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OZET

Hematolojik Malignansilerde Diusiuk Molekiiler
Agirhikh Polipeptid-2 (Low Molecular Weight Polypeptide-
LMP2) ve Diisiik Molekiiler Agirhikh Polipeptid—7 (LMP7)

Gen Polimorfizmlerinin Incelenmesi

KOK, Selcuk
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Filiz OZBAS GERCEKER
Ocak 2011, 60 sayfa

Bu calismada, LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin hematolojik malignansiler ile
iligkisi arastirilmistir. Hematolojik malignansiler, kemik iliginden tiireyen hiicrelerde
meydana gelen bir grup neoplazmadir. LMP2 ve LMP7 genleri MHC Sinif II
bolgesinde yer alan ve proteozom bilesenlerini olusturan peptidleri kodlayan
genlerdir. Bu genlerdeki polimorfizmlerin farkli hastaliklarla iligkili olabilecegini
gosteren caligmalar bulunmaktadir. Hematolojik malignansilerin gelisiminde de bu
gen polimorfizmlerinin etken olabilecegi disiiniilebilir. Calismada, KML (n=48),
AML (n=27), KLL (n=23), ve MM (n=23) hasta gruplarinda ve kontrol grubunda
(n=110) LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmleri PCR-RFLP yontemiyle analiz
edilmistir. LMP2-H allel frekanst AML hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla
onemli oranda yiiksek (p=0.00), MM hasta grubunda ise belirgin sekilde diisiik
(p=0.00) bulunmustur. LMP2 genotip dagilimi kontrol grubu ve KLL hastalarinda
istatiksel olarak anlamli derecede farklilik gdstermistir (y *= 20.7, p=0.000). LMP7
gen polimorfizmi genotip dagilimi ve Q alleli frekansinin kontrol ve KML hasta
grubunda ayni oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, LMP2 gen polimorfizminin
AML, KLL ve MM; LMP7 gen polimorfizminin ise AML ve MM hastaliklar ile
iliskili olabilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hematolojik Malignansiler, LMP2, LMP7, Polimorfizm



ABSTRACT

Analysis Of The Low Molecular Weight Polypeptide—2
(LMP2) And Low Molecular Weight Polypeptide—7 (LMP7)
Gene Polymorphisms In Hematological Malignancies

KOK, Selcuk
M.Sc. in Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Filiz OZBAS GERCEKER
January 2011, 60 pages

In this study, the association between hematological malignancies and LMP2 and
LMP7 gene polymorphisms were investigated. Hematologic malignancies is a group
of neoplasms developing in the cells originated from the bone marrow. LMP2 and
LMP7 genes, localized in the MHC Class II region, encode the proteosome
components. There have been several studies demonstrating the possible association
of these polymorphisms with different genetic disorders. It can be thought that these
polymorphisms may also have a role in the development of hematological
malignancies. In the study, CML (n=48), AML (n=27), CLL (n=23) and MM (n=23)
patient groups and the control group (n=110) were analysed for the LMP2 and LMP7
gene polymorphisms by using PCR-RFLP method. It was found that the frequency of
LMP2-H allele is significantly increased in AML (p=0), but decreased in MM (p=0)
when compared to the control group. LMP2 genotype distribution showed
statistically significant difference in control group and CLL patients (y *= 20.7,
p=0.000). The genotype distribution of the LMP7 gene and LMP7-Q allele frequency
was found to be the same in the control group and CML patients. As a result, it is
thought that there might be an association between LMP2 gene polymorphism and
AML, CLL, MM and between LMP7 gene polymorphism and AML, MM.

Key words: Hematologic malignancies, LMP2, LMP7, Polymorphism
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BOLUM 1
GIRIS

Herhangi bir hastaliin olusumunda ve tedavi amag¢h uygulanan ilaca verilen yanitta
cevre, yas, beslenme, yasam bi¢cimi gibi faktorlere ek olarak, kisilerin genetik
yapilar1 da etkendir. Bu nedenle, toplumlardaki genetik varyasyonlarm ve
bireylerdeki gen mutasyonlarmin ¢aligilmasi kanser olusum riskinin, ilag toksisitesi

ve etkinliginin belirlenmesinde yararli olmaktadir (Ekmekgi vd, 2008).

Genetik farkliliklar, ilag metabolizmasini degistirerek ya da enzim ve/veya
reseptorleri, substrat ya da ligantlara olan baglanma etkilerini degistirerek
organizmanin ilaca olan yatkinliklarini etkileyebilmektedir (Bennet ve vd., 1996).
Bireyler arasindaki bu farkliligin gesitli kanser, diyabet, kardiyovaskiiler ve mental
hastaliklarin  molekiiler temelini olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Bireyler
arasindaki farkliliklarin aydinlatilmasiyla, ileride kisiye Ozel tedavi yaklasimlari

gelistirilebilecektir (Johnson, 2003).

Kanser, ¢ok sayida genin ayni hiicre igerisinde uzun bir zaman dilimi igerisinde
mutasyona ugrayarak, hiicrenin kontrol edilemez bi¢cimde biiylime ve yayilma
ozelligi kazanmasi sonucu gelisen bir hastaliktir (Altiok, 2008). Insanlardaki
mutasyonlar, kimyasallar1 aktive eden ve detoksifiye eden enzimlerin yapisini ve
ifade edilme diizeyini (karsinojen metabolizmasini) etkileyen kisisel genetik
farkliliklar, DNA hasarmin onarim kapasitesini etkileyen polimorfik/genetik
degisiklikler kanser riskini arttirabilen baslica genetik faktorlerdir (Ekmekei vd,
2008).

1.1. Hematolojik Maligniteler

Kemik iligindeki oncii hiicrelerden; kirmizi kan hiicreleri, beyaz kan hiicreleri ve

plateletler olusmaktadir (Sekil 1.1). Hematolojik kanserler, kemik iliginden tiireyen



hiicrelerde meydana gelen bir grup neoplazmadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar,
hematolojik tiimorlerin biliyiik bir cogunlugunun yapisal ve/veya sayisal kromozom
anomalileri ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. Bu kromozom anomalileri gen
ifadesinin bozulmasima ya da yeni bir fiizyon proteinin olugsmasina yol agmaktadirlar

(Pala, 2005).

Hematolojik kanserlerin olusumunda kromozom translokasyonlar1 ¢ok 6nemli bir rol
oynamaktadir. Hematopoietik neoplazmlarin yaklasik %50’sinde somatik kromozom
translokasyonu sonucu bir protoonkogenin aktif hale ge¢mesi s6z konusudur. Bu
olay hiicre proliferasyonu ile hiicre oliimii arasindaki hassas dengenin hiicre
proliferasyonu lehine donmesine neden olmaktadir. Kromozom translokasyonu
sonucu bir neoplazmanin gelismesindeki faktor, bir protoonkogenin onkogen haline
doniigmesi veya asirt ifadesi gibi, bir tiimdr baskilayict genin fonksiyonunu
kaybederek onkogenleri baskilayamamasi1 da olabilir. Bazen de bir translokasyon
sonucu normalde viicutta bulunmayan yeni bir kimerik protein ortaya
cikabilmektedir (Deviren, 2005). Kanserle iligkisi tanimlanmis c¢ok sayida gen
bulunmaktadir (Tablo 1.1), bu genler genel olarak onkogenler, tiimér baskilayici

genler veya bekei (kapict) genler seklinde 3 ana grupta ele alinmaktadir.
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Sekil 1.1. Kan hiicrelerinin farklilagmasi



Tablo 1.1. Kanserle iligkili oldugu bilinen genlerden bazilar1 (Deviren, 2005)

Gen Gen ismi Kromozom
sembolii
Abl Onkogen: Abelson miirin l6semi viriisu 9
ERBB Onkogen:ERBB 7
ERV1 Endojen retroviriis 18
FES Onkogen:Feline sarkom virlisu 15
FMS Onkogen:FMS(Mc Donough feline sarkom viriisu) 5
FOS Onkogen:FOS:FBJ osteosarkom viriisu 2
HRASI1 Harvey rat sarkoma-1 protoonkogen 11
INT1 Onkogen:INT:Miirine meme kanser onkogeni 12
KRASI Kristen Rat Sarkoma Protoonkogenil 6
KRAS2 Kristen Rat Sarkoma Protoonkogeni2 12
MEN2 Multiple endokrin neoplasia tip2 (Sipple Send) 20
MOS Onkogen: Moloney miirine sarkoma viriisu 8
MYB Onkogen: Avina myeloblastosis virus 6
MYC Onkogen:Myelomatosis (Myelocytomatosis) virus 8
NRAS Onkogen:NRAS 1
RAF1 Onkogen:RAF1 3
RB1 Retinoblastoma geni 13
SRC Onkogen:SRC (Ras Sarkoma) 20
WAGR WilmsTiim6r/Aniridi/Gonadoblastoma/Retardasyon 11

Hematolojik kanserlerin smiflandirilmasi li¢ temel 6zellik esas alinarak yapilir.

Hastaligin gidisini ve hiicre olgunlugunu esas alan Akut-Kronik, malign hiicrelerin

koken aldigr hiicre tipinin esas alindig1 Lenfoid-Myeloid, tutulum bdlgesinin esas

alindig1 kan ve kemik 1ligi bolge tutulumu 6n planda (16semi), doku tutulumunun 6n

planda olmasi (lenfoid kokenlilere lenfoma, myeloid kokenlilere graniilositik

sarkom) ozelliklerini degisik kombinasyonlarda birlestirerek, hematolojik kanserleri

siniflandirmak miimkiindiir ( Harris vd., 1999).




Tablo 1.2. Hematolojik malignitelerle iliskilendirilen yapisal ve/veya sayisal

kromozomal anomalilerinin bazilar1 (Pala, 2005)

Hematolojik malignite

Prognozu etkileyen kromozom anomalileri

Akut Lenfoblastik Losemi

t (12.21) (p12; q22),t (9; 22) (q34;q11);
t(4,11)(q21, q23),t (1; 19) (q23; p13), t (1.14),
del 1p32

Kronik Lenfositik Losemi

+12, del 11q, del 17p13, del 13q14

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

t (3, var) (q27, var), t (14.18), t (8.14), mutasyon
ve/veya dell7p13

Mantle hiicreli lenfoma

t(11.14), +3q ve del 11q

Miyelom

-13, del 13q, del 11q, t (11.14), t (4.14), t (6.14),
t (14.16)

Akut miyeloid 16semi

t(8.21) (q22; q22),t (15.17) (922; q12), inv (16)
(p13922) t (16; 16) (p13; 422),
del 11923, del 5q, del 7q, +8

Miyelodisplastik sendrom

-5, -7, del 7q, del 5q

Kronik miyeloid 16semi

£(9.22) (q34, q11)

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

t (14.18) del p53, t (3, var) (q27, var)

Folikil merkez hucreli lenfoma

t (14.18) del 9p21-22 +p53

1.1.1.AKkut Losemiler

1.1.1.1.Akut Myeloid Losemi (AML)

Akut 16semiler hematopoetik progenitor hiicrelerin neoplastik transformasyonu ve

klonal proliferasyonu sonucu kemik iliginde immatiir hiicrelerin artisiyla olusan

malign hastaliklardir (Haznedar, 2003). Kontrolsiiz ¢ogalan blastlar, kemik iligi,

lenfatik dokular, karaciger ve merkezi sinir sistemi (MSS) gibi hayati organlarda




invazyona sebep olarak fonksiyon bozukluguna yol acar. AML’li hastalar tedavi
edilmezlerse ortalama 3-4 ay kadar yasarlar (Uskent, 2006).

Akut losemiler, lenfoid veya miyelositer serinin tutulumuna gore baslica 2 ana gruba
ayrilir. Akut lenfoblastik 16semilerin (ALL) % 80’1 ¢ocuklarda goriiliir ve eriskin
ALL’lere gore daha iyi prognoza sahiptir. Buna karsin akut miyelositer l6semilerin
(AML) % 90’1 eriskinlerde ortaya ¢ikar. AML’deki malign hiicre daha ¢ok monosit
veya miyeloid farklilasma gosteren blasttir. Yiizde 5-10’unda megakaryositik veya

eritroid farklilasma goriilebilir (Uskent, 2006).

AML tiim kanserlerin % 1’ini olusturur. Goriilme yas1 ortalama 60’dir. Goriilme
orami gelismis iilkelerde ve endiistrilesmis sehirlerde yiliksektir. AML’nin yillik
insidanst 3,4/100.000°dir. Otuz yas Oncesi bu insidans 1/100.000 iken 75 yas sonrasi
17/100.000°e ulasir. Genetik faktorlerin AML’nin etiyolojisinde rol oynadig ileri
stiriilmiistiir. Tek yumurta ikizlerinin birinde 10 yasindan once 16semi gelisirse; diger
ikizinde 1/5 olasilikla 16semi gelisebilecegi rapor edilmistir. Trizomi 21 (Down),
trizomi 13 (Patau) ve XXY (Klinifelter) gibi somatik hiicre kromozom anomalisi
olan bircok sendromda AML goriilme riski armistir. Bloom Sendromu, Monozomi 7,
Fanconi Anemisi ve Ataksia Telenjektazia gibi bircok otozomal resesif hastalikta
akut 16semi olusturmaya egilimli kromozom dengesizlikleri vardir. Insan T-hiicre
lenfotropik wvirtis tip 1 (HTLVI), eriskin T hiicre losemisinin sebebi olarak
disiiniilmektedir (Haznedar, 2003).

X 1smlar1 ve iyonize edici diger ismlar losemi yapabilir. AML gelisme riskinin
biiytikligli radyasyonun dozuna, zaman i¢cinde dagilimina ve kisinin yasina baglhdir.
Kisa siirede yiiksek doz radyasyona maruz kalmis genc kisilerde bu risk daha
yiiksektir. Herhangi bir sebepten dolay1 radyoterapi alan hastalarda AML gelisebilir.
Hodgkin hastaliginin kemoterapisinde kullanilan MOPP protokoliiniinde yer alan
prokarbazin lokomojeniktir ve bu olgularda radyoterapinin de ilag tedavisine
kombine edilmesi akut 16semiye yatkinligi artirir. Kozmik radyasyona maruz kalan

kokpit pilotlarinda da artmig AML riski mevcuttur (Kantarci, 2008).

Bagka bir malign hastalik sonras1 goriilen 16semilere sekonder 16semi adi verilir.
Bunun en iyi bilinen ve en sik rastlanan 6rnegi Hodgkin Hastalig1 sonras1 goriilen

I6semilerdir. Ayrica Hodgkin dis1 lenfomalar, meme veya over gibi organ tiimdrleri



tedavisi sonrasinda da sekonder 16semi geligebilir. Sekonder kanser gelisiminde,
lokomojenik ilaglar, radyoterapi ve kisinin bagisiklik sisteminin rolii vardir. Kronik
miyelositik 16semi (KML), miyelodisplastik sendrom (MDS) ve paroksismal
nokturnal hemoglobiniiri (PNH) gibi bazi hematolojik hastaliklar, dogal seyri
sirasinda AML’ye doniisebilmektedir (Haznedar vd., 2003).

Akut losemiler; morfolojik, sitokimyasal, hiicre yiizey belirtecleri ve onkogen
ifadesine gore farkli sekillerde siniflanabilmektedir. AML ve ALL’nin ayirici tanisi
onemlidir. Cilinkii bu iki hastalik birbirinden klinik davranis, prognoz ve tedaviye
cevap acisindan belirgin farkliliklar gosterir. AML’ye morfolojik olarak ilk yaklasim
1976 yilinda Fransiz-Amerikan-British (FAB) konfederasyon grubu tarafindan
yapilmistir (Schwartz vd., 1988). FAB simiflamasinda akut losemiler, morfolojik ve
sitokimyasal boyanma 0&zelliklerine gore gruplanmistir (Tablo 1.3). Ancak bu
siniflama sekli; immiinfenotipleme, elektron mikroskobu, sitogenetik, molekiiler
biyolojik tetkik yontemlerini ve nadir 16semi tiplerini icermemektedir (Ali, 2006).
Ayrica, FAB smiflamasinda Hiposelluler AML, mix AML, myeloproliferatif
hastaliklarla ¢akisan eozinofilik, bazofilik, mast hiicreli 16semiler yer almamaktadir

(Kantarci, 2008).

Tablo 1.3. AML’de FAB Siniflamas1 (Schwartz vd., 1988)

Alt Tip Tanimlama

MO  Minimal farklilasma gosteren akut miyeloblastik 16semi

M1  Olgunlasma gostermeyen akut miyeloblastik 16semi

M2 Graniilositik olgunlagsma gosteren akut miyeloblastik 16semi
M3 Akut promiyelositer 16semi

M3V Akut variyant promiyelositer 16semi (mikrogranuler)

M4 Akut miyelomonositer 16semi

M4Eo Akut eozinofilik miyelomonositer 16semi

M5a  Akut monoblastik 16semi

M5b  Akut monositer 16semi

M6  Akut eritrolosemi

M7  Akut megakaryoblastik 16semi




Diinya saglik orgiiti (WHO) 1997°de yeni bir smiflama O6nermistir. Bu smiflama
klinik immunofenotipik ve sitogenetik 6zellikleri de igerdigi i¢in yalnizca morfoloji
tabanli olan FAB smiflamasindan daha {istiindiir. Diinya saghk orgiitii (WHO)

tarafindan tanimlanan 5 major kategorizasyon vardir (Wardiman vd., 2002).

Hastalik genelde akut olarak baglar. Semptomlar hemen daima sitopenilere bagli
olarak gelisir. Bazen 16semik hiicrelerin kemik iligini ayrica dokular1 infiltre
etmesine bagli semptomlar da goriiliir. Sitopeniler sonucu anemi ve anemiye bagli
semptomlar, notropeni sonucu enfeksiyonlar ve ates, trombositopeniye bagh
kanamalar en sik bulgulardir. En sik rastlanan klinik bulgu birka¢ aydir olan
yorgunluk ve kiriklik hissidir. Losemiden veya enfeksiyona sekonder ates, hastalarin
% 15-20’sinde goriiliir ve terleme ile birliktedir. Petesi, epistaksis, diseti kanamasi,
viicutta morluklar, menoraji, retina kanamasi ile kendini gosteren kanama, hastalarin

tan1 aninda yaklasik yarisinda mevcuttur (Kantarci, 2008).

Tablo 1.4 . Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ ne gore Akut I6semilerin smiflandirmasi
(Wardiman vd., 2002).

* Tekrarlayan genetik anomalilerle seyreden AML’ler
t(8;21) (922;922), (AML 1 ETO) ile AML
Inv.(16) (p13q22) veya t(16;16)(p13q22), (CBF p/ MYHI11) ile AML
Akut promiyelositer 16semi (t(15;17)q(22;22), (PML/RARa) ile AML
11923 (MLL) anomalisi ile AML
* Coklu displazisi olan AML
Onceden myelodisplastik sendromu olan
Onceden myelodisplastik sendromu olmayan
* AML ve myelodisplastik sendromlar tedaviye bagh
Alkilleyici ajan ile iliskili
Epipodofilotoksin ile iligkili
Diger tipler
* Bagka tiirlii simiflanmamis AML’ler
Minimal diferansiye AML
Olgunlagmamig AML




Tablo 1.4 .(devam) Diinya Saghk Orgiitii’ ne gére Akut 16semilerin smiflandirmas:

(Wardiman vd., 2002).

Olgunlasmis AML

Akut myelomonositik 16semi
Akut monositik 16semi

Akut eritroid 16semi

Akut megakaryositik 16semi

Akut bazofilik 16semi
Myelofibrozla beraber panmiyeloz
Myeloid sarkom

» Kbkeni belirlenememis akut 16semiler

1.1.2.Kronik Losemiler
1.1.2.1.Kronik Miyeloid Losemi (KML)

Kronik miyeloid l6semi (KML), kronik grantilositik l6semi olarak da adlandirilir.
KML, primitif pluripotent kok hiicrenin klonal bir hastaligidir. Kemik iliginde asir1
miyeloid hiperplazi, ¢cevre kaninda olgun miyeloid hiicrelerden olusan yiiksek 16kosit
sayis1 (bazofili ile birlikte) ve splenomegali ile karakterizedir. Akut l16semide varolan
patolojik  tablonun  aksine, 16semi  hiicreleri  farklilasma  yeteneklerini
kaybetmemislerdir. KML, myeloproliferatif hastaliklar grubu icinde smiflandirilir.
Diger myeloproliferatif hastaliklar; polisitemia vera (PV), miyelofibroz (AMM) ve
esansiyel trombositemi (ET)’dir. KML, {i¢ fazli bir hastaliktir. KML’nin
klinikopatolojik seyri; kronik faz, akselere faz, ve blastik fazdan olusmaktadir

(Haznedaroglu, 2007).

Kronik faz, kan ve kemik iliginde blast hiicre sayisinin % 5’ den az oldugu evredir.
Herhangi bir belirti bulunmayabilir veya hafif belirtiler goriilebilir. KML hastalarinin

cogu birkag aydan birkac yila siirebilen tan1 alir.

Akselere Faz, hastalarin 10semi hiicrelerinin daha hizli arttigi daha tehlikeli bir

evredir. Blast sayis1 yaklasik % 15°e yiikselir. Bu evre haftalar veya aylar siirebilir.



Akselere evrede ates (enfeksiyon olmaksizin), kemik agrisi ve dalak biiylimesi

gelismektedir.

Blastik Faz, genellikle 5 yil i¢inde ortaya ¢ikan, olgunlasmamis akyuvar (I6semi
hiicresi) sayisinin ¢ok fazla oldugu evredir. Blastik evredeki 10semilerin tedavisi ¢ok
zor olmaktadir. Bu evrede kemik iligi yetmezligine bagli olarak kanama ve
enfeksiyonlar goriilebilir. Blast hiicre sayis1 % 30’un iizerine ¢ikmistir. Bazen bu
hiicreler kemikte veya lenf nodlarinda tiimorler olusturabilirler. Bu noktada kronik

16semi, hizli ilerleyen akut bir l16semi halini almaktadir (Sever, 2009).

KML, insanlarda bir spesifik kromozom anomalisi ile iliskisi tespit edilen ilk
hastaliktir. KML vakalarinin % 90’dan fazlasinda sitogenetik analiz ile Filedelfiya
(Ph*) kromozomu tespit edilir. Ph* kromozomu (9:22) translokasyonu sonucu
olugsmaktadir (Sekil 1.2). Bu translokasyon sonucu olusan flizyon transkripti,
ber/abl’dir. Yeni olusan bu kimerik genin tirtinii 210 kDa (p210) molekiil agirliginda
bir proteindir ve KML’de 16semik fenotipin gelismesinden sorumludur. KML’ nin
kesin etiyolojisi bilinmemektedir. Iyonize radyasyonu takip eden 4-11 yilda KML
insidansinda artis gozlenir. KML gelisiminde kimyasal ajanlar ve enfeksiyonun rolii
net olarak gosterilememistir. Genetik gecis de tespit edilmemistir. KML, tim
16semilerin % 15 kadarini olusturur. Yillik KML insidans1 popiilasyonda 100.000” de
1-2 vaka seklinde gergeklesir. Erkeklerde daha siktir. Ortalama goriilme yas1 45-55
yaslar1 olarak saptanmistir. KML insidans1 yasla artis gosterir, hastalarm % 30’u 60
yas Ustiindedir. KML vakalarmin yaklastk % 3’4 cocukluk cagmdadir
(Haznedaroglu, 2007).

KML’ de klinik bulgular degiskenlik gostermektedir. Tani1 swrasinda vakalarm %
30’u asemptomatik olabilmektedir. KML hastalarinin % 10°u akselere fazda, % 10’u
da blastik fazda teshis edilmektedir. Kromozom anomalisinin gelismesi ile klinik
bulgularin ortaya c¢ikmasi arasinda yaklasik 6 yil vardir. Goriilebilen KML
semptomlari; anemi semptomlar1 (halsizlik, ¢abuk yorulma, efor intoleransi,
fonksiyonel kapasitede azalma gibi), splenomegaliye bagli semptomlar (karinda
sislik ve agri, dalagin mideye basisi sonucu ¢abuk doyma), hipermetabolik duruma
bagli semptomlar (ates, istahsizlik, kilo kaybi, gut), disfonksiyona bagli semptomlar

(hemoraji, ekimoz, hematom, tromboembolik olaylar, retinal hemoraji),



hiperlokositoz ve hiperviskositeye bagli bulgular (tinnitus, stupor, gérme bozuklugu,
nefes darhigi, priapizm ve serebrovakuler olaylar) seklinde kendini
gosterebilmektedir. KML blastik fazda hastalarda kilo kayb, terleme ve kemik agrisi
goriilmektedir. KML hastalarinin fizik muayenesinde % 50-90 splenomegali, % 10-
20 hepatomegali vardir. KML seyrinde ekstrameduler hematopoez odaklari, cilt alt1

lezyonlar, lenfadenopati (LAP) gelisimi nadirdir (ilhan, 2007).
Degismis olan 9. Kromozom

8. Kromozom
Mormal Kromozom kirlmas

Dedismis olan
| 22, kromazom
22. Kromozom [
Normel {Filedeifiya kromozomu)
bor —- — - = bcr-abl

Sekil 1.2. Filedelfiya kromozomunun olusum mekanizmasi (Ulusal Kanser Enstitiisii,

www.siteman.wustl.edu /xmlfiles/Media big/CDR0000533336.jpg)

abl

KML hastalarinin laboratuvar incelemelerinde; beyaz kiire (BK) degerleri yiiksek
bulunur (Lokositoz: 20-500 bin/mm’). trombosit sayis1 vakalarm yarisida
artmaktadir, kronik fazda 100 bin/mm’ altinda trombosit degerlerine rastlanmasi
nadirdir. Periferik yaymada trombosit sekil bozukluklar1 goriilebilir. Bazofil sayisi
belirgin sekilde artmistir, 16kosit alkalen fosfataz diizeyleri disiiktiir, periferik
yaymada miyeloid serinin tiim hiicreleri goriiliir. Eozinofillerde de artig vardir. LDH,
irik asit, histamin ve Vitamin B12 diizeyleri yiiksektir. Kemik iliginde myeloid
seriye ait hiicreler belirgin sekilde artmistir. Karyotip analizinde ise Ph* kromozomu

tespit edilir. PZR, FISH gibi tekniklerle bcr/abl kimerik geni tespit edilir
(Haznedaroglu, 2007).
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1.1.2.2.KLL (Kronik Lenfositik Losemi)

Kronik lenfositik 16semi (KLL), B veya T lenfositlerinin nispeten olgun hiicre
doneminden koken alan, olgun goriinimlii kiiglik lenfositlerin kan, kemik iligi, lenf
bezi ve dalagi infiltre etmesi ve lenfositlerin fonksiyon bozuklugu gostermesi ile
karakterize kemik iliginin malign bir hastaligidir (Ozkocaman, 2007). Siklikla ileri
yas grubunda goriiliir. 40 yas altinda nadir olarak bildirilmistir. Bat1 toplumlarindaki
yetigkinlerde en sik (% 24) goriilen 10semi tiriidiir. Otuz yasin altinda ¢ok nadir
olmasma ragmen KLL’ye yakalanan kisilerin % 20-30 kadar1 55 yasin altindadir.
Uzak Doguda, 6zellikle Cin’de ve Japonya’da nadir goriiliir. Diinya iizerindeki bu
farkli insidansin sebebi heniiz bilinmemektedir. Erkeklerde daha siktir (Erkek/Kadin
= 1.7:1). Olgularin % 98’1 B lenfosit kdkenlidir. T hiicreli KLL, olgularin sadece %
2’sini olusturmaktadir (Duman, 2008).

Kimyasallar, radyasyon, diyet, viriis enfeksiyonu ve otoimmun hastaliklarin KLL
gelismesinde onemli bir risk oldugu kesin olarak bugiine kadar gdsterilememistir.
Fakat KLL’ ye yakalanan kisilerin birinci ve ikinci derecedeki akrabalarmmda bu
l6semi gelisme ihtimalinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Literatiirde KLL’ye
yakalanan ailelere ait detayli ¢aligmalar olmasina ragmen, bu kisilerin genel genetik
yapilarinda bir bozukluk bulunamamistir ve genetik ge¢is mekanizmasi tam olarak

tanimlanamamistir (Alkan, 2005).

Baz1 ¢alismalar KLL hiicrelerinde somatik kromozom bozuklugu ve tek bir gende
(p53 ve ATM genleri gibi) mutasyon oldugunu gostermistir. Fakat bu kisilerin ve
ailelerinin iiyelerinde ayni1 gende somatik bir degisiklik saptanamamistir. KLL olan
kisilerin ailelerinde diger hematolojik malign lezyonlarin 6rnegin lenfoma ve multipl
miyelom hastaliginin normal kisilere gore daha sik oldugu da bilinmektedir. (Alkan,

2005).

KLL, yetiskin populasyonda en sik goriilen 16semi tipidir. Hastalar lenfadenopati,
halsizlik, ¢abuk yorulma, gece terlemesi, ates, kilo kaybi, tekrarlayan bakteriyel ve
viral enfeksiyonlar gibi 6zgiin olmayan semptomlar ile basvurabilirler (Duman,
2008). Mikroskopik olarak tipik KLL hiicreleri ¢ok az sitoplazmasi olan kiigiik

yuvarlak veya oval nukleuslu lenfositlerdir. Kromatin yapist biraz kabadir,
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kiimelesme veya mozaik goriiniisii olabilir ve biiyiik bir ¢ogunlugun nukleolusu
yoktur. Baz1 KLL hastalarinda biraz daha biiyiik lenfositler daha fazla sitoplazma ve
belirgin bir nukleolus gosterir ki bunlar prolenfosit olarak tanimlanir. Eger
prolenfosit sayist % 10’un iizerine ¢ikacak olursa bu hastalik KLL/PL (prolenfositik)
olarak adlandirilir (Alkan, 2005).

KLL tanis1 i¢in birgok kriter gelistirilmistir. 1988’de “National Cancer Institute
sponsored Working Group- NCI-WG ” ve “International Workshop on Chronic
Lymphocytic Leukemia — IWCLL” tarafindan tanmi kriterleri, evreleme ve tedavi
yontemleri ortaya konulmustur (Cheson vd., 1996). NCI-WG ve IWCLL tani

kriterleri Tablo 1.5’de verilmektedir.

Tablo1.5. KLL i¢cin NCI-WG ve IWCLL Tan1 Kriterleri (Cheson vd, 1996).

NCI IWCLL
> 5.000/ mm’ lenfositoz; en az 1 adet | >10.000/mm’ lenfositoz + B
B hiicre isareti fenotipi veya kemik iligi tutulumu
(CD19,CD20,CD23)+CD5
< % 55 atipik hiicre orani < 10.000/mm’ lenfositoz + B

fenotipi +kemik 1ligi tutulumu

> % 30 kemik iligi lenfosit orani > 9% 30 kemik 1ligi lenfosit oranm

Gilintimiizde prognozun belirlenmesinde kullanilan iki farkli klinik evreleme sistemi

vardir; Rai evrelendirmesi (Tablo 1.6) ve Binet evrelendirmesi (Tablo 1.7).

Tablo 1.6. Rai Evrelendirmesi (Rai, 1975)

Evre Klinik-Hematolojik Ozellikler
0 Lenfositoz
1 Lenfositoz + Lenfadenomegali
2 Lenfositoz+ Splenomegali ve/veya hepatomegali
3 Lenfositoz+ Anemi (Hb<11g/dl)
4 Lenfositoz+ Trombositopeni (Trombosit<100.000/ mm )
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Tablo 1.7. Binet Evrelendirmesi (Binet,1981)

Evre | Klinik-Hematolojik Ozellikler

A 3’ten az lenfoid bolge* tutulumu

B 3 ya da daha fazla lenfoid bdlge* tutulumu

C Anemi (Hb<10g/dl) ya da Trombositopeni (Trombosit<100.000/

mm’ )

*Tek veya iki tarafli servikal, aksiler ve inguinal bolgeler, dalak ve karaciger lenfoid

alanlardir.

1.1.3. Multipl Myelom (MM)

Multipl myelom (MM), kemik iliginde plazma hiicre artis1 ve bu hiicrelerin
salgiladii M proteinlerin serum ve/veya idrarda bulunmalar1 ve litik kemik
lezyonlar1 ile karakterize bir hastaliktir. Goriilme siklig1 yasla birlikte artar ve 60-70
yaslarinda en yiiksek orana ulasir. Multip] myelom erislkinlerde goriilen
malignitelerin % 1’ini, hematolojik malignitelerin ise % 10’unu olusturmaktadir

(Altuntas, 2004).

Bu hastalig1 diger lenfomalardan aymrran onemli biyolojik tiimor karakteristikleri
vardir. Miyelom hiicreleri, tan1 ve hastalik aktivitesinin degerlendirilmesi agilarindan
biiylik 6nem tasiyan bazi 6zellikleri gosterirler. Kemik iliginde ya da nadir olarak ilik
disinda (ekstramediiller) yayilma mevcuttur. Kemik iliginin infiltrasyonu sonucunda
sitopeni ortaya ¢ikabilir. Immiinglobiilinler ya da hafif zincirlerin {iretimi artmistir ve
bunun bir sonucu olarak hipervizkozite sendromu ortaya ¢ikabilir. Ancak,
immiinglobiilinlerin artisina ragmen, immiinglobiilinler fonksiyonel agidan yetersiz
kalmaktadir. Bu durumda da enfeksiyonlar sik rastlanan bir 6lim nedenini

olusturmaktadir (Sezer, 2005).

MM, etyolojisi bilinmeyen bir hastaliktir. Diger malignitelerde oldugu gibi
radyasyon, calisma alanlari, hayat tarzi ve oncii medikal problemlerle bu hastalik
iligkilendirilmek istenmistir. Niikleer is kollarinda ¢alisanlarda hastaligin

olusumunda radyasyona maruz kalma siiresi onemlidir, fakat tani1 ve tedavi amach
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radyasyona maruz kalma ile MM olusumunu iliskilendirecek bir bulgu heniiz yoktur.
Tarmm ve metal is¢iligi, obezite, kotii sosyo-ekonomik kosullar, baz1 verilere gore
ozellikle siyah renkli sa¢ boyast myelom riskini artiran faktorler olarak
belirlenmistir. Benzene maruz kalma, sigara ve alkol, myelom icin risk faktorii
olusturmamaktadir. Turunggiller ve vitamin C tiiketimi riski azaltan faktorler olarak
belirlenmistir. AIDS’de diger malignitelerde oldugu gibi myelom goriilme sikliginda

da artma mevcuttur (Aydm, 2005).

Bir¢ok B hiicre kokenli malignitede oldugu gibi myelom plazma hiicreleri de
germinal merkez veya post germinal merkez kaynakl hiicrelerdir. Multiple myelom
patogenizinde siklin-D ifadesinde artma, p16 ve p15 hipermutasyonu, Ras-onkogen
mutasyonu, p53 kaybi, c-myc artmis ifadesi gibi hiicre dongiisii diizenleyicilerindeki
degisiklerin yaninda kemik iligi mikrogevre iliskileri de 6dnemli rol oynamaktadir

(Aydm, 2005).

Myelomda tani kriterleri Tablo 1.8 de verilmektedir. Evreleme prognozu, uzun

donem sag kalimi 6zellikle tedaviye yaklasimi belirlemede temeli olusturmaktadir.

Tablo 1.8. MM’de Major ve Minor Tani1 Kriterleri (Kyle vd., 2004)

Major Kriterler

<> Doku biyopsisinde plazmositom tanisi

X Kemik iliginde plazma hiicreleri > % 30 (plazmasitoz)
X Serum elektroforezinde Monoklonal M protein

X 1gG>3.5 g/dL veya IgA>2 g/dL
<~ Idrarda hafif zincir atim1; >1 g/24 saatlik idrarda kappa (x) veya

lambda (A)zinciri

Minor Kriterler

> Kemik iliginde % 10-30 plazmasitoz

> Major kriterlerdeki diizeylerden daha diisiik M protein varligi

& Litik kemik lezyonlar1

3 Normal immiinglobulinlerde azalma (IgM<50 mg/dL, IgA<100 mg/dL,
[gG<600 mg/dL
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MM siiphesinde oykii ve fiziksel muayenenin yanisira tam kan sayimi, elektrolitler,
iire, kreatin, kalsiyum, fosfor, iirikk asit, LDH, alkalen fosfataz, serum protein
elektroforez, immiinglobulin  diizeyleri, serum immiinoelektroforez, -2
mikroglobulin, C-reaktif protein (CRP) diizeylerine bakilmalidir. Ayrica kemiklerin
radyolojik incelenmesi, kemik iligi aspirasyonu ve biyopsisi, tercihen plazma hiicre
isaretleme indeksi, sitogenetik ve FISH analizleri yapilmasi gereken testlerdir

(Giilgin, 2008).

MM evrelendirmesinde Durie—Salmon evreleme sistemi (Tablo 1.9) ve Uluslararasi

Prognostik Indeks (Tablo 1.10) kullanilmaktadir.

Tablo.1.9. Durie- Salmon Evreleme Sistemi (Durie vd., 1975)

EVRE I: Tiimor kitlesi
Hemoglobin>10 g/dL, Serum kalsiyum<12 mg/dL
Kemik lezyonu yok veya sadece soliter kemik plazmositomu  <0.6 x 10'* hiicre/m?

IgG<5 g/dL, IgA<3 gr/dL, Idrarda hafif zincir <4 g/24 saat

EVRE II: EVRE I ve EVRE III disinda kalanlar 0.6-1.2 x 10'* hiicre/m?

EVRE III: Asagidakilerden bir veya daha fazlasi meveut ~ >1.2 x 10'* hiicre/m:
Hemoglobin<8.5 g/dL, serum kalsiyum>12 mg/dL
Litik kemik lezyonlar1
[gG>7 g/dL, IgA>5 g/dL
Idrar hafif zincir >12 g/24 saat
Alt grup
A:Serum Kreatin <2 mg/dL
B: Serum Kreatin >2 mg/dL
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Tablo.1.10. MM i¢in dnerilen Internasyonal Prognostik indeks (Fonseca vd., 2007)

Evre Parametre
B-2 mikroglobulin<3.5 mg/dL
Evre 1 Albumin>3.5 mg/dL
B -2 mikroglobulin<3.5 mg/dL
Evre 11 Albumin<3.5 mg/dL veya
B-2 mikroglobulin 3.5 — 5.5 mg/dL
Evre 111 B -2 mikroglobulin>5.5 mg/dL

1.2.MHC Genleri

Biiyiik Doku Uyum Kompleksi (MHC), bagisiklik sisteminin kendinden olani ve
olmayani tanimasi i¢in gerekli olan “doku antijenleri” ni igermektedir (Dalva, 2004).
Doku uygunluk kompleksi, yiliksek diizeyde polimorfik genlerden kodlanan
bilesenlerden olusmaktadir (Tahsin, 2004 ).

Yirminci ylizyilin baglarinda farelerde spontan gelisen tiimorlerin yine ayni farede
kendiliginden kaybolabildigi farkedilince, bu tiimorleri hasta fareden alip saglikl
fareye  aktarma  girisiminde  bulunulmustur. = Akraba  fareler arasinda
transplantasyonun basarili oldugunun fark edilmesi, bugiinki MHC genleri
bilgilerimizin temelini olusturmaktadir. Birbirine ¢cok yakin veya daha uzak akrabalik
gosteren fareler arasinda yapilan transplantasyon deneyleri, doku reddinde rol
oynayan gen bolgelerinin saptanmasini saglamistir. Boylece farelerde giiclii ve zay1f
etki eden gen bdlgeleri tespit edilmis ve bunlarin tiimiine Doku Uyum Bdlgesi

(Tissue Histocompatibility Loci) ad1 verilmistir (Beksag, 2004).

IIk olarak kemirgenlerde tanimlanan MHC bolgesi insanda 6. kromozomun kisa
kolunda yerlesmis olup; ilk olarak beyaz kan hiicrelerinde tanimlandig i¢in Insan
Lokosit  Antijenleri-HLA (“Human Leukocyte Antigens”) olarak da
adlandirilmaktadir (Dalva, 2004).
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Bircok otoimmun, allerjik, infeksiyon yada c¢esitli malign hastaliklarda, hastaligin
seyri agisindan bireyler arasinda belirgin farkliliklarin oldugu bilinmektedir. Bu
farkliliklarin hastaligi olusturan etkenlerle ilgili oldugu gibi, bireylerin HLA doku
uygunluk antijenlerinin yarattig1 cevabin farkliligini olusturan genetik ¢esitlilikle de

ilgili oldugu ortaya ¢ikmistir (Tahsin, 2004 ).

MHC bblgesi, insan genomunun (3x10° bg) % 0,13’iinii olusturur fakat protein
kodlayan genlerin yaklasik % 0,5’1 bu bolgede yer alir. Bu bolge insan genomundaki
gen agisindan en yogun ve en iyi tamimlanmis bélgelerden birisidir. MHC gen
driinlerinin ¢ogu immiin yanittaki ligandlar, reseptorler sinyalizasyon faktorleri,

etkilesim proteinleri ve transkripsiyon faktorleridir (Shiina vd., 2009).

HLA genlerinin hastaliklar tizerindeki etkisinin T- lenfositlerin antijen tanimadaki
fonksiyonlar: ile ilgili oldugu 6ngoriilmektedir. Doku uygunluk kompleksi yiiksek
diizeyde polimorfik genlerin olusturdugu hiicre yiizeylerindeki degisik bolgelerdir.
Genelde MHC molekiilleri ya da MHC antijenleri olarak isimlendirilen MHC sifreli
proteinler nakil dokunun reddedilmesinde baslica belirleyici olmaktadirlar (Tahsin,
2004 ). HLA allellerinin tanimlanmasi, belirli hastaliklar ile spesifik HLA antijenleri
veya haplotipleri arasindaki iligkiyi ortaya koymaktadir. Her bir HLA antijeni

kendisine 6zgiil bir gen tarafindan kontrol edilir (Sabuncuoglu, 2006).

MHC sisteminde antijen sunumu MHC lokusundaki genlerle kodlanan ve antijen
sunucu hiicrelerin yiizeyinde bulunan 6zellesmis proteinler araciligiyla olur. Antijen
sunucu hiicreler viicudu dolasir, antijeni bulur ve fagositozla igine alir, onlar1
antijenik peptid parcalarma ayirir ve bunlart MHC molekiillerine baglar. Boylece
antijen-peptid parcas1 - MHC kompleksi daha sonra hiicre yiizeyinde sunulabilir
(Demir, 2005).

MHC gen bolgesi 3.673.800 niikleotid ve 4.464 farkli allel ve toplam 253 bolge
icermektedir (Sabuncuoglu, 2006). MHC bdlgesi, kodlanan proteinlerin immiinolojik
ozelliklerine gore genisletilmis Swnif I, Sinif 1, Suif 11, Sinif Il ve genisletilmis
Swnif I olarak bes alt bolgeye ayrilir. Bu bolgelerdeki lokus sayisi sirasiyla 4, 128,
75, 27 ve 19°dur (Shiina vd., 2009).
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BABBRI1, SUMO2P, MOG ve ZNP57 genleri Genisletilmis Simif I bolgesi’nde yer
alir. Telomerik bolgede ise koku almaglari, histon, tRNA ve ¢inko parmak protein

gibi proteinleri kodlayan duplike genler yer alirlar (Shiina vd., 2009).

Smmif I bolgesi, MHC nin telomerik ucunda yer alir ve alfa, beta, kappa blok olmak
iizere 3 ayr1 boliimden olusur (Shiina vd., 2009). HLA-A, HLA-B, HLA-C olarak da
tanmnan 3 klasik transplantasyon antijen bolgesi, HLA-E, HLA-F, HLA-G olmak
iizere 3 klasik olmayan antijen bdlgesi ve yalanct gen (psddogen) veya kodlamayan
gen boliimleri (HLA-S/17, -X, -N/30, -L/92, -1/59, -W/80, -U/21, -K/70, -16, -H/54, -
90, -75) bu bolgede yer alir (Dawkins vd., 1999).

MHC Smif-III antijenleri, Smif-I ve Smif-II antijenleri arasindaki bdlgede
bulunurlar. Klasik kompleman yolunun C2, C4a ve C4b, alternatif yolun properdin
faktorii ile 21-hidroksilaz gibi enzimler ve TNF gibi sitokinlerin sentez edildigi

bolgedir (Akgam, 2003).

Simif I bolgesi ise sentromere yakin yerlesik olup toplam 0,7 Mb’lik bir alan1 kapsar
ve toplam 27 lokus icerir (Shiina vd., 2009). MHC Smuf-II antijenleri 6zellikle B
lenfositleri, makrofaj, dentritik hiicre, endotel hiicreleri ve bazi aktif T hiicrelerinde
bulunurlar. Bu antijenler baslangigta HLA-D olarak adlandirilmis daha sonra farkh
antijenler bulununca D ile ilgili anlammma gelen (D related) HLA-DR antijeni
denilmistir. Bu bdlgedeki diger antijenlere de alfabedeki yakinlik nedeni ile HLA-
DQ, HLA-DP... seklinde isimler verilmistir. HLA-DP, HLA-DN, HLA-DM, HLA-
DO, HLA-DQ ve HLADR bolgelerinin yan sira gesitli yalanci genler (psddogenler),
antijen islenmesinde rol alan LMP ve TAP gibi onemli genler MHC smif II
bolgesinde yer almaktadir (Akgam, 2003).

Genisletilmis Simif II bolgesi, 0,2 Mb’lik bir alan1 kaplar ve toplam 19 lokus icerir
(Shiina vd., 2009).

Agir zincirleri kodlayan Smif I genleri, HLA-A, -B, -C, -E, -F ve —G islevsel HLA
izoformlarni olusturur. HLA-A, -B ve —C klasik smnif I antijenlerini sentezletir, diger
yandan klasik olmayan HLA-E, -F, -G ise dogal 6ldiiriicii hiicreler ile iligkili
bagisiklik cevapta gorev almaktadirlar. HLA-H, -J, -K ve —L olarak isimlendirilen
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yalanci genlerin heniiz herhangi bir immiinolojik gorevi bildirilmemistir. MHC sinif
I molekiillerinin esas gorevler hiicre icerisindeki peptidleri hiicre yiizeyine

tasimaktir (Beksag, 2004).

Smif I molekiilleri fizyolojik rollerine uygun olarak biitiin ¢ekirdekli hiicrelerde
bulunurlar. Bir antijenin CD8 (6ldiiriicii) T lenfositlerce taninabilmesi ancak Smif |
molekiilii ile bir arada tutulmus olmasina baglidir. Bu olgu HLA restriksiyonu olarak
isimlendirilir. Ornegin, bir viriis bir hiicreyi enfekte ettigi zaman viral antijenler
peptid fragmanlarma ayrilirlar. Daha sonra Smif I molekiillerince baglanarak CD8

oldiiriicii T hiicrelerine sunulurular (Yakut, 2004).

Belirli bir T lenfositin antijen reseptort, belirli bir viral peptide ancak belirli bir Sinif
I molekiilii baglaminda taniyabilir. Bu reseptorler farkli bir Sif I molekiilii ile bagl
Ozgiin bir peptidi 6zgiin bir Sinif I molekiilii ile baglanmasi farkli bir viral peptidi
veya bagli olamayan bir Smif I molekiiliinii tanimazlar. Tanima olustugunda Killer-
T lefositler (CDS) viral antijen tasiyan hedef hiicreyi 6ldiirtirler. Fizyolojik olamayan
transplantasyon kosullarinda nakil dokunun reddi swrasmmda (o ana kadar
tanimlanmamis peptidlerle bagl olan) yabanci Smif I molekiillleri yerli CD8 T
lenfositlerince taninir (Yakut, 2004). Smif I ve II molekiillerinin yapisal farkliliklari,
baglayacaklar1 peptidin 6zelliklerini ve baglanma giiciinii farkli kilmaktadir (Beksag,

2004).

1.2.1. LMP2 (Low moleculer weight polypeptide 2) ve LMP7 (Low moleculer
weight polypeptide 7) Genleri

LMP2 ve LMP7 genleri, 6 nolu kromozomun kisa kolu iizerinde MHC sinif II
bolgesinde yer alir (Sekil 1.3). Bu genler, proteozom yapisinin bilesenlerini olusturan
peptidleri kodlamaktadir (Carin, 2004). Proteozomlar, kisa-omiirlii hasarli proteinler
ile antijenin proteinlerin yikimindan sorumlu multikatalitik enzim kompleksleridir.
LMP2 ve LMP7 genleri proteozom bilesenlerini kodlamak suretiyle antijenik

peptidlerin olusturulmasinda gorev almaktadirlar.

Otoimmun hastaliklarda, sunulacak peptidleri ve dolayisiyla olusacak immun yanitin

ozelliklerini HLA molekiilleri kadar antijenlerin islenmesi sirasinda olusan
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peptidlerin yapist da belirlemektedir. Bu nedenle LMP genlerindeki cesitliligin de
hastaliklar ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Dalva, 2004).

LMP genler1 HLA genleri kadar olmasa da polimorfik genlerdir. Olusturulan ve
sunulan antijenik peptidlerin spektrumunun incelenmesi, ve populasyon genetigi
calismalari, LMP genlerindeki genetik varyasyonlarin fonksiyonel etkilerinin

anlasilmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Faucz vd., 2000).

1.3. Amacg

Bu ¢alismanin amaci; Gaziantep Universitesi, T1p Fakiiltesi, Hematoloji Béliimii’nde
tan1 konmus KML (Kronik Myeloid Losemi), KLL (Kronik Lenfositik Losemi),
AML (Akut Myeloid Losemi) ve MM (Multiple Myeloma) hastalarinda ve birbiriyle
akrabalik iliskisi olmayan saglikli bireylerde LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin
incelenmesi, allel-genotip frekanslarmin belirlenmesi ve karsilagtirilmas: ile
hematolojik maligniteler ve LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmleri arasindaki iliskiyi
ortaya koymaktir.
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BOLUM 2

KAYNAK OZETLERI

Gen polimorfizmleri ve hastaliklar arasindaki iliskilerin incelenmesi ¢ok sayida
arastirmaya konu olmustur. Bu konuda yapilan ilk ¢aligmalar, ABO kan gruplari ile

cesitli hastaliklar arasindaki baglantinin gosterilmesine yoneliktir (Ak¢am, 2003).

MHC antijenleri, transplantasyonda nakil dokunun reddedilmesinde baslica
belirleyicidirler. Ayn1 MHC molekiillerini tasiyan bireyler birbirlerinden doku
alabildikleri halde MHC molekiilleri farkli bireyler nakil dokularmi siddetle
reddederler (Yakut, 2004).

HLA ve hastalik iligkileri konusunda bir¢ok teori ileri siiriilmiis, bunlardan 3 tanesi
kabul gormiistiir (Ak¢am, 2003) :

e Immiin cevap genleri teorisi: Hastalik etmenlerine karsi immiinolojik
cevabin kisinin genetik yapisiyla iliskili oldugu, immiin cevap genlerinin de
HLA antijenleri gibi 6. kromozomun kisa kolu iizerinde bulundugu ileri
siiriilmiistiir. Immiin cevabi farkli kilan bu gen yapisindaki degisikliklerin
yakin komsuluk sebebiyle HLA antijenlerini regiile eden genler ile
tanimlanabilecegini savunan teoridir.

e Antijenik benzerlik teorisi: HLA antijenleri ile bazi hastalik etmeni
antijenlerin arasinda benzerlik bulunmasi sebebiyle immiin cevabin tam
olmadigint ve bu hastalik etkeninin kronik hastaliga neden oldugunu ileri
stiren teoridir.

e Membran resptorleri teorisi: Hiicreler bulunduklar1 ortam ile iliskilerini
yiizeylerindeki reseptorler ile saglarlar. HLA antijenleri de hiicre yiizeyinde
bulunan reseptorler olarak kabul edilirse, hiicrelerin ayni etken karsisinda

farkli cevap vermeleri miimkiindiir.

22



MHC boélgesindeki genlerin alellik durumunun otoimmiin hastaliklara yatkinlikta

onemli role sahip oldugu ¢ok sayida ¢alisma ile gosterilmistir:

= Deng vd., (1995) tarafindan yapilan calismada, LMP2 ve LMP7 gen
polimorfizmlerinin Insiiline Bagmmli Diyabet gelisimi iizerine etkisinin
belirlenmesi amaclanmistir. Calismada, Giineydogu Amerika bolgesinden
akraba olmayan 198 Insiiline Bagimli Diyabet hastas1 ve 192 saglikli birey
analiz edilmis ve sonucunda Insiiline Bagimli Diyabet hastaliginin LMP7 gen
polimorfizmi 1ile gilicli bir iliski icinde oldugu, LMP2- Arg/His
polimorfizminin ise sadece HLA DR4-DQB1*0302 haplotipi tasiyan
bireylerde iligkili oldugu belirtilmistir. Calismada, LMP genlerinin IDDM
yatkiliginda bagimsiz etkilere sahip oldugu bildirilmistir.

= Chevrier vd. (1997), HLA-DPBL- DRBI, - DMA, - DMB, TAP1, TAP2,
LMP2, LMP7 genleri ve idiyopatik-Sekonder Membrandz Nefropati {izerine
etkisini inceleyen bir ¢aligmada fenotip frekanslarmin hasta ve saglikhi

bireylerde benzer oldugunu belirlemislerdir.

* Vinasco vd. (1998) Romatoid Artrit; Ishihara vd. (1999) Sarkoidoz ve
Behget hastaligi; Lee vd. (2001) Atopik dermatit hastaligi ile LMP genleri
arasindaki iliskiyi bagimsiz caligmalariyla arastirmis fakat anlaml bir iliski

tespit edememislerdir.

= LMP7 gen polimorfizminin HCV hastalarinin interferon tedavisine verdikleri
yanitt etkileyen onemli bir konak¢1 faktorii oldugu bildirilmistir (Sugimoto

vd., 2002).

= Casp vd. (2003), vitiligo patogenezinde etken olan antimelanosit otoimmiin

yanitta LMP ve TAP genlerinin rolii olabilecegini bildirmislerdir.

= LMP2 gen polimorfizminin Alzheimer hastalig: ile iligkisi de incelenmistir
(Mishto vd., 2004). Calisma, 154 Alzheimer hastasi ve 406 saglikli birey
iizerinde yapilmis olup calisma sonucunda, LMP2 ekspresyonunun

Alzheimer hastaligindan etkilenmis dokularda, etkilenmemis dokulara oranla
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daha fazla gézlendigi ve bu genlerle proteozom aktivitesi arasinda yakin bir

ilgi olabilecegi One siiriilmiistiir.

Vargas-Alarcon vd., (2004), Meksika’da LMP gen polimorfizminin
spondiloartrit hastalig1 izerine etkisini arastirmiglar, ¢alismaya 223 Meksikali
SpA hastast ve 139 saglikli bireyi dahil etmislerdir. Calisma sonucunda,
LMP2 ve LMP7 genlerinin allel frekanslar1 saglikli ve hasta bireylerde
benzer dagilim gostermistir. Genotip frekansi agisndan LMP7 geni, hasta ve
saglikli bireyler arasinda 6nemli bir fark gostermezken, LMP2 genine ait
genotiplerin Ankilozan spondilit hastaliginin gelisiminde etkili oldugu

belirlenmistir.

LMP7 ve TAP2 gen polimorfizmlerinin Cin’de 6zofagus kanseri iizerine
etkisi incelenmistir (Cao vd., 2005). Calisma sonucunda, LMP7 ve TAP2
genlerinin 6zofagus kanseri gelisimi i¢in risk faktorii oldugu ve HPV (Human
Papilloma Virus) ile enfekte olan kisilerde tiimor olusumunu etkiledigi one

siirtilmiistiir.

Cin’de yapilan bir baska calismada LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin
HBV enfeksiyonuna etkisi incelenmis ve LMP2 ve LMP7 gen
polimorfizmlerinin HBV enfeksiyonu i¢in 6nemli bir konak¢i faktdr oldugu

belirlenmistir (Dai vd., 2005).

Kramer vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, LMP ve TAP genleri ile
sedef hastalig1 arasindaki iligki incelenmistir. Calismada, 321 Alman sedef
hastas1 ve 235 akraba olmayan saglikli birey yer almistir. Calisma sonucunda,
LMP ve TAP genlerinin alleleri ile sedef hastalig1 arasinda giiclii bir iliski
oldugu ve bu durumun da ila¢ tedavisinde 6nemli bir etkiye sahip olabilecegi

bildirilmistir.

Cin populasyonunda, Hepatit B viriis enfeksiyonu riskinin LMP ve TAP
genlerinin polimorfizmleri ile iliskisi incelenmis ve LMP7, TAP1 ve TAP2
genleri ile Hepatit B enfeksiyonu arasinda bir iligki oldugu belirlenmistir

(Changqing vd., 2007).
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Mehta vd. (2007), servikal kanserler ve TAP1, TAP2, LMP2, LMP7 ve
ERAPI1 genleri arasindaki iligki iizerine bir c¢aligma yapmigslardir. Bu
calismada, servikal kanserli 75 hastanin TAP1, TAP2, LMP2, LMP7 ve
ERAPI genleri analiz edilmis ve ERAP1-56, ERAP1-127 haplotiplerinin ve
LMP7-145 gen polimorfizminin servikal kanser olusumunda énemli roliiniin

oldugu bildirilmistir.

Rusya’da Melnikova vd. (2008), ratlarda timus gelisimi ile LMP2 ve LMP7

genleri arasinda yakin bir iligski oldugunu bildirmistir.

Ukrayna’da Honcharov vd. (2009) c¢alismalarinda erigkin arteriyal
hipertansiyon hastaliginda LMP2, LMP7 ve PSMA6 gen polimorfizmlerinin
etkisini incelemislerdir. Toplam 147 erigkin arteriyal hipertansiyon hastasi ve
208 saglikli bireyin LMP2, LMP7 ve PSMA6 gen polimorfizmleri analiz
edilmis ve ¢alisma sonund LMP2 ve PSMAG6 gen polimorfizmlerinin arteriyal

hipertansiyon riskinde 6nemli oldugu bildirilmistir.

Liu vd. (2009)’ nin 6zafagus kanserlerinde TAP1, TAP2, LMP2 ve LMP7
gen ekpresyon seviyelerinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada, 143
kanserli doku incelenmis ve calisma sonucunda bu genlerin ekpresyon

seviyeleri ile 6zafagus kanserleri arasinda 6nemli bir iliski bulunmustur.

Sharova vd. (2009)’ nin yaptiklar1 calismada ratlarda do§um sonrasi
karaciger ve dalak gelisimi ile LMP2, LMP7 gen ekspresyonu arasinda

onemli bir iliski oldugu bildirilmistir.

Tu vd. (2009) tarafindan fareler {izerinde yapilan bir c¢aligmada ,
Toxoplasma gondii enfeksiyonlarina yatkinlikta LMP7 genlerinin 6nemli bir

role sahip oldugu bildirilmistir.
Japonya ‘da Chou vd, (2010)’ nin yaptig1 calismada, Trypanosoma cruzi’ nin

etken oldugu Chagas hastaliginda hastalarin olusturdugu immiin yanitta

LMP2 ve LMP7 genlerinin énemli bir role sahip oldugu bildirilmistir.
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Camarena vd. (2010), giivercin yetistirenlerdeki alerjik pndmoni hastalig ile
LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmleri arasindaki iliskiyi incelemislerdir.
Meksikali 50 allerjik pndmoni hastas1t ve 50 saghkli bireyin analiz edildigi
calismanin sonucunda, LMP2 ve allerjik pnomoni arasinda bir iligki
bulanamamis iken LMP7 ve alerjik pndmoni arasinda anlamli bir iligki tespit

edilmistir.

Tang vd. (2010) tarafindan yapilan calismada, oral kanserli 43 Cinli
hastadan doku Ornegi  almmis ve LMP2 ve LMP7 gen ekpresyonlari
belirlenmistir. LMP2 ve LMP7 gen ekpresyonlar1i normal epitel hiicre-hatti
ekpresyonu ile karsilastirildiginda ekpresyon seviyeleri arasinda 6nemli

farkliliklar oldugu goézlenmistir.

Ankilozan spondilit hastaligmma yatkinlikta ERAP1, TAP1, TAP2, LMP2, ve
LMP7 gen polimorfizmlerinin rolii incelenmistir (Maksymowych vd., 2010).
Calismaya, Kanadanin Alberta bolgesi, Ternov bolgesi ve Toronto bolgesi
olmak iizere 3 farkli merkezden Ankilozan Spondilit hastalar1 ve saglikli
bireyler katilmis ve c¢alisma sonunda Ankilozan spondilit hastali1 ile

ERAPI1 gen polimorfizmleri arasinda anlamh bir iliski bulunmustur.

Retina pigment epitel hiicrelerindeki yaslanma ve kronik oksidatif stres
olaylarinda da LMP2 ve LMP7 genlerinin 6nemli role sahip oldugu ileri
stirtilmiistiir (Hussong vd., 2010).

Hindistan — Yeni Delhi’de Sukriti vd, (2010)’ nin Kronik Hepatit B Viriis
(HBV) enfeksiyonlarinda TAP1, TAP2, LMP2 ve LMP7 gen ekpresyon
seviyeleri lizerine yaptiklar1 calismada, HBsAg ve HBeAg-Pozitif 40 hasta
ve 11 sagliklh birey yer almistir. Calisma sonunda Alanin amino transferaz
(ALT) enzimi yiiksek seviyede olan Kronik HBV’li hastalarda, ALT enzim
seviyesi normal olan Kronik HBV’li hastalara oranla TAP1 ve LMP7 mRNA
ekpresyon seviyelerinin daha diisiik oldugu, TAP1, TAP2 ve LMP2 mRNA
ekspresyon seviyelerinin Kronik HBV’li hastalarda ise saglikli bireylerdekine

oranla dnemli derecede diisiik oldugu gézlenmistir.
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Cathro vd. (2010), mesane kanseri ile MB1, LMP2, LMP7, LMP10, HLA
smif I agir zincir, Tapasin, TAP1, TAP2 ve ERp57 gen ekpresyon seviyeleri
arasindaki iligki tizerine bir ¢calisma yapmustir. Calismada, MB1, LMP2 ve
TAP2 genleri hari¢ diger genlerin ekpresyon seviyelerinin normal tretral

dokulara oranlara daha diisiik oldugu gozlenmistir.

LMP genleri hastalik asosiasyon caligmalarina ek olarak ayrica populasyon genetigi

calismalarinda da incelenmistir:

Vargas Alarcon vd. (2002), Meksika etnik populasyonlarinda LMP2 ve
LMP7 gen polimorfizmlerini incelemisler ve populasyonlarin genetik

iliskilerini ortaya koymaya ¢aligmislardir.

Mih¢ioglu vd. (2010) tarafindan yapilan c¢aligmada Gilineydogu Anadolu
populasyonunda LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmleri incelenmis,
literatiirdeki diger populasyonlara ait veriler kullanilarak olusturulan
dendogramda Gilineydogu Anadolu populasyonuna en yakin populasyonun
Nahua en uzak populasyonlarin ise Beyaz irk-ABD ve Kaingang- Brezilya

populasyonu oldugu bildirilmistir.
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3.1. Ornekleme

Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Hematoloji
Bilim Dal1’ nda tan1 koyulup takip ve tedavisi yapilan 48 KML, 27 AML, 23 KLL ve
25 MM hastas1 olmak tizere toplam 123 hasta ve akrabalik iligkisi olmayan 110
saglikli birey calismaya dahil edilmistir. Kontrol ve hasta gruplarinin yas ve cinsiyet

dagilimi Tablo 3.1.’de verilmistir.

BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

Tablo 3.1. Hasta ve kontrol gruplarinda yas ve cinsiyet dagilimi

Minimum Maksimum
Cinsiyet Sikhk Yiizde(%) Yas Yas

KML K 33 68

E 15 32

TOPLAM 48 19 78
AML K 10 37

E 17 63

TOPLAM 27 16 67
KLL K 8 34

E 17 66

TOPLAM 23 40 80
MM K 10 40

E 15 60

TOPLAM 25 36 74
KONTROL | K 55 50

E 55 50

TOPLAM 110 17 58
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Toplam 10 ml kan Ornegi steril EDTA’lh tilip igerisine almmustir. Bireylere
calismanin amaci, izlenecek yontem, risk ve faydalar hakkinda bilgiler verilerek
yazili onamlar1 alimustir.

Bu calisma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Etik Kurulu’nun onayi

almarak gerceklestirilmistir (30.06.2008, Karar no: 06-2008/118).

3.2. DNA izolasyonu

Ornekleme sirasinda bireylerden alnan 10 ml periferik kandan, yiiksek tuz
konsantrasyonuyla DNA’nin ¢oktiiriilmesi (“salting out”) metodu ile DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu yontem, yliksek miktarda DNA eldesine olanak
saglayan, kolay uygulanabilir, ekonomik ve biyogiivenlik agisindan avantajli bir

yontem oldugu i¢in tercih edilmistir.

3.2.1. DNA izolasyonu Isleminde Kullanilan Arac ve Kimyasallar:

e 50 ml’lik Falkon Tiip e 1,5 ml’lik Eppendorf tiipleri
e EDTA (Sigma) (Axygen)
e SDS (Merck) e Eppendorf tiip destekleyiciler
e Amonyum Asetat (Merck) e Vorteks (Heidolph Reaks Top)
e Meziir (100ml, 250ml, 500ml) e Santrifiij Aleti
e Erlen (P Selecta Centronic —BL II)
e Etanol (Sigma) o Steril lateks eldiven
e Mikropipetler (2-20 ul, 20-200 o Etiiv (Memmert)
ul, 100-1000 pl Gilson) e 10ml EDTA’ tiip (Hema)
e Steril pipet uglar1 (Gilson) e Buzdolab: (Argelik)

e Derin dondurucu (Ugur)

3.2.2. DNA izolasyonu Sirasinda Kullamlan Tampon Cézeltiler:

e Cekirdek Lizis Tamponu (pH: 8.2)

10 mM Tris-HCL 1,576 g
400 mM NacCl 234 ¢
2 mM Na2EDTA 0,7¢
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Distile su ile coziilerek 1 It’ye tamamlandi. Cozelti pH’ s1, NaOH ile 8.2 ye

ayarlandi. Cozelti otoklavlanarak buzdolabinda (+4 °C ) muhafaza edildi.

e SDS %10
SDS 10 g
Distile su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi. Membran filtre ile sterilizasyon

yapilarak oda sicakliginda muhafaza edildi.

e Amonyum Asetat
Amonyum Asetat 148 g
Distile su ile ¢oziilerek 200 ml’ye tamamlandi ve oda sicaklifinda muhafaza

edildi.

e TE Tampon Cozeltisi (pH: 7.5)
I mM Tris-HCL 0,394 g
ImM Na2EDTA 0,093 g
Distile su ile ¢oziilerek 250 ml’ye tamamlandi ve otoklavlanarak buzdolabinda

(+4°C ) muhafaza edildi.

e Proteinaz K

200 mg proteinaz K, 10 ml’ye steril distile su ile tamamland1 ve -20 °C’de
saklandi.

3.2.3. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

1. 10 ml kan 50 ml’lik tiiplere almarak tizerine 40 ml soguk steril distile su eklendi
ve eritrositleri patlatmak amaciyla tiipler 1-2 dk ¢alkalandi. Tiipler 2000 rpm’de
10 dk santrifiij edildi.

2. Siipernatan atildi ve pelletin {izerine hacim 25 ml’ye tamamlanacak sekilde
soguk steril distile su eklendi, pellet ¢oziilene kadar tiipler c¢alkalandi ve
ornekler 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

3. Siipernatan atildi ve pelletin lizerine 3 ml Cekirdek Lizis Tamponu, 200 pl
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ve 150 ul Proteinaz K eklendi ve karisim vorteks

ile homojenize edildi.
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4. 10 ml kan 50 mI’lik tiiplere alinarak iizerine 40 ml soguk steril distile su eklendi
ve eritrositleri patlatmak amaciyla tiipler 1-2 dk ¢alkalandi. Tiipler 2000 rpm’de
10 dk santrifiij edildi.

5. Siipernatan atild1 ve pelletin {izerine hacim 25 ml’ye tamamlanacak sekilde
soguk steril distile su eklendi, pellet ¢oziilene kadar tiipler c¢alkalandi ve
ornekler 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

6. Siipernatan atildi ve pelletin lizerine 3 ml Cekirdek Lizis Tamponu, 200 pl
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ve 150 ul Proteinaz K eklendi ve karisim vorteks
ile homojenize edildi.

7. Tipler 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakildi.

8. Tiiplerin igerisine 2 ml Amonyum Asetat eklendikten sonra 1 dk salland1 ve oda
sicakliginda 10 dk bekletildi.

9. Ornekler 3500 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

10. Siipernatan toplanarak baska bir tiipe aktarildi ve {lizerine 1:2 oraninda Etanol
eklendi.

11. Tipler dairesel sekilde dondiiriilerek DNA’nin toparlanmasi saglanda.

12. Pipet ucuna degdirilerek alinan DNA steril 1,5 ml’ lik eppendorf tiipe aktarildi.

13. Elde edilen DNA o6rnekleri 500 pl TE (Tris-EDTA) tamponunda ¢ozdiiriildiikten

sonra kullanilacagi1 zamana kadar -40 °C’de saklandi.

DNA Konsantrasyonu ve Safigimin Ol¢iimii

Izole edilen DNA’larin konsantrasyon ve safliklar1 6lgiildii. Stok DNA 6rneginden 1
pl 6rnek Nanodrop’a konuldu. Hazirlanan 6rnegin spektrofotometrede 260 ve 280

nm dalga boylarindaki absorbsiyon degerleri 6l¢iildii.

Saf bir DNA oOrneginde 260 ve 280 nm’deki absorbans  orani Axeonm/
Azgonm=1.8’dir.Bu degerden diisiik degerler protein kontaminasyonu, biiyiik degerler

ise RNA kontaminasyonu varligini gosterir (Aksoy vd, 2000).

3.3. LMP2 ve LMP7 Genlerinin PZR Yontemi ile Cogaltilmasi

Hasta ve kontrol grubu bireylerinden izole edilen DNA 6rneklerinde LMP2 ve LMP7

genleri 6zgiil primerlerler kullanilarak PZR yontemi ile cogaltilmistir.
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PZR icin Kullanilan Cozeltiler

Taq DNA Polimeraz (-20 °C’de muhafaza edildi)
(5U/ ul) MBI Fermantas
(100U/20 ul) Bio Basic
(5U/ ul) Vivantis
PZR Tampon (10X) (-20 °C’de muhafaza edildi)
MgSO, (-20 °C’de muhafaza edildi)

(25 mM) Fermantas
(20 mM) Bio Basic
(50 mM) Vivantis

dNTP (-20 °C’de muhafaza edildi)
Deoksi-niikleotid trifosfatlarin her birinden 25 pl alimarak 900 ul steril distile su

eklenerek stok karisim hazirland.

Primerler (-20 °C’de muhafaza edildi)
LMP2 ve LMP7 genlerinde incelenecek polimorfizmleri kapsayan bdlgelerin

amplifikasyonu i¢in tasarlanan 6zgiil primer dizileri Tablo3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. LMP2 ve LMP7 genlerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan 6zgiil primer
dizileri (Sugimoto vd., 2002)

. o PZR URUN
GEN PRIMER DIZILERI BUYUKLUGU
IP 5'-CTTGAACCAGGGAGGCGAAGTTTG-3'
LMP2 GP 5-CAGCTGAACCAGAGAGTGCATAGT-3' 228 be
IP 5'-CGGACAGATCTCTGGGTGCT-3'
LMP7 GP 5'-TCTCCGGGACTGAAGGCTA-3' 304 be
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Tablo 3.3. LMP2 ve LMP7 genlerinin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan reaksiyon igerigi

ddH,O 17,3 ul
dNTP 2,0 ul
10x tampon 2,5l
MgSO04 (25 mM) 1,5 ul
Ileri primer LMP2 (100 pmol)
LMP7 (100 pmol) 0,3 ul
Geri primer LMP2 (100 pmol)
LMP7 (100 pmol) 0,3
Taq polimeraz (Su/ul) 0,1 wl
* DNA 0rnegi ~1,0 pug
Toplam 25 ul

*DNA ornegi miktart DNA konsantrasyonuna gore degismektedir.

PZR isleminin gergeklestirildigi 1s1 dongiileri ise Tablo 3.4.’de verilmistir. Hasta ve
kontrol grubu bireylerine ait genomik DNA’larin LMP2 ve LMP7 gen bdlgeleri,
Takara PCR (Gradient PCR) 1s1 dongiileyici kullanilarak ¢ogaltilmastir.

Tablo 3.4. PZR isleminin gergeklestirildigi 1s1 dongiileri

ISLEM SICAKLIK SURE ];ggIGSIIJ
1. SAFHA On Denatiirasyon 95 °C 5 dk 1
Denatiirasyon 95 °C 30 sn
2. SAFHA Primer Baglanma 53°C 30 sn 35
Zincir Uzama 72 °C 30 sn
(Sentez)
3. SAFHA Final Sentez 72 °C 5 dk 1
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3.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR sonucunda elde edilen f{iriinlerin kontrolii i¢in, kullanilan en yaygin

yontemlerden biri olan agaroz jel elektroforezi kullanilmistir.

3.4.1. Agaroz jel Elektroforezi icin Kullanilan Kimyasallar

e Etidyum Bromiir

Steril distile su ile 5 mg/ml olacak sekilde 10 ml’lik stok hazirland:.

e Agaroz jel Yiikleme Tamponu
6x, 10x Bromo Fenol mavisi yiikleme tamponu (Fermentas)
Orange G yiikleme tamponu
10mM Tris-HCI, % 0.15 Orange G boyasi, %0.3 ksilen siyanol, %60 gliserol
ve 60mM EDTA

e TBE Tampon Cozeltisi (pH: 8,3)

Tris 121,1 g
Borik Asit 61,8¢g
EDTA 7,44 g

Distile su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamland1 ve NaOH ile pH 8.3’e ayarlandi.

Membran filtre ile sterilize edilerek oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.4.2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

= 2 gagaroz hassas terazide tartilip bir erlene konuldu.

» Uzerine 100 ml 1XTBE tamponu ilave edildi ve mikrodalga firin kullanilarak
agaroz eriyip soliisyon homojenize olana kadar kaynatild.

= Erlen 50-55 °C’ye sogutulduktan sonra, icerisine 10 pl etidyum bromiir (5mg/ml)
eklendi.

= Karisim hava kabarcigi olmayacak sekilde jel tabagma dokiildi ve oda
sicakliginda yaklasik 40 dk jelin polimerize olmas1 i¢in bekletildi.

= Jel tabagi, jel tamamen tamponun igerisinde olacak sekilde tankin igerisine

yerlestirildi.
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= PZR iiriinleri (8 pl), Bromo fenol mavisi veya orange G igeren yiikleme tamponu
(6 W) ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.

= Ornekler 120 V akimda yaklasik 35 dakika yiiriitiildii. (Cleaver MP- 250 V Yatay
elektroforez sistemi)

= Ardindan jel goriintileme cihazinda (Vilber Lourmat) UV 1s1ginda bantlar

goriintiilendi ve goriintiiler bilgisayarda kaydedildi.

3.5. LMP2 ve LMP7 Gen Polimorfizmlerinin RFLP (Restriksiyon Parca

Uzunluk Polimorfizmi) Teknigi ile Analizi

Polimorfizm analizi, genel olarak polimeraz zincir reaksiyonu-baglantili restriksiyon
fragment polimorfizmi (PZR-RFLP) yontemi ile yapilmaktadwr. Bu yontem,
polimorfizmi ortaya ¢ikaran baz degisiminin bir restriksiyon enzimi i¢in yeni bir
kesim yeri ortaya ¢ikarmasi veya mevcut olan bir kesim yerini ortadan kaldirilmasima
bagl olarak, polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilan fragmentin enzim kesimi
sonucunda normal durum ile polimorfik allel arasinda uzunluk farkliliklarinin (veya

polimorfizminin) izlenmesi esasia dayanir (Deligezer, 2004).

Restriksiyon enzim kosullar1 Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da gosterilmistir. Kesim sonucu
olusan iirlinler, agaroz jel elektroforezi ile ayristirildi ve UV 1s18inda goriintiilendi.
Olusan bantlarin biiyiikliikleri standart DNA belirleyicileri ile karsilastirilarak tespit

edildi ve bu sekilde polimorfizmler analiz edilebildi.

Tablo 3.5. LMP2 gen bolgesinin Hha I ile Kesim Kosullar1

PZR firiinii 6 ul
Restriksiyon enzimi (Hha I) 0,5 pl
10Xtampon 1 ul
ddH,O 2,5l
Toplam 10 pl

37 °C’de 4 saat inkiibe edildi.
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Tablo 3.6. LMP7 gen bolgesinin Bsm I ile Kesim Kosullar1

PZR firiinii 6 ul
Restriksiyon enzimi (Bsm I) 0,5 ul
10Xtampon 1 ul
ddH,O 2,5l
Toplam 10 pl

37 °C’de 4 saat inkiibe edildi.

PZR iirlinlerinin kesimi sonucunda olusan bantlarin biiytikliikleri Tablo 3.7.’de

verilmistir.

Tablo 3.7. Kullanilan restriksiyon enzimleri ve olusan DNA pargalarinimn

biiytikliikleri (Sugimoto vd., 2002)

Polimorfizm Restriksiyon Kesim Uriinleri
Enzimi
LMP2
60 (CGC-TGC) Hha I 199 ve 29 be — R

Arjinin (R) — Histidin (H)

LMP7
145 (CAG — AAG)
Glutamin (Q) — Lizin (K)

Bsm I 174 ve 130 b¢ — Q

Kesim {irtinlerinin analizi i¢in % 3’liik agaroz jel hazirlandi. Kesim triinleri yiikleme
tamponu ile karistirilarak yiiklendi. Ornekler, 90 V’da yaklasik 1 saat yiiriitiildii.
Kesim iirtinlerinin biiyiikliikleri DNA belirleyicilerle karsilastirilarak tespit edildi.
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3.6. Genotip Tayini

LMP2 gen bolgesine ait PZR iirlinii 228 b¢ uzunlugundadwr. Kesim islemi
sonucunda; 228 b¢’lik tek bir bant gozlendiginde (her iki allel de kesilmemis)
genotip (H/H); 199 ve 29 bg’lik iki bant gozlendiginde (her iki allel de kesilmis)
genotip (R/R); 228, 199 ve 29 b¢’lik ti¢ bant gézlendiginde ise genotip (R/H) olarak
degerlendirildi. (Tablo 3.8).

LMP7 genine ait PZR iirlinii ise 304 b¢ uzunlugundadir. Kesim islemi sonucunda;
304 be’lik tek bir bant gozleniyorsa (her iki allel de kesilmemis ise) genotip (K/K);
174 ve 130 beg’lik iki bant gozleniyorsa (her iki allel de kesilmis) genotip (Q/Q); 304,
174 ve 130 bg’lik ii¢ bant gdzleniyorsa genotip (Q/K) olarak degerlendirildi. (Tablo
3.9).

Tablo 3.8. Kesim sonucunda elde edilen bantlara gére LMP2 genotiplendirme

LMP2 (GENOTIPLER) BANT BUYUKLUKLERI
R/R 199 bg, 29 bg
R/H 228 be, 199 bg, 29 be
H/H 228 be

Tablo 3.9. Kesim sonucunda elde edilen bantlara gére LMP7 genotiplendirme

LMP7 (GENOTIPLER) BANT BUYUKLUKLERI
Q/Q 174 b, 130 be
QK 304 bg, 174 be, 130 bg
KK 304 be
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3.7. istatiksel Analizler

LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin PZR-RFLP ile incelenmesi sonucunda allel
ve genotip frekanslar1 direk sayim yontemi ile belirlendi. Hasta ve kontrol grubu
verileri “SPSS 13,0 for Windows” programu ile Ki-kare () analizi yapilarak

karsilagtirilmistir

38



BOLUM 4

BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Ornekleme ve DNA izolasyonu

Calismada, Gaziantep Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hematoloji boliimiinde tani
konmus hasta ve kontrol bireylerinden izole edilen DNA oOrneklerinde LMP2 ve
LMP7 gen polimorfizmleri PZR-RFLP yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Elli {i¢
KML, otuz bir AML, yirmi yedi KLL, yirmi sekiz MM hastasi olmak iizere toplamda
yiiz otuz dokuz hasta ve yliz yirmi li¢ saglikli bireyden kan alinmigtir ama DNA
izolasyonu 48 KML, 27 AML, 23 KLL, 25 MM hastasi olmak lizere 123 hasta ve
110 saglikli bireyde basari ile yapilmistir. DNA konsantrasyonlar1 dlgiildiigiinde
ortalama 200 pg/ml oldugu tespit edilmistir.

4.2. LMP2 ve LMP7 Genlerinin PZR ile Cogaltilmasi

228 bQ - .. e e R

100 be

2 Jade S b = 8

Sekil 4.1. LMP2 geninin PZR ile ¢ogaltilmasi sonrasinda agaroz jel elektroforezi ile

kontrol edilmesi

M: 100 bg’lik DNA belirleyici (marker)
1-8: Hastalarda LMP2 geninin ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen 228 bg’lik iiriin
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304 be

100 bg

Sekil 4.2. LMP7 geninin PZR ile ¢ogaltilmas1 sonrasinda agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edilmesi

M: 100 bg¢’lik DNA belirleyici (marker)

1-8: Hastalarda LMP7 geninin ¢ogaltilmas1 sonucu elde edilen 304 bg’lik iiriin

4.3. LMP2 ve LMP7 Gen Polimorfizmlerinin RFLP Teknigi ile Analizi

228 be
199 be
100 be
Sekil 4.3. 1 L polimorfizminin Hha I enzim kesimiyle analizi
M: : DNA belirleyici
I: E ¢, 199b¢)
2,3: ) be)

4: H/H (228 bg)
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300 be

200 be
150 be
100 be

Sekil 4.4. LMP7 gen polimorfizminin Bsm I enzim kesimiyle analizi
M: 50 bg’lik DNA belirleyici
1: Kesilmemis PZR firiinii (304 bg)
2,4,7: Q/Q (174 bg, 130 bg)
3,5,6: Q/K (304 bg, 174 bg, 130 bg

Calisma sonucunda kontrol ve hasta gruplarinda elde edilen LMP2 ve LMP7 gen

polimorfizmi genotip ve allel frekanslar1 Tablo 4.1° de toplu halde verilmistir.

4.4. LMP2 Gen Polimorfizmi ve KML iliskisi

KML hasta grubunda LMP2-R allel frekans1 0.59 hesaplanmisken, kontrol grubunda
bu deger 0.55 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.2). Her iki gruptaki LMP2 genotip
dagilimi karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir
(= 1.79, p> 0.05). Baska bir deyisle, LMP2 gen polimorfizmi ile KML gelisimi

arasinda bir iligki saptanmamaistir.

Tablo 4.2. KML ve kontrol grubunda LMP2 genotip dagilimlarinin karsilastirilmasi

LMP2 KONTROL KML r P
Genotipler (n=110) % (n=48) %
H/H 30 23
H/R 30 35 1.79 0.407
R/R 40 42
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4.5. LMP2 Gen Polimorfizmi ve AML iliskisi

LMP2-R allel frekansi AML hasta grubunda 0.29 ve kontrol grubunda ise 0.55
olarak hesaplanmistir. AML’li hastalarin DNA’lar1 LMP2 polimorfizmi agisindan
degerlendirildiginde, H/H genotipini tasiyanlarin sikligt % 57, R/R genotipini
tagtyanlarin sikligi % 14 olarak saptanmistir. Ayni degerler kontrol grubunda
sirastyla % 31 ve % 40 olarak saptanmistir. H/R genotipini tasiyanlarin sikligi her

iki grupta da % 30 olarak saptanmustir (Tablo 4.3).

LMP2 gen polimorfizmini genotip dagilimlara bakildiginda, kontrol ve AML hasta
grubu arasinda istatiksel olarak anlamh bir fark gdzlenmistir (y *= 20.2, p=0.00). bu
nedenle, LMP2 gen polimorfizminin AML gelisiminde etken olabilecegi

diistiniilebilir.

Tablo 4.3. AML ve kontrol grubunda LMP2 genotip dagilimlarinin karsilastirilmasi

LMP2 KONTROL AML 2
Genotipler (n=110) % (n=28) % « P
H/H 30 57
HR 20 20 202 0.000
R/R 40 14

4.6. LMP2 Gen Polimorfizmi ve KLL iliskisi

KLL hasta grubunda LMP2-R allel frekans1 0,52 hesaplanmigken, kontrol grubunda
bu deger 0.55 olarak hesaplanmistir. Allel frekanslar1 benzerlik géstermesine ragmen
KLL ve hasta grubu DNA’lar1 LMP2 polimorfizmi genotip dagilimlar1 agisindan
degerlendirildiginde, H/H genotipini tasiyanlarin siklifi % 17, H/R genotipini
tagtyanlarim  sikligt % 61, R/R genotipini tasiyanlarin sikhigt % 21 olarak
saptanmisken, ayni degerler kontrol grubunda sirasiyla % 30, % 30 ve % 40 olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.4). KLL hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla her iki

homozigot genotipin azaldig: fakat heterezigotlarda artis oldugu tespit edilmistir.
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LMP2 gen polimorfizmi genotip dagilimi incelendiginde, KLL ve kontrol grubu
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gdzlenmistir (y *= 20.7, p=0.000) ve bu
bulgu LMP2 gen polimorfizminin KLL gelisiminde ©6nemli role sahip oldugunu

destekler niteliktedir.

Tablo 4.4. KLL ve kontrol grubunda LMP2 genotip dagilimlarmin karsilastirilmasi

LMP2 KONTROL KLL 2
Genotipler (n=110) % (n=23) % 4 p
H/H 30 17
H/R 30 61 20.7 0.000
R/R 40 22

4.7. LMP2 Gen Polimorfizmi ve MM (iliskisi

LMP2-R allel frekansi, MM hasta grubunda 0,74 ve kontrol grubunda 0.55 olarak
hesaplanmistir. MM hasta grubu DNA’larmin LMP2 polimorfizmi genotip dagilimi
degerlendirildiginde, H/H genotipini tasiyanlarin sikligi % 4, H/R genotipini
tagtyanlarim  sikligt % 44, R/R genotipini tasiyanlarin sikhigit % 52 olarak
saptanmisken, kontrol grubunda bu degerler sirasiyla % 31, % 29, % 40 olarak
saptanmistir (Tablo 4.5). MM hasta grubunda kontrol grubuna oranla H/H
genotipindeki belirgin azalmaya karsin R/R genotipindeki artis dikkat cekmektedir.

Genotip dagilimlari karsilastirildiginda kontrol ve MM hasta grubu arasinda istatiksel
olarak anlaml bir fark gozlenmektedir (y *= 24,1, p=0.000). Elde edilen bulgular
LMP2 polimorfizminin MM hastalig ile olas1 iliskisini ortaya koymaktadir.

4.8. LMP7 Gen Polimorfizmi ve KML iliskisi

LMP7 gen polimorfizmi KML ve kontrol grubunda incelendiginde, Q allelinin
frekans1 ¢alisilan iki grupta da 0.94 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.6) ve genotip
frekanslar1 dikkate alindiginda anlamli bir fark tespit edilememistir (y *= 0).
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Tablo 4.5. MM ve kontrol grubunda LMP2 genotip dagilimlarinin karsilastirilmasi

LMP2 KONTROL MM )

Genotipler (n=110) % (n=25) % X P
H/H 30 4
H/R 30 44 25.5 0.000
R/R 40 52

4.8. LMP7 Gen Polimorfizmi ve KML iliskisi

LMP7 gen polimorfizmi KML ve kontrol grubunda incelendiginde, Q allelinin
frekans1 ¢alisilan iki grupta da 0.94 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.6) ve genotip

frekanslar1 dikkate alindiginda anlamli bir fark tespit edilememistir (y *= 0).

Tablo 4.6. KML ve kontrol grubunda LMP7 genotip dagilimlarinin karsilastirilmasi

LMP7 KONTROL KML 2
Genotipler (n=110) % (n=48) % x P
Q/Q 88 88
Q/K 12 12 0
K/K 0 0

4.9. LMP7 Gen Polimorfizmi ve AML iliskisi

LMP7- Q alleli frekansi, AML hasta grubunda 0,86, kontrol grubunda ise 0,94
olarak hesaplanmistir. AML hasta grubunda Q/Q genotipini tagiyanlarin siklig1 % 76,
Q/K genotipini tastyanlarin siklig1 % 21, K/K genotipini tasiyanlarin sikligi % 3
olarak saptanmisken, kontrol grubunda Q/Q genotipini tastyanlarin sikligi % 88, Q/K
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genotipini tastyanlarin sikligi % 12 bulunmus, ancak kontrol grubu bireylerinde K/K
genotipini tasiyan bireye rastlanmamistir (Tablo 4.7). LMP7 gen polimorfizmi
Genotip frekanslar1 karsilastirildiginda, kontrol ve AML hasta grubu arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmis olup (x *= 6.33, p=0.042), elde edilen
bulgular LMP7 gen polimorfizmi ve AML gelisimi arasinda bir iliski olabilecegi
yolundadir.

Tablo 4.7. AML ve kontrol grubunda LMP7 genotip dagilimlarinin karsilastirilmasi

LMP7 KONTROL AML )
Genotipler (n=110) % (n=29) % X P
Q/Q 88 76
Q/K 12 21 6.33 0.042
K/K 0 3

4.10. LMP7 Gen Polimorfizmi ve KLL iliskisi

KLL hasta grubunda LMP7-Q allel frekans1 0,89 hesaplanmigsken, kontrol grubunda
bu deger 0,94 olarak hesaplanmistir. KLL hasta grubunda Q/Q genotipini
tastyanlarm siklig1 % 83, Q/K genotipini tastyanlarin siklig1 % 13 olarak saptanmis
olup kontrol grubunda Q/Q genotipini tasiyanlarin sikligr % 88, Q/K genotipini
tagtyanlarin sikligi % 12 olarak saptanmistir. Kontrol grubu bireylerinde K/K
genotipini tastyan bireye rastlanmamistir ancak KLL hasta grubunda K/K genotipi
siklig1 % 4 olarak saptanmistir (Tablo 4.8). Genotip dagilimlarinin karsilastirilmasi
sonucunda, kontrol ve MM hasta grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir (¢ ’= 4,18, p> 0.05). Allel frekanslar1 ve genotip dagilimlar1 kontrol

grubunda ve KLL hasta grubunda uyum gostermektedir.
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Tablo 4.8. KLL ve kontrol grubunda LMP7 genotip dagilimlarmin karsilastirilmasi

LMP7 KONTROL KLL Xz P
Genotipler (n=110) % (n=23) %
Q/Q 88 83
4.18 0.123
Q/K 12 13
K/K 0 4

4.11. LMP7 Gen Polimorfizmi ve MM (liskisi

LMP7 gen polimorfizmi MM ve kontrol grubunda incelendiginde, Q allelinin
frekans1 galigilan her iki grupta da 0.94 olarak hesaplanmustir (Tablo 4.9). Genotip
dagilimlarindaki farklilik ise ki-kare analizine gére anlamli Sl¢iidedir (y *= 8,09, p=
0.018). MM hasta grubunda kontrol grubuna oranla homozigotlardaki artisa karsin
heterezigot birey sayisinda azalma gorilmiistiir. Bu durumda, MM ile LMP7 gen

polimorfizmi arasinda bir iligki olabilecegi diisiintilebilir.

Tablo 4.9. MM ve kontrol grubunda LMP7 genotip dagilimlarinin karsilastirilmasi

LMP7 KONTROL MM 2
Genotipler (n=110) % (n=25) % L P
Q/Q 88 92
Q/K 12 4 8.08 0.018
K/K 0 4
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4.12. Hardy-Weinberg Dengesinin Test Edilmesi

LMP2 gen polimorfizmi agisindan g¢alismaya dahil edilen tiim gruplarda Hardy
Weinberg dengesi test edilmis ve kontrol grubu disinda tiim gruplarin dengede
oldugu gozlenmistir. Kontrol grubunda ise H/H genotipinin beklenenden fazla, H/R

genotipinin ise beklenenden az gozlendigi tespit edilmistir (x* = 10.2, p=0.006).

Kontrol grubu ve tiim hasta gruplarinin LMP7 gen polimorfizmi a¢isindan Hardy-

Weinberg dengesinde oldugu tespit edilmistir (p> 0.05).

Daha once bir¢cok hastalikla iligkisi tespit edilmis olan LMP2 ve LMP7 gen
polimorfizmlerinin hematolojik malignitelerde (KML, AML, KLL, MM) allel ve
genotip frekanslarmin belirlenmesine yonelik tamamlanan bu ¢alismanin sonucunda,
KML hastaliginda LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin bir etken olmadigi
sonucu ortaya ¢cikmistir (Tablo 4.10). Ote yandan, AML ve MM hastahiginda her iki
gendeki polimorfizmlerin de etken olabilecegi diistinilmektedir. KLL hastaliginda
ise LMP2 geninde bir iliski tespit edilebilmis ancak LMP7 geni ile bir iliski

saptanmamistir.

Tablo 4.10. Calisilan hastaliklarda LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmi iliskisi

LMP2 LMP7
KML - -
KLL + -
AML + +
MM + +

+ hastalikla ilgili gen polimorfizmi arasinda iliski var
- hastalikla ilgili gen polimorfizmi arasinda iliski yok

Onceki ¢alismalarda, LMP genleri ile birgok hastalik arasinda iliski bulunmusken
Sarkoidoz ve Behget hastaligi gibi olusum mekanizmasi tam olarak aydinlanamamis
bazi hastaliklarda iliski bulunamamistir (Tablo 4.11). Toxoplasma gondii

enfeksiyonu, HSV Tip I enfeksiyonu, Alerjik pndmoni hastaligi ve mesane kanseri
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gibi hastaliklarin sadece LMP7 gen polimorfizmi ile iliskisinin bulunmas: da dikkat

cekicidir.

Kanser gelisiminde genlerin etkilerine ek olarak cevresel risk faktorleri de
unutulmamalidir. Kanser gelisiminde genlerin ve varyasyonlarmin, ¢evresel risk
faktorleriyle birlikte etkisi, tek tek gostermis olduklar1 etkinin toplamindan daha
fazla olabilmektedir. Kisinin genetik yapisi kanser gelisimine dogrudan yatkinlik
yaratabildigi gibi, kisinin ¢evresel faktorlere karsi verdigi yanitta da etkilidir. Bir
baska deyisle, genetik yap1 ¢cevresel faktorlerin zararh etkilerine kisinin daha duyarl
ya da daha direncli olmasinda belirleyici bir faktordiir. Kanser olusumunda, ¢evre ve

gen iliskisi oldukca karmasiktir.

Cao vd. (2005), TAP2 ve LMP7 genlerindeki polimorfizmlerin HPV enfeksiyonuna
bagl 6zofagus kanseri ile iligkili oldugu yOniinde sonuglar elde etmistir. Ayrica,
Mehta vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda servikal kanser gelisiminde

LMP7-145 polimorfizminin rolii olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

LMP ve TAP gen ekspresyonunun diisiikligi nedeniyle MHC smif I yiizey
ekspresyonundaki bozukluklar c¢esitli kanser hiicrelerinde gosterilmis ve bu
bozukluklarin immiin sistemden kacisa sebep olabilecegi bildirilmistir (Seliger vd,
2000). Dolaysiyla, LMP ve TAP genlerindeki bozukluklar tiimorogenezi
kolaylastirabilir. Ayrica, LMP ve TAP genlerindeki polimorfizmler c¢esitli insan
tiimorlerinde yiiksek siklikta gozlenmistir (Seliger vd, 2002).

HLA sinif II molekiilleri hiicre dongiisii ve ¢ogalmada etkili olduklar: i¢in B-hiicreli
malignitelerin tedavisinde hedef proteinler olarak diisiiniilmiistiir (Kostelny wvd,

2001). Bu amagla kullanilan ilaglardan birisi Lym-1" dir (Hu, 1989).

Alemtuzumab, alkilleyici ajanlarla tedavi edilmis ve fludarabin tedavisine yanit
vermemis B-hiicreli KLL hastalarinin tedavisinde kullanilmak iizere 2001 yilinda
FDA tarafindan onaylanmais bir ilagtir. Alemtuzumab (Campath-1H), normal B ve T
lenfositlerinin yiizeyinde ifade edilen bir glikoprotein olan CD52’ yi hedef alan bir
monoklonal antikordur ve kompleman ve antikor-bagimli hiicre sitotoksisitesine

neden olmaktadir (Dumont, 2002).
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Tablo 4.11. Baz1 hastaliklarda LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmleri iliskisi

Hastalik Ismi LMP 2 LMP7
Insiiliin Bagiml1 Diyabet + -
Idiyopatik-Sekonder Membrandz - -
Nefropati

Romatoid Artrit - -
Sarkoidoz ve Behget hastaligi - -
Atopik dermatit hastaligi - -
HCV enfeksiyonu + +
Vitiligo + +
Alzheimer hastalig1 + +
Ankilozan spondilit + -
Ozofagus kanseri + +
HBYV enfeksiyonu + +
Sedef hastaligi + +
Arteriyal Hipertansiyon Hastalig1 + -
Toxoplasma gondii enfeksiyonu - +
Alerjik pndmoni hastaligi - +
HSV Tip I enfeksiyonu - +
Mesane kanseri - +

+ hastalikla ilgili gen polimorfizmi arasinda iliski var
- hastalikla ilgili gen polimorfizmi arasinda iliski yok

Kanser hiicrelerinin ¢ogu normal hiicrelere gore proteozom inhibisyonuna daha
duyarhdir (Kisselev ve Goldberg, 2001). Niikleer faktor kapa B’ nin endojen
inhibitoriiniin proteozom ile yikimi NF-kB’ nin aktivasyonuna ve hiicre ¢ogalmasini
indiikleyen genlerin transkripsiyonunun tetiklenmesine neden olmaktadir. Proteozom
sisteminin engellenmesi ¢ok sayida hiicresel olay1 etkileyebilir. Boronik asit
dipeptidi olan Bortezomib (Velcade) proteozom kompleksinin geri doniisimli
inhibitoriidiir ve Multipl Myelomun hedeflenmis tedavisine yonelik klinik

denemelerde kullanilmistir (Adams, 2004).
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LMP2 ve LMP7 genlerinin hastaliklarla iligkisini aciklamaya yonelik degisik
mekanizmalar Onerilebilir. Bu lokuslardaki genetik varyasyon ilgili proteinlerde
fonksiyonel degisimlere neden olabilir, O0rnegin immunoproteozomun siibstrat
ozgiilliigiinii ve proteolitik aktivitesini degistirebilir. Ayrica bu polimorfizmler iligkili
mRNA’ larin veya proteinlerin sentezini veya yapisal kararliligini etkiliyor olabilir.
Bu fonksiyonel degisimlere bagh olarak, sunulan peptidlerin ¢esitliligi ve dolayisiyla
da immiin cevap etkilenebilir. Ancak, su an i¢in bu polimorfizmlerin hangi
mekanizmalar sayesinde hastaliklarda etkili oldugunu anlayabilmek i¢in yeterince
kuvvetli  bilgiler bulunmamaktadir. Bundan dolayl, hastalia yatkinlik
mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in hasta sayilar1 arttirilarak yapilacak cok daha

genis kapsamli ¢aligmalara gereksinim vardir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Hematolojik Malignansilerde LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin etkisinin

incelendigi bu ¢alismada elde edilen sonuglar su sekilde 6zetlenebilir:

1. Caligma sonucunda elde edilen veriler, KML patogenezinde LMP2 ve LMP7 gen

polimorfizmlerinin temel genetik mekanizma olmadigini gostermektedir.

2. LMP2 gen polimorfizminin AML gelisiminde etken olabilecegi diistiniilmektedir.

3. Elde edilen veriler, LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin KLL gelisiminde

onemli role sahip olabilecegini destekler niteliktedir.

4. LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin MM gelisiminde rol aldig: diisiiniilebilir.

LMP2 ve LMP7 alel-genotip frekanslarinin farkli Hematolojik kanserlerde farkli
oranlarda olmas1 ve bu genlerin belli kanser tipleri ile iliskili bulunmas: hastaligin

onceden teshisi ve dolayisiyla tedavide uygun ilag(larin) se¢imine katki saglayabilir.

LMP2 gen polimorfizminin KML hari¢ diger hastaliklarda; LMP7 gen
polimorfizminin ise sadece AML ve MM hastaliklarmin teshisinde prognostik bir
belirteg olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Immun cevabin diizenlenmesi gok
sayida genin dahil oldugu oldukc¢a karmasik bir siirectir, bu nedenle de hastaliklara
yatkmlikta genlerin tek basina smirl etkileri olacagi diisiiniilebilir. Bu ¢alismada
olgu sayisinin azligi calismada bir eksiklik olarak kabul edilmektedir, ancak bu
calisma bir 6n ¢alisma niteligindedir ve daha sonra yapilacak calismalara temel
olusturabilir. Hastalik-polimorfizm iligskisinde ne tiir bir mekanizmanm etken
oldugunun belirlenmesi i¢in daha biiyiik hasta gruplarinda ve ¢ok yonlii olarak LMP

gen polimorfizmlerinin arastirilmasi onerilmektedir.
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