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                                                                    ÖZET 
 
 
 
        Çocukluk Çağı Akut Lenfoblastik Lösemisi ile Multi Drug Resistance 1    

                              (MDR1) Geni Ekspresyonu Arasındaki İlişki 

 
 

Akut lenfoblastik lösemi olgunlaşmamış lenfoid prekürsorlarının klonal 
proliferasyonuyla sonuçlanan malign bir hastalıktır ve çocukluk çağı kanserlerinin 
yaklaşık 1/3’nü oluşturmaktadır.  

Akut lenfoblastik löseminin tedavisinde kemoterapi önemli yer 
tutmaktadır. Tedavi başladıktan sonra yüksek remisyon oranı gözlenmesine 
rağmen, hastalığın nüksetmesi söz konusudur. Tedavideki bu başarısızlığın nedeni 
tedaviye karşı direncin gelişmesidir. Yapısal ve fonksiyonel olarak birbirinden 
farklı olan ilaçlara karşı gelişen bu dirence “Multi Drug Resistance (MDR)” adı 
verilmektedir. Bu olayda anti-kanser ilaçların metabolizması için önemli olan 
proteinleri kodlayan genlerin rol oynadığı düşünülmektedir. Bu genler arasında 
multi-drug resistance 1 geni (MDR1) önemli bir yer tutmaktadır. Bu genin aşırı 
ekspresyonu, löseminin tedavisinde kullanılan ilaçlara karşı bir direncin 
gelişmesine neden olmaktadır. MDR1 genindeki bazı tekli nükleotid değişimlerinin 
(SNPs) P-gp ekspresyonunu etkilediği bildirilmiştir. Bu SNP’ler içinde en çok 
çalışılanlardan biri C3435T polimorfizmidir. Bu polimorfizmin P-gp 
ekspresyonunda değişikliğe neden olduğu gözlenmiş ve dolayısıyla substrat-ilaç 
farmakokinetiğiyle ilişkili olabileceği düşünülmüştür. 

Çalışmamızın amacı, ALL tanılı ve kemoterapi tedavisi gören hastaların  
MDR1 geni mRNA düzeyleri ve C3435T polimorfizmi ile tedaviye yanıt arasında 
bir ilişki olup olmadığının araştırılmasıdır.  

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

Çalışmamızın sonucunda MDR1 genotip dağılımları ile MDR1 geni mRNA 
düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranları karşılaştırıldığında istatistiksel olarak 
anlamlı bir farklılık bulundu (p=0,026). CT genotipine sahip bireylerde MDR1 
geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranları TT genotipine sahip 
bireylere göre anlamlı düzeyde yüksek olduğu tespit edildi (p=0,021). 

MDR1 C3435T polimorfizminin tedaviye yanıtta prognostik bir rolü 
olabilir.  

Anahtar Sözcükler: MDR1, C3435T polimorfizmi, mRNA, RT-PCR, Akut 
lenfoblastik lösemi 
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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: MDR1, RT-PCR, C3435T polymorphism, mRNA, Acute 
lymphoblastic leukemia. 
 



                                               1.  GİRİŞ 
 

 
 

Lösemi, etiyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber genetik faktörler, çevresel 

etmenler, ailevi ve sosyoekonomik faktörlerin de gelişiminde etkili olduğu, kan 

hücrelerinin kemik iliğinde kontrolsüz bölünmesiyle karakterize edilen bir kanser 

türüdür (1). 

Lösemiye ilişkin ilk klinik bilgiler 1845 yılında yayınlamıştır. Başlangıçta 

“damarların içindeki sarı-beyaz ve yeşilimtrak kitle” olarak tanımlanmış, fakat 

lökositlerin yapısal özelliklerinden söz edilmemiştir. İlk olarak lösemi, miyelojen 

lösemi, dalak lösemisi, lenfatik lösemi olarak üç kategoride sınıflandırılmış ve kemik 

iliğinden kaynaklandığını belirtilmiştir. Daha sonra 1903 yılında lenfoblastik lösemiler 

akut ve kronik lenfoblastik lösemi olarak ikiye ayrılmıştır. 1905 yılında ise miyeloblast 

tanımlanmış ve 1914 yılından sonra da löseminin diğer alt tipleri tanımlanmaya 

başlanmıştır (2). Biyolojik bakımdan farklı bu dört temel alt grubu; akut lenfoblastik 

lösemi (ALL), akut miyeloid lösemi (AML), kronik lenfoblastik lösemi (KLL) ve 

kronik miyeloid lösemi (KML) oluşturmaktadır (3).  

Akut lenfoblastik lösemi, lenfoblastların malign proliferasyonu sonrasında 

kemik iliği, periferik kan ve diğer organları istila etmesi ile oluşan bir lösemi çeşididir. 

Farklı kökene sahip lenfoid hücrelerden köken alabilmekte ve bu durumda B veya T-

hücreli lösemi, bazen de karışık kökene sahip lösemilerin oluşmasına sebep olmaktadır 

(1,4).  

Akut lenfoblastik lösemi çocuklarda yüksek oranda tedavi edilebilen bir hastalık 

olup, tam remisyon oranı yaklaşık %95’dir (5). Tedavi belli yoğunlukta ve zamanlarda 

çoklu ilaç uygulamasını (kemoterapi) içermekte olup, indüksiyon, konsolidasyon, idame 

ve merkezi sinir sistemi (MMS) proflaksisi olmak üzere 4 fazdan oluşmaktadır (1). 

ALL’nin tedavisinde büyük gelişmeler olmasına rağmen etkilenen çocukların bir 

kısmında ise hastalık nüksetmektedir. Tedavideki başarısızlık, lösemi hücrelerinin 

maruz kaldığı ilacın etki seviyesini veya süresini azaltan farmakokinetik direnç olarak 

da bilinen mekanizmaların bir parçası olduğu düşünülmektedir. Antineoplastik ilaçlara 

karşı olan direnç genelde malign tümörlerin etkili tedavisinde karşılaşılan önemli 

sorunlardan biridir (6). Bu olayda anti-kanser ilaçların metabolizması için önemli olan 
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proteinleri kodlayan genlerin rol oynadığı düşünülmektedir. Bu genler (Multi Drug 

Resistance 1 geni, Multi Drug Resistance-Related Protein geni, Lung Resistance Protein 

geni) arasında multi drug resistance 1 geni (MDR1) önemli bir yer tutmaktadır (7,8). Bu 

genin aşırı ekspresyonu, löseminin tedavisinde kullanılan ilaçlara karşı bir direncin 

gelişmesine neden olmaktadır (9). 

MDR1 geni, 7 numaralı kromozom üzerine yerleşmiş olup, 170-kDa’luk bir 

protein olan P-glikoproteini (P-gp) kodlar. P-gp, “ATP Binding Cassette (ABC) 

transporter” adı verilen taşıyıcı proteinler süper ailesinin bir üyesidir ve kanser 

hücrelerinden ilaçların dışarıya atılmasını sağlayan ATP-bağımlı bir pompanın 

çalışmasından sorumludur (7,9). 

MDR1 geninde çeşitli tekli nükleotid değişimi (SNP) belirlenmiş ve bu durumun 

P-gp ekspresyonunu etkilediği gözlenmiştir (10). Hattori ve arkadaşlarının (11) yaptığı 

çalışmada, MDR1 geninin regülatör bölgesindeki polimorfizmlerin ise çocukluk çağı 

akut lenfoblastik lösemisi ile ilişkili olduğu belirtilmiştir. 

MDR1 geninde incelenen tekli nükleotid değişimleri (SNP) arasında en fazla 

ilgiyi, P-gp'nin azalan ekpresyon ve aktivitesinden sorumlu, genin 26. eksonunda 

bulunan sessiz C3435T polimorfizmi çekmektedir (12). 

Çalışmamızda, ALL tanılı ve kemoterapi tedavisi gören hastaların (0-15 yaş 

arası) MDR1 mRNA düzeyleri ve C3435T polimorfizmi ile tedaviye yanıt arasında bir 

ilişki olup olmadığını belirlemek amaçlanmıştır.  
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                                  2. GENEL BİLGİLER 
   
                                                           

 

2.1. Çocukluk Çağı Akut Lenfoblastik Lösemisi 

Akut lenfoblastik lösemi olgunlaşmamış lenfoid prekürsörlarının klonal 

proliferasyonuyla sonuçlanan malign bir hastalıktır ve çocukluk çağı kanserlerinin 

yaklaşık 1/3’nü oluşturmaktadır. Akut lösemilerin kesin nedeni tam olarak 

bilinmemektedir. Fakat hem kalıtsal yatkınlığın, hem de çevresel faktörlerin ALL 

sürecinde etkili bir role sahip olduğu düşünülmektedir (13). 

Birçok lösemi tipi 1-9 yaş grubunda ortaya çıkarken, pik yaşı 2-5 yaşları 

arasıdır. Çocukluk çağı lösemilerinin % 10’u 1 yaşının altındaki bebeklerde 

gözlenmektedir ve hastalığın seyri kötüdür. Daha büyük çocuklarda ise hayatta kalma 

şansı vardır ve hastalığın seyri lösemi tipine bağlıdır (14). 1960’lı yıllarda kemoterapide 

gözlenen gelişmeler, sağ kalan lösemili çocukların sayısında dramatik bir artışa sebep 

olmuştur (14).  

Çocukluk çağı kanserlerinin büyük çoğunluğunu oluşturan ALL, Amerika’daki 

kanserle ilişkili çocuk ölümlerinin temel nedenidir. Her yıl 20 yaşın altında yaklaşık 

3250 çocuk lösemi tanısı almaktadır ve bu sayının 2400’ünü ALL oluşturmaktadır (15).  

Çocukluk çağı kanser tedavisinde birçok hasta için umut verici gelişmeler 

olmasına rağmen, hastaların önemli bir kısmında ise tedaviye yanıt alınamamaktadır. 

Tedaviye yanıt alınamamasının temel nedenlerinden biri, hastada ilaç direncinin 

gelişmesidir (16). 
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2.1.1. Çocukluk Çağı ALL Patogenezi ve Etiyolojisi 

Akut lenfoblastik lösemi patogenezinde, lösemik blastların kemik iliğinde 

kontrolsüz çoğalmalarını takiben, periferik kan, dokular ve retiküloendotelyal sisteme 

(RES) yayılmaları söz konusudur (17). Yayılan her bir lösemik klon içerisinde meydana 

gelen mutasyonlar genetik farklılaşmaya yol açmakta ve bunu dominant mutant 

subklonların oluşumu izlemektedir (18). ALL blastlarında, hastalık patogenezinin 

anlaşılmasını sağlayan ve prognozu etkileyen bazı kromozomal anomalilere (yapısal ve 

sayısal bozukluklar) rastlanmaktadır (19). Bu anomalilerden, kromozomlarda yapısal  

bozukluğa sebep olan translokasyon en sık gözlenenidir (20). 

Çocukluk çağı ALL’sinde gözlenen translokasyonlar: t(9;22) (q34;q11) 

translokasyonu sonucunda BCR-ABL füzyon gen oluşumu, t(12;21) (p13;q22) 

translokasyonu sonucu oluşan TEL-AML1 füzyon geni, t(4;11) (q21;q23) 

translokasyonu sonucu MLL-AF4 füzyon gen oluşumu, t(1;19) (q23;p13) 

translokasyonu sonucu oluşan E2A-PBX1 füzyon genidir (19).  

Lösemi oluşumunu indükleyen iki genel mekanizma olduğu düşünülmektedir. 

İlk mekanizma, proto-onkogen aktivasyonu veya onkogenik özelliğe sahip füzyon gen 

oluşumunu içermektedir. Görevli proteinlerin genelde transkripsiyon faktörleri olduğu 

bu mekanizmada, kan hücrelerinin oluşumu ile farklılaşmasını kontrol eden temel 

regulatör proteinlerdeki farklılıkların lösemik transformasyonda önemli bir rol oynadığı 

belirtilmektedir. İkinci mekanizma ise, tümör supressor genlerin inaktivasyonunu  

içermektedir. Proto-onkogen aktivasyonu ve tümör supressor genlerin inaktivasyonu  

hücreye ya bölünme özelliği vermekte ya da onun normal farklılaşmasını ve programlı 

ölümünü engellemektedir (21).  

Çocukluk çağı lösemisinde genetik yatkınlık ve çevresel faktörlerin etkileşiminin 

de etkili olabileceği düşünülmektedir. Lösemili ikizlerle yapılan çalışmalarda, uterusta 

meydana gelen genetik durumların önemi üzerinde durulmuş ve bu durumun özellikle 

de tek yumurta ikizleri için geçerli olduğu düşünülmüştür (1,22). Pombo de Oliveira ve 

arkadaşlarının (23) yaptığı çalışma, tek yumurta ikizlerinden birinin ALL tanısı 

almasıyla, diğer ikiz eşinin de önemli oranda lösemi gelişim riskine sahip olduğunu 

göstermiştir. 

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

bazı genetik sendromların çocukluk çağı lösemilerinin küçük bir kısmından sorumlu 
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olduğu ve lösemi gelişim riskini artırdığı düşünülmektedir (22,24,25,26,27). Kaye ve 

arkadaşlarının (28) yaptığı çalışmada, maternal üreme öyküsünün önemli olduğu 

gözlenmiş ve otuz beş yaşından büyük maternal yaş ile fetal kayıp öyküsünün lösemi 

gelişim riskiyle ilişkili olduğu bulunmuştur. 

 
 
 
2.1.2. Akut Lenfoblastik Löseminin Sınıflandırılması 

2.1.2.1. Morfolojik Sınıflama  

French-American-British (FAB) çalışma grubunun oluşturduğu sınıflandırmaya 

göre ALL; L1, L2 ve L3 olmak üzere üç alt tipe ayrılır. Bu sınıflama hücre boyutu, 

sitoplazma oranı, nükleolus varlığı ve sitoplazmanın bazofili özelliğine göre 

yapılmaktadır (29).  

a) L1 tip: Hücreler küçük, homojen ve dar sitoplazmalıdır. Çocuklarda en 

yaygın görülen alt gruptur ve çocukluk çağı ALL’lerinin % 84’ini oluşturur (30,31). 

   b) L2 tip: Hücreler daha büyük ve heterojen, nükleusları düzensiz ve en az bir 

tane büyük nukleolus içermektedir. Erişkinlerde en sık rastlanan ALL tipi olup, 

çocukluk çağı ALL’sinin yaklaşık % 15’ini oluşturmaktadır (30,31). 

  c) L3 tip: Hücreler büyük ve homojen, sitoplazma bazofilik ve vakuollüdür. Çok 

yaygın gözlenmemekle birlikte çocukluk çağı ALL’sinin % 1’ini oluşturmaktadır 

(30,31).  

 
 
 

2.1.2.2. İmmunolojik Sınıflama 

Bu sınıflandırma klinik olarak daha uygun olup, temeli lösemi hücre 

yüzeyindeki belli antijenlerin ekspresyonuna dayanmaktadır. Sağlıklı lenfositler 

farklılaşmanın değişik aşamalarında düzenli olarak spesifik antijenler eksprese 

etmektedirler (1).  

 Yüzey antijenleri, başkalaşım kümeleri (Cluster of Differentiation, CD) olarak 

adlandırılmakta ve hücrenin hangi gelişim aşamasında olduğu konusunda bilgi 

vermektedir. Bu sınıflandırmaya göre ALL 4 tipe ayrılmaktadır: 

a) Erken Pre-B Hücreli ALL: Çocuk ve yetişkinlerdeki ALL vakalarının 

yaklaşık %70’i bu kategoride yer almaktadır. Hastalar çoğunlukla gençtir (1-9 yaş) ve 
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düşük lökosit sayılarına sahiptirler. 1 yaşından küçük çocukların yarısı, daha büyük 

yaştaki çocukların %10’u ve yetişkinlerin % 10-40’ı CD10 eksprese etmemektedirler. 

CD10 ekspresyonunun eksikliği, yüksek lökosit sayısı ve kötü prognozla ilişkilidir (1).                  

 b) Pre-B Hücreli ALL: Bu grup, sitoplazmik immunoglobulin ağır zincirlerinin 

ekspresyonu ile tanımlanmaktadır. Tüm ALL vakalarının yaklaşık olarak %20’sini 

oluşturmaktadır ve erken Pre-B Hücreli ALL’ninkine benzer sıklıkta CD10 eksprese 

etmektedir. Hastalar yüksek hemoglobin seviyesi, lökosit sayısı ve laktik dehidrogenaz 

seviyesine sahiptirler (1).  

c) T-Hücreli ALL: Çocukluk çağı ALL vakalarının yaklaşık %13-15’ni 

oluşturmaktadır. İleri yaş, yüksek lökosit sayısı, merkezi sinir sistemi (MSS) tutulumu 

ve mediastinal kitlelerle ilişkilidir (1).  

d) Olgun B-Hücreli ALL: ALL hastalarının % 5’inden daha azında 

gözlenmekte ve Burkitt lenfomaya özgü bir lösemik faz göstermektedirler. Hastalarda 

abdominal lenfoadenopati ve sıklıkla MSS tutulumu da görülmektedir. Morfolojik 

olarak FAB sınıflandırmasının L3 tipini göstermektedir (3).  

 
 
 
2.1.3. Tedavi  

Akut lenfoblastik lösemi tedavisinde, radyoterapi, kemoterapi, immünoterapi, 

kemik iliği nakli başlıca tedavi şekilleridir. Tedavinin temelini kemoterapi 

oluşturmaktadır. Özel durumlarda beyni korumak ve tedavi için radyoterapi (ışın 

tedavisi) uygulanmaktadır, fakat ana tedavideki yeri kısıtlıdır (32). 
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2.1.3.1. Çocukluk Çağı Akut Lenfoblastik Lösemisinde Kemoterapi         

                         Tedavisi 

Çocukluk çağı ALL tedavisinde kemoterapi tedavisi önemli yer tutmaktadır. 

Tedavi süreci indüksiyon, konsolidasyon, idame tedavisi ve MMS proflaksisini 

içermektedir. İndüksiyon tedavisinde amaç ilk lösemi hücrelerinin % 99’undan fazlasını 

yok etmek ve normal kan yapımını yeniden sağlamaktır. Bu yaklaşım bir glukokortikoid 

(prednisone ve dexamethasone), vinkristine ve en azından üçüncü bir ilacın 

(asparaginaz, antrasiklin veya her ikisi birden) uygulanmasını içermektedir. Üçlü ilaç 

indüksiyon tedavisi standart riske sahip kişiler için yeterli görülmektedir (33). 

Normal kan yapımı ve vücut fonksiyonunun tekrar sağlanmasının ardından ilaca 

dirençli rezidüel lösemik hücreleri ortadan kaldırmak için konsolidasyon tedavisi 

kullanılmakta ve böylece relaps riski azalmaktadır (33). Konsolidasyonun yoğun olarak 

kullanılması ALL’li çocukların tedavisinde oldukça önemlidir. Yüksek dozda 

metotreksat (bazen 6-merkaptopürin, teniposide veya sitarabin ile kombinasyonu) 

uygulanması ile ALL’li çocuklarda yaklaşık % 70-80 tedavi oranı sağlanmıştır (33). 

Çocukluk çağı ALL’sine ilişkin çalışmalar idame tedavisinin önemini 

vurgulamaktadır. İdame tedavisinde 2 yıl boyunca 6-merkaptopürin ve metotreksat 

kullanılmaktadır ve tedavinin amacı relapsı engellemektir (33).  

Santral sinir sistemi hastalığına çocukların ve yetişkinlerin % 5’inde teşhis 

sırasında rastlanmaktadır. MSS proflaksisi, MSS relaps insidansını düşürmektedir. 

Kraniuma ilişkin radyasyon ve metotreksat ya da sitarabin ile yapılan intratekal 

kemoterapi gibi MSS proflaksisinde içerilen farklı tedavi yöntemleri çocukluk çağı 

ALL tedavisinde standart olarak kullanılmaktadır (1).  
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2.1.4.Tedaviye Direnç 

            2.1.4.1. İlaç Direnci 

İlaç direnci çeşitli biyokimyasal mekanizmaların bir sonucu olarak ortaya 

çıkabilmektedir (34). Şekil 2.1.’ de gösterilen biyokimyasal mekanizmalar:  

a) İlaç alınımında ve etkinliğinde azalma  

b) İlacın hücre dışına atılımındaki artış, 

c) İlacın azalan metabolik aktivasyonu,  

d) İlaç deaktivasyonunda artış,  

e) Hedef bölge ile etkileşimini önleyen ilaç sekestrasyonu,  

f) Hedef bölge konsantrasyonlarının intrasellüler artışı, 

g) Hedef bölgedeki yapısal değişiklikler,  

h) Hedef bölge fonksiyonunda duplikasyon,  

            i) Hasarlı hedef bölgenin onarımıdır. 

 

Klasik olarak direnç, ekstrinsik ve intrinsik olarak ikiye ayrılmaktadır. Ekstrinsik 

direnç ilaçların tümör hücresine ulaşamamasından, intrinsik direnç ise tümör 

hücrelerinin özelliğinden kaynaklanmaktadır. İntrinsik direnç in vitro olarak 

gözlenmekte olup 2 gruba ayrılır: Hücreler eğer tek bir ilaca karşı direnç gösterirse basit 

direnç, farklı biyokimyasal hedeflere sahip kemostatik ilaçlara karşı çapraz direnç 

gösterirlerse çoklu ilaç direnci (Multi Drug Resistance, MDR)  olarak 

adlandırılmaktadır (35). 
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             Şekil 2.1. İlaç direncinin biyokimyasal mekanizması (34)  
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2.1.4.2. Çoklu İlaç Direnci (MDR) 

Çoklu ilaç direnci, belirli bir ajana karşı dirençli olarak seçilen birçok tümör 

hücresinin çeşitli ilaçlar, anthrasiklinler, vinka alkoloidler, epipodofillotoksinler, taksol, 

kolşisin gibi yapısal ve fonksiyonel bileşiklere karşı çapraz direnç göstermesi olarak 

bilinmektedir (36). MDR, hastalarda sık olarak gözlenmekte ve bazı mekanizmalarla 

oluşmaktadır. Farmakolojik mekanizmaların temelinde tümörlü hücrelerden ilaçların 

aktif olarak atılımı yatmaktadır (35).  

Küçük hücreli olmayan akciğer kanseri ve kolon kanseri gibi kanserleri içeren 

malignansiler rezistans bir fenotip ve sitotoksik ilaçlara karşı yetersiz bir cevaba 

sahiptirler. İlerlemiş meme ve yumurtalık kanserleri gibi diğer tümörlerde de başlangıç 

bir yanıttan sonra relaps gelişmekte ve birçok ilaca dirençli hale gelmektedir (36). 

 

 
 
2.1.5. Çoklu İlaç Direnç Mekanizması 

İlaç direncini açıklayan birçok hücresel mekanizma karakterize edilmiştir. Bu 

mekanizmalar, insan multi-drug rezistans ilişkili protein (MRP) tarafından ilaçların 

artan atılımı, DNA topoizomeraz II gibi ilaç hedeflerindeki değişimleri ve bileşiklerin 

artan detoksifikasyonunu içermektedir. MDR’nin klasik formu ise, bir transmembran 

ilaç atılım pompası olarak fonksiyon gören P-glikoproteini (P-gp) kodlayan MDR1 

geninin aşırı ekspresyonu sonucu ortaya çıkmaktadır (36).  
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2.1.5.1. P-glikoprotein Yapısı ve Fonksiyonu 

P-glikoprotein, ATP-Binding Cassette (ABC) superfamilyası olarak da bilinen 

taşıyıcı proteinlerin geniş bir grubuna aittir ve bu familyaya benzer yapısal ve 

fonksiyonel özellikler göstermektedir (37). ABC taşıyıcı protein üyeleri yüksek oranda 

korunmuş iki ATP bağlayıcı bölge içermektedir. Bu superfamilya üyeleri iyonlar, 

şekerler, amino asitler, peptidler, proteinler, ilaçlar ve toksinler gibi bir çok maddenin 

taşınımından sorumludurlar (38). ABC superfamilyası içinde yer alan P-gp, 

fosforillenmiş ve glikozillenmiş bir protein olup 170 kDa’luk bir moleküler ağırlığa 

sahiptir (36). 

1280 amino asit içeren P-gp, birbirine yüksek oranda benzeyen iki kısımdan 

oluşmaktadır.  Her bir kısım, bir nükleotid bağlama domaini (NBD) ve yüksek oranda 

hidrofobik olan altı transmembran domaini (TMD) içermektedir (Şekil 2.2.). TMD’lerin 

ilaç moleküllerinin membrandan geçişinde rol oynadığı düşünülmektedir. Proteinin 

amino ve karboksil terminal uçları ile NBD’ler intrasellular alanda lokalize olmuştur. 

Molekülün N-terminal kısmının ekstrasellular bölgesinde tek bir glikozillenme bölgesi 

vardır (36). Her bir NBD Walker A ve B olmak üzere iki motifden meydana gelmiştir. 

Bu motiflerin ATPazlarda bulunduğu, nükleotidlerin bağlanması ve hidrolizinde görev 

aldıkları düşünülmektedir. Her iki NBD P-gp’nin normal işleyişi için gereklidir ve P-gp 

aktivitesi tamamen ATP varlığına bağlıdır. ATP bağlayıcı domainler ATPaz olarak işlev 

görmekte olup P-gp’nin substratları membran dışına çıkarmada gerekli enerjiyi 

sağlamaktadır. P-gp’nin işlev görebilmesi için ATP her iki NBD’ye de bağlanmakta, 

fakat P-gp aktivitesi için her iki ATP’nin de hidrolize olup olmadığı henüz 

bilinmemektedir. ATP’nin bağlanması ile P-gp’de konformasyonel değişiklikler 

olmakta ve hidrolizi ile de transport gerçekleşmektedir (39). 
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 Glikozillenme  
Bölgesi  

Şekil 2.2. P-gp’nin iki boyutlu yapısı (40)  
 

 
 
ATP bağımlı akış pompası olarak görev yapan P-gp belli ekzogenik ve 

endogenik maddeleri hücre dışına çıkaran bir membran proteinidir. P-gp’nin 

dokulardaki fizyolojik ekspresyonu çeşitli hücrelerdeki ilaç detoksifikasyonu için 

gerekli olan belirleyicilerinden biridir ve bu durum potansiyel olarak zararlı bileşiklere 

karşı hücresel savunma mekanizması sağlamaktadır (11).  

P-gp’nin içerdiği transmembran segmentlerinin ilacın dışarı atıldığı bir kanal 

oluşturduğu ve ATP bağlanma bölgesinin ise konsantrasyon gradiyentine karşı ilacın 

hücre dışına çıkarılmasında gereken ATP hidrolizinde görev aldığı düşünülmektedir 

(41). 

ATP bağlanma bölgelerinin birinde meydana gelen önemli amino asit 

değişikliklerinin pompa fonksiyonunu bozduğu gözlenmiştir (42). P-glikoproteinin, 

ilacın bağlandığı taşıyıcı proteini hücre dışına pompaladığının düşünülmesine rağmen, 

direkt olarak ilaca bağlandığı yönünde de kanıtlar bulunmaktadır (43). 

P-gp, ilaçları modifiye olmamış formuyla taşımaktadır. İlaçların hücre dışına 

akışını artırarak, hücre içi konsantrasyonunu düşürmekte ve sonuçta birçok sitotoksik 

antikanser ilaca karşı bir direnç oluşturmaktadır (44) (Şekil 2.3.).  

 Transmembran    
       Domaini 
        (TMD) 

Nükleotid 
Bağlama 
Domaini 
  (NBD) 

   Walker A  
Fosforillenme          ve 
Bölgesi     Walker B 
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              Şekil 2.3. Kanser ilaçlarının P-gp aracılığıyla hücreden çıkarılması (45)  

 
 
 

 2.1.5.2. Normal Dokularda P-gp Ekspresyonu 

 P-glikoproteinin normal dokulardaki ekspresyonu hücreleri toksik maddelerden 

korumaktadır. P-gp insanda böbreküstü bezlerinde yüksek oranda eksprese olurken, 

akciğer (solunum epiteli), mide, kolon, pankreas, plasenta ve prostatda orta seviyede, 

beyin, kemik iliği, özofagus, kalp, düz kas, timus ve deride ise düşük seviyede eksprese 

olmaktadır (44).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 13



2.1.5.3. Tümörlü Dokularda P-gp Ekspresyonu 

     Lösemi, malign lenfoma, yumurtalık ve böbrek kanseri, meme kanseri, akciğer 

kanseri, kemik ve yumuşak doku tümörleri, nöroblastoma, gastrik ve kolorektal kanser 

gibi çok sayıda insan tümöründe P-gp ekspresyonunda artış saptanmıştır (46). 

Karaciğer, kolon, böbrek ve pankreas gibi P-gp eksprese eden dokulardan kaynaklanan 

kanserlerde MDR1 geni yüksek oranda eksprese olmaktadır. Bu tümörler genelde 

kemoterapiye direnç göstermektedirler. Diğer tümörler orta veya düşük MDR1 mRNA 

ekspresyon seviyesine sahiptirler. MDR1 mRNA’sı bazı tümörlerde, özellikle de P-

gp’nin normalde düşük eksprese edildiği organ tümörlerinde saptanmamıştır (47).  

Weinstein ve arkadaşları (48) yaptıkları bir çalışmada, P-gp ekspresyonu ile damar 

envazyonu ve lenf düğümü metastazı arasında ilişki bulmuştur. 

.Birçok çalışma lösemi ve diğer kanser tiplerinin tedavisinde kemoterapötik ilaç 

kullanımının P-gp’nin aşırı ekspresyonuyla sonuçlandığını göstermiştir. P-gp’nin aşırı 

eksprese olmasından dolayı ya lösemi başlangıcında ya da relaps anında kanser 

hücreleri direnç kazanmakta ve tedaviye yanıt verememektedirler (44). P-gp 

ekspresyonu ksenobiyotikler ve hormonlar gibi çeşitli faktörlerle regüle edilmektedir. 

Isı şok proteinleri, onkogen transfeksiyonu, hücre farklılaşması veya çoğalması P-gp 

ekspresyonunu modüle edebilmektedir (36). Doksorubisin veya vinkistrin gibi 

hidrofobik ilaçların inhibe edici konsantrasyonlarında tümör hücrelerinin büyümesi, 

glikoprotein üretimini sağlayan stabil varyantların seçilmesine neden olabilmektedir 

(49).  

Doksorubisin, vinkristin ve etoposid gibi P-gp substratları çocukluk çağı ALL 

tedavisinde kullanılmaktadır. Merkezi sinir sisteminde P-gp ekspresyon seviyesinin 

düşük olması, çocukluk çağı ALL tedavisi için kullanılan bu substratların merkezi sinir 

sisteminden geçişini artırmasıyla sonuçlanmaktadır (50).  
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       2.1.6. Multi Drug Resistance 1 (MDR1) Geni 

Adenosine Triphosphate-Binding Cassette B1 (ABCB1) geni olarak da 

adlandırılan MDR1 geni değişik yapı ve fonksiyondaki ilaca karşı hücrelerin verdiği 

direnci tanımlamaktadır  (51).  

MDR1 geni 7. kromozomun uzun kolunda (7q21.1) lokalize olmuştur (Şekil 

2.4.). 100 kb’dan daha fazla baz içeren, 28 intron ve 28 eksondan oluşmakta, promotor 

bölgesinde TATA kutusu bulunmamaktadır. MDR1 mRNA’sı 4.7 kb’dır ve genin 

toplam boyutunun % 5’i mRNA olarak kodlanmaktadır (37,52). 

MDR1 geni, ilaçların hücre içine girişini ve hücre dışı alanda depolanmasını 

sınırlandıran bir protein olan P-glikoproteini (P-gp) kodlamaktadır (51).   

 
 
              

 
 Şekil 2.4. MDR1 geninin kromozom 7q21.1’deki lokalizasyonu (53)  
 

 

Lösemi başlangıcında veya relaps döneminde dirençli hücrelerin bulunması tedavide 

önemli bir sorun olarak karşımıza çıkmaktadır. Yapılan in vitro çalışmalarda, 

kemoterapötik ilaçlara karşı direnç gelişiminde MDR1 geninin etkili olduğu 

gözlenmiştir (54). Lösemi tedavisinde kullanılan ilaçlara karşı direnç gelişimi MDR1 

geninin aşırı ekspresyonu ile ortaya çıkmaktadır. Lösemi başlangıcında MDR1 geninde 

gözlenen ekspresyon artışının klinik önemine ilişkin yapılan bir çalışmada, yüksek 

ekspresyon seviyesinin AML’de kötü prognostik bir faktör olabileceğini önermektedir 

(55). 
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2.1.6.1. MDR1 Gen Polimorfizmleri 

  MDR1 genine ilişkin çok sayıda tekli nükleotid polimorfizmleri (SNPs) 

bulunmaktadır. Bu polimorfizmlerin bazıları amino asit değişikliğine neden olmazken 

(C1236T, C3396T ve C3435T), bazıları ise kodlanan amino-asitte değişime sebep 

olmaktadır (A61G, G1199A, A2956G, T3421A) (56).  

Hoffmeyer ve arkadaşları (10), MDR1 gen polimorfizmlerini belirlemek için 

sağlıklı Kafkas populasyonu üzerinde yaptığı araştırmada, intron ve ekson bölgelerinde 

15 farklı SNP göstermişlerdir.  

 MDR1 geni ait tekli nükleotid polimorfizmlerinden bazılarının P-gp 

ekspresyonunu etkilediği düşünülmektedir. Yapılan çalışmalar normal dokularda 

C3435T (ekson 26), G2677T (ekson 21) ve T129C (ekson 1b) polimorfizmlerinin düşük 

P-gp ekspresyonuyla ilişkili olduğunu göstermiştir (57,58).  

 
 
 
2.1.6.2. C3435T Polimorfizmi 

Ekson 26’da wobble pozisyonundaki C3435T polimorfizmi (rs1045642) kodlanan 

amino asitlerde herhangi bir değişikliğe neden olmayan sessiz bir polimorfizmdir (Şekil 

2.5.). Marzouk ve arkadaşlarının (59) yaptığı çalışmada, bu polimorfizmin P-gp 

ekspresyonunda değişikliğe neden olduğu gözlenmiş ve dolayısıyla substrat-ilaç 

farmakokinetiğiyle ilişkili olabileceği düşünülmüştür. 
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                   rs 1045642 
 
                TTGATGGCAAAGAAATAAAGCGACTGAATGTTCAGTGGCTCCGA                            
                GCACACCTGGGCATCGTGTCCCAGGAGCCCATCCTGTTTGACTGC 
                AGCATTGCTGAGAACATTGCCTATGGAGACAACAGCCGGGTGGT 
                GTCACAGGAAGA  GATCGTGAGGGCAGCAAAGGAGGCCAACAT 
                ACATGCCTTCATCGAGTCACTGCCTAATGTAAG 
   
        
        Şekil 2.5. MDR1 geni 26. eksonda bulunan C3435T polimorfizmi. Mavi renk ile belirtilen kesim      
        bölgesi MboI polimorfizmi için belirlenen tanıma ve kesim bölgesidir (40)  
    
 
 

C3435T polimorfizmi ile ilaç kullanımı/dağılımı arasında bir ilişki olup 

olmadığını araştırmaya yönelik birçok çalışma yapılmıştır. Bir hipoteze göre, C3435T 

polimorfizminin alternatif splicing oluşturduğu ve bunun sonucunda yabanıl tip P-gp ile 

kıyaslandığında daha kısa bir proteinin meydana geldiği belirtilmiştir (40). Bazı 

populasyonlarda çoğunlukla 3435 pozisyonundaki polimorfik alelin, P-gp 

ekspresyonunu etkileyen başka polimorfizmlerle (G2677T/A, T129C) bağlantılı olduğu 

gözlenmiştir (40). C3435T polimorfizminin (rs 1045642), mRNA işlenmesi ile ilgili 

diziler, promotor veya enhancer bölgeler gibi ekspresyonu kontrol eden MDR1 gen 

bölgelerinde gözlenen değişimlerle ilişkili olduğu, posttranskripsiyonel 

modifikasyonları etkilediği ve mRNA’nın translasyonel kontrolünü değiştirdiği 

düşünülmektedir (10,56).  

C3435T polimorfizmine ilişkin Hoffmeyer ve arkadaşlarının (10) yaptığı 

çalışmada, TT genotipine sahip bireylerde intestinal P-gp ekspresyonunun azaldığı ve 

dolayısıyla digoksin ilaç alınımının arttığı, CC genotipindeki bireylerde ise P-gp 

ekspresyonunun arttığı ve dolayısıyla digoksin ilaç alınımının da azaldığı gözlenmiştir. 
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2.1.6.3. G2677T/A Polimorfizmleri 

 G2677T ve G2677A polimorfizmleri 21. eksonda lokalize olmuştur. 2677. 

pozisyondaki G→T ve G→A dönüşümleri anlamsız mutasyonlardır ve P-gp 

intrasellüler kısmında yer almaktadırlar.  2677. pozisyonda Ala893, threonin veya serin 

amino asitiyle yer değiştirmekte ve bu durum lipofilik rezidünün hidrofilik rezidüye 

dönüşümüyle sonuçlanmaktadır. Alanin yapısal olarak nötral bir amino asit olduğu için 

serinle yer değiştirmesi, P-gp etkileşim bölgesinin geometrik kesinliğini ve ikincil 

yapısını etkileyebilmektedir. Yapılan bir çalışmada, G2677T polimorfizmi için TT 

homozigot genotipe sahip bireylerin daha düşük P-gp ekspresyonuna sahip olduğu 

gözlenmiştir (58). 

 
 
 

2.1.6.4. T129C Polimorfizmi 

 T129C polimorfizmi ekson 1b’de lokalize olup, transkripsiyon başlama 

bölgesinin 7kb downstreamindedir. Bu polimorfizmin, promotor bölgedeki kritik 

lokalizasyonundan dolayı P-gp ekspresyonu üzerinde etkili olduğu düşünülmektedir 

(58). Tanabe ve arkadaşları (58) yaptıkları çalışmada, T129C aleli için heterozigot 

bireylerin (CT) homozigot (TT) bireylerden daha düşük plasental P-gp ekspresyonuna 

sahip olduğu gözlemişlerdir. 
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                              3. GEREÇ VE YÖNTEM 
 
 
 

3.1. Hasta Gruplarının Toplanması 

Araştırmamıza, Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları 

Anabilim Dalı Çocuk Hematolojisi Bilim Dalı ve Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Anabilim Dalı Çocuk Hematolojisi Bilim Dalı’na 

başvuran, ALL tanısı konmuş ve kemoterapi tedavisi gören 53 hasta birey (0-15 yaş 

arası)  dahil edildi.  

Çalışmamızda hasta grubu oluşturulmadan önce Mersin Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Etik Kurulu’ndan onay alınmıştır.  

Kemoterapi tedavisi gören hasta bireylerden 1 ml % 2’lik etilendiamintetraasetik 

asit (EDTA) içeren 15 ml’lik santrifüj tüplerine yaklaşık 6 ml periferik kan örnekleri 

alındı ve periferik dolaşımdaki lökositlerden DNA izolasyonu, DNA izolasyon kiti 

yöntemiyle yapıldı. Elde edilen DNA’lar analiz edilinceye kadar + 4 °C’de saklandı.  

Alınan kan örneklerinden Asid Guanidinyum-Fenol-Kloroform (AGPC) 

yöntemiyle RNA izolasyonu yapıldı (59). Elde edilen RNA’lar kısa sürede “Revers 

Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyon (RT-PCR)” yöntemi ile cDNA’ ya çevrildi ve 

analiz edilinceye kadar –20 °C’de saklandı.  
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 3.2. Kullanılan Araç ve Gereçler 

 3.2.1. Aletler ve Cihazlar 

                    • Termal Cycler (Techne Flexigene, Cambridge, UK) 

        • Elektroforez tankı (EC Midicell EC 350, 10x20cm) 

        • Elektroforez Güç Kaynağı (EC 135-90) 

        • Jel Görüntüleme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France) 

        • Manyetik karıştırıcı (Nüve MK 418) 

        • Mikrodalga Fırın (Alaska) 

                    • Hassas terazi (AND GR-200) 

                    • Mikrosantrifüj (Hermle, Z160M) 

                    • Vorteks (VELP) 

                    • Santrifüj (Nüve NF 800) 

                    • Mikropipet Seti (Eppendorf) 

                    • Derin Dondurucu (Arçelik-2031 D) 

                    • Etüv (Nüve EN-500) 

                    • Otoklav (Nüve OT 4060 V) 

                    • Buzdolabı (Arçelik 8188 NF) 

 
 

 
3.2.2. Kimyasal Maddeler 

                    • β-merkaptoetanol (Sigma M3148) 

        • 100 bp DNA ladder GeneRuler marker (Fermemtas SM 0241) 

        • 10X PCR Buffer with (NH4)2SO4 (Fermentas B33) 

        • 2 mM dNTP Mix (Fermentas, R0241) 

        • 25 mM MgCl2 (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) 

                    • Na2EDTA (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 inhibitör (Fermentas E00381) 

                    • 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) 

        • İzopropanol (Sigma I9516) 
 

 
 
3.2.3. Çözeltiler 

 

1. 10 mg/ml Proteinaz K Çözeltisi 

            100 mg Proteinaz K, 10 ml steril distile su ile çözülerek hazırlandı ve –20 o C’de    

 saklandı. 

 

 

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

  Trizma Base...........108 g 

  Borik asit ...............54,8 g 

  EDTA.....................5,44 g 

  Distile su ile 1lt’ye tamamlanarak çözüldü. 
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 3. Orange G çözeltisi 

 Na2EDTA............2,232 g 

 Orange G..............200 mg 

 60 ml Gliserol ve 40 ml distile sudan oluşan solüsyon içerisinde çözüldü. 

 

  

4. Elektroforez Yürütme Tamponu 

 10X TBE tamponundan distile su ile seyreltilerek hazırlanmış olan 1X TBE 

  içerisine 0,5 μg/ml konsantrasyonunda olacak şekilde etidyum bromid (EtBr) 

  konularak hazırlandı. 

 

  

 5. % 3’lük Agaroz Jel Solüsyonu 

 140 ml 1X TBE tamponu içerisinde 4,2 g agaroz (Agarose plus) mikrodalga 

  fırında eritildikten sonra 0,5 μg/ml konsantrasyonunda olacak şekilde EtBr 

  eklenerek hazırlandı. 

 

 

6. Dietilpirokarbonat (DEPC) H2O 

 1000 ml deiyonize su içine 2 damla DEPC konup iyice çalkalandı. 

  Bir gece oda ısısında bırakıldı. 

             60 oC’de 2 saat kapağı hafifçe gevşetilerek tutulur ve ardından otoklavlandı. 

            + 4 oC’de saklanır. Bu ısıda 1 yıl stabildir. 

           

            

           7. 0.75 M Sodyum Sitrat 

 Sodyum sitrat 5.5 H2O 15.78 g 

             DEPC H2O ile 100 ml’ ye tamamlandı (pH 7.0) 

             Otoklavlayarak sterilize edildi. 

 Oda ısısında 6 ay stabildir. 
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8. %10 Sarkozil 

 Sarkozil 1 g 

             DEPC H2O 10 ml 

 Oda ısısında 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 HO2 50 ml’ye tamamlanır. 

Bu karışım oda ısısında 3 ay stabildir. 

 

 

10. Denatürasyon Çözeltisi (Solusyon D) 

GSCN 4M çözeltisi 9,9 ml 

2-merkaptoetanol (14 M) 0.1 ml 

Bu karışım oda ısısında 1 ay stabildir. 
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           3.3. Yöntemler 

3.3.1. RNA izolasyonu 

RNA izolasyonu, Asid Guanidinyum- Fenol-Kloroform (AGPC) yöntemi ile 

yapıldı (59): 

 1. İçinde EDTA’lı 6 ml kan bulunan 15 ml’lik santrifüj tüpü üzerine soğuk steril     

    distile su ilave edilerek yaklaşık 13 ml’ye tamamlandı. 

             2. Karışım 2-3 dk hızlı olarak aşağı yukarı karıştırıldı. 

 3. 10 dk 2000 rpm’de oda ısısında santrifüj edildi. 

 4. Supernatant atıldıktan sonra peletin üzerine soğuk steril distile su ilave     

     edilerek yaklaşık 13 ml’ye tamamlandı. 

 5. 10 dk 2000 rpm’de santrifüj edilir ve süpernatant atıldı. 

   6. Bu işlem yaklaşık 4–5 kez tekrarlandı. 

 7. Oluşan peletin 200 μl’si RNA izolasyonu için 1,5 ml’lik ependorf tüpe   

     ayrılarak 500 μl serum fizyolojik (% 0,9 NaCl) ile sulandırıldı. 

 8. 1.5 ml’lik steril ependörf tüplere, 500 μl denatürasyon solüsyonu bırakıldı.   

     Üzerine serum fizyolojik ile sulandırılmış lenfosit peletinden 200 μl ilave     

     edip birkaç saniye vortekslenerek buz içinde 15 dk bekletildi. 

 9. Karışımların üzerine 700 μl fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) ekleyip    

      buz içinde 15 dk daha bekletildi. 

10. Tüpler 4 dk 10 000 rpm’de santrifüj edildi. 

11. Üst faz alınıp yeni bir 1.5 ml lik steril ependörf tüplere aktarıldı. 

            12. Yeni tüplere 700 μl kloroform-izoamil alkol (24:1) ekleyip 2 dk 10.000     

       rpm’de santrifüj edildi. 

            13. Üst sıvı fazı yeni bir 1.5 ml lik steril ependörf tüpe aktarılıp, alınan bu üst f     

       faza1 ml absolü etanol eklendi ve – 20 oC’de bir gece bırakıldı. 

            14. Tüpler – 20 oC’den alınıp 15 dk 12.500 rpm’de santrifüj edildi. 

15. Tüplerdeki etanol dökülüp 500 μl % 70’lik etanol eklendi ve birkaç saniye 

       vortekslendikten sonra 5 dk 12.500 rpm’de santrifüj edildi. 

16. Süpernatantı dökülüp tüplerin dibinde kalan etanol pipetle uzaklaştırıldı. 

            17. Tüplerin ağzı açık olarak en az 10 dk bekletilip pelet üzerine, 50 μl DEPC-   

       distile su eklendi. 

            18. RNA’nın çözülmesi için 70 ºC’de 1 saat bekletildi. 
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            3.3.2. DNA İzolasyonu 

DNA izolasyonu, “High Pure PCR Template Preparation Kiti (Roche)” ile 

yapıldı. 200 μl periferik kan bulunan mikrosantrifüj tüpüne, 200 μl Binding Buffer ve 

40 μl proteinase K ilave edilerek birkaç saniye vortekslendi. 70 ºC’de 10 dakika 

tutululduktan sonra üzerine 100 μl izopropanol eklendi ve dikkatli bir şekilde 

vortekslendi. Mikrosantrifüj tüpündeki karışım toplama tüpü içerisindeki filtre tüpüne 

alındı. 1 dakika 8000 rpm’de santrifüj edildikten sonra, alttaki toplama tüpü atılarak 

filtre tüpü steril bir toplama tüpüne yerleştirildi ve üzerine 500 μl Inhibitor Removal 

Buffer ilave edilerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. Alttaki toplama tüpü 

atılarak filtre tüpü yeni bir toplama tüpüne alındı ve üzerine 500 μl Washing Buffer 

eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi (bu işlem iki kez tekrarlandı). Filtre 

tüpü steril mikrosantrifüj tüpüne alınarak üzerine yaklaşık 1 saat 70 ºC’de tutulan 

Elution Buffer’dan 200 μl ilave edildi ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifüj edilerek DNA 

elde edildi. 

 
 
 

3.4. Moleküler Analiz 

3.4.1. MDR1 Geni C3435T Polimorfizminin Belirlenmesi 

  Çalışmamızda, MDR1 geni C3435T polimorfizmini belirlemek amacıyla ilk 

olarak MDR1 gen bölgesinin PCR ile amplifikasyonu gerçekleştirildi. Amplifikasyonda 

bu bölgeye özgü F-  5’- TTG ATG GCA AAG AAA TAA AGC -3’ ve R - 5’- CTT 

ACA TTA GGC AGT GAC TCG -3’ primerleri kullanıldı (60). 

Ekson 26’daki C→T tek nükleotid değişimini belirlemek için, PCR sonrası elde 

edilen 208 bp’lik PCR ürünleri bu bölgeyi tanıyan bir MboI enzimi ile restriction 

fragment length polymorphism (RFLP) işlemi uygulandı. RFLP işlemi 20 örnek için; 

190 μl bidistile su, 50 μl buffer R ve 40 ünite (10u/μl) Mbo I’dan oluşan enzim karışımı 

hazırlandı. PCR ürünü bulunan her bir tüpe, 12 μl hazırlanan RE enzim karışımından 

eklendi ve 1 gece 37 oC etüvde bekletilerek kesme işlemi gerçekleştirildi. Kesme işlemi 

sonucunda T aleline sahip gen bölgeleri kesilmezken, C aleline sahip gen bölgeleri 

kesildi.  Kesme işlemi gerçekleştikten sonra, tüplerin her birine 10 μl orange G eklendi. 

Sonra, % 3’lük agaroz jel hazırlandı. Her bir tüpten 25-30 μl kadar alınarak jel 

kuyucuklarına yüklendi. Sonra 120 V elektrik akım uygulanarak elektroforez işlemi 
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yapıldı ve görüntüleme cihazı ile oluşan PCR ürünleri; 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 değerlendirildi. 

                 
                         
                        a) PCR Ortamı (10X) 
             
                    
                           Bidistile Su................................170 μl 

                           10x PCR Buffer (NH2(SO4))......25 μl  

                     dNTP Mix (2 mM)......................25 μl 

                     Primer F (MDR1 F)......................5 μl 

                     Primer R (MDR1 R).....................5 μl 

                     25 mM MgCl2. ............................15 μl 

                     Taq DNA Polimeraz.....................2 μl 

                     Genomik DNA..............................1 μl 

 

             

              b) PCR Şartları 
        

                   94 oC ……….2 dk 

                   94 oC ………1,5 dk       

                   54 oC ………1 dk           30 döngü 

                   72 oC ………1.5 dk 

                   72 oC ……….7 dk 

                   + 4 oC’de bekleme olarak düzenlendi. 
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   3.4.2. MDR1 geni mRNA düzeylerinin belirlenmesi 

 

       a) Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) 

1) RT-PCR’de kullanılan primerler; 

         • cDNA elde etmek için kullanılan primer oligo T; 

 PolyT 5’-TTTTTTTTTTTTTTTA-3’ 

         • MDR1 geni mRNA’sına özgü primerler; 

             ABCB1-F- 5’- CAG ACA GCA GGA AAT GAA GTT GAA- 3’ 

             ABCB1-R- 5’- GCT TTC TGT CTT GGG CTT GT- 3’ (61) 

          • İnternal kontrol olarak kullandığımız beta aktin geni mRNA’sına       

  özgü 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 için hazırlanan PCR ortamı (1X) (İlk Aşama) 

 

         5XRT Buffer………………... 4μl 

         dNTP…………………….…..10μl 

          polydT primer……………......1μl 

          Revers Transkriptaz (20U/μl)..1μl 

               RNAse inhibitör(40U/μl)…….0,5 μl 

               Su………………………….... 12 μl 

          RNA……………………….... 1 μl 

              

              Her bir örnek için son hacim 28-30 μl olacak şekilde hazırlandı. 
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3) cDNA eldesi için hazırlanan PCR şartları 

               

            37 ºC’de  60 dk 

            95 ºC’de   5 dk            1 döngü 

           buz üzerinde 15 dk bekletilerek cDNA elde edildi. 

 

                      

4) MDR1 Geni cDNA için kantitatif PCR ortamı (1X) (2. aşama) 

 

                     Bidistile Su.................................16 μl 

                     10x PCR Buffer (NH2(SO4))......2,5 μl  

                     dNTP Mix (2 mM).....................2,5μl 

                      Primer F (ABCB1 F) ................0,3 μl 

                       Primer R (ABCB1 R)................0,3 μl 

                       25 mM MgCl2. .........................1,5 μl 

                        Taq DNA Polimeraz (5u/μl).....0,2 μl 

                             cDNA…..……………………... 3 μl 

                                        

                          Her bir örnek için, son hacmi 24 μl olacak şekilde hazırlandı. 

      

                      

 5) Kantitatif PCR Şartları 

     

                    95 oC’de      2 dk 

                    95 oC’de      45 sn 

                    59 oC’de       1 dk          35 döngü 

                    72 oC’de      1,5 dk 

                    72 oC’de       7 dk     

                           

                      +  4 oC’de bekleme olarak hazırlandı.  
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6) Beta Aktin Geni cDNA için kantitatif PCR ortamı (1X) (2. aşama) 
                   

                     Bidistile Su.................................16 μl 

                     10x PCR Buffer (NH2(SO4))......2,5 μl  

                     dNTP Mix (2 mM).....................2,5 μl 

                      Primer F (BRT).........................0,3 μl 

                      Primer R (BRT).........................0,3 μl 

                      25 mM MgCl2. .........................1,5 μl 

                        Taq DNA Polimeraz (5u/μl)....0,2 μl 

                            cDNA…..……………………... 3 μl 

                             

                            Her bir örnek için, son hacmi 24 μl olacak şekilde hazırlandı. 

      

 

                       7) Kantitatif PCR Şartları 

                  

                     95 oC’de      2 dk 

                     95 oC’de      45 sn 

                     62 oC’de       1 dk        35 döngü 

                     72 oC’de      1,5 dk 

                     72 oC’de       7 dk     

                              
                              + 4 oC’de bekleme olarak hazırlandı.  
         
 
 

MDR1 geni (160 bp) ve β Aktin genine (202 bp) ait RT-PCR ürünleri, etidyum 

bromid içeren %3’lük agaroz jel ile 120 V elektrik akımı kullanılarak elektroforez 

işlemi yapıldı. Bantlar, “Vilber Lourmat Marne La Vallée, France” marka jel 

görüntüleme sistemi ile görüntülenerek bilgisayar ortamına aktarıldı ve “Scion Image 

Beta 4.03” programı kullanılarak MDR1 geni mRNA yoğunlukları ile β aktin geni 

mRNA yoğunlukları değerlendirildi. “Scion Image Beta 4.03”programı kullanılarak 

belirlenen MDR1 geni ve β aktin geni mRNA yoğunlukları birbirine oranlandı.  
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       3.5. İstatistiksel Analiz  

İstatistiksel analizler, SPSS (Statistical Package for Social Sciences, version 

11,5) Paket Programı kullanılarak yapıldı. MDR1 geni C3435T polimorfizminin genotip 

dağılımının Hardy Weinberg dengesinde olup olmadığı belirlendi. MDR1 geni mRNA 

düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranı normal dağılıma uygunluk kontrolünde Shapiro 

Wilks testi kullanıldı ve normal dağılıma sahip olmadığı gözlendi. Bu nedenle iki grup 

karşılaştırmasında, Mann Whitney U Testi kullanıldı. İkiden fazla bağımsız grup 

karşılaştırmalarında (genotip ve mRNA düzeyi/β aktin mRNA düzeyi oranı) Kruskall 

Wallis ve anlamlı farklılık olan grupların belirlenmesinde Dunn çoklu karşılaştırma testi 

kullanıldı. Tanıtıcı istatistik olarak frekans, yüzde ve medyan (% 25 - % 75’lik 

persantiller) değerleri verilmiştir.  
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                                                   4. BULGULAR 
 
 
 

Bu çalışmada, ALL hastalarında MDR1 geni mRNA düzeyleri ile MDR1 geni 

C3435T polimorfizmi arasındaki ilişkiyi belirlemek için, Mersin Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Anabilim Dalı Çocuk Hematolojisi Bilim Dalı 

ve Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Anabilim Dalı 

Çocuk Hematolojisi Bilim Dalı’na başvuran ALL tanılı ve kemoterapi tedavisi 

görmekte olan toplam 53 birey alınarak hasta grubu oluşturuldu. Hasta grubuna ait 

bireylerin yaş ortalaması 7,398 ± 4,1354 olarak belirlendi. 

Hasta grubuna ait MDR1 geni mRNA düzeyleri, RT-PCR yöntemi ve “Scion 

Image Beta 4.03” programı kullanılarak tespit edildi. PCR ve RFLP yöntemleri 

kullanılarak MDR1 geni C3435T polimorfizmi alel ve genotipleri belirlendi. 

 
 
 

4.1. ALL Hasta Grubuna Ait MDR1 Geni mRNA Düzey Bulguları 

Asid Guanidinyum-Fenol-Kloroform (AGPC) yöntemi kullanılarak RNA 

izolasyonu gerçekleştirildi. Daha sonra RT-PCR ile cDNA’lar elde edildi. Elde edilen 

cDNA’larla yapılan PCR sonrası MDR1 mRNA düzeylerine ait bantlar “Vilber 

Lourmat Marne La Vallée, France” marka jel görüntüleme sistemi ile görüntülenerek 

bilgisayar ortamına aktarıldı, “Scion Image Beta 4.03” kullanılarak değerlendirildi 

(Şekil 4.1.). MDR1 geni mRNA yoğunlukları (160 bp), internal kontrol β aktin geni 

mRNA yoğunlukları (202 bp) ile karşılaştırılıp oranlanarak MDR1 geni mRNA 

düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi değerlendirildi. 
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Şekil 4.1. MDR1 geni ve internal kontrol beta aktin geni cDNA’larının elektroforez sonrası fotoğrafı;  
                 M: DNA Marker, 1-9: bireylere ait MDR1 geni (160 bp) ve beta aktin geni (202 bp)  cDNA       
                 fragmentleri 

 
 
 

Cinsiyete göre MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranı 

kıyaslandığında % 25’lik ve % 75’lik persantillere göre kızlarda medyan değeri 0,860 

(0,690-0,990) iken, erkeklerde bu değer 0,840 (0,725-1,065) olarak belirlendi (Çizelge 

4.1.). Cinsiyet ile MDR1 geni mRNA düzeyi/β aktin mRNA düzeyi oranı arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunmadı (p= 0,922). 

     
      
         
 Çizelge 4.1. MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranı ile cinsiyetin karşılaştırılması 

  P: Persantil 

                                         CİNSİYET 
               KIZ                  ERKEK P=0,922 
Medyan     25 -75 P     

Medyan 
      25 -75 P 

  Ekspresyon   0,860    0,690-0,990      0,840     0,725-1,065 
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4.2. ALL Hasta Grubuna Ait MDR1 Geni C3435T Polimorfizminin Genotip      

       Dağılımı ve Alel Frekans Bulguları 

MDR1 geninin 26. ekson bölgesinde bulunan C3435T polimorfizmini 

belirlemek için elde edilen PCR ürünleri, Mbo I enzimi ile kesildi. Kesilen PCR 

ürünlerinin % 3’lük agaroz jelle elektroforezi sonrasında, 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 değerlendirildi (Şekil 4.2.). 

 

 
 

       
      Şekil 4.2. MDR1 geni C3435T polimorfizmine ait alellerin elektroforez 
                        sonrası fotoğrafı. M: DNA marker; 1. ve 4. örnek CT, 2. örnek CC, 3. örnek TT 

 
 
 

Hasta grubundaki toplam 53 bireyden 2’si genomik DNA’ları elde 

edilemediğinden çalışmanın “ALL Hasta Grubuna ait MDR1 Geni C3435T 

Polimorfizmi Genotip Dağılımı ve Alel Frekansı Bulguları” bölümüne dahil edilmedi.  

Hasta grubuna ilişkin MDR1 geni C3435T polimorfizmi genotipleri dağılımı toplam 51 

kişiden 13’ü CC genotipine (% 25,5), 27’sinin CT genotipine (% 52,9), 11’i (% 21,6) 

ise TT genotipine sahip olarak belirlendi (Çizelge 4.2.). 

 
 

                           
                            
 
 
 
 

 33



                            Çizelge 4.2. Hasta grubuna ait MDR1 geni C3435T polimorfizmi  
                                                      genotip dağılımları 
 

     
      Genotip 

 
       Hasta Grubu   
            N (%) 

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

                N: Birey Sayısı, 
                                
 

Hasta grubuna ilişkin CC, CT, TT genotip dağılımının Hardy Weinberg 

dengesinde olduğu gözlendi (p=0,665). 

ALL hasta grubuna ait alel frekansları, 53 (% 52) C aleli ve 49 (% 48) T aleli olarak 

belirlendi (Çizelge 4.3.). 

                
 
                 
 
                  Çizelge 4.3. Hasta grubuna MDR1 geni C3435T polimorfizmi ait 
                                       polimorfizmi alel frekansları 

 
         Alel              Hasta Grubu 

                  N (%) 

          C                 53 (% 52) 

          T                49 (% 48) 

        Toplam               102 (% 100) 

                n: Alel sayısı 

 
 

Hasta grubu C veya T aleline sahip olup olmaması açısından değerlendirildi ve 

hasta grubu bireylerinde 40 (% 78,4) kişi CC veya CT genotipine, 11 (% 21,6) kişinin 

ise TT genotipine sahip olarak belirlendi (Çizelge 4.4.). 
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       Çizelge 4.4. Hasta grubunun C veya T aleline sahip olması açısından   
                           değerlendirilmesi 
 

 C veya T Aleline Sahip 
Olma 

        Hasta Grubu 
            N (%) 

              CC+CT         40 (% 51,28) 
              TT+CT         38 (% 48,72) 

                          N: Birey sayısı 

 
 
 

4.3. MDR1 Geni mRNA Düzeyleri ile C3435T Polimorfizmi Genotip 

Dağılımları Arasındaki İlişkiye Ait Bulgular 

ALL hasta grubuna ait MDR1 C3435T genotip dağılımları MDR1 geni mRNA 

düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranları bakımından kıyaslandı. MDR1 geni mRNA 

düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranı, % 25’lik ve % 75’lik persantillere göre CC 

genotipine sahip 13 kişide medyan değeri 0,880 (0,742 - 1,122), CT genotipine sahip 27 

kişide medyan değeri 0,910 (0,765 - 1,280), TT genotipine sahip 11 kişide ise medyan 

değeri 0,720 (0,532 - 0,823) bulundu (Çizelge 4.5.). 

 

 
 
    Çizelge 4.5. Hasta grubunda MDR1 C3435T genotip dağılımları ile MDR1 mRNA düzeyi/beta aktin        
    mRNA düzeyi oranlarının karşılaştırılması (p=0,026). 

 

   P:Persantil 

 mRNA Düzeyi/Beta Aktin mRNA Düzeyi 

Oranı 

          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 
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MDR1 genotip dağılımları ile MDR1 geni mRNA düzeyi/β aktin mRNA düzeyi 

oranları karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulundu (p=0,026). 

CT genotipine sahip bireylerde MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi 

oranları TT genotipine sahip bireylere göre anlamlı düzeyde yüksek olduğu 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 düzeyi/beta aktin 

mRNA düzeyi oranları bakımından karşılaştırıldı. % 25’lik ve %75’lik persentillere 

göre CC veya CT genotipine sahip 40 bireyin MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin 

mRNA düzeyi oranı medyan değeri 0,895 (0,75-1,257), TT genotipine sahip olan 11 

bireyin medyan değeri ise 0,72 (0,52-0,83) olarak belirlendi (Çizelge 4.6.). 

 
 
 

            Çizelge 4.6. Homozigot TT genotipine sahip olma ile homozigot CC veya  
     heterozigot CT genotipe sahip olan bireylerin MDR1 geni  
     mRNA düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranlarının  
     karşılaştırılması (p=0,010) 
 

 Genotip  Hasta Grubu 
       N (%) 

Medyan 25-75 P 

 CC+CT     40 (% 78,4)   0,895 0,75-1,25 
Ekspresyon     TT     11(% 21,6)   0, 72 0,52-0,83 

            N: Birey Sayısı 
             P: Persantil 

 
 
Hasta grubunda homozigot TT genotipine sahip olan bireyler ile homozigot CC 

veya heterozigot CT genotipe sahip olan bireyler MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin 

mRNA düzeyi oranları bakımından karşılaştırıldığında, homozigot CC veya heterozigot 

CT genotipe sahip olan bireylerde MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi 

oranları TT genotipine sahip bireylere göre anlamlı düzeyde yüksek bulundu (p= 0,010). 
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                             5. TARTIŞMA 

 
 
 

ALL çocukluk çağında oldukça yaygın görülen bir lösemi tipi olup, tedavisinde 

kemoterapi önemli yer tutmaktadır. ALL’li çocukların yaklaşık %80’i tedaviye olumlu 

yanıt verirken, bir kısmında ise tedaviye karşı direnç gözlenmektedir (62). Çoklu ilaç 

direnci olarak adlandırılan bu direnç kemoterapide önemli bir sorun olarak karşımıza 

çıkmaktadır. Kemoterapi sürecini etkileyen birçok gen polimorfizmi olduğu 

düşünülmüştür (62). Bu gen polimorfizmleri içinde, hastaların çeşitli MDR1 

substratlarına karşı farklı tepkiler vermesini sağlayan MDR1 geninin 26. eksonunda yer 

alan C3435T polimorfizmi önemli yer tutmuştur. Bu polimorfizmin, MDR1 geninde 

herhangi bir amino asit değişikliğine neden olmadan, MDR1 geni mRNA ekspresyonu 

ve P-gp aktivitesini çeşitli mekanizmalarla etkilediği düşünülmektedir. Bu 

mekanizmalardan ilkinde, C3435T polimorfizmi ile MDR1 geninde bulunan diğer 

polimorfizmler (promotor/enhancer bölgede bulunanlar, T129C veya G2677T/A gibi)  

arasında bir ilişki olduğu belirtilmektedir (56). İkinci mekanizmada, MDR1 C3435T 

polimorfizminin translasyonel etkinliği azaltabileceğinden söz edilmektedir.  Üçüncü 

mekanizmada ise, bu polimorfizmin mRNA’nın işlenmesini ve translasyonel kontrolü 

değiştirdiği belirtilmiştir. Aynı zamanda C3435T polimorfizminin posttranskripsiyonel 

modifikasyonları etkilediği veya mRNA’nın işlenmesinde önemli olduğu düşünülen bir 

dizi ile bağlantılı olabileceği de düşünülmektedir. Bu polimorfizmin P-gp ekspresyon/ 

aktivitesini değiştirmesi kişinin tedaviye yanıtını etkileyerek ilaç direncinin gelişimine 

sebep olmaktadır (56).  

Çalışmamız, MDR1 geni C3435T polimorfizmi ile MDR1 geni mRNA düzeyleri 

arasında bir ilişki olup olmadığını araştırmak için, ALL tanısı almış ve kemoterapi 

görmekte olan 53 hasta bireyle bir çalışma grubu oluşturularak yapıldı. 

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

Sciences, version 11,5) Paket Programı ile değerlendirildi.  
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Akut lenfoblastik lösemili hasta grubuna ilişkin MDR1 genotip dağılımları ile 

MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranları karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulundu (p=0,026). CT genotipine sahip 

bireylerdeki MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranlarının TT 

genotipine sahip bireylerinkine göre anlamlı düzeyde yüksek olduğu tespit edildi 

(p=0,021).  

Hasta grubumuzda yüksek ekspresyon düzeyi gözlenmesine rağmen bireylerin 

çoğunluğu tedaviye yanıt vermektedir. Ekspresyon seviyeleri yüksek gözlense de 

bireylerde remisyonun sağlanabileceği söylenebilir. Bu konu ile ilgili Pirker ve 

arkadaşlarının (63), akut miyeloid lösemili hastalarda MDR1 gen ekspresyonunun 

rolünü araştırmak için yaptıkları çalışmada, blast hücrelerinin teşhis aşamasında 

belirlenen mRNA düzeylerinin tedavi sonucuyla ilişkili olduğu gözlenmiştir. Hastaların 

% 29’unda MDR1 mRNA seviyelerinin negatif, %71’inde ise mRNA seviyelerinin 

pozitif olduğu bulunmuştur. Bununla beraber MDR1 mRNA seviyesinin negatif 

gözlendiği hastalarda indüksiyon tedavisine yanıtta tam remisyon oranı % 89 iken, 

pozitif hastalarda bu oran % 53 olarak bulunmuştur. 

Aynı zamanda CC ve CT genotipine sahip bireylerin yüksek ekspresyona sahip 

olmaları ve ilaç direnci göstermeleri beklenmesine rağmen, remisyondaki hastalarda CC 

ve CT genotiplerine sahip bireylerin sayısının çok olması ve tedaviye olumlu yanıt 

alınması, genotip ile mRNA/protein seviyeleri arasındaki ilişkinin çeşitli faktörlerden 

etkilendiği (çevre, transkripsiyonel regulasyon gibi) ve polimorfizmin etkisinin 

baskılanmış olabileceği düşünülmektedir. Bununla birlikte mRNA ekspresyon seviyesi 

yüksek gözlense de, post translasyonel modifikasyonlar veya tedavide kullanılan çeşitli 

ilaçların P-gp aktivite düzeyinin değişmesine sebep olduğu düşünülmektedir (64,65). 

Ayrıca P-gp’nin 3 boyutlu yapısının bozulması, proteinin membrana etkin bir şekilde 

yerleşememesi, ATP bağlayıcı domainlerin bloklanması veya proteinin transmembran 

segmentlerinin transport için oluşturduğu kanalların çeşitli substratlarca kapatılması ile 

P-gp aktivitesinin değişebileceğini ve böylece ilacın hücre dışına atılımı engellenerek, 

bireyin tedaviye olumlu yanıt verebileceğini söyleyebiliriz. Çalışmamızda yüksek 

ekspresyon seviyeleri gözlenen hasta bireylerin tedaviye yanıt vermelerine rağmen, 

ileride erken relaps gelişim risklerinin yüksek olabileceği düşünülebilir. 

 38



Dong ve arkadaşları (66) MDR1 gen ekspresyonunun akut lösemideki önemini 

ortaya koymak için yaptıkları çalışmada, tam remisyon gösteren hastalarda gittikçe 

artan mRNA seviyelerinin erken relaps gelişimine yol açtığını belirtmişlerdir. 

Çalışmamızda yüksek mRNA düzeyine sahip hastalarda P-gp ekspresyon 

seviyesinin belirlenmesi önerilmektedir. Böylece mRNA ekspresyon düzeyinin P-gp 

ekspresyon düzeyini ne şekilde yansıttığı daha iyi anlaşılarak, hastanın tedaviye 

yanıtının nasıl olacağı konusunda daha doğru bilgiye ulaşılabilir. 

Hoffmeyer ve arkadaşlarının (10) yaptığı çalışmada, 3435 pozisyonundaki C→T 

dönüşümü ile intestinal P-gp ekspresyonunun azaldığı ve digoksin ilaç kullanımının 

arttığı gözlenmiş ve CC genotipine sahip bireylerde ise intestinal P-gp seviyesinin 

arttığı ve intestinal digoksin ilaç alınımının azaldığı bildirilmiştir. Ayrıca MDR1 geni 

C3435T polimorfizmi ile MDR1 geni mRNA düzeylerini karşılaştırmış ve CC 

genotipine sahip bireylerde mRNA ekspresyonunu TT genotipine sahip bireylerden 

daha yüksek bulmuşlardır. CT genotipine sahip bireylerdeki ekspresyon düzeyinin ise 

orta seviyede olduğunu gözlemişlerdir  

Sakaeda ve arkadaşları ise Hoffmeyer’in yaptığı çalışmanın aksine T alelinini 

azalan digoksin serum konsantrasyonu ile ilişkili bulmuştur (67).  

Owen ve arkadaşları (68), C3435T polimorfizmi ile hepatik P-gp ekspresyonu 

arasında bir ilişki olup olmadığına bakmışlar ve herhangi bir ilişkiye rastlamamışlardır. 

Aynı zamanda 21 sağlıklı Kafkaslı bireyden TT veya CT genotipine sahip olanların kan 

hücrelerindeki mRNA seviyelerinin CC genotipine sahip bireylerinkinden daha az 

olduğunu bildirmişlerdir.  

Baran ve arkadaşları (9), AML’de ilaç rezistansını araştırmak için in vitro model 

olarak HL60 hücre hattıyla çalışmışlar ve hücre hattına artan konsantrasyonlarda 

vinkristin uygulamışlardır. Sonuçlar, yüksek vinkistrin konsantrasyonlarında HL60 

hücrelerinin hayatta kalabildiğini göstermiştir ve bu direnç MDR1 geninin aşırı 

ekspresyonu ile açıklanmıştır.  

Efferth ve arkadaşları (16), 20 T-ALL hücre hattı, 53 ALL hastası ve 7 sağlıklı 

bireyle yaptığı çalışmada, C3435T polimorfizminin ilaç direnci ve ALL prognozu 

üzerindeki etkisini analiz etmiş ve C3435T polimorfizmi MDR1 mRNA ekspresyonu 

arasında herhangi bir ilişki bulamamışlardır.  
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Çalışmamızda, hasta grubunda homozigot TT genotipine sahip olan bireyler ile 

homozigot CC veya heterozigot CT genotipe sahip olan bireyler MDR1 geni mRNA 

düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranları bakımından karşılaştırıldı. Homozigot CC 

veya heterozigot CT genotipe sahip olan bireylerde MDR1 geni mRNA düzeyi/beta 

aktin mRNA düzeyi oranları TT genotipine sahip bireylere göre anlamlı düzeyde 

yüksek bulundu (p= 0,010).  

Hasta grubuna ilişkin MDR1 geni C3435T polimorfizmi CC, CT, TT genotip 

dağılımının Hardy Weinberg dengesinde olduğu gözlendi (p=0,665). 

Jamroziak ve arkadaşları (2006), 180 AML hastasıyla yaptığı çalışmada, 

C3435T polimorfizminin ABCB1 gen ekspresyonu ve P-gp ekspresyonu üzerinde etkili 

olup olmadığını incelemiştir. Fakat ABCB1 genotipleri (CC, CT, TT) ile ABCB1 gen 

ekspresyonu ve P-gp ekspresyonu arasında anlamlı bir ilişki bulamamıştır (69). 

Illmer ve arkadaşları (70), CC genotipine sahip AML hastalarının kemik iliği 

örneklerinden elde edilen mononükleer hücrelerin düşük MDR1 mRNA seviyesine 

sahip olduğunu bildirmişlerdir.  

Jamroziak ve arkadaşları (2005), 44 Kafkaslı ALL hastasıyla yaptığı başka bir 

çalışmada ise, C3435T polimorfizminin MDR1 geni üzerinde fonksiyonel ve prognostik 

rolünü araştırmış ve kemoterapi sonucunda ALL blast hücrelerindeki MDR1 gen 

ekspresyonu, P-gp ekspresyonu ve aktivitesinin farklı MDR1 genotipi taşıyan hastalarda 

farklı olduğunu gözlemiştir. C3435T polimorfizmine ait CT, TT ve CC genotiplerinin 

ekspresyon seviyeleri üzerinde herhangi bir etkisi olmadığını gözlemiştir. Ayrıca 

çalışma sonuçları C3435T polimorfizminin yetişkin ALL gelişimini belirlemede major 

bir belirleyici olmadığını göstermiştir (71). 

Çalışmamızda, cinsiyete göre MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA 

düzeyi oranı kıyaslandı. Cinsiyet ile MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA 

düzeyi oranı arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunmadı (p= 0,922). 

Thörn ve arkadaşları (72), gastrointestinal sistemde MDR1 mRNA düzeylerine 

bakmışlardır. Cinsiyetle kıyasladıklarında mRNA düzeylerinin değişmediğini 

gözlemişlerdir.   

Hasta grubundaki 50 bireyin remisyonda ve sadece 3 kişinin relapsda olması 

nedeniyle tedaviye yanıtın derecesiyle ekspresyon düzeyleri arasındaki ilişki istatistiksel 

olarak değerlendirilemedi. Fakat çalışmamızda MDR1 mRNA düzeyleri ile MDR1 
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C3435T polimorfizmi genotip dağılımları arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

bulunması, MDR1 C3435T polimorfizminin tedaviye yanıtta prognostik bir role sahip 

olabileceğini düşündürmektedir. Bu hipotez, örnek genişliğinin (özellikle de relaps 

hasta sayısı) artırılması ile istatistiksel olarak daha anlamlı hale gelebilir ve ileriki 

çalışmalar için yol gösterici olabilir. 
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                 6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 
 
 

 
ALL hasta grubuna ait MDR1 C3435T genotip dağılımları MDR1 geni mRNA 

düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranları bakımından kıyaslandı. MDR1 genotip 

dağılımları ile MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranları 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulundu (p=0,026). CT 

genotipine sahip bireylerde MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi 

oranları TT genotipine sahip bireylere göre anlamlı düzeyde yüksek olduğu 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 düzeyi/beta aktin 

mRNA düzeyi oranları bakımından karşılaştırıldı. Homozigot CC veya heterozigot CT 

genotipe sahip olan bireylerde MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi 

oranları TT genotipine sahip bireylere göre anlamlı düzeyde yüksek bulundu (p= 0,010). 

Cinsiyete ile MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranı 

kıyaslandı. Cinsiyet ile MDR1 geni mRNA düzeyi/beta aktin mRNA düzeyi oranı 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunmadı (p= 0,922). 

Hasta grubundaki toplam 53 bireyden 2’si genomik DNA’ları elde 

edilemediğinden çalışmanın “ALL Hasta Grubuna ait MDR1 Geni C3435T 

Polimorfizmi Genotip Dağılımı ve Alel Frekansı Bulguları” bölümüne dahil edilmedi. 

Hasta grubuna ilişkin MDR1 geni C3435T polimorfizmi genotipleri dağılımı belirlendi 

ve Hardy Weinberg dengesinde olduğu gözlendi (p=0,665). 

Kemoterapi tedavisi gören ALL’li hasta grubunun periferal kan lenfositlerindeki 

MDR1 mRNA düzeyleri ve MDR1 geni C3435T polimorfizmi ile tedaviye yanıt 

arasında bir ilişki olup olmadığının araştırılması amacıyla yaptığımız çalışma 

sonucunda, MDR1 C3435T polimorfizminin kemoterapi tedavisine karşı yanıtta önemli 

olabileceği ve kişiye özgü tedavi yöntemlerinin gelişmesine ilişkin yapılan çalışmalara 

ışık tutabileceğini önerebiliriz.. Ayrıca C3435T polimorfizmi ile MDR1 genine ilişkin 
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diğer polimorfizmlerin beraber çalışılması veya MDR1 gen haplotip analizinin 

yapılması gelecekte kişiye özgü tedavi yöntemlerinin uygulanmasında faydalı 

olabileceği düşünülmektedir.  

Kemoterapi rezistansı tedavide karşılaşılan önemli bir sorundur. Direnç 

tedaviden önce var olabildiği gibi tedavi aşamasında da gelişebilmektedir. Tedavi 

aşamasında direnç oluşumu uygulanan tedavinin P-glikoprotein ekspresyonunu 

artırmasıyla oluşmaktadır. Bu durumda hastalarda oluşan direncin tedavi kaynaklı mı 

yoksa daha önceden var olan bir direnç mi olup olmadığını anlamak için, ALL teşhisi 

konmuş hastalardan oluşan bir çalışma grubu oluşturulmalıdır. Bu hasta grubundan 

teşhis ve tedavi aşaması gibi belirli zamanlarda kan alınarak C3435T polimorfizmine ait 

genotip, mRNA ekspresyon düzeylerinin belirlenmesi ve hastanın tedaviye nasıl yanıt 

verdiğine bakılması önerilmektedir. Ayrıca P-gp aktivitesinde ve P-gp ekspresyonunda  

tedavi sırasında oluşabilecek değişikliklerden dolayı, tedavinin belirli aşamalarında 

bireyin “Akım Sitometri” yöntemi ile P-gp aktivite ve ekspresyon düzeyinin 

belirlenmesi önerilmektedir. 
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