 + Yok Yok
KML-2 + Yok +
KML-3 + Yok +
KML-4 + Yok -
KML-5 + + +
KML-6 + Yok Yok
KML-7 + Yok Yok
KML-8 + Yok Yok
KML-9 + Yok Yok
KML-10 + n "
KML-11 + Yok Yok
KML-13 + Yok Yok
KML-14 + Yok Yok
KML-17 + + "
KML-18 + Yok +
KML-19 + Yok -
KML-20 + Yok -
KML-21 + Yok Yok
KML-22 + Yok Yok
KML-23 + + T
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Cizelge 4.2. EK klinik bulgularla kesin tanist KML konulmus hastalar

stano | KMLONTALL | K s o
KML-1 + -
KML-2 + +
KML-3 + *
KML-4 + i
KML-5 + i
KML-6 + -
KML-7 + -
KML-8 + -
KML-9 + -
KML-10 + *
KML-11 + -
KML-13 + -
KML-14 + -
KML-17 + i
KML-18 + +
KML-19 + +
KML-20 + *
KML-21 + -
KML-22 + -
KML-23 + i
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Sekil 4.1. KML-23 numarali hastanin p2105“®*B genine ait, FAM’la isaretlenmis probun
Real Time PCR amplifikasyon egrisi.
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Sekil 4.2. KML-10 numarali hastanin p2loBCR'ABL genine ait, FAM’la isaretlenmis probu ve B2M
genine ait, YAKIMA YELLOW ile isaretlenmis probun Real Time PCR amplifikasyon egrisi.
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Fiizyon Geni Bulgulari

4.2. ALL On Tamih Hastalarda BCR-ABL p190, MLL-AF4 ve TEL-AML1

Cocukluk ¢ag1 ALL on tanist konulmus 15 hastanin ¢cDNA’st genlerin

kendilerine 6zgii primer ve problarla ¢alisilmalar1 sonucunda p19OBCR'ABL, MLL-AF4

ve TEL-AML1 fiizyon gen transktriptlerine rastlanilmadi.

Cizelge 4.3. Cocukluk ¢agi ALL 6n tamihi hastalarda p1905“®*B- MLL-AF4 ve TEL-AML1 fiizyon

genleri tayini
B2M P19QBCRABL TEL-AML1 MLL-AF4
HASTA NO . . ] ] .
Internal Kontrol Fluzyon Geni Fuzyon Geni Fuzyon Geni

SD1

+ + * *
Hiicre Hatt1
REH

+ * + *
Hiicre Hatt1
MV 4-11

+ * * +
Hiicre Hatt1
ALL-1 + Yok Yok Yok
ALL-2 + Yok Yok Yok
ALL-3 + Yok Yok Yok
ALL-4 + Yok Yok Yok
ALL-6 + Yok Yok Yok
ALL-7 + Yok Yok Yok
ALL-9 + Yok Yok Yok
ALL-10 + Yok Yok Yok
ALL-12 + Yok Yok Yok
ALL-13 + Yok Yok Yok
ALL-14 + Yok Yok Yok
ALL-15 + Yok Yok Yok
ALL-16 + Yok Yok Yok
ALL-17 + Yok Yok Yok
ALL-18 + Yok Yok Yok
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Multicomponent Plot
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Sekil 4.3. SD1 hiicre hattina ait p1903“®*8- genine ait, FAM’la isaretlenmis probun ve B2M
genine ait, YAKIMA YELLOW ile isaretlenmis probun Real Time PCR amplifikasyon egrisi.
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Sekil 4.4. REH hiicre hattina ait TEL-AML genine ait, FAM’la isaretlenmis probun ve B2M
genine ait, YAKIMA YELLOW ile isaretlenmis probun Real Time PCR amplifikasyon egrisi.
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S.TARTISMA

Bu calismada yetiskin KML 06n tanist konmus hastalardan alinan kemik
iliklerinde p2103°R*E" fiizyon geni, cocukluk ¢agi ALL 6n tanist konulmus hastalardan
alman kemik iliklerinde p190°°"*8- TEL-AML1 ve MLL-AF4 fiizyon genlerinin
varligi arastirildi.

Nowell ve Hungerford, KML hastalarinin kemik iligi orneklerinde benzer
sekilde tekrarlayan, alisilmisin disinda kiiciik G grubundan bir kromozom tanimladilar
(1960). Kesfettikleri sehrin adina ithaf ederek “philadelphia” adini verdiler. 1970’li
yillarda bantlama tekniklerinin gelismesi ile birlikte KML hastalarinda diizenli olarak
gozlenen bu kromozom 9 ve 22 nolu kromozomlar arasinda gergeklesen bir
translokasyon sonucu ortaya ¢iktig1 ve neoplazmik durumla ilintili oldugu tanimlandi.

1991 yilinda ISCN’ye gore ( An International System for Human Cytogenetic
Nomanclature) “Ph” kisaltmasiyla modern sitogenetik literatiiriindeki yerini aldi (5).

Ancak sitogenetik teknikle; kiiltiir siiresinin uzun olmasi; metafaz kalitesinin
standart olmamasi, analiz edilen metafaz sayisinin ¢ogu zaman yetersiz olmasi gibi bazi
dezavantajlar1 sahiptir. Bu nedenle, tan1 ve takip asamasinda daha hizli ve daha spesifik
yontemlere ihtiya¢ duyulmustur. Molekiiler biyolojik teknikleri gelisimi taniy1 daha kisa
sirede ulasma ve Ozelliklede takip asmasindaki hastalarin, tedaviye yanitini
degerlendirmede biiyiik avantaj saglamaktadir.

Gunumizde Ph kromozomu, kronik myeloblastik l6semilerde t(9;22) %90-95
oraninda goriilmekte ve sik olarak p210 BCR-ABL olarak ifade edilen fiizyon proteini
olusmaktadir (6, 21).

Brian D. LICHTY ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada (16), 67 KML hastasinda
RT-PCR ile FISH teknikleri kullanilarak p2103R*Bt ve p190%“R*BL fiizyon genleri
arastirilmis 67 hastanin 35’inde (% 52) BCR-ABL transkripti tespit edilmisdir. 67
hastanin 32 (% 48) p2IOBCR'AB" pozitif olarak tespit etmisler ve literatiirlere
uyumsuzluk gosteren bu durumu BCR-ABL geninin alternatif splincingleri ile
iligkilendirmislerdir.

Beyhan DURAK ve arkadaslarinin (76) c¢alismasinda; yeni tan1 konmus ve
glivec tedavisi gormekte olan toplam 50 hasta Uzerinde, Klasik sitogenetikle sonug

alan 25 hastanin 17 tanesinde (%68) Ph (+) kromozomu tespit edilirken Real Time
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PCR ile 50 hastanin tamaminda sonug¢ alinmis ve BCR-ABL fiizyon geni %58 oraninda
tespit edilmistir. Ph pozitif, BCR-ABL negatif sonuglarin; teknik hata veya BCR-ABL
translokasyonunun nadir formlarina bagl olabilecegini agiklamiglardir.

R. M. ARANA-TREJO ve E. Ruiz SANCHEZ ve arkadaslarimin (77) 2002
yilinda yaymlamis olduklart makaledeki calismalarinda 250 meksika kokenli KML
hastasinda p2103°R8E p190BCRABL  n230BRABL fi17yon genleri RT-PCR yontemi ile
arastirilmis ve 250 hastanin 226’sinda (% 90,4 oraninda) p2IOBCR'ABL fuzyon geni tespit

QBCRABL 1190BCRABL '1230BCRABL genlerinin eksprese

edilmis kalan 24 hastada ise p21
oldugu tespit etmisler.
Calismamiza dahil edilen yetiskin KML 6n tanili hastalar hem sitogenetik
teknikle hem de Real-Time kullanilarak molekiiler teknikle caligilmis, sitogenetik
olarak 20 hastanin 10 tanesinde Ph kromozomu tespit edilmistir. Real-Time ile yapilan
calisma sonucu ise, 20 hastanin 4 tanesinde p2105°%*8- fiizyon geni tespit edildi ve
literatiirlerle  karsilastirildiginda  sonuglar uyumsuzluk goéstermistir. Sonuglarin
uyumsuzluk gostermesinden dolay1 hastalarin kesin tan1 sonuglart arastirilmis 20 KML
Oon tanili hastanin 10 tanesinin KML hastas1 oldugu tespit edilmistir. 10 KML
hastasinda tespit edilen Ph kromozomu ve p2105“F*BL gen varliklari istatistiksel olarak
degerlendirildiginde 10 KML hastasinin tamaminda tespit edilen Ph kromozomu
sonucu literatiire uygunluk gostermektedir. 10 KML hastandan 4 tanesinde tespit edilen

0BCRABL sonucundaki

p210B%°RABL geni literatiirlere uyumsuzluk géstermektedir. p21
uyumsuzlugun sebebinin hasta sayisinin az olmasi ve BCR-ABL’ in nadir formlarina
bagli olabilecegi diisliniilmektedir.

KML tanili hastalarin tamaminin sitogenetik olarak Ph kromozomu pozitif

bulunmast ve Real-Time PCR’la tespit edilen p210°“F48-

geninin varliginin ytizdelik
oranindan fazla olmasi alternatif varyant tiirevlerinden kaynakli olabilecegi ihtimalini
kuvvetlendirmektedir. Bu durumun daha iyi bir sekilde anlasilabilinmesi ve
eksikliklerin nereden kaynaklandigina dair net bir sonuca ulasilabilinmesi i¢in; hasta
sayisinin arttirilmasi, BCR-ABL varyant flizyon genlerine ait primer ve problar
kullanilarak diger fiizyon genlerin tespit edilmesi ve hasta tani takibinin yapilmasi

gerekmektedir.
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Bulgularimiza gore; Ph translokasyonunun belirlenmesinde klasik sitogenetik
glinlimiizde halen altin standart yontemdir. Alternatif bir molekiiler sitogenetik yontem
olarak Real Time-PCR ise minimal rezidiiel hastaligin degerlendirilmesini kolaylastiran,
sensitivitesi yiiksek diger bir alternatif molekiiler yontemdir. Translokasyonlar sonucu
olusan “fiizyon” genlerden kodlanan fiizyon proteinlerinin, hastaligin seyrine etkisinin
bilinmesi yeni tedavi prensiplerinin stratejisi agisindan yol gosterici olmaktadir.
Hastaligin tanisinda ve tedavisinde, bu spesifik fiizyon gen ekspresyonlarinin
saptanmasi; hastaligin takibi, terapotik ilaca verilen yanitin degerlendirilmesi ve
minimal rezidiiel hastalik takibi bakimindan biiyiik deger tagimaktadir. Bu nedenle
sitogenetik yontemin destekleyerek molekiiler analizinde yapilmasi durumunda saglikli
bir sonug verecektir.

Yapisal kromozomal anomaliler ALL’de sik olarak bulunmakta ve olgularin
yaklagik %40’inda translokasyon tespit edilmektedir. Bu translokasyonlarin 16semi
patogenezinde rol oynadigi ve bazilarinin koétii prognozu oldugu bilinmektedir. Bu
translokasyonlardan biri olan t(9;22)(q34;ql11); ¢ocukluk ¢agi ALL’de %S5 oraninda
goriiliirken, yetiskin ALL’de bu oran %25’dir (34,35). Cocukluk ¢agi ALL’sinde en sik
(%17-25) gorilen translokasyon t(12;21)(p13;922) sonucu TEL-AMLL1 flizyon genidir
ve iyi prognozla iliskilidir (36). Bu translokasyonun klasik sitogenetik yontemlerle cok
zor saptanmasindan dolayr FISH ve PCR gibi yontemler ile bu translokasyonun
saptanmasina olanak saglamistir. Cocukluk donemi ALL’sinde en sik ortaya ¢ikan
yapisal kromozomal anomalidir (63, 64, 65)

Losemilerde 11g23°de lokalize MLL geni bir¢ok farkli kromozomlara transloke
olmaktadir. Olgularin yas1 arttikca MLL geni translokasyonlarinin goriilme sikligi
azalmakta olup kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir (68).

Spathas D.H. ve Stewart J. arkadaslarimin 31 ¢ocukluk ¢agi B-linage ALL’li
hastada FISH yontemi kullanarak t(12;21) translokasyonu aragtirilmalar1 sonucu 4
olguda TEL/AMLI geni tespit etmislerdir (63).

Ugur OZBEK ve arkadaslarinin 219 cocukluk dénemi ALL’li olguda RT-PCR
yontemi kullanilarak yapilan bir ¢alismada ise TEL/AMLI1 flizyon transkripti %20.1
(44/219) oraninda saptamiglardir (58).

Hee Yeon Woo ve arkadaglari (78), 1997-2002 yillar1 arasinda Kore’de ¢ocukluk
ALL teshisi konulmus 65 hasta lizerinde ¢alisma yapmislar. FISH ve sitogenetik (G-
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bantlama) analizlerini kullanarak kemik iliklerinde BCR/ABL, MLL ve TEL/AML1
yeniden gen diizenlenmelerini arastirmiglar. TEL/AML1= %14,1, MLL=%11,3 ve
BCR/ABL= %1,8 oraninda goriilmiistiir.

Bu calismada TEL/AMLI1 translokasyonu total ¢ocukluk ALL’nin % 14,1 inde
goriilmiistiir fakat bu oran Birlesmis Milletlerde %12,3 Almanya’da ve Italya’da %14
ve Fransa’da %15°dir. Kriterlerin, tekniklerin ve igerikliklerin farkli olmasina ragmen,
bu ¢alisma ¢ocukluk ALL’deki TEL-AML1 genin genetik yatkinlik cografyasal

farkliliga yorumlamaktadir.

Abdul K. Siraj ve arkadaslarinm (79), yaptig1 ¢alismalarina dahil ettikleri 40
Suudi Arabistan kokenli ve 52 Hindistan kokenli cocuk ALL’lerde p1903°R4BL TEL-
AML1 ve MLL-AF4 flizyon genlerini aragtirmislar ve Suidi Arabistan kokenli 40
cocuk ALL vakasinda 8 tanesinde (%20) TEL-AMLI fiizyon geni tespit etmisler ama
hicbirinde p190%°R**B- ve MLL-AF4 fiizyon genine rastlamamuslardir. Hindistan
kokenli 52 hastanin ise 2 tanesinde (% 3,8) TEL-AMLL1 flizyon geni, 4 tanesinde
(% 7,6) p190°“F"BL fiizyon geni tespit etmelerine ragmen MLL-AF4 fiizyon geni

tespit etmemislerdir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Yetisgkin  KML hasta grubuna ait bireylerde sitogenetik olarak Ph
kromozomunun varlig1 ve Real-Time PCR ile p210°®" fiizyon geni var olup olmadig
aragtirtlmalart sonucunda 20 yetigkin KML hastasindan sitogenetik olarak yapilan
calismada 10 hastada (%50) philadelphia kromozomuna rastlanildi. Real-Time PCR
calismalar1 sonucunda ise 20 hastanin 4’iinde (%20) pZIOBCR'AB" flizyon geni varligi
tespit edildi. Bu durum literatiirdeki oranlarla uygunluk gostermemektedir ve
istatistiksel olarak da anlamli derecede fark (diisiik) oldugu tespit edilmistir (p<0,001).

Calisilan hastalardan, KML kesin tanis1 konulan 10 hastanin tamaminda (%100)
Ph kromozomu tespit edilmistir (p=0,468). Kesin KML tanili 10 hastadan 4’inde
(% 40) p210B°RABL geni tespit edilmistir (p<0,001). Tespit edilen Ph kromozomu

literatire uygunluk gostermektedir, tespit edilen p210°°RBt

geni ise literatlrlerle
uygunluk gostermemektedir.

Cocukluk Cag1 ALL hastalarinda Real-Time PCR ile yapilan aragtirmalar
sonucunda p190%RABL TEL-AML1 ve MLL-AF4 fiizyon genleri tespit edilmedi.
p190BRABL gen varhig istatistiksel olarak degerlendirildiginde p=0,374 olarak bulundu
ve literatiirlerden anlamli olarak fark olmadig: tespit edildi. TEL-AMLI geni sonuglari
icin p=0,496 ve MLL-AF4 geni sonuglari i¢in p=0,053 degerleri bulundu. Bu sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildiginde literatiirlere uygunluk gostermelerine ragmen
hasta sayisinin artirilmast durumunda daha saghkli sonuglar elde edilecegi
distiniilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada; tan1 veya On tam ig¢in incelemenin uzun siire aldigi
sitogenetik bantlamanin beraberinde Real-Time PCR vyaparak, flizyon genlerin
incelenmesi ve hastalara kisa siirede sonug verilmesini saglayacak olan Real-Time PCR
yonteminin rutin incelemelerle uygulanabilmesi igin 06n c¢aligmalarin yapilmasi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda; taninin kisa siirede konmasi, taninin
desteklenmesi, tedavi protokollerinin belirlenmesi ve hastaligin prognozunun

degerlendirilmesi miimkiin olacaktir.
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