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OZET

Cocukluk Cag1 Akut Lenfoblastik Losemisi ile Multi Drug Resistance 1
(MDR1) Geni Ekspresyonu Arasindaki iliski

Akut lenfoblastik losemi olgunlasmamis lenfoid prekiirsorlarinin klonal
proliferasyonuyla sonuclanan malign bir hastaliktir ve ¢ocukluk ¢ag1 kanserlerinin
yaklasik 1/3’nii olusturmaktadir.

Akut lenfoblastik loseminin tedavisinde kemoterapi oOnemli yer
tutmaktadir. Tedavi basladiktan sonra yiiksek remisyon orami gozlenmesine
ragmen, hastaligin niiksetmesi soz konusudur. Tedavideki bu basarisizhigin nedeni
tedaviye karsi direncin gelismesidir. Yapisal ve fonksiyonel olarak birbirinden
farkh olan ilaclara kars1 gelisen bu dirence “Multi Drug Resistance (MDR)” ad1
verilmektedir. Bu olayda anti-kanser ilaclarin metabolizmasi icin onemli olan
proteinleri kodlayan genlerin rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu genler arasinda
multi-drug resistance 1 geni (MDR1) 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu genin asiri
ekspresyonu, loseminin tedavisinde kullanmilan ilaclara kars1 bir direncin
gelismesine neden olmaktadir. MDR1 genindeki baz: tekli niikleotid degisimlerinin
(SNPs) P-gp ekspresyonunu etkiledigi bildirilmistir. Bu SNP’ler icinde en cok
calhisilanlardan  biri C3435T polimorfizmidir. Bu polimorfizmin P-gp
ekspresyonunda degisiklige neden oldugu gozlenmis ve dolayisiyla substrat-ilac
farmakokinetigiyle iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Cahismamizin amaci, ALL tamihi ve kemoterapi tedavisi goren hastalarin
MDR1 geni mRNA diizeyleri ve C3435T polimorfizmi ile tedaviye yamit arasinda
bir iliski olup olmadiginin arastirilmasidir.

53 ALL tamili ve kemoterapi tedavisi alan hasta bireyin lenfositlerinden
RNA izole edildi ve revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
yapildi. C3435T polimorfizmi, genomik DNA’nin polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile amplifikasyonundan sonra Mbo I restriksiyon enzimi ile Kkesilerek
genotiplendirildi.

Calismamizin sonucunda MDR1 genotip dagilimlari ile MDR1 geni mRNA
diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi oranlar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamh bir farkhihk bulundu (p=0,026). CT genotipine sahip bireylerde MDR1
geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi oranlar1 TT genotipine sahip
bireylere gore anlamh diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi (p=0,021).

MDR1 C3435T polimorfizminin tedaviye yamitta prognostik bir rolii
olabilir.

Anahtar Sozciikler: MDR1, C3435T polimorfizmi, mRNA, RT-PCR, Akut
lenfoblastik losemi
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ABSTRACT

Association Between Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia and Multi
Drug Resistance 1 (MDR1) Gene Expression

Acute lymphoblastic leukemia is a malignant disease that results in clonal
proliferation of immature lymphoid precursors and it accounts for one-third of
childhood cancers.

Chemotherapy has a significant role in ALL therapy. Although high
remission rate is seen following the treatment, relapses are also prevalent. The
reason of the failure in treatment is the development of a resistance during the
chemotherapy. This resistance developing against various structural and
functional different drugs is known as Multi Drug Resistance. It’s thought that
several genes encoding proteins important for anti-cancer drug metabolism
responsible for resistance mechanism. Among these genes, Multi Drug Resistance 1
gene (MDR1) has an important place. Overexpression of this gene gives rise to
developing a resistance against the drugs used in leukemia treatment. It has
reported that certain single nucleotide polymorphisms (SNPs) alter P-glycoprotein
(P-gp) expression. C3435T polymorphism is the most studied one among these
polymorphism. It was observed that this polymorphism caused altered P-
glycoprotein (P-gp) expression, so that C3435T polymorphism was thought to be
related to substrat-drug pharmacokinetics.

The aim of our study is to investigate whether there is an association
between MDR1 C3435T polymorphism and MDR1 mRNA levels and this relation
has an impact on chemotherapy response. From 53 pediatric ALL patients (taking
chemotherapy) lymphocyte RNA was isolated, and a reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed. C3435T polymorphism was
typed by Mbo I restriction enzyme following amplification of genomic DNA by the
polymerase chain reaction (PCR) method.

Our results indicates a significant differences between genotypic counts and
MDR1 mRNA level/ beta actin level rate (p=0,026). We found CT genotype
carriers have high MDR1 mRNA level/beta actin level rate than TT genotype
carriers (p=0,021).

MDR1 C3435T polymorphism may have a prognostic role for response to
chemotherapy.

Key Words: MDRI1, RT-PCR, C3435T polymorphism, mRNA, Acute
lymphoblastic leukemia.
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1. GIRIS

Losemi, etiyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber genetik faktorler, cevresel
etmenler, ailevi ve sosyoekonomik faktorlerin de gelisiminde etkili oldugu, kan
hiicrelerinin kemik iliginde kontrolsiiz bolinmesiyle karakterize edilen bir kanser
tirtidiir (1).

Losemiye iligskin ilk klinik bilgiler 1845 yilinda yaymlamistir. Baslangicta
“damarlarin i¢indeki sari-beyaz ve yesilimtrak kitle” olarak tanimlanmis, fakat
16kositlerin yapisal 6zelliklerinden soz edilmemistir. Ik olarak 16semi, miyelojen
16semi, dalak I6semisi, lenfatik 16semi olarak ii¢ kategoride siiflandirilmis ve kemik
iliginden kaynaklandigini belirtilmistir. Daha sonra 1903 yilinda lenfoblastik 16semiler
akut ve kronik lenfoblastik 16semi olarak ikiye ayrilmistir. 1905 yilinda ise miyeloblast
tanimlanmis ve 1914 yilindan sonra da loseminin diger alt tipleri tanimlanmaya
baslanmigtir (2). Biyolojik bakimdan farkli bu dort temel alt grubu; akut lenfoblastik
l6semi (ALL), akut miyeloid 16semi (AML), kronik lenfoblastik 16semi (KLL) ve
kronik miyeloid 16semi (KML) olusturmaktadir (3).

Akut lenfoblastik 16semi, lenfoblastlarin malign proliferasyonu sonrasinda
kemik iligi, periferik kan ve diger organlar istila etmesi ile olusan bir 16semi ¢esididir.
Farkli kokene sahip lenfoid hiicrelerden kdken alabilmekte ve bu durumda B veya T-
hiicreli 16semi, bazen de karisik kokene sahip losemilerin olusmasina sebep olmaktadir
(1,4).

Akut lenfoblastik 16semi ¢ocuklarda yiiksek oranda tedavi edilebilen bir hastalik
olup, tam remisyon orani yaklasik %95°dir (5). Tedavi belli yogunlukta ve zamanlarda
coklu ila¢ uygulamasini (kemoterapi) icermekte olup, indiiksiyon, konsolidasyon, idame
ve merkezi sinir sistemi (MMS) proflaksisi olmak {izere 4 fazdan olugmaktadir (1).
ALL’nin tedavisinde biiyliik gelismeler olmasina ragmen etkilenen g¢ocuklarin bir
kisminda ise hastalik niiksetmektedir. Tedavideki basarisizlik, 16semi hiicrelerinin
maruz kaldigi ilacin etki seviyesini veya siiresini azaltan farmakokinetik direng¢ olarak
da bilinen mekanizmalarin bir parcasi oldugu diistiniilmektedir. Antineoplastik ilaglara
karsit olan diren¢ genelde malign tiimdrlerin etkili tedavisinde karsilasilan 6nemli

sorunlardan biridir (6). Bu olayda anti-kanser ilaglarin metabolizmasi i¢in 6nemli olan



proteinleri kodlayan genlerin rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bu genler (Multi Drug
Resistance 1 geni, Multi Drug Resistance-Related Protein geni, Lung Resistance Protein
geni) arasinda multi drug resistance 1 geni (MDR1) 6nemli bir yer tutmaktadir (7,8). Bu
genin asirt ekspresyonu, l6seminin tedavisinde kullanilan ilaglara karsi bir direncin
gelismesine neden olmaktadir (9).

MDRI1 geni, 7 numarali kromozom fizerine yerlesmis olup, 170-kDa’luk bir
protein olan P-glikoproteini (P-gp) kodlar. P-gp, “ATP Binding Cassette (ABC)
transporter” adi verilen tastyici proteinler siiper ailesinin bir iyesidir ve kanser
hiicrelerinden ilaglarin disariya atilmasini saglayan ATP-bagimli bir pompanin
calismasindan sorumludur (7,9).

MDRI1 geninde cesitli tekli niikleotid degisimi (SNP) belirlenmis ve bu durumun
P-gp ekspresyonunu etkiledigi gdzlenmistir (10). Hattori ve arkadaslarmin (11) yaptigi
calismada, MDR1 geninin regiilatdr bolgesindeki polimorfizmlerin ise ¢ocukluk c¢agi
akut lenfoblastik 16semisi ile iligkili oldugu belirtilmistir.

MDRI1 geninde incelenen tekli niikleotid degisimleri (SNP) arasinda en fazla
ilgiyi, P-gp'min azalan ekpresyon ve aktivitesinden sorumlu, genin 26. eksonunda
bulunan sessiz C3435T polimorfizmi ¢ekmektedir (12).

Calismamizda, ALL tanili ve kemoterapi tedavisi goren hastalarin (0-15 yas
arast) MDR1 mRNA diizeyleri ve C3435T polimorfizmi ile tedaviye yanit arasinda bir

iligski olup olmadigin1 belirlemek amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Cocukluk Cag1 Akut Lenfoblastik Losemisi

Akut lenfoblastik 16semi olgunlagmamis lenfoid prekiirsorlarinin  klonal
proliferasyonuyla sonuglanan malign bir hastaliktir ve ¢ocukluk ¢agi kanserlerinin
yaklagik 1/3’nii olusturmaktadir. Akut losemilerin kesin nedeni tam olarak
bilinmemektedir. Fakat hem kalitsal yatkinligin, hem de ¢evresel faktorlerin ALL
stirecinde etkili bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir (13).

Bircok l6semi tipi 1-9 yas grubunda ortaya cikarken, pik yasi 2-5 yaslar
arasidir. Cocukluk c¢agir losemilerinin % 10°u 1 yasimin altindaki bebeklerde
gbzlenmektedir ve hastaligin seyri kotiidiir. Daha biiyiik ¢ocuklarda ise hayatta kalma
sans1 vardir ve hastaligin seyri 16semi tipine baglidir (14). 1960’11 yillarda kemoterapide
gbzlenen gelismeler, sag kalan I6semili ¢ocuklarin sayisinda dramatik bir artisa sebep
olmustur (14).

Cocukluk cag1 kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugunu olusturan ALL, Amerika’daki
kanserle iligkili cocuk oliimlerinin temel nedenidir. Her yil 20 yasin altinda yaklasik
3250 ¢ocuk losemi tanisi almaktadir ve bu sayinin 2400’iinii ALL olusturmaktadir (15).

Cocukluk ¢ag1 kanser tedavisinde bir¢ok hasta i¢in umut verici gelismeler
olmasina ragmen, hastalarin 6nemli bir kisminda ise tedaviye yanit alinamamaktadir.
Tedaviye yanit alinamamasinin temel nedenlerinden biri, hastada ila¢ direncinin

gelismesidir (16).



2.1.1. Cocukluk Cagi1 ALL Patogenezi ve Etiyolojisi

Akut lenfoblastik I6semi patogenezinde, 16semik blastlarin kemik iliginde
kontrolsiiz ¢ogalmalarini takiben, periferik kan, dokular ve retikiiloendotelyal sisteme
(RES) yayilmalar1 s6z konusudur (17). Yayilan her bir 16semik klon igerisinde meydana
gelen mutasyonlar genetik farklilagmaya yol agmakta ve bunu dominant mutant
subklonlarin olusumu izlemektedir (18). ALL blastlarinda, hastalik patogenezinin
anlasilmasini saglayan ve prognozu etkileyen bazi kromozomal anomalilere (yapisal ve
sayisal bozukluklar) rastlanmaktadir (19). Bu anomalilerden, kromozomlarda yapisal
bozukluga sebep olan translokasyon en sik gozlenenidir (20).

Cocukluk cag1 ALL’sinde gozlenen translokasyonlar: t(9;22) (q34;qll)
translokasyonu sonucunda BCR-ABL fiizyon gen olusumu, t(12;21) (p13;922)
translokasyonu sonucu olusan TEL-AMLI1 fiizyon geni, t(4;11) (q21;923)
translokasyonu sonucu MLL-AF4 fiizyon gen olusumu, t(1;19) (q23;pl3)
translokasyonu sonucu olusan E2A-PBX1 flizyon genidir (19).

Losemi olusumunu indiikleyen iki genel mekanizma oldugu diisliniilmektedir.
Ilk mekanizma, proto-onkogen aktivasyonu veya onkogenik 6zellige sahip fiizyon gen
olusumunu i¢ermektedir. Gorevli proteinlerin genelde transkripsiyon faktorleri oldugu
bu mekanizmada, kan hiicrelerinin olusumu ile farklilasmasini kontrol eden temel
regulator proteinlerdeki farkliliklarin 16semik transformasyonda énemli bir rol oynadigi
belirtilmektedir. ikinci mekanizma ise, tiimor supressor genlerin inaktivasyonunu
icermektedir. Proto-onkogen aktivasyonu ve tiimdr supressor genlerin inaktivasyonu
hiicreye ya boliinme 6zelligi vermekte ya da onun normal farklilagmasini1 ve programli
6limiint engellemektedir (21).

Cocukluk cagi1 16semisinde genetik yatkinlik ve ¢evresel faktorlerin etkilesiminin
de etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Losemili ikizlerle yapilan ¢alismalarda, uterusta
meydana gelen genetik durumlarin 6nemi tizerinde durulmus ve bu durumun 6zellikle
de tek yumurta ikizleri i¢in gecerli oldugu diisiiniilmiistiir (1,22). Pombo de Oliveira ve
arkadaslarinin (23) yaptig1 c¢alisma, tek yumurta ikizlerinden birinin ALL tanisi
almasiyla, diger ikiz esinin de onemli oranda 16semi gelisim riskine sahip oldugunu
gostermistir.

Down sendromu, Bloom sendromu, Fankoni anemisi, ve nérofibromatozis gibi

baz1 genetik sendromlarin ¢ocukluk c¢agi 16semilerinin kiigiik bir kismindan sorumlu



oldugu ve I16semi gelisim riskini artirdig1 diisiiniilmektedir (22,24,25,26,27). Kaye ve
arkadaglarinin  (28) yaptig1 c¢alismada, maternal iireme Oykiisiiniin 6nemli oldugu
gbzlenmis ve otuz bes yasindan biiyiik maternal yas ile fetal kayip Oykiisiinlin 16semi

gelisim riskiyle iligkili oldugu bulunmustur.

2.1.2. Akut Lenfoblastik Loseminin Siniflandirilmasi

2.1.2.1. Morfolojik Simiflama

French-American-British (FAB) ¢alisma grubunun olusturdugu simiflandirmaya
gore ALL; L1, L2 ve L3 olmak iizere ii¢ alt tipe ayrilir. Bu smiflama hiicre boyutu,
sitoplazma orani, niikleolus varligi ve sitoplazmanin bazofili 6zelligine gore
yapilmaktadir (29).

a) L1 tip: Hiicreler kiigiik, homojen ve dar sitoplazmalidir. Cocuklarda en
yaygin goriilen alt gruptur ve ¢cocukluk ¢agi ALL’lerinin % 84’ini olusturur (30,31).

b) L2 tip: Hiicreler daha biiyiik ve heterojen, niikleuslar1 diizensiz ve en az bir
tane bilyiikk nukleolus igermektedir. Eriskinlerde en sik rastlanan ALL tipi olup,
cocukluk ¢ag1 ALL’sinin yaklasik % 15’ini olusturmaktadir (30,31).

¢) L3 tip: Hiicreler biiyiik ve homojen, sitoplazma bazofilik ve vakuolliidiir. Cok
yaygin gozlenmemekle birlikte ¢ocukluk c¢agr ALL’sinin % 1’ini olusturmaktadir
(30,31).

2.1.2.2. immunolojik Simiflama

Bu smiflandirma klinik olarak daha uygun olup, temeli ldsemi hiicre
ylizeyindeki belli antijenlerin ekspresyonuna dayanmaktadir. Saglikli lenfositler
farklilasmanin degisik asamalarinda diizenli olarak spesifik antijenler eksprese
etmektedirler (1).

Yiizey antijenleri, baskalasim kiimeleri (Cluster of Differentiation, CD) olarak
adlandirilmakta ve hiicrenin hangi gelisim asamasinda oldugu konusunda bilgi
vermektedir. Bu simiflandirmaya gore ALL 4 tipe ayrilmaktadir:

a) Erken Pre-B Hiicreli 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 biiyilik
yastaki cocuklarin %10’u ve yetiskinlerin % 10-40’1 CD10 eksprese etmemektedirler.
CD10 ekspresyonunun eksikligi, yiiksek 16kosit sayist ve kotii prognozla iligkilidir (1).

b) Pre-B Hiicreli ALL: Bu grup, sitoplazmik immunoglobulin agir zincirlerinin
ekspresyonu ile tanimlanmaktadir. Tiim ALL vakalarinin yaklasik olarak %20’sini
olusturmaktadir ve erken Pre-B Hiicreli ALL ninkine benzer siklikta CD10 eksprese
etmektedir. Hastalar yliksek hemoglobin seviyesi, 10kosit sayis1 ve laktik dehidrogenaz
seviyesine sahiptirler (1).

¢) T-Hiicreli ALL: Cocukluk cagi ALL vakalarmmin yaklagik %13-15’ni
olusturmaktadir. ileri yas, yiiksek 16kosit sayisi, merkezi sinir sistemi (MSS) tutulumu
ve mediastinal kitlelerle iliskilidir (1).

d) Olgun B-Hiicreli ALL: ALL hastalarinin % 5’inden daha azinda
gozlenmekte ve Burkitt lenfomaya 6zgili bir 16semik faz gostermektedirler. Hastalarda
abdominal lenfoadenopati ve siklikla MSS tutulumu da goriilmektedir. Morfolojik

olarak FAB siniflandirmasinin L3 tipini géstermektedir (3).

2.1.3. Tedavi

Akut lenfoblastik 16semi tedavisinde, radyoterapi, kemoterapi, immiinoterapi,
kemik iligi nakli baslica tedavi sekilleridir. Tedavinin temelini kemoterapi
olusturmaktadir. Ozel durumlarda beyni korumak ve tedavi i¢in radyoterapi (1sin

tedavisi) uygulanmaktadir, fakat ana tedavideki yeri kisithdir (32).



2.1.3.1. Cocukluk Cag1 Akut Lenfoblastik Losemisinde Kemoterapi
Tedavisi

Cocukluk ¢agi ALL tedavisinde kemoterapi tedavisi 6nemli yer tutmaktadir.
Tedavi siireci indiiksiyon, konsolidasyon, idame tedavisi ve MMS proflaksisini
icermektedir. Indiiksiyon tedavisinde amag ilk 16semi hiicrelerinin % 99’undan fazlasini
yok etmek ve normal kan yapimini yeniden saglamaktir. Bu yaklagim bir glukokortikoid
(prednisone ve dexamethasone), vinkristine ve en azindan {giincii bir ilacin
(asparaginaz, antrasiklin veya her ikisi birden) uygulanmasini igermektedir. Uclii ilag
indiiksiyon tedavisi standart riske sahip kisiler i¢in yeterli goriilmektedir (33).

Normal kan yapimi ve viicut fonksiyonunun tekrar saglanmasinin ardindan ilaca
direncli rezidiiel 16semik hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in konsolidasyon tedavisi
kullanilmakta ve boylece relaps riski azalmaktadir (33). Konsolidasyonun yogun olarak
kullanilmast ALL’li ¢ocuklarin tedavisinde olduk¢a oOnemlidir. Yiiksek dozda
metotreksat (bazen 6-merkaptopiirin, teniposide veya sitarabin ile kombinasyonu)
uygulanmasi ile ALL’li cocuklarda yaklasik % 70-80 tedavi oran1 saglanmustir (33).

Cocukluk cag1 ALL’sine iliskin c¢alismalar idame tedavisinin O6nemini
vurgulamaktadir. Idame tedavisinde 2 yil boyunca 6-merkaptopiirin ve metotreksat
kullanilmaktadir ve tedavinin amaci1 relapsi engellemektir (33).

Santral sinir sistemi hastaligina cocuklarin ve yetiskinlerin % 5’inde teshis
sirasinda rastlanmaktadir. MSS proflaksisi, MSS relaps insidansint diisirmektedir.
Kraniuma iliskin radyasyon ve metotreksat ya da sitarabin ile yapilan intratekal
kemoterapi gibi MSS proflaksisinde igerilen farkli tedavi yontemleri ¢ocukluk c¢agi
ALL tedavisinde standart olarak kullanilmaktadir (1).



2.1.4.Tedaviye Direnc¢

2.1.4.1. flac Direnci

Ilag direnci ¢esitli biyokimyasal mekanizmalarin bir sonucu olarak ortaya
cikabilmektedir (34). Sekil 2.1.” de gosterilen biyokimyasal mekanizmalar:

a) flag aliniminda ve etkinliginde azalma

b) Ilacin hiicre disina atilimindaki artis,

¢) Ilacin azalan metabolik aktivasyonu,

d) Ila¢ deaktivasyonunda artis,

e) Hedef bolge ile etkilesimini 6nleyen ilag sekestrasyonu,

f) Hedef bolge konsantrasyonlariin intraselliiler artisi,

g) Hedef bolgedeki yapisal degisiklikler,

h) Hedef bolge fonksiyonunda duplikasyon,

i) Hasarli hedef bolgenin onarimudir.

Klasik olarak direng, ekstrinsik ve intrinsik olarak ikiye ayrilmaktadir. Ekstrinsik
diren¢ ilaglarin tiimor hiicresine ulagamamasindan, intrinsik direng ise timor
hiicrelerinin  6zelliginden kaynaklanmaktadir. Intrinsik diren¢ in vitro olarak
gozlenmekte olup 2 gruba ayrilir: Hiicreler eger tek bir ilaca karsi direng gosterirse basit
direng, farkli biyokimyasal hedeflere sahip kemostatik ilaclara karsi capraz direng
gosterirlerse  ¢oklu ilag direnci (Multi Drug Resistance, MDR) olarak
adlandirilmaktadir (35).
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2.1.4.2. Coklu Ila¢ Direnci (MDR)

Coklu ila¢ direnci, belirli bir ajana kars1 direngli olarak secilen birgok tiimor
hiicresinin ¢esitli ilaclar, anthrasiklinler, vinka alkoloidler, epipodofillotoksinler, taksol,
kolsisin gibi yapisal ve fonksiyonel bilesiklere karsi ¢apraz direng gostermesi olarak
bilinmektedir (36). MDR, hastalarda sik olarak gdzlenmekte ve bazi mekanizmalarla
olusmaktadir. Farmakolojik mekanizmalarin temelinde tiimorlii hiicrelerden ilaglarin
aktif olarak atilimi yatmaktadir (35).

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri ve kolon kanseri gibi kanserleri iceren
malignansiler rezistans bir fenotip ve sitotoksik ilaglara karsi yetersiz bir cevaba
sahiptirler. Ilerlemis meme ve yumurtalik kanserleri gibi diger tiimorlerde de baslangig

bir yanittan sonra relaps gelismekte ve bir¢ok ilaca direncli hale gelmektedir (36).

2.1.5. Coklu ila¢ Diren¢ Mekanizmasi

Ilag direncini agiklayan bir¢ok hiicresel mekanizma karakterize edilmistir. Bu
mekanizmalar, insan multi-drug rezistans iligkili protein (MRP) tarafindan ilaglarin
artan atilimi, DNA topoizomeraz II gibi ila¢ hedeflerindeki degisimleri ve bilesiklerin
artan detoksifikasyonunu icermektedir. MDR’nin klasik formu ise, bir transmembran
ilag atilim pompasi olarak fonksiyon goren P-glikoproteini (P-gp) kodlayan MDRI1

geninin asir1 ekspresyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir (36).
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2.1.5.1. P-glikoprotein Yapisi ve Fonksiyonu

P-glikoprotein, ATP-Binding Cassette (ABC) superfamilyas1 olarak da bilinen
tagiyict proteinlerin genis bir grubuna aittir ve bu familyaya benzer yapisal ve
fonksiyonel 6zellikler gostermektedir (37). ABC tasiyict protein iiyeleri yiliksek oranda
korunmus iki ATP baglayic1 bolge icermektedir. Bu superfamilya iiyeleri iyonlar,
sekerler, amino asitler, peptidler, proteinler, ilaglar ve toksinler gibi bir cok maddenin
tasinimindan  sorumludurlar (38). ABC superfamilyas: icinde yer alan P-gp,
fosforillenmis ve glikozillenmis bir protein olup 170 kDa’luk bir molekiiler agirliga
sahiptir (36).

1280 amino asit igeren P-gp, birbirine yliksek oranda benzeyen iki kisimdan
olugmaktadir. Her bir kisim, bir niikleotid baglama domaini (NBD) ve yiiksek oranda
hidrofobik olan alt1 transmembran domaini (TMD) igcermektedir (Sekil 2.2.). TMD’lerin
ilag molekiillerinin membrandan gegisinde rol oynadigi diisliniilmektedir. Proteinin
amino ve karboksil terminal uc¢lar1 ile NBD’ler intrasellular alanda lokalize olmustur.
Molekiiliin N-terminal kisminin ekstrasellular bolgesinde tek bir glikozillenme bolgesi
vardir (36). Her bir NBD Walker A ve B olmak iizere iki motifden meydana gelmistir.
Bu motiflerin ATPazlarda bulundugu, niikleotidlerin baglanmasi ve hidrolizinde gérev
aldiklar digiiniilmektedir. Her iki NBD P-gp’nin normal isleyisi i¢in gereklidir ve P-gp
aktivitesi tamamen ATP varligina baglhidir. ATP baglayici domainler ATPaz olarak islev
gormekte olup P-gp’nin substratlart membran dismma c¢ikarmada gerekli enerjiyi
saglamaktadir. P-gp’nin islev gorebilmesi i¢in ATP her iki NBD’ye de baglanmakta,
fakat P-gp aktivitesi i¢in her iki ATP’nin de hidrolize olup olmadigi heniiz
bilinmemektedir. ATP’nin baglanmas1 ile P-gp’de konformasyonel degisiklikler
olmakta ve hidrolizi ile de transport gerceklesmektedir (39).

11
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Sekil 2.2. P-gp’nin iki boyutlu yapis1 (40)

ATP bagimli akis pompast olarak gorev yapan P-gp belli ekzogenik ve
endogenik maddeleri hiicre disina ¢ikaran bir membran proteinidir. P-gp’nin
dokulardaki fizyolojik ekspresyonu cesitli hiicrelerdeki ila¢ detoksifikasyonu igin
gerekli olan belirleyicilerinden biridir ve bu durum potansiyel olarak zararl bilesiklere
kars1 hiicresel savunma mekanizmasi saglamaktadir (11).

P-gp’nin igerdigi transmembran segmentlerinin ilacin disar1 atildigi bir kanal
olusturdugu ve ATP baglanma bdlgesinin ise konsantrasyon gradiyentine karsi ilacin
hiicre disina ¢ikarilmasinda gereken ATP hidrolizinde gorev aldigi diisiiniilmektedir
(41).

ATP baglanma bolgelerinin birinde meydana gelen Onemli amino asit
degisikliklerinin pompa fonksiyonunu bozdugu goézlenmistir (42). P-glikoproteinin,
ilacin baglandig tasiyici proteini hiicre disina pompaladiginin diisiiniilmesine ragmen,
direkt olarak ilaca baglandig1 yoniinde de kanitlar bulunmaktadir (43).

P-gp, ilaglart modifiye olmamis formuyla tasimaktadir. ilaglarin hiicre digina
akisini artirarak, hiicre i¢i konsantrasyonunu diisiirmekte ve sonugta bir¢ok sitotoksik

antikanser ilaca kars1 bir direng olusturmaktadir (44) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Kanser ilaglarmin P-gp araciligiyla hiicreden ¢ikarilmasi (45)

2.1.5.2. Normal Dokularda P-gp Ekspresyonu

P-glikoproteinin normal dokulardaki ekspresyonu hiicreleri toksik maddelerden
korumaktadir. P-gp insanda bobrekiistii bezlerinde yiiksek oranda eksprese olurken,
akciger (solunum epiteli), mide, kolon, pankreas, plasenta ve prostatda orta seviyede,
beyin, kemik iligi, 6zofagus, kalp, diiz kas, timus ve deride ise diisiik seviyede eksprese

olmaktadir (44).
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2.1.5.3. Tiimorlii Dokularda P-gp Ekspresyonu

Losemi, malign lenfoma, yumurtalik ve bobrek kanseri, meme kanseri, akciger
kanseri, kemik ve yumusak doku tiimorleri, noroblastoma, gastrik ve kolorektal kanser
gibi ¢ok sayida insan tliimoriinde P-gp ekspresyonunda artis saptanmistir (46).
Karaciger, kolon, bobrek ve pankreas gibi P-gp eksprese eden dokulardan kaynaklanan
kanserlerde MDR1 geni yiiksek oranda eksprese olmaktadir. Bu tiimdrler genelde
kemoterapiye diren¢ gostermektedirler. Diger tiimorler orta veya diisik MDR1 mRNA
ekspresyon seviyesine sahiptirler. MDR1 mRNA’s1 bazi tiimoérlerde, 6zellikle de P-
gp’nin normalde diisiik eksprese edildigi organ tiimorlerinde saptanmamistir (47).
Weinstein ve arkadaslar1 (48) yaptiklar1 bir calismada, P-gp ekspresyonu ile damar
envazyonu ve lenf diiglimii metastazi arasinda iligki bulmustur.

.Bir¢ok calisma l6semi ve diger kanser tiplerinin tedavisinde kemoterapotik ilag
kullantminin P-gp’nin asir1 ekspresyonuyla sonuglandigini gostermistir. P-gp’nin asiri
eksprese olmasindan dolayr ya I6semi baglangicinda ya da relaps aninda kanser
hiicreleri diren¢ kazanmakta ve tedaviye yanit verememektedirler (44). P-gp
ekspresyonu ksenobiyotikler ve hormonlar gibi cesitli faktorlerle regiile edilmektedir.
Is1 sok proteinleri, onkogen transfeksiyonu, hiicre farklilagsmasi veya ¢ogalmasi P-gp
ekspresyonunu modiile edebilmektedir (36). Doksorubisin veya vinkistrin gibi
hidrofobik ilaclarin inhibe edici konsantrasyonlarinda tiimor hiicrelerinin biiylimesi,
glikoprotein {iiretimini saglayan stabil varyantlarin segilmesine neden olabilmektedir
(49).

Doksorubisin, vinkristin ve etoposid gibi P-gp substratlar1 ¢ocukluk cagi ALL
tedavisinde kullanilmaktadir. Merkezi sinir sisteminde P-gp ekspresyon seviyesinin
diisiik olmasi, ¢cocukluk ¢agt ALL tedavisi i¢in kullanilan bu substratlarin merkezi sinir

sisteminden gegisini artirmastyla sonug¢lanmaktadir (50).
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2.1.6. Multi Drug Resistance 1 (MDR1) Geni

Adenosine Triphosphate-Binding Cassette B1 (ABCB1) geni olarak da
adlandirilan MDRI1 geni degisik yap1 ve fonksiyondaki ilaca karsi hiicrelerin verdigi
direnci tanimlamaktadir (51).

MDRI1 geni 7. kromozomun uzun kolunda (7q21.1) lokalize olmustur (Sekil
2.4.). 100 kb’dan daha fazla baz igeren, 28 intron ve 28 eksondan olusmakta, promotor
bolgesinde TATA kutusu bulunmamaktadir. MDR1 mRNA’st 4.7 kb’dir ve genin
toplam boyutunun % 5’1 mRNA olarak kodlanmaktadir (37,52).

MDRI1 geni, ilaglarin hiicre igine girisini ve hiicre dis1 alanda depolanmasini

sinirlandiran bir protein olan P-glikoproteini (P-gp) kodlamaktadir (51).
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Sekil 2.4. MDR1 geninin kromozom 7q21.1°deki lokalizasyonu (53)

Losemi baslangicinda veya relaps doneminde direngli hiicrelerin bulunmasi tedavide
onemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yapilan in vitro c¢alismalarda,
kemoterapotik ilaglara karsi direng gelisiminde MDRI1 geninin etkili oldugu
gbzlenmistir (54). Losemi tedavisinde kullanilan ilaglara kars1 direng gelisimi MDRI1
geninin asir1 ekspresyonu ile ortaya ¢ikmaktadir. Losemi baslangicinda MDR1 geninde
gbzlenen ekspresyon artiginin klinik 6nemine iliskin yapilan bir ¢aligmada, yiiksek
ekspresyon seviyesinin AML’de kotii prognostik bir faktor olabilecegini dnermektedir

(55).
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2.1.6.1. MDR1 Gen Polimorfizmleri

MDRI1 genine iliskin ¢ok sayida tekli niikleotid polimorfizmleri (SNPs)
bulunmaktadir. Bu polimorfizmlerin bazilar1 amino asit degisikligine neden olmazken
(C1236T, C3396T ve (C3435T), bazilar ise kodlanan amino-asitte degisime sebep
olmaktadir (A61G, G1199A, A2956G, T3421A) (56).

Hoffmeyer ve arkadaglari (10), MDR1 gen polimorfizmlerini belirlemek i¢in
saglikli Katkas populasyonu {izerinde yaptig1 arastirmada, intron ve ekson bolgelerinde
15 farklt SNP gostermislerdir.

MDRI1 geni ait tekli niikleotid polimorfizmlerinden bazilarinin P-gp
ekspresyonunu etkiledigi diisiiniilmektedir. Yapilan caligmalar normal dokularda
C3435T (ekson 26), G2677T (ekson 21) ve T129C (ekson 1b) polimorfizmlerinin diisiik
P-gp ekspresyonuyla iligkili oldugunu gostermistir (57,58).

2.1.6.2. C3435T Polimorfizmi

Ekson 26’da wobble pozisyonundaki C3435T polimorfizmi (rs1045642) kodlanan
amino asitlerde herhangi bir degisiklige neden olmayan sessiz bir polimorfizmdir (Sekil
2.5.). Marzouk ve arkadaglarinin (59) yaptig1 calismada, bu polimorfizmin P-gp
ekspresyonunda degisiklige neden oldugu gozlenmis ve dolayisiyla substrat-ilag

farmakokinetigiyle iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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rs 1045642

TTGATGGCAAAGAAATAAAGCGACTGAATGTTCAGTGGCTCCGA
GCACACCTGGGCATCGTGTCCCAGGAGCCCATCCTGTTTGACTGC
AGCATTGCTGAGAACATTGCCTATGGAGACAACAGCCGGGTGGT

GTCACAGGAAGA ¥ GATCGTGAGGGCAGCAAAGGAGGCCAACAT
ACATGCCTTCATCGAGTCACTGCCTAATGTAAG

Sekil 2.5. MDR1 geni 26. eksonda bulunan C3435T polimorfizmi. Mavi renk ile belirtilen kesim
bolgesi Mbol polimorfizmi i¢in belirlenen tanima ve kesim bdlgesidir (40)

C3435T polimorfizmi ile ilag kullanimi/dagilimi arasinda bir iliski olup
olmadigini arastirmaya yonelik bircok ¢aligma yapilmistir. Bir hipoteze gore, C3435T
polimorfizminin alternatif splicing olusturdugu ve bunun sonucunda yabanil tip P-gp ile
kiyaslandiginda daha kisa bir proteinin meydana geldigi belirtilmistir (40). Bazi
populasyonlarda c¢ogunlukla 3435 pozisyonundaki polimorfik alelin, P-gp
ekspresyonunu etkileyen baska polimorfizmlerle (G2677T/A, T129C) baglantili oldugu
gbzlenmistir (40). C3435T polimorfizminin (rs 1045642), mRNA islenmesi ile ilgili
diziler, promotor veya enhancer bdlgeler gibi ekspresyonu kontrol eden MDR1 gen
bolgelerinde  gozlenen  degisimlerle  iliskili  oldugu,  posttranskripsiyonel
modifikasyonlar1 etkiledigi ve mRNA’nin translasyonel kontroliinii degistirdigi
distintilmektedir (10,56).

C3435T polimorfizmine iliskin Hoffmeyer ve arkadaglarinin (10) yaptigt
calismada, TT genotipine sahip bireylerde intestinal P-gp ekspresyonunun azaldigi ve
dolayisiyla digoksin ila¢g almiminin arttigi, CC genotipindeki bireylerde ise P-gp

ekspresyonunun arttig1 ve dolayisiyla digoksin ila¢ aliniminin da azaldig1 gézlenmistir.
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2.1.6.3. G2677T/A Polimorfizmleri

G2677T ve G2677A polimorfizmleri 21. eksonda lokalize olmustur. 2677.
pozisyondaki G—T ve G—A donilisiimleri anlamsiz mutasyonlardir ve P-gp
intraselliiler kisminda yer almaktadirlar. 2677. pozisyonda Ala893, threonin veya serin
amino asitiyle yer degistirmekte ve bu durum lipofilik rezidiiniin hidrofilik rezidiiye
dontisiimiiyle sonuclanmaktadir. Alanin yapisal olarak nétral bir amino asit oldugu igin
serinle yer degistirmesi, P-gp etkilesim bolgesinin geometrik kesinligini ve ikincil
yapisini etkileyebilmektedir. Yapilan bir calismada, G2677T polimorfizmi i¢cin TT
homozigot genotipe sahip bireylerin daha diisiik P-gp ekspresyonuna sahip oldugu
gozlenmistir (58).

2.1.6.4. T129C Polimorfizmi

T129C polimorfizmi ekson 1b’de lokalize olup, transkripsiyon bagslama
bolgesinin 7kb downstreamindedir. Bu polimorfizmin, promotor bdlgedeki kritik
lokalizasyonundan dolay1 P-gp ekspresyonu fiizerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir
(58). Tanabe ve arkadaslari (58) yaptiklar1 ¢alismada, T129C aleli i¢in heterozigot
bireylerin (CT) homozigot (TT) bireylerden daha diisiik plasental P-gp ekspresyonuna

sahip oldugu gozlemislerdir.

18



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Gruplarimin Toplanmasi

Arastirmamiza, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Anabilim Dali Cocuk Hematolojisi Bilim Dal1 ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Saghig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Cocuk Hematolojisi Bilim Dali’na
basvuran, ALL tanis1 konmus ve kemoterapi tedavisi goren 53 hasta birey (0-15 yas
arasi) dabhil edildi.

Calismamizda hasta grubu olusturulmadan 6nce Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay alinmustir.

Kemoterapi tedavisi goren hasta bireylerden 1 ml % 2’lik etilendiamintetraasetik
asit (EDTA) igeren 15 ml’lik santrifiij tiiplerine yaklasik 6 ml periferik kan 6rnekleri
alind1 ve periferik dolasimdaki 16kositlerden DNA izolasyonu, DNA izolasyon kiti
yontemiyle yapildi. Elde edilen DNA’lar analiz edilinceye kadar + 4 °C’de sakland.

Alman kan oOrneklerinden Asid Guanidinyum-Fenol-Kloroform (AGPC)
yontemiyle RNA izolasyonu yapildi (59). Elde edilen RNA’lar kisa siirede “Revers
Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyon (RT-PCR)” yontemi ile cDNA’ ya ¢evrildi ve
analiz edilinceye kadar —20 °C’de saklandi.
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3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler
3.2.1. Aletler ve Cihazlar
* Termal Cycler (Techne Flexigene, Cambridge, UK)
* Elektroforez tanki1 (EC Midicell EC 350, 10x20cm)
* Elektroforez Gii¢ Kaynagi (EC 135-90)
* Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
» Manyetik karistirict (Niive MK 418)
» Mikrodalga Firin (Alaska)
* Hassas terazi (AND GR-200)
* Mikrosantrifiij (Hermle, Z160M)
* Vorteks (VELP)
* Santrifiij (Niive NF 800)
» Mikropipet Seti (Eppendorf)
* Derin Dondurucu (Argelik-2031 D)
* Etiiv (Niive EN-500)
* Otoklav (Niive OT 4060 V)
* Buzdolabi (Arcelik 8188 NF)

3.2.2. Kimyasal Maddeler
* B-merkaptoetanol (Sigma M3148)
* 100 bp DNA ladder GeneRuler marker (Fermemtas SM 0241)
* 10X PCR Buffer with (NH4),SO4 (Fermentas B33)
* 2 mM dNTP Mix (Fermentas, R0241)
* 25 mM MgCl, (Fermentas)
» Agaroz Plus (Prona agarose plus, E.U)
* Borik Asit (Carlo Erba 302177)
* Bidistile Su
* Dietilpirokarbonat (DEPC) (Serva 18835)
* Etanol (Riedel-de Haen 32221)
* Ethidium Bromide (Sigma E-1510)
* Na,EDTA (Sigma E-5134)
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* Fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1) (Amresco K169)
* Guanidyum tiyosiyanat (Amresco 0380)

* Kloroform/izoamil alkol (24:1) (Amresco 0757)

* Orange G (Sigma O-3756)

* Mbo I (Fermentas 0812)

* Primerler

* Proteinaz-K (Sigma P-2308)

* Revers transkriptaz (M-MLV) (Fermentas EP0441)
* RNAse inhibitor (Fermentas EO0381)

* Sodyum laurilsarkozin (Amresco 0719)

* Sodyum sitrat (Sigma S-4641)

» Taq DNA Polimeraz (Fermentas, EP0402)

* Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)

* Trizma Base (Sigma T-6066)

* DNA izolasyon kiti (Roche 11 796 828 001)

* Gliserol (Merck 4091)

« Izopropanol (Sigma 19516)

3.2.3. Cozeltiler
1. 10 mg/ml Proteinaz K Cozeltisi

100 mg Proteinaz K, 10 ml steril distile su ile ¢oziilerek hazirlandi ve —20 ° C’de

saklandu.

2. 10XTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu

Trizma Base........... 108 g
Borik asit ............... 548 ¢g
EDTA....ccovieene. 544 ¢

Distile su ile 11t’ye tamamlanarak ¢oziildii.
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3. Orange G cozeltisi
Na,EDTA............ 2,232 ¢
Orange G.............. 200 mg

60 ml Gliserol ve 40 ml distile sudan olusan soliisyon igerisinde ¢oziildii.

4. Elektroforez Yiiriitme Tamponu
10X TBE tamponundan distile su ile seyreltilerek hazirlanmis olan 1X TBE
icerisine 0,5 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde etidyum bromid (EtBr)

konularak hazirlandi.

5. % 3’liik Agaroz Jel Soliisyonu
140 ml 1X TBE tamponu igerisinde 4,2 g agaroz (Agarose plus) mikrodalga

firinda eritildikten sonra 0,5 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde EtBr

eklenerek hazirlandi.

6. Dietilpirokarbonat (DEPC) H,O
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 1sida 1 yil stabildir.

7.0.75 M Sodyum Sitrat
Sodyum sitrat 5.5 H,O 15.78 g
DEPC H;O ile 100 ml’ ye tamamland1 (pH 7.0)
Otoklavlayarak sterilize edildi.
Oda 1s1sinda 6 ay stabildir.
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8. %10 Sarkozil
Sarkozil 1 g
DEPC H,0 10 ml

Oda 1s1sinda en az 3 ay stabildir.

9. 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 karisim oda 1sisinda 3 ay stabildir.

10. Denatiirasyon Cozeltisi (Solusyon D)
GSCN 4M ¢ozeltisi 9,9 ml
2-merkaptoetanol (14 M) 0.1 ml

Bu karisim oda 1sisinda 1 ay stabildir.

23



3.3. Yontemler

3.3.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, Asid Guanidinyum- Fenol-Kloroform (AGPC) yontemi ile
yapildi (59):

1. iginde EDTA’l1 6 ml kan bulunan 15 ml’lik santrifiij tiipii {izerine soguk steril

distile su ilave edilerek yaklasik 13 ml’ye tamamlanda.

2. Karisim 2-3 dk hizli olarak asag1 yukar1 karigtirilda.

3. 10 dk 2000 rpm’de oda 1s1sinda santrifiij edildi.

4. Supernatant atildiktan sonra peletin lizerine soguk steril distile su ilave
edilerek yaklasik 13 ml’ye tamamlandi.

5. 10 dk 2000 rpm’de santrifiij edilir ve siipernatant atild1.

6. Bu islem yaklasik 4-5 kez tekrarland.

7. Olugan peletin 200 pl’si RNA izolasyonu i¢in 1,5 ml’lik ependorf tiipe
ayrilarak 500 pl serum fizyolojik (% 0,9 NaCl) ile sulandirildi.

8. 1.5 mI’lik steril ependorf tiiplere, 500 pl denatiirasyon soliisyonu birakildi.
Uzerine serum fizyolojik ile sulandirilmis lenfosit peletinden 200 pl ilave
edip birkag saniye vortekslenerek buz i¢inde 15 dk bekletildi.

9. Karigimlarin iizerine 700 pl fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) ekleyip
buz i¢inde 15 dk daha bekletildi.

10. Tiipler 4 dk 10 000 rpm’de santrifiij edildi.

11. Ust faz alinip yeni bir 1.5 ml lik steril ependérf tiiplere aktarildi.

12. Yeni tiiplere 700 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 ependdrf tiipe aktarilip, alinan bu iist f

fazal ml absolii etanol eklendi ve — 20 °C’de bir gece birakildi.

14. Tiipler — 20 °C’den alinip 15 dk 12.500 rpm’de santrifiij edildi.

15. Tiiplerdeki etanol dokiiliip 500 pl % 70’lik etanol eklendi ve birkag saniye

vortekslendikten sonra 5 dk 12.500 rpm’de santrifiij edildi.

16. Siipernatant1 dokiiliip tiiplerin dibinde kalan etanol pipetle uzaklastirildi.

17. Tiiplerin agz1 agik olarak en az 10 dk bekletilip pelet {izerine, 50 ul DEPC-

distile su eklendi.

18. RNA’nin ¢oziilmesi i¢in 70 °C’de 1 saat bekletildi.
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3.3.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, “High Pure PCR Template Preparation Kiti (Roche)” ile
yapildi. 200 pl periferik kan bulunan mikrosantrifiij tiipiine, 200 ul Binding Buffer ve
40 pl proteinase K ilave edilerek birka¢ saniye vortekslendi. 70 °C’de 10 dakika
tutululduktan sonra iizerine 100 pl izopropanol eklendi ve dikkatli bir sekilde
vortekslendi. Mikrosantrifiij tiipiindeki karisim toplama tiipli igerisindeki filtre tiipline
alindi. 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildikten sonra, alttaki toplama tiipli atilarak
filtre tiipii steril bir toplama tiipiine yerlestirildi ve tizerine 500 pl Inhibitor Removal
Buffer ilave edilerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Alttaki toplama tiipii
atilarak filtre tiipli yeni bir toplama tiipline alind1 ve iizerine 500 ul Washing Buffer
eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi (bu islem iki kez tekrarlandi). Filtre
tiipli steril mikrosantrifiij tiipiine alinarak iizerine yaklasik 1 saat 70 °C’de tutulan
Elution Buffer’dan 200 pl ilave edildi ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edilerek DNA
elde edildi.

3.4. Molekiiler Analiz

3.4.1. MDR1 Geni C3435T Polimorfizminin Belirlenmesi

Calismamizda, MDR1 geni C3435T polimorfizmini belirlemek amaciyla ilk
olarak MDRI gen bolgesinin PCR ile amplifikasyonu gergeklestirildi. Amplifikasyonda
bu bolgeye 6zgii F- 5’- TTG ATG GCA AAG AAA TAA AGC -3’ ve R - 5°- CTT
ACA TTA GGC AGT GAC TCG -3’ primerleri kullanildi1 (60).

Ekson 26’daki C—T tek niikleotid degisimini belirlemek i¢in, PCR sonras1 elde
edilen 208 bp’lik PCR iirlinleri bu bdlgeyi taniyan bir Mbol enzimi ile restriction
fragment length polymorphism (RFLP) islemi uygulandi. RFLP islemi 20 6rnek igin;
190 pl bidistile su, 50 pl buffer R ve 40 tinite (10u/pl) Mbo I’dan olusan enzim karigimi
hazirlandi. PCR {iriinii bulunan her bir tlipe, 12 pl hazirlanan RE enzim karigimindan
eklendi ve 1 gece 37 °C etiivde bekletilerek kesme islemi gergeklestirildi. Kesme islemi
sonucunda T aleline sahip gen bdlgeleri kesilmezken, C aleline sahip gen bdlgeleri
kesildi. Kesme islemi ger¢eklestikten sonra, tiiplerin her birine 10 pl orange G eklendi.
Sonra, % 3’liikk agaroz jel hazirlandi. Her bir tiipten 25-30 pl kadar alinarak jel
kuyucuklarina yiiklendi. Sonra 120 V elektrik akim uygulanarak elektroforez islemi
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yapildi ve gorintiilleme cihazi ile olusan PCR friinleri; 208 bp’lik fragmentler TT
genotipi, 145 bp ve 63 bp’lik fragmentler CC genotipi, 208 bp, 145 bp ve 63 bp’lik

fragmentler ise CT genotipi olarak degerlendirildi.

a) PCR Ortam (10X)

Bidistile Su.......cccoovveviiiiiennnn 170 ul
10x PCR Buffer (NH(SOy))......25 ul
dNTP Mix (2 mM).......ccceeueenee. 25 pl
Primer F (MDRI F).....ccccecuvnnen. 5ul
Primer R (MDR1 R)..................... Sul
25 mM MECly. oo, 15 ul
Taq DNA Polimeraz..................... 2 ul
Genomik DNA.........ccceeviieeriiene I ul
b) PCR Sartlan

94°C .......... 2 dk

94°C ......... 1,5 dk

54°C ......... 1 dk 30 dongi

72°C ......... 1.5 dk

72°C .......... 7 dk

+ 4 °C’de bekleme olarak diizenlendi.
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3.4.2. MDR1 geni mRNA diizeylerinin belirlenmesi

a) Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
1) RT-PCR’de kullanilan primerler;

* cDNA elde etmek icin kullanilan primer oligo T

PolyT 5>-TTTTTTTTTTTTTTTA-3’

* MDR1 geni mRNA’sina 6zgii primerler;
ABCBI-F- 5’- CAG ACA GCA GGA AAT GAA GTT GAA-3
ABCBI1-R-5’- GCT TTC TGT CTT GGG CTT GT- 3’ (61)

« internal kontrol olarak kullandigimiz beta aktin geni mRNA’sina
0zgii primerler;
Beta Aktin F- 5’- GGC GGC ACC ACC ATG TAC CCT- 3’
Beta Aktin R- 5’- AGG GGC CGG ACT CGT CAT ACT- 3’

2) cDNA eldesi i¢cin hazirlanan PCR ortam (1X) (ilk Asama)

S5XRT Buffer..................... 4ul
ANTP. ..o, 10l
polydT primer..................... 1l

Her bir 6rnek i¢in son hacim 28-30 pl olacak sekilde hazirlandi.
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3) ¢cDNA eldesi icin hazirlanan PCR sartlar
37°C’de 60 dk

95°C’de 5dk } 1 dongii
buz lizerinde 15 dk bekletilerek cDNA elde edildi.

4) MDR1 Geni ¢cDNA icin kantitatif PCR ortam (1X) (2. asama)

Bidistile Su......c.ccoeviviiiiiiennnnn 16 pl
10x PCR Buffer (NH,(SOy))......2,5 pl
dNTP Mix (2 mM)....ccccocvevenee 2,5l
Primer F (ABCBI F) ................ 0,3 ul
Primer R (ABCBI R)................ 0,3 pl
25 mM MgCly. oo 1,5 ul
Taq DNA Polimeraz (5u/pl).....0,2 pl
CDNA..... 3ul

Her bir 6rnek i¢in, son hacmi 24 pl olacak sekilde hazirlandi.

5) Kantitatif PCR Sartlan

95°C’de 2dk

95°C’de  45sn

59°C’de  1dk 35 dongii
72°C’de  1,5dk

72 °C’de 7 dk

+ 4 °C’de bekleme olarak hazirlandi.
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6) Beta Aktin Geni cDNA icin kantitatif PCR ortam (1X) (2. asama)

Bidistile Su.......ccoceeiiiiniininnn. 16 ul
10x PCR Buffer (NH(SOy))......2,5 ul
dNTP Mix (2 mM).......cccuenneeee. 2,5 ul
Primer F (BRT)....cccccevvvennene 0,3 ul
Primer R (BRT)....cccceevivenne. 0,3 ul
25 mM MgCly. vvveiieeiieee. 1,5 ul
Taq DNA Polimeraz (5u/pl)....0,2 pl
CDNA. .. 3ul

Her bir 6rnek i¢in, son hacmi 24 pl olacak sekilde hazirland.

7) Kantitatif PCR Sartlan

95°C’de 2dk

95°C’de  45sn

62°C’de  1dk 35 dongii
72°C’de  1,5dk

72°C’de  7dk

+ 4 °C’de bekleme olarak hazirland.

MDRI1 geni (160 bp) ve B Aktin genine (202 bp) ait RT-PCR iiriinleri, etidyum
bromid iceren %?3’liik agaroz jel ile 120 V elektrik akimi kullanilarak elektroforez
islemi yapildi. Bantlar, “Vilber Lourmat Marne La Vallée, France” marka jel
goriintiileme sistemi ile goriintiilenerek bilgisayar ortamina aktarildi ve “Scion Image
Beta 4.03” programi kullanilarak MDR1 geni mRNA yogunluklar1 ile B aktin geni
mRNA yogunluklar1 degerlendirildi. “Scion Image Beta 4.03”programi kullanilarak
belirlenen MDR1 geni ve B aktin geni mRNA yogunluklar1 birbirine oranlandi.
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3.5. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler, SPSS (Statistical Package for Social Sciences, version
11,5) Paket Programi kullanilarak yapildi. MDR1 geni C3435T polimorfizminin genotip
dagilimmin Hardy Weinberg dengesinde olup olmadig: belirlendi. MDR1 geni mRNA
diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi oran1 normal dagilima uygunluk kontroliinde Shapiro
Wilks testi kullanildi ve normal dagilima sahip olmadig1 gozlendi. Bu nedenle iki grup
karsilastirmasinda, Mann Whitney U Testi kullanildi. ikiden fazla bagimsiz grup
karsilagtirmalarinda (genotip ve mRNA diizeyi/p aktin mRNA diizeyi oran1) Kruskall
Wallis ve anlamli farklilik olan gruplarin belirlenmesinde Dunn ¢oklu karsilastirma testi
kullanildi. Tanitic1 istatistik olarak frekans, ylizde ve medyan (% 25 - % 75’lik

persantiller) degerleri verilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, ALL hastalarinda MDR1 geni mRNA diizeyleri ile MDR1 geni
C3435T polimorfizmi arasindaki iliskiyi belirlemek igin, Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Cocuk Hematolojisi Bilim Dali
ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali
Cocuk Hematolojisi Bilim Dali’na bagvuran ALL tanili ve kemoterapi tedavisi
gormekte olan toplam 53 birey alinarak hasta grubu olusturuldu. Hasta grubuna ait
bireylerin yas ortalamasi1 7,398 + 4,1354 olarak belirlendi.

Hasta grubuna ait MDR1 geni mRNA diizeyleri, RT-PCR yontemi ve “Scion
Image Beta 4.03” programi kullanilarak tespit edildi. PCR ve RFLP yontemleri
kullanilarak MDR1 geni C3435T polimorfizmi alel ve genotipleri belirlendi.

4.1. ALL Hasta Grubuna Ait MDR1 Geni mRNA Diizey Bulgular:

Asid Guanidinyum-Fenol-Kloroform (AGPC) yontemi kullanilarak RNA
izolasyonu gerceklestirildi. Daha sonra RT-PCR ile cDNA’lar elde edildi. Elde edilen
cDNA’larla yapilan PCR sonrasi MDR1 mRNA diizeylerine ait bantlar “Vilber
Lourmat Marne La Vallée, France” marka jel goriintiileme sistemi ile goriintiilenerek
bilgisayar ortamina aktarildi, “Scion Image Beta 4.03” kullanilarak degerlendirildi
(Sekil 4.1.). MDR1 geni mRNA yogunluklar1 (160 bp), internal kontrol B aktin geni
mRNA yogunluklar1 (202 bp) ile karsilastirllip oranlanarak MDR1 geni mRNA
diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi degerlendirildi.
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Sekil 4.1. MDR1 geni ve internal kontrol beta aktin geni cDNA’larinin elektroforez sonrasi fotografi;
M: DNA Marker, 1-9: bireylere ait MDR1 geni (160 bp) ve beta aktin geni (202 bp) cDNA
fragmentleri

Cinsiyete gore MDRI1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi orani
kiyaslandiginda % 25°lik ve % 75°lik persantillere gore kizlarda medyan degeri 0,860
(0,690-0,990) iken, erkeklerde bu deger 0,840 (0,725-1,065) olarak belirlendi (Cizelge
4.1.). Cinsiyet ile MDR1 geni mRNA diizeyi/p aktin mRNA diizeyi orani arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p= 0,922).

Cizelge 4.1. MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi orani ile cinsiyetin karsilastiriimasi

CINSIYET
KIZ ERKEK P=0,922
Medyan 25-75P 25-75P
Medyan
Ekspresyon 0,860 0,690-0,990 0,840 0,725-1,065

P: Persantil
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4.2. ALL Hasta Grubuna Ait MDR1 Geni C3435T Polimorfizminin Genotip
Dagilimi ve Alel Frekans Bulgulari

MDRI1 geninin 26. ekson bdlgesinde bulunan C3435T polimorfizmini
belirlemek icin elde edilen PCR iiriinleri, Mbo I enzimi ile kesildi. Kesilen PCR
driinlerinin % 3’liikk agaroz jelle elektroforezi sonrasinda, 145 bp ve 63 bp’lik
fragmentlere sahip bireyler homozigot CC, 208 bp’lik fragmentlere sahip bireyler
homozigot TT ve 208 bp, 145 bp, 63 bp’lik fragmentlere sahip bireyler ise heterozigot
CT genotipine sahip olarak degerlendirildi (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. MDR1 geni C3435T polimorfizmine ait alellerin elektroforez
sonrasi fotografi. M: DNA marker; 1. ve 4. 6rnek CT, 2. 6rnek CC, 3. 6rnek TT

Hasta grubundaki toplam 53 bireyden 2’si genomik DNA’lar1 elde
edilemediginden c¢alismanin “ALL Hasta Grubuna ait MDRI1 Geni C3435T
Polimorfizmi Genotip Dagilimi ve Alel Frekans1 Bulgular1” boliimiine dahil edilmedi.
Hasta grubuna iligkin MDR1 geni C3435T polimorfizmi genotipleri dagilimi toplam 51
kisiden 13’ CC genotipine (% 25,5), 27’sinin CT genotipine (% 52,9), 11’1 (% 21,6)
ise TT genotipine sahip olarak belirlendi (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Hasta grubuna ait MDR1 geni C3435T polimorfizmi
genotip dagilimlar

Genotip Hasta Grubu
N (%)
CC 13 (% 25,5)
CT 27 (% 52,9)
TT 11 (% 21,6)
Toplam 51 (% 100)

N: Birey Sayisi,

Hasta grubuna iliskin CC, CT, TT genotip dagilimmin Hardy Weinberg
dengesinde oldugu goézlendi (p=0,665).
ALL hasta grubuna ait alel frekanslari, 53 (% 52) C aleli ve 49 (% 48) T aleli olarak
belirlendi (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Hasta grubuna MDR1 geni C3435T polimorfizmi ait
polimorfizmi alel frekanslar

Alel Hasta Grubu
N (%)
C 53 (% 52)
T 49 (% 48)
Toplam 102 (% 100)

n: Alel sayisi

Hasta grubu C veya T aleline sahip olup olmamasi agisindan degerlendirildi ve
hasta grubu bireylerinde 40 (% 78,4) kisi CC veya CT genotipine, 11 (% 21,6) kisinin
ise TT genotipine sahip olarak belirlendi (Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4.4. Hasta grubunun C veya T aleline sahip olmasi agisindan

degerlendirilmesi
C veya T Aleline Sahip Hasta Grubu
Olma N (%)
CC+CT 40 (% 51,28)
TT+CT 38 (% 48,72)

N: Birey sayisi

4.3. MDR1 Geni mRNA Diizeyleri ile C3435T Polimorfizmi Genotip
Dagihimlar1 Arasindaki iliskiye Ait Bulgular

ALL hasta grubuna ait MDR1 C3435T genotip dagilimlart MDR1 geni mRNA
diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi oranlar1 bakimindan kiyaslandi. MDR1 geni mRNA
diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi orani, % 25°lik ve % 75’lik persantillere gére CC
genotipine sahip 13 kiside medyan degeri 0,880 (0,742 - 1,122), CT genotipine sahip 27
kiside medyan degeri 0,910 (0,765 - 1,280), TT genotipine sahip 11 kiside ise medyan
degeri 0,720 (0,532 - 0,823) bulundu (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Hasta grubunda MDR1 C3435T genotip dagilimlart ile MDR1 mRNA diizeyi/beta aktin
mRNA diizeyi oranlarinin karsilastirilmasi (p=0,026).

mRNA Diizeyi/Beta Aktin mRNA Diizeyi

Oram
Genotip Hasta Grubu Medyan 25-75 P
CC 13 0,880 0,742-1,122
CT 27 0,910 0,765-1,280
TT 11 0,720 0,532-0,823

P:Persantil
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MDRI1 genotip dagilimlar1 ile MDR1 geni mRNA diizeyi/p aktin mRNA diizeyi
oranlar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu (p=0,026).
CT genotipine sahip bireylerde MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi
oranlar1 TT genotipine sahip bireylere gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi
(p=0,021).

Hasta grubunda homozigot TT genotipine sahip olan bireyler ile homozigot CC
veya heterozigot CT genotipe sahip olan bireyler MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin
mRNA diizeyi oranlar1 bakimindan karsilagtirildi. % 25°lik ve %75’°lik persentillere
gore CC veya CT genotipine sahip 40 bireyin MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin
mRNA diizeyi oran1 medyan degeri 0,895 (0,75-1,257), TT genotipine sahip olan 11
bireyin medyan degeri ise 0,72 (0,52-0,83) olarak belirlendi (Cizelge 4.6.).

Cizelge 4.6. Homozigot TT genotipine sahip olma ile homozigot CC veya
heterozigot CT genotipe sahip olan bireylerin MDR1 geni
mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi oranlariin
karsilastirilmasi (p=0,010)

Genotip | Hasta Grubu | Medyan | 25-75 P
N (%)
CC+CT 40 (% 78,4) 0,895 0,75-1,25
Ekspresyon TT 11(% 21,6) 0,72 0,52-0,83

N: Birey Sayis1
P: Persantil

Hasta grubunda homozigot TT genotipine sahip olan bireyler ile homozigot CC
veya heterozigot CT genotipe sahip olan bireyler MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin
mRNA diizeyi oranlar1 bakimindan karsilastirildiginda, homozigot CC veya heterozigot
CT genotipe sahip olan bireylerde MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi
oranlar1 TT genotipine sahip bireylere gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p= 0,010).
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5. TARTISMA

ALL cocukluk ¢aginda olduk¢a yaygin goriilen bir 16semi tipi olup, tedavisinde
kemoterapi onemli yer tutmaktadir. ALL’li ¢ocuklarin yaklasik %80’i tedaviye olumlu
yanit verirken, bir kisminda ise tedaviye karsi direng gozlenmektedir (62). Coklu ilag
direnci olarak adlandirilan bu diren¢ kemoterapide 6nemli bir sorun olarak karsimiza
cikmaktadir. Kemoterapi siirecini etkileyen bircok gen polimorfizmi oldugu
disiiniilmigtiir (62). Bu gen polimorfizmleri i¢inde, hastalarin ¢esitli MDRI
substratlarina kars1 farkli tepkiler vermesini saglayan MDR1 geninin 26. eksonunda yer
alan C3435T polimorfizmi 6nemli yer tutmustur. Bu polimorfizmin, MDR1 geninde
herhangi bir amino asit degisikligine neden olmadan, MDR1 geni mRNA ekspresyonu
ve P-gp aktivitesini ¢esitli mekanizmalarla etkiledigi diisliniilmektedir. Bu
mekanizmalardan ilkinde, C3435T polimorfizmi ile MDR1 geninde bulunan diger
polimorfizmler (promotor/enhancer bdlgede bulunanlar, T129C veya G2677T/A gibi)
arasinda bir iliski oldugu belirtilmektedir (56). Ikinci mekanizmada, MDR1 C3435T
polimorfizminin translasyonel etkinligi azaltabileceginden s6z edilmektedir. Ucgiincii
mekanizmada ise, bu polimorfizmin mRNA’nin islenmesini ve translasyonel kontrolii
degistirdigi belirtilmistir. Aym1 zamanda C3435T polimorfizminin posttranskripsiyonel
modifikasyonlar etkiledigi veya mRNA’nin islenmesinde 6nemli oldugu diisiiniilen bir
dizi ile baglantili olabilecegi de diisiiniilmektedir. Bu polimorfizmin P-gp ekspresyon/
aktivitesini degistirmesi kisinin tedaviye yanitin1 etkileyerek ila¢ direncinin gelisimine
sebep olmaktadir (56).

Calismamiz, MDR1 geni C3435T polimorfizmi ile MDR1 geni mRNA diizeyleri
arasinda bir iligki olup olmadigini aragtirmak icin, ALL tanis1 almis ve kemoterapi
gormekte olan 53 hasta bireyle bir calisma grubu olusturularak yapildi.

Calismamiz sonucunda elde edilen veriler, SPSS (Statistical Package for Social

Sciences, version 11,5) Paket Programi ile degerlendirildi.
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Akut lenfoblastik 16semili hasta grubuna iliskin MDR1 genotip dagilimlar ile
MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi oranlar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu (p=0,026). CT genotipine sahip
bireylerdeki MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi oranlarimin TT
genotipine sahip bireylerinkine gore anlamli diizeyde yiliksek oldugu tespit edildi
(p=0,021).

Hasta grubumuzda yiiksek ekspresyon diizeyi gbzlenmesine ragmen bireylerin
cogunlugu tedaviye yanit vermektedir. Ekspresyon seviyeleri yiiksek goézlense de
bireylerde remisyonun saglanabilecegi sdylenebilir. Bu konu ile ilgili Pirker ve
arkadaglarinin (63), akut miyeloid 16semili hastalarda MDR1 gen ekspresyonunun
roliinii aragtirmak i¢in yaptiklar1 g¢alismada, blast hiicrelerinin teshis asamasinda
belirlenen mRNA diizeylerinin tedavi sonucuyla iliskili oldugu gézlenmistir. Hastalarin
% 29’unda MDR1 mRNA seviyelerinin negatif, %71’inde ise mRNA seviyelerinin
pozitif oldugu bulunmustur. Bununla beraber MDR1 mRNA seviyesinin negatif
gozlendigi hastalarda indiiksiyon tedavisine yanitta tam remisyon orant % 89 iken,
pozitif hastalarda bu oran % 53 olarak bulunmustur.

Ayni zamanda CC ve CT genotipine sahip bireylerin yiiksek ekspresyona sahip
olmalar1 ve ilag direnci gostermeleri beklenmesine ragmen, remisyondaki hastalarda CC
ve CT genotiplerine sahip bireylerin sayisinin ¢ok olmasi ve tedaviye olumlu yanit
alinmasi, genotip ile mRNA/protein seviyeleri arasindaki iligkinin ¢esitli faktorlerden
etkilendigi (cevre, transkripsiyonel regulasyon gibi) ve polimorfizmin etkisinin
baskilanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte mRNA ekspresyon seviyesi
yiiksek gozlense de, post translasyonel modifikasyonlar veya tedavide kullanilan ¢esitli
ilaclarin P-gp aktivite diizeyinin degismesine sebep oldugu diisiiniilmektedir (64,65).
Ayrica P-gp’nin 3 boyutlu yapisinin bozulmasi, proteinin membrana etkin bir sekilde
yerlesememesi, ATP baglayict domainlerin bloklanmasi veya proteinin transmembran
segmentlerinin transport i¢in olusturdugu kanallarin ¢esitli substratlarca kapatilmasi ile
P-gp aktivitesinin degisebilecegini ve boylece ilacin hiicre digina atilimi engellenerek,
bireyin tedaviye olumlu yanit verebilecegini sdyleyebiliriz. Caligmamizda yliksek
ekspresyon seviyeleri gozlenen hasta bireylerin tedaviye yanit vermelerine ragmen,

ileride erken relaps gelisim risklerinin yiiksek olabilecegi diisiiniilebilir.
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Dong ve arkadaslar1 (66) MDR1 gen ekspresyonunun akut 16semideki dnemini
ortaya koymak ic¢in yaptiklar1 c¢alismada, tam remisyon gosteren hastalarda gittikce
artan mRNA seviyelerinin erken relaps gelisimine yol actigini belirtmislerdir.

Calismamizda yiiksek mRNA diizeyine sahip hastalarda P-gp ekspresyon
seviyesinin belirlenmesi Onerilmektedir. Boylece mRNA ekspresyon diizeyinin P-gp
ekspresyon diizeyini ne sekilde yansittifi daha iyi anlasilarak, hastanin tedaviye
yanitinin nasil olacagi konusunda daha dogru bilgiye ulasilabilir.

Hoffmeyer ve arkadaslarinin (10) yaptig1 calismada, 3435 pozisyonundaki C—T
doniigiimii ile intestinal P-gp ekspresyonunun azaldigi ve digoksin ila¢ kullaniminin
arttig1 gozlenmis ve CC genotipine sahip bireylerde ise intestinal P-gp seviyesinin
arttig1 ve intestinal digoksin ila¢ aliniminin azaldigi bildirilmistir. Ayrica MDR1 geni
C3435T polimorfizmi ile MDRI1 geni mRNA diizeylerini karsilastimis ve CC
genotipine sahip bireylerde mRNA ekspresyonunu TT genotipine sahip bireylerden
daha yiiksek bulmuglardir. CT genotipine sahip bireylerdeki ekspresyon diizeyinin ise
orta seviyede oldugunu gozlemislerdir

Sakaeda ve arkadaglar1 ise Hoffmeyer’in yaptig1 ¢alismanin aksine T alelinini
azalan digoksin serum konsantrasyonu ile iliskili bulmustur (67).

Owen ve arkadaslar1 (68), C3435T polimorfizmi ile hepatik P-gp ekspresyonu
arasinda bir iliski olup olmadigina bakmislar ve herhangi bir iligskiye rastlamamuslardir.
Ayn1 zamanda 21 saglikli Kafkasl bireyden TT veya CT genotipine sahip olanlarin kan
hiicrelerindeki mRNA seviyelerinin CC genotipine sahip bireylerinkinden daha az
oldugunu bildirmislerdir.

Baran ve arkadaslar1 (9), AML’de ilag rezistansini aragtirmak i¢in in vitro model
olarak HL60 hiicre hattiyla caligmiglar ve hiicre hattina artan konsantrasyonlarda
vinkristin uygulamiglardir. Sonuglar, yiiksek vinkistrin konsantrasyonlarinda HL60
hiicrelerinin hayatta kalabildigini gostermistir ve bu direng¢ MDR1 geninin asir
ekspresyonu ile agiklanmistir.

Efferth ve arkadaslar1 (16), 20 T-ALL hiicre hatt1, 53 ALL hastas1 ve 7 saglikli
bireyle yaptig1 calismada, C3435T polimorfizminin ila¢ direnci ve ALL prognozu
tizerindeki etkisini analiz etmis ve C3435T polimorfizmi MDR1 mRNA ekspresyonu

arasinda herhangi bir iligski bulamamislardir.

39



Calismamizda, hasta grubunda homozigot TT genotipine sahip olan bireyler ile
homozigot CC veya heterozigot CT genotipe sahip olan bireyler MDR1 geni mRNA
diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi oranlar1 bakimindan karsilastirildi. Homozigot CC
veya heterozigot CT genotipe sahip olan bireylerde MDR1 geni mRNA diizeyi/beta
aktin mRNA diizeyi oranlar1 TT genotipine sahip bireylere gore anlamli diizeyde
ylksek bulundu (p= 0,010).

Hasta grubuna iligkin MDR1 geni C3435T polimorfizmi CC, CT, TT genotip
dagilimmin Hardy Weinberg dengesinde oldugu goézlendi (p=0,665).

Jamroziak ve arkadaslart (2006), 180 AML hastasiyla yaptig1 calismada,
C3435T polimorfizminin ABCB1 gen ekspresyonu ve P-gp ekspresyonu iizerinde etkili
olup olmadiginmi incelemistir. Fakat ABCB1 genotipleri (CC, CT, TT) ile ABCBI1 gen
ekspresyonu ve P-gp ekspresyonu arasinda anlamli bir iligki bulamamistir (69).

Illmer ve arkadaglar1 (70), CC genotipine sahip AML hastalarinin kemik iligi
orneklerinden elde edilen mononiikleer hiicrelerin diisik MDR1 mRNA seviyesine
sahip oldugunu bildirmislerdir.

Jamroziak ve arkadaslar1 (2005), 44 Kafkasli ALL hastasiyla yaptig1 baska bir
calismada ise, C3435T polimorfizminin MDR1 geni {izerinde fonksiyonel ve prognostik
rollinii arastirmis ve kemoterapi sonucunda ALL blast hiicrelerindeki MDR1 gen
ekspresyonu, P-gp ekspresyonu ve aktivitesinin farkli MDR1 genotipi tagiyan hastalarda
farkli oldugunu gozlemistir. C3435T polimorfizmine ait CT, TT ve CC genotiplerinin
ekspresyon seviyeleri iizerinde herhangi bir etkisi olmadigin1 gozlemistir. Ayrica
calisma sonuglar1 C3435T polimorfizminin yetiskin ALL gelisimini belirlemede major
bir belirleyici olmadigini gostermistir (71).

Calismamizda, cinsiyete gore MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA
diizeyi orani kiyaslandi. Cinsiyet ile MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA
diizeyi orani arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p= 0,922).

Thorn ve arkadaslart (72), gastrointestinal sistemde MDR1 mRNA diizeylerine
bakmiglardir. Cinsiyetle kiyasladiklarinda mRNA  diizeylerinin = degismedigini
gozlemislerdir.

Hasta grubundaki 50 bireyin remisyonda ve sadece 3 kisinin relapsda olmasi
nedeniyle tedaviye yanitin derecesiyle ekspresyon diizeyleri arasindaki iliski istatistiksel

olarak degerlendirilemedi. Fakat calismamizda MDR1 mRNA diizeyleri ile MDRI
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C3435T polimorfizmi genotip dagilimlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmasi, MDR1 C3435T polimorfizminin tedaviye yanitta prognostik bir role sahip
olabilecegini diislindiirmektedir. Bu hipotez, 6rnek genisliginin (6zellikle de relaps
hasta sayis1) artirilmasi ile istatistiksel olarak daha anlamli hale gelebilir ve ileriki

calismalar i¢in yol gdsterici olabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

ALL hasta grubuna ait MDR1 C3435T genotip dagilimlart MDR1 geni mRNA
diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi oranlar1 bakimindan kiyaslandi. MDR1 genotip
dagilimlar1 ile MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi oranlarn
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu (p=0,026). CT
genotipine sahip bireylerde MDRI1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi
oranlar1 TT genotipine sahip bireylere gore anlamh diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi
(p=0,021).

Hasta grubunda homozigot TT genotipine sahip olan bireyler ile homozigot CC
veya heterozigot CT genotipe sahip olan bireyler MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin
mRNA diizeyi oranlar1 bakimindan karsilastirildi. Homozigot CC veya heterozigot CT
genotipe sahip olan bireylerde MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi
oranlar1 TT genotipine sahip bireylere gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p= 0,010).

Cinsiyete ile MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi orani
kiyaslandi. Cinsiyet ile MDR1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi oram
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p= 0,922).

Hasta grubundaki toplam 53 bireyden 2’si genomik DNA’lar1 elde
edilemediginden c¢aligmanin “ALL Hasta Grubuna ait MDRI1 Geni C3435T
Polimorfizmi Genotip Dagilimi ve Alel Frekansi Bulgular1” boliimiine dahil edilmedi.
Hasta grubuna iligkin MDR1 geni C3435T polimorfizmi genotipleri dagilimi belirlendi
ve Hardy Weinberg dengesinde oldugu gdzlendi (p=0,665).

Kemoterapi tedavisi géren ALL’li hasta grubunun periferal kan lenfositlerindeki
MDR1 mRNA diizeyleri ve MDR1 geni C3435T polimorfizmi ile tedaviye yanit
arasinda bir iliski olup olmadiginin arastirilmast amaciyla yaptigimiz ¢alisma
sonucunda, MDR1 C3435T polimorfizminin kemoterapi tedavisine kars1 yanitta dnemli
olabilecegi ve kisiye 0zgli tedavi yontemlerinin gelismesine iliskin yapilan calismalara

151k tutabilecegini Onerebiliriz.. Ayrica C3435T polimorfizmi ile MDR1 genine iliskin

42



diger polimorfizmlerin beraber calisilmast veya MDRI1 gen haplotip analizinin
yapilmast gelecekte kisiye 0Ozgili tedavi yontemlerinin uygulanmasinda faydali
olabilecegi diisliniilmektedir.

Kemoterapi rezistans1 tedavide karsilagilan 6nemli bir sorundur. Direng
tedaviden Once var olabildigi gibi tedavi asamasinda da gelisebilmektedir. Tedavi
asamasinda diren¢ olusumu uygulanan tedavinin P-glikoprotein ekspresyonunu
artirmastyla olusmaktadir. Bu durumda hastalarda olusan direncin tedavi kaynakli m1
yoksa daha onceden var olan bir diren¢ mi olup olmadigin1 anlamak i¢in, ALL teshisi
konmus hastalardan olusan bir ¢alisma grubu olusturulmalidir. Bu hasta grubundan
teshis ve tedavi agsamasi gibi belirli zamanlarda kan alinarak C3435T polimorfizmine ait
genotip, mRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi ve hastanin tedaviye nasil yanit
verdigine bakilmasi onerilmektedir. Ayrica P-gp aktivitesinde ve P-gp ekspresyonunda
tedavi sirasinda olusabilecek degisikliklerden dolayi, tedavinin belirli agamalarinda
bireyin “Akim Sitometri” yontemi ile P-gp aktivite ve ekspresyon diizeyinin

belirlenmesi 6nerilmektedir.
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OZGECMIS

24.11.1982 yilinda Mersin’in Tarsus ilgesinde dogdu. Ilkdgremini Tarsus
Dumluprmar Hiirriyet Ilkokulu’nda, ortaokul ve lise 6grenimini ise Mersin Yusuf
Kalkavan Anadolu Lisesi’nde tamamladi. 2006 yilinda Ege Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Béliimii’nden mezun oldu. 2006 yilinda Mersin Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii T1ibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda yiiksek lisansa basladi. Halen
Mersin Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim

Dali’nda yiiksek lisans yapmaktadir.
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