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OzZET
Bio. Mustafa ASCI

Celal Bayar Universitesi, Tip Fakultesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD. Manisa,
TURKIYE

Kronik miyelositer |6semili hastalarin %90’ninda Philadelphia kromozomu
bulunmaktadir. Philadelphia kromozomu 9 ve 22 numarall kromozomlar arasindaki
translokasyon ile meydana gelir. Bu translokasyon sonucunda bcr-abl fizyon geni
meydana gelir (4).

Bu galismanin amaci 25 KML hastasinda ber-abl hibrit geninin varhdinin RT-
PCR yéntemi ile gosterilmesi ve Ph kromozomun sitogenetik agidan degerlendirilerek
arasindaki korelasyonu belirlemektir. Olgularimizda ber-abl geninin pozitif bulunma
orani %80 olarak saptanmigtir. Ph kromozomun pozitif bulunma orani %80 olarak
bulunmustur. K562 hicre hatti pozitif kontrol olarak, distile su ise negatif kontrol
olarak kullaniimigtir. Total RNA'larin pozitif kontrolii olarak ise B-actin primerleri
kilaniimistir.

Toplam RNA'lar kan, kemik iligi ve hlcre soylarindan izole edilerek;
mRNA'lardan cDNA'lar sentezlenmis ve bdylece hedef DNA'lar PCR ydntemi ile
cogdaltiimistir. 25 KML hastasinin ber-abl duzenlenmesinin tespiti igin oligontkleotid
primerler uygulanmistir.

PCR Urlana, agaroz jele yuklenerek mini jelde TBE tamponunda ayriimis ve jel
ethidium bromar ile boyanarak UV. isiginda gérintuleri elde edilmistir. Sitogeneik
analiz de ise kemik iligi materyalinden lenfosit kaltarl yapilmigs ve GTG boyama
yapilarak mikroskobik incelemeleri yapilmistir. bcr-abl hibrit geninin protein
aranlerinin hicre igi fonksiyonlar ve hangi mekanizmalan kullanarak htcreleri
transforme ettiginin anlagilabilmesi icin daha ileri arastirmalara gerek duyulmaktadir.

Elde edilen sonuglara gére diger yéntemlerden daha hizli ve daha duyarli olan
PCR ydénteminin malign hastaliklarin tanisinin konulmasi ve tedaviye verdigi cevabin

izlenmesinde kullanilabilecedi kanisindayiz.



SUMMARY
Bio. Mustafa ASCI
Dept. of Medical Biology and Genetics, Faculty of Medicine, Celal Bayar University,
Manisa, TURKEY.

Ninety percent of Chronic myelocider leukemia cases have Philadelphia chromosome
(Ph). Ph chromosome occurs with the translocation between 9th and 22 th
chromosomes. BCR-ABL fusion gene occurs after this translocation (4).

The aim of this study is to show bcr-abl hybrid gene existance with RT-PCR
method in 25 CML cases and by estimating the Ph chromosome in cytogenetic way
to determine the corelation betwen them.

In our cases it's established to be found the ratio of ber-abl gene positiveis 80% and
the ratio of Ph chromosome positive is 80%.

K562 cell line is used as positive control and pure water is used as negative controls
of total RNA's.Total RNA's are isolated from blood, bone marrow and cell lineage;
cDNA’s synthesis from mRNA’'s so target DNA’s are multiplied by PCR method.
Oligonucleotide primers are applied to confrim of ordering bcr-abl in 25 CML cases.

PCR product is performed in agorose gel. By dying the gel with ethidium
bromide, screen is obtained under UV. light.

In cytogenetic analysis lympocyte culture has been done from bone marrow material
and by doing GTG dying microscope analysis has been done. It requires more further
studies for understanding bcr-abl gene’s intracellular functions of protein products

and by using which mechanisms it transformes cells.

As the results that we had, we understood that PCR method, which is more
quick and more sensitive, could be used for diagnosing the malign illness and
watching the response for the treatment.
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1. GIRIS

Kronik myelositer |16semi (KML) (kronik granulositer I6semi) ilk kez 150 yil
6énce tanimlanmis ve Virchow tarafindan " Leukamie " terimi kullaniimaya
baslanmistir. 1900 yilinda ABO kan grubunun Landsteiner tarafindan bulunmasi
ile insan kan gruplan genetigin hematolojideki 6nemini gésteren ilk dénim
noktasi olmustur. Daha sonra 1956 yilinda Tijo ve Levan adli bilim adamlari
tarafindan, insan kromozom sayisinin (2n = 46) ortaya konulmasindan sonra
pek cok hastalik turlerinde oldugu gibi insan kanserlerinde de kromozomal
degisikliklerin daha yogun bir sekilde incelenmesi saglandi ( 1, 2).

1960 yilinda Nowell ve Hungerford'un KML'ye 6zgl olan Philadelphia
(PR’) kromozomunu gdstermeleri (zerine pek ¢ok I6semi tirtinde |6semiye ait
kromozom anomalileri saptanmasinda bayuk artiglar olmustur. Ldsemiler
grubunun %15-20'sini olusturan ve %90-95'inde Philadelphia (Ph’) kromozomu
varhgi saptanan KML, bilinen ilk sitogenetik "marker" birlikteligi ile taninan
malign hastalik olmakla énem tagimaktadir. Saptanan bu anomaliler prognostik
degerlerinin ortaya konmasiyla blyuk énem tasir.

Her bir kanser turinan farkh ézellikleri, olusum, ve tedavi edici 6zellikleri
vardir. Gunumizde kanser Uzerindeki arastirmalarda ana gérev neoplastik
dontsumlerden sorumlu genetik degdisimieri ortaya koymaktir. Yapilan
sitogenetik caligsmalarda ¢esitli kromozomal anomaliler saptanmigtir. Rastgele
olmayan kromozomal degisim noktalari I6semi, lenfoma ve myelodisplazi ile
uyumiudur.  Bu kromozomal boélgelerin kanser olusumunda gergek rol
oynadiklari dustntlmektedir (3,4,5). Losemiler hiicre biylime ve gogalmasini
kontrol eden genetik mekanizmalarin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikar ve diger
malignant hastaliklar gibi bir dizi genetik degisimin sonucudur. Bu genetik
degisimler, tek bir hiicre iginde olugarak, onu normal bir hiicreden malignant bir
hlcreye dénagturtrler (5).

Son 20 yilda gelisen molekiler teknikler bazi hematolojik hastaliklarin
mekanizmalarini aydinlatmaya baglamigtir. KML hastalidin etkeni 9. ve 22.

kromozomlarin uzun kollari arasindaki yeniden bir dizenlemeyle ortaya gikan



Philadelphia (Ph’) translokasyonudur t(9;22)(q34;q11). Boylece olusan iki
kimerik gen ber-abl (kromozom 22) ve abl-ber (kromozom 9)'nin gésterilmesiyle
KML igin molekller tani ve tedavide 6nemli bir asamaya ulagiimistir (6).
Molekuler ¢aligmalar, kromozom 9 ve 22'deki yer degistirme sonucu normal abl
ve ber genlerindeki yapisal bozuklugu ortaya ¢ikan kimerik ber-abl geninin ise
sekil degistirmis bir flzyon proteini kodladigini gdstermistir.

Ancak |6semili olgularda gerek metafaz kromozomu elde edilmesinin zor
olmasli, gerek bantlama tekniklerinin 6zellikle 16semi genetiginde her zaman
genetik analize izin vermiyor olmasi, buna kargin PZR yénteminin hizli, gvenilir
oldugu, rutin laboratuvar sartlarinda uygulanabildi§i ve l6semi prognozu
hakkinda yol gésterici oldugu literatirde belirtiimektedir (6).

Molektler biyolojide (PZR) yéntemi, genetik bozukluklarin
saptanmasinda en duyarli yéntemdir. Bu nedenle biz de bu yéntemi kullanarak
KML hastalarinda bcr-abl gen dizilimin teshisi ve sitogenetik agidan
karsilastirimasini amagladik.

Bu calisma Celal Bayar Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji Ve
Genetik Anabilim Dali ve Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji Ve
Genetik Anabilim Dali, Manisa Devlet Hastanesi ve Yesil Yurt Devilet Hastanesi
Hematoloji Servisine bagvuran, KML tanisi konmus olan hastalarin
Konvensiyonel sitogenetik yéntemlerle anomalilerin degerlendiriimesinin her
zaman tanimlanamayan rastgele olmayan translokasyonlarin RT-PZR (reverse-
transkriptaz polimeraz incir reaksiyonu) yéntemiyle ber-abl protoonkogen gen
varliginin teshisi ve molekuler dizeyde tanimlanmasina ¢alisilacaktir. Ayrica
I6semilerde metafaz kromozomu elde edilmesinin zor olmasi, buna karsin
literatirde belirtildigi Gzere polimeraz zincir reaksiyonu yontemi genetik
bozukluklari saptamada en duyarl ydéntem olmasi galismamizi bu teknige

yénelmemizi saglamistir.



2.GENEL BILGILER
2.1. KRONIK MYELOSITER LOSEMI (KML)'NiN EPIDEMIYOLOJIiSI

Lésemiler ilk kez 1845'te Craigie, Bennett ve 1846'da Virchow tarafindan
dalagin kronik olarak buytmesinin kan htcrelerindeki artis ile birlikteligi olarak
tanimlanmistir. Yunanca "leukos" (beyaz) ve "haima" (kan) so6zclklerinden
olugan "Leukemia" ad ise ilk kez yine Virchow tarafindan 1847'de énerilmigtir.
Bunu izleyen yillarda klinikte splenomegalinin ve lenfadenopatinin agirhkli
oldugu tipler olarak iki farkhi form tanimlanmistir. llk kez Friedreich, hizli
ilerleyen akut formu 1857'de tanimlamisgtir.

Kan hacrelerinin boyanmasi igin Ehrlich metodunun tanimlanmasindan
hemen sonra degisik klinik formlarda, degisik kan hicrelerinin séz konusu
oldugu ortaya cikmis ve Reschad ve Schilling-Torgau 1913'te ilk monositik
I6semiyi bildirmiglerdir. 1895'de Vaquez persistan polisitemiyi tanimladikdan
sonra 1907'de I6semi ile birlikte anemi gdrilen olgularin ilk serisi Meyer ve
Heineke tarafindan yayimlanmistir (7,8). Neumann 1878'de kemik iliginin
Grettigi hlcrelerin tek tip olmadigini, degdisik tip hiicrelerin uretildigi bir merkez
oldugunu vurgulamis; I6seminin buradan kaynaklandigini belirlemis ve adini da
myelogene olarak énermistir (8).

KML hemopoietik bir kék hicre hastaligi olup, anemi ile
karakterizedir. Kanda olgunlasmamis granulositler ve bazofiller gézlenmektedir
(9). KML hastalarinin ~ % 90'inda Ph' kromozomu bulunurken, % 10'unda PH'
translokasyonu sitogenetik olarak gézlenememektedir (10). Ph' translokasyonu
gbzlenmeyen bu grubun % 50'sinde Ph' translokasyonu ($ekil 1) yani ber-abl
translokasyonu molekuler yontemler ile tespit edilirken, geri kalan % 50'sinde
izlenememektedir. Ancak bu gruptaki hastalarin klinigi, dider KML hastalarina
uyum gdstermektedir (11,12).

Sitogenetik anomaliler ilk kez 1960'da Nowell ve Hungerford tarafindan
gézlenmistir. Tablo 1'de Ph' translokasyonunun tarihi ve molekdler bulgulari
listelenmigtir (8). KML oldukga nadir gérilen bir hastaliktir. Batan I6semiler
icinde % 15'lik bir payr bulunmaktadir. Populasyonda yaklasik 1-2/100.000



oraninda gézlenmektedir. KML butiin yas gruplarinda gézlenmesine karsin, 40
yasin altinda nadir sekilde ve erkeklerde de kadinlardan (E/K=3/2) daha fazla
bulunmaktadir (19).
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Sekil 1: Ph kromozomu (wisc.edu clarkPubFigpub15_16.jpg) (55)

Tablo 1. Ph' translokasyonuna ait tarihsel bilgi (8).

Yil Bulus Arastirmaci

1960 Ph' kromozomu, G grubu Nowell ve Hungerford
1970 Ph' translokasyonu 22 g-dir Caspersson ve arkadaslari
1973 Ph't (9:22) translokasyonudur Rowley ve arkadaslari
1982 ABL geni 9. ve 22.kromozomlarda goésterildi | Deklein

1984 22.kromozomda BCR geni tanimlandi Groffen

1984 1(9:22)'de bant bolgeleri t(9:22)(q34.1;qll.21) | Prakash ve Yunis

1984 ABL transkriptinin kesfi Gale ve Canaani

1985 P210.BCR-ABL proteini tanimlandi Konopka

1985 BCR-ABL hibrit geni gézlendi Shtivelman




Hucrelerin godalma ve farklilagsma surecindeki bazi hatalar hicre ve ait
oldugu dokuda malign degisime yol agabilirler (13). Bu nedenle herhangi bir
dokunun malign degisiminin yorumlanabilmesi igin, o dokuya ait htcrelerin
farklilagsma surecinin de g6z 6ntnde bulundurulmasi 6énem tasimaktadir. Kan
dokusunu olusturan htcrelerin gelisip ¢godalma sureci (hematopoiesis) Tablo-
2'de gobrulen bigimde belirtiimektedir (14).

Diger dokularda oldugu gibi hematopoetik sistemde de bu strecin saghkli
ve normal olmasi igin kilit rol oynayan proteinler ve bunlardan sorumlu genler
bilinmektedir. Farklilasma sireci igerisinde zaman zaman gérev alarak bu
strecin tamamlanmasini saglayan bu genlerde meydana gelen herhangi bir
degisim (mutasyon), farklilagsma-cogalma hatalarina yol acabilmektedir
(13,15,16).

Tablo 2: Hematopoez streci ( Rothstein G. Origin and development of the blood
and blood forming tissues. Clinical Hematology,1993, temel alinarak

hazirlanmisgtir.)
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Bu genlerin sorumlulugundaki farklilagma duzeyi ise gelisecek
neoplazinin 6zelliklerini belirleyecektir. Bunun yani sira gevresel faktérlerde her
dokuya ait birden fazla malign transformasyon tipini ortaya ¢ikarmaktadir. Tablo-
3'de kan dokusunun malign hastaliklari igin en gok kabul gdren siniflama
gorulmektedir (8).

Ph’ kromozomunun hematopoetik hiicrelerde gbsterilmesine karsin,
fibroblastlarda gosterilememesi sitogenetik bozuklugun sonradan kazanildigini
diistindarr. Monozigot ikizlerden sadece birisinin hastaliga yakalanmasi da bu
hipotezi destekler (18).

2.2. Klinik Bulgular

En sik rastlanan sikayetler yorgunluk, kendini iyi hissetmeme, kilo kaybi,
istahsizlik, sol hipokondriumda dolgunluk hissi, karin agrisi ve asiri terlemedir.
Bu sikayetler nonspesifiktir ve haftalar, aylar iginde meydana gelir. Baz
olgularda tani, hastalik semptomatik hale gelmeden rutin kan sayimlari
sirasinda konulabilir.

Nadiren hipermetabolizm (gece terlemesi, kilo kaybi, sicak intoleransi),
akut gut artriti (hipertrisemiye bagl), priapism, kulak c¢inlamasi veya stupor
(I6kostaza bagl), splenik infarkt ve perisplenitise bagli sol Ust kadran ve sol
omuz agnsi gibi semptomlar gérulebilir. Fizik muayenede en sik rastlanan
bulgular splenomegali, solukluktur. Hepatomegali, purpura ve retinal hemoraji
de sik rastlanan bulgulardir. Dalak karnin sol tarafini tamamen dolduracak
kadar buyilyebilir ve oldukga sert olup dalak infarktisii  olusmadikga
palpasyonda agri yoktur. Dalagin spontan ripturt nadiren géralar. Nétrofillerin
deride perivaskuler infiltrasyonuna bagli olarak akut febril nétrofilik dermatozis

gorulebilir.



Tablo-3-: Hematopoetik sistem malign hastaliklarinin siniflandiriimasi
(AK Sullivan'dan modifiye edilmisgtir.)

|. ANA HUCRE (STEM CELL)DEN KAYNAKLANAN NEOPLAZILER

A) Matiirasyon gérilen: Kronik miyelositer I6semi (KML)

- Granulositik - Eozinofilik - Bazofilik - Mast hicre agirlikh
B) Maturasyon gérilmeyen: KML-miyeloblastik faz (Philadelphia kromozomu bulunan)

- Miyeloid farklilasma agirlikli - Lenfoid farklilagsma agirlikli

C) Karisik miyeloid/lenfoid farklilagma

1.OLASI MULTIPOTANSIYEL ANA HUCRE (MULTIPOTENT STEM CELL) KAYNAKLI NEOPLAZILER
A) Miyelodisplastik sendromlar

- Refrakter anemi (RA) - Ring sideroblastlarla birlikte RA - Blast artigi ile birlikte RA - Kronik
miyelomonositer I6semi - Artmis transforme blast ile birlikte RA

B) Kronik miyeloproliferatif hastaliklar

- Polisitemia rubra vera - Trombositemi - Miyelofibrozis (AML:M?7 ile birlikte olmayan)

1I.LOLASI MIYELOID ORTAK ONCULLER (MYELOID-COMMITTED PRECURSORS) KAYNAKLI
NEOPLAZILER

A) Akut miyeloid I6semi (AML)

- Miyeloblastik I6semi, minimal farklilagma: MO - Miyeloblastik I6semi, maturasyon yok: M1

- Miyeloblastik I6semi, maturasyon van M2 - Promiyelositik I6semi: M3

- Miyelomonositik I6semi: M4 - Monositoid I6semi: M5 (Monoblastik: M5a, Monositik: M5b)

- Eritrolosemi: M6- Megakaryoblastik I6semi: M7

B) Malign histiyositoz

V. LENFOID ORTAK ONCULLERI (LYMPHOID-COMMITTED PRECURSORS) NEOPLAZILERI

A) immatur fenotip: Akut lenfoblastik I6semi

- B-hticre - T-hticre

B) Ara veya rnattr fenotip - B veya T farklilasmasi- Nodal / splenik faz - Lésemik faz a. B-htcre: - Non-
Burkitt lenfoma - Burkitt lenfoma b. T-hiicre: - Lenfoblastik lenfoma - ErigkinT-hticre I6semi/lenfoma -
Sezary sendromu - Digerleri

C) Matur lenfositer fenotip

- Promiyelositik I6semi: a. B-hiicre b. T-hicre

_ Kronik lenfositik I6semi: a. B-hiicre b. T-hiicre c. Genis graniiler lenfositik l6semi

- "Hairy cell" I6semi ve varyantlar: a. B-hticre b. T-hucre

D) Plazmositoid fenotip

- Makroglobillinemi - "Agir zincir" hastaligi - Miyeloma

V. OLASI LENFOID KAYNAKLI NEOPLAZILER

- Nodiiler skleroz - Lenfoid agirlikli - Karisik htcreli -Lenfosit baskilanmasi




2.3. LABORATUAR BULGULARI

2.3.1 Kan

KML tanisi kan hucrelerinin sayimi ve c¢evresel kan yaymasinin
incelenmesi ile konabilir. Tani sirasinda hastalarin biyk béliminde hematokrit
dasuktar. Eritrositlerde gok hafif sekil ve blyiikltk degisikligi vardir. GCok az
sayida normoblast bulunabilir. Retikulosit sayisi normal veya hafif artmistir.
Seyrek olarak eritrositoz veya eritroid aplazi gérulebilir (20-22). Total I6kosit
sayisi tani aninda yikksek bulunur ve gogunda 25x10°ml.’den, olgularin
yarisinda ise  100x10°ml.’den fazladir. Genellikle nétrofilik  serinin
miyeloblasttan, nétrofile kadar olan tim evreleri bulunur. Cogunlugunu segment
nétrofiller ve miyelositler olusturur. Blastik krize girene kadar blast ve
promiyelosit orani dustktir. Tedavi edilmeyen olgularda l6kosit sayisi
progressif olarak artar (20, 22).

KML hastalarinin % 90'indan fazlasinda nétrofil alkalen fosfataz aktivitesi

dustk veya yoktur (20,22). KML' li hastalarin nétrofillerinde alkalen fosfataz igin
mRNA saptanamaz. Yogun inflamasyon ve infeksiyonda veya lokosit sayisi
tedavi ile normale dénduigtinde nétrofil alkalen fosfataz aktivitesi normale déner.
KML nétrofilleri |6kopenik hastalara verildiginde alkalen fosfataz aktivitesini
yeniden kazanir (22). Eozinofil orani genellikle artmamistir fakat mutlak eosinofil
sayisi hemen hepsinde artmistir. Nadiren eozinofiller belirgin olarak artar ki bu
olgular Ph' kromozomu pozitif eozinofilik KML olarak degerlendirilir. Mutlak
bazofil sayisi hemen her hastada artmistir ve bu bulgu ayirici tanida énemlidir.
Tani sirasinda mutlak lenfosit sayisi artmistir (ort 15x10%ml.’den). B lenfositler

artmamistir. T lenfositler ayni zamanda dalakta da artmistir (22).



2.3.2. Kemik iligi

ilik belirgin olarak hiperselliilerdir. Hematopoetik doku ilik hacminin %75-
90'n1 olusturur. Yaglh doku belirgin olarak azalmistir. Granulopoezis belirgindir.
Normalde 2/1 - 4/1 olan miyeloid eritroid orani 10/1 - 30/1 arasindadir (Sekil 2).
Eritropoezis genel olarak azalmistir ve megakaryositlerin sayisi normal veya

artmistir.
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Sekil 2: KML hastasina ait periferik yaymalar.

2.4. Prognoz

Eskiden KML' nin prognozu iyi degildi. Beklenen yasam suresi 3 yildi ve
tani konulduktan sonra 5 yillik sagkallm orani %?20' den azdi. Erken tani,
gelismis KML tedavisi ve daha iyi destek tedavileri sonucu KML' li hastalarin
prognozu daha iyi hale gelmistir. Rutin tarama testleri ile cogu hasta
asemptomatik dénemde iken KML tanisi alabilmektedir.

KML tedavisinde hydroxyurea veya busulfan gibi eskiden kullanilan
ilaclara gére daha etkili olan interferon (IFN-a), disiik doz cytosine (ara-C),
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yogun kemoterapi ve otolog kemik ili§i transplantasyonu (KiT) gibi tedaviler
sonucu hastaligin prognozu daha iyi olmaktadir. Ortalama yasam siresi 60-65
aya kadar ulagsmigtir. 3 yillk sagkalim orani %75-85' tir. Interferon (IFN-a)
tedavisi sonucunda hastalarin %20-25'i major devaml sitogenetik remisyona
girmektedir (23).

Hastalarin heterojen olmasi KML'de prognostik faktérlerin analizinin
yapilmasini gerekli kilmigtir. KML igin kétl prognostik faktérler Tablo 4' de
verilmigtir. Prognostik modellerin gelismesi ile hastalar iyi, orta ve koéti risk
gruplarina ayrilmistir. Ortalama yasam suresi kétl risk grubunda 2 yil, orta risk
grubunda 3-4 yil, iyi risk grubunda ise 5-6 yil olarak bulunmustur (23, 24). KML
i¢in prognostik evreleme sistemi tablo 5' de verilmistir.

Tablo 4. KML igin kétl prognostik faktérler

Klinik

- lleri yag

- Tant sirasinda hastali§in semptomatik olmast

- Anlamli kilo kaybi

- Hepatomegali

- Splenomagali

- Dugtk performans

- Siyah trk

Laboratuar

-Anemi

-Trombositoz, trombositopeni, megakaryositopeni

-Kan veya ilikte blast veya blast + promyelosit artigi

-Kan veya ilikte basofil artig

-Derece 3-4 kollajen veya retikilin fibrozis

Tedaviye gore

-Busulfan tedavisi ile hematolojik remisyona uzun stirede girmesi
- Remisyon suresinin kisa olmasi

- Hastalii kontrol altina alabilmek igin total busulfan veya hydroxyurea dozunun ilk yil iginde
verilmesi

- Interferon veya yo§un kemoterapi ile Ph (+) pozitif metafazlarin baskilanmasindan sonra, bu
cevabin kaybolmasi

- Interferon tedavisine baglanildiginda iyi cevap vermeme
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Tablo 5: KML i¢in prognostik evreleme sistemi

Evre | Kétl prognostik | Prognostik belirleyici
karakteristik sayisi
0 veya 1 Koétl prognoz karakteristikleri
2 2 1. Yas> 60 olmasi
2. Dalak buytklaganin > 10 cm olmasi
3. Kanda veya ilikte blast oranin ;> %3 olmasi
3 23 4. Bazofillerin kanda > %7, ilikte > %3 olmasi
5. Trombosit sayisinin & 700x10% ml. olmasi
4 Hizli faz Hizh faz karakteristikleri
karakteristiklerinden 1. Sitogenetik klonal gelisim
birisi 2. Kanda blast oraninin > %15 olmasi

3. Kanda blast + promiyelosit oraninin> %30
olmasi
4. Kanda basofil oraninin > %20 olmasi

5. Trombosit sayisinin< 100x10 ml. olmasi

Tablo 6: Hizli ve blastik faz KML'nin ézellikleri

A. Blastik faz KML

- llik veya gevresel kanda blast oraninin %30' dan fazla olmasi

- Lokalize immatur blastlarla olusan extrameduliar hastalik

B. Hizli faz KML

- Cevresel kanda blastlarin %15'ten fazla olmasi

- Cevresel kanda blast ve promyelosit toplaminin %15' ten fazla olmasi

- Cevresel kanda bazofil oraninin %20' den fazla olmasi

- Trombosit sayisinin 100x10° ml.’den diigtk olmasi

Sitogenetik klonal geligim
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2.5. Loseminin Nedenleri

Radyasyon ve kimyasal maddeler hiicrede énclil nikleotidlerin yapisinda
degisikliJe neden olmaktadir. Bunlar kromozomlarda kirilmalara, ring
kromozom, disentrik kromozom ve sayisal anomalilere sebep olarak I6semi
insidansini arttirmaktadirlar (3,25). Ayrica DNA'da fosfodiester badinda kirilma
yaptigindan sentez (S) evresinde hatali replikasyon ve dolayis! ile kromatid
tipinde kirk olusturmaktadir. Ornedin atom bombasina maruz kalanlarda 3 yil
sonra l6semi goérilmeye baglanmis ve 5-7 yil sonra maksimum dlzeye
ctkmistir. Ayrica Spondilit artrit icin radyasyon géren vakalarda da |6semi
insidansi yuksektir (3,25).

Kimyasal ajanlar aslinda mutajen sayilirlar. Genetik materyal ile etkilesim
sonucunda kansere yol agan mutasyonlari olustururlar. Dogrudan mutajen etki
gbstermeyen bazi kimyasal karsinojenler metabolize olduktan sonra mutajen
ajanlara donusurler (26,27). Ozellikle onkogenlerin aktivasyonu ve tamér
supressér genlerin inaktivasyonuna neden olan mutasyonlar kansere yol acan

mutasyonlardir.

2.5.1. Genetik Faktorler

Son yillarda yapilan ¢alismalar, malign hastaliklarin etiyolojisinde genetik
materyalin 6nemli rol oynadiini ortaya koymaktadir. Ozellikle familial 16semi
olgularinin tahmin edilenden daha sik olmasi genetik faktérin rol oynadi§
lehinde bir kanit olmustur. Molekuler dlizeyde yapilan destekleyici caligmalar ile
proto-onkogen ile onkogen arasindaki iligkiler ve maligniteye neden olan
onkogenler artik belirlenmeye ¢alisiimaktadir. Malignitelerin en dnemli
isaretlerinden birisi de kontrolstiz htcre artigi olduguna ve de hucre

codalmasindaki  kontrolinde  genetik  materyaldeki artigla  oldugu
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dastnuldagiunde bu tip hastaliklarin genetik materyaldeki bozuklukla paralel
olusabilecekleri séylenebilir. Ornegdin dojumsal kromozom anomalileri bulunan
olgularda malignite orani, saglikli bireylere gére daha ytksektir (3,4).

Down Sendromlu olgularda I6semi insidansi, saglikli bireylere gére 20
kat daha fazladir.ldentik ikizlerle yapilan calismalarda, ilk 5 yil iginde ikizlerden
birisinde l6semi goéraldugunde digerinde de I6semi olusma olasili§i ytksek
oldugu gézlenmistir. Fanconi anemisi, Bloom sendromu gibi otozomal resessif
gegisli hastaliklarda da I6semi insidansi ylksektir. (25)

2.5.1.A. Onkogenler

Onkogenler kanser olusum ve gelisim suresince dominant etki gésteren
gen grubudur. ilk defa RNA viruslerinde gésterilmislerdir. Sonra normal hiicresel
genlerden kaynaklandiklari gésterilmis proto-onkogen olarak adlandiriimislardir.
Proto-onkogenler normal hiicre ve gelismesinde rol oynarlar ancak mutasyon
sonucunda onkogene dénusirler. Ornedin abl proto-onkogeni aktiflestirici
mutasyon olarak translokasyon sonucu KML'ye neden olur (24,25,27). Proto-
onkogenleri onkogenlere dénustiurecek mutasyonlar cesitli  sekillerde
olusabilirler (Tablo-7). Proto-onkogenler 5 mekanizma ile aktif hale gegebilirler.

e Gen regilasyonunun bozulmasi sonucunda o gen Urini fazla miktarda
sentezlenebilir, yani proto-onkogen bélgesinde genel DNA
replikasyonundan badimsiz bigimde tekrar tekrar replike olmasi ile o
proto-onkogenin genomdaki sayisi dolayisi ile Griin miktari artmaktadir.

¢ Retroviral DNA entegrasyonu ile retroviruslar ireme esnasinda revers
transkriptaz enzimleri ile RNA Uzerinden DNA'yi kopyalayip htcre
DNA'sina katarlar. Proto-onkogen bélgesine bu sekilde katilmalar proto-

onkogen aktivasyonuna neden olurlar (28,29,30).
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o Kromozomal translokasyonlar genlerin yeniden dizenlenmelerine yol
acarak proto-onkogenleri aktiflestirebilir ya da normalde bulunmayan yeni
bir Griin kodlayan flizyon genleri olusturabilir.

o Nokta mutasyonlart proto-onkogen baz dizisini degistirerek bir
onkoproteine dénusturebilir (26,31).

o Anti-onkogenlerin  proto-onkogenler zerinde kontrol edildikleri
dusuntlmektedir. Anti-onkogen olarak isimlendirilen gen bélgelerinin
delesyonlar1 ile proto-onkogenleri aktivasyon kazanabilecekleri son

arastirmalarla gésterilmistir.

2.5.1.B. Tiimdr Supressor Genler

Bu genler hiicre c¢odalmasinin negatif kontrolint yaparlar. Normal
kogullar altinda hucrelerin gereginden fazla ¢ogalmasini engeller. Kanser
hlicrelerine bu genler verildiginde kanserli hiicre sinirsiz bélinme kapasitelerini
kaybederek normal hiucre haline gelirler (31). Eger herhangi bir kromozom
anomalisi sonucunda timoér supressoér gen (TSG)'ler inaktiflesir ya da ortamdan
kaybolursa kanser ortaya ¢ikar. TSG'lerin kanserlegsmede resessif etkisi vardir.
Herhangi bir hiicrede onkogende ya da TSG'de olusan mutasyon, o hiicreye
diger komsu hucrelerden daha fazla cogalma yetenegdi kazandirdiginda kanser

olusur.

Herhangi bir kromozom anomalisine sahip olan olgularda |6semiye
dénls, normal karyotipe sahip bireylerden daha kisa zamanda ortaya
ctkmaktadir. Ornedin Turner sendromu gibi seks kromozomu yéninden
mozaisizm gosteren bireylerde Ph kromozomu hiicre soyunda vardir. 47, XXY
kromozom kurulusuna sahip olan Klinefelter sendromlu olgularda meme kanseri
riski sadlikli erkek bireylere gore 66 kat daha fazladir. Bu durumun ekstra X

kromozomuna bagli hormonal bir dizensizlikten olustugu séylenebilir.
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Tablo 7: (Cesitli kanser tuarlerinde rol oynayan bazi proto-onkogenler ve
aktiflestirici mutasyonlari (Ruddon,1995)

Proto-onkogen |Kanser tlri Mutasyon tara

Abl Kronik myeloid |6semi Translokasyon

ErbB-I Skuamoz hiicreli karsinom Amplifikasyon

ErbB-2 (ncu) Meme,over,mide Amplifikasyon

Gip Over karsinomu Nokta mutasyonlari

Myc Burkitt lenfomasi,akciger,meme|Translokasyon,
karsinomu Amplifikasyon

L-myc Akciger karsinomu Amplifikasyon

N-myc Noéroblastoma, kuglk hucrelijAmplifikasyon

akciger karsinomu

H-ras Kolon,akciger,pankreas Nokta mutasyonlan

karsinomu, melanom

K-ras Akut myeloblastik ve|Nokta mutasyonlari
lenfoblastik i6semi,melanom

N-ras Tiroid ve genitouriner bdlge|Nokta mutasyonlari
karsinomu,melanom,

ret Tiroid karsinomu Yeniden dizenlenme

ros Astrositom ?

K-sam Mide karsinomu Amplifikasyon

sis Astrositom ?

SIC Kolon karsinomu ?

Trk Tiroid karsinomu Yeniden duzenlenme
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2.7. Kanser Hiicreleri ve Hiicre Ddnglisii

Kanser hucrelerinin  belirgin  6zelliklerinden birisi normal htcre
béltnmelerini diizenleyen kontrol mekanizmalarina anormal yanit vermeleridir.
Bunlarda déngusel niikleotid dlzeyleri, plazma zari akigkanhdi, salgiladig
proteinier ve iyon gegirgenlikleri farkhdir. Hucre jenerasyon zamanlari normal
veya normalden daha uzun olup, bu hicrelerin intravaskaler kompartmaninda
kalig sureleri normalden daha uzundur. Blast halindeki hicrelerin pek gogu
bélinmeyen bir hazirlik ya da uzun bir G1 fazinda bulunurlar (32). Ayrica
kanser hucrelerinin bir populasyon olarak bélinmeleri sinirsizdir. Normal bir
fibroblast ise kultirde 20-50 defa béliinebilmektedir. Normal hicreler kultar
ortaminda bélinebilmek igin fetal-calf serumuna ihtiyag duymalarina ragmen,
kanser hticreleri serum icermeyen kultar ortaminda béltunebilir. Normal hicreler
kulthr ortaminda in vitro kosullarda sinirli sayida béliinme gegirirlerken, kanser
hlcreleri élumsuzdur (33).

Normal hucreler kiltir ortaminda yuzeyi doldurduklarinda kontakt
inhibisyon kurarak bélinmeye son verirlerken, kanser hiicreleri Ust Uste katlar
halinde bélunmeye devam edebilirler. Cunkd normalde yaklagik 1 olan
metafaz/profaz orani kanserli hucrelerde gok artmistir. Bu ylzden kanserli
hicrede ¢ok sayida multipolar bélinmeler, endomitozlar, anafazda geri kalan
kromozomlar gézlemlenir (34).

Kanser kromozomlarinin yapi ve islevlerinde, molekuiler yapilarinda bir
takim degismeler olmaktadir. Telomer yapi ve islevinde, genomik imprinting de
olusan degisiklikler bunlar arasindadir.

Telomerler, kromozom uglarinda bulunan, tandem tekrarlanan DNA
dizileri ve bu dizilerle iligkili olan gesitli proteinlerden olusan &zel yapilardir.
Telomer ile sonlanmayan bir kromozomun ucu birlesme ve rekombinasyona
aciktir. Linear DNA replikasyonunu saglayan DNA polimerazlar zincir ug
kisminda bulunan telomerik bélgeleri sentezleyemediklerinden telomer boylari

hacre siklusunun her S (sentez ) fazinda bir miktar kisalir (35).
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Germ hdcrelerinde bu kisalma telomeraz tarafindan kromozom ucuna
telomerik dizi ekienmesi ile giderilir. Germ hucrelerinde bulunmasina ragmen
somatik hlcrelerde telomeraz aklivitesi yoktur. Transforme olmayan insan
hlcreleri hem in vitro hem de in vivo kosullarda hiicre bélinmesi ile telomer
kisalmasi gdsterirler. Bu nedenle telomerler yavasca kisalirlar. Oysa hemen
hemen tum kanser turlerinde telomeraz aktivitesi pozitif bulunmustur. Kanserli
hlcreler normalden fazla bélindiklerinden telomer bélgeleri de kisadir ama
aktif durumda olan telomeraz, telomerleri sabit uzunlukta tutarak kanser
hiicrelerini 6limsiz kilar (33,34,35)

Kanserle iligkili olarak genomik imprinting'de de degisiklikler olmaktadir.
Ornegin KML hastalarinin karakteristik bulgusu olan t (9,22)'de (Sekil 3.) 9
numarall kromozomun paternal kaynakh, 22. kromozomun ise maternal
kaynakli oldugu gésterilmistir. (33,34,35)

Kromozom anomalisi saptanan degisimlerin I6semi prognozu tzerindeki

etkileri su kriterlere gbre yapilir.
2.7.1 Primer Karyotipik Degisimier

Lésemilerde sadece primer karyotipik degisim bulunur. Bu da maligniteye
dénusum icin yeterli sayillir. Bu degisim akut I6semilerin ve alt gruplarn

tanisinda anahtar rol oynar.

2.7.2. Sekonder Karyotipik Degigimler

Sekonder degisimler, primér degisikliklere ek olarak ortaya cikariar.
Nadiren de tek basina olugabilirler. Kural olarak her I6semi tipi sadece primer
degisim gosterdigi strece en az malign haldedir. EJer sekonder degisim
gorilmeye baslarsa hastaligin kétllesecegini gésterir. Ornegin t(8;21) tipinde
bir hastalik -X, +8 veya bagka anomalilerin ortaya g¢ikmasiyla kota prognoz
gostermeye baglar. Kemoterapiye direng gdsterebilir, remisyona guglikle
girebilir (35).
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Sekil 3: 1(9;22) (g34;911) (55). www.mcl.tulane.edu... LeukemiasCML

2.10. Kronik Myelositer Losemide Sitogenetik G6zlemler

KML genelde iki faza ayrilir. Yaklasik 3 yil stiren kronik fazda kan ve
kemik iliginde myeloid hucreler ¢ogalir (45). Bu hastalarin buaytk bir kisminda
klasik KML bulgularina rastlanmaz ve ¢oguniugu da tesadifen yapilan kan
testleri ile belirlenebilir (46). Bu dénemde KML'nin sitogenetik isareti olan Ph'
kromozomu hastalifin tesbiti ve gézlenmesi bakimindan énemlidir. Molekuler
yéntemler uygulanirsa ber-abl translokasyonunun oldudu gézienebilir. KML'de
terminal faz, blastik krizdir. Bu fazda genellikle miyeloblastlar veya lenfoblastlar
dominanttir (43). Miyeloid hiicreler son farklilasma yetenegini kaybederler ve
kanda olgunlagmamis myeloid éncller artar. Blastik krizde ilave kromozomal
anomaliler de gézlenir. En ¢ok gozlenen anomaliler +8, +19,+ Ph', i (17q), 149+,
+21'dir. Daha az olarak da -7 ve -Y gozlenebilir (27,43). Hastalidin kronik
fazdan blastik krize gecmesinde rol oynayabilen ilave diger mutasyonlarda

gbzlenebilir.
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KML'de vakalarin % 90'inda Ph' kromozomu gézlenebilmektedir. Bu
grubun % 5'i, gergekte variant KML'dir. Bunlarda 9. ve 22. kromozomdan baska,
bir veya birden fazla kromozom translokasyonda gérev almistir (47,48). KML
hastalarinin ~%10 da sitogenetik olarak Ph' translokasyonu gézlenemez. Bu
hastalara molekuler yéntemler uygulanirsa ber-abl hibrit geninin ~%50 oraninda
tesbit edilebili. Bu grup KML hastalari Ph’ negatif M-BCR pozitif olarak
adlandinlirlar (8,29,43). KML hastalarinin ¢gok azinda ~% 2 bcr-abl translokas-
yonu sitogenetik ve molekller yéntemlerle tesbit edilememektedir. Bu grup
hastalar klinik olarak daha agir seyretmekte ve Ph' negatif M-bcr negatif olarak
adlandinimaktadir (12,15,).

KML hastalarinda buatun hemopoietik soylar gézlenebilir. Bu bize,
KML'nin klonal bir hastalik oldugunu ve tek bir plUripotent hemopoietik kék
hiicreden kaynaklanmig olabilecedini géstermektedir.

2.10.1. Philadelphia Kromozomu (Ph')

Ph' kromozomu 1960 yilinda Nowell ve Hungeford tarafindan KML
hastalarinin kemik iligi metafaz plaklarinda gézlenen bir kiigik kromozomdur
(4). Bu kromozom 9. kromozom ile 22. kromozom arasinda resiprokal
translokasyon sonucu olugmaktadir. Daha sonra gelistirilen bantlama
yontemleriyle kromozomiar {izerindeki kirnima bélgeleri aydinlatiimigtir (26). 22.
kromozomdaki kirlima noktasi bant q11, kromozom 9'daki kirtlma noktasi ise,
bant q34'de bulunmaktadir. Kirilan bélgeler resiprokal olarak transloke olurlar.
Bunun sonucunda 22. kromozomda Ph' kromozomu veya 22g- seklinde
gosterilen kiagik bir kromozom olusurken, 9. kromozomda ise 99+ kromozomu

gé6zlenebilmektedir (Sekil 4).
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Sekil 4. 9. ve 22. Kromozomlarin translokasyon ©&ncesi ve sonrast sekilleri.

(56) www.hmds.org.ukpzr.htmi

2.11. Ph' Kromozomunun Molekliler Analizi

Ph' kromozomu bitiin 16semik hemopoietik hiicrelerde gézlenebilir. Non-
I6semik hemopoietik hticreler (kemik iligi fibroblastlari dahil) normal karyotipe
sahiptirler. 9. ve 22. kromozomdaki genlerin kirima bélgeleri gekil 5' de
gorulmektedir.

c-ABL geni, v-ABL geninin hlcresel homologudur. fik kez Abelson Murine
Leukaemia vir(is (A-MuLV)'den izole edilmistir (49). v-ABL geni in vivo ve in vitro
ortamda farkl hicreleri transforme edebilmektedir. ABL geninin protein Grtnleri,
plazma membraninda, sitoplazmada ve hiicre gekirdeginde yerlegmistir. Aktive
olmus ABL gen Grtnlerinin gok yilksek tirozin kinaz aktiviteleri bulunmaktadir

(49).
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2.11.1. c-ABL Geni

Hicresel abl geni, evrimsel bakimdan korunmus genlerden birisidir.
Somatik hucre hibritleri ve in-situ hibridizasyon yéntemleri kullanilarak yapilan
calismalarda insan c-abl geninin 9 nolu kromozomun q34 bant bélgesinde
lokalize oldugu bulunmustur. Genin 5' bélgesinin sentromere; 3' bélgesinin ise,
telomere dogru oldudu saptanmistir. c-abl geninin yapisi, gen haritalanmasi,
molekuler klonlama gibi ydntemler kullanarak karakterize edilmistir. insan
genomunun DNA'sindan kaynak alinarak klonlanan c-abl geninin 230 kb
uzunlugunda oldugu gosterilmistir. Genin kodlama sekansinin 32 kb
uzunlugunda oldugu ve 11 ekson igerdigi belirlenmistir (50).

c-ABL geninin ekson Ib ve ekson la ile gdsterilen ilk eksonunun iki
alternatifi bulunmaktadir (36). c-abl geninin l.eksonu hemen ekson II'nin
distalinde yerlegsmistir. Ekson la ve Ib'nin yerleri pulse-field gel elektroforez
yéntemi kullanilarak haritalanmig olup; ekson IF'nin, la'dan 19 kb, ekson Ib ise
200kb uzakta oldugu tespit edilmistir (36).

Ph' translokasyonunda 9.kromozomdaki c-abl geninin kirilma noktasi
genelde ekson Ib ile ekson |l arasindadir(Sekil 5). Bu bdlge -200 kb
uzunlugundadir. ikinci baytk kirilma noktasi ise, ekson la ile ekson I
arasindaki 19 kb bdlgedir. Her iki bélgede de kirilmalar intron alanlarindan
olmaktadir. Bu bélgelerin disinda diger bdlgelerde de kirilmalarin olabilecegi
gosterilmistir (36). c-abl geninin alternatif ilk eksonlarinin farkli olmasindan
dolay: 2 tip farkli uzunlukta mRNA sifrelerler.

Bu farklilik sadece ilk eksonlar olan ekson la ve Ib'den kaynaklanir.
Bunlardan birisi, 6 kb (la), digeri ise 7 kb (Ib) uzunlugundadir. Bu mRNA'lar
bltin dokularda ifade edilirler. mRNA'larin proteine ceviri edilmesi ile ~145
kd'luk c-abl proteini olugur. Bu protein amino terminal ucunda farklilik gésterir
(sekil 4). la abl proteini, Ib abl proteininden 19 amino asit daha kisadir (51).
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Sekil 5: Philadelphia kromozomunda bcr/abl fuzyon geninin olugumu.
www.mcl.tulane.edu... LeukemiasCML (54)

2.11.2. Breakpoint Cluster Region (BCR) Geni

ber geni bltin insan hiicre tiplerinde mevcut olup, en gok beyinde en
dusuk dizeyde ise, akcigerde ifade edilmektedir. Bu gen kromozom 22'de olup
5' sentromere dogru yerlesmistir. Yaklagik 20 eksonu ve 130 kb'lik bir uzuniuga
sahiptir (13). c-abl genine benzer olarak intronik kirilma bélgeleri bulunmaktadir.
ilk intronu yaklasik 70 kb uzunlugundadir. ber geninin promotor bélgesi ilk
eksonunun 5' ucuna yakin bir bélgede yerlesmistir (25,36). ber geninin promotor
bélgesi G-C bakimindan zengindir ve birgok SPI (bir transkripsiyonal regtlatér
faktér) baglanim bélgesi bulunmaktadir. bcr geni KML hastalarinda Ph'
kromozomu olusumu aninda M-bcr bélgesinden kirilir, daha sonra bu bélge c-

abl geninin 5' bélgesi ile birlegir (24).
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c-abl genine benzer olarak bcr geninde de kirilmalar intron bélgelerinde
ve Ozellikle, ekson b2 ile b3 veya b3 ile b4 arasinda almaktadir. Bunun
sonucunda olugan yeni Uriin, b3a2 veya b2a2 seklinde gésterilir; yani ber-abl
hibrit geninde bcr geninin M-ber bélgesinin 3. eksonu ile c-abl geninin 2.eksonu
birlegmekte (b3a2), digerinde ise bcr'in 2.eksonu ile c-abl'nin 2.eksonu
birlegmektedir (b2a2) (sekil6). Bu iki tip ber-abl birlegiminin, klinik yénden bir
farkhiliga neden olmadidi bildirilmistir (34,36).

ber geninin karboksi terminal bélgesi, GAP (GTPaz Activating Protein)
aktivitesine sahip oldugu ve bu bélgenin, bcr-abi hibrit geninde bulunmadig
bildirilmistir (14). Daha Once belirtildigi gibi, KML'de c-ABL geni, 22q
kromozomuna transloke olmaktadir. KML hastalarinin blyuk bir kisminda 22.
kromozomdaki kirilma noktalari belirli bir alanda toplanmaktadir. Bu alan
yaklagik 5.8 kb uzunlugunda olup (Major Breakpoint Cluster Region) M-bcr
olarak bilinir. ber geninin bir parcasi olan bu bélgedeki eksonlara, 6zel sayilar
verilmigtir. (bl, b2, b3 ve b4) (22,33). Kirllan bcr geninin 3' bélgesini c-abl
geninin &' bolgesi izler. Bir baska deyisle genler, bas ve kuyruk seklinde yer
almaktadirlar (31).

ber-abl hibrit geni, bcr geni promotorunun kontroltindedir. Transkript
edilen mRNA'nin 5' ucunda ber geninin eksonlari ile, 3' ucundaki c-abl'in |l.
eksonu dogrudan birlegmislerdir. Bu birlesmede bcr geninin 3. eksonunun
bulunup bulunmamasina gére iki hibrit mRNA elde edilir. Her iki mRNA
birbirinden 75 bp veya 25 aminoasit bakimindan farklidir (20). Yeni hibrit ber-abl
geni baz cifti (8.5 kb) yénunden normal c-ABL genine (7.0 kb) gére daha
buyUktur ve normal ber geninden de farkhdir (35,36).
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Sekil 6: b2a2 ve b3a2 kiriima bélgeleri. www.pathology.washington.edu (53)

2.11.3. c-ABL Proteininin Biyolojisi ve Fonksiyonu

Bir proto-onkogen olan c-ABL geni P145 kd proteinini sifreler ve bu
protein tum hucrelerin sitoplazma ve nukleuslarinda bulunur. P145, diger
sitoplazmik protein kinazlar ile benzerlikler gésterir. Bu proteinin SRC tirozin
kinaz proto-onkogeninden adini alan SH2 ve SH3 (SRC homoloji bélge 2 ve 3)
diye adlandirilan bélgeleri bulunmaktadir. Bu bélgeleri takiben trozin kinaz (Tyr)
bélgesi ve son olarak da blyuk bir COOH bélgesi vardir. c-abl'in SH3 ve SH2
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trozin kinazin kontrol yerleri olarak da bilinir ve 6zellikie SH3 bélgesi, birgok
intrasellller sinyal iletim proteinlerinde gézlenmistir (37).

c-abl karboksi terminalinde, 99 amino asitlik bir DNA baglanma bélgesi
tagimaktadir. Bu bdlge; c-abl'in kromatin materyali ile etkilesime girmesini
saglamaktadir (24). Mitoz béluinmede c-abl, DNA'ya baglanma 6zelligini
kaybeder. Bu &zelligini kaybedebilmek igin de karboksi terminal ucundan
fosforlanmig olmasi gerekmektedir. c-abl'nin DNA'ya baglanma bélgesinde
homozigot mutasyon tasiyan farelerin ¢oklu anomali dogdugu ve d&ldikleri
bildirilmistir. Bu da bize c-abl'in COOH bélgesi fonksiyonu icin gerekli oldugunu
gbstermektedir (34). c-abl geninin aktivasyonu igin birgok yol bulunmaktadir.

1) c-ABL'in SH3 ve SH2 bdlgelerindeki delesyonlar ve nokta mutasyonlar geni
aktive edebilir. Ozellikle SH3'deki mutasyonliar genin yuksek aktivasyonu ve
transforme edebilme 6zelligini artirabilir.
2) BCR geninin c-abl'nin N terminalinde bulunmasi aktivasyona neden olabilir.
3) c-ABL'in 500-1000 kat yuksek amplifikasyonu.
4) Ozellikle 2647. bazda G-A ve 1348 bazda T-G mutasyonlari da geni aktive
edebilmektedir (21,56).

c-abl geninin inhibisyonunun molektler mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. inhibitér bir ajanin c-abl ile etkileserek, aktivasyonunun
azalmasina neden oldugu sanilmaktadir. E§er supresor gene baglanmaz ise,

gen yiksek aktivite géstermekte ve transformasyona neden olabilmektedir (29).
2.11.4. Normal ber Gen Uriinleri

insan ber geninin iki tip major mRNA'si vardir. Bunlar 4.5 ve 7 kb
uzunlugunda olup, epitel hiicrelerinde, fibroblastlarda ve batin hemopoietik
hicrelerde gézienmektedir. iki mMRNA arasindaki farklilik, proteine gevrilmeyen
bélgeden dogmaktadir. ki mMRNA'nin trtinG olan proteinlerin molekdl agirtiklar:
160 ve 130 kd'dir (13). Bununla birlikte degisik molekul agiriikli
(190,185,155,135,125,108 ve 83 kb) proteinlerin de varli§i rapor edilmistir (13).
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ber proteinin farkli bélgelerinin degisik fonksiyonlar tagidigi bulunmustur.
ber geninin ilk eksonu SRC ile homoloji géstermekte ve serin/tironin kinaz
aktivasyonu tagimaktadir. Bu bélge c-abl'in aktivasyonu i¢in gereklidir ve bcr-abl
hibrit geninde de c-abl'in SH2 kontrol bélgesine bagdlanabilmektedir (36).

2.11.5. Hibrit P210 bcer-abl Proteini

Hibrit P210 proteini, hibrit ber-abl transkriptinin ¢evirisi sonucunda
olugsmaktadir (77,79). cDNA kolonileri ile yapilan sekans analizleri, 8.5 kb'lik
hibrit ber-abl geninin &' kisminda en az 400 nukleotidlik proteine gevrilmeyen ve
G-C bakimindan zengin bir bdlgenin oldugunu gdéstermistir. Translokasyonun
471. nikkleotidden bagsladigi ve ber-abl'in ilk 927 amino asitinin becr geninden
kaynaklandigi bulunmustur.Buna karsilik karboksi terminalindeki 1009 amino
asit'lik bélum ise c-abl geninden gelmektedir (23,36).

KML hastalarinin buyuk bir kisminda, becr geninin M-ber bdlgesi eksonlari
olan ekson 2 ile 3 veya ekson 3 ile 4 arasinda kirilmalar olmaktadir. ber'in 3.
eksonu 25 amino asit kodlar. Bu fazla 25 amino asidin, P210 bcr-abl
proteinindeki fonksiyonu bilinmemektedir. P210 bcr-abl proteini batin
hemopoietik hlcrelerde bulunmaktadir, I6semik hticrelerdeki ekspresyon miktari
ve yart émri bilinmemektedir (27). Ote yandan P210 bcr-abl'nin biyolojik
aktivasyonu igin mutlaka ber geninin ilk eksonunun bulunmasi gerektigi KML ve
ALL hastalarinda ber geninin ilk eksonunun bulunmasi ile gésterilmigtir (18,32).
Bu bdlgenin c-abl'in SH2 bdlgesinin serin ve treonin birimlerine baglanarak c-
abl'nin aktivasyonunu kontrol ettigi bilinmektedir (44,26)

P190 (ALL), P210 (KML) ile karsilastinidiginda P190'In daha yuksek
tirozin kinaz aktivasyonun sahip oldugu gézlenmistir (73,87). ber-abl birlegiminin

farkli tip I6semilerin geligmesine yol agabildigi de vurgulanmaktadir (21,27).
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2.11.6. abl-bcr Hibrit Geni ve Ozellikleri

KML hastalarinin % 95'inde bcr-abl hibrit geni 22. kromozomda
gdzlenirken, kromozom 9'da (9q+) abl-ber hibrit geni gézlenir. abl-ber hibrit geni
ber-abl hibrit genine gére olduk¢a az galisilmistir. Bu translokasyonda 22.
kromozomda bulunan bcr geninin 3' kismi 9. kromozomda bulunan c-abl geninin
alternatif ilk eksonlari olan ekson Ib veya ekson la ile birlesmektedir. ber ve abl
genlerindeki kirilma bélgelerine gére de lab3 ve lab4 veya Ibb3 ve Ibb4 tipi
birlegsmeler gézlenmektedir. Burada b3 ve b4, ber geninin M-ber béigesindeki
eksonlarinin adlandir.(37). abl-ber aktif bir gen olup protein Griinit ve hiicredeki
fonksiyonu hentz bilinmemektedir.

ber proteininin C terminalinin GTPaz aktivasyonuna sahip oldugu yakin
zamanda gdésterilmistir. Batin bunlara ragmen, normal ber geninin fonksiyonu
bilinmemektedir. Bu proteinlerin batin hemopoietik hiicrelerde bulunmasi hticre
ici sinyal yolunda gérev yapabilecegini dustndirmektedir (14).

2.12. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) Yéntemi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) DNA'nin spesifik bir bélgesinin, in vitro
enzimatik sekilde c¢ogaltiimasi iglemidir. PZR degisik amaglar igin farkl
alanlarda kullaniimaktadir. Bunlardan bazilari; genomik DNA veya cDNA' nin
dogrudan klonlanmasi, gen mihendisligi, su¢ materyallerinin genetik yénden
belirlenmesi, enfeksiyon ajanlarinin tanimlanmasi, genetik hastaliklanin prenatal
tanisi, DNA transkriptinin yapisal analizi, genomik DNA ve cDNA' nin nikleotid
sekanslarinin analizidir (31). PZR i¢in kalip DNA, ve bu DNA'ya komplementer
cok kisa iki primer gereklidir. Bunlara ilaveten, DNA polimeraz, yeteri kadar
deoksiribontkleosidler (dNTPs) ve MgClyde ihtiyag vardir. Primerler,
cogaltilacak DNA'nin her iki tarafinda kalip DNA ile eslesebilecek ozellikte

olmahdir.
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PZR'in ilk turu sonunda timuyle birbirlerine benzer iki kalip , ikinci turda
ise dort kalip olugur. Cogalma devam ederek 30 tura ulastiginda bir tek DNA
kalibindan ~228 (270 milyar) kopya dQretilebilir. Her bir tur (¢ basamakta
gergeklestirilir. Bunlar, 1) c¢ift sarmali DNA'nin denatlrasyonu, 2) primerlerin
DNA'ya baglanmalari (annealing), 3) sentez safhasidir (Sekil 7).

DNA
Deriatdrasyon
84°C
c i 84C
T EE——]

= 72°C

Sekil 7. PZR'da siklus agamalari (58). Koéksal F., nikleik asit

¢ogaltma ydéntemleri.
2.12.1. RT-PZR Yéntemi

RNA'nin analizinde birgok yéntem kullanilabilir. Bunlardan bazilari
Northern blot, RNA dot/slot blotlar ve in-situ hibridizasyondur. RT-PZR ise diger
bir mRNA analiz yéntemi olup, bu yéntem RNA-PZR seklinde de
adlandinimaktadir (9). RT-PZR oldukga duyarh ve yinelenebilir olmasindan
dolayi gen transkriptlerinin analizlerinde giderek yaygin olarak kullaniimaktadir.
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Bu yéntemde ilk islem RNA'nin dokulardan veya hucrelerden izole edilmesidir.
Daha sonra bu RNA revers-transkriptaz enzimince kalip olarak kullanilir ve
komplementer DNA, yani cDNA sentezlenir. Bu kez cDNA, PZR i¢in kalip olarak
kullantir (35).

PZR yapilir ve amplifiye Grain agaroz jele uygulanir. Amplifiye olmus
cDNA, baz cifti (bp) uzunluguna gére agaroz jel elektroforezinde ayrilir.
Ethidium bromurle boyanir ve incelenir. Daha sonra istenilirse bu PZR ur{nleri,
restriksiyon endonukleaz enzimleri ile kesilebilir, hibridizasyonlar yapilabilir ve

nikleotid sekanslari tespit edilebilir (35,36).

2.12.2. RNA izolasyonu

RT-PZR''In basarisi igin ylksek kalitede RNA'nin kullaniimasi
gerekmektedir. RNA'nin ribonukleazlar tarafindan parcalanmasi ve genomik
DNA ile kontaminasyonu mutlaka 6nlenmelidir. RNA'nin saf bir sekilde ve
parcalanmadan izolasyonunda birgok ydntem olmasina karsin, guanidium
tiosiyanat-fenol kloroform yodntemi bircok arastirici tarafindan 6nerilmektedir
(35,36).

Yoéntemin prensibi, RNA'nin su molekdlleri ve guanidium tiosiyanat ile
kompleks olusturuimasinin kolaylastirilmasi; DNA ve proteinlerin hidrofilik
etkilesimlerinin bozularak, DNA ve proteinlerin sulu fazdan uzaklagtiriimasina
dayanir. Bu yéntemle toplam RNA elde edilir. Gok iyi kalitede RNA elde
edildiginde bu RNA'nin agaroz jelde yurtttimesi ile 285 ve 18S rRNA'lar da
gozlenebilmektedir. izole edilen RNA'lar etanol iginde -20 °C'de veya su icinde -
70 C°de uzun sure (bir yil) saklanabilir (40). Bu galismamizda RNA

izolasyonunu, RNA zolasyon Kit'i kullanilarak gergeklestirildi.
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2.12.3. cDNA Sentezi

RT-PZR igin cDNA kalibi revers-transkriptaz kullanilarak RNA'dan
sentezlenebilmektedir. ki viris Avian Myoblastosis Viris (AMV) ve Moloney
Murine Lésemi Viris (MMLV)'in Revers-Transkriptazlan yaygin olarak
kullaniimaktadir (32,34). cDNA sentezinden sonra mRNA'larin kalmasi PZR'in
etkinligini azaltabilir. Cunkd bu mRNA, cDNA ile komplementerdir (2).

2.12.4. cDNA Primerleri

mRNA'dan cDNA sentezinde primerler, G¢ farkh y6ntemle
kullaniimaktadir. '
2.12.4.1. Spesifik Primer Yéntemi

Primerler mRNA'nin spesifik bdlgeleri ile baz eglesimi yaparak revers-
transkriptazin baglanmasi ve sentezin gergeklesmesi saglanir. Bu yéntem
kullanildiginda primer konsantrasyonunun ve annealing isisinin ayarlanmasi
gerekmektedir.
2.12.4.2. Oligo dT Yontemi

Bilindigi gibi mRNA'larin 3' kisminda bir poly A sinyali bulunmaktadir. Oligo

dT, bu sekans ile komplementerdir. Bu yontemle sadece mRNA'larin ¢cDNA'lan

sentezlenebilir.
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2.12.4.3. Rastegele Primerleme Yéntemi

Hekzamerler genelde heterojen sekanslara sahip olup RNA'nin degisik
bélgelerinden komplementerlikler yapabilmektedir. Bu yoéntem ile toplam
RNA'larin tamaminin cDNA'lar yapilabilmektedir (32,35,36).

2.13. PZR AMPLIFIKASYONU
2.13.1. PZR Igin Primer Sentezi

cDNA'da primerlerin yerlesimi birka¢ bakimdan ¢ok énemlidir. Bunlar;

1. Primerler PZR GrGnGnun uzunlugunu belirler. Genellikle 400-2000 bp
arasi PZR Grtnd verebilen primerler kullaniimalidir. 400 bp'den kigtk Urtinler
veren primerler kullanilirsa; gérev almamig primerlerin kendi amplifikasyonlari
agaroz jelde anlamsiz bantlar verebilir. Diger yandan, Taq DNA polimerazin
uzun sentezlerde kaliptan ayrilma egilimi vardir. Bu nedenle 2000 bp'den daha
blydk PZR ariini elde edilmesinde amplifikasyonun etkinligi azaltmaktadir.

2. cDNA, oligo dT y6ntemi ile yapiimig ise, 3' primerin yeri PZR GrGnindn
uzunlugunu belirler. Reverse-transkriptazin uzun kaliplari sentez yapmada
zorlugu nedeni ile bu yéntemde 2-3 kb'dan daha uzun PZR Urani
sentezlenmesinden problemlerin olabilecegi bildiriimektedir.

3. Primerin yeri cDNA ve genomik DNA'dan elde edilen ilk PZR Grininin
icinden de segilebilir.

4. mRNA'nin ikincil yapisi Reverse-transkriptazin  aktivitesini
dnleyebilmektedir. Bu bakimdan RT-PZR'In etkinligini artirmada mRNA'nin
stabil oldugu bdlgelerden primerlerin yerlesim yerinin se¢ilmesin énemli oldugu
bildirilmigtir. Ote yandan, RNA'nin i1sitilmasi da bu problemin ¢éziilmesinde

yardimci olabilmektedir (2,39).
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Optimum baglanma sicakhg§i igin tipik PZR primerlerinin 22-30 nikleotid
uzunlugunda, A/T, igerigi yaklasik G/C igerigine esit olmahidir (17). Primer
sekanslarinin diger genler ile de uyusmamasi gereklidir, aksi takdirde birden
fazla PZR Orinu elde edilebilir (23,25). Batin bunlar dikkate alinarak cDNA ile
belirli yerlerden eslesebilen primerlerin yapilmasi gereklidir.

2.14. PZR’IN REAKSIYON iCERIGI

PZR tuptnde bulunanlar,
e Reaksiyon tamponu(Tamponun kompozisyonu degismekte, ancak
genelde; KCI, Tris-HCI, Triton x-100 ve MgCI2 bulunmaktadir).
e dNTP'ler,
e primerler,
¢ cDNA kalibi
¢ 1stya dayanikli DNA polimeraz.

PZR''In Ug¢ temel parametresi, denatlrasyon, annealing ve sentez
zamanlari ve sicaklik dereceleri ¢alismanin amacina gére degisebilmektedir.
Denatirasyon zamani 94 °C'de 1 dk'dan az ve sentez zamanint 72°C'de de 2
veya 3 dk'dan az olmalhdir (17,36). PZR'In en kritik basamaklarindan birisi de
annealing sicakligidir. Yuksek annealing sicakligi uygulandiginda agaroz jelde
non-spesifik bantlar elde edilebiimektedir. Bazi aragtiricilar, PZR'a baslamadan
6nce PZR igerenlerinin isiilmasi, PZR Grinunim miktarini ve spesifitesini
6nemli élctde artirdiini belirtmiglerdir (22).

Diger bir kritik basamak ise, déngu sayisidir. Eger doéngu sayisi az
tutulursa ¢ok az Grun, ¢ok tutulursa non-spesifik bantlar elde edilebilmektedir
(39).
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2.15. Niikleik Asit Kontaminasyonu

RT-PZR uygulanirken c¢esitli nedenlerden dolayi nikieik asit
kontaminasyonlarin olabilecedi bildirilmistir (36,40). Bu kontaminasyonlar ya
digardan, (pipetlerden, elden, havadan, reaksiyondan) veya icerden (genomik
DNA'dan) olabilmektedir.

RT-PZR'da nukleik asit ve ribonikleaz kontaminasyonu mutlaka kontrol
edilmelidir. Bir kural olarak eldiven daima giyilmeli ve siklikla degistirilmelidir.
Yari steril teknikler adapte edilmeli, RNA solisyonunda ve Reverse-
Transkriptaz reaksiyonunda kullanilan su diethylpyrocarbonate ile muamele
edilmelidir. Diger yandan, PZR'da kullanilan su iki defa filtre edilmelidir, ayrica
sebeke suyu ve otoklavda kullanilan sularin nikleik asitler ile kontamine

olabilecegi daima dastnuimelidir (15).

2.16. Genomik DNA Kontaminasyonu

RT-PZR'in en buyuk problemlerinden birisi RNA preparasyonu esnasinda
genomik DNA kontaminasyonudur. Bu problem 6zellikle hedef mRNA'nin ¢ok az
ifade edildigi ve yuksek PZR amplifikasyonunun gerekli oldugu zaman daha da
énemlidir. Bu konuda ilave basamaklarin uygulanmasi, DNA kontaminasyonunu
¢cOzebilir. Bunu gergekiestirebilmek icin amplifiye edilen cDNA ve DNA
arasindaki farklardan yararlanilabilir. Primer dizilimi belirlenirken iki primerin
kontrol ettigi bolgede eder bir intron bélgesi varsa, bu durumda genomik DNA
ile kontamine olmus 6rnekte introndan dolay: iki farkli PZR Orini elde
edilecektir. Bunlardan blyuk bp PZR Grininde genomik DNA kontaminasyonu
(introndan dolayr PZR aruna bp artmistir), kiigk olanda ise mRNA PZR Grand
gb6zlenebilir. Bagka bir yol da mRNA'nin 3' ucunda proteine gevrilmeyen boélgeye
uygun primerlerin dizenlenmesidir. Diger bir yaklagim da RT-PZR'da kullanilan
RNA'larin RNagz ile sindirilip jelde yarGtilmesidir (35).

Tum titizliklere ragmen, yine de PZR'da siklikla non-spesifik bantlar elde
edilebilir. Bu olay RT-PZR igin de gegerlidir. Non-spesifik bantlar belki farkli

RNA kesimleri (splice) veya non-spesifik primer annealingi nedeniyledir.

33



Bununla birlikte, PZR tupundeki bir ¢ok kimyasallarin non-spesifik primer
annealingini hizlandirarak spestifitesinin azalmasina neden oldugu iddia
edilmektedir. Bunlardan dimethylsulfoxide (DMSQ), tetramethylammoium
chloride (TMAC) annealingi azaltirken, formamid'in artirdig: bildirilmistir.
Ozellikie DMSO'in DNA sarmallarinin annealingini azaltarak ¢ift sarmalls

yapilarin olusmasini engelledigi bildirilmigtir (25).
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3. GEREG-YONTEM

3.1. GEREG

Bu caligmada farkli safhalarda bulunan 25 KML hastasinin kan veya
kemik iligi ornekleri alinmigtir. 2004 yilinda Celal Bayar Universitesi Tip
Fakultesi Hematoloji Klinigine, Dokuz Eylul Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dalina, Manisa Devlet Hastanesi ve Yesil Yurt Devlet Hastanesi
Hematoloji Servisine bagvuran KML tanisi konan 25 hasta bu galismaya dahil
edilmistir. Hastalarin 10’u kadin, 15'i ise erkektir.

3.2.YONTEM:
3.2.1. Kimyasallar Ve Kitler

3.2.1.A.Molekiiler Gahigma:

o Ethidium bromide A1161 Applicem

o Ethanol MBG A3878 Applicem

e 2-mercaptoethanol A1108 Applicem

¢ Agorose A2114 Applicem

¢ TBE buffer MBG A1228 Applicem

¢ Nucleo spin RNA [I 740955 M&N

¢ RevertAidTM First strand cDNA synthesis Kit K 1622 MBI Fermantas

¢ 10mM dNTP Mix-0,2ml. R0O191 MBI Fermantas

e Taq DNA Polymerase (recombinant) 5u/ul EP0402 MBI Fermantas

e GeneRulerTM 100bp DNA Ladder-0,05mg. SM0241 MBI Fermantas

¢ 0,2umol-(10-20 OD) HPLC Purifiye 122 baz Interactiva

¢ Distile su, Molecular Biology Grade Water (DNAase, RNAase and
protese free)

o Ph-pozitif oldugu bilinen K-562 hlicre hatti.

¢ Ph-negatif oldugu bilinen kontrol hucre hatt.
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3.2.1.A.1.0ligoniikleotid Primerleri:

e Primer p-actint(HPLC purifiye 0,2umol, liyofilize 5
ATCATGTTTGAGACCTTCAA-3' GENOSYS 0,2umol

e Primer B-actin2(HPLC purifiye 0,2umol, liyofilize 5'-
CATCTCCTGCTCGAAGTCCA-3' GENOSYS 0,2umol

e Primer KML3 (HPLC purifiye 0,2umol, liyofilize 5'-

CGAGCGGCTTCACTCAGACC-3 GENOSYS 0,2umol
e Primer KML4 (HPLC purifiye 0,2umol, liyofilize 5-
CTGAGGCTCAAAGTCAGATG-3' GENOSYS 0,2umol

e Primer KML1 (HPLC purifiye 0,2umol, liyofilize 5'-
GCTTCTCCCTGACATCCGTG-3' GENOSYS 0,2umol
e Primer KML2 (HPLC purifiye 0,2umol, liyofilize 5-

GGAGCTGCAGATGCTGACCAAC-3' GENOSYS 0,2pmol

3.2.1.A.2. Diger Arag Ve Geregler

e Sogutmali mikrosantrifuj

e Santrifuj

e Plastik tpler

e Steril Eppendorf tupleri

o Steril PZR tupleri

e Otomatik pipstler

e Steril plastik pipet uglar

¢ Dispossible enjektérier

e Derin dondurucu (-20°C)

e Programlanabilir 1s1 blogu

e Agarose jel elektroforez tanki
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o Elektroforez i¢in gi¢ kaynag
e Vortex

e +4°C sogutucu

o Steril eldiven

e UV. sk kaynagdi

3.2.1.A.3. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu icin NucleoSpin RNA II kit kullanildi. RNA izolasyonu
icin kan ve kemik iligi 6rnekleri kullaniidi.Her iki 6rnek alindikdan hemen sonra
KsEDTA'lI toplama tuplerine (2ml.) alindi. RNA izolasyonuna hemen
baslaniimiyacaksa +4°C’de 1-2 saat bekletilebilir. (bekletme slresi 2 saat'ten

fazla olursa RNA kalitesinde bozulmalar olabilir.)

3.2.1.A.4. RNA izolasyon Protokolii

e 400ul. materyal (kan veya kemik iligi) ependorf tipune kondu.

e 350ul. RA1 tamponu ilave edilir ve 10-20 sn. vortekslendi.

e 3,5ul. B-mercaptoethanol ilave edilir ve 10-20 sn. vortekslendi.

e Viskositeyi azaltmak igcin ayirma ve toplama tipleri kullamldi.

¢ Materyal 11.000 rpm’da 1dk. santrifljj edidi.

e 350ul. %70'lik ethanol ilave edildi ve 10-20 sn. vortekslendi.

e Materyal ayirma ttpundeki filtreden butiin érnek geginceye kadar iglem
tekrarlandi.

e Bu islemden sonra elde edilen 6rneklerden 600ul. alindi ve 30sn.
11.000rpm’ da santriftj edildi.

e 350ul. Membrane Desalting Buffer (MDB) ilave edilir ve 1dk. 11.000

rpm’da santriftj edildi.
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o Steril mikrosantrif(j tibune 10ul. DNase | ve 90ul. DNase reaction buffer
ilave edildi ve mixlendi.Bu karigimdan 95ul. DNase reaction mixture
alindi ve materyalin tam ortasina gelecek sekilde ilave edilerek oda
sicakliginda 15dk. inkibasyona birakildt.

e 200 pl. RA2 tamponu ilave edildi ve 30sn. 11.000 rpm’da santriflj edildi.

e 600 ul. RA3 tamponu ilave edildi ve 30sn. 11.000 rpm’da santriflij edildi.

e 250 pul. RA2 tamponu ilave edildi ve 2dk. 11.000 rpm’da santrifdj edildi.

e 60 pul. H0 (Rnase-free) tamponu ilave edildi ve 1dk. 11.000 rpm'da
santriflj edildi.

e Tupun dip kisminda kalan sivi bizim elde ettigimiz saf RNA'dir.

Elde ettigimiz RNA’larin spektrofotometre ile élgumleri yapildl. Bdylece
mRNA'y1 cDNA'ya dénustirmek icin ne kadar kullanacagimiz belirlendiginden
ilk 10 hasta igin 6lgumler belirlendi (Tablo 8), bunlarin ortalama degerleri
alinarak diger hastalarda da buldugumuz ortalama deger géz 6nine alinarak

cDNA'ya cevrildi.
RNA= A260 x 40 x dilusyon katsayisi (40 sabit sayi, dilisyon katsayimiz 25)

formali  kullanarak cDNA'ya c¢evirmek igin ne kadar miktarda RNA
kullanacag@imiz belirlendi.
Ornegin 1.hastanin RNA’'sini cDNA'ya gevirmek igin
A260=0.224 x 40 x25 =224ng.
Biz bu ¢aligmamizda tim hasta RNA'lari igin ortalama 3pg.=15ul.RNA kullanildi.
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Tablo 8: {zole edilen RNA’larin spektrofotometrik analiz degerleri

Hasta | A260 A280 Ratio Kons.
Y

1 0.224 0.204 1.098 8.960
2 0.185 0.185 1.00 7.400
3 0.185 0.188 1.00 7.520
4 0.195 0.192 1.015 7.800
5 0.202 0.197 1.023 8.08
6 0.199 0.198 1.005 7.960
7 0.218 0.206 1.088 8.720
8 0.204 0.203 1.004 8.160
9 0.214 0.210 1.019 8.560
10 0.207 0.109 1.040 8.280

3.2.1.A.5. Primerlerin Sulandinimasi:

Calismamizda kullanilacak tum primerler 100pmol. olacak sekilde sulandirildi.

KML1 64.8 nmol igin; 648ul. Distile su ilave edildi ve

vortekslendi.
KML2 49.0 nmol igin;
vortekslendi.
KML3 65.5 nmol igin;
vortekslendi.
KML4 64.1 nmol igin;
vortekslendi.
B-actin1 45.1 nmol igin;
vortekslendi.
B-actin2 112.5nmol igin;

vortekslendi.

490ul. Distile su ilave edildi ve
655ul. Distile su ilave edildi ve
641ul. Distile su ilave edildi ve

451pl. Distile su ilave edildi ve

kisa stre

kisa slre

kisa slre

kisa slre

kisa siire

1125ul. Distile su ilave edildi ve kisa sure
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Elde edilen bu karigimlar tekrar 1/10 oraninda sulandirildi. 90ul. distile su, 10pl.

primer bir tipde vortekslendi.

3.2.1.A.6. RNA’nin cDNA’ya Déniigtiirtilmesi

RT-PZR'in kritik basamaklarindan birisi olan cDNA yapilmasinda olasi bir

kontaminasyonu 6nlemek igin her zaman pudrasiz eldiven giyildi ve sik sik

degistirildi.

PZR tipune 6ncelikle 1ul. random hexamer ilave edildi.

Uzerine 15ul. RNA ilave edildi ve érnekler Thermal Cycler ‘da 70°C 5dk.
inkUibasyona birakildi.

Ornekler inkiibasyondan sonra 2dk. buz tstinde tutuldu.

5ul. 5x reaksiyon buffer ilave edildi.

1ul. Ribonukleaz inhibitér ilave edildi.

2ul. 10mM dNTP mix ilave edildi.

Thermal Cycler'da 25°C 5dk. inkiibasyona birakiidi.

Thermal Cycler'dan ¢ikan érnege 1ul. Reverse-Transkriptaz ilave edildi.
42°C 60dk. ve 70°C 10 dk. inkiibasyona birakildi.

3.2.1.A.7. Nested PZR

Toplam hacim 25 ul. olacak sekilde hazirlandi.
15 ul. distile su

2,5 ul. 10x buffer

2,5 ul. MgCI2

1 ul. primer1 (KML1)

1 ul. primer2 (KML3)

0,5 pul. dNTPmix

0,5 ul. Taq DNA Polymerase iave edildi.

Bu karisima 2ul. cDNA ilave edildi.

40



1. Step PZR'da
o 94°C'de 4 dk.
e 95°C’de 40 sn.
o 56°Cd&'ddisn: =
o 72°C’de 40 sn.
e 72°C’de 5 dk. thermal cycler inkiilbasyona birakildi.

20 siklus

1.Stepdeki 6rneklerle karismamasi igin PZR ttplerine baska bir numara verilir.
20 doéngu sonunda ¢ikan hasta orneklerini 2.step PZR igin kalip olarak

kullanildi, sadece B-Actinler kullaniimadi.

2.Step PZR
e 94°C’de 4 dk.
e 95°C’'de 40 sn.
e 56°C’de 40 sn. 30 siklus
e 72°C'de 40 sn.
e 72°C’de 5 dk. thermal cycler inkiibasyona birakildi.

30 déngl sonunda 2*° gen amplifikasyon Griind elde edilmis oldu. Son driin —20
°C’de saklandi.

3.2.1.A.8. Jel D6kiimii Ve DNA’nin Yiiriitiilmesi

o Jel dOkimu igin %2'lik agaroz hazirland..

e 0.6gr. agarozu 30ml. TBE tamponunda ¢ézulda.

o Bu karisim mikrodalga firin igerisinde kisa surelerle isitild.

e 10mg/ml. Ethidium bromtrden 1.5ul. alindi ve hazirladigimiz tamponun

icine ilave edildi.
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Bu karisim yavas bir sekilde suyun altinda karigtirilarak sogutulmasi
saglandi.

Soguyan jel agoroz kabina dékuilda ve taraklari takildi.

Sogumasi i¢in oda sicakliinda 15dk. beklendi.

Jelin rengi matiastiinda jelin soudugu anlasildi bdéylece materyali
elektroforez kiiveytine yerlestirildi.

Bu islem hem hasta hem de B-actin igin yapildi.

B-actinden 4pl., elde ettigimiz PZR Gruninden 6pl. alindt.

Bu é6rnekler 1,5ul 5x loading buffer'in Uzerine pipetle kondu ve
karigtirildi.

Bu karnisim jelin iginde olusturdugumuz béimelere sira ile kondu.

ber-abl igin pozitif oldugu bilinen marker ve negatif kontrol olarak da
distile su bélmelere ilave edildi.

Elektroforez 80 V. akimla 30dk. ¢aligtirildi.
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3.2.1.B. Sitogenetik Caligma

3.2.1.B.1. Kimyasallar

RPMI 1640 besi ortami F1213 Biochrom
e Fetal Calf Serum S0113 Biochrom
¢ Fitohemoglutinin M5030 Biochrom

¢ Penicilin-Streptomisin A2212 Biochrom
e L-glutamin Biochrom

o Distile su

e KCI

o Etil alkol

o Metanol

o Asetik asit

e Giemsa

e Leishman

e Tripsin

e Entellan

o NaCl

o CgHsNasO; Sodium citrate

e NaHPO4 Sodyum fosfat (PH?1)

e KH,PO, Potasyum fosfat (PH |)

e Serum Fizyolojik

¢ Metanol ve asetik asit 3/1 (v/v) oraninda taze hazirlanip kullanildi.

3.2.1.B.2. Kullanilan Arag ve Geregler

e Laminal flow

e FEtlav
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o Santriflj

e Phmetre

¢ Su banyosu

o Elektronik tarti

¢ Manyetik karistirici

e Hucre kaltar tapa

3.2.1.B.3. Besi Ortami Protokolii

Steril sartlarda;

o RPMI 1640 besi ortamina;

e 25cc. Fetal Calf Serum

e 1cc. Penicilin

e 1cc. L-glutamin
ilave edildi.

Bu karisim kisa bir sure karistinldi ve 5ml. Huacre kaltdr taplerine steril

enjektorle dagitildi. -20° C’de saklandi.

3.2.1.B.4. Metafaz Kromozomlarin Eldesi

Calismada kullanilan metafaz preperatlari, olgulardan steril sartlarda
alinan kemik iliginde yapilan lenfosit kiltrlerinden elde edildi.
3.2.1.B.5. Kiiltiir Agamasi (Kemik iligi)

Stok olarak hazirlanmip -20 °C'de bekletilen 6zel besiyerine; Heparin
kemik iligi htcreleri icin sitotoksik etki gdsterdidinden steril sartlarda sodyum
icermeyen heparinli enjektére alinan materyal (olgunun I6kosit tablosuna goére)

genellikle 3-4 damla ¢ok seri bir sekilde ekim yapiidi.
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Ekim islemi direkt ve 24 saatlik inkibasyon sdreli 2 tipe uygulandi ve
37° C'de etiivde bekletildi. Direkt ekimde kolsemid ilave edidi. Diger tapde ise
23. saatte kolsemid ilave edildi. 750 ul kolsemid ilave edildi ve 1 saat 37° C'de
bekletildi. Bekletilen kultarler 1100 rpm.da 10 dk. santriftj edildi. Stpernant
kismi pastdr pipetiyle atildi ve vorteks ile karistinlarak 5ml. hipotonik solusyon
ilave edilerek 1/2 saat 37° C'deki etivde bekletildi. Stpernatant kismi atilip
vorteks yardimiyla kanistirilarak 5 ml. Metanol-asetik asit solisyonuyla fikse
edildi. Fiksatifle yikama islemi 4 defa tekrarlandi.

Son santrifuj isleminden sonra tlplerde yaklasik 1 cc. stpernatant
birakildi. Dip materyal pipetle iyice karigtirilarak alkolde bekletiimig, silinerek
temizlenmis ve sogutulmus lamlara yaklagsik 30 cm yilkseklikten 3-4 damla
damlatilarak yayildi. Preparatlar GTG bantlama icin oda sicakhdinda 72 saat
yaslandinidi.

3.2.1.B.6. GTG Bantlama:

3.2.1.B.7. Kullanilan Soliisyonlar

o KCI ¢gozeltisi:

KCI 4,6 gr.

Distile su  1000ml.

lyice karistirilip oda sicakliginda bekletildi.
e Sodyum sitrat -Sodyum klorid (SSC) ¢dzeltisi:
0,4 gr. CeHsNazO; —0,8 gr. NaCl 100ml. Distile su

Tripsin soliisyonu :

e 95ml. Serum Fizyolojik 95 ml.
e Tripsin 5cc.
e Tripsin solisyonu hazirlanip -20° C'de bekletilerek buz blok iginde

kullanild.
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Boya soliisyonu :

Giemsa

Leishman (0,1gr. toz Leishman,100 ml. Metanolde ¢ézultr).

4/1 oraninda Giemsa/L.eishman hazirlanir.

3.2.1.B.8. Tripsin Giemsa Bantlama (GTG-Banding) Agsamasi:

3 gln oda sicakhiginda bekletilerek eskitilen preperatlar, sodyum sitrat
sodyum klorid (SSC) c¢oézeltisi iginde 10dk. 65° C'de su banyosunda
inkibasyona birakildi. Kemik iligi preperatlari icin 5"-10"(sn.) arasinda
degisen bir sire tripsin ¢obzeltisinde tutuldu. (En uygun sureyi
ayarlayabilmek icin her olguya ait bir preperat kullanildi ve optimize
edilerek digerleri bantlandt. )

Distile su (Ph=7) ile 2 defa yikand..

Giemsa ¢ozeltisinde 5 dk. boyandi.

iki defa daha distile suda yikanarak kurutuldu.

Kuruyan preparatlar 1gik mikroskobunda kontrot edilerek uygun ézellikteki
(kromozom morfolojisi bozulmamis ve bantlari iyi ayirt edilebilen)
metafazlarin analizi yapilarak diger preparatlarda ayni iglemler
tekrarland..

Preparatiar entellan kullanarak lamellerle kapatilarak incelemeye alindi.
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4. BULGULAR

Caligmaya alinan olgularin ézellikleri Tablo 9'da verilmigtir. Olgularimizin
10’u kadin, 15'i erkekdi. Her hastaya ait ortalama 20 metafaz hiicresi incelendi.

Ph pozitif oldugu bilinen K562 hiicre hattinda bcer-abl pozitif, Ph negatif
oldugu bilinen distile su da ise bcr-abl negatif olarak bulunmugtur. Olgularda M-
ber/abl pozitifligi orani 20/25 (%80) olarak bulunmustur. Ph kromozomunun
pozitiflik orant %80°dir.

384bp

§ —— 19650p

Sekil 10: Jel gétuntist

M-DNA agirlik belirleyicisi 5-Hasta 2 B- actin
1-Distile su B-actin pzr 6-Distile su kml primerleri ile
2-Negatif kontrol B-actin

3-Pozitif kontrol B-actin K 562 hiicre
hatti

4-Hasta 1 B-actin

7-Negatif kontrol

8-Pozitif kontrol K 562 hiicre hatti
9-Negatif hasta

10-Pozitif hasta
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Tablo 9: KML hastalarinda Ph kromozomu ve M-BCR/ABL'nin korelasyonlari

Hasta no Yas-cinsiyet | Tani Ph kromozomu | M-BCR/ABL
1 73-Q KML 0 +
2 39-8 KML + +
3 76-9 KML + +
4 55-8 KML + +
5 36-&8 KML ? - -
6 45-3 KML 0 -
7 58-Q KML ? - +
8 85-Q KML 0 +
9 50-Q KML + +
10 48-Q KML + +
11 20-& KML ? - -
12 60-& KML + +
13 32-8 KML - -
14 65-Q KML + +
15 57-& KML + +
16 58-3 KML + +
17 83-Q KML 0 +
18 63-8 KML + +
19 51-& KML ? - +
20 49-3 KML + +
21 42-Q KML 0 +
22 38-8 KML ? + +
23 45-Q KML + +
24 49-3 KML ? - -
25 54-& KML + +

(O)=ureme yok , (-)= negatif sonug, (+)= pozitif sonug
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Sekil 11: KML olgulu bir vakada karyotip sonucu 46,XX 1(9;22) (q34;q11).
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5. TARTISMA-SONUGC

Kronik myelositer I6semi pluripotent hematopoetik kék hiicrelerinin klonal
myeloproliferatif bir bozuklugudur. KML' |i hastalarin % 90' inda 9 ve 22
numarali kromozomlar arasinda resiprokal translokasyon 1(9;22) (g34;911)
bulunmasi ile karakterizedir. Bu translokasyon sonucunda 22g- (Ph-
kromozomu) ve 8g+ kromozomu meydana gelir (4,42).

Molekuler dizeyde yapilan ¢alismalarda Ph-kromozomunun, 9 numarali
kromozomdaki abl proto-onkogen geni ile 22 numarali kromozomdaki bcr
geninin yeniden dizenlenmesi ile olugan ber-abl fizyon geninin sonucu oldugu
anlasgilmistir (3,26).

Sitogenetik bir bulgu olarak bilinen Ph' kromozomunun hibrid bcr/abl
onkogeninin olusumundan sorumlu oldudunun gésteriimesi, KML'de erken
dénemde sitogenetik bulgu olarak gérilen bu degisikligin malign
transformasyonun hangi agsamasinda ortaya ¢iktigi ve bu siirecin ne kadarindan
sorumlu olduguna iliskin sorularin yogunlagmasina yol agcmistir. Bu sorularin
yanitlanmasi ile Ph kromozomunun hastaligin prognozundaki etkinliginin daha
iyi tanimlanabilecegi dustntlmektedir. ber/abl geni tagiyan transgenik farelerde
yapilan bir c¢alismada, transfeksiyondan sonra geligen l|6semilerin erken
déneminde ¢ok fazla sitogenetik degisikligin olmadidi ve ilerleyen dénemlerde
klonal sitogenetik degisikliklerin ortaya ¢iktig: bildirilmigtir (35).

X-linked marker'lar ile yapilan ¢aligmalar Ph' kromozomunun varligindan
énce "stem celler’de klonal bir artis oldugunu géstermigtir (17). Bununla birlikte,
kemik ilii transplantasyonu gegiren Ph pozitif KML'li hastalarda yapilan
caligmalarda transplantasyon sonrasi Ph kromozomunun varliginin relaps icin
yuksek risk olusturdugu bildirilmektedir (35). Ph pozitif hastalarin standart
kemoterapi ile iyi kontrol edilebilmelerine ragmen, bu tedavi ile PH

kromozomunu tamamen ortadan kaldirmak genellikle mimkin olmamaktadir
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(10). Bu hastalar ortalama 3 yil igerisinde akselere faza girmekte ve blastik
krizde sekonder sitogenetik degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir (10,35).

KML'nin asemptomatik nétrofil artisi ile karakterize baslangi¢ fazinda,
kronik fazda ve akut blastik krizde Ph' kromozomu'nun varhg
gbsterilebilmektedir. Bu ise fizyon geninin hematopoetik sistemde farklilasmayi
etkilemeden ¢ogalmay! indukledigini disindirmektedir. Ph kromozomu varligi
kadar, Ph kromozomu igeren hucrelerin orani da prognoz agisindan
degerlendirilmektedir. Ph' kromozomu varligi molekdler yéntemlerle son derece
gavenilir bir sekilde gdsterilebilir.

ber-abl geninin saptanmasi KML' nin tanisini koymada, Ph-kromozomu
negatif KML'nin yeniden siniflandiriimasinda, KiT, IFN veya kemoterapi sonrasi
minimal reziduel hastaligin saptanmasinda, degisik tedavi stratejilerinin
planlanmasinda yol gésterici olmaktadir (4, 6,)

Sitokimyasal boyalarla hicrelerin isaretienmesi gibi yéntemierle dahi,
morfolojik incelemede %1'in altindaki neoplastik infiltrasyon genellikle
saptanamamaktadir. Klinik éneminden dolayi I6semi ve lenfomali hastalarin
gercekten remisyonda olup olmadikiarinin taniminin yapilmasi gerekmektedir.

ber-abl fizyonu DNA, RNA ve protein dlizeyinde saptanabilmektedir.
Cesitli yontemler ve sayisiz modifikasyonlar geligtirilmistir. Floresan in situ
hibridizasyon (FISH), konvensiyonel Southern blotting, pulse-field elektroforez,
PZR ve immunopresipitasyon bunlardan bazilandir. Her y&ntemin,
arastirmacinin kisisel becerisi ve kullanilan hlcre 6rneklerine bagli olarak
avantaj ve dezavantajlari vardir. Kullanilan yéntemin duyarliliginin yani sira hizli
ve tekrarlanabilir olmasi da 6nemlidir.

Minimal reziduel hastaliin saptanmasinda PZR teknidinin duyarlihg
1:106 olmasina karsin morfoloji ve Southern blotting tekniginin duyarliigi  %1-
5, immunofenotiplemenin duyarlihd: ise 1:104 olarak saptanmigtir (5).

Hem hastaligin tanisinin konulmasinda hem de minimal reziduel hastahgin
saptanmasinda kullanilabilen PZR yéntemi ile Ph-kromozomu pozitif K562

53



hicre hattinda 1 ug RNA'nin 1:105 dilusyonunda dahi ayirim yapilabilmektedir.
Bunun sonucunda tek bir hiicreden dahi RNA amplifiye edilerek p210 bcr-abl
mRNA saptanabilmektedir (24, 27).

Bu c¢alismada RT-PZR ydntemi ve konvensiyonel sitogenetik
¢aligmalar kullanilarak klinik ve laboratuar bulgulari ile KML tanisi konulan
hastalarda bcr-abl flizyon geninin pozitif bulunma orani her iki yéntem agisindan
kargilastinimigtir.

PZR teknolojisinin gelismesi ile gok az miktardaki ntkleik asit érneklerinin
analizinin yapiimasi buyldk oranda kolaylagmistir. Cok az miktardaki genomik
DNA kullanilarak amplifikasyon saglanabilir (24). Ph-kromozomu pozitif olan
KML hastalarinda yapilan RT-PZR ¢alismalarinda %98' e varan oranda bcr-abl
pozitifligi saptanmistir (26). Bu bulgularla, olusan molekuler degisikligin Ph-
pozitif KML' de duyarl bir test oldugunu séyleyebiliriz (27).

Bu calismamizda Kklinik ve laboratuar bulgulan ile KML tanisi konan
hastalarda PZR ile bcr-abl flzyon geninin pozitifligi %80 olarak bulunmustur. Bu
sonug literatir sonuclar ile karsilastirildiginda dasidk kaimaktadir. Ayni
zamanda sitogenetik bulgularimiz  Ph kromozomu bakimindan %80
bulunmustur. Bununla birlikte 5 hasta da hiicre kultart yapilamamistir. 25 KML
hastasindan alinan kemik iligi érneklerinden elde edilen hicre kultir sonuglari;
5 olguda hiicre kultard elde edilememigtir.

15 olguda Ph kromozomu (+) pozitifdir.
5 olguda Ph kromozomu (-) negatifdir.

25 KML hastasindan alinan kemik iligi érneklerinden elde edilen
M-bcr/abl sonuglari;

20 olguda M-bcr/abl (+) pozitifdir.
5 olguda M-bcr/abl (-) negatifdir.

ber-abl transkriptinin 20 olguda Ph (+) ve 5 olguda (-) RT-PZR yéntemii ile

tesbit edilmesi hastalarin sitogenetik analizleriyle uyum géstermektedir. Hiicre
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kiltara yaptlamayan 5 olgunun 4 tanesinde bcr-abl(+) pozitif bulunmustur. 1
tanesinde bcr-abl negatif bulunmustur. Sitogenetik agidan Ph(-) negatif olan 2
olgu molekuler galigmada bcr-abl (+) pozitif bulunmustur. Olgularimizin biytk
bir kismi kronik fazda bulunan hastalardan olugmaktadir. ber-abl hibrit geninin
iki farkh birlesim tipinin (b2a2-b3a2) hastalarin klinigi ve yasam srelerinde
herhangi bir degismeye neden olmadi§i bildiriimektedir (35).

Calismamizda elde ettigimiz sonuglarin literatlr sonuclarindan dasik
olmasinin nedenlerinden birisi olgu sayisimin distklaga ofabilir. Bunun béyle
oldugunu anlamak icin olgu sayisi ¢odaltarak c¢alismaya devam edilmesi
gerekir, diger bir etken de PZR Urunlerinin analizinin ethidium bromit ile
boyanmisg, TBE-agaroz jelde yapiimasi olabilir.

PZR, kontaminasyona bagh olarak yalanci pozitif sonu¢ verebilir. PZR-
pozitif sonuclar, bagimsiz hiicre 6rneklerinin tercihen alternatif metodlarla
analizi yapilarak kontrol edilmelidir. Calismamizda Ph-pozitif oldugunu bildigimiz
K562 hticre hattinda ber-abl pozitif olmasina karsin Ph-negatif oldugunu bilinen
distile su bcr-abl negatif buldugumuzdan kontaminasyon oldugunu
disunmemekteyiz.

PZR yoéntemindeki bir diger zorluk da yazarlar tarafindan cesitli
yontemlerin kullaniliyor olmasidir. Siklus sayisindaki degisiklikler, negatif
kontroldeki degisiklikler ve bunlarin eklenme evresindeki degisiklikler, nested
primerin kullanihp kullaniimamasi da sonuglari etkilemektedir. Ayrica bir
hastanin PZR sonuglarinin klinik bulgulari ile uyguniuk gésterip géstermedigine
karar vermede zorluk olugturmaktadir. Ornegin Martiat'in yapmig oldugu bir
calisgmada tam hematolojik ve sitogenetik remisyonda oldugu kabul edilen 10
tane KML hastasinin tamaminda ilk PZR' da negatif sonu¢ alinmasina ragmen
nested primerle yapilan ikinci PZR' da alinan 17 érnekten 9' unda BCR-ABL
pozitif bulunmugtur (32).

Calismamizda alinan sonuglarin hastalarin erken dénem klinik bulgulari

ile korelasyonunu saptanamamasinin nedeni ¢aligma sdresinin kisa olmasindan
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kaynaklanmistir. Calisma sayimizin artirilarak alinan sonuglarla hastalarin klinik
seyri arasindaki iligkinin aragtirtimasi yararlt olacaktir. bcr-abl hibrit geninin
hangi mekanizmalari kullanarak hicreleri transforme ettikleri ve diger proto-
onkogenlerle iligkilerinin aydinlatiimasi i¢in daha ileri arastirmalara gereksinim
duyulmaktadir.

Ayrica PZR yoénteminin diger yéntemlerden daha hizh ve daha duyarh
olmasindan dolay! malign hastaliklarin tanisini ve tedaviye cevabin
izlenebilmesinde daha etkili oldugunu belirtmekte olup, bu c¢alisma ile bu
sonuca ulasmayi hedeflemekteyiz.

Sonug olarak ; Anabilim Dalimizin Molekuler Biyoloji Laboratuarinda RT-
PZR yo6ntemi, tez bitiminde rutin hizmete sokularak hastaliklarin tanisi ve

tedaviye yanitin izlenmesinde buytk destek ve olanak saglayacaktir.
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