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OZET

OZGEN, Genetik A.B. (2012). AML’ de APAF-1 Promotor Metilasyonu, Kardes
Kromatid Degisimi, Kromozomal Anomaliler ile Klinik ve Laboratuvar
Parametreleri Arasmdaki Iliski. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Genetik ABD. Genetik Program,Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2012.

Losemi patogenezinde, apoptoz mekanizmasi bozukluklart ve genomik instabilitenin
onemli rol oynadig: diistiniilmektedir. Cesitli kanser tiirlerinde, apoptotik yolakta yer
alan APAF-1 geni promotor bolgesinin metilasyona ugradigi belirtilmektedir. Ayrica,
bu genin genomik stabilite acisindan da Onemli oldugunu diisiindiiren deneysel
calismalar vardir. Caliysmamizda yeni tani, remisyon ve niiks evrelerindeki AML’ h
yetigkin 21 olgunun kemik iligi ve periferik kan Orneklerinden konvansiyonel
sitogenetik tetkik yapilmis, ayrica kardes kromatid degisimi (KKD) sikligi saglikli
kontollerle karsilastirilmistir. APAF-1 geninin promotdr bolgesinin metilasyon durumu
da incelenmistir. AML‘li hastalarm 12° si (%57,1) remisyon, 7’ si (%33,3) yeni tani, 2’
si (%9,5) niiks olguydu. 21 olgudan 17’ sinin anormal karyotipe sahip oldugu saptandi.
KKD sikhgi AML hasta grubunda (7.704 + 2.1866) kontrol grubundan (4.255 + 0.7438)
anlamli olarak yiiksekti (p=0.000). Remisyon ve yeni tanii AML olgular1 arasinda
KKD sikhig agisindan farklihk yoktu (swrasiyla 7,75 + 1.88 ve 7,94 £ 2.5; p=0.8).
Calismamizda AML hastalarinin ve kontrollerin hicbirisinde APAF-1 geni promotor
bolgesinde metilasyon saptanmadi. Hasta grubundaki yiiksek KKD siklhigt AML
gelisiminde genomik instabilitenin rol oynayabilecegini gdstermektedir. Diger yandan,
APAF-1 gen promotoriinde metilasyon saptanmamasinm; bu genin ifadesinin post-
transkripsiyonel mekanizmalardan da etkilenmesi olasilig1 nedeniyle, AML patogenezi
ile iliskisinin diglanamayacagi diistiniilmektedir. AML’> de APAF-1 aktivitesi ve bunun
genomik instabilite ile muhtemel iliskisinin daha ileri yontemlerle arastirilmasi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler :Yetiskin, AML, Konvansiyonel Sitogenetik, KKD, APAF-1

Bu cahsma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 14442
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ABSTRACT

OZGEN, Department of Genetics, Comparison of APAF-1 Promoter Methylation,
Sister Chromatid Exchanges, Chromosome Abnormalities, Clinical and
Laboratory Parameters in AML patients, Istanbul University, Institute of Health
Science, Genetics Programme, Master Thesis. Istanbul. 2012.

Defects in the apoptotic mechanism and genomic instability have been implicated in the
pathogenesis of leukemias. Also, there is experimental evidence that APAF-1 gene (a
component of the apoptosis pathway) plays a role in genomic instability. In the present
study, we performed cytogenetic analysis in patients with acute myelocytic leukemia
(AML). We also evaluated sister chromatid exchange frequency (SCE) in the patient
group in comparison with healthy controls. In addition, we determined the methylation
status of the promoter of the APAF-1 gene. Of the 21 patients with AML, 12 individuals
were in remission (57,1%), 7 were newly diagnosed (33,3%) patients and 2 were in
relapse (9,5%). Seventeen patients were found to have an abnormal karyotype. The
mean SCE frequency was significantly higher in the patient group compared to controls
(4.255 +£0.7438 vs 7.704 + 2.1866; p=0.000). SCE frequency was not different between
newly diagnosed patients and patients in remission (7,94 + 2,5 and 7,75 + 1.88,
respectively; p=0.8). In none of the individuals in the patient and control groups the
promotor of the APAF-1 gene was methylated. The increased SCE frequency in the
patient group suggests that genomic instability plays a role in the pathogenesis of AML.
However, the lack of methylation in the APAF-1 gene promotor does not exclude a
possible role of the gene in AML pathogenesis because post-transcriptional mechanisms
may also be impaired. We propose that the involvement of APAF-1 gene and its
possible relation to genomic instability should be evaluated by more sophisticated
method.

Key Words: Adult, AML, Conventional Cytogenetics, KKD, APAF-1.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 14442



1. GIRIS VE AMAC

Akut 16semiler, hemopoietik progenitdr hiicrelerin neoplastik transformasyonu
sonucu gelismektedir. Normal kan hiicrelerinin yapilamamasinin yani sira, farklilagma
ve olgunlagsma kusuru gosteren I6semik hiicrelerin kemik iligini, periferik kani ve diger

dokulart istila etmesi ile karakterize malign kemik iligi hastaliklarmin genel adidr (Ali
R., 2006.).

Akut 16semili hastalarin  sagkalimi, etkin kemoterapi ydntemlerinin
bulunmasindan 6nce birkag hafta veya ayla sinirliydi Gelistirilen etkin kemoterapiler ve
destek tedavi uygulamalari sayesinde giinlimiizde 16semilerin prognozunda ciddi dlgiide
diizelme olmustur. Herseye ragmen, 6zellikle ileri yastaki erigkinlerde, mevcut tedavi

imkanlar1 ile tam gifa saglanamamaktadir.

Akut miyeloid losemi (diger adlariyla akut miyeloblastik 16semi veya akut
nonlenfoblastik 16semi, AML), CFU-GEMM (graniilosit-eritrosit- megakaryosit-
makrofaj koloni olusturan iinite)’ den koken almaktadir. Akut 16semi tipleri ile iligkili
tekrarlayan  kromozomal bozukluklar (6zellikle resiprokal translokasyonlar)
bilinmektedir. Bu transkolasyonlarin pek ¢ogunda yer alan genler tanimlanmstir. Belli
baz1 kromozomal bozukluklarinin belirli akut I6semi tipleri ile iliskili oldugu ve
sitogenetik anomalilerin hastaligin prognozu iizerinde ciddi etkiye sahip oldugu
belirlenmigtir. Tanimlanan sitogenetik ve molekiiler bulgularm artmasiyla her gecen

giin tedaviprotokolleri sekil almaktadr (Kern, W F.(Ed.), PDQ Hematology, 2005).

Kardes kromatid degisimi (KKD) homolog kromozomal bolgelerde meydana
gelen parga degis tokusuyla tanimlanmaktadir. KKD sonucu DNA’ da kirilmalar ve
yeniden diizenlenmeler olmakta, bunun yaninda kromozom morfolojisinde herhangi bir
degisiklik meydana gelmemektedi. KKD boliinmekte olan hiicrelerde daha ¢ok
spontan olarak meydana gelir (Latt, A. S. ve Schreck, R. R., 1980).



Genotoksik ajanlara maruziyet sonucu DNA’ da meydana gelen, replikasyon
esnasinda onarillamayan hatalar, KKD’nin meydana gelmesine ya da artismna yol
acmaktadir. DNA hasarma neden olan pek cok ajann KKD sikhgini arttirdig
bilinmektedir. Bu nedenle fiziksel ya da kimyasal ¢esitli etmenlerin mutajenik ya da

karsinojenik etkilerini ortaya c¢ikarmakta duyarli bir parametre olarak kabul
edilmektedir (Banerjee A. ve Benedict F. W., 1979) .

Kanser olusumuna neden olan degisimlerden biri de apoptotik yolakta
meydana gelen diizensizliklerdir. Karsinogeneze yol agan apoptotik yolak
bozulmalarinin, apoptoziste Onemi olan APAF-1 geninde meydana gelebilecek
epigenetik degisimlerden de kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Furukawa Y. ve ark.,
2005).

DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmaksizin gen transkripsiyonunun
diizenlenmesi ile iligkili, geri donustiiriilebilir, kaltilabilir 6zellik tasiyan olaylar
‘epigenetik degisiklikler’ olarak adlandirilmaktadir. Epigenetik degisimlerden biri olan
DNA metilasyonunun AML progresyonu ve kemoterapi direncini etkileyen 6nemli bir

faktor olduguna dair ¢alismalar mevecuttur (Kroeger H. ve ark 2008).

APAF-1 (Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1), diger adiyla KIAA0413,
12923 lokalizasyonunda yer alan 27 ekzonlu bir gendir. Tiimdr baskilayict rolii olan
APAF-1 geninin DN A hasarinda apoptozise yol agan yolakta rol almasindan dolay1

karsinogenez sonrast uygulanan tedavi direncinde 6nemli bir rol oynamasi s6z

konusudur. (Anonim-1, Apaf-1 2011).

APAF-1 gen promotoriiniin, bu genin diger kanser tiirlerindeki 6nemi nedeniyle,
AML gelisimi swasinda metilasyona ugrayabilecegi akla gelmektedir. Promotor
metilasyonu farkli 16semi ¢esitlerinde gosterilmesine ragmen APAF-1’ in I6semiler ve
lenfomalardaki roliine dair yapilan g¢aligmalarin sayisi kisithdir. Son zamanlarda,
APAF-1 ekspresyonundaki degisikliklerin kromozomal instabiliteye de yol agabilecegi
bildirilmistir (Mouhamad S. ve ark., 2007).



Caliymamiz, yeni tani, remisyon ve niks evrelerindeki yetiskin AML
hastalarinda kardes kromatid degisimi siklhiklari, APAF-1 gen metilasyon durumu ve
konvansiyonel sitogenetik bulgularinin degerlendirilmesi ile bunlarm hem prognostik
Oonemlerinin ortaya konmasi, hem de patogenezdeki muhtemel rollerinin incelenmesi

amacini tagimaktadir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. KANSER

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz proliferasyonu ile karakterize edilen bir hastalik

olmakla birlikte patolojik olarak farkli alt tiplere ayrilmaktadir.

Karsinom: Epitelyal hiicreden kéken almaktadir. Meme, deri ve i¢ organlardan
koken alan kanserlerin bir c¢ogu bu gruptadir. Tim kanserlerin %85-90" m

olusturmaktadr.

Sarkom: Bag dokusu kokenli kanserlerdir. Kemik, kas, yag dokusu, kikirdak,
kan damar1 gibibag dokularindan koken almaktadir.

Losemi: Lenfoid organ ya da kemik iliginden koken alan 16kositlerin kontrolsiiz

proliferasyonu ile karakterize gruptur.

Lenfoma: Ozellikle dalak ve lenf diigiimii gibi lenfoid organlarin kanseri
olmaktadir (Alberts B. ve ark. Molecular Biology of The Cell 2008).

Normal hiicrelerde ¢ogalma, biiylime, farklilagsma, 6liim ve genom biitiinliigiiniin
saglanmas1 belirli bir dengede yiiritiiliir. Kanserli hiicrelerde ise hiicre adhezyonu,
kontakt inhibisyon, hiicre siklusunun denetimi, DNA tamir mekanizmas1 ve apoptoziste
rol oynayan onkogen ve tiimor siipresor genlerde meydana gelen kromozomal yeniden
diizenlenmeler, delesyonlar, mutasyonlar vb. mutasyonel mekanizmalar gozlenir

(Nussbaum L. R. ve ark. 2005).

Kanser genleri iki smifa ayrilir: Onkogenler ve tiimor siipresor genler.
Onkogenler hiicre boliinmesini aktive ederken, timor siipresdr genler kontrolsiiz hiicre
boliinmesini baskilayarak ters yonlii etki gostermektedirler (Nussbaum L.R. ve ark.
2005).



Genetik mekanizmalarda meydana gelen bozukluklarin saptanmasi kanser
gelisimindeki tiim sorular1 yanitlayamamaktadr. Bu nedenle, son yillarda epigenetik

calismalar 6nem kazanmustir (C. Plass, 2002).

Yapilan ¢aligmalar, karsinogenez swasinda genomda meydana gelen
bozukluklarm genetik oldugu kadar epigenetik temelleri de iliskili oldugunu ortaya
¢ikarmugtrr (C. Plass, 2002).

Epigenetik mekanizmalardan biri olan metilasyon, tiimor siipresér genler gibi
kritik biiylime regiilator elemanlarmin transkripsiyonel susturumunda temel role
sahiptir. DNA hipermetilasyon ve hipometilasyonu gen ifadesinde degisikliklere yol
acarak karsinogenez olugsumunda etkili olabilmektedir. Metilasyon 5-mC bolgelerde
meydana gelir ve bu bolgeler tiim genom dizisinde yer alabildigi gibi CpG adacilari

denen bdlgelerde daha yogun bulunmaktadr (Baylin B. S., 2005).

Sitogenetik ve molekiiler analizler ile belirlenebilen hiicresel mekanizma
bozukluklar1 hastalik patogenezini belirlemekte ve tedaviye yon vermektedir (Mrozek
K. ve ark., 2004).

LOSEMi NEDIiR?

Losemi, lenfoid organ ya da kemik iliginden koken alan Idkositlerin kontrolsiiz
proliferasyonu ile karakterize hastalik grubudur. Hematolojik maligniteler sagkalim ve
olgunlagsma O6zelliklerine dikkat edildiginde bashca akut ve kronik olarak iki smifa
ayrilmaktadirlar. Akut losemiler; olgunlasmamis hiicrelerin, blastlarin 6ne c¢iktigi,
tedavi edilmediginde sagkalim siiresinin birkag ay veya haftalarla smirlandirildig:
hastalik alt grubudur. Kronik 16semiler ise; olgun hiicrelerin 6ne ¢ikmas1 ve sagkalimin
yillarca siirebilmesiyle karakterizedir. Akut l6semiler, lenfoid ve miyeloid olmak iizere
hematopoietik kok hiicrenin farkhilasmaya basladigi ilk basamak temel alinarak iki alt
gruba ayrilmaktadir. Kok hiicreler CFU-L(Lenfoid koloni yapan iinite)’ ye farklilasirsa
lenfoid; CFU-GEMM (Graniilosit, eritrosit, megakaryosit, makrofaj yapan iinite)’ ye
ayrilirsa miyeloid olarak adlandirilir (Kern W F.(Ed.), PDQ Hematology, 2005).



2.1.1. Hematopoez ve Kok hiicre Modeli

Kok hiicre modeline gore tiim kan hiicreleri pluripotent hematopoetik kok
hiicrelerden koken almaktadir. Hematopoietik kok hiicreleri kendini yenileyebilme ve
farkillagma 6zelligine sahiptirler. Kemik iliginde az sayida bulunmaktadir ve morfolojik
olarak aymrt edilmeleri miimkiin degildir. Pluripotent kok hiicrelerin biiylik ¢ogunlugu
hiicre dongiisiiniin Go evresindedir. Toplam hiicre sayisinin yaklasik %1’ i bir immatiir
hiicre belirteci olan CD34 ekspresyonu olan pluripotent kok hiicrelerden olugmaktadir.
Kok hiicre iceren bir kemik iligi slispansiyonu elde etmek icin CD34 belirtecli
hiicrelerin ayristrilmasina ihtiyag duyulmaktadir (Kern W F.(Ed.), PDQ Hematology,
2005).

Cevresel kanda az da olsa ‘‘cevresel kan progenitdr hiicreleri’’ olarak adlandirilan
hematopoetik kok hiicreler bulunmaktadir. Kandaki progenitér hiicre oranini arttirmak
icin yilksek dozlarda hematopoietik biiylime faktdrii uygulamasi veya sitotoksik tedavi

uygulamas1 kullanilmaktadir (Kern W F.(Ed.), PDQ Hematology, 2005).

Pluripotent hematopoetik kok hiicrelerden, yOdnlenmis progenitdr hiicreler
olusmaktadir. Tiim olgun kan hiicreleri progenitor hiicre serilerinin farklilagsmas1 sonucu
olusmaktadir. Yonlenmis progenitér hiicreler CFU (colony forming unit=koloni
olusturan birim), BFU (Burst-forming unit) gibi ¢esitli isimler almaktadr. Ik
farklilasma CFU-GEMM (Graniilosit, eritrosit, monosit/makrofaj ve megakaryosit)
veya CFU-L (Lenfoid) serisine dogru gergeklesmektedir. Hematopoetik biiylime
faktorlerinin de etkisiyle binlerce olgun kan hiicresi olugmaktadir (Kern W F.(Ed.), PDQ
Hematology, 2005). Sekil 2.1° de hematopoetik gelisim tablosu yer almaktadir.



CMP (CFU-S) ' ‘ cLP

CFU-GEMM

CFU—GM

Erierosih

Sekil 2-1 : Hematopoetik Gelisim

HSC: Hematopoetik Kok Hiicre, HPC: Hematopoetik Progenitér Hiicre, CMP: Common Myeloid Progenitorler
CLP: Common Lenfoid Progenitér CFU: Koloni Olusturan Unite NK: Natural Killer- Dogal Oldiiriicii
(http://daley.med.harvard.edu./assets/Willy/willy.htm)



2.2. AKUT MiYELOID LOSEMi

Akut miyeloid 16semi ¢ocukluk ¢aginda da goriilmekle birlikte ileri erigkin yas
grubunda en sk gozlenen losemi tipidir (T.H.D., 2006). Blastlar ve yeterince
diferansiye olmamis 6nciil hiicreler kontrolsiiz ¢cogalma ile kemik iligini istila ederek
normal hematopoezi baskilamaktadir. Etkin kemoterapi yontemlerinin bulunmasindan
once birka¢ hafta ya da ayla smirli olan sagkalim siiresine sahip 6zellikle gocukluk
cagindaki hastalarm Iosemi prognozunda ciddi diizelmeler saglamistwr. Ancak birgok
ileri yastaki erigkin hasta grubunda mevcut tedavi olanaklariyla iyilesmede tam olarak

basar1 saglanamamaktadir.

2.2.1. Akut Miyeloid Lésemi insidans

Amerikan Kanser Dernegi verilerine gore losemi tanist konulan her 31500
bireyden 21500’ i hastalik nedeniyle hayatini kaybetme tehlikesiyle karsi karsiyadir.
Akut 16semi tiim kanser tiirlerinin % 3’ tinden azimi olusturmakla birlikte ¢ocukluk cagi
ve 39 yas alt1 yetiskinlerde kansere bagh Oliimlerde 6nde gelmektedir. Batida tiim
l6semilerin arasmmda AML orani yaklasik olarak % 25’ dir. Diinyada AML sikhigt ABD,
Avustralya ve Bat1 Avupa’ da en yiksek diizeyde gozlenmektedir. 1975-2003 yillar1
arasinda ABD’ de yilda yasa baglit AML insidans orani 3,4 / 100.000” dir (Deschler B.
ve Liibbert M., 2006).

AML insidans1 yasla birlikte artis gostermektedir. 65 yas altinda insidans yiiz
bin bireyde 1,3 iken, 65 yas istii bireylerde yiiz binde 12,2 olarak saptanmustir. Akut

miyeloid l0semilerin insidansi son yillarda yaklasik olarak ayni diizeyde seyretmektedir
(Dingol, G. ve ark., 2003).

2.2.2. Akut Miyeloid Losemi Etiyoloji
AML’ nin etiyolojisi AML hastalarmin ¢ogunda tam olarak agikliga

kavusturulamamakla birlikte, her gecen giin 16komogenik ajanlar hakkinda daha fazla

bilgi sahibi olunmaktadir.



AML gelisimi bircok risk faktorii ile iliskili olmakla birlikte, bilinen riskler

belirlenen vakalarmn sadece kiigik bir kismini ag¢iklamaktadir. Bu riskler yas,

hematolojik hastaliklar, kimyasallarmn, viriislerin ve radyasyonun yol agtig1 genetik

bozukluklar, kemoterapi veya saghgi etkileyecek meslek sahibi olmak vb. olarak
sayilabilmektedir. Risk faktorleri ile ilgili bilgiler Tablo 2.1’ de yer almaktadir

(Deschler B. ve Liibbert M.,2006).

Tablo 2-1 : Akut Miyeloid Losemi {le iligkili Risk Faktorleri.

(Deschler B. ve Liibbert M.,2006)

Genetik hastaliklar

Down sendromu
Klinefelter sendromu
Patau sendromu
Ataksia telenjiektazi
Shwachman sendromu
Kostman sendromu
Neurofibromatozis
Fanconi anemisi

Li-Fraumeni sendromu

Fiziksel yada kimyasal etkenler

Benzen

Pipobroman gibi ilaglar
Pestisitler

Sigara kullanim
Formaldehit vb. kimyasallar

Herbisitler

Radyasyona maruziyet

Terapi yada terapi ile iliskili olmayan

radyasyon
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Kemoterapi Alkali ajanlar
Topoizomeraz-1II inhibitorleri
Antrasiklinler

Taksanlar

2.2.3. Akut Miyeloid Losemide Prognoz

AML’ de tedaviye yaniti ¢esitli klinik ve biyolojik 6zellikler belirlemektedir. 60
yasin iizerinde olmak, tedavi Oncesi performans durumunun kotii olmasi, AML’ nin
daha 6nceki bir kemoterapi ya da MDS gibi bir hematolojik hastalik sonucu ortaya
cikmas1 (Sekonder AML) ve yiiksek 1okosit sayisi( >20.000/mm3) veya yiksek laktat
dehidrogenaz diizeyi olumsuz prognostik faktorlerdir. Bunlarm yanisira, ‘‘multidrug
rezistans MDRI protein’> ve immunofenotipleme incelemeleri prognostik bilgiler
sagladig1 gibi l6semik hiicrelerin sitogenetik analiziyle prognoz gostergesi olan dnemli
bilgiler elde edilmektedir. Sitogenetik anomaliler kimi FAB alt-tipleri ile korelasyon
gosterdigi gibi [6rne8in; M3’ te t(15;17)] onemli prognostik faktorler olarak da kabul
edilmektedir (Dingol, G. ve ark., Klinik Hematoloji, 2003).

Klinik ve laboratuvar verilerinin kombinasyonu ile AML’ de {i¢ prognostik alt-
grup tanimlanmistir. Bunlardan olumlu prognostik alt-grup, 60 yas ve daha geng
hastalarm yaklagik %20’ sini olusturmaktadir (Ding¢ol, G. ve ark., 2003 Klinik
Hematoloji). Losemik blastlarda t(15;17), t(8;21), inv(16) veya t(16;16) ve normal
sitogenetikli olgularda FLT3 yoklugunda NPM1 mutasyonu veya CEBPA mutasyonu
olan olgular iyi risk grubunda yer almaktadir. Orta risk grubunda normal sitogenetik,
+8, t(9;11) ve tanimlanamayan anomaliler ile inv(16) veya t(16:16), t(8;21) olup c-KIT
mutasyonu tagtyan olgular yer almaktadir. Kotii risk grubunda ise normal sitogenetik
olup NPM1 yoklugunda FLT3-ITD mutasyonu olmasi, kompleks (3 veya 3’ den fazla
anormal klon) karyotip, -5, 59-,-7, 79-, 11923, non t(9;11), inv(3), t(3;3), 1(6;9), 1(9;22)
anomalilerine sahip olgular yer almaktadir (T.H.D., 2011).
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Yaslar1 60’ 1 tstiinde olan vakalarda genellikle prognoz kotiidiir ve bunlarda 5

yillik yasam siiresi %10’ dan azdir (Dingol, G. ve ark., Klinik Hematoloji, 2003).

2.2.4. AKUT MIiYELOID LOSEMi SINIFLANDIRMASI

Akut I6semiler ¢esitli sekillerde smiflandirilmaktadir. Bu smiflandirma
bigimlerinden 1976 yihinda Fransiz, Amerikan ve Ingiliz bir grup hematolog tarafindan
olusturulan French-American-British (FAB) siniflamasinda akut l6semiler, hiicrelerin
morfolojik ve sitokimyasal boyanma 6zelliklerine gore gruplanmistir (Bennett M. J., ve
ark.,1989; J. Vardiman W. J. ve ark., 2002). FAB smiflandirmasma gére AML alt
gruplar1 Tablo 2.2° de yer almaktadr.

Akut I6semilerin prognozunda immunolojik ve sitogenetik bulgularin 6neminin
ortaya ¢ikmasiyla hiicre ylizey antijenleri ve sitogenetik bulgularin da eklendigi MIC
ve EGIL siniflandirmalar1 olusturulmustur. “EGIL Siniflamasi” (European Group for
the Immunological Classification of Leukemias), ad1 verilen sistemde AML’ ler 2 veya
daha fazla miyeloid marker (MPO, CD13, CD33, CDw65, Cd117) ekspresyonu ile
tanimlanmis ve akut lenfoblastik I6semiler de B-1 pro-B hiicreli, B-1I common-B hiicreli
ve B-111 pre-B hiicreli olarak 3 alt gruba ayrilmaktadir (Ali R., 2006.; G. Abdul-Hamid,
2011; J. Vardiman W. J. ve ark. 2002).

Akut 16semilerin prognozunda sitogenetik ve molekiiler genetik markerlarin
oneminin 6ne ¢ikmasi ile 2001 yilinda Diinya Saghk Orgiiti (World Health
Organization, WHO) tarafindan hematopoietikk ve lenfoid neoplazmalar1 kapsayan
WHO smiflamasiolusturulmustur. WHO siniflamasinda; morfoloji, immiinfenotipleme,
sitogenetik ve molekiiler biyolojik 6zellikler g6z Oniine alinmistir. Akut 16semi tanisi
icin blastik hiicre sayis1 %30’ dan %20’ ye indirilmis ve nadir I6semi tipleri de dahil
edilmistir (Ali R., 2006; G. Abdul-Hamid, 2011; Vardiman W. J. ve ark. 2002).

WHO smiflamasinda akut l6semiler; miyeloid, lenfoid ve serisi belirlenemeyen
olmak tizere 3 gruba ayrilmaktadir. WHO siniflandirmasina gore AML alt gruplari,
Tablo 2.3’ de yer almaktadir. Akut miyeloid l6semiler ise 4 alt gruba bo liinmiistiir.
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FAB smiflamas1 AML alt grup smiflandirmalarinda, temel smiflandirma

kriterlerini icermektedir. (Bennett M. J. ve ark,1985). Bu nedenle giliniimiizde AML

smiflandirmasinda hala FAB smiflandirmasindan yaralanilmaya devam edilmektedir.

FAB smiflandirmasma gére AML alt- gruplar1 Tablo 2-2° de gosterilmektedir.

Tablo 2-2 : FAB Smiflandirmasi, AML Alt Gruplari
(Ali R., 2006; J. Vardiman W. J. ve ark. 2002)

MO Minimal farklilagsma gdsteren akut miyeloblastik 16semi
M1 Olgunlasma gostermeyen akut miyeloblastik 16semi
M2 Grantilositik olgunlagsma gosteren akut miyeloblastik 16semi
M3 Akut promiyelositer 16semi
M3V Akut varyant promiyelositer 10semi (mikrograntiler)
M4 Akut miyelomonositer 16semi
M4Eo Akut eozinofilik miyelomonositer 16semi
Mb5a Akut monoblastik 16semi
M5b Akut monositer 16semi
M6 Akut eritrolosemi
M7 Akut megakaryoblastik 16semi

WHO smiflandirmasma gére AML alt-gruplar1 Tablo 2-3° de yer almaktadir.

Tablo 2-3 : WHO Smniflandirmasi , AML Alt Gruplart
(AliR., 2006; J. Vardiman W. J. ve ark. 2002)

1. Tekrarlayan Genetik Anomalilerle Seyreden AML

*1(8;21)(q22;922), (AML 1/ETO) ile AML

«inv(16)(p139229 veya t(16;16)(p13;922), (CBFB/MYH1-1)ile AML

e Akut promiyelositer 16semi (t(15;17)(q22;q22), (PML/RAR«) ile AML)
11923 (MLL) anomalisi ile AML

2. Cogul Seri Displazisi ile Seyreden AML

*Onceden miyelodisplastik sendromlu

*Onceden miyelodisplatik sendrom olmadan
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3. Tedaviye Ikincil AML ve MDS

*Alilleyiciajanlarla iligkili

*Topoisomeraz II inhibitor ile iliskili

4. Tamimlanan Gruplara Girmeyen AML

2.2.5. AML ILE iLISKILI SIK GORULEN SITOGENETIK ANOMALILER
Akut miyeloid 16semi malign klonun olusumunda edinsel somatik mutasyonlarin
bliyik 6nemi vardir. Losemilerin ¢ogunda bu mutasyonlar, dengeli resiprokal bir
translokasyon sonucu ortaya ¢ikmakta ve AML’ de hematopoetik progenitdr hiicrelerin
proliferasyon {istiinliigii ile sonu¢lanmaktadir. Kromozomal translokasyon kirilma
noktalarmm klonlanmasi ile AML patogenezinden sorumlu bazi genler saptanmuistir.
Bunlarin patogenetik mekanizma ve prognoz agisimdan Onemlileri asagida yer
almaktadr (Dingol, G. ve ark., Klinik Hematoloji, 2003). Tablo 2.4’ de ise AML’ de

karsilasilan sitogenetik anomalilerden bazilarmnimn prognostik dnemleri gosterilmistir.

1- Core binding factor (CBF) ile ilgili translokasyonlar:

CBF hemotopoetik gelisimde 6nemli rol oynayan genlerin aktivasyonunu
saglayan transkripsiyon faktorlerinden biridir. Aktivasyonunu gerceklestirdigi genlerden
bazilar1 IL-3, Miyeloperoksidaz, GM-CSF, M-CSF reseptorii ve T-Hiicresi reseptor
enhancer’ dir. Heterodimerik yapiya sahip CBF, CBF-alfa (AML1) ve CBF-beta olmak
iizere iki komponentden olusur ve bunlarda t(8;21) ve inv(16) da yer alan
translokasyonlardir ve tek basina olumlu prognostik 6zellik gostermektedirler (Dingol,
G. ve ark., Klinik Hematoloji, 2003). CBF iliskili her iki translokasyonda hematopoezi
bozsalarda tek baslarma AML baslatmak icin yeterli degillerdir (O zbek, U., 2006).

2-1(8;21)(0922;0922)
t(8;21) AML hastalarinda saptanan ilk sitogenetik anomalidir. En sik gozlenen
translokasyonlardan olan t(8;21) eriskin AML vakalarmm %15’ inde saptanmaktadir

(Dingol, G. ve ark., 2003 Klinik Hematoloji). Translokasyon sonucu 21. kromozomda
yer alan AML1 geni (RUNX1 geni) ile 8. kromozomda yer alan ETO geni (RUNXITI

geni) flizyon geni olusturmaktadir. t(8;21) translokasyonu ile birlikte del(9) ve cinsiyet
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kromozom (—X veya —Y) kaybinin da gbzlendigi durumlar bulunmaktadir (Reikvam H.
ve ark. 2011; Peniket A. ve ark. 2005). t(8;21), genellikle FAB M2 tipinde saptanir ve
kemoterapiye iyi yanit, yiksek remisyon orani ve uzun siireli hastaliksiz yasam

belirleyicisidir (Dingol, G. ve ark., Klinik Hematoloji, 2003).

3-1(15;17) (922;921)

Tim yetiskin AML hastalarmin %10’ unda t(15;17) translokasyonu
saptanmaktadir. AML M3 tipine 6zgii translokasyondur ve FAB M3 alt-tipi AML
hastalarinin  yaklasik %95’ inde saptanmaktadir. 15. kromozomda yer alan
‘promyelositik 16semi’ (PML) geninin 17. kromozomda bulunan “‘retinoik asit reseptor
alfa’> (RARalfa) geni ile flizyon protein olusturmasi sonucu hematolojik farklilagma
durmaktadir (Ozbek U., 2006 ; Gillard EF, Solomon E, 1993). t(15;17) pozitif AML all-
trans retinoik asit (ATRA) tedavisine iyi yanit vermektedir. ATRA, PML/RARalfa’ nin
dominant negatif inhibisyonunu yenerek I6semi hiicrelerinin  diferasyonunu

saglamaktadir. (Dingol, G. ve ark., Klinik Hematoloji, 2003).

4- inv (16)

Kromozom 1622’ deki ‘‘core binding factor beta’” (CBF-B) ile kromozom
16p13° teki diiz kas miyozin agir zincir (SMMHC) geninin flizyonundan olugmaktadir.

Inv(16) FAB M4Eo’ da rastlanan ve iyi prognoz gdsteren kormozom anomalilerinden
biridir (Dingol, G. ve ark.,Klinik Hematoloji, 2003; Liu, P.P., ve ark. 1995).

5- Kromozom 11q23 translokasyonlar:

Kromozom 11923’ te MLL (mixed-lineage leukemia) geni bulunmaktadir. Bu
genin translokasyonlarina karma dizi I6semilerinde ve topoizomeraz II inhibitorleri ile
tedaviyi izleyen sekonder losemilerde rastlanir. Losemilerde bu kromozomdaki MLL
genini iceren translokasyonlar ¢ok sik olup ALL, AML ve hatta lenfoma vakalarinda
tanimlanmistr. MLL igeren translokasyonlardan en sik rastlanani t(9;11)’ dir. Eriskin
AML FAB M5’ de saptanmaktadir MLL-AF9 flizyon geninin olugmasina yol agan bu

translokasyonun farelerde losemi yaptigr gosterilmistir. Lokomogenezin terminal
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miyeloid diferansiyasyon ve apoptozun engellenmesi sonucu gelistigi disiiniilmektedir.
AML’ de diger sik rastlanan MLL igeren translokasyonlar t(6;11), t(10;11), t(11;17),
t(11;19) ve 11+ tir. MLL translokasyonlar1 kotii prognoz gostergesi olmasi agisidan

klinikte 6nem tasimaktadir (Dingol, G. ve ark., Klinik Hematoloji, 2003).

6-1(11;17)(923;025)

Bu translokasyon, AML hastalarmda FAB alt-tipi M4 ile daha sk
iligkilendirilmekle birlikte FAB M1, FAB M2 ve FAB M5 ile de iligkilendirilmektedir.
t(11;17), 11. kromozomda yer alan PLZF geninin 17. kromozomda yer alan RARA geni
ile flizyon gen olusturmasi sonucu meydana gelmektedir. Fiizyon geninin kodladigi
kimerik protein retinoik asit tarafindan saglanan transaktivasyonu dominant negatif
olarak inhibe etmektedir. Bu durum sonucu hematopoetik gelisim promyelositik sathada

durmaktadir (Ozbek U., 2006).

7-1(7;11)(p15;pl5)

AML bulgularinda t(7;11) translokasyonu sonucu NUP98-HOXA9 fiizyon gen
tirtinii olugsmaktadir (Chou WC. ve ark, 2009). AML’ de FAB alt tipi M2 ve M4 ile
iliskilendirilmistir (Ozbek U., 2011 ; Borrow J. ve ark., 1996). HOX gen ailesinin
hematopoetik regiilasyonda dnemli rolii bulunmaktadir (Ozbek U., 2006).

8- Translokasyonlar Disindaki Bazz Kromozom Anomalileri

Yeni tan1 konan AML vakalarmm %70’ inde anormal karyotipler
saptanmaktadir. AML’ de +8, del(5q), -7, ve =Y’ de sk rastlanan anomalilerdir.
Bunlarm patogenezle iliskisi bilinmemekle birlikte MDS’ yi ve alkilleyici ajanlarla
tedaviyi takiben gelisen sekonder losemilerde kompleks kromozom anomalileri ile
beraber 5 ve 7 anomalilerine siklikla rastlanmaktadir (Dingol, G. ve ark., 2003 Klinik

Hematoloji).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chou%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19225539
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9- del(90)

Tek basma da saptanabilen del(9q) anomalileri, t(8;21) ya da t(15;17)
anomalileri ile birlikte de goriilebilmektedir (Peniket A. ve ark. 2005). Yapilan
aragtirmalar t(8;21) anomalisi tagtyan AML hastalarinin 15% — 35%’ inin kromozom 9
delesyonu tagidigini gostermektedir. (Reikvam H. ve ark. 2011)

10- del (7)

Kemoterapi ve benzen gibi karsinojenlere maruz kalma sonucu olusan 16komogenezde
7. kromozom delesyonlar1 siklikla gézlenmektedir (Zhang L. ve ark., 1998).

11- Trizomi 8

AML tanis1 alan hastalarda %10-15 oraninda goriilmektedir (Zhang L. ve ark.,
1998). Tek basma gozlendiginde iyi prognostik 6zellik gosterirken, ayni karyotipte 3 ve
daha fazla birbiri ile iligkili olmayan kromozomal anomalinin varligi yani kompleks

karyotip ile beraber kotii prognostik 6zellik sergilemektedir (Kozan S. ve ark. 2010).

12- Trizomi 21

AML tanisinda en sik goriilen ikinci trizomidir. Ayrica akut lenfoblastik 16semi
de ve AML MO ve M7’ de de rapor edilmistir (Kozan S. ve ark. 2010).

13- Trizomi 9

AML’de trizomi 8 ve trizomi 21 kadar sik tanimlanan bir sitogenetik anomali
degildir. Ancak az da olsa Ozellikle AML M2, M4 ve MS5 alt-tiplerinde
tanimlanmaktadir (Kozan S. ve ark. 2010).

14- Hiperdiploidi

Hiperdiploidi hiicrenin normal sartlarda tasidigi 46 kromozomun iizerinde

kromozom sayisina  sahip  olmasidir. Hiperdiploidili  olgularda  prognoz
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degerlendirmesinde karyotip anomalilerinin ¢esit ve sayis1 onem tagimaktadir (Firath T.,

2004).

15- Kromozom Anomalisi Olmayan Olgular

AML’ 1i olgularin yaklasik yarisinda klonal kromozom anomalisi
saptanmamaktadr. Bu olgular orta prognozlu gurubu olusturmakla beraber, bunlarin
sadece % 40’ mm uzun dénem sag kalm miimkiin olabilmektedir. (Ozbek U., 2006;

Reikvam H. ve ark. 2011)

Tablo 2-4: AML’ de Saptanan Baz Sitogenetik Anomalilerin Prognostik Onemleri.

SITOGENETIK IYI PROGNOZ KOTU PROGNOZ
ANOMALI

t(8;21) + )
t(15;17), t(11;17) + .
Inv(16) + -
11923 anomalileri - +
t(7;11) t(11;17) - +
Normal karyotip + -
t(4;11) : o
t(9;22) - +
t(6;9) - +
Hiperdiploidi + +

+= ozellige sahip, - = 6zellige sahip degil, £+ =1iyi ve kotii ozellikte
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2.3. APOPTOZ

Apoptoz terimi ilk kez 1972 yilinda Wyllie, Kerr ve Currie tarafindan
kullanilarak kompleks organizmalar1 meydana getiren toplam hiicre sayismi kontrol
altinda tutan programl hiicre 6liimii olarak tanimlanmistrr (Corazza N.,ve ark., 2009;
Zhivotovsky, B. ve Orrenius, S., 2009). Apoptoz yani “apo-ptosis” eski Yunan kokenli
bir kelime olup ‘yaprak dokiimii’ anlamma sahiptir. Programlanms hiicre 6limii,
fizyolojik hiicre 6liimii ve hiicre intihari, apoptoz ile ayni anlamu tagmmaktadir (Yilmaz,

i.,2005).

Apoptoz embriyonik gelisimde, doku homeostazisinin saglanmasinda, hasarl ve

enfekte hiicrelerin ortadan kaldrilmasinda etkindir. Bunlar;
e Fonksiyon kaybma ugrayan yash hiicrelerin ortadan kaldrilmast,

e Timusta otoreaktif T  hiicrelerin ortadan kaldirilmasy  sitokin
deplesyonunun ardindan B ve T lenfositlerinin hiicre 6liimii gibi olaylar:

iceren immiin hiicrelerin seg¢imi,

e Embriyonik gelisim esnasinda meydana gelen kuyruk, parmak arasi

perdeler gibi dokularm ortadan kaldirilmasida

o Sitotoksik kemoterapi, radyasyon, 1s1, radyoterapi gibi ¢esitli etkenler ile

meydana gelen DNA hasarl hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda,

e Immiin sistem yetersizligine neden olan viriis, Adenoviriis infeksiyonu
vb. viral hastaliklarda meydana gelen hiicre Oliimleri gibi olaylar

kapsamaktadr.

Viicut hiicreleri homeostazisi igin apoptoza ihtiya¢ duymaktadir. Oregin, kemik
iligindeki siirek i tiretimi dengede tutabilmek icin insanda hergiin yaklasik 5x 10** hiicre

apoptoza gitmektedir (Cooper, G. M. ve Hausman, R. E. 2006).
2.3.1. Apoptoz Mekanizmalan
Bir nematod olan C. elegans iizerinde apoptoz hakkindaki yapilan ¢alismalar

apoptozda anahtar rol oynayan ii¢ gen oldugunu gostermistir. C. elegans normal

gelisimi sirasinda toplam viicut hiicreleri sayis1 1090 olup bunlarm 131’ i apoptoz ile
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ortadan kaldirilmaktadir. Apoptozun olusmasi i¢in iki gen, ced-3 ve ced-4, gerekli olup
herhangi birinin inaktive olmasi durumunda apoptozun gergeklesmedigi yapilan
calismalarca gosterilmistir. Bunun yaninda ti¢lincii gen ced-9’ un negatif yonde etki
ettigi yliksek derecede ekspresyonunun normal apoptoz olusumunu bozdugu

gosterilmistir.

Memelilerde ced-3, ced-4 ve ced-9 ile iliskili genler tanimlanmus olup apoptozda
efektor ve regiilator proteinleri kodladiklar1 saptanmustir. Ced-3, bir diizineden fazla
proteazi iceren, aktif bolgelerinde sistein (C) igerdikleri ve susbstrati olan proteinleri
aspartik asitten (Asp) sonra kestikleri i¢in “‘kaspazlar’® olarak adlandirilan ailenin ilk
tanimlanan iyesidir. Kaspazlarin regiilasyonu hiicre sagkalimmnin belirlenmesi igin
yagamsaldwr. Ced-4’ {in memelilerdeki homologu APAF-1, kaspazlara baglanarak
onlarm aktivasyonunu uyarmaktadir. Memelilerde Bcl-2 ailesinin bazi iiyeleri ise Ced-
9 ile iliskilendirilmistir ve anti-apoptotik etki yaratmaktadirlar. Sekil 2.2’ de C.elegans
ve insan hiicrelerinde apoptoz yolagi gosterilmektedir (Cooper, G. M. ve Hausman, R.
E., 2006).

C. elegans Homo saphiens

S
" CED-4 @-EQD
-— 2>
. cht c
Apaf-1

. Casp-9

’ — ’ e

T )
CEP D3 “caspase |

Sekil 2.2 : C.elegans ve insan Hiicrelerinde Apoptoz Yolag
Apoptoza giden hiicrelerde kromatinde yogunlasma ve niikleik asitlerde yikilma

meydana gelmektedir. DNA, endoniikleazlarin aktivasyonu ile interniikleozomal
bolgelerden 180-200 baz ¢ifti biiylikligiinde parcalara ayrimaktadir. Hiicre biiziilmeye
baslamakta, su kayb1 ger¢eklesmekte ve sitoplazmik tomurcuklar olusarak apoptotik
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cisimlere par¢alanmaktadir. Hiicre organellerinde de yikim meydana gelmektedir
(Mitchell, R.N. ve Cotran, R.S., 2003; Ma, H. ve ark., 2005).Hiicre i¢ zarmm iginde yer
alan PS (fosfotidilserin)’ nin dis ylizeye ¢ikmasi apoptotik hiicrenin taninmasi ve
fagosite edilmesi i¢in sinyal niteligi tasir (Collazo, C. ve ark., 2006; Ricci M.S. ve ark.,
2007).

Hiicre i¢ mekanizmasina bakacak olursak, apoptoz mekanizmalarmi i¢ 6liim
yolagi ve dis 6liim yolagi olusturur ve hiicre i¢in gerekli temel yasam sinyallerinin
almamamasi, engellenmesi ya da bu yolaklarmn dogrudan aktivasyonu ile hiicre 6 liimiinii
baslatir. Bu yolaklarda rol oynayan baslatici ve efektor kaspazlar apoptoza yon
vermektedirler (Tang D.G. ve Kehrer J.G., 2007).

Kaspazlar inaktif pro-enzimler olarak sentezlenmektedirler. Kaspaz alt {initeleri
bazi durumlarda birbirlerine baglanarak kaspaz aktivasyonunu diizenlemektedir (Cohen,
G.M., 1997; Chang, H.Y. ve Yang, X., 2000). Kaspazlar genellikle kaskad formunda
fonksiyon gostermekte olup kaspaz adaptorleri kaskadin en iist basamagindaki
kaspazlar1 uyarmaktadir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler tarafindan regiile
edilen bu durumda aktive olan kaspazlar diger kaspazlari aktive ederek spesifik

hiicresel proteinleri yikima ugratarak apoptoza sebep olmaktadwrlar (Chang, H.Y. ve
Yang, X., 2000).

2.3.1.1. Kaspaz Kaskadimin Aktivasyonu

Apoptotik sinyallere cevap kaspazlarin aktivasyonu ile baglamaktadwr (Kuan, C.
ve Kuida, K., 2003).

Oliim reseptorleri olarak bilinen TNFR(Tiimdr Nekrozis Faktor Reseptorii)
ailesinin tyeleri (Fas, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TNF-R1, DR3 ve DRG6) apoptoziste
onemli role sahiptirler. Bu reseptdr polipeptidlerin sitoplazmik bolgede kalan kisimlari
olim bolgesi (DD) olarak adlandirilan bir aminoasit dizisi igcermektedirler (Igney F.H.,
ve Krammer, P.H., 2002; Tomatir, A.G., 2003). TNFR ailesi tiyelerinden transmembran
tip-2 protein olan Fas reseptoriiniin trimerizasyonunun ardindan 6liim tetikleyici sinyal

kompleksi (DISC) meydana gelmektedir. DISC merkez 6gesi olan apoptotik adaptor
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molekiil FADD, DD araciligiyla protein-protein etkilesimleri boyunca Fas molekiiliine
katilmaktadr. Daha sonra bu kompleks FADD prokaspaz-8 veya prokaspaz-10 gibi
baslatic1 kaspazlara baglanmaktadwr. Proteaz aktivasyonu ile otokataliz sonucu aktif
prokaspaz-8 ve/veya prokaspaz-10 olusmaktadir. Bu da kaspaz-3,-6,-7 gibi efektor
kaspazlar1 aktif hale getirerek kaspaz kaskadinin baglamasma neden olur. Bu
mekanizma DD’leri igeren TNFR’ nin diger iiyeleri tarafindan da kullanilmaktadir

(Kuan, C. ve Kuida, K., 2003).

Kaspaz kaskad aktivasyonunu tetikleyen bir diger yolda sitokrom-c¢ 6nemli rol
oynamaktadir. Apoptoz erken safhalarinda mitokondri zarlar1 arasindaki alandan
sitozole sitokrom-c salinmaktadir. Bu siiregte bcl-2 ailesi iyeleri 6nemli rol
oynamaktadir. Sitokrom-c¢’ nin salmimini takiben hiicre i¢i apoptozom kompleksi
olusumu saglanmaktadir. Bu kompleksi sitokrom-c ile birlikte APAF-1, ATP ve inaktif
baslatic1 kaspaz olan prokaspaz-9 olusturmaktadir. Apoptozom olusumuyla aktive olan
prokaspaz-9 , kaspaz 9’ a doniisiirken kaspaz-3, -6 ve -7 gibi efektor kaspazlar1 aktive
etmektedir. Bu kaspazlar, kaspaz aktivasyonunun kaskad tarzinda proteolitik
cogalmasint baglatmaktadir (Evan, G.I. ve Vousden, K.H., 2001; Igney F.H. ve
Krammer, P.H., 2002; Kuan, C. ve Kuida, K., 2003).

2.3.1.2. Dis Oliim Yolag1

TNFR gen ailesine ait hiicre ylizeyindeki 6liim reseptorleri apoptozun dig 6 liim
yolagimi baglatmaktadr.(Longley ve Johnston, 2007) TNFR gen ailesi, hiicre 6liimiine
onciilik eden kaspazlarin aktivasyonunun saglanmasi i¢in baslatic1 kaspazlar ile
etkilesmektedir. Bu siiregte once reseptorler ligandlara baglanmaktadir. Fas, FasL, TNF-
R1, DR3, DR4 ve DRS en iyi tanimlanmig 6liim reseptorleri ve ligandlaridw. TNF
reseptor baglantih apoptoz uyarici ligand (TRAIL) ve FasL TUgli birr yap1
olusturmaktadwr. Bu {iclii yap1 6lim reseptorlerini tanityarak onlara baglanmaktadir.
FasL ve TRAIL baglanmasmdan sonra DR4, DRS ve Fas, DISC eklenmesiyle degisime
ugramaktadmlar. DISC ilk olarak Fas-FasL apoptotik sinyalde tanimlanmistir. DR4,
DR5 ve Fas, DD vasitasiyla Fas-baglantili 6liim bdlgesini (FADD) c¢alistirmaktadir.
FADD, 6liim tetikleyici bolgelerle (DED) etkilesime girerek inaktif olan kaspaz-8’ in

aktivasyonunu saglamaktadwr. Bunun sonucunda aktif enzimden 2 alt {inite
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ayrilmaktadir. Hiicrelerde kaspaz-8 kesilmekte ve kaspaz-3,-6,-7 aktive edilmektedir.
Diger baz1 hiicrelerde ise, kaspaz-8 araciligi ile pro-apoptotik Bcl-2 homologu olan
Bid’ in kesimi yapilmaktadir. Bid’ in kesimiyle mitokondriden sitokrom-c igeren
faktorlerin salinmasi i¢in Bax ve Bak uyarilmaktadir. Boylece mitokondrial apoptoz

yolagi tetiklenmektedir (Ricci M.S. ve El-Deiry, W.S., 2007;Corazza N. ve ark., 2009).

2.3.1.3. i¢ Oliim yolag

Mitokondri araciligryla meydana gelen yolaktwr. Reaktif oksijen tiirevlerininin
(ROS) tiretiminde artis olmasi, pro-apoptotik molekiillerin salinmasi ve ATP {iretiminde

azalma meydana gelmesi i¢ 6liim yolaginda etkin {i¢ ayr1 faktor olarak yer almaktadir.

Mitokondrial zar potansiyelinde kayip meydana gelmesi sonucu ATP sentezinin

bloke olmasiyla apoptoz olusumunda katkisi olan ROS birikimi baglamaktadr.

Bcl-2 ve Bax gen ailesinin iriinlerinin de apoptozun regiilasyonunda 6nemi
bulunmaktadwr. Bcl-2 ailesinin iyeleri ve Bcl-xL ve Bcl2 antiapoptotik etki
gosterirken, dncii 6liim iiyeleri Bax ve Bak igerirler. Oliim reseptdr sinyalleri bircok
hiicrede, Bid’ in tBid’ e boliinmesini katalize eden kaspaz 8 in proteaz aktivitesi
sonucu olusur. Daha sonra Bax ve Bak sitozolden dis mitokondriyal membrana dogru
yer degistirirler bu sayede membran sitokrom-c ve Smac/DIABLO (IAPs-apoptoz
protein inhibitdrlerinin antogonisti) gibi proapoptotik molekiillere gecirgen hale gelir.
Smac/Diablo kaspaz inhibitorleri olan IAP (Apoptoz proteinleri inhibitorii)’ larin

aktivitesini engelleyerek hiicre 6liimiinii uyarir (Chandar, N. ve Viselli, S., 2012).

Apoptozu uyaran ¢ogu Oliim sinyali, mitokondri hasari1 sonucu zarlar arasi
boslukta yer alan apoptotik aracilarin (6rnegin sitokrom-c) salimimi APAF-1, pro-
kaspaz-9 ve ATP igeren ‘Apoptozom’’ adli yapmin olusumunu saglamaktadr. Kaspaz-
9’un aktive olmast apoptozom olusumuyla meydana gelmektedir. Kaspaz-9,
aktivasyonu sonrasikaspaz-3 gibi ‘‘asagida’’ (down-stream) yer alan efektor kaspazlara
baglanmaktadir (Tang, D.G. ve Kehrer, J.P., 2007). Kaspaz-9 proteolitik kesim ile
kaspaz-3 gibi diger kaspazlar1 aktive etmektedir ve hiicreyi 6liime siiriiklemektedir.

(Cooper, G. M. ve Hausman, R. E., 2006)
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2.3.2. Kanser ve Apoptoz

Apoptoz mekanizmalarinda meydana gelen bozukluklar kanser hiicrelerinde
yaygin olarak gdzlenmektedir. Kanser hiicrelerinin ¢ogunda apoptoz gdzlenmediginden
bu hiicrelerin sagkalim siiresi normal hiicrelere kiyasla daha uzun olmaktadir. Normal
hiicrelerin sagkalimi biiyiime faktorleri ve hiicre disindan gelen sinyallere baghdir; buna
karsilik tiimor hiicreleri normal hiicrelerin gereksinim duydugu faktdrlerin yoklugunda
bile kolayca hayatta kalabilmektedir. Bu hiicrelerin apoptoza gitmeyip hayatta kalmalar
sadece primer timor olusturmakla kalmamakta viicudun baska bolgelerinde metastatik

hiicrelerin canlihigini korumalarmi ve ¢ogalmalarini saglamaktadir (Cooper, G. M. ve
Hausman, R. E., 2006).

Apoptozis inhibisyonu losemi etyopatogenezini etkileyen, tedavi ve sagkalimi
olumsuz yonde etkileyebilen kemoterapi direncinden de sorumludur. Ldsemi
hiicrelerinin apoptoza ugrayamamasi, DNA hasarina yol agarak etkieden kemoterapotik

ilaglara kars1 direng géstermelerine yol agmaktadir (Jia, L. ve ark. 2001).

2.3.3. APAF-1 Geni

Apoptotik proteaz aktive edici faktor olarak adlandirilan APAF-1 geni 12923.1
lokalizasyonunda yer almaktadir. APAF-1 geni apoptozda rol oynayan sitoplazmik bir
proteini kodlamaktadir. APAF-1 geninin kodladig1 protein; WD-40 bolgesi, kaspaz
baglayic1 bolge (CARD) ve bir ATPaz bolgesinin(NB-ARC) ¢oklu kopyalarmi igerir.
Bu genin kodladig1 proteinin iizerine kaspaz ve ATP’ nin baglanmasmm ardindan
Apoptozom ad1 verilen oligomer olusur. Apoptozom kaspaz-9 6nciil haline baglanarak
onun parcalanip aktive olmus formuna donilismesini saglamaktadir. Aktive olmus
kaspaz-9 kaspaz kaskadini baglatarak hiicreyi apoptoza siiriklemektedir (Anonim 2,
2011). Sekil2.3’ de APAF-1" in aktif ve inaktif formlar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2-3 : Aktif ve inaktif Apoptozom

Son 10 yilda yapilan ¢aligmalara bakildiginda APAF-1 ve kaspaz-9 seviyesinin
hiicrelerin antikanser ilaglara karsi duyarhilik saptamasinda rol oynayabilecegini
gosterilmektedir (Svingen, P.A. ve ark., 2000). APAF-1 gen iiriinii olan proteinin
apoptoz i¢ yolaginda merkezi rol oynayan apoptozom olusumuna katilmasindan dolayi,
seviyesinde meydana gelen degisikliklerin karsinogeneze katkisi olabilecegi

diistiniilmekte ve arastirmalarda hedefolarak dikkat ¢cekmektedir.

APAF-1 knock-out farelerdeki hiicrelerin ¢esitli apoptotik uyaranlara karsi
direng gosterdigi saptanmistir. APAF-1" de meydana gelen delesyonlarin ras ve myc
transformasyonuna ugramig murin hiicrelerinde tiimorigenik efektleri arttirabildigi
ortaya konmustur (Jia, L.ve ark. 2001). Insan HL-60 16semi hiicrelerinde APAF-1 agir1
ekspresyonunun mitotik inhibitér etki gosteren paclitaxel ve etoposide adli ilaglara

hassasiyeti arttirdigi gosterilmistir. (Svingen, P.A. ve ark., 2000).
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Insan 16semi hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, UV 1s1k ile apoptozu tetiklenen
hiicre serilerinde APAF-1 protein seviyesi daha diisiik olan hiicrelerin, daha yikksek olan

hiicrelere oranla apoptoza daha direngli oldugunu ortaya koyulmaktadr (Jia, L.ve ark.
2001).

Yapilan bir  calismada insan Iosemi blast hiicrelerinin, APAF-1° de
demetilasyon saglamak icin 5-aza-2-Deoksisitidin ile muamelesinden sonra APAF-1
protein seviyesi ile APAF-1 mRNA seviyesinde herhangi bir baglant1 gériilmemistir.
Bazi 16semi hiicreleri yiiksek seviyede APAF-1 mRNA eksprese ederken APAF-1
protein seviyesinin diisik oldugu gézlenmistir. Bunun yaninda APAF-1 DNA promotor
metilasyonunun APAF-1 ekspresyonunun bloke olmasina yol agabilecegi ve protein
seviyesinin post-transkripsiyonel seviyede diizenlenebilecegi belirtilmistir (Fu, W.N. ve
ark. 2003).

Literatiirde yer alan baska bir ¢calismada ise niiks eden akut 16semi hastalar1

kontrol grubu ile karsilastirildiginda, APAF-1 ve prokaspazlarin seviyesinde sistematik

olarak degisiklikk gdzlenmemistir. Bu sonuclar baslatici kaspazlarin seviyesindeki
cesitliligin 16semi tiirlerindeki varyasyonuna isaret etmektedir. Ayrica apoptotik yolakta
rol oynayan elemanlarin ekspresyon seviyelerindeki farkhlik nedeniyle, akut 16semi
hastalarinda karsilasilan ilag direnci farkliliklarmin asil sorumlusunun APAF-1 geninde
meydana gelen degisikliklerden kaynaklandigi tam olarak a¢ikli§a kavusturulamamustir
(Svingen, P.A. ve ark 2000).

2.4. EPIGENETIK

“Epigenetik’” terimi DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmaksizin gen
transkripsiyonunun diizenlenmesi ile iliskili, geri doniistiiriilebilir, kalitilabilir 6zellik

tastyan olaylar dizisini tanimlamaktadir.

Epigenetigin kanser gelisiminde oldugu kadar somatik gen tedavisi, klonlama,
transgenik teknolojisi, mobil elementlerin aktivitesi, genomik imprinting ve gelisim
anomalilerinde de 6nemi bulunmaktadr (Ekmekg¢i, C.G., 2005).

Epigenetik degisimler transkripsiyonel seviyede 2 alt gruba ayrilmaktadir.
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e DNA metilasyonu
e Histon Modifikasyonu

Biyolojik yolaklarda rol alan elemanlar post-transkripsiyonel seviyede RNA7’
lar tarafindan da degisiklige ugratilabilmektedir (Bora, G. ve Yurter, H.E., 2007).

Hiicresel mekanizmalarin herhangi birinde epigenetik mekanizmalarla meydana
gelen aksakliklar timoér supressor genleri yada onkogenlerin anlatimini etkileyerek

kanser olusumuna sebebiyet verebilmektedir.

Epigenetik degisiklikler geri donistiiriilebilmekte, oysa genetik bozukluklarda
geri doniis saglanamamaktadir. Hematolojik malignitelerde kullanilan decitabine, 5-
aza-2'-deoksisitidin gibi ilaglar epigenetik mekanizmay1 geri doniistiirme fonksiyonu ile
islev gormektedir (Plass, C. 2002).

2.4.1. DNA METILASYONU

Kimyasal bir modifikasyon olan DNA metilasyonu kalitilabilir epigenetik bir
degisikliktir. Arastirmacilar tarafindan tizerinde bir ¢ok ¢alisma yapilan, normal memeli
gelisiminde gen ekspresyonunu diizenleyen mekanizmalardir. Bununla birlikte kanserde
genlerin promotdr bdlge hipermetilasyonlari, tiimdr siipresor genler gibi kritik biiylime
regiilator elemanlarmmn transkripsiyonel susturumunda temel role sahiptir. DNA
hipermetilasyonu ve DNA hipometilasyonu gen ifadesinde degisikliklere yol agarak
karsinogenez olusumunda etkili olabilmektedir (Sekil 2.5) (Baylin, S. B., 2005; Jones,
P. A. ve Baylin, S.B., 2002).

2.4.1.1. DNA Metilasyon Mekanizmasi

DNA metilasyonu ¢ogunlukla genlerin CpG diniikleotid bdlgesinde, sitozinin

C-5 pozisyonuna, metil grubunun (-CH3) kovalent bag yapmasi ile gerceklesmektedir.
Bu kimyasal reaksiyon DNA metiltransferaz ailesi (DNMT) tarafindan katalize
edilmektedir (Sekil2.4). DNA metiltransferazlarin rol oynadigr memeli hiicrelerinde
meydana gelen epigenetik bir modifikasyon olan DNA metilasyonunda, DNMTI1 adi1

verilen DNA metil transferaz ailesi iiyesi enzim, var olan metillenmis bolge ya da yar1
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metilenmis bolgeden Oncelikle sorumlu iken, DNMT3a ve DNMT3b yeni olusan
metilasyonu yiirliten transferaz enzimlerdir. Metil grubu vericisi olarak S-adenozil

metionin (SAM) kullanilir (Amatori, S. ve ark. 2010).
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Sekil 2-4 : DNA Metilasy on M ekanizmas1.

(Expert Reviews in Molecular M edicine 2002 Cambridge University Press)

CpG diniikleotidleri bdlgeler halinde sralanmistr ve CpG adaciklar1 olarak
adlandirilmaktadir. Bu adaciklar genellikle tiim gen promotdr bdlgelerinin yaklagik
%60’ ik boliimiinii kapsamakta ve genomun %1 kadarmni olusturmaktadirlar. DNMT
aktivitesi promotor CpG adaciklar1 ve yakmindaki regiilator dizilerin gen
ekspresyonunu hipermetilasyon yoluyla diizenlemekte ve  genin sessizlesmesine
sebebiyet vermektedir. DNA metilasyon paterni kanserde degisim gostermektedir.
Genel gen hipometilasyonu gosteren tiimor hiicreleri ve DNMTI1 artis1 ayni anda
gerceklesmektedir. Ayni zamanda DNA hipo- ve hipermetilasyonlarmin tiimii spesifik
gen bolgelerinde meydana gelmekte ve protoonkogenlerin asiri-ekspresyonu ve tiimor
supresor genlerin  susturumuyla sonuglanabilmektedir. Bu gdzlemler DNA

metilasyonunun karsinogenezde rolii oldugunu ortaya koymaktadir.

Genomda tiim sitozinlerin %3-4’ i metile halde bulunmaktadir. Transkripsiyon
faktorleri metile olan bu bolgelere baglanamadiklarmdan, DNA metilasyonu dogrudan

mRNA transkripsiyonun baskilanmasina neden olur.

Kanserde DNA metilasyon degisiklikleri normal sartlarda hiicrelerin metile

durumdaki dizilerinin metilasyon kaybina ugramasi yani metillenmemis olmas1
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hipometilasyon; normal sartlarda metillenmemis olan dizilerin metilasyona ugramasi da

hipermetilasyon olarak adlandiriimaktadwr (Plass, C. 2002).
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Sekil 2.5 : Kanserli Ve Normal Hiicre Geninde Metilasyon

2.5. KARDES KROMATID DEGIiSiMi

Kardes kromatid degigsimi (KKD) homolog kromozomal bolgelerde meydana
gelen karsiikli parga degis tokusuyla tanimlanmaktadir. KKD sonucu DNA’ da
kirilmalar ve yeniden diizenlenmeler olmakta fakat kromozom morfolojisinde herhangi
bir degisiklik meydana gelmemektedir. KKD bodliinmekte olan hiicrelerde spontan
olarak meydana gelir (Latt, A. S. ve Schreck, R.R., 1980).

[k defa 1957 yilinda J.H. Taylor otoradyoaktif ydntemin ardindan non-
radyoaktif ortamda kromozomlarin kardes kromatidleri arasindaki degisimi inceleyerek
kardes kromatid degisimini (KKD) tarif etmistir. Yontemin ¢ok fazla zaman almasi ve
radyoaktivite igermesi nedeniyle farkl alternatif yontemler gelistirilmistir (Barch, M.J.,
1984). 1972 yilinda Zacharov ve Egolina timidin analogu olan 5-

Bromodeoksiiiridin(BrdU)* i Timidin H3 yerine kullanarak kardes kromatidleri
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gozlemlemislerdir. Bu yontemde kullanilan BrdU replikasyon esnasinda yeni yapilan
DNA molekiiliiniin yapisma girmekte ve ardinda Giemsa ile boyama da kardes
kromatidler farkli boyanmaktaydi. Kullanilan yontemde BrdU’ lu DNA, Hoechst 33258
boyasma diger kromatidden daha siki baglanpp UV 1s18a maruziyetinde boyay1
birakmamaktaydi Daha sonra Giemsa ile boyanan BrdU’ lu DNA diger kromatide gore
daha ac¢ik renkte boyanmakta ve kardes kromatid degisimini gdzlemlemek i¢in imkan
vermekteydi (Neto, J. M. de P. ve Ferrari, 1., 1981; Barch, M.J., 1984).

Genotoksik ajanlara maruziyet sonucu DNA’ da meydana gelen, replikasyon
esnasinda onarilamayan hatalar KKD’ nin olusumunu ya da artmasimi saglamaktadir.
DNA hasarma neden olan pek cok ajanin KKD sikhigm1 arttirdigr bilinmektedir. Bu
nedenle fiziksel yada kimyasal ¢esitli etmenlerin mutajenik yada karsinojenik etkilerini
ortaya ¢ikarmakta duyarl bir parametre olarak kabul edilmektedir (Banerjee, A. ve
Benedict, F. W., 1979).

Kanser olusumunda DNA diizeyindeki mutasyonlarin ve kromozomal
anomalilerin 6nemi bilinmektedir. Genomik instabilitenin ortaya ¢ikmasiyla bu tiir
olaylarin ortaya ¢ikma sikligi artmakta, malign klonun evoliisyonu hizlanmakatdir.
Dolayistyla genomik instabilite gostergelerinden biri olan KKD siklhigmin kanser
hiicrelerinde arastirilmasi 6nem tagmmaktadir. (Kram J.D. ve ark., 1993; Nejad, K. S.ve
ark. 2009)

KKD analizinde kardes kromatid degisim sayisiin hesaplamas1 Sekil 2.6 temel
almarak yapimaktadir (Yicel, N.K.,2006). KKD analiz fotograf 6érnegi Sekil 2.7 de
yer almaktadir.



Sekil 2-6 : Kromozomlarda Olusabilecek KKD’ lerin Sematik Gosterimi

A) KKD olusumu yok. BrdU iki tam dongii veya iki tam dongiiniin ilkinde

DNA sentezine girmistir.

B) Tek KKD olusumu

C) KKD olusumu yok. Sentromerde olusan KKD.

D) iki KKD olusumu

E) Ug¢ KKD olusumu

F-G) DNA sentezi sirasinda BrdU’nun iki replikasyon donglisiinden fazla

DNA’ ya girmesi, KKD olarak degerlendirilmez.
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H) Boya kalintis1 veya BrdU’ nun DNA ile tam birlesmemesi KKD olarak

sayllmaz.

I) Bir kromatin genisliginden daha dar olan boyanma KKD olarak

degerlendirilebilir.

Sekil 2-7 : AML Hastasinda Kardes Kromatid Degisimi Gosterimi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Hasta Grubunun Cahs maya Dahil Edilme Kriterleri

Calismamizda 2009-2011 yillar1 arasinda 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali ve Genel Dahiliye Bilim Dali
Poliklinik ve servislerine basvuran, takip ve tedavisi yapilan yeni tani, remisyon ve niiks
doneminde bulunan yetiskin (yas >18) AML olgularinin periferik kan ve kemik iligi

materyali gere¢ olarak kullanilmistir.

Calisma grubunda toplam 21 AML’ 1i olgu vardir. Olgularin yas ortalamasi
37,24 yas arahigi 20-65°dir. Orneklerin %47,6° s1 kadin %52,4° i erkek AML’ li
olgulardan olusmaktadwr. Olgular FAB (French-American-British) smiflama sistemine

gore smiflandirilmistir.

3.1.2. Kontrol Grubu Cahs maya Dahil Edilme Kriterleri

Herhangi bir sistemik hastaligi olmayan yaslar1 18 den biiyik saglikl bireyler
gonili bilgilendirme formunu dikkatlice okuduktan ve arastirmaya dahil olduklarini

kabul ettiklerine dair imza attiktan sonra aragtirmaya alindilar.

3.1.3. Kimyasallar, Enzimler, Cozeltiler, Kitler ve Cihazlar

3.1.3.1. Kullanilan Kimyasallar

Distile Su (dH20)
Asetik Asit

Metanol



Etil Alkol

Isopropanol

Sodyum Kloriir

Potasyum Klortir

BrdU 5 bromo 2’ deoksiiiriidine
Florodeoksiiiriidin

Timidin

Phytohemoglobunin

Mineral Yag (Sigma)

Etidyum Bromid

Agaroz

EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit)
Na3C6H507

NHA4CI

KHCO3

KH2PO4

Na2HPO4

3.1.3.2. Kullanilan Enzimler

Proteinaz K
Tag DN A polimeraz(HotStart Taq, Fermentas)
CpG Metilaz (M.Sssl, Zymo)

Tripsin
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3.1.3.3. Kullanilan Tampon ve Cozeltile r

Kiiltiir Medyumu

Kemik I1igi igin; RPMI 1640
%20 Fetal Calf Serum
%1-1,5 Penisilin streptomycin

%2 L-Glutamin

Periferik Kan Igin;RPMI 1640
Fetal Calf Serum
Penisilin streptomycin
Phytohemoglobulin

Hoechst 33258 Soliisyonu

Stok Hoechst 33258 Soliisyonu ; 0,05 Hoechst 33258 tartilip 10ml PBS eklenir.

Hoechst 33258 Calisma Soliisyonu 0,1 ml stok Hoechst 33258 soliisyonu 99,9
ml PBS ile diliie edildi.

2XSSC Soliisyonu

17,5 gr NaCL, 8,82 gr Na3C6HS507 . 2H20 tartilip 1000ml distile suda ¢oziildii.

KCL Soliisyonu

250ml distile suya 1,398 gr KCL konuldu ve eriyinceye kadar karistirildi
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Gurr Buffer Soliisyonu

1000ml distile suya 1 tablet konarak ¢dziinmesi i¢in iyice ¢alkalandi.

Gey’s Buffer Soliisyonu

8,291gr NH4CI
1,001gr KHCO3

11t Distile dH20O ile tamamlanip otoklavland1.

PBS Soliisyonu

edildi.

1000ml distile suya sirasiyla;
8,00gr/It NaCL

0,2 gr/lt KCL

0,92 gr/lt Na2HPO4

0,2 gr/lt KH2PO4 eklend.i.

Eklenen her maddeden sonra ¢oziinme i¢in iyice karistirildi ve ardindan sterilize

TAE(50X

2M Tris —base
Glasial asetik asit %5,71
EDTA (pH8.0) 0.05 M
1000ml ¢ozelti icin;
Tris-base 242 gr tartilir, ¢6ziindiikten sonra asagidaki kimyasallar eklendi.
Glasial asetik asit 57.1ml

0,5M EDTA 100ml (pH:8,0)
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Leishman Boya

200mg Leischman

100ml Methanol ; ile karistirild

3.1.3.4. Kullanilan Kitler
High Pure Pcr Template Preperation Kit

Ez-DNA Methylation Gold Kit

3.1.3.5. Kullanilan Cihazlar
1-Isik Mikroskobu Olympus Routine microscope CX41

2-Santrifiij Beckman Allegra X- 22 Coulter Centrifuge, Eppendorf centrifuge
5810R, Mikrosantrifiij Maicro 120 Hettich

3- Spektrofotometre (quantifikasyon) _ Nanodrop nd-1000

4- Pipet takimi(microlitre) 05-10, 10-100, 100-1000 mikrolitrelik _ eppendorf,
thermo)

5- UV Goriintiileme Cihaz1_Bio-Rad
6- Buzdolab1
a-) +4 buzdolab1 Ugur
b) -20 buzdolab1 Indesit
C) -80 buzdolab1 Ilshin/Sanyo/Thermo
7- Ceker ocak
8- Yatay Elektroforez tank1 E-C Midicell/Thermo Electron Corporation
9- Giig Kaynag1 EC -105
10-PCR cihaz1 ~ Techne 512

11-Su Banyosu _ Memment
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12-Shaker_Labnet(Orbit 1900).
13- Hybridizasyon Frin1 _ Techne Hybrigene
14-Vortex

15-Mikrodalga Firin

16-Distile su cihazi

17-Manyetik Shaker

18-Isitmali Shaker Techne DB-2D
19-Tart1

20-Etiiv

21- Pasteur Firin

22-UV lamba

23-Otoklav

24-Analiz Uygulama Programu _ ikarus

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Konvansiyonel Sitogenetik Yontemi

Kemik Iligi ve Periferik Kan Hiicre Kiiltiirii

Kemik iligi hiicre kiiltiirii icin RPMI 1640 medium i¢ine FKS(fetal calf serum),
L-glutamin ve Penisilin eklenerek kiiltlir ekim i¢in hazirland1. Periferik kan kiiltiirii i¢in
RPMI 1640 medium igine FKS(fetal calf serum), L-glutamin wve Penisilin ve
Phytohemoglobunin eklenerek ekime hazir hale getirildi. Kemik iligi icin 24 ve 48
saatlik hiicre kiiltiirii uygulanirken, periferik kan kiiltiirli i¢in 72 saatlik hiicre kiiltiiri

uygulandi

Hastadan alman kemik iligi materyali 24 ve 48 saatlik olmak iizere iki ayri

kiiltiir tiiptine doldurulmus medyuma alind1. 37 derecelik etiivde daha 6nceden 30-45 dk
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uygun sicakliga getirilmis 9 ml kiiltiir medyumu doldurulan 15ml’ lik tiiplere hastanin

lI6kosit yogunluguna gore ekim yapild1

24 saatlik ekim yapilan kiiltirlere tiip basma 2 damla olmak {izere
florodeoksilirtidin yani A soliisyonu eklendi. A soliisyonu eklenmesinin ardindan 17
saat sonra, 24 saatlik kiiltlirlere Timidin yani B soliisyonu eklendi 5 saat etiivde
bekledikten sonra kiiltiir medyumuna 50 mikrolitre kolsisin eklendi 37 derecelik etiivde
20 dakika bekledikten sonra 3000 rpm de 5 dk santrifiij edilip, daha 6nce 37 °C’ ye
isitilmig KCL soliisyonu eklenerek ters yiiz edildi, 2 dk ardindan harvest islemine
gecirildi.

48 saatlik kiiltiirlere ertesi giin, birim tlip basma 50 mikrolitre kolsemit
uygulandi. Ardindan 30 dakika 37 °C’ lik etiivde bekletildi. Etiivden ¢ikarilan kiiltiir
medyumu 3000 rpm de 5 dk santrifiij edilip, daha 6nce 37 °C’ ye sitilmig KCL

soliisyonu eklenerek ters yiiz edildi ve 2 dk sonra harvest islemine gegildi.

Ekim Yapma

10ml hazirlanan kiltir falkon tipe alindi. Kemik iligi ve periferik kan

hiicreleri hazirlanan kiiltiire I6kosit yogunluguna gore ekim yapild1.

Harvest Yontemi

Kolsisinden sonra etiivden alinan tiipler 5 dk 3000 rpm’ de santriftij edildi
Tiipte yer alan siipernatant atildi. 37 °C sicakliga getirilmis olan KCL 10-13 ml tiipe
eklendi. Kemik iligi i¢in 2 dk, kan i¢in 8 dk beklenildi. 5 dk 3000 rpm’ de santrifiij
edildi. Cikarilip stipernatant atildi. 3:1 metil alkol-asetik asit karigimi hazirland1
(fiksatif), vortekste karistirirken fiksatif damla damla eklendi (yaklagik 8-10 ml). 5 dk
3000 rpm’ de santrifiijlendi. 2 kere fiksatif ile yikkama yapild1.

Yayma

Temiz lamlara hasta isimleri, ¢alisilan tarih ve calisan kisi ve yontem ismi adi1

yazildi. Tipteki pellet yogunluguna gore fiksatif eklendi Dikkatli sekilde pipet ile
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hiiceler alind1 ve lam {iizerine yayildi. Kuruduktan sonra yaslandwrilmak iizere etiive

kaldrildi.

Yaslandirma

Lamlar kuruduktan sonra hemen yaslandirmaya gegildi. 2 saat 90 °C’ de
Pasteur firmmda yaslandirild1

G Bantlama

40 ml Gurr Buffer: 10 ml Leishman boya karisimi hazirlandi. 50 ml PBS igine
50 mg Tripsin eklenerek hazirlanan karisim 37 °C’ de 1sitild1 ve s1smin degismemesine
dikkat edildi. 50ml PBS ve 50ml distile su iki ayr1 meziire konuldu. Her bir preperat
ornegi kan i¢in 30-40 saniye , kemik iligi icin 15-25 saniye tripsin i¢inde bekletildi.
PBS ile yikand1i Ardindan ortalama 2-3 dk boya i¢cinde bekletildi ve daha sonra su ile
yikanip dik konumda kurutuldu.

3.2.2. SCE Bantlama Yontemi

Stok Hoechst 33258 soliisyonu: 0,05 g Hoechst 33258 tartilip 10 ml PBS’ de
eritildi. 2XSSC soliisyonu 17,5 g NaCl, 8,82 g NasCsHs507,2H20 tartilip 1000ml distile
suda ¢oziildii. BrdU ilave edilen kiiltiirlerden elde edilen preperatlar 5 dk PBS’ de
tutuldu. Ardindan 10 dk Hoechst 33258 calisma soliisyonunda bekletildi. Cikarilan
preperatlarin ilizerine 3-4 damla Hoechst 33258-PBS konup iizeri 24x50 mm lamelle
kapatildi. 30dk siyah 1s18a (GE Black Light ,F20 T12-BLB) maruz birakildi. Preperatlar
distile suda iyice yikandi 60-65 °C’ deki 2XSSC’ de 30dk tutuldu. Distile suda iyice
yikkandi. Leishman calisma soliisyonunda 3-5 dk boyandi Distile suda yikanip
kurutulan preperatlar, immersiyon yagi ile muamele edilerek mikroskop yardimiyla

incelendi.
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3.2.3. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

Edtali tiiple gelen kan1 50° lik falkona alarak iizerine gelen kan miktarinin 2 kati
kadar Gey’s Buffer ilave edildi. 15 dk 4 °C’ de bekletildi. 1500 rpm’ de 10°C 10 dk
santrifij edildi. Siipernatant dokiilerek pellet homojenize edildi. Uzerine hiicre
yogunluguna baglh olarak PBS eklendi. 990 mikrolitre PBS ve 10 mikrolitre PBS ile
sulandirdigmmiz soliisyon 100 kat sulandirildi Toma kamerasinda hiicreler sayildi 5
milyon hiicre olacak sekilde 3 ayr1 tiipe ayrildi1 ve geriye kalan hiicre l6kosit olarak

saklanmak tizere ayrildi.

‘High Pure Pcr Template Preperation Kit’ protokoliinde belirtildigi iizere;
Baglangic materyali 250 mikrolitre PBS ile sulandirilmig I6kositler mikrosantrifiij
tiiptine 200 mikrolitre Binding Buffer 40 mikrolitre proteinaz K ile birlikte karistirilarak
70 °C’ de 10 dk bekletildi. Daha sonra 100 mikrolitre Isopropanol alkol ekleyip iyice
karistirildi.High Pure filtre tlipline karigim almarak 8000xg’ de 1 dk santriftijlendi. Filtre
tipiiniin altinda kalan sivi atilarak 6nce 500 mikrolitre Inhibitor Removal Buffer ile
8000xg’ de 1 dakika santrifiij edildi. Daha sonra iki kez Washing Buffer ile 8000xg 1
dakika santrifiij uygulandi. En son daha dnce 70 °C’ ye ¢ikarilmis 200 mikrolitre
Elution Buffer fitre tiipiine eklendi. 8000xg’ de santrifiijlendi ve mikrotiipiin i¢inde
¢oziinmiis DNA elde edildi. Izole edilen DNA y1 uzun siire saklamak icin —15 °C ile —

25 °C arasinda bekletildi. Kisa stireli kullanim i¢in 4 °C ile 8 °C arasisakland1.

3.2.3.1. DNA Konsantrasyonu ve Safiginin Olciilmesi

Izole edilen DNA konsantrasyon ve safliklar1 lgiildii. Stok DN A érneginden 1
mikrolitre 6rnek Nanodrop-nd 1000’ e konuldu. Spektrofotometre de 260 ve 280 nm
dalga boylarindaki absorbsiyon degerleri 6l¢iildii.

Konsantrasyon= 20(sulandirma orani)x 50 sabit x OD 260 = ng/mikrolitre DNA
DNA’ nin safhig;
OD 260/280 >1.8 RNA

OD 260/280 <1.8 Protein kontaminasyonu olarak degerlendirildi.
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3.2.4. DNA Metilasyonu ve Bisiilfit Modifikasyonu

Hastalarm periferik kanlarindan elde edilen DNA’ lar ‘Ez DNA Methylation
Gold Kit’ ile metilasyon ve bisiilfit modifikasyonuna tabi tutuldu. Ez DNA Methylation
Gold Kit protokoliinde belirtildigi tizere 20 mikrolitre CT-Conversion Reagent PZR
tiipline yerlestirildi. 98 °C’ de 10 dk, 64 °C’ de 2,5 saat bekletildi Ardindan PZR tiip
iceriginin sicakligr 4 °C’ ye disiiriildi. 600 mikrolitre M-Binding Buffer, Collection
tipe yerlestirilmis Zymo-Spin IC Column’ a koyuldu. Ters-yiiz edilerek iyice
karstirild1 ve karistirilan soliisyona PZR tiipiindeki icerik eklendi 10.000xg’ de 30 sn
santrifiijlendi ve altta kalan sivi atildi. 100mikrolitre Wash Buffer tiipe eklendi ve
10.000xg max hizda 30 sn santrifiijlendi. Tipiin {izerine 200mikrolitre M-
Desulphonation Buffer eklendi ve oda sicakliginda 15-20 dk bekletildi. Ardindan tekrar
10.000xg’ de 30 sn santrifiijlendi. Altta kalan siv1 uzaklastirildi. 2 defa; 200 mikrolitre
Wash Buffer tiipe eklendi ve 30 sn 10.000xg” de ¢evrildi. Column 1,5 ml’ lik santrifiij
tiptine yerlestirildi ve 10 mikrolitre M-Elution Buffer eklendi. 30 sn 10.000xg’ de
santrifiijlendi ve DNA elde edildi. Metilasyon sonrast DN A 6rneklerinin OD’ leri tek rar
hesaplandi

Metilasyonda Kullamlan Pozitif Kontrollerin Hazirlanmasi1 (IVM)
In Vitro Metilasyon (IVM) ile pozitif kontrol olusturulmasinda;
- 10X CpG Reaction Buffer 2 mikrolitre

- 20X SAM (S-Adenosylmethionine ), 12nM 1 mikrolitre

-CpG Methylase (4 units/mikrolitre) 1 mikrolitre
-DNA 4 mikrolitre
- Distile steril su 12 mikrolitre

CpG Methylase (Msssl) protokoliinde belirtildigi lizere, 30 °C’ de gece boyu
inkiibe edildi. Sonra 65 °C’ de 20 dk inaktivasyon i¢in bekletildi

Daha sonra icerik ‘Ez-DNA Methylation Gold Kit’ protokoliinde belirtildigi

iizere metilasyon asamasina sokuldu.
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3.2.5. Metilasyon Spesifik —Polimeraz Zincir Reaksiyonu(MS- PZR)

Modifiye edilmis DN A, degistirilmis dizi i¢in spesifik olan bir primer seti
kullanilarak PZR ile amplifiye edildi. Bu amplifikasyonda tiim Urasil’ ler (degistirilmis
Sitozin’ ler) Timin olarak amplifiye olurken, yalnizca 5-MC’ ler Sitozin olarak kaldi.

Amplifiye olmus fragmentler analiz i¢in elektroforez iglemine tabi tutuldu.

3.2.5.1. Kullanilan Primerler, PZR Reaksiyon Icerigi ve Dongii Kosullari

Kullanilan Primerler ve Yerlesim Bolgeleri

APAF-1 promotor bolgesi metilasyon durumunu saptamak i¢in kullanilan primerler
Tablo 3-1’ de yer almaktadir. Promotor bolge GC orani ise Sekil 3-1° de

gosterilmektedir.

Tablo 3-1: APAF-1 Primerler

APAF1-UR |5-CCACTC ACTACCTCTTCTTCTCC-3

APAF1-UF |5-GAGGTT TAGTTATGTTTT GTTTGT GG -3'

APAF1- MF |5-AGG TT T AGT TAC GTTTCGTTCG -3

APAF1- MR |5-CGTCCACTC GCT ACC TCT TC -3

Primer Lokasyonlari: AB070829 1250 bp linear DNA

GC Percentage
020 40 60 50

200 bp 400 bp BOO bp BOO bp 1000 bp 1200 bp

[}
o
[y}
I
I

Sekil 3-1 : Primer Bélgesi GC Oran ve Dizi Lokasyon diyagram

X ekseni: GC yiizdesi, Y ekseni baz gifti dizilim bdlgesini gdstermektedir.
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APAF1 METILE PRIMER: Uriin boyu 217 bp
APAF1-MF: AGGTTTAGTTACGTTTCGTTCG - 22mer
APAF1-MR: CGTCCACTCGCTACCTCTTC - 20mer

TGGGGTATAGCGGATAGGAAGTAACGGTTTATAATAACGTGAACGTTITTG
ACGTGTAGCGGGAGTTTTAGAAAGCGTGGTCGAATTTGTAGTTTTTAATAAA

TGGTTCGTTTTTAAATTTTAGTTTTAATTTTTTTTGAGCGATAGGGGTATGTT
ATTAGTACGGGGGGAAATGAGATATAAGAAACGTTCGAAAGGGAAAAATA
AGGTTGGGTTGTTTTTTTTTTTTGGGGTTAAGATAGAGGTATAGAAGGTTTA

GGTTTGGGAGGTTGGATTATTTTICGGTTGGATGTTGAGTCGGGTGGGAGTTT
AAATAGTAGGGGGTTTATAGGAGGTCGGTTTAGGTAGTTTCGCGTTTATTTA
TTAGGTTAGGTTTAGGTACGTTTTTAGCGATAGTAGGTTTAGGTACGTTCGG

GGGTTTGTTTAGTTTTCGTTTTICGTTGTTTCGGGTTACGGGGGTTTTTTCGTTT
TCGTTTCGTTTTTCGGGTTTCGTAGTAGGGGTTTTTTTGGGTTTCGATTTTTTT
CGGTTTTTTATTTTAGATATGTTTGGAGATTTTAGGACGATAAGTTTAGGGT

AGTTTTTTTATTAGGGGGAGTAGGACGTGGTCGTTTTGGCGTTCGTGGGAAT
TTTGGGCGGTGATCGCGTTTTTTTATAGATTTGGTATCGTTTAGAGTTTAGTT
[TTTTTTTTTTTTCGGTATTTTICGTTGTTTTATTGAGTTTTTTAGTTGTTAGTTT
TATAGTTTTTTTAGGAGAGGTGGGCGGCGATTTTAATTTATAGCGTTTTTTAT
TGCGATATTGTTTTAAATTCGAGGAAATTTAAATTTTCGGGCGCGCGTAGGT
CGACGGGATTCGAGGAGGAGGGGTAGGACGAAGGGGTCGCGCGCGTTACG
TCGGGCGCGTCGTCGTTGTTCGAGTTCGGTATTGGTGGGAACGCGGCGCGTT
TTTGAGGTTTAGTTACGTTTCGTTCGCGGGGTAGGCGGGTATTTTTACGCGC
GCGGGTATGAGTCGTGGTAGGAGTGCGCGGCGGTAGCGGTGGTCGTTTTTT
GGGGTTTGGGGTGTGTTTATTTGTATAAGCGGGCGCGCGTCGTTCGGGTTGG
GTGGATTCGGCGGGATTTGATTGTTTCGTTGTTTAGAGGCGGAGAAGAAGA
GGTAGCGAGTGGACGTGATTGTTTTATTTCGGGTAAAAGGGATAGAATTAG

AGGTGGGGAGTTTGGGTAGTCGGCGATTCGCGAAGATTTGAGGTGTCGTAG
T

APAF1 UNMETILE PRIMER: Uriin boyu 215bp
APAF1-UF: GAGGTTTAGTTATGTTTIGTTTGTGG
APAF1-UR: CCACTCACTACCTCTTCTTCTCC

TGGGGTATAGCGGATAGGAAGTAACGGTTTATAATAACGTGAACGTTTTTG
ACGTGTAGCGGGAGTTTTAGAAAGCGTGGTCGAATTTGTAGTTTTTAATAAA

TGGTTCGTTTTTAAATTTTAGTTTTAATTTTTTTTGAGCGATAGGGGTATGTT
ATTAGTACGGGGGGAAATGAGATATAAGAAACGTTCGAAAGGGAAAAATA
AGGTTGGGTTGTTTTTTTTTTTTGGGGTTAAGATAGAGGTATAGAAGGTTTA

GGTTTGGGAGGTTGGATTATTTTCGGTTGGATGTTGAGTCGGGTGGGAGTTT
AAATAGTAGGGGGTTTATAGGAGGTCGGTTTAGGTAGTTTCGCGTTTATTTA
TTAGGTTAGGTTTAGGTACGTTTTTAGCGATAGTAGGTTTAGGTACGTTCGG
GGGTTTGTTTAGTTTTCGTTTTCGTTGTTTCGGGTTACGGGGGTTTTTTCGTTI
TCGTTTCGTTTTTCGGGTTTCGTAGTAGGGGTTTTTTTGGGTTTCGATTTTTTT
CGGTTTTTTATTTTAGATATGTTTGGAGATTTTAGGACGATAAGTTTAGGGT
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AGTTTTTTTATTAGGGGGAGTAGGACGTGGTCGTTTTGGCGTTCGTGGGAAT

TTTGGGCGGTGATCGCGTTTTTTTATAGATTTGGTATCGTTTAGAGTTTAGTT

TTTTTTTTTTTTTCGGTATTTTICGTTGTTTTATTGAGTTTTTTAGTTGTTAGTTT
TATAGTTTTTTTAGGAGAGGTGGGCGGCGATTTTAATTTATAGCGTTTTTTAT
TGCGATATTGTTTTAAATTCGAGGAAATTTAAATTTTCGGGCGCGCGTAGGT
CGACGGGATTCGAGGAGGAGGGGTAGGACGAAGGGGTCGCGCGCGTTACG
TCGGGCGCGTCGTCGTTGTTCGAGTTCGGTATTGGTGGGAACGCGGCGCGTT
TTTGAGGTTTAGTTACGTTTCGTTCGCGGGGTAGGCGGGTATTTTTACGCGC
GCGGGTATGAGTCGTGGTAGGAGTGCGCGGCGGTAGCGGTGGTCGTTTTTT
GGGGTTTGGGGTGTGTTTATTTGTATAAGCGGGCGCGCGTCGTTCGGGTTGG
GTGGATTCGGCGGGATTTGATTGTTTCGTTGTTTAGAGGCGGAGAAGAAGA
GGTAGCGAGTGGACGTGATTGTTTTATTTCGGGTAAAAGGGATAGAATTAG
AGGTGGGGAGTTTGGGTAGTCGGCGATTCGCGAAGATTTGAGGTGTCGTAG
T

APAF-1 Geni Amplifikasyonu I¢cin PZR Reaksiyon icerigi

Metile Olan Dizi icin PZR I¢erigi;

ddH20 16,3 mikrolitre
10xBuffer .5 mikrolitre
MgCk (25mM) . 2 mikrolitre
Primer APAF-1 M-F (10 mikroM) .1 mikrolitre
Primer APAF-1M-R (10 mikroM) : 1 mikrolitre
dNTP (2nM) . 0,5 mikrolitre
Tag DN A Polimeraz (5U/mikrolitre) : 0,1 mikrolitre

Unmetile Olan Dizi icin PZR Icerigi;

ddH20 : 16,3 mikrolitre
10xBuffer : 5 mikrolitre
MgCk (25mM) : 2 mikrolitre
Primer APAF-1U-F (10 mikroM) .1 mikrolitre
Primer APAF-1U-R (10 mikroM) .1 mikrolitre
dNTP (4x 25mikro mol) : 0,5 mikrolitre

Tag DN A Polimeraz (5U/mikrolitre) : 0,2 mikrolitre
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Apaf-1 Geni Metilasyon Spesifik —Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MS- PZR), PZR

Kosullar

Metile Diz i¢in PZR Kosullari;

On Denaturasyon;

35 Siklus;

Uzama;

Son Sicaklik

94 °C 10dk

94 °C 30 sn Denatiirasyon
54 °C 45 sn Primer Baglanma

72 °C 45 sn Uzama

72°C 5dk

10 °C

Unmetile Dizi i¢cin PZR Kosullar

On Denaturasyon;

35 Siklus;

Uzama;

Son Sicaklik

94 °C 10dk

94 °C 30 sn Denatiirasyon
54 °C 45 sn Primer Baglanma

72 °C 45 sn Uzama

72°C 5dk

10 °C
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3.2.6. Agaroz Jel Elekroforezi
PZR iiriinleri %3’ lik agaroz jele yiiklenerek amplifikasyon kontrolii yapilmak
tizere elektriksel olarak ayrildi. Promega 100bp DNA ladder marker olarak kullanild1.

3.2.6.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

%3’ lik jel hazrlamak i¢in 3 gr agaroz tartildi ve 100 ml TAE tamponu ile
karstrildi. Karisim mikrodalga firmda jel kivamina getirildi. Ceker ocak igerisinde her
1g agaroza karsilik 1,2 mikrolitre etidyum bromid eklenerek karistirildi. Karigmm, jel
kabima Ornek sayismna uygun taraklar yerlestirilerek dokiildii ve ¢eker ocakta donmasi

icin bekletildi.

3.2.6.2. Agaroz Jelin Yiiklenmesi- Elektroforez- Goriintiileme

Hazirlanan %3’ lik agaroz jel, igerisinde yliriitme tamponu olarak bulunan
TAE’ li jeltankma yerlestirildi. 5 mikrolitre Loading Buffer ile karistirilan 4 mikrolitre
PZR fdiriinleri kuyulara dikkatlice yiiklendi. Tiim 6rnekler ve marker yiliklemesinin
ardindan diizenek yaklask 120 V altinda 30 dk yiiriitiildii. Islem sonunda UV 1sik

altinda kamera ile goriintiileme yapildi

3.2.7. istatiksel Analiz

Olgulara ve kontrol grubuna ait bulgularin istatiksel analizi ““SPSS 10

programi kullanilarak T-testi ile yapildi.
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4. BULGULAR

2010-2012 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Hematoloji ve Genel Dahiliye
Bilim Dallar’na yeni tani, remisyon ya da niiks bulgusuyla gelen Akut Miyeloid
Losemili (AML) olgulara ait kan ve kemik iligi o6rnekleri, metod kisminda belirtilen

konvasiyonel sitogenetik, KKD, metilasyon PZR’ 1 yontemlerinde kullanild1.

AML hastalarmin 12’si (%57,1) remisyon, 7’si %33.3 yeni tani, 2’si (%9.5)
nikks idi (Sekil 4-1). 21 olgudan 17’ sinin anormal karyotipe sahip oldugu saptandi
(Tablo 4-3). Olgulara ait diger laboratuar verileri hasta dosyalarindan elde edildi.
Toplam AML’ 1i hasta sayis1 21, kontrol grubu says1 20 idi. 10 Kadin 11 Erkek AML
hastasindan olusan ¢alisma grubunda ortalama yas kadmlarda 36.5 erkeklerde 37.9, yas
aralig1 20-65” di. Tablo 4-1’de AML grubu ve kontrol grubu cinsiyet ve say1 yilizdeleri

gosterilmektedir.

AML HASTA GRUBU

m REMISYON = YENITANI * NUKS

Sekil4-1: AML Hasta Grubu Grafigi.

Tablo 4-1 : AML Hasta Grubu Olgu Sayis1 Ve Cinsiyet Yiizdeleri ile Kontrol Grubu Olgu Sayis1 Ve Cinsiyet
Yiizdeleri.

Cahs ma Gruplan | Kadin Erkek Toplam

AML grubu 10 11 21
47,6% 52,4% 100%

Kontrol grubu 14 6 20
70% 30% 100%
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4.1. AML Olgulannin Klinik Laboratuvar Degerleri
Olgulara ait laboratuvar wverileri (WBC, Hgb, Hct, PLT) Tablo 4-2’ de
gosterilmigtir. AML olgularma ait konvansiyonel sitogenetik bulgulari ise Tablo 4-3’ de

yer almaktadir.

Tablo 4-2: AML Hasta Gurubu Laboratuvar Verileni.

(—isaretli olgularm degerleri bilinmemektedir.)

HASTA GRUBU WBC Hgb Hct Plt
(n/mm3) | (g/dL) (%) (n/mm3)

Olgu 1 4000 9,4 - 20000
Olgu 2 10910 8,62 28,14 22000
Olgu 3 - - - -
Olgu 4 36200 8,7 25,7 28000
Olgu 5 4600 14,7 43,4 169000
Olgu 6 5500 114 33,3 154000
Olgu 7 - - - -
Olgu 8 5100 11,8 36,1 172000
Olgu 9 7600 9,6 29,1 26000
Olgu 10 2720 58 16,3 30000
Olgu 11 1600 7,6 21,7 34000
Olgu 12 18420 6,72 18,89 -
Olgu 13 5690 7,42 22,43 -
Olgu 14 7700 6,9 24,9 -
Olgu 15 137000 13,7 - -
Olgu 16 3860 13,97 41,31 121000
Olgu 17 49200 13,88 39,09 8000
Olgu 18 800 6 18 60000
Olgu 19 3950 9,78 29,6 75600
Olgu 20 15400 8 23 64000
Olgu 21 - - - -
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Tablo 4-3 : AML Grubu Konvansiyonel Sitogenetik Bulgulari.

(t: translokasyon, del: delesyon, kt: kemoterapi, mar: marker kromozom)

HASTA |Cinsiyet| Yas KARYOTIP BULGULARI
GRUBU
Olgu 1 K 44 t(15;17)
Olgu 2 E 31 Tanimsiz
Olgu 3 E 40 Tanimsiz
Olgu 4 K 20 t(15,17) (922;921.1)
Olgu 5 E 45 46,XY (%40) /46,XY, 1(8,21)(q22;q22) (%60)
Olgu 6 E 65 Tanimsiz
Olgu 7 E 48 Tanimsiz
Olgu 8 K 33 Tanimsiz
Olgu 9 K 45 t(15;17)
Olgu 10 E 21 46,XY, 1(8,21) (422;922)
Olgu 11 K 42 kt oncesi46XX ,t(7,11)(p15;15) kt sonrast// 46, XY
Olgu 12 E 32 |46,XY, t(15,17)(q22;921), der(20), t(13;20)(q14?;913,3?)(15adet)/46, XY
(5Adet)
Olgu 13 K 28 46,X, -X, 1(8,21)(922;q22), del (9)(q21;922), +mar(15 adet)/
46,XX (5 Adet)
Olgu 14 K 40 46,XY
Olgu 15 E 40 46,XY
Olgu 16 E 22 46,XY (9 Adet) 45,X, -Y, 1(8;21)(q22)q22), t(9;22)(q34;911) 6 adet
Olgu 17 E 30 Tanimsiz
Olgu 18 K 30 Tanimsiz
Olgu 19 K 35 46,XX
Olgu 20 E 43 46, XY
Olgu 21 K 48 55, XXX, +4, +6, +8,1(11;17)(q23;925), +12, +19, +21, +22, +mar
hiperdiploidi
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4.2. AML Olgulaninin Simflandirilmasi

Olgular FAB (French-American-British) siniflandirmasi gz oniine alinarak alt
gruplara ayrildi 21 AML’ li olgunun 13’ {iniin (%62) FAB alttipi tanimlt idi. Tanimh
hasta saysi ile karsilastirildiginda 2 (%14,3) olgu FAB M1, 4 (%28,6) olgu FAB M2, 4
(%28,6) olgu FAB M3, 3 (%21,4) olgu FAB M4, 1(%7,1) olgu FAB M6 alt-tipine
sahipti (Sekil 4-2).

AML Calisma Grubu FAB
Siniflandirmasi Yuzdeleri

mFABM1 ®mFABM2Z ®SFABM3 ®=FABMA4 mFAB M6

Sekil4-2 : AML olgular1 FAB simflamas grafigi.

4.3. KKD Degerlerinin Hesaplanmasi

KKD degerlerinin hesaplanmasi, her 6rnek basina 25 metafaz saptanarak, bu
metafazlardaki KKD sayismin ortalamasi alinarak yapildi KKD (Kardes Kromatid
Degisimi) AML hasta grubunda metafaz basma ortalama 7.704 + 2.1866 olarak
saptandi. Kontrol grubunun KKD verilerinin ortalamasina bakildiginda ise metafaz
basma 4.255 =+ 0.7438 olarak bulundu. Buna gore hasta grubundaki ortalama KKD
sikhigr anlamli olarak yiiksekti. (p=0.000). Remisyon ve yeni tanii AML olgular1
arasinda ise KKD sikhigr acisindan farklhilik yoktu (sirasiyla 7,75 + 1.88 ve 7,94 + 2.5;
p=0.8).Sekil 4-3” te KKD analiz sonuglar1 grafigi, Tablo 4-4° de KKD hasta ve kontrol

verileri ve hasta evreleri yer almaktadir.
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KKD Analiz Sonuglarn

Aml Hasta

Grubu

Remisyon

Sekil 4-3: KKD analiz sonuc¢lar grafigi.

Yeni Tam

Kontrol

Tablo 4-4 : Cahsma Grubu ve Kontrol Grubu KKD, FAB e Evre Tablosu.

AML

Hasta Kontrol

Grubu |Cinsiyet] Yas KKD FAB Ewre Grubu [Cinsiyet| Yas KKD
Olgu 1 K 44  [Tanimsizl AMLM3 |[REMISYON| Kontrol 1 E 28 58
Olgu 2 E 31 |Tanimsiz M6 REMISYON| Kontrol 2 E 32 4,04
Olgu 3 E 40 7,53 AML [REMISYON| Kontrol 3 E 45 4,61
Olgu 4 K 20 7 AML M3 |REMISYON| Kontrol 4 K 27 3,72
Olgu 5 E 45 9,2 AMLM1 |REMISYON| Kontrol 5 K 29 4
Olgu 6 E 65 12,93 | AMLM4 [REMISYON| Kontrol 6 K 35 3,73
Olgu 7 E 48 |TanimsizZl AMLM1 [REMISYON| Kontrol 7 K 21 3,61
Olgu 8 K 33 5 AML |REMISYON| Kontrol 8 K 46 3,58
Olgu 9 K 45 [Tanmimsizl AMLM3 [YENITANI| Kontrol 9 K 28 51
Olgu 10 E 21 7,2 AML M2 |YENITANI| Kontrol 10 E 65 4,6
Olgu 11 K 42 5,5 AML |REMISYON| Kontrol 11 K 32 4,05
Olgu 12 E 32 4,45 [ AMLM3 [YENITANI| Kontrol 12 K 21 3,3
Olgu 13 K 28 |Tanimsizl AMLM?2 NUKS | Kontrol 13 K 34 6,2
Olgu 14 K 40 7,35 | AMLM2 |[REMISYON| Kontrol 14 E 29 3,94
Olgu 15 E 40 8,7 AML [YENITANI| Kontrol 15 K 52 3,5
Olgu 16 E 22 9,06 | AMLM?2 |REMISYON]| Kontrol 16 E 55 4,3
Olgu 17 E 30 9,3 AML |[YENITANI|Kontrol 17| K 28 4,47
Olgu 18 K 30 7,31 AML |YENITANI|Kontrol 18| K 32 4
Olgu 19 K 35 9,53 | AMLM4 |[YENITANI| Kontrol 19| K 23 4,5
Olgu 20 E 43 |Tanimsizl AMLM4 [REMISYON| Kontrol 20 K 22 4,05
Olgu 21 K 48 55 AML NUKS

51



Sekil 4-4 : KKD Analizi icin AML Hastas1 Metafaz Plag
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4.4. Metilasyon Spesifik PZR Sonuglari ve Jel Goriintiile ri

Hasta ve kontrollere ait periferkk kandan izole edilmis DNA Ornekleri
metilasyon PZR’ 1 i¢cin kullanild1. % 3’ lik agaroz jele yiiklenen PZR firtinleri analizi
sonucu AML hasta grubunun ve kontrol grubunun %100’ {iniin APAF-1 gen promotdr
bolgesinin metillenmemis oldugu gdzlemlendi. AML hasta grubu ya da saglikli kontrol

grubundaki hi¢cbir bireyde promotdr metilasyonu saptanmadi.

Sekil 4-5 : APAF-1 Geni Promotor Bolgesi AML Grubu Metilasyon Analizi

AML hasta grubu 3%’ lik agaroz jel goriintiiler. M= Metile primer, U=
Metillenmemis primer, PozM= Metile primer ile amplifiye olmus pozitif kontrol,
PozU= Metillenmemis primer ile amplifiye olmus pozitif kontrol Neg= Negatif kontrol
(steril distile su ve PZR karigimi)
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5. TARTISMA

Kanser, hiicrelerin diizensiz gelisim gostermesi ve kontrolsiiz cogalmalar1 ile
karakterize malign hastalik grubudur. Giiniimiizde kanser gelisimi ‘‘karsinogenez’ ya
da ‘“‘onkogenez’ olarak adlandirilmakla birlikte, hangi mekanizmalar, yolaklar ve
olaylar sonucu olustugu tam olarak a¢ikliga kavusturulamamigtir. Bunun yaninda kanser

alaninda yapilan ¢aligmalar karsinogeneze kismen de olsa agiklama getirmektedir.

Genetik ve epigenetik siirecler karsinogenezde dnemli rol oynamaktadir. Kanser
olusumu ¢ok basamakli mutasyon ve hiicresel mekanizma bozukluklar1 ile ortaya
cikmaktadwr. Karsinogenezin tek basamakli bir silire¢ olmadigini ortaya koyan
calismalara en giizel 6rnek kolon kanseri tizerine yapilan ¢alismalardir (Kinzler, K. W.

ve Vogelstein, B., 1996).

Genom boyunca mutasyon olusma egiliminin artmasi ‘‘genomik instabilite”’
olarak adlandirilmaktadir. Kanser patogenezinde genomik instabilitenin neden oldugu
mutasyonlarin ve kromozomal yeniden diizenlenmelerin biiyik Onemi oldugu
bilinmektedir. Ornegin DNA tamirinin kalitsal bozukluklarmda (Fanconi Anemisi,
Ataksi Telanjiyektazi, Bloom Sendromu vb.) genomik instabilite, gerek molekiiler
gerekse kromozomal diizeyde izlenebilmektedir. Bu hastaliklarin en 6nemli ortak yonii
artmis kanser egilimidir (Swift, M. ve ark., 1991; Kuhn, E.M. ve Therman, E., 1986; D.
Alan ve D'Andrea M.D., 2010).

Genomik instabilite proto-onkogenlerin aktivasyonu ya da tiimdr siipresor
genlerin inaktivasyonu ile sonuglanabilmekle birlikte, hiicresel mekanizmalarin
isleyisinin bozulmasna da yol agmaktadr. Asir1 gen ekspresyonu, nokta mutasyonlari,
kromozomal yeniden diizenlenmeler (dengeli translokasyonlar, inversiyonlar,
insersiyonlar, delesyonlar ve say1 anomalileri vb.) diger kanser tiirlerinde oldugu gibi
bsemilerde de sk karsilasilan olusumlardir. Ozellikle kromozomal anomalilerden

bazilaritanisal ve/veya prognostik acidan deger tasimaktadr (Cefle, K., 2009).

Genomik instabilite tayin yontemlerinlerinden biri olan KKD analizi, homolog
kromozomlarda meydana gelen parca degisimi oranmi tayin etmek i¢cin kullanilan

yontemlerden biridir. Hiicrelerde spontan olarak meydana gelen KKD sikhigi
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karsinojenik maddeler ve iyonize radyasyona maruziyet gibidis etkenlerle, ya da Bloom
sendromunda oldugu gibi kalitsal DNA tamir bozukluklarinda artabilmektedir. KKD
sikhgmdaki artismm ise kanser gelisiminde rol oynayabilecek genomik instabiliteyi
yansittigi distiniilmektedir (Latt, A. S. ve Schreck, R.R., 1980; Kram J.D. ve ark., 1993;
Nejad, K. S.ve ark., 2009).

Genomik instabilitenin bir diger konvansiyonel gostergesi kromozomal
aberasyonlardir. Bir 6nceki paragrafta sozii gegen kalitsal DNA tamir hastaliklarminda
kromozom kirklarinm daha ¢ok olustugu gdriilmektedir. Ornegin Fanconi anemisinde
klastojenik ajanlara duyarlhilik artmistir. Diger yandan, gerek solid tiimorlerde, gerekse
hematolojik malignitelerde sayisal ve yapisal kromozom anomalilerine siklikla
rastlanmaktadir. Bunlarin bazilarmin hastaligin olusumunda esas rolii oynadig1 (Kronik
miyelositer 16semideki Filadelfiya kromozomu gibi) bilinmekle birlikte, bir ¢ogunun ise

genomik instabilitenin bir sonucu olarak ortaya ¢iktig1 distiniilmektedir (Alan ve
D'Andrea M.D., 2012; Kuru, D., ve ark., 2010; Bogliolo, M., ve ark., 2002).

Kanser alaninda yapilan arastirmalar karsinogenez siirecinin sadece DNA
dizisinde meydana gelen degisikliklerden degil ayni zamanda DNA dizisi degigsmeksizin
gen ifadesinde meydana gelen degisikliklerle de iliskili oldugunu gostermektedir.
Epigenetik degisimler olarak adlandirilan bu degisimler normal sartlarda hiicre
gelisimine ve diizenine hizmet ederken, epigenetik mekanizmada meydana gelen
bozukluklar hiicreyi hatta organizmay1 dogrudan etkileyerek kansere yol agabilmektedir
(Martin, C. ve Zhang Y., 2007).

Epigenetik degisimlerden biri olan DNA metilasyonu, gen ekspresyonunu
diizenleyen kimyasal bir modifikasyondur. Genlerin promotoér bdlgelerinde daha sik
bulunan CpG adalarimda metilasyon daha sik meydana gelmektedir. Genin aktif hale
gelebilmesi i¢in promotdr bolgelerin metillenmemis durumda bulunmasi gerekmektedir.
Genin inaktive olmas1 gereken durumlarda ise promotor bolgeleri metile durumdadir.
CpG adalarindan bazilar1 doku farklilasmalarinda ve gelisim sirasinda metillenmemis
olmasina karsm genomda siklikla metiledir. Uzun siireli transkripsiyonel susturumla
sonuglanan, X kromozomu inaktivasyonu ve imprint genlerdeki dogal metilasyon,

gelisim sirasinda olusan metilasyona baslica 6rnekler arasinda yer almaktadr.
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Bunun yaninda insan genomunda daginik halde bulunan tekrarlayan diziler,
kodlanmayan DNA bolgeleri ve transposable DNA elementleri, hiicreleri kromozomal

instabiliteden korumak i¢in metiledir (Sharma, S., ve ark., 2009; Baylin, S.B., 2005).

Tlimor siipresor genleri susturan bdlgeye 6zel hipermetilasyonun tiimérogeneze
katkis1 bulunmaktadir. Rb (retinoblastomayla iligkili tiimor siipresér gen), p16, MLHI,
BRCA1l ve APAF-1 gibi DNA tamiri, hiicre dongiisii, adhezyon, apoptoz ve
anjiyogenezle iligkili timor siipresor genler lizerinde yapilan ¢aligmalar, bu genlerde
meydana gelen anormal hipermetilasyonun kanser gelisimi ve yayilmina katkisi
bulunabilecegini gbstermektedir. (Jones, P. A. ve Baylin, S.B., 2002). Bu genlerin nasil
olup da hipermetilasyona hedef haline geldigi hala agikhiga kavusturulamamistir
(Sharma, S. ve ark., 2009).

Akut miyeloid I6semi (AML) miyeloid seri elemanlarinin neoplastik
transformasyonu sonucu gelisen, diizensiz gelisim ve proliferasyon ile karakterize,
ilerleyen sathalarda ¢evre dokulara metastaz gosteren kemik iliginin malign

hastaliklarindan biridir.

AML’ nin etiyolojisi birgok AML hastas1 i¢in tam olarak acikliga
kavusturulamamakla birlikte, her gecen giin 16komogenik ajanlar hakkinda daha fazla
bilgi sahibi olunmaktadir. AML gelisimi bir¢ok risk faktorii ile iligkilidir. Bilinen riskler
belirlenen vakalarin sadece kiigliik bir kismini agiklayabilmektedir. Bu riskler yas,
hematolojik hastaliklar, kimyasallarm, viriislerin ve radyasyonun yol actigi genetik
bozukluklar, kemoterapi veya saghgi etkileyecek meslek sahibi olmak wvb. olarak
sayilabilmektedir (Deschler B. ve Liibbert M., 2006).

Akut Miyeloid Losemi (AML)’ de elliden fazla tekrarlayan yapisal kromozom
anomalisi tanimlanmistir. AML de erigkin hastalarm % 50-75” inde klonal kromozomal

yeniden diizenlenmeler gézlenmektedir (Durak, B., 2006).

AML hastalarmin %40-50" sinde ise normal karyotip saptanmaktadir. Normal
karyotipe sahip AML hastalar1 orta prognoz grubunda smiflandirilmasma ragmen
olgularin tedaviye verdigi cevaplar birbirinden farkl olabilmektedir. Normal karyotipe
sahip AML hastalar1 aragtirmaya ag¢ik bir grup olup, bu alanda yapilan calismalar ¢esitli
genlerde meydana gelen ekspresyon degisikliklerinin tedavi siirecini etkiledigini ortaya
koymustur (Orn; FLT3-1TD, CEBPA, BAALC = Beyin ve akut Iosemi iliskili,
sitoplazmik) (Bienz, M. ve ark. 2005).


http://carcin.oxfordjournals.org/search?author1=Shikhar+Sharma&sortspec=date&submit=Submit
http://carcin.oxfordjournals.org/search?author1=Shikhar+Sharma&sortspec=date&submit=Submit
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Hematopoietik dokularda homeostazisi saglayan en énemli olaylardan biri de
apoptoz mekanizmasidir. AML’ de diizensiz gelisim gdsteren miyeloid seri elemanlar:
apoptoza ugramayarak asir1 proliferasyon gostermektedirler. Bu durum AML
gelisiminde apoptoz yolaklarinda rol oynayan elemanlarda meydana gelen
bozukluklarm  hastaligimn  baslamasi1 ve  gelisimine  katkis1  bulundugunu
distindiirmektedir. Apoptoz siireglerinden biri olan i¢ 6liim yolaginda sitokrom-c
sallmmasmi takiben apoptozom olusum sireci baslamaktadir. APAF-1 (Apoptotik
proteaz aktive edici faktor) apoptozom olugsumunda merkezi rol oynayan elemanlardan
biridir. APAF-1 gibi apoptozom proteinlerinde meydana gelen defektler AML gibi
birgok malign hastaligin gelisimine sebep olur (Testa, U. ve Riccioni, R., 2007).
Bununla birlikte APAF-1 protein seviyelerinin farkli kanser tiirlerinde kemorezistansa
yol agtigina dair caligmalar da vardir (Campioni M. ve ark.,2005; Svingen, P.A. ve ark.,
2000).

APAF-1’ in tiimdr siipresdr roliiniin yaninda apoptoz ile iliskili olmayan baska
fonksiyonlara da sahip olabilecegi 6ne siiriilmektedir. Farelerde knock out APAF-1,
insan hiicrelerinde knockdown APAF-1 ve ced-4 (C. elegans da bulunan APAF-1 insan
ortolog geni)’ de fonksiyon kayb1 mutasyonlar ilizerine yapilan calismalarda bu genin
apoptoz meydana gelmeksizin, DNA hasar1 sonucu DNA sentezinin durdurulmasma
aracilik ettigi belirtilmektedir. Sonu¢ olarak APAF-1" in apoptoz i¢ Olim yolag:
apoptozom olugsumunda merkezi rol oynamasinin yanisira DNA hasarma bagl hiicre
dongiisti  kontroliinde yer alarak kromozomal stabiliteye katkida bulundugu

disiintilmektedir (Mouhamad, S., ve ark., 2007).

Bu bilgiler 18inda, AML’ deki muhtemel bir apoptotik defekt ve bunun
genomik instabilite ile iliskisini incelemeyi amagladik. Bu amaca yonelik olarak,
APAF-1’ in apoptozisteki 6nemini de dikkate alarak, AML’ li hastalarda bu genin
promotér bolgesinin metilasyon durumunu inceledik. Ayrica, metilasyon durumunun
genomik instabilite gostergeleri olan KKD sikligi ve kromozomal aberasyonlarla
iliskisini aragtrmay1 da hedefledik. Calismamizda yer alan AML hastalarmin 12’ si
(%57,1) remisyon, 7 si (%33,3) yeni tany, 2’ si (%9,5) nikks olmakla birlikte olgular
FAB (French -American -British) smiflandirmasi gbz Oniline alnarak alt gruplara
ayrilmigtir. 21 AML’ 1i olgunun 13’ iiniin (%62) FAB alttipi tanimlidir. Taniml1 hasta
grubu icinde karsilastirildiginda 2 olgu (%14,3) FAB M1, 4 olgu (%28,6) FAB M2, 4
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olgu (%28,6) FAB M3, 3 olgu (%21,4) M4, 1 olgu (%7,1) M6 alt-tipinde yer aliyordu. 4
olgu normal karyotipe sahip iken 10 olguda c¢esitli kromozomal anomaliler

bulunmaktaydi.

Aragtrmamizda yer alan AML hasta grubunda KKD (Kardes Kromatid
Degisimi) analiz sonuglar1 ortalama 7.704 + 2.1866 olarak saptanmistr. Kontrol
grubunun KKD verilerinin ortalamasma bakildiginda ise 4.255 + 0.7438 olarak
bulunmaktadr. AML grubunda KKD siklig1 saglikli kontrollere kiyasla anlaml1 olarak
daha yiiksek saptanmistir (p=0.000). AML hasta grubu yeni tani ve remisyondaki hasta
KKD analizleri degerlendirildiginde ise yeni tani alan hastalarda ortalama 7,75 + 1.88,
remisyondaki hastalarda ise 7,94 £ 2,5 olarak saptanmigtir. Yeni tan1 ve remisyondaki

hastalar arasinda KKD degerleri bakimindan anlamh bir farka ulasilamamustir (p=0,8).

Literatiirde yeni tan1 ve remisyondaki 10semi hastalar1 lizerine yapilan KKD ile
iligkili arastirmalar bulunmaktadwr. 13 AML, 1 ALL ve 1 Hodgkin hastasini kapsayan
bir aragtirmada, tedavi dncesi ve tedavi sonrasinda KKD analizi yapimstr. Tedavi
oncesinde saglkl kontroller ile karsilastirilan hasta grubunun KKD sikligmm anlamh
derecede yiiksek oldugu bulunmustur. Tedavi oncesi hasta grubu, tedavi sonrasi hasta
grubuyla karsilastirildiginda, tedavi sonras1t KKD sikliginin artis gosterdigi saptanmustir
(Tuna, M. ve ark., 1985).

Cocukluk c¢ag1 ilag tedavisi goren ALL hastalarindaki KKD siklhig1 iizerine
Mertens, R. ve ark. tarafindan yapilan bir arastirmada ilag tedavisi sonras1 yapilan KKD
analiz sonuglar1 saglikli kontrollere oranla anlamh derecede yiiksek bulunmugtur
(p=0,002). Calismanin sonucunda KKD oranindaki artism DNA instabilitesini

yansitabilecegi, DNA tamir sisteminde bozukluga yol acabilecegi diisliniilmiistiir
(Mertens, R. ve ark. 1995).

Calismamizda yer alan AML grubu olgularinda APAF-1 promotoér metilasyon
analizi yapilmistr. AML grubu ve saglikli kontrol grubu arasinda APAF-1 metilasyon
analiz sonuglarma bakildiginda ki grup arasinda fark yoktur.Calisilan tiim olgularda

APAF-1 promotor bolgesinin metile olmadigi saptanmustir.

Timorogeneze yol acan promotoér metilasyonu ile iliskili APAF-1 ekspresyon
kayb1, kolorektal kanser, seviks kanseri ve melanoma gibi malign hastaliklarda olumsuz

prognostik degere sahiptir APAF-1 ekspresyonunun melanoma, serviks ve kolorektal
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karsinoma gibi bazi malign timorlerde delesyon gibi ¢esitli sebeplerle

baskilanabilecegini gosteren galigmalar vardir (Mouhamad, S., ve ark. 2007).

Kolon kanseri SW620 hiicre soyunda Huerta, S. ve ark. tarafindan yapilan bir
calsmada APAF-1 protein seviyesinin kemoterapide dirence yol ag¢tifi ortaya

konulmustur (Heinzerling, J.H ve ark. 2007).

Kuzey Hindistan populasyonunda APAF-1 geninin de dahil oldugu 3 ayri
gende promotdr metilasyonunun renal hiicreli karsinomlu bireylerde bagimmsiz
muhtemel prognostik faktor olarak rol oynayabilecegi diisiiniilerek, 196 renal hiicreli
karsinoma sahip birey iizerinde arastirma yapilmistr. Farkli timor evreleri ve saghkh
kontroller ile karsilastrildiginda APAF-1 promotdr bdlge metilasyonu frekansindaki
artisin ileri timor evresi ile direk olarak iliskili oldugu belirtilmistir (Ahmad, S.T. ve
ark., 2011).

Sitokrom-c ye bagimli apoptotik yolakta merkezi rol oynayan Apaf-1’ in larinks
skuamoz hiicreli karsinoma olusumundaki roliinii tayin etmek icin larinks skuaméz
hiicreli karsinom (LSCC) ornekleri ile para-neoplastik larinks dokular1 (PNT) APAF-1
ekspresyon seviyeleri karsilastirilmis. LSCC 6rneklerinin %40’ mnin PNT dokularma
gore daha az APAF-1 ekspresyonuna sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. APAF-1 promotdr
bolgesi metile 11 LSCC o6rnegi ekspresyon seviyelerine bakildiginda 1 6rnek harig
APAF-1 ekspresyon seviyesinin down-regiile oldugu saptanmustir. Sonug olarak AP AF-
1 ekspresyon seviyesindeki diisiisiin sadece APAF-1 genindeki delesyondan degil,
genin promotdr bolgesinde meydana gelen metilasyondan da kaynaklanabilecegi

belirtilmistir (Huang, D.F. ve ark., 2004).

Gastrik karsinoma sahip 27 olguda ve 25 saglkli kontrolde, APAF-1" inde
icinde oldugu 8 farkli geni kapsayan promotdr bolgesi metilasyon analizlerinde AP AF -

I’ in hem hastalarda hemde kontrol grubunda metillenmemis oldugu saptanmugtir
(Poplawski, T. ve ark., 2008).

Literatiirde farkli kanser tiirleri ile iliskili APAF-1 iizerine yapilan aragtirmalar
disinda 16semi ile iliskili arastirmalar da bulunmaktadir. Ornegin, ultraviyole 1sikla
apoptozu tetiklenmis 16semi hiicre serilerinde yapilan bir calismada 16semi hiicrelerinin

diisiik seviyede APAF-1 proteini eksprese ettikleri saptanmustir (Jia, L., ve ark., 2001).
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Furukawa, Y. ve ark.yaptig1 bir calismada ise ¢alismada yer alan insan l6semi
hiicre serilerinin %25 i ve AML hiicre blastlarmin %42’ sinin APAF-1 metilasyon
susturumuna bagh olarak diisik seviyede APAF-1 mRNA’ si1 eksprese ettigini
gostermektedir (Sutheesophon, K., ve ark., 2005).

Losemi  hiicrelerinde APAF-1 ekspresyonunun deregiilasyonu oldukca
karmasiktir. Insan 16semi hiicreleri ile yapilan baska bir arastrma APAF-1 mRNA
seviyesinin APAF-1 protein seviyesi ile ayni seviyede olmadigini gostermektedir (Fu,
W.N. ve ark., 2003).

Karsinogenezde apoptoz disregiilasyonunun 6nemli rol oynadigi belirtilen ve 5
I6semi hiicre serisinin metilasyon degerlerinin arastirildigi baska bir arastirmada Rajji,
HL60, U937, Jurkat ve NB4 losemi hiicre serileri metilasyon durumu saptanmis ve
Apaf-1’ in tim hiicre serilerinde metillenmemis oldugu g6zlemlenmistir. Bu
arastirmada 32 AML M3 ve 50 farklh akut miyeloid 16semi alt tiplerini igceren olgu
kullanilmig, ayrica 25 akut lenfoblastik 16semi hiicresi ¢aligilmistir (Chim, C.S. ve ark
2008).

APAF-1’ in Ibkomogenezdeki roliinii agikhiga kavusturmak i¢cin Frukawa Y. ve
ark. tarafindan yapilan diger bir ¢aligmada yer alan 6rneklerin APAF-1" in yer aldig:
kromozom bdlgesinde delesyon, translokasyon, duplikasyon, inversiyon gibi yapisal
anomaliler bulunmamakta ve APAF-1 mRNA seviyeleri, 20 insan Iosemi hiicre
serisinin 5’ inde ve 12 akut miyeloblastik 16semi hiicrelerinin 5’ inde normalin altinda
veya ¢ok diisiik olarak saptanmugtir. APAF-1 transkripsiyonunu diizenleyen faktorler
(p53, E2F-1 ve Sp-1) APAF-1 pozitif ve negatif hiicreler incelendiginde herhangi bir
farklilik saptanmamugtwr. APAF-1 geni defektli hiicre soylarmda +87 wve +128
bolgelerinde metilasyon olusumu daha sik gézlemlenmistir. Bu hiicrelerin 5-aza-2
deoxycytidine ile tedavisinden sonra (DNA metilasyon inhibitorii) APAF-1
ekspresyonu diizelmistir. Calismada +87 ve +128 bolgelerinin metilasyon iligkili metile
DNA Baglanma Bolgesi 2 ve Histon Deasetilaz 1’1 diizenleyen represor element gibi rol

oynayabilecegi gosterilmistir (Frukawa Y. ve ark., 2005).

Aragtrmamizin sonuglarma gore, hasta grubundaki ortalama KKD sikhigmimn
anlamh olarak yiksek olmasi (p=0.000) akut miyeloid I6semili olgularin saglikh
olgulara kiyasla DNA replikasyonu ve onarimi esnasinda meydana gelen aksakliklara

daha yatkin oldugunu ve genotoksik ajanlara daha ¢ok maruz kaldigimi ya da daha
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duyarli oldugunu disiindirmektedir. Bu sonu¢ AML’ 1li olgularda genomik
instabilitenin hastalik patogenezinde rol oynadigini desteklemektedir. APAF-1
metilasyon sonuclarma bakildiginda ise APAF’ in bilinen fonksiyonlar1 olan genomik
stabiliteyi saglama ve tiimor siipresor etki gostermesinin hatali metilasyon ile
engellenmedigi diisiiniilebilir. Sonuglar degerlendirildiginde AML patogenezi APAF-1
promotdr bdlge metilasyonu ile dogrudan iliskili gériinmemektedir. Ozellikle, hasta
grubunda yiiksek oranda artmis KKD sikligmin APAF-1 metilasyonu ile iliskisi
bulunmamistr. Bu, AML’ li hastalardaki genomik instabilitede APAF-1 islev yitiminin
rol oynamadigmi diisiindiirebilir. Ancak, APAF-1 regiilasyonu transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel mekanizmalarla da diizenlenmektedir. APAF-1 in ekspresyonunun
multistep regililasyon gostermesi nedeniyle protein diizeyinin mRNA diizeyiyle
korelasyon gostermedigi de dikkate alinmalidir. Bu durum APAF-1 ile iliskili post-
transkripsiyonel =~ mekanizmalarinda  meydana  gelebilecek  modifikasyonlarin

degerlendirilmesi gerekliligini gdstermektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, genomik instabilite artismin AML gelisiminde rolii
oldugunu, diger yandan APAF-1 gen promotor bdlge metilasyonu ile KKD artisinin
iliskili olmadigin1 diisiindiirmektedir. Ancak, 6zellikle APAF-1 islevinin daha degisik
mekanizmalarla diizenlenebilecegi ya da bozulabilecegi dikkate alinarak, farkh
yontemlerle genin islevinin incelenmesi gerekmektedir. Bu sekilde hastalik
patogenezine getirilen agiklamalar ile tedavi ve sag kalim siirelerinde 6nemli gelismeler

saglanabilir.
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